Universidade Federal do Rio de Janeiro
Escola de Quimica
Po6s-Graduacdo em Engenharia de Processos Quimicos e Bioquimicos

Gabrielle Barbosa Pinto

PERFIL TECNOLOGICO DAS LIPASES NA INDUSTRIA FARMACEUTICA

Dissertacao de Mestrado

Rio de Janeiro, RJ - Brasil
Setembro de 2019



Gabrielle Barbosa Pinto

PERFIL TECNOLOGICO DAS LIPASES NA INDUSTRIA FARMACEUTICA

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de Po6s-Graduagdo em
Engenharia de Processos Quimicos e Bioguimicos, Escola de Quimica,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como requisito parcial a obtencéo do
titulo de Mestre em Ciéncias.

Orientadores: Adelaide Maria de Souza Antunes, D.Sc
Flavia Maria Lins Mendes, D.Sc

Rio de Janeiro
2019



Pinto, Gabrielle Barbosa.

Perfil tecnoldgico das lipases na industria farmacéutica / Gabrielle
Barbosa Pinto. - Rio de Janeiro, 2019.
135f.: 1l

Orientador: Adelaide Maria de Souza Antunes, D.Sc
Coorientador: Flavia Maria Lins Mendes, D.Sc

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Escola de Quimica, Programa de Pds Graduacdo em Engenharia de Processos
Quimicos e Bioquimicos, 2019.

1. Biocatalisador. 2. Lipase. 3. IndUstria farmacéutica. 4. Sintese
Dirigida. 5. Inibidores enzimaticos. I. Antunes, Adelaide Maria de Souza, orient.
I. Mendes, Flavia Maria Lins, coorient. I11. Titulo.




Gabrielle Barbosa Pinto

PERFIL TECNOLOGICO DAS LIPASES NA INDUSTRIA FARMACEUTICA

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de P6s-Graduacdo em Engenharia de
Processos Quimicos e Bioquimicos, Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, como requisito parcial a obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias.

Rio de Janeiro, 27 de Setembro de 2019.

Aprovada por:

4 2 il J//
: /;,] G{,b(c.-o ~ "(’//Q-m > LA
D.S¢ Adelaide Maria dc{Souza Antungd JOFR JINPI

(Kimbre, D Hewncd o
D.5¢ Costina d*Urso de Souza Mendcs Santos, INPI

B ot
D.S%ﬁmﬁ Borschaver. UFRI

e
D.ScT ?gfe Lﬂ]}a”dexMagaJ]ﬁes, FIOCRUZ

Rio de Janeiro, RJ - Brasil
Setembro de 2019



In memoriam

Friedrich Nietzsche e o Cavalo de Turim

Um dia, os pensamentos fincando como alfinetes, vislumbres como cortes de navalha,
escutou um cavalo sendo acgoitado na rua. Brados enraivecidos contra o indefeso animal, o
chicote estalando, sangue e relinchos para todo lado. Os transeuntes ocupados sem perceber
a cena, cada um preso em suas mesquinhas responsabilidades. Nietzsche rompeu a rua, em
desespero atroz, rangendo os dentes na direcéo do acoite, rosnando blasfémias contra o algoz.
Era o fim do maior filésofo desde Kant: abragado ao cavalo, chorando, chorando, chorando
seu desespero. Enfim, desmaiou para nunca mais. Quando acordou era um nada, um catatdnico
Nietzsche sem frases inteligiveis, olhar parado, babando. Morreu uma década depois, sob
cuidados da irmd, Elizabeth Forster-Nietzsche, aquela que n&do lhe compartilhou da
inteligéncia e que, por falta dela, serviu para a terrivel interpretacdo de Nietzsche pelo
Nazismo (Italia,1899).

Texto Homero Nunes
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PINTO, Gabrielle Barbosa. Perfil Tecnologico das Lipases na Industria Farmacéutica. Rio
de Janeiro, 2019. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia de Processos Quimicos e Bioquimicos)
— Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

Nas ultimas décadas, as enzimas experimentaram grandes iniciativas de Pesquisa,
Desenvolvimento e Inovacdo. Neste trabalho, o objetivo é identificar o panorama atual da
aplicagéo da lipase no Setor Industrial Farmacéutico. O recolhimento de dados e informagdes
técnico-cientificas sobre a lipase foi realizado a recuperacdo de documentos de patentes no
periodo de 1997 a Junho de 2018, na base de dados SciFinder, disponivel via portal CAPES.
Apbs o refino da busca, o estudo prospectivo revelou 260 documentos de patentes que foram
analisados individualmente. As lipases tém sido utilizadas de varias maneiras na inddstria
farmacéutica, tanto para a obtencdo de moléculas bioativas quanto para superar limitacfes na
formulacdo de medicamentos e no design de medicamentos. Desta forma, pode-se concluir que,
tecnologias alternativas tém propiciado o surgimento de lipases com caracteristicas
diferenciadas e mais especificas afim de atender as perspectivas dos processos industriais, além
disso, a imobilizacao e a utilizagdo de solventes ndo aquosos tém facilitado o uso da lipase em
processos de escala comercial. Deste modo, a pesquisa aponta que 0s proximos anos devem ser
promissores quanto a aplicacdo de lipases na area da biocatalise industrial e na producdo de

farmacos.

Palavras-chave: biocatalisador, lipase, industria farmacéutica, sintese dirigida, inibidores
enzimaticos.



PINTO, Gabrielle Barbosa. Technological Profile of Lipases in the Pharmaceutical
Industry. Rio de Janeiro, 2019. Dissertation (Master in Chemical and Biochemical Process
Engineering) - School of Chemistry, Federal University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

In recent decades, enzymes have been the target of considerable research, development and
innovation. This paper presents an up-to-date overview of the technological application of
lipases in the pharmaceutical industry. The collection of data and technical-scientific
information on lipases was performed to retrieve patent documents from 1997 to June 2018, in
the SciFinder database, available via CAPES portal. After refining the search, the prospective
study revealed 260 patent documents that were individually analyzed. Lipases have been used
in a variety of ways in the pharmaceutical industry, both for obtaining bioactive molecules to
overcome limitations in the formulation of medicines and in drug design. This is possible from
alternative technologies, such as immobilization and the use of non-aqueous solvents that allow
the use of lipases in commercial-scale processes. In addition, other technologies have provided
the emergence of differentiated and more specific lipases in order to meet the perspectives of
industrial processes. The research indicates that the following years should be promising for

the application of lipases in the industrial biocatalysis and in drug design.

Keywords: biocatalyst, lipase, pharmaceutical industry, directed synthesis, enzyme inhibitors.
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Capitulo 1

1 Introducdo

A industria farmacéutica global demanda 33% da producdo de quimicos, e seu lucro
possui equivalente proporcional. De acordo com o relatorio IQVIA (Institute for Human Data
Science Reports, 2017), os principais impulsionadores do mercado farmacéutico global séo os
Estados Unidos e os mercados emergentes. Em sete anos (2011- 2018), o Brasil passou da 10?
posicdo para a 7% no mercado farmacéutico mundial, ficando atras dos paises como Estados
Unidos, China, Japdo, Alemanha, Franca e Itdlia, necessariamente nesta ordem
(INTERFARMA, 2019). As empresas competem principalmente com base na qualidade do
produto, seu desempenho, pelo uso de direitos de propriedade intelectual, bem como a
capacidade de inovar, dentre outros fatores (DE SOUSA, 2014). Os maiores polos produtores
de medicamentos, principal produto da IndUstria Farmacéutica, concentram-se nos Estados de
Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Goias (PUCRIo, 2016). O Brasil, ainda, é fortemente dependente
de importacdo, uma vez que 80% dos insumos sdo importados, além disso, o desempenho do
setor farmacéutico é bastante influenciado pela taxa do dolar e pela energia elétrica, o que eleva
de forma significativa os custos de producdo (INTERFARMA, 2017).

Dentre os medicamentos comercializados no Brasil, cerca de 17% sdo antibidticos, 5%
sdo analgésicos, 4% vitaminas, 4% medicamentos para gripe e tosse, 4% medicamentos
utilizados em tratamento para inflamagdes e reumatismos, 3% para doencas gastrointestinais,
2% cardioterapicos, 2% vascular cerebral, 2% hormonios sexuais € 57% representam juntos as
outras classes de medicamentos (PUCRio, 2016). Considerando os produtos microbianos, as
enzimas sdo um dos produtos mais explorados no mundo pelo setor biotecnolédgico na producéo
e no desenvolvimento de medicamentos, sendo a inddstria farmacéutica um dos maiores
produtores e consumidores de enzimas, assunto da presente dissertacdo (MONTEIRO e SILVA,
2009).

O mercado mundial de enzimas industriais € muito competitivo, tendo a Novozymes
(Dinamarquesa) a empresa lider de mercado, seguida pela DSM (Holandesa), e DuPont
(empresa Americana que adquiriu uma participacdo majoritaria na Danisco, empresa
dinamarquesa e sua divisdo Genencor, empresa americana) (DE SOUSA, 2014), desta forma,
induzindo importantes atores do mercado global a realizarem grandes operagdes de fuséo e

aquisicdo (JOB e MEIRA, 2011), como exemplo, o ano de 2015 se revelou intenso para a



18

indUstria farmacéutica no que diz respeito as fusdes e aquisi¢des, tais operacdes realizadas neste
ano movimentaram mais de US$ 300 bilhdes, recorde para o setor, segundo levantamento
realizado pela Ernst & Young (2016).

A utilizacdo de enzimas isoladas na transformacéo de compostos orgéanicos é conhecida
h& mais de 100 anos (HANSON, 1992; FABER, 1997). Entretanto, foi somente a partir da
segunda metade da década de 80 que o verdadeiro potencial destes biocatalisadores comegou a
ser explorado (SIH e WU,1989; SANTANIELLO et al., 1990; THEIL, 1995; STECHER e
FABER, 1997). Logo depois, intensas pesquisas foram realizadas sobre catalise enzimatica,
como por exemplo: elucidagdo estrutural, mecanismos de catalise das enzimas,
desenvolvimento de biocatalisadores, resolu¢do de isdmeros e, outros (BELIVAQUA, 2005).
Com isso, 0 mercado de enzimas tornou-se mais atrativo, sendo as mesmas comercializadas e
empregadas em larga escala (CASTILHO et al. ,2001; SAID e PIETRO, 2004).

As enzimas sdo comumente aplicadas na formulacdo de detergentes, degradacdo de
6leos e gorduras, sintese farmacéutica, producdo de cosméticos, industria de papel e couro,
tratamento de efluentes, producdo de biodiesel, kits diagnosticos e biossensores em analises
clinicas, industria de alimentos, indUstria quimica, dentre outras (REETZ, 2002; HASAN et al.,
2006; FREIRE e CASTILHO, 2008).

Enzimas sdo biocatalisadores extremamente versateis que permitem, em muitos casos,
a reducdo dos custos com o downstrean, um maior rendimento do processo, obtencdo de
produtos biodegradaveis (LENARDAO et al., 2003; CASTRO et al., 2004; COELHO et al.,
2008; OLIVEIRA e MANTOVANI, 2009), por esse motivo, tém-se desenvolvido técnicas para

promover a regeneracao e reutilizacdo de biocatalisadores (HAGEN, 2006).

Principalmente em sintese organica, muitos procedimentos possuem uma sequéncia
reacional extensa com purificagdes ou separa¢des dos produtos durante e/ou no final da reacéo
0 que requer etapas adicionais (KOCIENSKI, 2005; WUTS, 2014). Este principio é de grande
interesse na sintese de moléculas altamente complexas, como € o0 caso de muitos dos compostos
farmacéuticos (PATHAK e WALDMANN, 1998; KOCIENSKI, 2005; BAIRD e CANN, 2011;
WUTS, 2014), pois cada etapa extra tende a incluir novos procedimentos, torna o processo mais
caro, trabalhoso, arriscado e influencia negativamente na geracéo de residuos e na formacéo de
derivados (FERRARI, 2005; FARIAS e FAVARO, 2011).
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Em processos industriais as enzimas sdo altamente sensiveis a variagfes de pH, por
serem formadas por grupos quimicos que podem sofrer ionizacbes e adquirir cargas
momentaneas e a altas temperaturas, causando rompimento de ligacdes e interacdes fracas
(FABER, 1997; MONTEIRO e SILVA, 2009). No entanto, no inicio da década de 90 muitas
limitacdes foram amenizadas, quanto a estereoquimica e a enantiosseletividade, pelo
aperfeicoamento e desenvolvimento de diversas técnicas para rea¢fes biocatalisadas, como por
exemplo, o0 uso de solventes organicos, adicdo de inibidores, técnicas de imobilizacdo e

utilizacdo de enzimas mais resistentes (extremoenzimas) (SANTANIELLO et al., 1992).

Ja o uso terapéutico de enzimas remonta ao final do século XIX, quando preparacdes
brutas de enzimas pancredticas de origem suina ja eram empregadas no tratamento de desordens
gastrointestinais (CRUZ et al., 2008), sendo, também, as primeiras preparacfes enzimaticas
industrialmente produzidas e comercializadas, como no tratamento de insuficiéncia pancreatica
exocrina, cuja suplementacédo é feita com pancreatina (extraida de pancreas suino ou bovino)
ou pancrelipase (maior nivel de pureza e extraida somente de pancreas suino) (LAYER et al.,
2001; LAYER e KELLER, 2003). Enzimas para fins terapéuticos exigem alto nivel de pureza
em decorréncia da sua aplicacdo. Assim, uma sequéncia de processos de purificacdo €
necessaria até a obtencdo final da enzima. Como o processo de purificacdo € sofisticado e de
extrema complexidade, o custo desta etapa pode representar até 80% do custo do produto final
(KILIKIAN et al., 2001; NETO, 2001; AEHLE, 2007; MONTEIRO e SILVA, 2009).

De acordo com Benavide (2013), as enzimas terapéuticas estdo entre os biofarmacos
mais importantes utilizados para as doencas autoimunes como a artrite reumatoide, a doenca de
Crohn e muitos outros (CARIA, 2014). Os medicamentos bioldgicos (também designados como
“biofarmacéuticos™) sd0 compostos por proteinas, como as enzimas, produzidas naturalmente
no organismo humano (COMISSAO EUROPEIA, 2013). O desenvolvimento de biofarmacos
tem permitido encontrar novas opcdes de tratamentos para doencas mais complexas e a
utilizacdo cada vez mais significativa da biotecnologia no desenvolvimento e produgéo destas
moléculas possui grande impacto na saude da populacdo (LONG, 2010).

Por serem produzidos em sistemas vivos, o0s biofarmacéuticos ndo podem ser replicados
de forma idéntica e, suas cOpias autorizadas com os quais foram comparados em termos de
qualidade, seguranca e eficacia sdo denominadas biossimilares. Apds o vencimento das patentes

deste tipo de produto, coOpias podem ser legalmente produzidas e comercializadas.
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(COMISSAO EUROPEIA, 2013; INTERFARMA, 2012). A Tabela 1 sintetiza as principais
diferengas entre medicamentos sintéticos e bioldgicos.

Tabela 1. Principais diferencas entre medicamentos sintéticos e hiologicos.

Farmacos Sintéticos

Farmacos Bioldgicos

Moléculas
Estrutura
Estabilidade

Caracterizacao

Manufatura

Patentes

Imunogenicidade

Via de
Administracéo
Preferencial
Copias legais

Pequenas
Simples
Estaveis

Simples e completa

Previsivel pelo processo
quimico

Copias idénticas podem
ser feitas
Algumas

Ocasional
Via oral

Similares

Grandes
Complexas
Instaveis

Dificil e incompleta

Variavel, produzido por
sistemas vivos
Impossivel de realizar copias
idénticas
Mdltiplas
Frequente

Via parenteral

Biossimilares

Fonte: adaptado de INTERFARMA, 2012; IPEA, 2018.

Atualmente, existe no mercado uma ampla variedade de medicamentos contendo

enzimas (HAMMER, 2001; MONTEIRO e SILVA, 2009), deste modo, as lipases,
reconhecidas pela sua funcéo fisioldgica na digestdo (KAZLAUSKAS e BORNSCHEUER,
1998) e na absorg¢do de lipidios (KUMAR e SINGH, 2013), tém sido utilizadas em terapias
enzimaticas no tratamento de perturbaces gastrointestinais e em manifestacdes cutaneas de
alergias no trato digestivo (MAUVERNAY et al., 1970; KURITA-WATER, 1994). Além da
terapia enzimatica outros importantes usos terapéuticos sdo desenvolvidos, tais como: ativacdo
seletiva de pro-farmacos?, otimizagdo de processos industriais farmacéuticos; desenvolvimento
de novas estratégias de formulacdo (ex. lipossoma); como alvo terapéutico de drogas
importantes; como enzimas marcadores em diagndstico clinico (HASAN et al., 2006; BON et
al., 2008).

As lipases, classificadas como hidrolases, sdo catalisadores bioldgicos que participam

de varias reacGes bioquimicas, tendo como papel fundamental o controle metabdlico (COELHO

! Derivado quimico e farmacologicamente inativo da molécula matriz que ao sofrer biotransformacéo libera o
farmaco ativo.
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et al., 2008). Para o entendimento sobre a aplicacdo de uma enzima e como esta funciona, deve-
se considera-la tanto como uma proteina quanto um catalisador bioldgico, ou seja, a lipase pode
ser um ingrediente farmacéutico ativo compondo a formulacdo de um medicamento e, também,
atuar como catalisador enzimatico na obtencdo de uma molécula bioativa. As lipases podem ser
aplicadas em uma infinidade de processos, tais como: sintese orgénica, farmacéutica e lipidios
funcionais (LIESE et al., 2000; LONG, 2010; JAEGER e EGGERT, 2002).

Neste primeiro Capitulo, introduziu-se o panorama farmacéutico central onde estdo
inseridas as enzimas, mais adiante a justificativa e os objetivos séo apresentados no Capitulo 2.
O Capitulo 3, refere-se a revisdo bibliografica sobre as enzimas, as lipases e suas aplicagdes na
Industria Farmacéutica. A metodologia € tratada no Capitulo 4 desta dissertacdo, a qual é
fundamentada na pesquisa e andlise de documentos de patente. No Capitulo 5, expde-se 0s
resultados obtidos e respectivas discussdes. Finalmente, o Capitulo 6 sintetiza o contetddo deste
trabalho, esclarece limitacGes e sugere temas para trabalhos futuros. E, ainda, completa-se, com
as referéncias bibliograficas e o apéndice.
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Capitulo 2

2 Justificativa e Objetivos

2.1 Justificativa

O crescimento econémico sustentavel tem sido um dos principais desafios para a
Ameérica Latina. O campo de enzimas industriais esta a experimentar grandes iniciativas de
Pesquisa e Desenvolvimento. Os processos de fabricagdo estdo sendo reconstruidos, um
exemplo é a substituicdo da via quimica pelo uso de enzimas que possam ser reutilizaveis
(POLITZER e BON, 2006; SILVESTRE, 2007). Nesse sentido, a tecnologia da catalise

enzimatica se insere e vem ganhando importancia no cenario mundial (HAGEN, 2006).

A “Quimica Farmacéutica Verde ou Sustentavel” (TUCKER, 2006) deve ser entendida
como a procura de processos sintéticos benignos e eficientes que reduzam o impacto ambiental
dentro do contexto de manutencao do nosso atual padrédo de vida, o qual inclui, obviamente, a
utilizacdo de farmacos. O impacto ambiental provocado pela industria quimica-farmacéutica é
mundialmente reconhecido, por outro lado, a legislacdo ambiental tornou-se mais rigorosa,
onde 0s processos quimicos, intrinsecamente geradores de residuos industriais e poluicéo,
evoluissem no sentido de alternativas ambientalmente mais aceitaveis (CLARCK e
MACQUARRIE, 2002; ANASTAS e KIRCHHOFF, 2002). Esta orientacdo no sentido da
Quimica Verde promove uma mudanca do paradigma industrial desde os conceitos de eficiéncia

de processo até o que se refere ao valor econémico (SHELDON, 2000).

A América do Norte e a Europa sdo os maiores consumidores de enzimas no mundo,
embora a regido da Asia-Pacifico esteja passando por um crescimento acentuado devido a
demanda gerada pela China, Japdo e india, refletindo o tamanho da forca das economias destes
paises nos Ultimos anos (ADRIO e DEMAIN, 2014). Em decorréncia disto, é notério o0 aumento
significativo do consumo de enzimas a nivel internacional, este cenario ¢é favoravel para o Brasil
0 gue confere uma oportunidade de mercado a ser explorada e desenvolvida no pais o qual
necessita se inserir de forma mais representativa como usuario e provedor de enzimas e
tecnologia enziméatica (MONTEIRO e SILVA, 2009).

Os requisitos definidos pelos conceitos de economia de atomos (TROST, 1991),
economia de etapas (WENDER et al., 2008) e economia redox (BURNS et al., 2009) indicam
os desafios persistentes no caso de reagentes sintéticos e catalisadores (KOCIENSKI, 2005;
WUTS, 2014).
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Na Industria Farmacéutica, o desenvolvimento de reagdes enzimaticas em meio
organico possibilitou a melhor integracdo entre a catalise enzimética e a quimica orgénica
convencional, ampliando as possibilidades de sintese de novas substancias de interesse
farmacologico. Uma das principais contribuicfes deste tipo de metodologia biossintética tem
sido na obtencdo de compostos enantiomericamente puros ou enriquecidos, geralmente
intermediérios ou produtos finais de rotas sintéticas estereocontroladas (SIH e WU,1989;
SANTANIELLO etal., 1990; THEIL, 1995; STECHER e FABER, 1997).

Observa-se que, as enzimas por apresentarem propriedades de especificidade,
estabilidade e seletividade quimica e estérica, sdo candidatas naturais ao emprego como
catalisadores em reacOes para a producdo de farmacos (BELIVAQUA, 2005). O
desenvolvimento de tecnologias alternativas consistentes para utilizacdo de enzimas no setor
industrial, como a recombinacdo genética, engenharia de proteinas e de métodos
computacionais combinados com evolucdo dirigida tém propiciado o desenvolvimento de
enzimas com caracteristicas diferenciadas e mais especificas afim de atender as perspectivas
dos processos industriais, promovendo desta forma, uma expansao do mercado de enzimas, em
especial as lipases, que respondem por cerca de 5% do mercado mundial de enzimas (CASTRO
et al., 2004; KUMAR e KANWAR, 2011; KUMAR e SINGH, 2013; DE SOUSA, 2014),
tornando-as cada vez mais disponiveis para comercializagdo por conta do seu vasto campo de
aplicagdo com uma forte tendéncia de crescimento (ROZZELL,1999; LIESE et al., 2000;
HASAN et al., 2006). As lipases constituem uma classe de enzimas de grande importancia na
biocatalise, particularmente, no setor farmacéutico e biotecnoldgico (PANDEY et al., 1999;
BELIVAQUA, 2005).

Em relagdo ao mercado especifico de enzimas, as hidrolases, sdo as enzimas mais
utilizadas na biotransformacéo industrial, considerando as subclasses de lipases, proteases,
amidases e glicosidases (STRAATHOF, 2006). As hidrolases respondem por mais de 95% da
producdo total de enzimas técnicas (GANDHI, 1997), portanto, as enzimas que serdo o foco
nesta dissertacdo sdo as lipases devido o crescente uso de enzimas hidroliticas na industria

farmacéutica, sendo bem conhecido a utilizacdo das lipases (BON et al., 1999).

Dentre as enzimas, as serino-hidrolases ganham importancia ao catalisarem reagdes de
biotransformacdo, com destaque para as lipases por serem as mais empregadas na sintese
organica de processos industriais de substancias quirais pelas grandes companhias
farmacéuticas (SOLANO et al., 2012).
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2.2 Objetivo Geral

Apresentar o panorama atual da aplicacdo das lipases na Industria Farmacéutica e identificar
tendéncias tecnoldgicas relacionadas ao uso das lipases na producdo de medicamentos,

farmacos e seus intermediarios.

2.3 Objetivos Especificos

Atraveés de depositos de patentes, a dissertagdo tem como propdésito explorar o uso das
lipases como biocatalisadores ou na sintese dirigida e planejamento de farmacos ou, ainda,

como alvo terapéutico na Industria Farmacéutica. Como objetivos especificos tém-se:

e analisar a aplicacdo das lipases como biocatalisadores em reagdes de sintese e resolucao
racémica;
e detectar o0 uso das lipases no planejamento de farmacos e na sintese dirigida;

e identificar as lipases como alvo terapéutico em processos de obtencdo de inibidores

enzimaticos.
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Capitulo 3
3 Revisdo bibliogréafica
3.1 Enzimas

Enzimas sdo catalisadores bioldgicos que participam de varias reacGes bioguimicas,
tendo como papel fundamental o controle metabolico (COELHO et al., 2008). Para o
entendimento sobre a estrutura de uma enzima e como esta funciona, deve-se considera-la tanto

como uma proteina quanto um catalisador bioldgico.

Como uma proteina a enzima é constituida por aminoacidos. As ligacdes peptidicas que
unem cadeias lineares de aminoacidos caracterizam a estrutura primaria das proteinas,
apresentam uma forma enovelada, evidenciando estruturagfes complexas, conhecidas como
estruturas secundaria, terciaria e quaternaria, que ocorrem em funcéo de interagdes intrinsecas
entre as cadeias de aminoacidos (WIGGERS, 2007). Ja como catalisador, o principio das
enzimas é diminuir a energia de ativacdo de uma reacdo, desta forma, o substrato se liga a uma

regido especifica da enzima denominada sitio ativo.

As enzimas sdo biocatalisadores eficientes, cujo potencial de suporte a processos
tecnoldgicos é evidenciado pela diversidade existente dessas moléculas e, por extensdo, pela
variedade e complexidade de reagdes quimicas que podem ser catalisadas enzimaticamente.
Nesse contexto, a International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB)

reconhece mais de 5.858 diferentes enzimas catalogadas (IUBMB, 2016).
3.1.1 Classificacdo das Enzimas

As enzimas podem ser classificadas de acordo com as reagdes que catalisam: as
oxidorredutases catalisam reacOes de oxidoreducgOes; as transferases, catalisam reacOes de
transferéncia de grupos funcionais; hidrolases, que catalisam reacGes de hidrolise; liases,
catalisam quebra de ligacOes; isomerases, catalisam reacGes onde um substrato transforma-se
em um produto isémero e ligases, catalisam a ligagdo covalente de moléculas, com simultanea
quebra de uma ligacdo de alta energia (ORLANDELLI et al., 2012). Na Tabela 2 segue a
classificacdo das enzimas de acordo com a Unido Internacional de Bioquimica e Biologia

Molecular.
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Tabela 2. Classificagdo das enzimas segundo a Unido Internacional de Bioguimica e Biologia Molecular
(IUBMB).

GRUPO DE
ENZIMAS

N° ENZIMAS LISTADAS NO

TIPO DE REACAO NC-IUBMB*

Catalisam reacdes de oxidacdo-
OXIRREDUTASES reducdao, envolvendo oxigenacdo ou 1011
remocao de hidrogénio.

Mediam a transferéncia de grupos
acil, acucares, fosforil e aldeido ou
porcdes de cetonas de uma molécula
para outra.

Promovem hidrolise e formacao de
ésteres, glicosideos, amidas, éteres,
peptideos e outros grupos de
contenham C-N.

Catalisam reacdes de adicdo,
usualmente de HX, as duplas ligacdes
como C=C, C=N, e C=0, e também os

processos reversos.

Efetuam varias isomerizacoes,
ISOMERASES incluindo migracao da liga¢ao C=C, 157
isomerizacdo cis-trans e racemizacado.

Mediam a formacdo ou clivagem de
C-O, C-S, C-N, C-C, e ligacoes
ésteres fosfato, por meio de reacdes
acopladas a quebra de ATP.

TRANSFERASES 1057

HIDROLASES 1041

LIASES 312

LIGASES 129

Fonte: CARVALHO, 2015.
3.1.2 Caracteristicas das Enzimas

As interacdes entre farmacos e seus receptores (em muitos casos, enzimas) sdo
denominados efeitos farmacodinamicos, enquanto os fendmenos de absorc¢do, distribuicdo,
metabolismo e excrecdo (ADME), sdo denominados efeitos farmacocinéticos. A atividade
farmacoldgica esta relacionada com a afinidade entre o farmaco e o receptor, e também com a
estabilidade do complexo formado. Existem inimeros receptores, dentre eles: proteinas de
membrana, receptores hormonais, acido desoxirribonucleico (DNA), enzimas. As enzimas Sao
um tipo especial de receptor, proteinas especializadas em catalisar reacbes quimicas associadas
a biomoléculas devido a sua extraordinéria especificidade e poder catalitico (LEHNINGER et
al., 1995).

Como a seletividade é o ponto crucial da quimica organica moderna, numerosos
reagentes seletivos e catalisadores estdo sendo desenvolvidos (WANG et al., 2017). As

principais vantagens das enzimas quanto a seletividade estdo descritas na Tabela 3.
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Tabela 3. Seletividade das Enzimas.

Uma vez que o propdsito de uma enzima é atuar em um anico
tipo de grupo funcional, outras funcionaliza¢des sensiveis que
deveriam reagir normalmente com um certo grau sobre catélise
quimica sdo preservadas.
Devido a estrutura tridimensional complexa, as enzimas

Quimiosseletividade

Regiosseletividade e conseguem distinguir entre grupos funcionais quimicamente
Diastereosseletividade iguais, situados em diferentes regides da mesma molécula-
substrato

Enzimas séo quase todas formadas por Lamino &cidos, sendo
portanto, catalisadores quirais. Como consequéncia, qualquer
tipo de quiralidade ou pro6 quiralidade presente no substrato é
reconhecida durante a formacao do complexo enzima-substrato.
Desta forma, substratos pro-quirais podem ser transformados
em produtos opticamente ativos e ambos 0s enantibmeros de
um substrato racémico reagem com velocidades diferentes,
possibilitando a resolucdo cinética.

Enantiosseletividade

Fonte: adaptado de FABER, 1997.

As enzimas além de apresentarem seletividade (quimio, regio e enantio), também atuam
em condigdes brandas de temperatura (30 a 70 °C), pH e pressdo, atingindo taxas de reacao
bastantes elevadas (podem elevar a taxa de uma reacéo de 108 a 1012 vezes) (CASTRO et al.,
2004). A atividade da maioria das enzimas pode ser modulada. Os moduladores mais
conhecidos sdo o pH, a temperatura e o solvente, logo existem condicBes 6timas para que a
enzima trabalhe em sua velocidade maxima (LIEBERMAN et al., 2009).

3.1.3 Inibidores Enzimaticos

Da mesma forma que o uso de enzimas é importante, muitas vezes, faz-se necessario a
inibicdo especifica de alguma enzima. Entdo, outra maneira de modular a atividade enzimatica
é através da diminuicdo da afinidade da enzima pelo substrato (LIEBERMAN et al., 2009).
Inibidores sdo compostos que diminuem a velocidade de uma reacdo enzimatica. Os
mecanismos de inibicdo se baseiam em mimetizar ou participar em uma das etapas da reacao
catalitica, podendo reagir reversivelmente com grupos funcionais do sitio ativo ou mesmo
distante deste sitio, causando, muitas vezes, alteracdo global da estrutura da enzima. Existem
basicamente dois mecanismos de inibicao (reversivel e irreversivel) e dentro destas categorias,

diversas a¢cdes moleculares de cada inibidor (apud LIEBERMAN et al., 2009).

De todas as proteinas alvos para uso terapéutico incluindo alguns hormonios,
neurotransmissores e proteinas de membrana, as enzimas sdo as mais promissoras para o
planejamento de farmacos (KNOWLES e GROMO, 2003; SILVERMAN, 2004). Em certas
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ocasides, a inibicdo das enzimas pode ser utilizada como vantagem terapéutica. Inibidores
enzimaticos estdo entres os principais produtos de a¢do farmacéutica, dentre os quais destacam-
se as classes terapéuticas dos redutores de colesterol (inibidores da HMG-CoA redutase)?,
antiulcerantes (inibidores da secrecdo acida estomacal), antidepressivos (inibidor seletivo de
recaptacdo da serotonina), antirreumaticos ndo-esteroidais (AINES), inibidores da ECA
(enzima conversora da angiotensina), entre outros. Com destaque para 0s agentes antilipase,
que sdo inibidores de lipases digestivas, como as gastricas e as pancreaticas. Como a hidrolise
dos triacilglicerois ingeridos na dieta alimentar € essencial para a sua posterior absorcéo,
agentes antilipase agem por meio da reducdo ou do bloqueio da digestdo de gordura.
Consequentemente, as enzimas envolvidas no metabolismo lipidico sdo alvos potenciais da
descoberta de novos farmacos capazes de inibir a digestdo e absorcdo de lipidios em nivel
periférico (LUNDER et al., 2005; ELANGBAM, 2009). Esses produtos garantem as empresas

que detém suas patentes, bilhdes de ddlares anualmente (WTN, 2009).
3.2 Lipases

Comparada com outras hidrolases, as lipases (EC 3.1.1.3, IUBMB Enzyme
Nomenclature) constituem um importante grupo de enzimas com grande potencial para
aplicacdo biotecnoldgica (DALLA-VECCHIA et al., 2004; GONCALVES e MARSAIOLI,
2013) e estdo associadas ao metabolismo e & hidrolise de lipidios (REED, 1975). Apresentam
uma versatilidade extremamente elevada quanto a especificidade de substratos e as diversas
reacOes que catalisam (GANDHI, 1997; SANGEETHA et al., 2011). A diferenca mais
importante entre as “verdadeiras” lipases e outras hidrolases, como as esterases, sdo as
interagBes fisico-quimicas com seus substratos e, ainda, diferenciam-se quanto o sitio catalitico,
presenca ou nao de tampa hidrofdbica e seletividade do substrato (COSTA e AMORIM, 1999;
DALLA-VECCHIA et al., 2004).

2 HMG-CoA redutase (ou 3-hidroxi-3-methyl-glutaril-CoA redutase ou HMGR) é uma enzima da via do
mevalonato, a via metabolica que produz o colesterol e outros isoprendides. Esta enzima é alvo para inimeros
farmacos disponiveis no mercado com objetivo de reduzir o colesterol, conhecidos coletivamente como estatinas.
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3.2.1 Fontes de Lipases

A exploracéo da biodiversidade na busca de novos catalisadores por técnicas de sele¢do
de microrganismos, de plantas ou células animais representam os métodos tradicionais de
descoberta de novas enzimas para o desenvolvimento da biocatalise em escala industrial
(DEMIRJIAN et al., 1999). Entretanto, avancos registrados em relacéo a tecnologia do DNA
recombinante associados a facilidade de producdo e abundéncia de microrganismos mudaram
este cenério (HASAN et al., 2006).

As lipases sdo comumente encontradas na natureza e podem ser isoladas a partir de
varias fontes: animal (pancreatica, hepética e gastrica), vegetal (extraida da soja, do centeio e
do algod&o) e microbiana (bactérias e fungos) (PAQUES e MACEDO, 2006; CASTRO et al.,
2004; SHARMA et al., 2001; COSTA e AMORIM, 1999), sendo que as bactérias representam
45%, os fungos 21%, os animais 18%, as plantas 11%, e as algas 3% (PATIL et al., 2011).

O elevado custo de producdo, quando comparadas a outras hidrolases (proteases e
carboxilases), bem como o baixo rendimento do processo fermentativo limitou por anos a
utilizacdo de lipases microbianas (HASAN et al., 2006). As lipases microbianas sdo as mais
utilizadas e, na sua grande maioria, ndo sdo nocivas a saude humana, sendo reconhecidas como
“Generally Recognized as Safe — GRAS”, status concedido pela FDA (Food and Drugs
Administration) (JAEGER, et al., 1994). As Lipases microbianas sdo estaveis e ativas em pH
acido, algumas sdo resistentes a proteases digestivas e com atividade na presenca de sais
biliares, podem representar alternativas terapéuticas superiores e existem patentes sobre este
assunto (SVENDSEN et al., 2008). As lipases mais empregadas na industria farmacéutica sdo
produzidas por (SOLANO et al., 2012);

e origem microbiana: Pseudomonas fluorescens, uma das mais empregadas na
resolugdo de compostos racémicos; Pseudomonas cepacia, biocatalisador que
tem se mostrado bem seletivo; Serratia marcescens, menos conhecida, porém
igualmente utilizada por algumas companhias na preparacdo de intermediarios
quirais;

e origem fungica: Candida rugosa (também conhecida como Candida
cylindracea); Candida antarctica , uma das enzimas de maior versatilidade no
campo da biotransformacéo com destaque em duas diferentes isoformas, CALA
e CALB;
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e origem animal: lipase pancredtica (suina) provavelmente a mais econémica do

mercado.
3.2.2 Caracteristicas e Propriedades das Lipases

As razdes do potencial biotecnolégico das lipases incluem fatores como alta estabilidade
em solventes organicos; ndo requerem a presenca de cofatores; possuem especificidade pelo
substrato e, exibem alta enantiosseletividade (VILLENEUVE et al., 2000; HASAN et al., 2006;
DALLA-VECCHIA et al., 2004). Algumas lipases se mantém ativas até uma temperatura de
70 °C (COSTA e AMORIM, 1999), no entanto, em sua maioria, uma atividade 6tima pode ser
alcangada na faixa de temperatura entre 30 e 40°C (HASAN et al., 2006; CASTRO et al., 2004)
e, em um pH compreendido entre 4 e 9. Além disso, estas enzimas ndo requerem a presenca de
cofatores (COSTA e AMORIM, 1999). Dependendo da fonte, as lipases podem ter massa
molecular variando entre 20 e 75 kDa (HASAN et al., 2006; CASTRO et al., 2004). Algumas
lipases apresentam isoformas, por exemplo, Lopez et al. (2004) relataram a presenca de trés
tipos de isoenzimas conhecidas (Lipl, Lip2 e Lip3), que exibem diferencas em relacdo a
especificidade pelo substrato (MANCHENO et al., 2003).

Como citado por Castro & Anderson (1995) o controle da quantidade de umidade é o
principal fator para o sucesso de varios processos catalisados por lipases em meio organico,
devido a reversibilidade da atividade da lipase. Este conhecimento é muito importancia para
muitas aplicacGes industriais. Uma grande quantidade de agua é predominante nas reacdes de
hidrolise, enquanto que baixa concentracdo de agua favorece as reacdes de sintese. Na sintese
de ésteres as trés principais fontes de 4gua no sistema podem estar relacionadas com solvente,

enzima e a agua formada durante a reacao.
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3.2.3 Especificidade das Lipases

O sitio ativo destas enzimas é caracterizado geralmente por uma triade catalitica
constituida pelos residuos de aminoacidos serina, histidina e aspartato/glutamato, crucial para
a realizacdo de todas as reacOes catalisadas por lipases, sendo portanto, classificadas como
serino hidrolases (COSTA e AMORIM, 1999). Apesar das enzimas possuirem centenas de
aminoacidos, apenas alguns deles sdo diretamente responsaveis pela catalise. Porém, residuos
vizinhos podem contribuir para a estabilizacdo de estados intermediarios e desta forma auxiliar
na catalise (COSTA NETO, 2002).

Muitas enzimas sdo ativas em interfaces de sistemas biolégicos vivos, tais como nos
processos de sinalizacdo na superficie das membranas celulares, na digestdo dos lipidios na
dieta, na degradacéo do amido e celulose, mas o estudo da enzimologia permanece em grande
parte voltada para as interacdes entre enzimas e substratos solGveis. A caracterizacdo
bioguimica e cinética de enzimas lipoliticas abriu novos caminhos de pesquisa na area de
enzimologia interfacial (ABDELKAFI et al., 2011).

Varios estudos tém revelado duas diferentes conformacdes das lipases, mas ndo é uma
regra (SANDSTROM et al., 2012; ERICSSON et al., 2008), a primeira se refere ao acesso do
sitio ativo da enzima fechado através de um oligopeptideo hidrofébico, chamado de tampa ou
“lid”, onde a lipase é considerada inativa e, a segunda conformacéo ocorre quando ha ligacao
do substrato na superficie da enzima; esta tampa desloca-se, alterando a forma fechada da
enzima para a forma aberta, deixando o sitio ativo acessivel ao substrato. Ao mesmo tempo, a
enzima expde uma larga superficie de carater hidrofébico, o que facilita sua ligacéo a interface.
Nesta conformacdo a lipase é considerada ativa (BUCHHOLZ et al., 2005).

A estrutura tridimensional da lipase fornece uma explicacdo para este fendmeno,
conhecido como “ativacdo interfacial”. Entretanto, uma estrutura em forma de tampa nao esta
necessariamente relacionada com a ativacéo interfacial (CASTRO et al., 2004). Logo, as lipases
atuam, prioritariamente, em substratos emulsionados (interfaces agua-6leo ou agua-solvente
orgénico) onde a “ativagdo interfacial” esta relacionada ao aumento da atividade da lipase em
funcdo de substratos insoliveis (SHARMA et al., 2001). Os triglicerideos sdo os substratos
naturais de algumas lipases e seu modo de acdo esta relacionado com as propriedades
interfaciais nos sistemas bifasicos (BORGSTON e BROCKMAN, 1984).
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Quanto a especificidade, as lipases podem ser divididas em trés grupos principais,
segundo Macrae & Hammond (1985), Sonnet (1988), Castro et al. (2004) e Paques & Macedo
(2006):

e Lipases ndo especificas: catalisam a hidrdlise completa do triglicerideo em acidos

graxos e glicerol, produzindo mono e diglicerideos como intermediarios;

e Lipases 1,3 especificas: hidrolisam os triglicerideos nas ligacbes C1 e C3 do glicerol
produzindo &cidos graxos, 2 monoglicerideos e 1,2 ou 2,3 diglicerideos, sendo que
ambos sdo quimicamente instaveis, ocorrendo a formacéo de 1,3 diglicerideos e 1 ou 3

monoglicerideos, devido a migracdo do grupo acil;

e Lipases &cido graxo especificas: sdo lipases com acgdo especifica na hidrélise de ésteres
constituidos de acidos graxos de cadeia longa insaturada com duplas ligagcdes em cis,
no carbono 9. Esteres com 4cido graxos saturados ou sem insaturacio no carbono 9, séo

lentamente hidrolisados.

A especificidade das lipases € um fator muito importante para a aplicacdo industrial,
uma vez que a enzima pode ser especifica em relagéo a molécula alcodlica ou &cida do substrato.
Algumas lipases possuem estereoespecificidade, ou seja, a capacidade de diferenciar os
enantibmeros de uma mistura racémica. A especificidade estrutural ou regiosseletividade é
devido a orientacdo imposta pelas dimensfes e estrutura do centro ativo a ser ligado no
substrato. A seletividade e a estereoquimica é decorrente da quiralidade da enzima, ou seja, da
simetria estrutural, que limita a acdo em substratos que ndo atendam determinadas relagdes
espaciais (CASTRO et al., 2004).

3.2.4 Reac0es Catalisadas por Lipases

A catélise é uma das ferramentas quimicas mais utilizadas em procedimentos quimicos
na indGstria. E estimado que cerca de 90% dos processos quimicos utilizem, ao menos em uma
etapa de sua producédo, um catalisador. Os catalisadores agem diminuindo a energia de ativagéo
necessaria para realizar uma reacdo, tornando-a mais rapida e com menor gasto de energia
(LANCASTER, 2002). O desenvolvimento recente de catalisadores altamente seletivos e
eficientes em transformacg6es complexas contribui para o avango da quimica sintética na direcdo

da chamada “sintese ideal”. O catalisador age combinando-se com 0s reagentes para gerar
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compostos intermediarios facilitando assim a sua transformacao em produtos. O intermediério
catalitico €, na maior parte dos casos, muito reativo e, por isso, dificil de detectar (HAGEN,
2006).

Os grupos funcionais sobre o0s quais as lipases atuam variam grandemente: alcoois e
ésteres carboxilicos quirais ou pro-quirais, cianonidrinas, cloridrinas, didis, o ¢ B-hidroxi-
acidos, aminas, diaminas e amino-alcoois (JAEGER et al., 1999; JAEGER e EGGERT, 2002).
Entre os processos de maior interesse estdo as reacdes de hidrolise, sintese e interesterificacdo
de lipideos por meio das lipases (FALONY et al., 2006; FLEURI et al., 2014), sendo assim, as
lipases constituem ferramentas potentes na catélise ndo apenas de reacdes de hidrélise mas
também de diversas reacGes ditas "reversas”, ou seja, seu uso na sintese de ésteres,
interesterificacdes e resolucdo de misturas racémicas para produzir compostos oticamente
ativos (MACRAE e HAMMOND, 1985; CASTRO e ANDERSON, 1995). Deste modo, sendo
possivel controlar o tipo de catélise (hidrdlise ou sintese) através do equilibrio da atividade da
agua presente na mistura da reacdo (VILLENEUVE et al., 2000; CARVALHO et al., 2003) e,
por se manter ativa em meios contendo solventes organicos com elevada seletividade
(FERNANDES et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2006; FORESTI et al., 2007).

As trés ultimas reagdes sdo agrupadas frequentemente em um unico termo, chamado,

transesterificacdo. As principais reacdes catalisadas por lipases podem ser classificadas como:

e Hidrdlise: RCOOR' + H20 &RCOOH + R'OH

e Esterificagdo: RCOOH + R'OH ©RCOOR’ + H20

e Amindlise: RCOOR’ + HN& R'CONHR” + ROH

e Interesterificacdo: RCOOR’ + R"COOR*<&RCOOR*+ R"COOR'’
e Alcoolise: RCOOR’ + R"OH &@RCOOR"” + R'OH

e Acidodlise: RCOOR’ + R"COOH = R"COOR' + RCOOH

O desenvolvimento de reagdes enzimaticas em meio organico possibilitou a melhor
integracdo entre a catalise enzimatica e a quimica organica convencional, ampliando as
possibilidades de sintese de novas substancias de interesse farmacoldgico. Desta forma, a
catalise enzimética vem sendo empregada como ferramenta complementar das rotas de sintese
eliminando algumas das etapas que seriam necessarias para a obtencdo do produto através da
quimica organica tradicional (apud BELIVAQUA, 2005). Com excec¢do de certos alcoois

estericamente impedidos, as lipases catalisam a acilacdo assimétrica de uma ampla faixa de
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substratos ciclicos e aciclicos com enantiosseletividade entre moderada e alta (SCHMID e
VERGER, 1998; NORDIN et al., 2000).

Assim, o catalisador “ideal” ¢ considerado bioquimicamente em termos de nimero de
turnover (kear)® ou, para um determinado processo, em termos de especificidade constante
maxima (Kea/Km)*. No entanto, do ponto de vista de bioprocessos, cada bioprocesso € limitado
por um conjunto de condigdes ditadas pelas propriedades especificas dos substratos, produtos
e a reacdo de bioconversdo (BURTON et al., 2002).

3.2.5 Solventes e Lipases

Geralmente o solvente implica na atividade e na conformacéo da enzima e na proporgao
de sitios ativos disponiveis para catalise. Acredita-se que algumas enzimas sejam
cataliticamente ativas em meio organico porque permanecem na sua conformacéo original, mas
perdem um pouco de sua flexibilidade, tornando-se mais rigidas e alterando sua especificidade.
Estas caracteristicas devem-se, em parte, a0 aumento das interacdes eletrostaticas entre 0s
grupos polares da enzima, a baixa constante dielétrica da maioria dos solventes organicos e,
também, ao aumento do numero de ligacGes de hidrogénio intramoleculares promovendo,
consequentemente, uma diminuicdo da ligacdo enzima-substrato (KOSKENEN e KLIBANOQV,
1996). O solvente pode, ainda, afetar a velocidade de reacdo da catalise enziméatica em sistemas
monofasicos ou bifasicos (LIMA e ANGNES, 1999).

Os solventes organicos sdo usados na industria farmacéutica na purificacdo de
determinados produtos (LANCASTER, 2002). A maioria dos processos reacionais conhecidos
requerem a utilizacdo de solventes, promotores de reagdo, catalisadores, auxiliares quirais,
agentes secantes, agentes de separacéo, solucdes aquosas ou salinas, entre outros. Ultimamente,
tem-se registrado um esforco consideravel no sentido de substituir os solventes organicos
convencionais por outros ambientalmente mais aceitaveis, como é o caso da agua e do etanol
(DA SILVA et al., 2005; SPIRO e STILGLIANI, 2009).

Outra maneira na qual os solventes afetam a atividade é por interacéo direta com a dgua
essencial em torno da molécula enzimatica. Solventes altamente polares sdo capazes de
adsorver agua avidamente e deslocar a camada de hidratacdo da enzima, provocando a perda

das propriedades cataliticas por inativacdo ou desnaturagdo. Reciprocamente, os solventes

3 O turnover number ou keat € 0 nlmero maximo de mols de substrato que podem ser convertidos em produto por
mol de enzima em uma unidade de tempo.

4 Constante de especificidade, definida como kea/Km, ¢ uma medida de quéo eficientemente uma enzima
converte substrato em produto em baixas concentragdes de substrato.
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hidrofébicos, por serem menos capazes de deformar a camada de hidratagdo, podem afetar
parcialmente a atividade catalitica, revertendo os dominios hidrofilicos e hidrofébicos (apud
KOSKENEN e KLIBANQV, 1996).

No entanto, algumas lipases mantém suas propriedades cataliticas tanto em solventes
organicos como em meio aquoso, uma possivel explicacdo para este fato € que essa enzima é
capaz de reter a camada de hidratacdo tdo fortemente que mesmo solventes hidrofilicos ndo
conseguem retirar dgua (LIMA e ANGNES, 1999). As lipases, por exemplo, perdem a
mobilidade necessaria para acomodar moléculas grandes de substratos no sitio ativo em meio
ndo-aquoso. Além disso, a rigidez estrutural aliada a necessidade de &gua por parte dos
processos covalentes envolvidos na inativacao irreversivel (deamidacéo, hidrolise de peptideos,
decomposicdo da cistina) faz com que as enzimas sejam mais termoestaveis em solvente
organico do que em meio aquoso (KOSKENEN e KLIBANOQOV, 1996; apud LIMA e ANGNES,
1999).

De uma maneira geral, na industria farmacéutica, ha a preocupacdo em se ter agua como
solvente pela sua utilidade em reagGes biocataliticas®. Apesar da atividade lipasica inicialmente
ser considerada como restrita a meios aquosos, as lipases também tém sido empregadas em
meios nao-aquosos (OLIVEIRA et al., 2006; FORESTI et al., 2007). Para as lipases, alguns
meios ndo-convencionais estdo sendo utilizados, como solventes organicos (OLIVEIRA et al.,
2006; FORESTI et al., 2007) e outras alternativas tecnologicamente mais exigentes, como é
caso dos sais e liquidos idnicos a temperatura ambiente, a utilizacdo de fluidos em condicdes
supercriticas e sistemas sem solventes que ocorrem em meios reacionais onde estdo presentes
somente os reagentes envolvidos, que podem se encontrar em fase liquida ou sélida (DA SILVA
et al., 2005; SPIRO e STILGLIANI, 2009).

As lipases sdo associadas a solvente supercritico o qual em determinada temperatura e
pressao, existe como um fluido num estado intermediario entre liquido e gas. Os fluidos
supercriticos mais empregados séo o dioxido de carbono (scCO) e a agua (scH20). Os fluidos

supercriticos sdo usados com o intuito de aumentar a solubilidade dos fa&rmacos, na plastificacdo

> Um exemplo de sintese de farmacos que usa dgua como solvente é o processo de producdo de
ziprasidona, um antipsicético comercialmente chamado de Geodon®. A reacdo com solventes organicos possui
um rendimento de 20%, mas quando o solvente é substituido por agua a solubilidade dos reagentes melhora,
aumentando o rendimento da reacdo para 90% (CARRILHO, 2001).
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de polimeros, na modificacdo de superficies de nanocristais e na extracdo cromatografica
(GIROTRA, 2013). Além disso, sdo compostos ndo-inflamaveis, atdxicos, ndo-poluentes,
possuem grande miscibilidade em reagentes gasosos e sdo faceis de separar dos produtos
(ANASTAS, 2007; SKOUTA, 2009). Esse solvente tem sido aplicado em uma grande
variedade de reacgdes de sintese como, por exemplo, hidroformilacdo de alcenos (oxidacao de
olefinas), epoxidacdo e reacdes de Diels-Alder (ANASTAS, 2007).

Outro exemplo interessante é a hidrogenacgdo catalitica de precursores de vitaminas
usando CO> supercritico/H, da Hoffman La Roche, onde é conhecido que um reator de batelada
de 10.000 L do processo convencional foi substituido por um reator continuo de apenas 40 L
com uma producéo de 800 t por ano (POLIAKOFF e HOWDLE, 1995).

Da mesma forma, as lipases tém sido integradas aos liquidos i6nicos (LIS) ou sais
fundidos compostos por ions (cations e anions). As caracteristicas desses solventes sdo baixa
pressdo de vapor, ndo-volatilidade e estabilidade térmica (SHELDON et al.,2002), além de
serem considerados solventes universais, devido sua capacidade de dissolver um grande
nimero de compostos organicos e gases e, ndo se complexarem com metais, também, sdo
recuperaveis e reciclaveis. Este tipo de solvente pode ser armazenado por longos periodos de
tempo, além disso, em alguns casos, o carater idnico acelera a velocidade de reacdo mesmo sob
irradiacGes de micro-ondas (SKOUTA, 2009; SURESH e SANDHU, 2011).

Os Lls séo utilizados em diversas aplicagdes farmacéuticas tais como: uso como
solventes alternativos na sintese de alguns farmacos; processos de extracdo de compostos
farmacéuticos de solug¢bes aquosas; processos que envolvam distribuicdo de farmacos e mais
recentemente através do desenvolvimento de Lls farmacéuticos (designados API-ILLS).
Algumas publicacdes recentes tém descrito o uso de LIs como meio reacional para a sintese de
farmacos antivirais, antiparasitarios, antitumorais e anti-inflamatérios ndo-esterdidais
(MARRUCHO et al., 2014). A preparacdo de novos LlIs farmacéuticos ou simples dissolucéo
de farmacos em LIs biocompativeis pode ter no futuro um impacto relevante na industria
farmacéutica no desenvolvimento de processos sintéticos mais sustentaveis (KULACKI e
LAMBERTI, 2008) com a respectiva eliminagcdo do polimorfismo bem como um aumento da
biodisponibilidade e atividade terapéutica (FERRAZ et al., 2011).
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3.2.6 Imobilizacdo de Lipases

O uso de enzimas imobilizadas oferece importantes vantagens quando comparadas ao
uso de enzimas livres em processos industriais e tem sido utilizado extensivamente por facilitar
0 desenvolvimento de processos em escala comercial (apud TISCHER e KASCHE, 1999). Os
principais beneficios apontados por diversos autores sdo: facilidade na recuperacdo do
biocatalisador; facilidade na separacéo dos produtos; processo pode ser operado continuamente;
previne a formagéo de agregados em meio organico; minimizagdo de efeitos desnaturantes e
maior protecdo contra desativacdo por produtos quimicos ou pelo meio reacional; manutencao
de microambiente com alta atividade de agua; propriedades enzimaticas (como atividade e
termoestabilidade) podem ser alteradas favoravelmente; custos com manejo de materiais séo
minimizados (FREIRE, 1988, ILLANES, 1994; BENJAMIN e PANDEY, 1998;
VILLENEUVE et al., 2000; GUISAN et al., 2001).

No entanto, o processo de imobilizacdo normalmente ocasiona modificacbes nas
propriedades fisico-quimicas da enzima com consequente alteragdo na estabilidade e nas
propriedades cinéticas da enzima imobilizada. Os principais aspectos a respeito desses efeitos
sdo apresentados: efeitos conformacionais; efeitos estereoquimicos; efeitos de particdo;
limitacOes difusionais (apud FREIRE, 1988).

N&do somente as lipases, mas todas as enzimas, de um modo geral, estdo sujeitas a
inativacdo por diversos fatores, para que a catalise seja eficiente em um determinado processo
é necessario protegé-las de acdes deletérias como a interacdo com o solvente, meio pelo qual é
realizada a reacdo. Frente a este problema, a técnica da imobilizacdo é utilizada para
proporcionar estabilidade as enzimas e facilitar a recuperacdo e reutilizacdo (VILLENEUVE et
al., 2000).

Os métodos de imobilizacdo sao frequentemente classificados segundo o tipo de ligacdo
empregada e o suporte (LIMA et al., 2001): separacdo por membrana; encapsulamento;
membranas fibrosas semi-permeaveis; microencapsulamento; entrelacamento com polimeros;
formacdo de ligagdes covalentes; adsorcdo. J& em relacdo as lipases, muitas técnicas de
imobilizacdo tém sido desenvolvidas nos ultimos anos as quais podem ser classificadas em
quatro tipos: adsor¢cdo de materiais a base de polimeros organicos ou inorganicos;
encapsulamento; ligacdo covalente e reticulagcdo. Dentre esses métodos, a adsorcéo tem sido

habitualmente utilizada por ser um processo de produc¢do mais simples, apresentar menor custo,
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poucos efeitos deletérios, alta atividade e seletividade (DA ROS et al., 2010; YANG et al.,
2009).

3.2.7 Inibicdo de Lipases

Com destaque para os agentes antilipase, que séo inibidores de lipases digestivas, como
as gastricas e as pancreaticas. Como a hidrdlise dos triacilgliceréis ingeridos na dieta alimentar
é essencial para a sua posterior absorcdo, agentes antilipase agem por meio da reducéo ou do

blogqueio da digestdo de gordura.

Uma das causas da obesidade estd associada ao desequilibrio no metabolismo de
lipidios, afetando, assim, a homeostase no organismo (HOFBAUER, 2002; WEIGLE, 2003;
SRIVASTAVA e SRIVASTAVA, 2004). Nesse contexto, a intervencao sobre o metabolismo
lipidico surge como alternativa intermediaria no tratamento dessa doenca. Uma importante
estratégia inclui o desenvolvimento de inibidores da digestdo e absorcao de lipidios através de
mecanismos gastrointestinais, caracterizando uma intervencgdo periférica, ao invés de central
(SHI e BURN, 2004; FOSTER-SCHUBERT e CUMMINGS, 2006). Essa potencial abordagem
terapéutica implica na identificacdo, cada dia crescente, das enzimas envolvidas nesse
metabolismo, entre elas, a lipase pancreéatica (LP), provavelmente tida como principal alvo
terapéutico em potencial (SHI e BURN, 2004; BIRARI e BUTHANI, 2007).

Um dos primeiros inibidores potentes da lipase pancreatica a serem descritos foi a
lipstatina, isolada da Streptomyces toxytricini, conferindo a acdo inibitdria da lipstatina a
estrutura beta lactona. A Tetrahidrolipstatina ou orlistate (Xenical®) é um analogo sintético da
lipstatina o qual foi desenvolvido posteriormente e, é utilizada no tratamento da obesidade
(Figura 1). O Orlistate exerce sua atividade terapéutica no limen do trato gastrintestinal e ndo
tem efeito inibitorio significativo sobre outras enzimas digestivas, tais como amilase, tripsina,
quimiotripsina e fosfolipase (GUERCIOLINI, 1997). Essa droga, ao inibir a lipase pancreatica,
provoca uma queda de absorcéo de cerca de 30% das gorduras de cadeias longas, eliminadas
nas fezes, causando esteatorreia (RAO et al., 2001).
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Figura 1. A- estrutura quimica da Tetrahidrolipstatina (THL). B- estrutura quimica da Lipstatina.

Fonte: SOUZA, 20009.

Outros inibidores sintéticos da lipase tém sido estudados, analogos de 2-oxo-amida
triacilglicerol e a-ceto-amida de cadeia longa (TOPLAK e MARHARDT, 1998;
KOTSOVOLOU et al., 2001; CHIOU et al., 2001). A procura por produtos naturais com acéo
inibitdria sobre a lipase, também, tém sido alvo de muitos estudos, por exemplo, moléculas
inibidoras encontradas em plantas pertencentes a diversas classes de compostos, como
saponinas, polifendis e terpenos (SHARMA et al., 2005; BIRARI e BHUTANI, 2007).

3.3 Aplicacéo Das Lipases Na Industria Farmacéutica

As lipases possuem uma atividade catalitica enantiosseletiva e, por essa razdo, sao
amplamente utilizadas em reac6es onde ha o interesse em sintetizar substancias opticamente
ativas (YUAN et al., 2003). Sem davida, o principal aspecto da aplicacdo de sistemas de
bioconversdo na area farmacéutica é a obtencdo de compostos quirais de interesse, desta forma,
a aplicacdo das lipases vem tendo maior destaque devido suas caracteristicas peculiares como
biocatalisadores e agentes terapéuticos, permitindo sua utilizacdo na sintese de intermediarios
de farmacos (ex. ibuprofeno e naproxeno, farmacos com atividade anti-inflamatoria) e na
resolucdo de compostos racémicos (ex. sintese de atenolol, farmaco anti-hipertensivo) (LEAL
et al., 2002; BARON, 2003; WAKABAYASHI, 2004; POLLARD e WOODLEY, 2006); na
otimizacgdo de processos farmacéuticos e na formulacéo de farmacos (MONTEIRO e SILVA,
2009); em processos de biotransformacéo e bioconversdo (STRAATHOF, 2006); na sintese
assimétrica de compostos quirais puros ou enriquecidos enantiomericamente; na sintese de

alcoois, amino alcoois, aminoacidos e aminas quirais; sintese assimeétrica por condensacao
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alddlica e condensacdo aciloinica; hidroxilacdo e epoxidacdo enantio e régio seletivas; sintese
quimioenzimatica de didis quirais (LOUGHLIN, 2000; FABER, 2000; PATEL, 2001;
LACERDA et al., 2006; FESSNER e ANTHONSEN, 2008; FREIRE e CASTILHO, 2008),
sendo, ainda, utilizadas em varias aplicacfes biotecnoldgicas (KUMAR e SINGH, 2013). As

principais aplica¢fes das lipases na indUstria farmacéutica concentram-se resumidas na Tabela
4.

Tabela 4. Aplicacdes industriais da lipase no ramo farmacéutico.

Aplicacao da lipase Produto/agdo

Auxiliar digestivo, terapia genética, terapia anticancer,

agente anti-inflamatério, terapia de reposicao desordens
Diagndstico e Tratamento metabdlicas, agente anti-obesidade, terapia de doengas

metabolicas, terapia de doencas hepéticas
Marcador enzimatico para diagnostico de doengas
Sintese Dirigida e Lipossomas, monoglicerideos, monoésteres,
Planejamento de FArmacos polietilenoglicol, pro-farmacos
Isoniazida (inibidor enzimético utilizado no tratamento da
tuberculose),

Otimizacéo de processos Acido mandélico (precursor dos antibidticos como
cefalosporinas e penicilinas, agentes antitumorais e anti-
obesidade)

Atenalol, propanalol, (anti-hipertensivo)
(R)-4-fenilbutan-2-amina (precursor do divelalol, anti-
hipertensivo)

Ibuprofeno e Naproxeno (antinflamatérios)
Sistano (fungicida sistémico)

Sertralina e Norsertralina (antidepressivo),
Nifenalol e Dicloroisoproterenol (beta adrenérgicos)
Lamivudine (imunossupressor)
(S)-anfetamina

Sintese de Compostos Metoxianfetamina (precursor de bronco dilatador)
Nitrogenados (S)1-fenil-1-propilamina e (S)-1,2,3,4-tetrahidro-1-
naftilamina (precursores de agente antidepressivo)
(R)-4-fenilbutan-2-amina (agente anti-hipertensivo)
Surfactantes, antiespumantes, retinol (vitamina A)
Esteres de isoamila de acidos graxos (flavorizantes e
aromatizantes em medicamentos)
Intermediarios quirais, emulsificantes.
Vitamina C
Rapamune® (rapamicina-42, imussupressor)
Taxol (anticancer)
Lactonas sintéticas
Sintese de lipideos estruturados = Hipocolesterolémicos, anti-inflamatérios, e tromboliticos
e modificacédo de Oleos e anti-hipertensivos e vasodilatadores, nutracéuticos (&cidos
gorduras graxos polinsaturados livres e 0s seus mono- e
diglicerideos)

Sintese Assimétrica e
Resolucdo de Racemato

Sintese de Esteres
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Salatrim® (antidepressivo),
Betapol® (substituto de leite materno)
Marinol® (THC sintético)
Lipideos estruturados
Extracdo seletiva de acidos graxos de aplicacfes médicas

Fonte: Prépria.
3.3.1 Diagnostico e Tratamento

Atualmente, existe no mercado uma ampla variedade de medicamentos a base de
enzimas (HAMMER, 2001) para aplicacdo como auxiliares digestivos, antiinflamatdrios, anti-
sépticos, na reposicdo de enzimas hemostaticas, na inibicdo da coagulagdo, na prevencdo de
lesbes de reperfusdo, no tratamento da ictericia neonatal, no tratamento de fibrose cistica, na
terapia de doencas hepaticas, na terapia de reposicdo de enzimas metabdlicas, terapia genética
e na terapia do cancer (BYRNE et al, 2002; TSUTSUMI, 2003; KUHN et al, 2010;PERTWEE,
2014; BARATTA et al, 2019; TASKIN e ADSAY, 2019; CEHRELI et al, 2019). A alta
especificidade e eficiéncia catalitica das lipases sdo caracteristicas importantes na sua aplicacédo
como agente terapéutico, logo, a diversidade de aplicacdo das lipases vai desde auxiliar
digestivo até terapia anticancer (MONTEIRO e SILVA, 2009; WIERZBICKI E VILJOEN,
2013; AL-BUSTAN et al, 2019; BILOUS et al, 2019).

Além disso, diversas enzimas com excelente especificidade pelo substrato foram
desenvolvidas e sdo empregadas como catalisadores em diagnosticos, deste modo, as lipases
tém sido utilizada como marcador enzimatico para diagndstico de doengas, como por exemplo,
dosagem de triacilglicerois no sangue e avaliacao de atividade enzimatica (Tabela 4) (BURKE,
2003; apud MONTEIRO e SILVA, 2009; HERRERA-LOPEZ, 2012; XU et al, 2018;
POHANKA, 2019; CERMINATI et al, 2019). Apesar das vantagens propostas pelo uso de
enzimas em terapias e diagnosticos algumas limitagdes como instabilidade dos biocatalisadores
ou antigenicidade, no caso das terapias enzimaticas, podem trazer sérios problemas por esta
razdo planejamento de farmacos, mecanismos e estratégias de formulacdo tém sido
desenvolvidas a fim de contornar estes inconvenientes técnicos (GIUSEPPE et al, 2012;
BUDNIK et al, 2017).
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3.3.2 Sintese Dirigida e Planejamento de Farmacos

Conforme exposto, diversas estratégias de formulacdo utilizando a lipase tém sido
desenvolvidas no sentido de contornar limitagdes, dentre elas podem ser citadas a incorporacao
da enzima em sistemas liberagdo controlada e transporte/direcionamento de farmaco, como 0s
lipossomas e a conjugacdo quimica com moléculas de baixo peso molecular ou poliméricas,
como o polietilenoglicol (BON, et al., 2008; CRUZ et al., 2008). Seguindo com mais exemplos,
alguns monoglicerideos, como a monolaurina, possui propriedades antimicrobianas e, é usada
como um dos principais agentes penetrantes para aplicacbes em membranas mucosas, onde
reduz o tempo necessario para o inicio da acdo da droga, aumenta a absor¢do da droga e causa
menor ou nenhum efeito deletério a membrana mucosa. J&4 a Monooleina, outro monoglicerideo,
é utilizado como sistema de liberacdo de drogas e carreador farmacéutico (FREITAS et al.,
2008). Monoésteres de sacarose também tém utilidade na formulac&o e liberagcdo de farmacos
na industria farmacéutica. Outro exemplo comum € o éster de cadeia longa, muito utilizado na
area farmacéutica, sao os ésteres de celulose. Esses compostos sdo aplicados em formas solidas
de dosagem de farmacos, usados tipicamente para o controle da liberacdo desses farmacos
(Tabela 4) (POLAT, LINHARDT, 2001; SZUTS; SZABO-REVESZ, 2012).

3.3.3 Otimizacao de Processos

Outra aplicacdo da lipase é atuar como catalisador na otimizagédo de processos de sintese
de farmacos, como no caso da isoniazida (Tabela 4). Dentre os farmacos usados no primeiro
tratamento da tuberculose, a isoniazida ou hidrazida do &cido 4-piridinocarboxilico destaca-se
por sua especificidade para o M. tuberculosis, apresentando pouca ou nenhuma atividade sobre
outras bactérias e também por sua facil absorcdo quando administrada por via oral. A INH é
considerada como farmaco-base da quimioterapia anti-TB, tanto para infec¢des ativas quanto
para aquelas latentes (ALVES, 2003; VILCHEZE et al., 2006). Convencionalmente, a
isoniazida é preparada através da hidrélise da 4-cianopiridina para a formacdo de uma amida
intermediaria e posterior formacdo da Isoniazida na reacdo desta amida com hidrato de
hidrazina. Este processo geralmente ocorre com grande dispéndio energético uma vez que a
primeira etapa acontece sob aquecimento (100 °C) em condigOes de refluxo. Toda a reagdo
acontece em 7 horas. Além de ser uma reacdo quimica com alto custo, também é conduzida
com uso de substéncias nocivas como é o caso da 4-cianopiridina. Além de nociva, a 4-
cianopiridina € preparada a partir da 4-picolina, que tem um elevado custo (YADAV et al.,
2005; SITTING, 1988; GOGTE,1982). Entretanto, estudos mostraram que pProcessos
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catalisados por enzimas como lipases podem ser conduzidos em condi¢Ges mais amenas para a
sintese de moléculas como a isoniazida, tornando-se mais atrativas que 0S pProcessos
convencionais como o descrito para a INH. Os estudos de Yadav e seus colaboradores (2005)
mostraram que ha possibilidades de se produzir INH através de reacOes heterogéneas

catalisadas por lipases através do mecanismo descrito na Figura 2.
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Figura 2. Mecanismo quimico de sintese da isoniazida catalisada por lipases.

Fonte: adaptado de HAEFFNER et al., 1999.

Os é&cidos alfa-hidroxicarboxilicos aromaticos sdo uma classe importante de compostos
que podem ser produzidos por vias enzimaticas. Sob o ponto de vista comercial, entre os mais
importantes, encontra-se o acido mandélico enantiomericamente puro e seus derivados
substituidos (COPPOLA e SCHUSTER, 1997; GROGER, 2001; CAMPBELL et al., 2003). O
acido (R)-mandélico (Figura 3) é tanto um precursor para sintese de diversos farmacos, como
por exemplo, dos antibidticos penicilina e cefalosporina (WANG e TSAI, 2005), de agentes
antitumorais e anti-obesidade (YADAV e SIVAKUMAR, 2004), quanto um agente de
resolucdo em processos quirais. O acido mandélico enantiomericamente puro e seus derivados
sdo intermediarios para a resolucéo de compostos racémicos, como alcoois e aminas (HANSEN
et al, 2009; SCHRAMM e CHRISTOFFERS, 2009). O interesse pelo &cido mandélico como

substrato para reacOes catalisadas por lipases cresceu devido a presenga de um grupo hidroxi e



44

outro carboxi no centro quiral, sendo possivel sua resolugdo tanto como alcool tanto como acido
carboxilico (MIYAZAWA et al., 2000). A resolugdo de misturas racémicas, de alcoois ou
acidos, pode ser alcancada utilizando-se as propriedades enantiosseletiva destas enzimas
hidroliticas (EBERT et al., 1992).
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Figura 3. Rotas sintéticas de produgdo do (R)-acido mandélico.

Fonte: adaptado de GROGER, 2001.
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3.3.4 Sintese Organica e Resolucdo de Racemato

Uma aplicacdo que tem merecido destaque é a utilizacdo de lipases na obtencdo destes
compostos enantiomericamente puros ou enriquecidos, geralmente intermediérios ou produtos
finais de rotas sintéticas estereocontroladas, também referenciadas na Tabela 4 (SIH e
WU,1989; SANTANIELLO et al., 1990; THEIL, 1995; STECHER e FABER, 1997), uma das
principais contribuicfes deste tipo de metodologia biossintética, ja que estas enzimas sdo
capazes de reconhecer moléculas quirais e atuam, preferencialmente, em um dos isémeros de
uma mistura racémica (CASTRO e ANDERSON, 1995). A sintese de compostos oticamente
puros torna-se cada vez mais essencial na obtencéo de produtos farmacéuticos, tendo em vista
0s inconvenientes da utilizagdo de farmacos como mistura racémica (SANTANIELLO et al.,
1990; THEIL, 1995; PANDEY et al., 1999).

A resolucéo enantiomérica é sempre realizada na etapa biocatalitica. Dependendo da
enzima, substrato e condicBes experimentais utilizadas podem ser obtidos diferentes
enantidbmeros, portanto, diversos sdo 0s parametros que controlam a enantiosseletividade das
lipases, tais como: meio reacional, solventes organicos, atividade da agua, concentracdo e
estrutura do substrato (CERNIA et al.,1998; BERGLUND, 2001). Estas hidrolases catalisam
reacOes sobre substratos pro-quirais e resolucédo cinética de misturas racémicas. As resolugdes
cinéticas (RC) tém uma grande utilidade mas apresentam uma limitag&o intrinseca, conseguem
no maximo atingir 50% de conversdo do enantidmero desejado (KAMAL et al., 2008). A
utilizacdo da resolucdo cinética dinamica (RCD) permite ultrapassar este problema através da
racemizacao do enantibmero menos desejado para se tornar um substrato que a enzima consiga
aceitar e assim reagir para que mais de 50% de substrato possa ser resolvido (REETZ et al.,
2002; SCHNELL et al., 2003). Assim, o enantibmero que ndo reage € continuamente
isomerizado durante o processo de resolucao levando potencialmente a uma eficiente converséao
de todo o material de partida no produto desejado, esta conversdo, do ponto de vista teorico,
pode chegar a 100% (AZERAD e BUISSON, 2000; FABER, 2001; BENAISSI et al., 2009).

Um exemplo classico da atuacdo da lipase na resolucao de isdbmeros € atraves da reacéo
de hidrolise enzimatica de ésteres racémicos de ibuprofeno, derivados do acido fenilpropidnico
(Figura 4) o qual utiliza a enzima lipase da Candida sp. Este processo é usado para a obtencédo
industrial do anti-inflamatorio néo esteroidal (AINE) (S)- Ibuprofeno, espécie responsavel pelas
atividades analgésica e antitérmica dos medicamentos comumente conhecidos como Alivium,

Advil, Buscofem ou Artril (DIAS et al., 2012). Na resolucéo enzimética, um dos enantiébmeros
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é quimicamente transformado com maior velocidade que o outro. A formagdo de estados de
transicao diastereoisomericos entre o par de enantidmeros e a enzima é o fendmeno responsavel
pelas diferencas de velocidades de reacdo (BARREIRO et al., 1997).

Me : Me =\ ;,r. e
Me—( OMe Me—( S coH ¥ me—( w cO.Meo
Me - lipase Mo 1
95, Ester metilico 84, (S)dbuprofeno g6, (R)-Ester metilico

(racémico)

Figura 4. Obtencéo do (s)-ibuprofeno 84 via resolucéo sintética.

Fonte: DIAS, F.R.F. et al., 2012.

Uma maneira bem simples de obter o enantibmero (S) presente na mistura racémica do
farmaco ibuprofeno (84), através da reacdo de esterificacdo usando lipase, que apresenta
enantiosseletividade para a forma (R)-ibuprofeno. A enzima catalisa seletivamente a conversao
para (R)-éster, deixando a forma (S)-ativa livre (Figura 5). Posteriormente, o acido
discriminado, (S)-ibuprofeno (84), pode ser separado do meio de reacdo através de extracdo
acido-base (CARVALHO et al., 2005).
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de ibuprofeno B4, (S)dbuprofenc

Figura 5. Esterificagdo enantiosseletiva do (R, S) -ibuprofeno 84 por lipases em meio de propanol, com
enantiopreferéncia para o (R)-enantidmero.

Fonte: DIAS, F.R.F. et al., 2012.

A maioria dos trabalhos estuda a resolucdo de acidos 2-arilpropiénico, um importante
grupo de farmacos anti-inflamatério ndo esteroidais (DE CRESCENZO et al., 2000; SAKAKI
et al., 2001), ou a resolucdo de acidos 2-hidroxi carboxilicos, os quais sdo também importantes
blocos de construcdo (SHELDON, 1993; SUNDHOLM e KANERVA, 1998). Outras

aplicacdes seguem abaixo:

e CHEONG et al. (1996) pesquisaram as condi¢des Otimas de reacdo para a sintese do
sistano, um fungicida sistémico, pela resolucdo com lipases. Foi selecionado um alcool
primario quiral contendo um carbono quaternario como precursor para a resolucéo.

Entre varias condi¢bes de reacdo, a transesterificacdo apresentou alta seletividade.
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Ainda foi verificada uma melhora na seletividade quando a piridina foi utilizada como
aditivo;

A rapamicina, comercialmente disponivel como Rapamune® (Wyeth), é um antibiotico
que tem atividade antifingica e antitumoral, além de ser utilizado no tratamento e
prevencdo de artrite reumatoide, lupos eritematoso sistémico, inflamagdo pulmonar e
outras. Neste caso, a lipase de Pseudomonas sp. é utilizada como método regiosseletivo
para obtencdo de melhor rendimento do composto (BR PI1 0509810-6 A2);

A empresa americana Celltech Group utilizou a lipase de Pseudomonas fluorescens
(SOLANO et al., 2012) na sintese de (1S, 4R)-1-acetoxi-4-(trifenilmetoximetil)-
ciclopent-2-en-(composto(+)-3 da (Figura 6), um intermediario necessario na sintese do

nucleosideo similar ao Carbovir, um antiviral usado no tratamento da AIDS (EVANS

etal., 1992);
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Figura 6. Reac8o enantiosseletiva de (+)-9 catalisada pela lipase de Pseudomonas fluorescens, utilizando acetato

de vinila como agente acilante em 75h a temperatura ambiente.

Fonte: EVANS et al., 1992.

Busto et al., (2012) utilizaram as lipases CALB, CAL-A e PSC (Pseudomonas cepacia
atual Burkholderia cepacia) na resolucdo cinética de (%)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-
carbazol-3-ol, um intermediério da sintese de Ramatroban, substancia ativa com
potencial farmacolégico, que é comercializado no Japdo para tratamento de rinite

alérgica e asma (Figura 7);
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Figura 7. Resolucdo cinética de (+)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-carbazol-3-ol catalisado por CALB utilizando acetato

de vinila em THF a 250rpm.
Fonte: BUSTO et al., 2012.

CALB tem sido empregada na dessimetrizacdo do composto proquiral dietil 3-(3°, 4’-
diclorofenil)  glutarato  para  obter  (S)-3-(3,4-diclorofenil)-5-etoxi-5-acido
oxopentanoico, um intermedidrio quiral na sintese do antagonista dos receptores de
taquicinina, NK1 e NK», compostos utilizados no tratamento contra asma, artrite e
enxaqueca (HOMANN et al., 2001);

A resolucdo racémica de 1-Ciclopropil-2-metoxietanamina (1) foi estudada por
PARKER et al., (2012) igualmente utilizando a CALB. Este intermediario é necessario
para a sintese de um fator de libertacdo do horménio corticotropina-1, receptor
antagonista, mediador de resposta ao stress celular (Figura 8) (BORSODY e WEISS,
1996);
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Figura 8. Resolucdo racémica de (1) catalisado por CALB ap6s 120h de reagéo.

Fonte: PARKER et al., 2012.

B-hidroxinitrilas quirais sdo comumente utilizados como intermediarios utilizados em
sintese organica. O isdbmero (R)-3-hidroxipentanitrila, por exemplo, € um importante
intermediario na sintese do imunossupressivo inosina 5"monofosfao desidrogenase, no
qual um excesso enantiomérico maior que 99% é requerido. A lipase de Pseudomonas
cepacia tem sido empregada no melhoramento da atividade 6ptica do isdbmero ativo de
interesse (Figura 9) (KAWANQO et al., 2012);
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Figura 9. Sintese de (R)-1 e aperfeicoamento da enantiosseletividade utilizando lipase de Pseudomonas cepacia.

Fonte: Modificado por KAWANO et al., 2012.

e A atividade de farmacos quirais como antidepressivos (Sertralina) e b-adrenérgicos
(Nifenalol e Dicloroisoproterenol), reside principalmente em um dos enantidmeros
(KAPOOR, 2005). Possiveis precursores para estes farmacos sdo compostos do tipo 2-
halo-1-ariletandis quirais que podem ser obtidos através da resolucdo cinética
enzimatica de uma mistura racémica. Esta é uma das transformacdes mais comuns
catalisadas por lipases sendo muito vantajosa, pois permite uma separacao facil dos dois
enantibmeros através de uma Unica enzima (GHANEM e ABOUL-ENEIN, 2005).

e Os profenos (acidos 2-aril propiénicos) sdo um importante grupo de anti-inflamatorios
ndo esteroidais, que apresentam atividade farmacoldgica, principalmente na forma de
(S) enanciémero. O naproxeno é um importante membro desta familia, sendo que a
forma (S) mostrou-se 28 vezes mais ativa do que o isdbmero (R). Recentemente, foi
demonstrada a resolucdo enzimatica do naproxeno racémico utilizando lipases
(SASAKI, GIORNO & DRIOLI, 2001). A producdo do (S)-naproxeno foi realizada
através da hidrolise seletiva da mistura racémica do éster metilico do naproxeno. Para
isto, foram utilizados dois tipos de lipases de Candida rugosa imobilizadas em um reator

de membrana multifasico.

Além das resolugdes, as hidrolases séo capazes de realizar reacdes de dessimetrizagdo.
Como ocorre com 0s DKRs, isso é uma estratégia interessante para obtencdo do enantiopuro
desejado, teoricamente, com 100% de rendimento (GARCIA-URDIALES et al., 2011). A
principal diferenca reside no material de partida: um racemato é transformado em DKRs

enquanto um composto meso ou pro-quiral é empregado em reacdes de dessimetrizacéo.
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(-) - Alloyohimbane e (-) - Yohimbane sdo dois alcal6ides muito importantes que
apresentam uma ampla gama de atividades farmacoldgicas, como anti-hipertensivos e
antipsicoticos (GHOSH e SARKAR, 2016). A sintese enantiosseletiva dessas moléculas foram
realizadas usando um composto comum, [(1R, 6S) -6-(hidroximetil)ciclohex-acetato de 3-en-

1-il]Jmetilo, que foi obtido por hidrélise enzimatica a partir do precursor meso-diacetato (Figura

10) (HINZE et al., 2016).
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Figura 10. Sintese quimioenzimatica de (-) - Alloyohimbane e (-) - Yohimbane envolvendo dessimetrizagdo
catalisada por lipase de intermediario diacetato.

Fonte: GHOSH e SARKAR, 2016.
Telaprevir € um inibidor de serina protease, atualmente aprovado para o tratamento da
hepatite C (Figura 11). Pesquisadores estudaram a sintese de um fragmento chave em sua
sintese estereosseletiva através da dessimetrizacdo de um meso-diol usando Amano PS como

biocatalisador (MONI et al., 2015).
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Figura 11. Dessimetrizacdo enantiosseletiva de meso-compostos por acilagéo ou hidrdlise para a sintese de cis-
2-[(hidroximetil) enantibmeros de acetato de ciclopentilo]metil.

Fonte: MONI et al., 2015.
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A 2-piperidona é uma estrutura valiosa presente em muitos compostos bioativos, como
citisina ou yaequinolona entre outros. Recentemente, a sintese de (R) -1-benzil-5-
(hidroximetil) -2-piperidona foi alcancado, encontrando a acilacdo estereosselectiva de N-
benzil-5-hidroxi-4- (hidroximetil) pentanamida como um passo chave na sintese (KHONG et
al., 2016). O (R) -monoacetato obtido é um precursor da piperidona desejada e, apos o teste
CAL-B, PSL, Candida cylindracea (CCL) e AK lipase, as Ultimas levaram as melhores
seletividades (Figura 12).
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Figura 12. Dessimetrizacdo de N-benzil-5-hidroxi-4-(hidroximetil)pentanamida através de acetilagcdo catalisada
por lipase.

Fonte: KHONG et al., 2016.

Pesquisadores industriais desenvolveram a sintese de (R)-alil-[3-amino-2-(2-
metilbenzil)propil]carbamato para apoiar estudos pré-clinicos e clinicos em um programa
interno de descoberta de drogas utilizando Amano PS nas etapas enzimaticas (Figura 13)
(LINDHAGEN et al., 2016).
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Figura 13. Dessimetrizacéo catalisada por PSL de 2- (2-metilbenzil) propano-1,3-diamina.
Fonte: LINDHAGEN et al., 2016.

3.3.5 Sintese de Compostos Nitrogenados

Lipases merecem destaque no processo de obtencéo de compostos nitrogenados quirais
e ndo quirais (Tabela 4) (SKUPINSKA et al., 2003; SANCHEZ et al., 2005; GOTOR-
FERNANDEZ et al., 2006). Dentre as diversas aplicacdes de resolugio de racemato, tem-se
ainda a obtencdo de aminas enantiomericamente puras uma vez que séo blocos de construcao
de grande importancia na inddstria quimica, principalmente, na sintese assimétrica de
compostos bioativos e medicamentos (BREUER et al., 2004; KOSZELEWSKI et al., 2010). A
acilacdo enantiosseletiva catalisada por lipases de aminas quirais € um processo realizado numa
escala de toneladas/ano (HIEBER e DITRICH, 2001). O melhor exemplo da aplicagdo em larga

escala de lipases para resolugdo cinética de aminas tem sido demonstrado pela BASF (empresa
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alemad), o qual é capaz de produzir em uma escala de toneladas (equivalente a 3000 toneladas
ao ano) de aminas quirais usando acilagdo catalisada por lipase e combinada com uma hidrélise
basica da amida resultante (Figura 14) (NUGENT, 2010).
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Figura 14. Processo BASF para a obtencdo de uma variedade de aminas quirais.
Fonte: NUGENT, 2010.

As lipases de Candida sp. e Pseudomonas sp. sdo as mais utilizadas em reacdes
envolvendo aminas (FABER, 1997). Na literatura sdo conhecidos varios procedimentos de
resolucdo enantiomérica de compostos contendo a funcao organica amina, que fazem uso dessas
enzimas (GONZALEZ-SABIN et al., 2002; IRIMESCU e KATO, 2004; PAETZOLD e
BACKVALL, 2005). Sdo apresentados a seguir alguns exemplos de diferentes substratos
quirais contendo a funcdo amina, que foram resolvidos utilizando esse tipo de biocatalisador,

obtendo-se aminas enantiomericamente puras de importancia e seus possiveis precursores sao:

e a(S)-anfetamina que tem atividade farmacoldgica mais pronunciada como estimulante
e agente hipertérmico que o (R)-enantiémero; (CAMPOS et al., 2000; NECHAB et al.,
2007);

e 0 (R,R)-formoterol, um potente bronco dilatador, tem como precursor a (R)-(p)-m

e etoxianfetamina que pode ser obtida através da resolugdo cinética enzimatica
(CAMPOS et al., 2000), ou seja, moléculas isopropil aminas B-substituidas podem ser
resolvidas utilizando lipases de Candida antarctica. Os substratos utilizados foram a
anfetamina e seus derivados, orto, meta e para-metdxi-anfetaminas. A existéncia do
grupo metoxila nas posi¢des orto, meta e para do anel aromatico promoveu uma

melhoria nos parametros de conversdo e enantiosseletividade desse processo quando



53

comparado a molécula de anfetamina (GONZALEZ-SABIN et al., 2002), onde ¢ é 0
percentual de conversdo, E é enantiosseletividade e R o radical (Figura 15).

R:H, E =37, c=45 (Anfetamina)
R: orto-OMe, E=T79, ¢ = 50
R: mefa-OMe, E=T0, c =52
R: para-OMe, E=52,c =55

Figura 15. Resolucéo cinética enzimatica de isopropil aminas -substituidas.
Fonte: GONZALEZ-SABIN et al., 2002.

e a (R)-4-fenilbutan-2-amina é um precursor do anti-hipertensivo, dilevalol (CLIFTON,
1988). A (R)-4-fenilbutan-2-amina pode ser obtida enantiomericamente pura através da
resolucdo cinética com CAL-B (NECHAB et al., 2007);

e a (S)i1-fenil-1-propilamina é precursor de um potente agente antidepressivo
(CORBETT, 2007);

e A (S)-1,2,3,4-tetrahidro-1-naftilamina (amina comercial), utilizada na sintese da
norsertralina. A norsertralina é estruturalmente semelhante a sertralina que atua no
tratamento da depressao, como um seletivo inibidor da recaptacédo da serotonina (ISRS)
(THALEN et al, 2009).

e Por exemplo, o aglcar (+)-Artabotriol € um bloco de construcdo farmacéutico para a
sintese de diversos produtos naturais enantiomericamente puros. O precursor deste
acucar, o (x) -2-hidroxi-3-metilenossuccinato, foi resolvido através de uma reacdo de
acetilacdo usando o Lipase de Pseudomonas cepacia comercializada pela Amano
(Amano PS) (Figural6) (BATWAL e ARGADE, 2016).
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Figura 16. Resolucéo cinética catalisado por lipase do racemato dimetil-3-metilenosuccinato para a sintese de
(+) -artabotriol e outros derivados.

Fonte; ALBARRAN-VELO et al., 2017.
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e Atenolol € um B-bloqueador cardiosseletivo usado no tratamento da hipertensao arterial,
angina e miocardio infec¢des (Figura 17). Sua sintese estereosseletiva é de importancia
crucial porque a principal atividade reside no enantibmero (S), enquanto o enantidmero
(R) tem efeitos adversos potenciais. Candida antarctica lipase B (CAL-B) apresentou
excelentes niveis de atividade na resolucéo de dois precursores do Atenolol, o 2-[4-(3-
cloro-2-hidroxipropoxi)fenil] ~ acetamida  (E=220) e  2-[4-(3  bromo-2-
hidroxipropoxi)fenil] acetamida (E=278) (LUND et al., 2016).
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Figura 17. Resolucéo catalisada por CAL-B de precursores de Atenolol utilizando butanoato de vinilo como
doador de acilo.

Fonte: ALBARRAN-VELO et al., 2017.

e Asintese quimioenzimatica da droga antitussigena L-Cloperastina foi descrita, obtendo
a resolucéo cinética do precursor fenil[4-(trimetilsilil)fenilJmetanol como ponto chave
para a introducdo da quiralidade (Figura 18), portanto sendo bem sucedida usando

lipase como catalisador (LEE et al., 2015).
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Figura 18. Resolucao cinética de fenil [4- (trimetilsilil) fenil] metanol para a sintese quimioenzimatica de L-
Cloperastina.

Fonte; ALBARRAN-VELO et al., 2017.
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e A moxifloxacina é uma fluoroquinolona que funciona como um agente antibacteriano,
especialmente usado em infeccdes respiratdrias como pneumonia, sinusite cronica e
bronquite (Figura 19). Um precursor chave da Moxifloxacina foi preparado por
resolucdo hidrolitica da cis-dimetil-1-acetilpiperidina-2,3-dicarboxilato usando CAL-B
(RAMESH et al., 2015).
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Figura 19. Resolucdo hidrolitica de cis-dimetil-1-acetilpiperidina 2,3-dicarboxilato para a sintese de
Moxifloxacina.

Fonte: ALBARRAN-VELO et al., 2017.

e Aminoacidos e seus derivados, incluindo B- e y-lactamicos, sdo uma classe muito
importante de compostos organicos devido as suas mdltiplas aplicagbes em
quimica medicinal. Uma reacdo chave é a abertura do anel lactamico
que € naturalmente catalisado por lactamases, embora as lipases também tenham sido
aplicadas neste tipo de reacdo devido a excelente seletividade (Figuras 20 e 21) (GAO
etal., 2015; GALLA et al., 2016).
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Figura 20. Resolugdo hidrolitica catalisada por CAL-B de y-lactdmicos protegidos com o grupo N-hidroximetil
com desprotecdo espontanea do produto aminoécido.

Fonte; ALBARRAN-VELO et al., 2017.
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Figura 21. CAL-B catalisou a resolugdo hidrolitica de precursores B-lactamicos de compostos
farmacologicamente ativos protegidos com o grupo N-hidroximetilo.

Fonte: ALBARRAN-VELO et al., 2017.

Frente a esses exemplos, inferimos que lipases sdo excelente biocatalisadores para
Resolucgdo Cinética Enzimatica (RCE) de aminas com diferentes estruturas quimicas. Podemos
observar, também, que as lipases de Candida antarctica (CAL) ocupam lugar de destaque na
preparacdo de aminas quirais (FERNANDEZ, 2006; GOTOR-FERNANDEZ, 2006).

3.3.6 Sintese De Esteres

As lipases catalisam uma série de diferentes reacdes. Além de quebrar as ligacGes de
éster de triacilglicerdis com o consumo de moléculas de adgua (hidrolise), as lipases sdo também
capazes de catalisar a reacdo reversa sob condi¢fes microaquosas, como por exemplo, a
formacdo de ligacOes éster, a partir de um &lcool e um &cido carboxilico (sintese de éster)
(FERNANDES et al., 2003; CASTRO et al., 2004). Entre os possiveis processos catalisados
pelas lipases em meio ndo-aquoso, a sintese de ésteres apresenta-se como uma vertente bastante
promissora, conforme atestam o0s processos em fase de implantacdo industrial (Tabela 4)
(DALLA-VECCHIA et al., 2004).

Os esteres sd@o importantes compostos organicos com um numero crescente de
aplicacdes comercial, cuja producdo pode ser por sintese quimica ou enzimatica. A producao
biotecnoldgica de ésteres utilizando lipases tem recebido grande atencdo devido as condigdes

de reacGes brandas (temperatura, pH e pressao) envolvidas, o elevado grau de pureza alcancado,
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bem como a aceitacio destes produtos na indUstria de alimentos (MARTINEZ-RUIZ et al.,
2008). Esteres de isoamila de 4cidos graxos de cadeia curta sd0 importantes componentes de

“flavour” ¢ fragrancia amplamente utilizados em medicamentos.

Os ésteres de cadeia longa sdo muito utilizados na area farmacéutica e podem ser
aplicados como surfactantes ndo-ionicos e emulsionantes (LORTIE, 1997; CHAMOULEAU et
al., 2001; CASTRO et al., 2004; FERNANDES, 2007). Um dos principais exemplos se refere
aos ésteres de acido graxos de sacarose, por serem muitos abundantes e sdo biodegradaveis.
Estes surfactantes sdo capazes de interacfes especificas com outras moléculas quirais, tais como
proteinas, acidos nucleicos, e polissacarideos e a exploracdo da especificidade quiral de grande
importancia na area farmacéutica (POLAT e LINHARDT, 2001; SZUTS e SZABO-REVESZ,
2012). O processo consiste na esterificacdo de carboidratos (glicose, frutose, sacarose e
sorbitol) com &cidos graxos (estearico, oleico e linoleico) utilizando enzimas lipoliticas de
fontes diferentes. Lipases também podem catalisar a sintese de ésteres de poliglicerol
(VULFSON, 1994). Esses tipos de ésteres sdo ingredientes multifuncionais, também sendo
usados como emulsificantes, substitutos de gorduras, como por exemplo, como meio de
solubilizacdo de vitaminas lipossollveis para facilitar a incorporacdo destas em sistemas
lipofobicos (LIMA e NASSU, 1996).

Monoésteres de sacarose sdo compativeis com a pele, provocam pouca ou nenhuma
irritacdo, possibilitando sua insercdo em preparacdes para a pele e cabelo, alguns exemplos
incluem o estearato, oleato, palmitato, miristato e geralmente contém 70% de monoésteres e
30% de di-, tri-, ésteres superiores. Esses compostos tém-se mostrado promissores como
surfactantes, detergentes e emulsificantes quando comparados com o desempenho de outros
compostos tensoativos (POLAT e LINHARDT, 2001; SZUTS e SZABO-REVESZ, 2012).

Recentemente a sintese de Monoglicerideos ou monoacilglicerois (MAG) é catalisada
por lipases tem sido estudada intensamente como alternativa ao método convencional
(BORNSCHEUER, 1995). MAGs sao basicamente monoésteres formados por acidos graxos e
glicerol, surfactantes ndo-iénicos, que possuem o status GRAS (Generally Recognized as Safe)
pela FDA (Food and Drugs Administration), sendo amplamente utilizados nas industria
farmacéutica (SILVA et al., 2003), por ndo apresentarem efeitos colaterais quando ingeridos
ou irritacOes na pele, ao contrario dos tensoativos ibnicos (MACHADO et al., 2000), sendo
utilizados como emolientes para emplastos, liberando lentamente a medicacdo

(KAEWTHONG et al., 2005). Monoglicerideos como monocaprina possuem propriedades
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antimicrobianas e, também, podem ser utilizados em emulsdes no caso da monooleina e da
monoestearina (FREITAS et al., 2008).

Para minimizar a degradacéo térmica, o consumo de energia e processo a baixa pressao,
0 uso de lipase como biocatalisador constitui uma alternativa ao processo quimico para a
producdo de ésteres de &cidos graxos (MERCON et al., 2000). Além disso, quando preparados
por processos enzimaticos podem ser caracterizados como naturais ou idénticos ao natural
sendo, portanto, preferidos pelo mercado consumidor (VULFSON,1994). Aproximadamente
50 ésteres, formadores de aromas, foram sintetizados por reacdes catalisadas por lipases
(LORTIE, 1997; YAHYA et al., 1998). Os produtos resultantes de &cidos e alcoois de cadeia
curta (2-8 atomos de carbono) sdo importantes componentes de aromas e flavorizantes
utilizados nas industrias de alimentos, bebidas, cosméticos e medicamentos. Os ésteres
resultantes das reacdes entre acidos de cadeia longa com alcoois de cadeia curta (2-8 atomos de
carbono) séo utilizados nas industrias como aditivos em alimentos, detergentes, cosméticos e
em medicamentos (GATFIELD, 1995; GUVENCA et al., 2002). Os ésteres de sacarose, por
exemplo, sdo conhecidos como bons emulsificantes na industria farmacéutica (JANSSEN e
HAAS, 1994; HAZARIKA et al., 2002).

As lipases também podem ser usadas para modificacdo de antioxidantes, através da
catalise seletiva destes compostos. Por exemplo, a vitamina C é um antioxidante, mas devido
sua caracteristica hidrofilica ndo pode ser usada para este fim em compostos hidrofébicos. Este
inconveniente pode ser solucionado através da esterificacdo dos grupos hidroxilas da vitamina
C. A modificacdo quimica requer condicdes drasticas de temperatura e pressao, o que acarreta
em uma mistura de produtos. A esterificacdo catalisada por lipase com &cidos graxos produz
ésteres de vitamina C com propriedades antioxidantes promissoras (ADAMCZAK et al., 2005).

A esterificacdo de acido 2-cloro-butirico com 1,2-ep6xi-5-hexeno catalisada por lipase
imobilizada de Rhizomucor miehei (Lipozyme® IM) foi estudada por Garcia e colaboradores
(2000), para a producdo de um éster, utilizado como intermediario na sintese de taxol, um
farmaco anticancer, alcangando conversdes de até 85% dependendo das condigdes

experimentais utilizadas.

Os ésteres de polietilenoglicol podem ser sintetizados quimicamente a altas
temperaturas (140-250°C), com formacdo de subprodutos indesejaveis e podendo levar a
obtencdo de produtos com coloracdo escura e turva. Portanto, torna-se necessario o

desenvolvimento de processos menos agressivos e mais seguros, utilizando lipases como
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catalisador (MAAG, 1984; CASTRO et al., 2004). Os ésteres obtidos da reacdo de acidos
graxos e poliglicois de alto peso molecular podem ser utilizados como surfactantes e/ou
antiespumantes nas induastrias de alimentos, farmacéuticas e de especialidades quimicas
(CASTRO et al., 1995).

Na Figura 22 o retinol ou vitamina A 105, uma substancia importante para o crescimento
e diferenciacdo das células epiteliais, foi submetido a reacdo de esterificagdo com succinato de
metila 106, levando ao succinato de metil retinol 107, um carreador de acido latico
(MAUGARD et al., 2000; SOARES e DE SOUZA 2008). Nessa reacdo, foram utilizados
diferentes tipos de lipases imobilizadas, como as lipases da Candida antarctica e do

Rhizomucor miehei imobilizadas em resinas acrilica e anidnica Duolite 568N, respectivamente.
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Figura 22. Esterificacdo do retinol 105 por enzima imobilizada.

Fonte: DIAS et al., 2012.

Dependendo do tipo do doador de acila e do aceptor, as lipases contribuem para
formacdo de lactonas sintéticas (Figura 23) o que constitui outra importante aplicacdo destas
enzimas na industria farmacéutica (MAKITA et al., 1987; SUGAI et al., 1990). Lactonas
naturais (octalactinas), isoladas de Streptomyces apresentam atividade citotdxica contra células
de melanoma e de tumor de co6lon. Outras lactonas (nonanolideos), isoladas de Penicillium,

apresentam efeito inibitorio sobre a sintese do colesterol (LONGO et al., 2007).
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Figura 23. Sintese de lactonas com lipases modificadas.

Fonte: MATSUSHIMA et al., 1996.
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Embora o uso de solventes organicos na sintese de ésteres catalisada por lipases esteja
bem difundida na literatura (SHELDON et al.,2002), a eliminacao de solventes ¢é tecnicamente
possivel e oferece inUmeras vantagens, tais como: Obten¢do de producdes volumétricas mais
elevadas, eliminacdo do custo adicional com solventes, separacdo facilitada dos produtos
formados e pronto reciclo dos substratos ndo convertidos. Por outro lado, a auséncia de um
solvente diminui a viscosidade do sistema o que dificulta o controle e a determinacdo da
influéncia dos véarios parametros que afetam o processo (FREITAS, 2006; FORESTI et al.,
2007).

3.3.7 Sintese de Lipideos Estruturados e Modificacdo de Oleos e Gorduras

As lipases sdo utilizadas como poderosas ferramentas na sintese de lipidios estruturados
(Tabela 4), sendo estes triacilglicerdis contendo residuos de &cidos graxos em posicOes
especificas (JENNINGS e AKOH, 2001). A estruturacédo de lipideos ou modificacdo de 6leos
ou gorduras tem sido catalisada por lipases regioespecificas pela possibilidade de prever a
alteracédo e planejar que tipo de modificagdo requerida no trialcilglicerol, com a finalidade de
melhorar as propriedades nutritivas ou reoldgicas do composto (CASTRO et al., 2004,
GHANDI et al., 2000). Séo realizadas modificacbes na composicédo dos &cidos graxos e/ou na
distribuicdo na molécula do glicerol. A obtencdo de lipidios estruturados torna possivel a
melhora de suas propriedades nutritivas e farmacéuticas devido a estrutura molecular dos
triacilglicerdis que influencia o metabolismo no organismo, assim como, suas caracteristicas
fisicas. Lipases 1,3- especificas sdo utilizadas como catalisadores nestas reaces onde existe a

necessidade de modificacdes especificas na molécula do acilglicerol.

Nas ultimas décadas, houve um crescente interesse em relacdo a tecnologia de
modificacdo de dleos e gorduras, sendo esta tendéncia atribuida principalmente ao fato desses
materiais serem obtidos de fontes naturais e empregados como matérias-primas importantes
para as industrias quimicas, farmacéuticas e alimenticias (BARROS et al., 2010; FREIRE e
CASTILHO, 2008; CASTRO et al., 2004). A estrutura basica dos 0leos e gorduras naturais
pode ser redesenhada atraves da modificacdo quimica dos acidos graxos (hidrogenacdo), pela
reversao da ligacdo ester (hidrolise) e pela reorganizacdo dos acidos graxos na cadeia principal
do triacilglicerol (interesterificacdo) (CASTRO et al., 2004).

Nos inicio do século XXI, surgiu um crescente interesse neste tipo de tecnologia,

principalmente pelo fato desses materiais serem obtidos de fontes naturais e empregados como
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importantes matérias-primas para as industrias quimicas, farmacéuticas e alimenticias
(CARVALHO et al.,, 2003). Desde entdo, existem alguns produtos comerciais que
correspondem a triacilglicerois modificados por processos enzimaticos utilizando lipases. Por
exemplo, o Salatrim®, um substituto de &cidos graxos (de baixa caloria), que é comercializado
pela empresa Nabisco nos Estados Unidos e obtido por interesterificacdo enzimatica de 6leo de
colza ou de soja hidrogenado com triacilglicerois de cadeias curtas como a triacetina ou a
tributirina (CASTRO et al., 2004; GHANDI et al., 2000).

Os 4&cidos graxos polinsaturados sdo nutrientes essenciais para o desenvolvimento
infantil, particularmente do cérebro e da retina. O leite materno se apresenta como a fonte pela
qual o lactente ingere estes acidos graxos poli-insaturados. No entanto, o teor de acidos graxos
essenciais do leite varia de acordo com a dieta materna, sendo assim, se torna importante a
suplementacdo na dieta materna com esses acidos graxos essenciais, que embora possam ser
sintetizados pelo corpo humano apresentam grande eficiéncia se ingeridos por gestantes e
lactantes (INNIS, 2004). Do mesmo modo, a empresa Loders-Croklaan, sucursal da Unilever
nos Estados Unidos desenvolveu, baseado em gorduras vegetais, via interesterificacao
enzimatica, com a finalidade de simular a distribuicdo de &cidos graxos da gordura do leite
humano obtido por meio do uso de lipase 1,3 especifica, pela reacdo de tripalmitina com acidos
graxos insaturados, formando um triglicerideo rico em palmitato, a formulacdo infantil que é
comercializada sob o nome comercial de Betapol® (substituto de leite materno) (GUNSTONE,
1999) e o Marinol®, um 6leo enriquecido com &cidos graxos polinsaturados (CASTRO et al.,
2004; GHANDI et al., 2000).

Acidos graxos polinsaturados (AGPI) do tipo 6mega-3, considerados essenciais ao
organismo humano, os acidos eicosapentanoico (EPA) e docosahexanoico (DHA) apresentam
aplicacdes terapéuticas no tratamento de enfermidades inflamatérias, alérgicos (WHELAN,
1997; MASUEV, 1997), autoimunes (GANDHI,1997; MASSON et al.,, 2000) e doencas
cardiovasculares (DREVON, 1992; GUALLAR etal., 1999; FREITAS et al., 2008). Ja o acido
alfa-linolénico, um importante produto nutricional (MUKHERJEE, 1990) € encontrados em
alguns 6leos como, por exemplo, 6leo de borage, extraido da planta Borago officinalis, 6leo de
Evening Primrose, extraido da planta Oenothera erythrosepala, e éleo de peixe, entre outros.
Os éacidos polinsaturados, presentes nestes 6leos precisam ser extraidos seletivamente para
serem empregados em aplicacdes médicas. Esta extracdo tem sido realizada utilizando lipases
através de dois processos: (1) hidrolise seletiva do 6leo ou (2) esterificacdo seletiva da mistura

de &cidos graxos (GHANDI et al., 2000). Devido aos efeitos metabolicos, os acidos graxos
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polinsaturados séo cada vez mais utilizados como produtos farmacéuticos e nutracéuticos, estes
ultimos sdo alimentos ou parte deles que tém capacidade comprovada de trazer beneficios a
salde, como &cido linoléico, é uma das aplicacdes destes acidos graxos, pois tém propriedades
anticarcinogénicas e antiesclerdticas (GILL e VALIVETY, 1997; GARCIA et al., 1998;
SEHANPUTRI e HILL, 1999; BELARBI et al., 2000).

Lipases microbianas séo utilizadas na obtencao de &cidos graxos polinsaturados a partir
de lipidios animais e vegetais tais como 0leo de savelha, atum e de borragem (Borago officinalis
L.). Os &cidos graxos polinsaturados livres e os seus mono- e diglicerideos sdo posteriormente
utilizados na produgdo de uma variedade de produtos farmacéuticos, incluindo
hipocolesterolémicos, antinflamatdrios, tromboliticos, antidepressivo, anti-hipertensivos e
vasodilatadores (BELARBI et al., 2000; HASAN et al., 2006). Muitos desses acidos graxos
polinsaturados sdo essenciais na composi¢cdo de membranas lipidicas das células de todo o
organismo (MAUVERNAY et al., 1970; KURITA-WATER, 1994).

As lipases tém um papel importante nos processos de interesterificagdo devido ao fato
de serem seletivas em relacdo aos seus substratos e também serem catalisadores muito
eficientes. Dessa forma, devido a possibilidade de utilizacdo de enzimas que tenham acao
somente nas posic¢des sn-1 e sn-3 do triacilglicerol, pode-se obter como resultado gorduras com
caracteristicas especiais, pela troca de grupamentos acil somente nestas posicGes, 0 que ndo
pode ser alcancado por via quimica. Adicionalmente, 0s processos quimicos de
interesterificacdo apresentam alto custo operacional, pois, para obtencdo de concentrados de
acidos graxos poli-insaturados, ha elevado consumo energético (altas temperatura e pressao),
geracgdo de residuos tdxicos e o produto de interesse é escuro e impuro, necessitando-se assim
de etapas adicionais de purificagcdo. (CARVALHO, 2003).

A interesterificacdo catalisada por lipase na sintese de lipideos estruturados (LES) € de
grande interesse comercial, por ser o processo mais usado para a obtencdo de 6leos e gorduras,
pois ndo altera a caracteristica fisica dos &cidos graxos, principalmente devido as reacdes
regiosseletivas, produzindo gorduras com baixo teor em isémeros trans. LEs séo triacilglicerois
reestruturados ou modificados pela mudanca na composi¢cdo de &cidos graxos e/ou sua
distribuicdo na molécula de glicerol (GUNSTONE, 1999; IWASAKI e YAMANE, 2000;
NEKLYUDOV e IVANKIN, 2002). Um importante uso destes verdadeiros lipideos projetados
é a ampla aplicacdo na industria farmacéutica, sendo fontes de acidos graxos especificos para

fins terapéuticos ou nutricionais. Algumas vantagens medicinais tém sido relacionadas ao uso
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de LEs, como aumento da funcdo imunoldgica, ndo agressdo ao tecido reticuloendotelial,
diminuicdo do risco de cancer, ajuda na prevencdo de trombose, diminui¢do de colesterol e
aumento do balangco de nitrogénio (IWASAKI e YAMANE, 2000; NEKLYUDOQV e
IVANKIN, 2002).



64

Capitulo 4

4 Metodologia
4.1 Metodologia Proposta

A metodologia eleita para alcangar os objetivos desta dissertagdo é a analise patentéria
para a realizacao de um estudo prospectivo com o intuito de identificar possiveis novos rumos
do setor de enzimas terapéuticas ou catalisadores enzimaticos utilizados na industria
farmacéutica. Para o desenvolvimento investigativo, a metodologia utilizada tem carater
exploratorio-descritivo e natureza qualitativa (GIL, 2006). Portanto, foi realizada uma pesquisa
bibliografica com a finalidade de obter informacdes e dados a respeito do tema para compor a

revisao de literatura.

Na area farmacéutica, basicamente existem trés meios de incidéncia de direitos
patentarios, um pela patente de processos quimicos, outro pela protecdo do produto
farmacéuticos per si e o terceiro pelas diversas composicGes e formulacBes para se chegar ao
medicamento das quais estdo descritas na Tabela 5. No caso desta dissertacao, todas as patentes,

independente do meio de incidéncia, foram consideradas e avaliadas.

Tabela 5. Meios de incidéncia de direitos patentario no Setor Farmacéutico.

A patente diz respeito a forma de elaborac¢do de um determinado intermediério ou
Patente de processo produto, ou seja, as etapas de sintese, podendo estar detalhadas em forma de
quimico/bioquimico reacOes quimicas, ou descritas no relatorio descritivo, deste modo, podem existir
varias patentes de processos para um Unico produto.

Neste caso, além do processo, protege-se o produto final do mesmo, ou seja, a
Prote¢do do produto férmula quimica basica do farmaco (a molécula). Assim, torna-se indiferente a
farmacéutico per si forma de obtencdo do produto final, pois sempre serd 0 mesmo, e logo protegido
pela patente.

Protecdo da composicdo  Este tipo de protegdo esta relacionada ao medicamento, onde estdo estabelecidas
e/ou formulacao as faixas de concentracdo do ingrediente ativo bem como os adjuvantes.

Adaptado: FERNANDES, 2002.

A base de dados selecionada para a busca de informacéo tecnoldgica foi a SciFinder,
disponivel via portal CAPES. E, assim, os dados coletados passaram por tratamento quali- e
guantitativo para que os resultados fossem analisados. Neste contexto, os documentos de
patentes, apresentam-se como as fontes de informagdes tecnoldgicas mais completas e

padronizadas internacionalmente ao longo do periodo temporal.
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O SciFinder Scholar® utilizado como fonte de informacédo e captura de patentes neste
trabalho, pertence ao CAS (Chemical Abstracts Service, a division of American Chemical

Society) e disponibiliza 0s seguintes recursos:

e Pesquisa por substancia quimica (incluindo reagdes e subestrutura), assuntos, palavras-
chave, nome de autor, ndmero de identificagdo de documentos e nome de
companhias/organizacoes;

e Recursos para ordenacéo, analise e refinamento das buscas (tanto de referéncias quanto
de reagdes);

e Pesquisa por citagdes (referéncias citadas) ou por area;

e Acesso ao texto completo dos documentos através do servico ChemPort;

e Capacidade de visualizacdo das estruturas em 3D;

e Acesso ao sumarios/resumos de mais 1800 periodicos;

e Possibilidade de desenhar estrutura estereoquimica.

Para selecdo das informacdes, existem filtros capazes de resgatar apenas aquelas
constantes nas fontes de interesse. Uma grande vantagem dessa plataforma de busca é a
possibilidade de efetua-la utilizando o CAS RN (Chemical Abstracts Service, a division of
American Chemical Society, Register Number) ou qualquer de suas sinonimias. As demais
bases ndo possuem essa funcdo, a busca teria que ser feita por palavra-chave, onde seria
necessaria a inclusdo de todas as sinonimias da molécula associadas a palavras como “sintese”,

“producao”, dentre outras (MENDES, 2014).

As informacgoes do CAS estédo divididas em 80 secdes diferentes, onde cada se¢éo de
CAS abrange apenas uma ampla area de investigacao cientifica. Os resumos séo atribuidos a
uma secdo de acordo com a novidade do processo ou substancia que esta sendo relatada na
literatura. Se um resumo pertence a uma secdo (s) além daquela ja atribuida, uma referéncia
cruzada é estabelecida. Ao pesquisar on-line, vocé pode usar os codigos da secdo (SC)
apropriados como um termo de pesquisa para focar ou expandir um conjunto de respostas on-
line. A lista das 80 se¢Ges individuais é coletada em cinco titulos amplos (biochemistry, organic
chemistry, macromolecular chemistry, applied chemistrry e phisical/inorganic/analytical
chemistry) ao acessar um desses titulos amplos, pode-se conhecer as descri¢fes detalhadas de
todas as sec¢Oes contidas nesse topico.
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4.2 Estratégia de Busca de Patentes

A investigacdo de documentos de patente foi realizada através do endereco
http://scifinder.cas.org., apenas utilizando uma sinonimia das inumeras existentes, isso porque
a propria base de busca ja seleciona automaticamente as 404 sinonimias, facilitando o processo,
desta forma, o termo “lipase” (CAS 9001-62-1) foi adicionado ao campo “substance identifier”
no periodo de 1997 a Junho de 2018, uma vez que, o periodo de vigéncia de uma patente de
invencdo é de 20 anos e, posteriormente, a mesma e langada a divulgagdo. Assim, revelou-se
caracteristicas como o numero CAS da substancia, estrutura, sinbnimos, nomenclatura,
retornando, também, o nimero de referéncias e 0 nimero de reacdes em que a substancia esta
envolvida, seja como produto, reagente ou intermediario. No Apéndice A é apresentado 0
conjunto de telas de recuperacdo dos documentos de interesse para analise. A recuperagao se
deu pelo icone “get references” retornando 63.834 referéncias. Para sele¢do das informacdes,
existem filtros capazes de resgatar apenas aquelas constantes nas fontes de interesse, no caso
desta pesquisa, o documento eleito foi a patente. A opgao “refine” permite escolher os recursos
de refinar os resultados quando se esta trabalhando com um conjunto de referéncias, no caso
deste estudo, o refino foi efetuado de acordo com os seguinte critério, Document Type seguido
de Patent, recuperando 16.988 patentes. No entanto, a estratégia elaborada nao se restringiu
guanto ao tipo de documento de patente, compilou-se dados de patentes de processo, de produto
farmacéutico per si e de composicdo e/ou formulacdo. J& que o objetivo é recuperar
documentos onde a lipase € utilizada tanto como catalisador em rotas biotecnolégicas ou como

proteina em formulages terapéuticas.

Na plataforma, existe a opcéo andlise de referéncias que pode ser efetuada através dos
termos indexados ou através do CA Section Title (Chemical Abstracts, a division of American
Chemical Society, Section Title), esta Gltima € uma forma mais rapida de refinar os resultados
por area e, por esta razdo, a CA Section Title foi a opcdo de escolha retornando 5.173
documentos de patente. Dos 98 termos, 19 classes foram selecionados 0s quais sao exibidos na

Figura 24 por ordem de frequéncia.
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Figura 24. Namero de documentos de patente por topico selecionado através do sistema CA Section Title na
base SciFinder.

Em seguida, a ferramenta “get reactions” foi selecionada para filtrar todas as reagoes
envolvendo a substancia alvo (seja como catalisador, reagente, produto), neste caso, a selecédo
foi realizada com intuito de capturar todas as substancias onde a molécula alvo é citada, entéo,
apresentou-se 260 documentos os quais foram analisados individualmente. Excluiu-se
documentos ndo pertencentes a area farmacéutica e que ndo citavam a lipase como objeto de
destague, permanecendo processos em que as lipases sdo citadas como biocatalisador ou alvo
terapéutico, deste modo, 56 processos foram selecionados e analisados integralmente para
identificacdo da aplicacdo da lipase e das rotas de sintese (Apéndice B). O passo a passo da
estratégia de busca realizada, encontra-se resumido na Figura 25 e ilustrada no Apéndice A,

enguanto os respectivos resultados desta pesquisa estdo compilados na Figura 26.



Passo 1

* Realizar a busca geral
no campo "substance
indentifier"

* No caso deste
trabalho, utilizou-se a
sinonimia“lipase”,
obtendo-se 0 nimero
CAS; IUPAC; dados
sobre a lipase;
numero de referéncia
e de rea¢Bes contendo
a lipase

Passo 2

« Para recuperacéo das
referéncias
encontradas a opgao
"Get references" é
selecionada

Passo3

» Em seguida, a
configuragéo da
pagina é alterada
permitindo o refino da
busca somente por
patentes, o filtro é
realizado na aba
"Refine" a selecdo de
"Document Type"
com "Patent”

Passo 4

* Além disso, o nimero
CAS Section Title é
utilizado para
determinar as areas de
interesse

* Neste momento, é
selecionado o campo
" Get Reactions" a
fim de capturar
reacdes contendo
lipase como
catalisador ou produto

Passo 5

* Apos a selegdo das
reacOes , a opcdo "Get
references” e
acionada novamente
para a verificacdo de
quais patentes contém
as reacoes

Figura 25. Passo a passo da busca por patentes contendo lipase como catalisador ou em produtos na base de

dados SciFinder®.

Fonte: Prépria, com base no SciFinder (1997-2018).
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Figura 26. Resumo evolutivo da busca por patentes com rota de sintese contendo lipase.

Fonte: Propria, com base no SciFinder (1997-2018).
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Capitulo 5

5 Resultados e Discussodes

A Figura 27. demonstra a evolucdo temporal quanto aos depdsitos de patentes, com
destaque para os periodos de 2001, 2008 e 2012, onde se tém o0 maior nimero de processos, em
contrapartida, o anos anteriores a 1990 ndo ha documentos relatados e, de Janeiro a Junho de
2018 nenhum documento é descrito.

O’ Numeros de Depositos

1580 2000 2002 2004 2008 2008 2010 2012 2014 2016 2018

000000000000000000000

1900 2001 2003 2005 2007 2009 2011 2013 2015 2017

Figura 27. Evolugdo temporal dos depdsitos de patentes.

Fonte: Propria, com base no SciFinder (1997-2018).

Apo6s um extenso trabalho de anélise do contetdo dos 56 documentos de patentes
selecionados (Apéndice B), observou-se uma clara distin¢gdo quanto ao objeto de estudo em
relacdo as lipases, o que possibilitou a elaboracdo de uma classificacdo a fim de organizar e
pormenorizar as informacdes coletadas nestes documentos. A classificacdo se da através de trés
tipos de aplicagdes envolvendo a lipase, seguida de subclasses identificadas de acordo com a
utilizacdo especifica da lipase relatada na patente, tém-se: lipase como alvo terapéutico,
subclasse inibidores enzimaticos; lipase como biocatalisador, subclasses sintese de farmacos e
seus intermediarios ou na resolucdo de racematos com potencial farmacoldgico; lipase na
sintese dirigida e planejamento de farmacos, subclasses ativacdo de pro-farmaco e otimizacao
da formulacéo, assim, segue-se uma arte com as classes e respectivas subclasses (Figura 28).
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— Alvo Terapéutico — Inibidores Enzimaticos
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Figura 28. Classificacdo das patentes de acordo com o uso da lipase.

Fonte: Propria, a partir do SciFinder.

No Figura 29. € possivel notar que o maior nimero de processos aborda a lipase como
biocatalisador em reacdes de sintese e resolucdo de racematos, demonstrando a principio que,
a lipase tem atuado de forma efetiva na obtencdo de moléculas bioativas, principalmente, na
catalise de reacdes de sintese e resolucdo de farmacos e/ou seus intermediarios. Outro motivo
sdo as tecnologias alternativas que tém propiciado o surgimento de lipases com caracteristicas
diferenciadas e mais especificas afim de atender as perspectivas dos processos industriais, além
disso, a imobilizacdo e a utilizacdo de solventes ndo aquosos tém facilitado o uso da lipase em
processos de escala comercial. Em seguida, o uso da lipase em sintese dirigida se revela em
maior nimero, por permitir o incremento de diversas estratégias no sentido de contornar
limitacdes na formulacdo de medicamentos. E, das proteinas alvos para uso terapéutico, as
enzimas sdo as mais promissoras para o planejamento de farmacos, com destaque para a lipase,
onde a inibicdo da enzima vem sendo utilizada como vantagem terapéutica. Deste modo, o
estudo infere a expansdo da aplicacdo de lipases na area da biocatalise industrial e na producao

de farmacos nos préximos anos.
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Figura 29. Uso geral da lipase observado em documentos de patente.

Fonte: Propria, com base no SciFinder (1997-2018).
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A seguir sdo apresentados os resultados da anélise dos depositos de patentes.

5.1 Lipase como Alvo Terapéutico

De uma maneira geral os processos analisados em que a lipase é o alvo terapéutico,
majoritariamente a lipase pancreatica, uma enzima chave que faz um importante papel na
absorcéo de gordura (triacilglicerol) tém o proposito de utilizar a enzima no tratamento da
obesidade, arteriosclerose, hiperlipidemia, aterosclerose, hipergliceridemia, dislipidemias. Para
isso, 0 mecanismo abordado é a inibicdo da lipase pancreatica, assim como, a inibi¢do da lipase
intestinal como novas estratégias para dificultar a absor¢do de gordura proveniente da dieta
(US9328123 B2). O método de tratamento da obesidade é dividido de acordo com seus
diferentes mecanismos como a supressao da lipase, a estimulacdo de gasto energético e
regulacdo do metabolismo que envolve a absorcéo e 0 armazenamento de gordura induzida pela

diferenciacdo do adipdcito.

A enzima diacilglicerol lipase (DAGL) passou a ser a uma alternativa enzimatica em
relacdo ao controle dos niveis plasmaticos de lipideos, da saciedade, resisténcia insulinica,
obesidade, inflamacéo e sindrome metabdlica e, por esse motivo, candidatos a farmacos tém
sido desenhado para agirem na inibi¢do dessa enzima. Além disso, outros beneficios foram
descobertos em pacientes portadores de Alzheimer, Parkinson e obesidade (KOHNZ e
NOMURA, 2014; IGLESIAS et al., 2015; W0O2013177492A2).

Os métodos farmacoldgicos para o tratamento da obesidade e outras doencas metabdlicas
se concentra em drogas que tém como objetivo diminuir a absor¢cdo de gordura ingerida, desta
forma, o desenvolvimento e a aplicacdo de inibidores de lipase vem se mostrando eficaz nesse
propdsito (Tabela 6) (US9328123 B2). Apesar disso, existe uma necessidade de aprimorar 0s
inibidores de lipase ndo absorviveis, bem como de composicdes antiadiposidade e de métodos
que ndo requeira uma dieta com baixo teor de gordura absoluta a fim de diminuir a absorcéo de
gordura dietética como calorias.

As lactonas sdo excelentes intermediarios sintéticos de medicamentos, sendo assim,
Orlistat (Xenical®) é um forte agente anti-obesidade ndo absorvido pelo organismo com boa
estabilidade e age como um potente inibidor da lipase pancreatica. Este medicamento ¢ um
anélogo sintético da lipstatina e a inibigdo da lipase pancreéatica ocorre devido a estrutura beta
lactona contida na molécula. Este composto é clinicamente utilizado para o tratamento da
obesidade reduzindo a ingestdo de gordura oriunda das refeicbes. No entanto, gera sintomas

intestinais muito intensos, como vOmitos, distensdo abdominal, diarreia e outras efeitos



73

colaterais. Portanto, a busca por novos inibidores da lipase pancreética tem implicacoes
importantes para o tratamento da obesidade, diabetes e outras doengas metabolicas. Oxetanonas
e seus derivados sdo conhecidos inibidores de lipase, no entanto, existe a necessidade do
aprimoramento dessas moléculas a fim de diminuir a toxicidade e a absorcao de gordura e 6leos
pelo sistema digestivo. No entanto, também sdo substancialmente ativos por via oral como
imunossupressores (WO 2001032670 Al).

Derivados fendlicos como as catequinas sdo reconhecidamente inibidores de enzimas
ndo especificos. As catequinas atuam dificultando o metabolismo lipidico através da inibi¢&o
enzimética e sdo uma excelente alternativa para o tratamento da obesidade e distdrbios
relacionados (CURIEL, 2011). Na forma ndo oxidada, reagem com proteinas através de
ligacbes de hidrogénio e/ou ligacdes hidrofobicas e quando oxidados formam ligacdes
covalentes com alguns grupos funcionais especificos das proteinas inativando-a. Alguns grupos
presentes na estrutura dos taninos e catequinas como grupos galato, também permitem
estabelecer pontes entre diversas moléculas proteicas, diminuindo a sua flexibilidade estrutural
e a capacidade de se movimentarem em solucdo tornando-as insollveis podendo inclusive
causar a sua precipitacao. Esta diminuicdo de solubilidade pode ser responsavel pela diminuicao
da atividade da lipase (BENEVIDES et al., 2011).

Tabela 6. Inibidores de lipase.
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Flavonoide

Patente
Catequinas WQ02005123725
.\ . P '\_.I’_’_.---.

Derivados de Rotenona il Patente
(Rotenoisina A e B) ( US9328123B2
Polimero

X
7 I
Bromo AN Z 0 Patente
poliacetilenos NS CN102850208A

Fonte: Propria, a partir da base SciFinder.
*Unica patente que descreve um inibidor da enzima diacilglicerol lipase, os demais descrevem inibigo da lipase
pancredtica e/ou lipase intestinal.

Ha um grande interesse em polifendis que tém atividade inibidora da lipase foram
relatadas: taninos derivado da casca de plantas; taninos, flavonoides e glicosideos proveniente
da Cassia nomame; alimentos inibidores da absorcdo de gordura contendo catequinas e
epicatequinas, que sdo componentes principais do cha verde. (US20150038573 Al). Nestas
circunstancias, o desenvolvimento de alimentos saudaveis que sdo seguros e comprovadamente
eficazes em humanos tém se mostrado como outra alternativa. Os materiais alimentares que
suprimem a elevacdo do nivel sérico de triglicerideos ap6s as refeicdes sdo comercializadas
como alimentos saudaveis especificados: inibicdo da lipase pancreética, suprime a absorc¢éo de

gordura pelo intestino; diacilglicerol, por possuir propriedades digestivas e absortivas diferentes
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do triacilglicerol; &cido eicosapentaendico (EPA) e &cido docosahexaenoico (DHA), que séo
purificados do 6leo de peixe; e similar.

Rotendides sdo flavonoides com grande variedade de caracteristicas biologicas,
principalmente as rotenonas e, podem ser encontrados na Familia Leguminoseae, que sdo bem
conhecidas como isoflavonoides, especialmente nas espécies dos géneros Derris,
Lonchocarpus, Tephrosia das quais apresentam exemplares no Brasil. Estes metabolitos
contém tetrahidrocromeno, cromenos sdo metabdlitos secundarios caracterizados pela presenca
de um ndcleo benzopirano (um anel benzeno fundido a um anel pirano). Essa classe de
substancias é importante do ponto de vista farmacoldgico por apresentar uma gama de
atividades biologicas, incluindo antifungica, antioxidante, antiparasitaria, antibacteriana e
antimalarico, além de ser um possivel candidato a agente anticancer, o que vem chamando
atencdo de pesquisadores. Relatdrios recentes provaram que derivados de rotenona isolados e
identificados por gama-irradiacdo ndo apresenta citotoxicidade, mas tém excelente atividade
inibidora da lipase pancreatica e da diferenciacdo de adipdcitos, em comparagdo com o
composto de matricial, portanto, derivados da rotenona poderiam ser usados efetivamente para
a prevencdo e tratamento da obesidade (US9328123 B2).

A partir do desenvolvimento e utilizacdo de recursos bioldgicos marinhos com o intuito
de encontrar produtos naturais marinhos com atividade bioldgica e perspectivas de processo
farmacéutico, descobriu-se o extrato bruto de Xestospongia testudinaria o qual tem atividade
inibitéria significativa contra a lipase pancreatica. Mais estudos de acompanhamento da
atividade biologica levaram a descoberta de compostos bioativos bromopoliacetilénico. Esses
compostos sdo responsaveis pela inibicdo da lipase pancreatica e, consequentemente, a reducéo

da absorcao de gordura bem como menores niveis de triglicérides no soro (CN102850208 A).

A combinacéo de polimeros com inibidores de lipase maximiza a producéo de gordura
ndo absorvida e, portanto, aumenta a incorporacdo de toxinas na gordura ndo absorvida que €
transportada para as fezes. A absorcdo reduzida e a excrecdo aumentada de toxinas lipofilicas
dependem da presenca de gorduras e 6leos ndo absorvidos na luz intestinal. A gordura nédo
absorvida pode ser apresentada ao intestino pela inibicdo da lipase pancreatica. Inibidores de
lipase produzem gorduras e 6leos ndo digeridos no intestino que, por sua vez, dissolve e acelera
a eliminagéo de toxinas lipofilicas. Outro beneficio da associagdo de inibidores de lipase com
polimeros é a diminuicgéo de efeitos colaterais causados pelos inibidores (W02002074343 A2).
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Como pode-se observar, as lipases tém gerado interesse na industria farmacéutica e isso
ndo é recente. E uma enzima importante no processo de digestdo e absorgéo de lipideos e, por
esta razdo, pesquisas com 0 objetivo de promover a inibicdo da lipase, aprimoramento de

formulacGes e até mesmo de moléculas tem ganhado forca.
5.2 Lipase, Planejamento de Farmacos e Sintese Dirigida

O sistema de liberacdo controlada € uma tecnologia chave que proporciona ganhos
econémicos incomparaveis ao desenvolvimento de novos medicamentos. O planejamento de
farmacos busca o aperfeicoamento e eficiéncia dos medicamentos, melhorando a qualidade e
adesdo do paciente ao tratamento. Numa tentativa de abordar a necessidade de melhorar
biodisponibilidade, diversas tecnologias de modulacdo de liberacdo de drogas foram
desenvolvidas. Revestimentos entéricos tém sido usados como protetor de produtos
farmacéuticos no estdbmago, microcapsulas, microesferas, lipossomas ou polissacarideos tém
sido eficazes na reducdo da degradacdo enzimética do agente ativo. Sistemas de liberagdo
controlada podem ser projetados para utilizar por¢es quimicas que sdo especificamente
reconhecidas por transportadores especializados ou induzir a sele¢do das células alvo através
de uma sequéncia polipeptidica especifica. Como exemplo, a técnica de solubilizacdo de
farmacos pouco sollveis destinada a promoc¢do da absor¢do de um farmaco, € uma das
principais técnicas do sistema de libera¢&o controlada considerada a maneira mais razoavel de
reduzir os custos do desenvolvimento de novas drogas ao mesmo tempo que se traduz em uma

forma de agregar valor aos medicamentos que ja se encontram no mercado.

Outro ponto importante que pode ser alcangado pela sintese dirigida e pelo planejamento
de farmacos é o potencial de contornar os efeitos indesejaveis promovidos pela droga,
apresentando os agentes terapéuticos como pré-farmacos. Pro-farmacos sdao moléculas capazes
de serem convertidas em drogas (compostos terapéuticos ativos) in vivo por certas modificacoes
quimicas ou enzimaticas em suas estruturas. Para efeitos de reducdo da toxicidade, esta
conversdo deve ser direcionada ao sitio de a¢do ou ao tecido alvo (US 20020142955 Al). A
utilizacdo de pro-farmacos para conferir caracteristicas como biodisponibilidade ou
especificidade aumentada de farmacos € um conceito reconhecido no estado da técnica do

desenvolvimento farmacocinético.

Os pré-farmacos sdo muitas vezes caracterizados por uma baixa estabilidade no sangue
e no soro, onde contém enzimas que degradam ou ativam os pro-farmacos antes que atinjam os

locais alvo no organismo. Um dos objetivos especificos das invencGes € o aprimoramento de
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pré-farmacos para que possam apresentar alta especificidade, toxicidade reduzida e maior
estabilidade no sangue e no soro (US 20020142955 Al). Portanto, ainda existe a necessidade
de um sistema que permita 0 uso de novas composi¢cdes moleculares, que possam reduzir as
despesas técnicas, regulamentares e financeiras e o0s riscos associados aos agentes ativos,
melhorando o desempenho do mesmo em termos de absorcdo e estabilidade. E necessario o
desenvolvimento de métodos e formulagGes que solucione problemas associados a liberagdo de
agentes terapéuticos, assim como, proteinas com func@es terapéuticas, principalmente, com o
intuito de manter a atividade catalitica, proteger o agente terapéutico da acdo proveniente do
acido gastrico e da degradacdo causada pela protease, facilitar a absor¢do do agente terapéutico,
além de ser biocompativel e ndo apresentar toxicidade (W02015127347 Al).

Um dos maiores desafios € desenvolver um sistema de liberacdo controlada autbnomo
0 qual possa determinar e garantir a quantidade de droga a ser liberada em resposta a um
estimulo biolégico em uma concentracdo terapeuticamente relevante. Além disso, um sistema
auto ajustavel a flutuacGes geradas no organismo (geralmente reflexo do processo inflamatério

local), variabilidade de paciente para paciente e fatores externos (W02012040623 A2).
5.2.1 Ativacao de pré-farmacos

As enzimas podem promover a hidrolise sem destruir o substrato ou o produto e, por
isso, tém-se investido no desenvolvimento de hidrolases para serem utilizadas nos processos de
sintese dirigida e planejamento de farmacos de diversas formas. As enzimas candidatas mais
utilizadas para promover a ativacdo de pré-farmacos incluem lipases, proteases ou glicosidases.
As lipases geralmente séo utilizadas na forma imobilizada, de acordo com a maior parte dos
documentos de patente analisados (Figura 30) (US20020142955 Al).
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Figura 30. Mecanismo de clivagem pela lipase de um pro-farmaco utilizado no tratamento de tumores.
Adaptado de: Pt.US20020142955A1.
Sitios especificos de clivagem s&o aqueles os quais podem ser clivados ou reduzidas por
uma enzima, entdo a por¢ao “T” pode compreender qualquer uma das partes desencadeadoras

que quando ativados por um agente especificado sdo capazes de iniciar uma reacdo de rearranjo
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espontanea que promove a fragmentacdo do composto e, seguidamente, a liberagdo da fragdo
fluorescente ou da fragdo hidrofilica. Por exemplo, “T” pode incluir um site de clivagem que ¢é

reconhecido e clivado por uma enzima de clivagem, tal como uma lipase (Tabela 7)
(US20060003383 Al).

Tabela 7. Locais de clivagem "T", enzimas de clivagem e grupos de ligacao.
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Fonte: Pt. US20060003383 AL.

Muitos agentes terapéuticos, como antraciclinas e alcal6ides de vinca, utilizados no
tratamento contra o cancer, frequentemente, acabam por gerar toxicidade aguda na medula
0ssea e mucosa, bem como toxicidade cardiaca cronica, no caso das antraciclinas e, toxicidade
neuroldgica cronica, no caso dos alcaldides da Vinca. Do mesmo modo, o metotrexato pode ser
usado para o tratamento de reacGes inflamatdrias, tais como doencas reumaticas, mas a alta
toxicidade limita suas aplicagGes. Por esse motivo o desenvolvimento de agentes antitumorais
e anti-inflamatdrios mais especificos e mais seguros é necessario para maior efetividade contra
células tumorais e uma diminui¢do no nimero e na gravidade dos efeitos colaterais causados

por esses medicamentos (toxicidade, destruicdo de células ndo tumorais, etc.) (US
20020142955 Al).

Um pro-farmaco utilizado no tratamento de seborreia € preparado com agentes
antifngico e antibacteriano no qual a lipase é um importante componente deste conjugado,
ilustrados nas Figuras 31 e 32 (US9907812 B2).
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Antifungal Agent-Carrier Conjugates as Prodrugs

~ Garrier.s }

Drug - Antifungal Agent, more specifically antidandruff agent

{Including azole-based, hydroxy antifungals, and others)

Linker - Cleavable either spontanecusly or easily by lipases from
Malassezia
Carrier - A variety of fatty acids, surfactants, polymers, etc to formulate

the prodrug into nanoparticles

Figura 31. Conjugacédo de pré-farmacos.

Adaptado de: Pt. US9907812B2.
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Adaptado de: Pt. US9907812B2.

Acredita-se que muitas das doencas mais prevalentes em humanos, incluindo isquemia,
acidente vascular cerebral, epilepsia, asma e alergias, estejam relacionadas com o fenémeno de
hiperexcitacdo celular, um termo aqui utilizado para designar atividade enzimatica intracelular
supranormal. A Inibicdo enziméatica como visto no subtitulo anterior desta dissertacdo também
tém sido usada para impedir a degradacao por enzimas. Uma outra forma de acdo é selecionar
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células doentes caracterizadas por hiperatividade enziméatica como alvo, de modo a introduzir
uma molécula farmacologicamente ativa na forma de um pro-farmaco na célula e a propria
hiperatividade enzimatica agir sobre o pro-farmaco promovendo o acimulo da molécula
farmacologicamente ativa no interior das células doentes. Diferentes condicBes patologicas
onde ha sistemas enzimaticos significativamente elevados a nivel intracelular, podem ser
usados para promocao da liberacéo preferencial do composto ativo dentro das células doentes.
E, ainda, tem-se a possibilidade do surgimento de pré-farmacos com potencial de acumulacéo
preferencial do ativo dentro das células alvo, através da ativacdo de lipases intracelulares. A
titulo de exemplo, em muitas doengas, as membranas celulares sdo degradadas devido a

atividade anormal da lipase intracelular.

Uma outra abordagem mencionada nos documentos de patentes analisados com o
objetivo de elaborar um sistema de liberacdo controlada de farmaco eficaz, fundamenta-se
através da resposta inflamatdria, mais especificamente, a expressdo local de enzimas as quais
se correlacionam com o nivel de inflamacdo local. CondicGes inflamatorias caracterizadas pela
geracdo de enzimas que destroem tecido conjuntivo extracelular, tal como ocorre na artrite
reumatoide, na cicatrizacao de feridas, cancer, doenca ocular, doenca gastrointestinal e doenga
cardiovascular conferem aplicabilidade da técnica descrita.

As composicGes em cadeia de hidrogel podem ser realizadas de varias formas fisicas,
incluindo microparticulas, nanoparticulas, revestimentos e filmes. Tais composicGes sdo
comumente usados na préatica clinica e na medicina experimental, incluindo engenharia de
tecidual e medicina regenerativa, medicina diagndstica, imobilizacdo celular, separacdo de
biomoléculas ou células. As composicBes de hidrogel sdo de grande interesse devido ao alto

teor de 4gua e biocompatibilidade.

A lipase promove a clivagem enzimatica que, por conseguinte, desarranja a cadeia de
fibras do gel em questdo, agenciando a liberacdo doa gente terapéutico bem como o acumulo
do mesmo no local de acdo. No entanto, as por¢oes do gel que ndo séo clivadas permanecem
estaveis até que outra estimulo inflamatorio seja fornecido. Este fendmeno pode ser referido
como “liberagdo sob demanda”, onde o nivel de inflamagao regula a quantidade e o tempo de
liberagcdo de um agente (Figura 33). Em alguns formas de realizagéo, as composicdes em gel
podem ser Uteis para libertar agentes terapéuticos que se correlacionam com diferentes estagios

regeneracao tecidual.
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Figura 33. Representagdo grafica de uma composicdo de gel em cadeia para encapsulacéo de agentes
terapéuticos.

Adaptado de: Pt. W02012040623 A2

Em particular, na area farmacéutica, a nanocapsula tem o potencial de ser variadamente
utilizada na terapia dirigida contra o cancer, na administracdo de medicamentos, na absorcao
transdérmica e como agente contraste em exames de imagens. Por conseguinte, o involucro
proteico pode ser 0 alvo em si, ou pode ser um proteina ligada a um outro antigeno, anticorpo,
ligante ou receptor alvo. Nesse caso, é possivel direcionar o medicamento contido para o local
desejado. Além disso, quando utilizado como composi¢do para imagiologia, é desejavel que a
proteina que compde o invélucro proteico seja a propria proteina alvo ou uma proteina a qual
outro antigeno, anticorpo, ligante ou receptor alvo esteja ligado, em para que seja

especificamente movido para o tecido a ser fotografado, como um sistema de entrega de drogas.

Porfisomas sdo nanovesiculas biocompativeis formadas a partir de conjugados de
porfirina fosfolipidica multifuncional aplicavel em imagiologia e terapia biofotdnica (terapias
a laser, LED, fototerapia, técnica recentemente utilizada na esterilizacdo de 6rgdos a serem

transplantados).

Fosfolipidios com cadeias laterais de porfirinas formar conjugado de porfirinas
fosfolipidica, uma nova classe de opticamente ativa de nanovesiculas, no entanto, tal
procedimento gera regioisdbmeros (sn-1 e sn-2) ilustrados na Figura 34. Neste caso, a

lipoproteina é isomericamente purificada através de selecdo enzimatica, onde identificou-se que
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a fosfolipase A2 (proveniente do veneno da abelha, PLA2HBYV) cliva seletivamente o
conjugado lipidico de porfirina sn-1 e a lipase de Thermomyces lanuginosus (uma espécie de
fungo termofilico) clivar seletivamente o conjugado lipidico de porfirina sn-2. Ambos os
regioisdmeros purificados geram nanovesiculas de porfisoma. Os porfisomas conjugados com
sn-2 agem como agentes fototérmicos eficazes contra tumores in vivo.
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Figura 34. Representagdo esquematica de um porfisoma a partir dos isdmeros conjugados de porfirina-
fosfolipidica.

Adaptado de: Pt. W02012167350 Al
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5.2.2 Otimizacao da Formulacéo

A estrutura proteica pode tanto desempenhar o papel de um sistema de distribuigéo
como o de uma proteina funcional atuando em ligacdo especifica, catalitica, sensor e outros.
Podem atuar em um sistema de distribuicio de componentes ativos (componente
fisiologicamente ativo, fArmaco, enzima e outros) por exemplo, como nanoestruturas proteicas,

dependendo da selecéo estrutural do carreador proteico (Figura 35).

Core

dissolution

Figura 35. Diagrama esquematico de uma estrutura proteica desenvolvida como sistema dirigido de farmacos,
incluindo o transporte de enzimas.

Adaptado de: Pt. W02014148713 Al

Desenvolvimentos em engenharia genética aumentaram a estabilidade ao ponto de
proteinas, peptideos, enzimas e derivados possam ser utilizados no campo biomédico e
terapéutico. A administracdo dessas moléculas apresenta varios problemas e limitacdes. A
maioria das drogas proteicas € pouco absorvida pelas membranas bioldgicas devido a uma
combinacdo de fatores como tamanho molecular, natureza hidrofilica, ionicidade, alta carga
superficial, instabilidade quimica e enzimatica e baixa permeabilidade atraveés das membranas
mucosas. ApOs a administracdo intravenosa, as moléculas de proteina apresentam uma
depuracdo sanguinea, e consideravel sensibilidade a enzimas proteoliticas, ja a administracao
oral apresenta a desvantagem de baixa biodisponibilidade. Existem véarias abordagens para o
uso terapéutico, como aumentar a dosagem ou usar promotores de absor¢do ou utilizar rotas de
administracdo alternativas que podem causar toxicidade. Varios sistemas para transporte de
enzimas e proteinas foram desenvolvidos, tais como nano e microparticulas, lipossomas e
hidrogéis. O transporte em um sistema de particulas pode proteger as proteinas da quebra,

modificar a farmacocinética e melhorar sua estabilidade in vivo (US9757342 B2).
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A utilizacdo de vérios lipidios na preparacdo de tipos particulares de pré-farmacos é
uma técnica muito utilizada. Fosfolipidios modificados, tém-se mostrado Uteis em diversas
aplicacdes biotecnologias, principalmente no direcionamento de acidos nucleicos (lipidios
catidnicos), no diagnostico por imagem (lipidios radioisotopos quelados), no estudo e
rastreamento de fenémenos bioldgicos (lipidios fluorescentes), na modulagdo farmacocinética
(lipidios PEGilados) e estrutural (lipideos polimerizados). Nos altimos anos, fosfolipidios
modificados com colesterol, acido retindico e cadeias laterais de porfirina foram desenvolvidos
especificamente para atuar como sistema de liberacdo controlada em aplicacGes imunoldgicas
e biofotbnicas (W02012167350 Al). Esta abordagem é exemplificada no caso dos pro-
farmacos de fosfolipidios de salicilatos e farmacos anti-inflamatorios néo esteroidais
divulgados no documento WO 91/16920 que, por via oral, protegem a mucosa gastrica e o ativo
é liberado no intestino. Noutros exemplos de pro-farmacos de fosfolipidios, utiliza-se
lipossomas ou outras estruturas micelares que possuem a caracteristica de permitir a absor¢do
preferencial, por exemplo por macréfagos, como no caso dos conjugados de fosfolipidios de
farmacos antivirais divulgados em WO 90 / 00555 e WO 93/00910 (US6413949 B1)

H& uma necessidade de novas classes de moléculas que ndo sejam tdxicas, eficientes e
que tenham meias-vidas razoaveis dentro das células para terem melhor aplicabilidade. Tais
moléculas podem potencialmente ser utilizadas para distribuir agentes tais como &cidos
nucleicos, por exemplo, para utilizacdo em terapia quimica, génica ou imagiologia. Por isso,
novas classes de fosfolipideos fluorados ndo toxicos estdo sendo avaliados para serem utilizados
em sistemas de transporte de agentes em células vivas. Os compostos de fosfolipideos fluorados
possuem hidrofobicidade e afinidade aumentadas para as membranas em relacdo aos lipidios
ndo fluorados. Os compostos fosfolipidicos fluorados podem entrar nas células por mecanismos
de endocitose. Em algumas formas de realizacdo, os compostos fosfolipidicos fluorados tém
propriedades que distribuem agentes para o citoplasma e/ou membranas de células vivas,
evitando ou minimizando a distribuicdo dos agentes nos nucleos das células, em contraste com
outros tipos de agentes de distribuicao lipofilicos (W02009042972 Al).

Noutros casos, séo utilizados tipos especificos de lipidios polares no direcionamento de
pré-farmacos para organelas intracelulares, como no caso dos antivirais e antineoplasicos
divulgados nas Patentes U.S. Nos. No. 5,149,794. Foram também utilizados tipos adicionais de
lipidios em tipos especificos de pré-farmacos, tais como EP A-325160, que revela ésteres de
glicerina como inibidores da ECA (enzima conversora de angiotensina), que formam micelas

absorvidas no intestino para o sistema linfatico, evitando depuracéo hepatica e absorcdo nao
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especifica, aumentando o acesso ao sistema nervoso central utilizado no tratamento da
hipertensdo e disfuncdo cognitiva. Os inibidores da ECA sofrem clivagem enzimética e
exercem efeitos terapéuticos extracelularmente. Outros tipos de veiculos lipofilicos que
facilitam o transporte intracelular conhecidos no estado da arte é o saliciloil-carnitina para o
tratamento da dor. No entanto, é comum que infecgdes virais ndo sejam associadas as atividades
da fosfolipase supranormal e conjugados de fosfolipidios antivirais ndo sejam relacionados a
ativacdo de drogas, preferencialmente, nas células doentes ou nas células infectadas, como no
caso dos conjugados fosfolipidicos antivirais divulgados em WO 90/00555, WO 90/10448 e
em NTIS Technical Notes, no. 9, pagina 630, Springfield, Va., EUA, 1984 (US 20010007865
Al).

Os lisossomos possuem mais de 50 hidrolases acidas, enzimas com atividade proteica
particular, envolvidas na degradacdo de macromoléculas das células, entre elas encontra-se a
lipase &cida. A maioria das doencas lisossomais é causada pela presenca de mutagdes
patogénicas nas hidrolases acidas. Tais enzimas sdo sintetizadas no reticulo endoplasmatico
rugoso, transportadas para o complexo de Golgi, onde recebem residuos manose-6-fosfato
(marcadores) que permitem o direcionamento das mesmas até o lisossomo. Algumas enzimas
lisossdbmicas podem ser secretadas e endocitadas por outras células, fenbmeno que é a base para
algumas estratégias de tratamento deste grupo de doencas como a terapia de reposicdo
enzimatica (TRE) e o transplante de medula éssea (TMO) (W02011034951 A2).

Existem tecnologias atuais para produzir formas de absorcdo elevadas de enzimas
lisossomais que contenha residuos de manose-6-fosfato, que sdo reconhecidos pelos receptores
de manose-6-fosfato. Este método permite o direcionamento de enzimas aos lisossomos e esta
sendo usado clinicamente para o tratamento de doencas de armazenamento lisossomal,
disturbios congénitos da glicosilacao e distirbios metabdlicos caracterizados pela auséncia ou
atividade reduzida de enzimas no citoplasma. Outra abordagem, que esta em desenvolvimento,

€ 0 uso de transportadores peptidicos guanidinilados.

Documentos de patente fornecem novas aplicagcbes farmacéuticas de veiculos de
transporte e direcionamento de enzimas, o que compreende a conjugagdo da molécula bioativa
(lipase &cida) com um ou dois guanidinoglicosideos (complexo guanidino-neomicina, Figura
36) que, em seguida, & transportada para o interior da célula por meio de receptores
proteoglicanos, pois sdo 0s receptores mais abundantes localizados na superficie da célula o
que garante a eficacia do sistema (W02011034951 A2).
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Figura 36. Exemplo de um transportador conjugado com uma enzima.
Adaptado de: Pt. W02011034951 A2.

As moléculas quiméricas atuam tipicamente de modo "estequiométrico”. Isto €, cada
molécula quimérica € essencialmente consumida pela interacdo com o seu "substrato”,
prejudicando a atividade da molécula em reagdes subsequentes. Como consequéncia, as
moléculas quiméricas devem ser mantidas a um nivel relativamente elevado para terem eficécia
terapéutica, o que é um problema recorrente em aplicagdes in vivo, j& que ha a incapacidade de
manter niveis séricos elevados da molécula quimérica durante periodos de tempo
terapeuticamente significativos o que gera toxicidade ndo especifica aumentada causada pelas
altas dosagens que devem ser utilizadas. As tentativas para resolver estes problemas focaram-
se na reducdo da imunogenicidade da quimera (por exemplo, utilizando anticorpos
humanizados, fragmentos de anticorpo, pequenas proteinas de fusdo, etc.) ou "mascaramento™
da molécula quimérica (por exemplo, lipossomas "furtivos"). Apds administracdo intravenosa,
lipossomas convencionais sdo rapidamente capturados pelo sistema fagocitario mononuclear.
Para evitar essa captura, lipossomas furtivos foram desenvolvidos, os quais apresentam a
superficie modificada com componentes hidrofilicos. Para permitir a liberacdo seletiva do
farmaco nos sitios alvos, além disso, ligantes de reconhecimento especifico sdo conjugados na
superficie do lipossoma (W0200064485 A2).

O uso de proteinas, peptideos e polinucleotideos como DNA e RNA na terapia ou na
medicina preventiva é limitado porque eles sdo geralmente impermeaveis através de varias
barreiras biologicas (por exemplo, barreira hematoencefalica (BHE) e barreiras de membrana
do sistema circulatorio, trato intestinal, pele e pulmdes) e sensiveis a enzimas proteoliticas, ndo

sobrevivendo assim a passagem do local de administracdo para o local de agdo. Estas limitacGes
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resultam em farmacocinética (PK) insatisfatoria, impedindo ou limitando o uso no tratamento
de doencas neuroldgicas e outros tipos de doenga. Muitas drogas e moléculas biologicamente
ativas ndo podem penetrar na BHE e, portanto, requerem administracéo direta no tecido do SNC
(sistema nervoso central) ou no liquido cefalorraquidiano (LCR) para se obter um efeito
biologico ou terapéutico. Mesmo a administragdo direta num local particular do SNC é
frequentemente limitada devido a fraca difusdo do agente ativo devido a absorcdo/adsorcéo
local na matriz do SNC. Modalidades como administracdo de farmacos através do BHE
implicam na ruptura da prépria BHE por meios osméticos (solugdes hiperosmoticas) ou meios
bioquimicos (utilizacdo de substancias vasoativas, tais como bradiquinina), processos com
efeitos secundarios graves. N&o existem, no entanto, sistemas de distribuicdo eficientes em que
todas estas propriedades necessarias estejam combinadas dentro de um sistema de distribuicao.
Nesse contexto, € descrito por documentos de patentes complexos de macromolécula-lipidica,
que promovem o direcionamento e a liberacdo da droga seletivamente a varios sistemas
biol6gicos (US6358523 B1).

Uma consequéncia das propriedades de barreira altamente eficazes da BHE € a
penetracdo limitada de agentes terapéuticos no cérebro, o que torna o tratamento de muitas
doencas cerebrais extremamente desafiadoras. A persisténcia do virus HIV no sistema nervoso
central se deve a incapacidade de muitos farmacos ndo atravessarem a barreira
hematoencefalica. Esforgcos para melhorar a permeacao de drogas para o HIV através da BHE
tém sido pesquisados, mas nao provaram ser terapeuticamente bem sucedidos. Por exemplo, 0
mais antigo medicamento antirretroviral, o AZT, foi encapsulado em um lipossoma
magnetizado para ajudar a cruzar a BHE, mas esse sistema de entrega nao proporcionou
melhora suficiente na biodisponibilidade para ser usado terapeuticamente. Alguns dos
medicamentos antirretrovirais mais utilizados e eficazes (em termos de reducdo da carga de
HIV na circulacdo) tém a menor classificacdo CPE (indice de penetracdo-eficacia), escore da
efetividade de penetracdo no SNC. Por exemplo, o tenofovir, um componente das pilulas
combinadas Truvada e Atripla®, é amplamente usado na HAART (sigla do inglés, terapia
antirretroviral altamente ativa), mas dificilmente atravessa a BHE. No entanto, ndo existem
sistemas eficientes para o transporte/direcionamento de farmacos para o HIV que atue no SNC
apos administracdo sistémica. Assim, permanece a necessidade de fazer novas composicdes e
de novos métodos para distribuir drogas ativas contra o HIV no cérebro (US20150104502;
US8597876 B2; US20040063628 Al).
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Convencionalmente, existem inimeras preparacdes de absor¢ado percutanea, no entanto,
a pele funciona como uma barreira de protecdo, o que dificulta a absorgéo percutanea de
formulacGes terapéuticas, especialmente se 0 material for um polimero. Por isso ja existem
estudos e patentes utilizando enzimas como promotoras de absorcdo percutanea. No caso, a
lipase tem atuado na superficie da pele perturbando a regularidade da estrutura do estrato
cdrneo, pois atuam sobre os lipideos localizados no estrato cdrneo. Desta forma, associacfes
entre farmaco e promotor de absorcdo percutaneo (lipase) podem ser feitas, por exemplo,
analgesicos, antipiréticos, agentes antiinflamatorios, vasodilatadores, agentes antiarritmicos,
agentes anti-hipertensivos, anestésicos locais, hormonios, anti-histaminicos, anestésicos gerais,
drogas antiepilépticas, agentes psicotropicos, relaxantes musculares esqueléticos, agentes
antiparkinsonianos, diuréticos, vasoconstritores e similares. Além disso, de modo a tornar mais
eficaz o tratamento, a solugdo potencializadora de absorcao percutanea (lipase) € formulada
para formar um filme impermeavel (US20010007865 Al).

Apenas pequenas moléculas hidrofébicas (<1 kDa) passam através da membrana por
difusdo passiva. Todos 0s outros tipos de moléculas tém que confrontar a barreira de membrana
impermeéavel e seletiva. Estratégias para o transporte e liberacdo de macromoléculas em células
vivas tém grande potencial de aplicacdes terapéuticas e de imagem (W02009042972 Al).
Conjugados com polimeros anfipaticos, hidrofobicos ou catidnicos e nanotubos de carbono
foram implantados. Também foram utilizados conjuntos ndo covalentes de lipidios,
macromoléculas catiénicas e lipossomas. Os sistemas de transporte através de lipidios
catidnicos existentes sdo prejudiciais para as membranas celulares, o que causa citotoxicidade

celular, e a eficiéncia da entrega com estes agentes é altamente variavel.

Pode-se notar que, a sintese dirigida e o planejamento de farmacos tém buscado o
aperfeicoamento e a eficiéncia dos medicamentos, bem como a qualidade e adeséo do paciente
ao tratamento. Mais especificamente, no aprimoramento de parametros farmacéuticos, como
por exemplo, biodisponibilidade através de diversas tecnologias de modulacdo de liberacéo de
drogas e, ainda, na tentativa de contornar os efeitos indesejaveis promovidos pela droga. Na
Figura 37, encontra-se resumido as aplicacdes da lipase referente a este topico adicionado do
naumero de patentes que abarca cada assunto, sendo que um Gnico documento pode ocupar mais

de um tema.
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Figura 37. Aplicages da lipase no planejamento de farmacos.

*Unico documento de patente pode contemplar uma ou mais caracteristicas/aplicages.

Fonte: Propria, a partir da base SciFinder.
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5.3 Lipase, Sintese Orgéanica e Resolugdo de Racematos

Muitos processos industriais envolvendo transformacdo quimica apresentam
desvantagens operacionais. Reac6es nao especificas levam a baixos rendimentos, e necessidade
frequente de operar em altas temperaturas e pressdes requer consumo de grandes quantidades
de energia e quantidades muito grandes de dgua no processo downstream. Os reatores devem
ser feitos de materiais resistentes a temperatura, pressao, acidez ou alcalinidade drésticas
condicdes de reacdo, levando a um aumento nos custos de fabricacdo da planta. Todos esses
inconvenientes podem ser eliminados ou consideravelmente reduzidos usando enzimas como
biocatalisadores. As enzimas operam sob condic¢des de reacdo moderadas, tém alta velocidade
de reacdo e sdo altamente especificos. Em vista de sua eficiéncia, apenas pequenas quantidades
de enzima sdo necessarias para transformar grandes volumes de reagentes e ainda, tém um
efeito benéfico sobre 0 meio ambiente porque reduz o consumo de energia e a producgdo de
poluentes (W02009149883 Al; US20060003383 Al). Na Tabela 8, encontra-se resumido a
acao da lipase como biocatalisador em processos de sintese e resolucdo de farmacos e/ou

intermediarios na Industria Farmacéutica em que o conteudo sera detalhado mais adiante.

Tabela 8. Lipase na biocatalise de farmacos e/ou intermediarios.

Tipo de reacao Molécula Acéo Processos
farmacoldgica
Sintese assimétrica | Alquil éster de fluoroleucina Inibidor US20050234128 Al
(Aminoécido fluorado) enzimatico e
antagonista
Sintese assimétrica Derivados de rapamicina Agente US9018373 B2

Resolucao cinética

Resolucdo cinética

Sintese
quimioenzimatica
Sintese
quimioenzimética
Sintese assimétrica

Sintese assimétrica

Resolucéo cinética
dinamica

(Tensirolimus)
Derivado do &cido
chiquimico 4,5-diamino e
seus sais (Tamiflu)
Analogos de Canolideos
(Canolideo C)
Macrolideo
(Pimecrolimus)
Acido Miristoleico

Derivados de biciclo
[3.1.0]hexano e seus sais
Anélogo de GABA, Acido
(S) (+) - 3- (aminometil) - 5-
metilhexanoico (Pregabalina)
Amida
(Lacosamida)

antineoplasico
Agente antiviral

Agente antiviral

Agente
antiinflamatério
Agente
antiinflamatério
Agente
antiinflamatdrio
Agente
antiepiléptico e
antidepressivo
Agente
anticonvulsivo

Fonte: Propria, a partir da base SciFinder.

US6403824 B2

US 6277879 B1

US8778636 B2

US8816109 B2

W02009142184 Al

EP1992609 Al

W02012069855 Al
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Aminoécidos fluorados e seus derivados peptidicos sdo amplamente empregados como
potente agente farmacéutico devido as propriedades bioldgicas, que incluem inibidores
enzimaticos, antagonistas e agentes melhoradores de lipofilicidade. Neste caso, a lipase atua
com catalisador promovendo a abertura do anel de azalactona e, em seguida, através da

desprotecdo do grupo alquil amida forma o aminoéacido fluorado (Figura 38 e 39).

Novozyme-435 Ib} \)J\
./ "EOH, BN, MTBE Mr : OEL
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/

Figura 38. Abertura enzimética da azalactona para formar um alquil amida.

Fonte: Pt. US20050234128 Al
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Figura 39. Desprotecéo da alquil amida com um agente oxidante para produzir alquil éster de fluoroleucina.
Fonte: Pt. US20050234128 Al.

Rapamicina 42-éster 3-hidroxi-2- (hidroximetil) -2-4cido metilpropiénico é um éster de
rapamicina, comercialmente conhecido como Temsirolimus, demonstrou efeitos inibidores
significativos no crescimento de tumores, atuando na tempo de progressao ou recorréncia do
tumor. O meétodo de preparacdo do composto inclui o processo de catalise enzimatica da
rapamicina, realizando reagéo entre o radical 42-hidroxila da rapamicina e grupo alquila de

protecdo 2,2-dimetilol do acido propidnico, seguido da remogdo do grupo protetor para
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obtencdo de temsirolimus (Figura 40). O método tem alto rendimento, porém alto custo de

produgéo.
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Figura 40. Processo de obtencdo de éster de rapamicina utilizando a lipase como catalisador.
Fonte: Pt. US9018373 B2.

As neuraminidases virais sdo frequentemente usadas como determinantes antigénicos
encontrados na superficie do virus Influenza. Algumas variantes das neuraminidases de
influenza conferem maior viruléncia para o virus do que outras. A presente invencao refere-se
a um processo de preparacao de derivados de acido chiquimico e seus sais, potentes inibidores

de neuraminidases virais, bem como novos intermediarios especificos (Figura 41).
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Figura 41. Composto anti-influenza, Tamiflu.

Fonte: Pt. US6403824 B2.
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Virus é um agente etioldgico importante na doenca infecciosa em humanos e outros
mamiferos, sdo um grupo diversificado de agentes infecciosos que diferem muito em tamanho,
forma,composicao. Depois de varios décadas de estudo, apenas um nimero limitado de agentes
antivirais estdo disponiveis para o tratamento e / ou prevencao de doencas causada por virus,
como HIV, hepatite B, herpes simplex tipo 1 e 2, citomegalovirus, virus varicela Zoster, Virus
Epstein Barr, influenza A e B, parainfluenza, adenovirus, sarampo e virus respiratorio sincicial
(virus responsavel pela maioria dos casos de infec¢Ges do trato respiratério inferior em bebés).
Devido aos efeitos toxicos muitos antivirais sdo limitados a aplicacdes topicas. Portanto, ha
uma necessidade de agentes antivirais seguros e eficazes com um amplo espectro de atividade
anti-viral com toxicidade reduzida. Os Canolideos sdo produtos naturais oriundos da arvore
Calophyllum lanigerum e atuam como inibidores especificos da transcriptase reversa do HIV-
1, reconhecidos como agentes quimioterapicos anti-HIV. Na Figura 42, o produto racémico 8b
pode ser resolvido por acilacdo catalisada por lipase o que leva a geracdo do intermediario 7a
que ao ser reduzido produz o Canolideo C.
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Figura 42. Resolucédo do intermediario racémico para producdo do Canolideo C.

Fonte: Pt. US 6277879 B1.

O pimecrolimus € um macrolideo com propriedades antiinflamatorias, antiproliferativas
e imunossupressoras. Esta substancia esta presente como um ingrediente ativo na droga Elidel®
para o tratamento topico de inflamacdo na pele, como dermatite atopica. Assim, foi

Surpreendentemente descoberto que apenas a lipase de Candida antartica (livres ou
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imobilizada) sob condicGes de transesterificacdo, € capaz de promover seletivamente a acilacdo
da ascomicina na posicdo 33 de maneira quantitativa (Figura 43) e, também, operar sob
condi¢cdes de alcodlise conduzir quimiosseletivamente 24,33 diacetato de ascomicina ao

correspondente 24-monoacetato de ascomicina, composto VI (Figura 44).

24-5ilyl-33-0A¢ 24-5ilyl-33-OH
(compourd 11 (eempound 110}
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Figura 43. Sintese do pimecrolimus por transesterificagdo enzimética da ascomicina.

Fonte: Pt. US8778636 B2.
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Figura 44. Processo de obtencdo dos intermediarios do Pimecrolimus através de sintese enzimatica.

Fonte: Pt. US8778636 B2.

A lipase também € utilizada como catalisador no  processo de preparacdo

de dois isbmeros de cetil miristoleato (CMO), hexadecil cis-9-tetradecenoato( Figura 45) e

hexadecil-cis-10-tetradecenoato (Figura 46). Compostos com potencial atividade antiinflatoria,

ultilizados no tratamento de doencas como artrite reumatoide, osteoartrites e doencas

muscoloesqueléticas, fibromialgia O isébmero acido miristoleico cis-9 € elaborado a paritr de

fontes naturais do acido oleico, no entanto, com custo de producdo muito alto. Entdo, um

intermediario alternativo é o 10-acido undecilénico do para a producéo acido miristoleico cis-

10, em que, 0 10-4cido undecilénico é um produto de pir6lise de ésteres metilicos de acido

graxo de mamona (metil ricinoleato) e esta comercialmente disponivel em forma pura.

o i) 04/ DCM, -78°C, 1 hr 0

]
CH30-C~(CHy)7-CH=CH-{CH;);-CHy; — P CH;0-C-{CH;)};-CHO + CHy-(CH2);-CHO

1 ii) DMS/ RT, 6 hr 2

CHj+(CH2)3-CH,PhsP B 9
3=  CH;0-C-(CH;);-CH = CH-{CH,)3-CH;

3

n-BuLi/THF, 0°C, 4 hr

Cetyl Alcohol fl)
—_— CH3{CH3)q5-0-C+{CH;);-CH=CH-(CH,),-CH,

Lypozyme TL 1M, 65-70°C, 8 hr A

Figura 45. Preparacdo de Hexadecil cis-9-Tetradecenoato.

Fonte: Pt. US8816109 B2.


https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&q=cetil+miristoleato&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiHze22v43kAhUQJLkGHR5-B0MQkeECCCwoAA
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0 1) 05/ DCM, -78°C,1 hr 0
CHa0-8-(CHp)g-CH=CH, ————————— CH30-C-(CHg)5-CHO
2)DMS, RT, 6 hr
5 6
CH3-(CH5)2-CHoPh3P Br 0
- CHa0-8-(CHy)g-CH=CH-(CH2)-CH;

n-BuLifTHF, 0°C, 4 hr
7T

Cetyl Alcohol {I_‘I}
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Figura 46. Preparacdo de Hexadecil cis-10-Tetradecenoato.

Fonte: Pt. US8816109 B2.

O glutamato é o amino&cido mais abundante no sistema nervoso central (SNC) agindo
como neurotransmissor excitatdrio Além disso, atua no desenvolvimento neural, na plasticidade
sinaptica, no aprendizado, na memoria e possui papel fundamental no mecanismo de algumas
doengas neurodegenerativas. O metabolismo cerebral é controlado por meio de receptores
presentes nos neurdnios pré e pos-sinapticos e em células da glia os quais possuem a fungéo de
controlar o tempo que este aminoacido permanece na fenda sindptica. Na membrana poés-
sinaptica o glutamato promove suas acdes através de interagdes com os receptores especificos
classificados como metabotrépicos (mGIuRs) ou ionotropicos (IGIuRs). Falhas nesse
mecanismo levam ao fendmeno chamado de excitotoxicidade com consequente
neurodegeneracdo de neurbnios especificos, culminando em doencas como Alzheimer,
Esclerose Lateral Amiotrofica, Parkinson, e Doenca de Huntington, esquizofrenia, ansiedade,
depressdo, depressdo maniaca, epilepsia, dependéncia de drogas, distarbios cognitivos,

isquemias.

Vérios compostos derivados de biciclo [3.1.0] hexano foram reconhecidos como
moduladores de mGIuR, til para a preven¢do ou tratamento do doencas do sistema nervoso.
Através do processo de acilacdo assimétrica catalisada pela lipase derivados de hexano
biciclo[3.1.0] e seus sais sdo produzidos, mais particularmente, de (1R, 2R, 4S, 5S, 6R) -6-
fluoro-2,4-di-hidroxi-biciclo [3.1.0] hexano-6-carboxilato (composto 2) em (1R, 2R, 4S, 5S,
6R) -2 - (acetiloxi) -6-fluoro-4-hidroxi-biciclo [3.1.0] hexano-6-carboxilato (composto 3) na
presenca do solvente acetato de vinila (Figura 47).
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Figura 47. Sintese assimétrica catalisada por lipase para formacao do produto alvo.
Fonte: Pt. W02009142184 A1,

A pregabalina é um analogo do GABA, age regulando a transmissdo de mensagens
excitatdrias entre as células nervosas. utilizada no tratamento da dor neuropética periférica,
epilepsia, distUrbio de ansiedade generalizada e fibromialgia. A preparagéo de pregabalina por
resolucdo quimioenzimatica é cosolidada (Figura 48), apesar do processo ser comercialmente
viavel apresenta algumas desvantagens, por exemplo, o enantibmero ndo-hidrolisado deve ser
reciclado através de uma etapa de racemizacao e outra de hidrogenacdo, tornando-se custoso.
No estado da arte, outro fator é a concentracdo dos reagentes, que na resolucdo enzimatica é

seletiva apenas em baixas concentracdes, 0 que restringe a aplicacdo em larga escala.

CN
Lipase + CN
—
CO,Et CO,Et CO,Et
Et0,C Et0,C
Ni Raney
H,
~<Sgn HCL H,0
e Pregabalin

HO,C o 9

Figura 48. Preparo da pregabalina por resolu¢do quimioenzimatica.
Fonte: Pt. EP1992609 Al.

Um processo para a preparacdo do &cido (S) (+) - 3- (aminometil) - 5-metilhexandico
(pregabalina) de formula (1) ou seu sal que supera as desvantagens dos
processos anteriores € realatado pela patente EP 1 992 609 Al. Este processo faz uso de um
intermediéario (I11), obtido pela reac¢do de um composto aquiral (I11) com um alcool ROH, na
presenca de lipase, para gerar o éster ou sal do &cido 3-isobutil glutarico (composto Il1, R- ou
S- enantiémero) (Figura 49). O intermediario (I11) é transformado em (S) enantidmero das
formulas (V1) ou (VIII) que passam por hidélise para serem convertidos em pregabalina (I, S-
(+)-3-isobutil-GABA) (Figura 50). Além disso, esse processo utiliza reagentes baratos e ndo

requer grandes aparelhagens.
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Figura 49. Sintese do intermediaro 111 catalisado pela lipase.

Fonte: Pt. EP1992609 Al.

(M
Figura 50. Hidrdlise dos compostos V1 e VIII em pregabalina (1).
Fonte: Pt. EP1992609 Al.
A lacosamida é um medicamento anticonvulsivo, Util para o tratamento adjuvante de
crises parciais e dor neuropatica diabética. Um processo de acilagdo enzimatica pela lipase permite a
formacdo substancial de um enantiémero de formula 2 (lacosamida, enantidmero R), além disso, o
enantidmero de férmula 3 néo reagido (especificamente o enantidbmero (S), isto é, (S) -2-amino- / V-

benzil-3-metoxipropanamida) sofre racemizagéao retornando a mistura reacional, isto €, a uma mistura
de (R) e (S) enantiémeros (Figura 51).

\/\H\/U ol . \/\_/\? /\@

emic 2-amino-N-benzyl-3-methoxypr

panamide

ethoxypropaneanmude
Figura 51. Processo de obtencdo de Lacosamida utilizando lipase.

Fonte: Pt. W0O2012069855 Al.
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Diante do emprego de consideraveis metodologias na sintese e resolucdo de farmacos e
seus intermediarios (Figura 52), pode-se entender que o desenvolvimento de substancias
enantiomericamente puras continua sendo um dos principais enfoques da comunidade cientifica
e ocupam atualmente as fronteiras na busca de novas moléculas bioativas. Finalmente, ha que
se ressaltar que um enorme progresso foi alcangado na sintese industrial de substancias

enantiomericamente puras, com destaque para as lipases como biocatalisador dessas reagoes.

Anélogo de Carbovir (precursor) Ibuprofeno
Derivado do 4,5-diamino e seus sais (Tamiflu) Naproxeno
Anélogos de Canolideos Pimecrolimus

Acido Miristoleico
Derivados de biciclo [3.1.0] hexano e seus sais
Alquil éster de fluoroleucina

Retinol
Vitamina C

Anti-
inflamatoério

Betapol®

Alimentos
Nutracéuticos

Sistano

Taxol
Derivados de Ra_pan’_ucma Antineoplasico Antifungico
(Tensirolimus)

Ifs ndo
ativos

Surfactantes
Antiespumantes
Flavorizantes
Aromatizantes
Emulsificantes

Nifenalol
Dicloroisoproterenol

Marinol®

0 Antimimético

Atenalol
ITac:co.nas Propanalol
Sintéticas (R)-4-fenilbutan-2-amina
cis-dimetil-1-acetilpiperidina- Antibiético e (precursor)
2,3-dicarboxilato hipertensivo
(precursor)

Lamivudine Antiasmatico
Antitussigeno
Rapamune® Imunossupres
i i (R)-3- o Antidepressivo
hidroxipentanitrila _
(precursor) Ansiolitico

Anticonvulsivo (S)-anfetamina; (R)-p-
Metoxianfetamina
Ramatroban; dietil 3-(3°, 4’-
diclorofenil) glutarato (precursor)
fenil[4-(trimetilsilil)fenil]metanol
(precursor)

Sertralina; Norsertralina; Salatrim®; Lacosamida
(S)-1-fenil-1-propilamina e (S)-1,2,3,4-tetrahidro-1-
naftilamina (precursores)
1-Ciclopropil-2-metoxietanamina (precursor)

Figura 52. Sintese e resolugao de farmacos e/ou intermediarios tendo lipases como biocatalisador.

Fonte: Propria, com base no SciFinder.
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Capitulo 6
6 ConsideracOes Finais

Neste capitulo, conclui-se sobre o cumprimento dos objetivos propostos, comentando
as capacidades dos componentes desenvolvidos e também as suas limitagdes. No final sdo dadas

algumas sugestdes para trabalhos futuros.

6.1 Conclusao

Sendo assim, a dissertacdo apresentou o panorama atual da aplicacdo das lipases na
Industria Farmacéutica e identificou tendéncias tecnologicas relacionadas ao uso na producgéo
de medicamentos, farmacos e seus intermediarios, como biocatalisadores ou na sintese dirigida

e planejamento de farmacos ou, ainda, como alvo terapéutico no Setor Industrial Farmacéutico.

A producdo seletiva de um Unico enantidmero é uma caracteristica buscada para
inimeras moléculas de farmacos, que pode ser viabilizada pelo uso de biocatalisadores, neste
caso, as lipases se destacam como biocatalisadores muito importantes utilizados para catalisar
uma série de reacGes de grande valor sintético. Diante do exposto, pode-se entender que o
desenvolvimento de substancias enantiomericamente puras continua sendo um dos principais
enfoques da comunidade cientifica e ocupam atualmente as fronteiras na busca de novas
moléculas bioativas. Finalmente, hd que se ressaltar que um enorme progresso foi alcan¢ado na
sintese industrial de substancias enantiomericamente puras, com destaque para lipase como

biocatalisador dessas reacoes.

J& na sintese dirigida e o planejamento de farmacos as lipases tém atuado no
aperfeicoamento e na eficiéncia dos medicamentos, bem como a qualidade. Mais
especificamente, no aprimoramento de parametros farmacéuticos, como por exemplo,
biodisponibilidade através de diversas tecnologias de modulacdo de liberacdo de drogas e,

ainda, na administracdo de efeitos colaterais promovidos pela droga.

Como pode-se observar, a lipase tém gerado interesse na industria farmacéutica e isso
ndo é recente. E uma enzima importante no processo de digestdo e absorcdo de lipideos e, por
esta razdo, pesquisas com o objetivo de promover a inibicdo da lipase, otimizacdo de

formulacGes e até mesmo de moléculas tem ganhado forca.

Em uma analise comparativa é possivel relacionar o contetdo técnico-cientifico e o tipo
de documento com os topicos estudados nesta dissertacdo. Enquanto que, em artigos cientificos

a questdo da resolucéo racémica € mais evidente, nos documentos de patente existe um interesse
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maior direcionado a sintese assimétrica. Ao passo que os métodos de sintese assimétrica
disponiveis até entdo ndo eram eficientes e 0s custos para a resolucdo dos racematos eram altos
e oneravam substancialmente a producdo industrial. Neste aspecto, a sintese assimétrica se
tornou a fronteira mais proeminente da quimica organica, principalmente na busca de matérias
primas quirais mais acessiveis. E, ainda, ao se tratar de planejamento de farmacos e sintese
dirigida, os artigos cientificos buscam por novas moléculas bioativas, j& as patentes se
concentram no aperfeicoamento de parametros farmacéuticos das moléculas e formulagdes ja
existentes com o objetivo de reduzir efeitos colaterais e melhorar a eficacia do tratamento. Os
inibidores de lipase citados em artigos, referem-se em sua maioria, & prevencao e ao tratamento
da obesidade, além deste tema, os documentos de patente descrevem a inibi¢&o da lipase como
atil no tratamento e prevencdo de outras doencas metabdlicas, cardiovasculares e processos

inflamatdrios e na otimizacdo de formulacéo.

Desta forma, pode-se concluir que, tecnologias alternativas tém propiciado o surgimento
de lipases com caracteristicas diferenciadas e mais especificas afim de atender as perspectivas
dos processos industriais, além disso, a imobilizacdo e a utilizacdo de solventes ndo aquosos
tém facilitado o uso da lipase em processos de escala comercial. Através da lipase diversas
estratégias no sentido de contornar limitagdes na formulacdo de medicamentos tém sido
desenvolvidas e, das proteinas alvos para uso terapéutico, as enzimas sao as mais promissoras
para o planejamento de farmacos, com destaque para a lipase, onde a inibicdo da enzima vem
sendo utilizada como vantagem terapéutica. Deste modo, a pesquisa aponta que 0s proximos
anos devem ser promissores quanto a aplicacdo de lipases na area da biocatalise industrial e na

producdo de farmacos.
6.2 Limitacdes

Durante a elaboracdo da dissertacéo, alguns problemas atrasaram a coleta e o tratamento
de dados. Uma das limitagdes que mais colaborou para tal fato foi o0 acesso a prorpia base de
dados, SciFinder, o qual foi negado inimeras vezes, mesmo possuindo um registro na base
firmado desde o ingresso no Programa de Pos-graduacdo EPQB. Outra questdo técnica que se
tornou um impecilho foi o acesso ao editor de moléculas (ChemDraw) para elaboracéo de
figuras/ esquemas, tanto na elaboracédo da dissertacdo quanto do artigo cientifico.

O documento de patente possui conteddo técnico-cientifico de alto valor e abarca
diversas areas de estudo e pesquisa, por essa razdo pode ser explorado a respeito do estado da

técnica de forma segura e atualizada, pois a concessao da patente permite que a mesma ingresse
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em dominio publico. No entanto, a patente per si é objeto de dificuldade, pois tem uma
comformacdo documental extremamente complexa que tem como objetivo ocultar de forma
precisa alguns pontos fundamentais que implica diretamente no desenvolvimento e replicacdo
da invencdo. Por ndo ter uma estrutura didatica (como exemplo, artigos cientificos, teses,
dissertagdes) o documento de patente torna o processo de captacdo de dados e informacoes
lento, especifico e trabalhoso. Além disso, faz necessario constantes tradugdes do processos

para a lingua nativa.
6.3 Sugestdes para trabalhos futuros

Ao longo do desenvolvimento deste estudo, identificou-se questfes correlatas que
permitiriam o desenvolvimento de outros estudos a respeito da lipase. Neste estudo o enfoque
foi dado a biocatalise, inibicdo da enzima, sintese dirigida e planejamento de moléculas
bioativas. No entanto foi observado que faltam estudos que compile a atuacdo da lipase na

Industria Farmacéutica. Como por exemplo, estudos que sumarize e atualize a lipase na:

e aplicacdo clinica (diagnoéstico e tratamento), a titulo de exemplo o artigo “Clinical
applications of amylase: Novel perspectives” realizado por Azzopardi e
colaboradores (2016);

e engenharia genética (métodos de analise da estrutura, atividade, sequenciamento,
especificidade, seletividade), exemplificado pelo artigo “Current Trends in Protein
Engineering: Updates and Progress” por Sinha e Shukla (2019);

e prospeccdo de nichos mercadolégicos e players (elaboracdo de roadmap
tecnologico), como no artigo intitulado “Technology roadmap for hyaluronic acid

and its derivatives Market” elaborado por Borschiver e colaboradores (2018).
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