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RESUMO

Os fungos filamentosos possuem o sistema enzimatico citocromo P450 semelhante
ao de mamiferos, cuja aplicacdo permite catalisar reacdes oxidativas de fase | do
metabolismo. A obtencédo de derivados funcionalizados por estes microrganismos foi
0 objetivo principal deste trabalho. Estudos in silico de previsdo do metabolismo nos
programas MetaPrint2D e SMARTCyp indicaram reacfes de S-oxidacdao,
hidroxilacdo aromatica e desalquilagdo, sendo mais provavel a S-oxidacdo no anel
tiomorfolina do acido 2-[4-(1,4-tiazinan-4-ilsulfonil)fenilcarbamoillbenzéico (LASSBio-
596). Os fungos filamentosos Absidia blakesleana ATCC 26617, Aspergillus
candidus ATCC 1009, Beauveria bassiana ATCC 7159, Cunninghamella echinulata
ATCC 9244, Cunninghamella echinulata ATCC 9245, Cunninghamella elegans
ATCC 36112, Fusarium roseum ATCC 14717 e Streptomyces vendulae ATCC 8664
foram empregados para biotransformacdo do LASSBIi0-596. Nas condigbes
reacionais aplicadas, substrato solubilizado em metanol com concentracdo de 0,25
mg/mL adicionado ao meio de cultura liquido PDSM e incubado a 27 °C com 200
rpm por 96 horas, a Beauveria bassiana ATCC 7159 promoveu a S-oxidac&o no anel
tiomorfolina resultando no derivado sulfona do LASSBIi0-596, denominado LaBioCon
214, com rendimento de 5,84 %, e constatou-se a reacdo de hidrolise da amida
obtendo o composto 4-(tiomorfolina-sulfonil)anilina, LaBioCon 202, com rendimento
de 13,8 %. Verificou-se que o0 solvente utilizado interfere no processo de
biotransformacdo. O monitoramento das reacdes e a purificacdo dos derivados
obtidos foram realizados por cromatografia liqguida de alta eficiéncia com detector
ultravioleta em 267 nm e cromatografia preparativa com coluna Microsorb 100-5 C18
(250 x 10 mm, 5 pym). Posteriormente, foi obtido o derivado sulfona, LaBioCon 223,
por via sintética. A caracterizacdo estrutural foi realizada por métodos classicos
como a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e

espectrometria de massas.

Palavras-chave: Microrganismos. Previsao in silico. LASSBi0-596. Beauveria

bassiana. S-oxidacdo. Sulfona.



ABSTRACT

Filamentous fungi have cytochrome P450 enzyme system similar to mammals whose
application allows catalyze phase | oxidative reactions of metabolism. Obtaining
functionalized derivatives by these microorganisms was the main purpose of this
dissertation. Studies in silico to predict metabolism in the programs MetaPrint2D and
SMARTCyp indicated S-oxidation, aromatic hydroxylation and dealkylation reactions,
as the most likely S-oxidation in thiomorpholine ring of 2-[4-(1,4-thiazinan-4-
ylsulfonyl)phenylcarbamoyllbenzoic acid (LASSBi0-596). The filamentous fungi
Absidia blakesleana ATCC 26617, Aspergillus candidus ATCC 1009, Beauveria
bassiana ATCC 7159, Cunninghamella echinulata ATCC 9244, Cunninghamella
echinulata ATCC 9245, Cunninghamella elegans ATCC 36112, Fusarium roseum
ATCC 14717 and Streptomyces vendulae ATCC 8664 were used for
biotransformation of LASSBIi0-596. In the reaction conditions applied, substrate
dissolved in methanol with concentration of 0.25 mg/mL added to liquid culture
medium PDSM and incubated at 27 °C with 200 rpm for 96 hours, the fungus
Beauveria bassiana ATCC 7159 performed S-oxidation in the thiomorpholine ring
resulting in sulfone derivative of LASSBi0-596, called LaBioCon 214, yield of 5.84 %,
and it was found the hydrolysis of amide reaction obtaining the compound 4-
(thiomorpholinosulfonyl)aniline, LaBioCon 202, yield of 13.8 %. It was noted the
solvent used affects the biotransformation process. The monitoring of the reactions
and purification of the derivatives obtained were performed by high performance
liqguid chromatography with ultraviolet detector at 267 nm and preparative
chromatography with column Microsorb 100-5 C18 (250 x 10 mm, 5 pum).
Subsequently, sulfone derivative was obtained, called LaBioCon 223, by synthesis.
Structural characterization was made by classical methods such as *H NMR and

mass spectrometry.

Keywords: Microorganisms. In silico prediction. LASSBi0-596. Beauveria bassiana.

S-oxidation. Sulfone.
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1 INTRODUCAO

1.1 BIOTRANSFORMACAO DOS FARMACOS

Os farmacos sdo compostos quimicos estranhos ao organismo e que uma vez
administrados podem ser eliminados inalterados ou biotransformados em
metabdlitos mais polares. Os sistemas enzimaticos envolvidos na biotransformacéo
estdo localizados principalmente no reticulo endoplasmético liso e no citosol das
células hepaticas. Também estdo presentes nas mitocondrias e em outros tecidos,
tais como pulmdo, eséfago, rim, cérebro, coracdo e placenta (ANZENBACHER;
ANZENBACHEROVA, 2001).

O metabolismo dos farmacos pode ser dividido em reacdes de fase | e
reacdes de fase Il. Na fase | os compostos sdo modificados por oxidacéo, reducéo
ou hidrdlise, sendo tais reacdes catalisadas pelas enzimas do sistema microssomal
hepatico, também conhecidas como oxidases de fungcdo mista. Este sistema é
composto pelo citocromo P450 (CYP450), citocromo b5 e a enzima NADPH
citocromo P450 redutase. A introducdo de grupos funcionais (-OH, -COOH, -SH, -O-,
-NH;) pelas enzimas de fase | tem a finalidade de aumentar a polaridade dos
compostos, a fim de facilitar a excrecao pelo organismo (FURA, 2006).

As reacdoes de fase Il sdo conhecidas como reacdes de conjugacao e
geralmente levam a formacdo de produtos farmacologicamente inativos e polares.
Os grupamentos envolvidos com mais frequéncia séo glicuronil, glicil, sulfato, metil e
acetil. As enzimas de fase Il incluem superfamiias de enzimas que catalisam
reacdes de conjugacdo como glutationa-S-transferase, UDP-glucuronil transferase,
sulfotransferases, N-acetiltransferase e metiltransferases (ASHA; VIDYAVATHI,
2010).

Embora tenha sido observado pela primeira vez no final dos anos 40, o termo
citocromo P450 somente foi usado em 1962 para identificar uma hemeproteina com
caracteristicas Unicas, designando o nome de pigmento microssomal ligante ao
monoxido de carbono (OMURA; SATO, 1962). A caracteristica classica das P450 € a
posicao peculiar de sua banda de Soret em 450 nm como resultado da formagéo do
complexo Fe(l)-CO, surgindo desta constatacdo a denominacdo P450 (OMURA,;
SATO, 1964).
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O sitio ativo da CYP450 contém a protoporfirina IX situada em uma cavidade
hidrofébica na proteina, tendo a quinta posicdo de coordenacdo do ferro-heme
ocupada por um atomo de enxofre de uma cisteina residual, responsavel pela
ligacdo do sitio ativo a enzima e o0 sexto sitio de coordenacdo esta ligado a uma
molécula de agua. E neste sexto sitio que ocorre a ativagio do oxigénio molecular.
Mesmo apesar da diversidade de substratos que podem ser oxidados e do tipo de
reacdo, todas as CYP450 envolvem um ciclo catalitico comum (DENISOV et al.,
2005; BERNHARDT, 2006; JUNG, 2011).

As CYP sao capazes de ativar dois atomos de oxigénio que sdo fornecidos
pela molécula de oxigénio (O2). O oxigénio se liga ao grupamento heme que, por sua
vez, esta ligado fortemente a proteina através do enxofre tiolato anibnico de um
residuo de cisteina. Esse tipo de ligacdo a proteina permite que o heme ative a
molécula de oxigénio, separando os dois atomos. Um oxigénio € utilizado na
formacdo de a&gua e o outro é introduzido no substrato. Na maioria dos casos, 0
grupamento funcional adicionado ao substrato € uma hidroxila, contudo as reacdes
catalisadas pelas CYP podem incluir também epoxidacdes, N-,S-,0-desalquilacdes,
N-oxidacOes, sulfoxidacbes e desalogenacbes (ZUBER; ANZENBACHEROVA,;
ANZENBACHER, 2002).

A superfamilia das CYP inclui dezenas de familias identificadas por um
nimero arabico apods a sigla, tais como CYP1, CYP2 e CYP3. A escolha do nimero
pode ser arbitraria ou estar relacionada a fungdo da familia, por exemplo, a CYP21
atua como hidroxilase na posicdo 21 de esterdides (ANZENBACHER,;
ANZENBACHEROVA, 2001). As enzimas que constituem as subfamilias possuem
maior similaridade de sequéncias e sdo identificadas por uma letra ap0s o0 nimero
que identifica a famiia, como por exemplo, CYP1A, CYP2C e CYP3A. As
isoenzimas sdo designadas por um numero apoés a identificacdo das subfamilias,
como por exemplo, CYP1Al, CYP2C9 e CYP3A4 (DE MONTELLANO, 2005; DE
MONTELLANO, 2010).

As diferentes isoformas de CYP podem ser encontradas em quase todas as
espécies de seres vivos, como animais, vegetais, fungos e bactérias (NELSON et al.,
1996). A quantidade pode variar conforme a espécie, desde 3 isoformas em
Saccaromyces cerevisae, 74 em Cunninghamella elegans, 57 em seres humanos e
até 102 em camundongos (SELISKAR; ROZMAN, 2007).
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Sete das 57 isoformas humanas conhecidas s&do responsaveis pelo
metabolismo de mais de 90 % dos farmacos em uso clinico. Estas isoformas séo:
CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1l, CYP3A4 e CYP3A5 (SUN;
SCOTT, 2010). Dentre estas, as trés principais, CYP3A4, CYP2D6 e CYP2C9,
metabolizam cerca de 70 % dos farmacos, sendo a CYP3A4, a forma mais
abundante no figado e responsavel pelo metabolismo de aproximadamente 50 %
dos farmacos (LI, 2001).

A Figura 1 apresenta a estrutura da CYP3A4 humana determinada por
cristalografia de raios-X (YANO et al., 2004). Esta isoforma é responsavel pelo
metabolismo de diversos farmacos como atorvastatina, lovastatina, sildenafila,
triazolam, ciclosporina, nifedipina, diltiazem, verapamil, ritonavir, indinavir, dentre
outros (LI.; KAMINSKI.; RASMUSSEN, 1995; ZANGER et al., 2008; ZHOU, 2008).

Figura 1 — Estrutura cristalografica da isoforma CYP3A4 com o grupo heme
ao centro (YANO et al., 2004).

1.2 ESTUDO DO METABOLISMO DE FARMACOS

De acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (da sigla
JUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry) a quimica farmacéutica

medicinal compreende as etapas de descoberta, otimizacdo e desenvolvimento de
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um composto (IUPAC, 1998). A descoberta é a etapa destinada a eleicdo do alvo
terapéutico, atil para o tratamento de uma determinada fisiopatologia e a aplicacédo
de estratégias de planejamento estrutural para desenho de ligantes do alvo
selecionado. A etapa de otimizagdo compreende a melhoria da estrutura através de
modificacdes planejadas, visando o aumento da poténcia, seletividade, diminuicdo
da toxicidade, adequacdo do perfil farmacocinético (absorcdo, distribuicéo,
metabolismo e excrecdo/ toxicidade — ADME/ Tox) e estabelecimento da relacéo
estrutura-atividade. Em seguida, a etapa de desenvolvimento objetiva a avaliagcado do
perfil ADME/ Tox e das propriedades farmacéuticas, de modo a viabilizar seu uso
clinico (LIMA, 2007).

O estudo do metabolismo dos farmacos € uma ferramenta para avaliar o perfil
farmacolégico, farmacocinético e de seguranca dos metabdlitos gerados (AZERAD,
1999; FURA, 2006). Pode ser desenvolvido por métodos in vivo, ex vivo, in vitro e in
silico. A expressao in silico refere-se a simulacdes realizadas no computador, em
gue realiza-se a previsdo do comportamento de sistemas reais (TESTA; BALMAT;
LONG, 2004; MODA, 2011).

1.2.1 Modelo microbiano do metabolismo animal

A bioconversdo € definida como a conversdo quimica de um substrato
utilizando métodos biolégicos ou biocatalisadores. Quando a converséo € realizada
por células inteiras que contém as enzimas metabolizadoras esse processo é
denominado biotransformacéo (LERESCHE, MEYER, 2006).

O progresso no uso de enzimas e células inteiras na quimica organica
sintética foi impulsionado pelos estudos em laboratorios académicos e industriais
sobre a utlizacdo de microrganismos para modificar nlcleos esteroidais
(PETERSON; MURRAY, 1952). De acordo com Stoudt (1960), em 1937 Mamoli e
Vercellone prepararam a testosterona a partir da deidroepiandrosterona utilizando
microrganismos, conforme esquematizado na Figura 2. Esse trabalho viabilizou o

desenvolvimento da producdo dos horménios sintéticos.
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Figura 2 — Biotransformacdo da deidroepiandrosterona utilizando microrganismos
(STOUDT, 1960).

Hench e colaboradores (1949) publicaram um trabalho sobre a producédo da
corticosterona, um derivado da cortisona, atraves da agdo de microrganismos na
deoxicorticosterona. Com a transformacdo microbiana foi possivel funcionalizar o C-

11 de forma mais simples que a proposta por sintese quimica (Figura 3).

O @]
OH OH
HO
microrganismos
4>
0] 0]

Deoxicorticosterona Corticosterona

Figura 3 — Biotransformacdo da deoxicorticosterona utilizando microrganismos
(HENCH et al., 1949).

Em 1952, Peterson e Murray promoveram a hidroxilacdo da ligacdo C—H nao
ativada da progesterona, realizando a bioconversao para 11 a-hidroxiprogesterona

pelo fungo Rhizopus arrhizus, como demonstrado na Figura 4.
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Progesterona 11 -hidroxiprogesterona

Figura 4 — Biotransformacdo da progesterona em 11 a-hidroxiprogesterona pelo
fungo Rhizopus arrhizus (PETERSON; MURRAY, 1952).

Na década de 70, Smith e Rosazza propuseram o modelo microbiano do
metabolismo apos notarem a similaridade entre os metabdlitos produzidos por
alguns microrganismos e os metabdlitos de mamiferos, principalmente os de fase |
Com isso, sugeriram que 0S microrganismos e 0s mamfiferos possuem um sistema
enzimatico CYP450 homdlogo (SMITH; ROSAZZA, 1974; NELSON; STROBEL,
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1989). Os fungos filamentosos sdo 0s microrganismos mais comumente utilizados
no estudo do modelo microbiano (VAN DEN BRINK et al., 1998; AZERAD, 1999;
FURA et al., 2004; ASHA; VIDYAVATHI, 2009; CRESNAR; PETRIC, 2011).

A aplicacéo do modelo microbiano para o estudo do metabolismo de farmacos
apresenta vantagens como:
(1) a manutencdo das culturas de microrganismos € mais simples e barata que a
manutencdo de culturas de células e tecidos ou animais de laboratério;
(2) os meios de cultura sdo facilmente preparados e possuem baixo custo;
(3) possibilidade de utilizacdo de um grande nimero de cepas;
(4) util nos casos em que régio- e estereoespecificidade sdo necessérias;
(5) facilidade para substituir reacdes sintéticas que envolvem muitas etapas;
(6) as concentracbes usadas sdo maiores que as administradas em animais de
laboratorio;
(7) deteccéo, isolamento e identificagcdo estrutural dos metabdlitos formados;
(8) producdo dos metabdlitos em quantidade suficiente para elucidacéo estrutural e
para estudos farmacoldgicos e toxicolégicos;
(9) podem ser formados novos metabolitos com diferentes atividades bioldgicas;
(10) metodologia confiavel e reprodutivel;
(11) enquadramento na quimica verde por utilizar agua como solvente (AZERAD,
1999; FURA etal., 2004; ASHA; VIDYAVATHI, 2009; LUSTOSA et al., 2012).

Como limitagcdes do modelo microbiano citam-se a necessidade de realizagéo
de triagem das cepas, de adequacao das condi¢cdes reacionais e a dificuldade de
extracdo dos compostos isolados quando ha grande numero de metabdlitos

formados ocasionando um rendimento diminuido.

1.3 REACOES DE S-OXIDACAO

Conforme mencionado anteriormente, as reacdes de fase | sdo catalisadas
pelas enzimas da CYP450. As reacdes de sulfoxidacdo correspondem a S-oxidacéo
de sulfetos a sulfoxidos, que ainda podem ser oxidados a sulfonas (HOLLAND et al.,
1991).

A configuracdo piramidal do sulféxido R1R,SO faz do 4tomo de enxofre um
centro pré-quiral (JENKS; MATSUNAGA; GORDON, 1996). Existem na literatura
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algumas representacdbes comumente utilizadas para sulfoxidos (Figura 5).
Normalmente, utiliza-se a representacdo (a). Entretanto (b) e (c) enfatizam a

natureza polar da ligacdo, sendo adotadas por conveniéncia em alguns casos.
@ ©
Na_ ~ ~
~S=0 s-0 >s—>o0
(a) (b) (c)

Figura 5 — Representacdes utilizadas para sulfoxidos (Fonte: autor, 2011).

A oxidacdo assimétrica do sulfeto pode ser citada como a forma mais
conveniente de obtencdo do sulféxido, até entdo dependente do ambiente quiral e
limitada pela especificidade do substrato ou pela formacdo de moderados ou baixos
excessos enantioméricos (ee) (CARRENO, 1995).

A sulfoxidacdo realizada por microrganismos foi uma alternativa para a
producdo de sulféxidos com altos ee (HOLLAND, 1988). A primeira indicacdo de que
culturas de fungos eram capazes de oxidar tioéteres para sulfoxidos foi observada
quando a biotina foi adicionada em meio de cultura contendo Aspergillus niger,
resultando na formacdo de um novo composto identificado como (-)-S-6xido-biotina,
Figura 6 (WRIGHT et al., 1954).

X I
HN NH Aspergillus niger HN NH
H H > H H
--“(CH2)4C02H -l\\(CH2)4002H
S H S H
@)
Biotina (-)-S-6xido-biotina

Figura 6 — Biotransformacédo da biotina em (-)-S-6xido-biotina (WRIGHT et al., 1954).

O uso de células intactas de microrganismos para preparacdo de sulfoxidos
quirais pela oxidagdo de sulfetos pro-quirais foi primeiramente citada por Dodson e
colaboradores (DODSON; NEWMAN; TSUCHIYA, 1962). Desde entdo, tornou-se
uma ferramenta para obtengcdo destes compostos, existindo uma maior variedade de
fungos estudados com essa propriedade do que bactérias (HOLLAND, 2001).

Trabalhos com o fungo Aspergillus niger avaliaram uma série de aril e benzil
sulfetos como candidatos promissores a biotransformacdo. De um modo geral, os di-

aril-sulfetos foram recuperados apds o periodo de incubacdo, mas os derivados
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alquil-aril-sulfetos apresentaram resultados fornecendo sulféxidos com bons ee (60-
100 %) e rendimentos moderados (20-50 %) (HOLLAND, 1988).

Assim, iniciou-se uma investigacao sistematica por microrganismos capazes
de oxidar de forma enantiosseletiva derivados alquil-aril-sulfetos. Em 1978,
Abushanab e colaboradores publicaram a conversdo de metil-p-toluil-sulfeto por
Helminthosporium sp. obtendo o enantibmero S do sulféxido com aproximadamente

100 % de ee e 50 % de rendimento, Figura 7 (ABUSHANAB et al., 1978).

V4 Q

S\ S\' e
Helminthosporium sp.

50 % de rendimento
metil-p-toluil-sulfeto >99 % de ee

Figura 7 — Oxidacdo de metil-p-toluil-sulfeto por Helminthosporium sp. obtendo o
enantibmero S do sulfoxido (ABUSHANAB et al., 1978).

O grupo de estudos do pesquisador Holland utilizou os fungos
Helminthosporium sp. NRRL 4671 e Mortierella isabelina NRRL 1757 na oxidacéo do
derivado etil-fenil-sulfeto para obtencdo de (S)-etil-fenil-sulféxido com rendimentos
de 40 % e 84 % de ee e (R)-etil-fenil-sulfoxido com 70 % e 84 % de ee,
respectivamente (Figura 8). Esses resultados mostraram a versatilidade deste
método na obtencdo do enantibmero de interesse (HOLLAND; CARTER, 1982;
HOLLAND et al., 1997).

O
e S g [ p—
\ ' ~Helminthosporium sp. ~ Mortierella isabelina \
NRRL 4671 NRRL 1757 o a
(S)-etil-fenil-sulféxido etil-fenil-sulfeto (R)-etil-fenil-sulféxido

Figura 8 — Oxidacdo de etil-fenil-sulfeto por Helminthosporium sp. NRRL 4671 e
Mortierella isabelina NRRL 1757 (HOLLAND et al., 1997).

Podem-se citar alguns exemplos de farmacos que sofrem reacbes de S-
oxidacdo no processo de biotransformacéao, tais como, albendazol (anti-helmintico),
omeprazol, esomeprazol, lansoprazol, pantoprazol (inibidores da bomba de prétons),
fenotiazina, promazina, clorpromazina e tioridazina (antipsicéticos fenotiazinicos
utilizados no tratamento da esquizofrenia) e sulindaco (anti-inflamatério nao-
esteroidal) (VALOIS et al., 1994; ANDERSSON, 1996; FANG; GORROD, 1999;
PANGBURN et al., 2005).
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Os estudos de biotransformacédo de farmacos podem caracterizar metabolitos
ativos ou novos intermediarios Uteis para a industria farmacéutica. Cita-se como
exemplo a tioridazina, que sofre S-oxidacdo formando derivados sulfoxidos. A
sulfoxidacdo do grupo tioetii forma o metabdlito tioridazina-2-sulféxido e a
sulfoxidacdo no anel tiazina forma a tioridazina-5-sulfoxido. Posteriormente, a
tioridazina e tioridazina-2-sulféxido podem sofrer uma oxidacdo a sulfona e formar a

tioridazina-2-sulfona, conforme demonstrado na Figura 9 (ZEHNDER et al., 1962;

GRUENKE; CRAIG, 1975).
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Figura 9 — Biotransformacdo da tioridazina em seus metabolitos tioridazina-5-
sulfoxido, tioridazina-2-sulfoxido e tioridazina-2-sulfona (ZEHNDER et al., 1962).

Tioridazina-2-sulfoxido e tioridazina-2-sulfona sao metabdlitos
farmacologicamente ativos, enquanto tioridazina-5-sulfoxido esta relacionada com a
cardiotoxicidade do farmaco (GOTTSCHALK et al., 1978; HALE; POKLIS, 1986). A
tioridazina-2-sulfoxido foi introduzida em uso clinico, sendo aproximadamente duas
vezes mais potente como agente antipsicotico do que a tioridazina (AQUILAR,
1975).

Borges e colaboradores (2007) estudaram a biotransformacao
estereosseletiva da tioridazina por fungos endofiticos isolados de plantas da familia
Asteraceae. O atomo de enxofre da cadeia lateral (posicdo 2) ou do anel

fenotiazinico (posigao 5) foi oxidado, formando os principais metabolitos encontrados
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em seres humanos, tioridazina-2-sulfoxido e tioridazina-5-sulféxido, conforme
demonstrado na Figura 9.

Avaliou-se o perfil de biotransformacdo da tioridazina por 12 fungos
endofiticos isolados de Tithonia diversifolia, Viguiera arenaria e Viguiera robusta e 1
fungo de solo (Penicillium waksmanii). Dentre os 13 fungos, quatro merecem
destaque por exibirem um potencial de biotransformagdo estereosseletivo mais
evidenciado: Phomopsis sp. apresentou maior mono-5-sulfoxidacédo para as formas
(S)- e (R)- (9,3 % e 5,8 %, respectivamente); Glomerella cingulata apresentou maior
mono-5-sulfoxidacdo para as formas (S)- + (R)- (39,7 %); Diaporthe phaseolorum
apresentou maior mono-2-sulfoxidacédo para as formas (S)- e (R)- (84,4 % e 82,5 %,
respectivamente) e Aspergillus fumigatus apresentou maior mono-2-sulfoxidacéo
das formas (S)- (20,7 %) e (R)- (34,4 %) (BORGES, 2006).

Considerando que os metabdlitos sdo farmacologicamente ativos, o estudo do
perfil de biotransformacdo por fungos endofiticos torna-se Util na obtencdo dos
metabdlitos de tioridazina na forma enantiomericamente pura, a fim de serem
posteriormente avaliados em estudos clinicos e toxicologicos (BORGES et al.,
2008).

Outro exemplo de aplicacdo do modelo microbiano do metabolismo é o
estudo do perfil de biotransformacdo do farmaco albendazol. A bactéria
Streptomyces griseus bioconverteu o albendazol em dois metabdlitos, albendazol
sulfoxido e albendazol sulfona, semelhantes aos metabdlitos produzidos em
mamiferos, Figura 10 (PRASAD; GIRISHAM; REDDY, 2010).

Albendazol Albendazol sulfona

Figura 10 — Biotransformacdo do albendazol por Streptomyces griseus por S-
oxidacdo, resultando na formacdo dos metabdlitos sulféxido e sulfona (PRASAD;
GIRISHAM; REDDY, 2010).
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O albendazol sulféxido mostrou-se farmacologicamente ativo, sendo a
eficacia da atividade anti-helmintica atribuida a este metabdlito (PRASAD;
GIRISHAM; REDDY, 2010).

14  ACIDO  2-[4-(1,4-TIAZINAN-4-ILSULFONIL)FENILCARBAMOIL]BENZOICO
(LASSBi0-596)

O Laboratoério de Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativas (LASSBio) da
Universidade Federal do Rio de Janeiro € um laboratorio de pesquisa multidisciplinar
na area de quimica farmacéutica medicinal e tem como principal objetivo contribuir
para a descoberta de candidatos a prototipos de novos farmacos (BARREIRO,
2009).

Em pesquisas do LASSBIio para desenvolvimento de farmacos antiasmaticos,
identificaram-se a citocina fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e as enzimas
fosfodiesterases (PDEsS) 4 e 5 como alvos promissores para o planejamento de
novos candidatos a prototipos antiasmaticos simbioticos (LIMA; DE LIMA, 2009). Um
agente simbidtico pode ser definido como um composto desenhado para atuar em,
no minimo, dois alvos moleculares pertencentes a janelas bioquimicas distintas, no
entanto, envolvidos em uma mesma resposta fisiopatolégica (BARREIRO; FRAGA,
2008).

O principio da etapa de planejamento estrutural dos novos agentes
antiasmaticos simbidticos constituiu-se da revisdo da literatura cientifica relacionada
aos prototipos com comprovada seletividade sobre os alvos moleculares eleitos
(TNF-a, PDE 4 e PDE 5). De acordo com estes estudos, 0os compostos selecionados
foram a talidomida (como protétipo modulador das acées do TNF-a) (LIMA, FRAGA,
BARREIRO, 2001), a sildenafila (como inibidor seletvo de PDE 5) e a
arilsulfonamida (como inibidor seletivo de PDE 4) (LIMA, 2001).

Com base em dados da relacéo estrutura quimica—atividade biolégica de cada
um dos protétipos selecionados e de seus analogos estruturais, o procedimento
realizado foi o processo de simplificacdo molecular para mapeamento das unidades
farmacoféricas dos prototipos em estudo. Apos a identificacdo das subunidades
farmacoforicas, a etapa seguinte foi a combinacdo dos farmacoforos selecionados

empregando-se a estratégia de hibridagdo molecular (LIMA, 2001).
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O hibrido planejado foi submetido a trocas bioisostéricas da unidade N-
metilpiperazina, objetivando a construgdo de série congénere para permitir o
desenho das sulfonamidas (LIMA, 2001). A génese dos prototipos simbidticos esta
llustrada na Figura 11.
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Figura 11 — Génese dos prototipos simbidticos (LIMA; DE LIMA, 2009).

Em seguida, foram realizadas etapas de sintese, purificacdo e caracterizacao
estrutural, sendo que os compostos foram submetidos a ensaios em modelo de
inflamacdo pulmonar aguda induzida por inalacdo de lipopolissacarideo (LPS). A
interpretacdo da resposta inflamatéria foi baseada no processo de migracéo
dependente da participacdo da citocina TNF-a, em que notou-se um aumento do
nimero de neutrofilos no lavado bronco alveolar dos animais tratados com LPS (DE
MORAES et al., 1996).

Os resultados mostraram a capacidade dos hibridos de inibirem o processo
de migracdo celular e diminuirem os niveis de TNF-a no lavado bronco alveolar,
sendo o composto denominado LASSBIi0-468 (2-[4-(1,4-tiazinan-4-ilsulfonil)fenil]-1,3-
isoindolinadiona) o mais potente. Em seguida, determinou-se a habilidade do
LASSBIi0-468 inibir in vitro as enzimas PDE 4 e PDE 5 (LIMA et al., 2002).
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Apés atestar o carater simbidtico do LASSBio-468, atentou-se para a
labilidade quimica do ndcleo ftalimidico frente a hidrélise pH dependente,
experimentalmente demonstrada para o prototipo talidomida (SCHUMACHER,
SMITH, WILLIAMS, 1965). Entdo, considerou-se a transformacdo do LASSBio-468
em seu derivado carboxi-amidico correspondente (Figura 12). Assim, o produto
hidrolisado foi preparado resultando no composto denominado LASSBIi0-596 (acido
2-[4-(1,4-tiazinan-4-ilsulfonil)fenilcarbamoillbenzdico), que configura-se como um
legitimo candidato a prototipo de farmaco antiasmatico simbiético (BARREIRO et al.,
2002; BARREIRO et al., 2004; LIMA, DE LIMA, 2009; ROCCO et al., 2010).
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Figura 12 — Hidrolise da talidomida e do LASSBi0-468 (LIMA; DE LIMA, 2009).

Em um estudo realizado em modelo de injuria pulmonar aguda, o composto
LASSBIi0-596 fez a modulacdo do processo inflamatério pulmonar através da
reversdo das alteracbes mecanicas, bloqueio da fibroproliferacdo, inibicdo do
recrutamento de neutréfilos e produgdo de TNF-a (ROCCO et al., 2003).

Em outro estudo realizado em modelo de asma cronica murina, 0 composto
teve a capacidade de prevenir as alteracdes morfométricas e mecéanicas do pulméao
induzidas pelo quadro de asma, bloqueando o processo de fibroproliferacdo e
diminuindo a resisténcia das vias aéreas (CAMPOS et al., 2006).

Além disso, num estudo mais recente em que houve a comparacao entre o
LASSBIio-596 e o glicocorticoide dexametasona observou-se que os efeitos

benéficos do LASSBIi0-596 superaram os evidenciados pela dexametasona, pois o
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composto LASSBIi0-596 atuou no processo inflamatério induzido pela microcistina-
LR (toxina produzida por cianobactérias na agua), evitando as alteragcbes na
mecanica pulmonar e bioquimicas e também minimizando as modificacdes
histologicas (CARVALHO, 2009; CARVALHO et al., 2010).

Considerando tais resultados promissores comparando com o glicocorticéide
dexametasona, existe a necessidade de realizagdo do estudo do metabolismo do

LASSBIi0-596 para analise da seguranca dos metabdlitos gerados.
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2 OBJETIVOS

O objetivo principal foi a obtencdo de derivados do LASSBIio-596 através da
biotransformacéo realizada por fungos filamentosos.

Os obijetivos especificos foram:
- Executar estudos in silico para previsdo do metabolismo utilizando a isoforma
CYP2CY9;
- Realizar a triagem com as cepas para bioconverséo;
- Estabelecer as condi¢des reacionais de bioconverséao;
- Obter os derivados em quantidade suficiente para caracterizacdo estrutural através
de ressonancia magnética nuclear e espectrometria de massas;

- Realizar a sintese dos derivados sulfoxido e sulfona do LASSBio-596.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 SUBSTRATO

O substrato € o acido 2-[4-(1,4-tiazinan-4-ilsulfonil)fenilcarbamoillbenzdico
denominado LASSBIi0-596 (C1gH18N205S5). O composto foi sintetizado no LASSBIio

da Universidade Federal do Rio de Janeiro. A estrutura quimica esta representada

na Figura 13.
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Figura 13 — Estrutura quimica do LASSBIi0-596 (Fonte: autor, 2011).

3.2 ESTUDOS insilico

Os célculos foram realizados no Laboratério de Modelagem Molecular para
Planejamento de Farmacos e Estudos de Metabolismo (LabMol) da Universidade
Federal de Goias em esta¢cdes computacionais com sistema operacional CentOS 5.5
GNU/Linux, processadores Intel® Core™2 Duo, sob a coordenacédo da professora
Dra. Carolina Horta Andrade.

A previsdo dos sitios de metabolismo do LASSBIio-596 foi realizada com o
auxilio do programa MetaPrint2D (desenvolvido por Sam Adams, em colaboracéo
com Lars Carlsson, Scott Boyer e Robert Glen. Unilever Centre for Molecular
Sciences Informatics, University of Cambridge; AstraZeneca, Modlndal) e do
programa SMARTCyp (desenvolvido por Patrik Rydberg, David Gloriam e Lars
Olsen, Department of Molecular Drug Research, University of Copenhagen)
utiizando a seguinte representacdo SMILES O=C(O)clccccclC(=0)Nc3cec(S(=0)(
=0O)N2CCSCC2)ccs3.
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As simulacbes de Docking foram realizadas empregando-se a ferramenta
MOE-Dock do programa Molecular Operating Environment 2009.10 (Chemical
Computing Group, Inc.). A estrutura do substrato LASSBi0-596 foi construida e
otimizada no programa MOE utilizando o campo de forca MMFF94 e 0 método AM1
para calcular as cargas parciais.

Os calculos preliminares foram executados com o ligante co-cristalizado
(flurbiprofeno) de forma a se reproduzir a sua orientacao cristalografica no complexo
original com o CYP2C9, a fim de validar o método. A estrutura cristalografica do
complexo CYP2C9-flurbiprofeno foi obtida no banco de dados de proteinas sob o
codigo 1R90 e resolucéo 2,0 A (WESTER et al., 2004).

A enzima foi preparada para os estudos de Docking da seguinte maneira:

(i) o ligante flurbiprofeno foi removido do sitio ativo da enzima;

(i) as moléculas de agua foram retiradas, mantendo-se somente as moléculas
de agua 600, 819 e 842, sendo estas importantes no sitio ativo (WESTER et al.,
2004);

(iif) &tomos de hidrogénio foram adicionados a estrutura;

(iv) foi utilizada a op¢édo Wall Constraint;

(v) e aplicacdo dos parametros Placement: Triangle Matcher / Rescoring 1:
London dG / Refinement: Forcefield / Rescoring 2: Affinity dG.

A justificativa para manutencdo das moléculas de agua 600, 819 e 842,
denominadas estruturais, baseou-se na descricdo da literatura para a isoforma
CYP2C9. Todas as outras moléculas de agua devem ser excluidas antes da
realizacdo dos estudos de Docking, ja que ndo participam das interacdes com 0s
ligantes. Geralmente as moléculas de agua ndo excluidas, denominadas estruturais,
sdo as que estao dentro do sitio ativo do citocromo, préximas ao grupamento heme
(WESTER et al., 2004).

3.3 MICRORGANISMOS

Para os estudos de bioconversao foram utilizados os fungos filamentosos da
colecdo ATCC (American Type Culture Collection) mantidos no Laboratorio de
Bioconversdo (LaBioCon) da Faculdade de Farméacia da Universidade Federal de

Goias.
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As cepas escolhidas foram:

- Absidia blakesleana ATCC 26617

- Aspergillus candidus ATCC 1009

- Beauveria bassiana ATCC 7159

- Cunninghamella echinulata ATCC 9244
- Cunninghamella echinulata ATCC 9245
- Cunninghamella elegans ATCC 36112
- Fusarium roseum ATCC 14717

- Streptomyces vendulae ATCC 8664

3.4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.4.1 Preparacao dos meios de cultura

3.4.1.1 Meio sélido agar batata inclinado

- 19,5 g de agar batata dextrose;

- 2,5 g de peptona bacteriologica;

- 2,5 g de extrato de levedura;

- 2,5 g de extrato de malte;

- 500 mL de agua destilada.

Os componentes foram pesados em balanca semi-analitica e transferidos
para um Béquer para solubilizacdo com agitacdo. Foram distribuidos cerca de 5 mL
do meio de cultura para tubos de ensaio com tampa rosquedvel. Os tubos foram
autoclavados a 121 °C por 15 minutos e, em seguida, mantidos levemente inclinados

para solidificacdo do agar a temperatura ambiente.

3.4.1.2 Meio liquido PDSM (Peptone Dextrose Soy Medium)

- 5 g de peptona bacteriologica;
- 20 g de D-glicose anidra (dextrose);
- 5 g de cloreto de sédio;

- 5 g de fosfato de potassio monobasico;
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- 3 g de extrato de levedura;

- 5 g de lecitina de soja;

- 1L de agua destilada.

Os componentes foram pesados separadamente, solubilizando-os em
aproximadamente 400 mL de agua destilada num Erlenmeyer de 1 L. Somente a
lecitina de soja, acrescida de aproximadamente 500 mL de agua destilada, foi levada
ao agitador magnético com aquecimento por cerca de 30 minutos a 40 °C para sua
total dissolugdo. Em seguida, a lecitina de soja totalmente solubilizada foi misturada
aos outros componentes e completado o volume do Erlenmeyer para 1 L. Porcoes
de 100 mL do meio de cultura foram medidas com uma proveta e transferidas para
Erlenmeyers de boca larga de 250 mL. Os Erlenmeyers contendo o meio de cultura

foram esterilizados em autoclave a 121 °C por 15 minutos.

3.4.2 Manutencéo e repique das cepas

As cepas dos fungos filamentosos utilizados na bioconverséo de substratos
foram mantidas em meio soélido agar batata inclinado entre 2—4 °C e repicadas
periodicamente com solucdo esterilizada de glicerol a 25 %. Sub-culturas das cepas
selecionadas foram preparadas antes de cada experimento e incubadas por 7 dias a
25 °C em céamara germinativa DBO (demanda bioquimica de oxigénio) (Modelo

101M/3 Eletrolab®) para crescimento da coldnia.

3.4.3 Inoculacédo no meio de cultura liquido PDSM

Para realizar a inoculacdo dos fungos no meio de cultura previamente
esterilizado, fez-se a desinfeccdo da bancada de trabalho com alcool 70 % e
executou-se todo o procedimento com o auxilio da flambagem pelo bico de Bunsen.

Apos o periodo de 7 dias de crescimento dos fungos filamentosos nos tubos
contendo o meio sélido, adicionou-se gotas de glicerol a 25 % aos esporos e
homogeneizou-se com o auxilio da pipeta de Pasteur. Inoculou-se apenas uma gota
da suspensdo dos esporos em cada Erlenmeyer contendo o meio de cultura liquido
PDSM. Apo6s a inoculacdo, os Erlenmeyers foram incubados em agitacdo rotativa
(Modelo TE 424, Tecnal®) de 200 rotacdes por minuto (rpm) a 27 °C por um periodo

minimo de 65 horas antes da adi¢do do substrato.
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3.4.4 Adic&o do substrato

3.4.4.1 Incubacdo A

Em balanca analitica (FA2104N, Celtac), pesou-se exatamente 400 mg do
substrato LASSBIi0-596 e dissolveu-se em 16 mL do solvente dimetilformamida.
ApoOs 65 horas de incubacéo, os Erlenmeyers foram retirados da agitacdo rotativa e
adicionou-se 2,0 mL do substrato LASSBIio-596 a cada Erlenmeyer, obtendo-se a
concentracdo final de 0,5 mg/mL. Além disso, fez-se o0 controle para
acompanhamento da reacdo. Em seguida, retornou-se os Erlenmeyers para a

incubadora sob agitacdo de 200 rpm a 27 °C por 96 horas.

3.4.4.2 Incubacdo B

Em balanca analitica (FA2104N, Celtac), pesou-se exatamente 100 mg do
substrato LASSBi0-596 e dissolveu-se em 12 mL do solvente dimetilformamida.
Paralelamente, pesou-se exatamente 100 mg do substrato LASSBIio-596 e
dissolveu-se em 8 mL do solvente metanol.

Os Erlenmeyers foram designados com o numero 7 para representar a
Beauveria bassiana ATCC 7159 e com o nimero 9 para Cunninghamella echinulata
ATCC 9244. E cada Erlenmeyer foi denominado de A,B,C,D.

ApoOs 65 horas de incubacdo, os Erlenmeyers foram retirados da agitacao
rotativa e procedeu-se a duas etapas:

- nos Erlenmeyers 7A, 7B, 9A e 9B adicionou-se 2,0 mL da solugcdo LASSBio-596
em metanol, obtendo-se a concentracéo final de 0,25 mg/mL;

- nos Erlenmeyers 7C, 7D, 9C e 9D adicionou-se 3,0 mL do substrato LASSBi0-596
em dimetilformamida, obtendo-se a concentragéo final de 0,25 mg/mL.

Em seguida, retornou-se os Erlenmeyers para a incubadora sob agitacdo de
200 rpm a 27 °C por 96 horas.

3.4.5 Coleta das aliquotas

Para realizar a coleta das aliquotas, fez-se a desinfeccdo da bancada de

trabalho com alcool 70 % e executou-se todo o procedimento com o auxiio da
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flambagem pelo bico de Bunsen. Amostras de aproximadamente 1 mL do meio

reacional foram coletadas em 0, 24, 48, 72 e 96 horas.

3.4.6 Processo de extracao

Apoés a incubacao ser interrompida, o conteudo dos Erlenmeyers foi filtrado a
vacuo em funil de Buchner utilizando tiras de gaze em cruz com a intencdo de
separar 0 micélio (massa flngica) do meio (sobrenadante de incubacdo). Os
Erlenmeyers foram lavados com a menor quantidade possivel de agua destilada
para ndo aumentar o volume do sobrenadante. O micélio foi espremido para retirar
toda a agua destilada.

Ao micélio foram acrescentados aproximadamente 100 mL de acetona. Essa
fracdo foi mantida em agitador magnético por 40 minutos. A massa fangica foi
filtrada com papel de filtro e ap6s a evaporacao rotativa obteve-se a fracao cetbnica.

O sobrenadante da incubacdo foi supersaturado com cloreto de sédio e
mantido em agitador magnético por 30 minutos. Filtrou-se a vacuo utilizando uma
camada de celite sobre o funil de Buchner. Foi realizada a extracdo desse filtrado
com trés porgdes de aproximadamente 200 mL de acetato de etila em ampola de
separacdo. A agua residual foi adsorvida pelo agente dessecante sulfato de
magnesio anidro. Em seguida, filtrou-se em funil de vidro sinterizado. Fez-se a
evaporacao rotativa e obteve-se a fragao acetato de etila.

A fracdo aquosa foi armazenada na geladeira e as fragfes cetdnica e acetato
de etila foram armazenadas no dessecador. O processo de extracdo foi

esquematizado na Figura 14.
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Meio reacional

|
Filtracdo a vacuo

Sobrenadante

da incubagéo Micélio

Supersaturado com cloreto de sédio

Filtracdo em celite

- - Extracdo cam acetona
Extracdo com acetato de etila t

Fragao acetato

Fragdo aquosa Fragdo cetdnica

de etila

Figura 14 — Processo de extracdo ao término da incubacao (Fonte: autor, 2011).

3.5 CROMATOGRAFIA

3.5.1 Cromatografia em camada delgada

Na andlise por cromatografia em camada delgada (CCD) foram utilizadas
cromatofolhas de aluminio TLC 20 x 20 cm silica-gel 60 F2s4, espessura da camada
de silica de 0,25 cm (placa analitica) Alugram (Macherey-Nagel, Germany).

As fases méveis utilizadas foram acetato de etila : metanol (AcOEt : MeOH)
na proporcao (70:30) e (95:5). As placas foram visualizadas em luz ultravioleta (UV)

254 nm e posteriormente expostas a vapores de iodo para revelacéo.

3.5.2 Cromatografia em coluna

Na separacdo por cromatografia em coluna empregou-se coluna de vidro
preenchida com silica gel 60 (0,063-0,200 mm / 70-230 mesh). O comprimento da
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fase estacionéaria foi 32 cm, com 2 cm de didmetro. O tamanho da pastilha foi 0,9

cm. A fase movel utilizada foi cloroférmio, sendo a separa¢édo monitorada por CCD.

3.5.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

O substrato LASSBIi0-596 foi solubilizado em metanol grau cromatografico
para obtencdo de solucdo de concentracdo 0,01 mg/mL para determinacdo do
comprimento de onda de maxima absorcdo por espectrofotometria na regido do
UVNisivel, em espectrofotometro Varian Cary Winuv de 200 a 800 nm.

A purificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) semi-
preparativo (Varian ProStar / Varian 440-LC Fraction Collector, programa Galaxie
Chromatography Data System, versdo 1.9.302.952) foi realizada com a utilizagao de
coluna em fase reversa Microsorb 100-5 C18 (250 x 10 mm, 5 um), fase movel

metanol grau cromatogréafico e detector UV em 267 nm.

3.6 ESPECTROSCOPIA

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H)
foram obtidos no Laboratério de RMN do Instituto de Quimica da Universidade
Federal de Goias utilizando espectrémetro Bruker Avance Il 500 de 11.75 T (500,13
MHz para o *H).

3.7 ESPECTROMETRIA

Os espectros de massas (EM) foram obtidos no Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica da Universidade Federal de Goias utilizando espectrometro 4000 Q
TRAP® (Applied Biosystems/MDS Sciex, Concord, ON, Canada). Os espectros de
massas foram obtidos no modo positivo com ionizacdo por electrospray e
parametros otimizados para o ion molecular protonado utilizando nitrogénio como

gas de colisdo e diferentes energias de colisdo (30-60 eV).
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3.8 SINTESE

As reacdes de sintese foram realizadas no Laboratério de Quimica
Farmacéutica Medicinal (LQFM), sob a coordenacdo do professor Dr. Ricardo

Menegatti.

3.8.1 Sintese do derivado sulféxido do LASSBi0o-596

Em um baldo volumétrico contendo 100 mg (0,246 mmol) do LASSBio-596
foram adicionados 1 mL de acetonitrila (CH3CN), 1 mL de diclorometano (CH.Cl,) e
1 gota de agua destilada. A mistura foi agitada por 5 minutos antes da adicdo da
solucdo de 56,75 mg (0,19 mmol) de &cido triclorociandrico em 1 mL de CH3CN, que
foi adicionada lentamente por gotejamento. Apds alguns minutos, a temperatura
comecou a elevar-se, e o baldo foi colocado em banho-maria para manter a
temperatura abaixo de 40 °C. A adicdo por gotejamento durou aproximadamente 15
minutos e a mistura permaneceu sob agitacdo por 30 minutos com temperatura
abaixo de 40 °C. O excesso de acido triclorociandrico foi destruido através da adicao
lenta de bissulfito de sédio (NaHSO3;) em ambiente resfriado pelo banho de gelo.
Filtrou-se e dilui-se com 10 mL de éter. A solucdo etérea foi lavada com 1 N NaOH
(hidréxido de sédio) (2 x 3mL), 1 N HCI (4cido cloridrico) (2 x 3 mL), saturada com
solucdo de cloreto de sédio (NaCl), e seca com sulfato de magnésio (MgSOQO,)
(XIONG; HUANG; ZHONG, 2001).

3.8.2 Sintese do derivado sulfona do LASSBio-596

Em um baldo volumétrico, 100 mg (0,246 mmol) do LASSBIi0-596 foi
dissolvido em 6,15 mL de CH3CN e mantido sob agitacdo num banho de gelo a + 5
°C. Permanganato de potassio (KMnQO,) (0,245 g) finamente moido foi adicionado
em pequenas por¢cdes num periodo de 15 minutos e depois agitado por 5 minutos.
Em seguida, o baldo foi removido do banho de gelo e permaneceu agitando a
temperatura ambiente por 50 minutos. O produto foi filtrado em uma camada de
celite e o residuo foi lavado sucessivamente com CH3CN (2 x 10 mL) (FATIADI,
1987).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PREVISAO in silico

A previsdo dos sitios de metabolismo do LASSBIi0-596 foi realizada com o
auxiio do programa MetaPrint2D, uma ferramenta que prevé 0s possiveis
metabdlitos obtidos por reacbes de fase | e reacdes de fase Il atraves da busca em
banco de dados de estruturas conhecidas.

A cor que circula cada atomo indica a NOR (Normalised Occurrence Ratio),
sendo que quanto maior a NOR, maior a frequéncia de relatos no banco de dados

para determinado sitio de metabolismo (Figura 15).

>
Red 0.66 <= NOR <= 1.00
Orange 0.33 <= NOR < 0.66
Green 0.15 <= NOR < 0.33
White 0.00 <= NOR < 0.15
Grey Little/no data

Figura 15 — Previsao dos sitios de metabolismo do LASSBi0-596 pelo MetaPrint2D
(FOﬂtEIhttp://wWw—metaprintZd.ch.cam.ac.uk/metaprintZd—reactjmetaprintReactor/O%SDC%280%2901(:cccc1C%28%3DO%
29Nc3ccc%28S5%28%3D0%29%28%3D0%29N2CCSCC2%29cc3;model=ALL+%28Metabolite +2010.2%29;confi q=LOOSE)

Outra ferramenta utilizada foi o programa SMARTCyp, que prevé os sitios
mais labeis ao metabolismo mediado pela isoforma CYP3A4 através de calculos de
mecanica quantica, aplicando-se a teoria do funcional de densidade (DFT). A Figura
16 ilustra o resultado obtido para o LASSBIio-596, onde o atomo de enxofre
apresenta a menor energia de ativacdo (26,3 KJ/mol), significando que este sitio

poderia ser mais facilmente metabolizado.


http://www-metaprint2d.ch.cam.ac.uk/metaprint2d-react/metaprintReactor/O%3DC%28O%29c1ccccc1C%28%3DO%25%2029Nc3ccc%28S%28%3DO%29%28%3DO%29N2CCSCC2%29cc3;model=ALL+%28Metabolite%20+2010.2%29;confi%20g=LOOSE
http://www-metaprint2d.ch.cam.ac.uk/metaprint2d-react/metaprintReactor/O%3DC%28O%29c1ccccc1C%28%3DO%25%2029Nc3ccc%28S%28%3DO%29%28%3DO%29N2CCSCC2%29cc3;model=ALL+%28Metabolite%20+2010.2%29;confi%20g=LOOSE
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Molecule 1

Rank Atom Score Energy
1 S.25 18.3 26.3

2 C.24 50.27 57.7

3 C.23 65.4472.3

Figura 16 — Previsdo dos sitios de metabolismo do LASSBIi0-596 pelo SMARTCyp
(Fonte: http://www.farma.ku.dk/smartcyp/smartcyp.php)

A previsdo in silico dos metabdlitos do LASSBIio-596 pelas ferramentas

MetaPrint2D e SMARTCyp foi esquematizada na Figura 17.
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Figura 17 — Previsdo in silico dos sitios de metabolismo pelos programas
MetaPrint2D e SMARTCyp com um circulo destacando a modificacdo obtida na

estrutura do LASSBIi0-596 (Fonte: autor, 2011).


http://www.farma.ku.dk/smartcyp/smartcyp.php
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Para o mapeamento dos pontos de interacdo entre o substrato e a CYP450
foram utilizadas metodologias de modelagem molecular com a isoforma CYP2C9. A
justificativa para a escolha da isoforma foi a similaridade estrutural dos compostos
envolvidos no planejamento do LASSBIi0-596, talidomida e arilsulfonamida, os quais
sofrem metabolismo principalmente pela CYP2C9 (LU et al., 2004; ZHOU; ZHOU;
HUANG, 2010).

A Figura 18 demonstra o diagrama bidimensional (2D) das interacbes da

conformagao mais energeticamente favorecida.

O polar —# sidechain acceptor O solvent residue ~+* nonconserved
O acidic  + sidechain donor O metal complex ~Xnonpresent
O basic = backbone acceptor solvent contact @ inconsistent
O greasy *+— backbone donor == metal contact ©@arene-arene

=, proximity - ligand O receptor ©+arene-cation

= contour exposure contact

Figura 18 — Diagrama 2D das interacdes do LASSBIi0-596 no sitio ativo da CYP2C9
(Fonte: autor, 2011).

A metodologia empregada mostrou-se adequada, pois reproduziu a estrutura
do complexo original CYP2C9—flurbiprofeno apresentando RMSD (root-mean-square
deviation) de 0,63 A. As poses de interacbes do LASSBio-596 no sitio ativo da
CYP2C9 foram analisadas pelo programa MOE-Dock permitindo a flexibilidade do

receptor.
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Uma das poses obtidas, classificacdo n? 22, apresentou-se em posicdo
favoravel para a S-oxidacdo do LASSBIi0-596 com energia livre de ligacdo de —5,72
Kcal/mol. O atomo de enxofre do anel tiomorfolina do LASSBio-596 estid a uma
distancia de 4,15 A do ferro do heme da CYP2C9, o que sugere que 0 metabolismo
possa ocorrer por S-oxidacdo. A Figura 19 ilustra as interagcdes tridimensionais (3D)
do LASSBI0-596 no sitio ativo da CYP2C9.

Figura 19 — Pose prevista do LASSBIi0-596 pelos estudos de Docking, sugerindo que
0 metabolismo possa ocorrer por S-oxidacao (Fonte: autor, 2011).

A Figura 20 demonstra a estrutura do LASSBIi0-596 com as numeracdes nos

carbonos, com o destaque circular no atomo de S e nos carbonos 17, 2”, 4 e 5.

Figura 20 — Estrutura do LASSBIi0-596 com destaque circular no &tomo de S e nos
carbonos 17, 2", 4 e 5, que sdo os sitios passiveis de metabolismo (Fonte: autor,
2011).
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O Quadro 1 apresenta as informacdes das demais poses analisadas no

programa MOE-Dock. Descreveu-se a classificacdo da pose, a energia livre

calculada, a distancia entre o sitio de metabolismo e o ferro do heme da CYP2C9, o

provavel sitio de metabolismo, o tipo de reacdo e o nimero de repeticdo por pose.

As poses 5 e 12 referem-se aos carbonos com numeracdo 4 e 5, onde ha previsédo

de que ocorra hidroxilagdo aromatica, pois a principal oxidacdo metabdlica das

ligacbes C—H aromaticas é a hidroxilacdo. A pose 10 refere-se aos carbonos

numeracao 1” e 2”, onde ha previsdo de que ocorra desalquilagado ou hidroxilagao. A

pose 22 refere-se ao enxofre, onde ha previsdo de que ocorra S-oxidacdo, como

discutido anteriormente. O metabolismo dos anéis heterociclicos geralmente envolve

o atomo hetero ou a hidroxilacdo do atomo do carbono a. Os heteroatomos de

enxofre geralmente sdo oxidados gerando o sulféxido ou a sulfona correspondentes.

Ao passo que a hidroxilacdo dos anéis heterociclicos € geralmente incomum.

a

b

Pose # AGcaIc d el s_|’tio Tipo de reacao N .d?
(Kealimol) | (&) de metabolismo repeticbes
Pose 5 -7,40 2,90 C 4 Hidroxilacdo aromatica 9
Pose 10 -7,04 4,72 C.,ouC, Desalquilagao/Hidroxilagdo 5
Pose12 | 6,99 | 2,85 C, Hidroxilagdo aromatica 11
Pose 22 -5,72 4,15 S S-oxidagao 1

a = Energia livve de ligagéo.

b = Distancia entre o sitio de metabolismo e o ferro do heme da CYP2C9.

Quadro 1 — Poses de interacdes do LASSBIi0-596 no sitio ativo da isoforma CYP2C9
utilizando o programa MOE-Dock (Fonte: autor, 2011).
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A Figura 21 apresenta as poses de interacdes do LASSBIi0-596 no sitio ativo

da CYP2C9 com as respectivas distancias, visualizadas no programa MOE-Dock.

Figura 21 — Poses de interacdes do LASSBIi0-596 no sitio ativo da CYP2C9 (Fonte:
autor, 2011).
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4.2 MODELO MICROBIANO DO METABOLISMO — INCUBACAO A

A escolha dos fungos filamentosos para a triagem baseou-se em dados da
literatura dos tipos de reacdes, principalmente de fase |, realizadas por tais fungos
(MOUSSA et al., 1996; AZERAD, 1999; ASHA; VIDYAVATHI, 2009). A morfologia
das cepas pode ser visualizada nas Figuras 22, 23, 24 e 25, sendo descrito o
aspecto com 7 dias de crescimento no meio de cultura sélido agar batata inclinado e
0 aspecto no meio de cultura liquido PDSM apds a fase de crescimento com 65
horas de incubacéo.

= Absidia Aspergillus Cunninghamella | Cunninghamella
ungos blakesleana candidus echinulata echinulata
filamentosos

ATCC 26617 ATCC 1009 ATCC 9244 ATCC 9245

Aspecto
morfoldgico
7 dias de
crescimento

Filamentos Filamentos Filamentos Filamentos
algodonosos de | algodonosos de | algodonosos de | algodonosos de
coloracéo cinza coloracéo coloracéo escura coloracéo

com esporos branca com com esporos branca com
pretos €sporos pretos pretos €sporos pretos

Figura 22 — Aspecto morfolégico de A. blakesleana ATCC 26617, A. candidus ATCC
1009, C. echinulata ATCC 9244 e C. echinulata ATCC 9245 no meio de cultura
solido agar batata inclinado com 7 dias de crescimento a 25 °C (Fonte: autor, 2011).



coloracao
esbranquicada

coloracao escura
com esporos pretos

Fungos Cung:gggﬁgnella Fusarium roseum Strvegr'ggmgges
filamentosos ATCC 36112 ATCC 14717 ATCC 8664
|
Aspecto
morfolégico
7 dias de
crescimento
Filamentos Filamentos Filamentos
algodonosos de algodonosos de algodonosos de

coloragao cinza com
esporos pretos
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Figura 23 — Aspecto morfolégico de C. elegans ATCC 36112, F. roseum ATCC
14717 e S. vendulae ATCC 8664 no meio de cultura solido &gar batata inclinado

com 7 dias de crescimento a 25 °C (Fonte: autor, 2011).

= Absidia Aspergillus Cunninghamella Cunninghamella

ungos : ; ;

filamentosos blakesleana candidus echinulata echinulata
ATCC 9244 ATCC 9245

ATCC 26617 ATCC 1009

Aspecto apos
65 horas de
incubacéo
(antes da adi¢édo
do substrato)

Pellets Pellets

Massa amorfa,

Pellets grandes, pequenissimos, pequenissimos,
halo de
sem halo de crescimento halo de halo de
crescimento ViSCOSO ' crescimento, crescimento,
ViSCOSO ViSCOSO

Figura 24 — Aspecto de A. blakesleana ATCC 26617, A. candidus ATCC 1009, C.
echinulata ATCC 9244 e C. echinulata ATCC 9245 no meio de cultura liquido PDSM
apos a fase de crescimento com 65 horas de incubacdo, 200 rpm, 27 °C (Fonte:
autor, 2011).
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Branco = meio

Cunninghamella Streptomyces

Fungos clegans Fusarium roseum vendulae de cultura +
filamentosos ATCC 14717 substrato
ATCC 36112 ATCC 8664 LASSBi0-596

Aspecto
apos 65
horas de
incubagéao
(antes da
adicéo do Massa amorfa, Massa amorfa, Massa amorfa, ~
Coloracao
substrato) halo de halo de halo de amarelada
crescimento, menos cres_,cimento, crescim_ento, menos fluido '
ViSCOSO VISCOSO VISCOSO0

Figura 25 — Aspecto de C. elegans ATCC 36112, F. roseum ATCC 14717, S.
vendulae ATCC 8664 e branco no meio de cultura liquido PDSM apoés a fase de
crescimento com 65 horas de incubacéo, 200 rpm, 27 °C (Fonte: autor, 2011).

A observacdo do crescimento tem relevancia, pois a forma morfolégica dos
fungos filamentosos no meio de cultura liquido interfere no desempenho dos
processos biotecnolégicos. A massa amorfa caracteriza-se pelas interacdes entre os
filamentos em suspenséo, aumentando a estrutura do micélio e consequentemente a
viscosidade do meio de cultura. A formacdo de pellets (crescimento em forma de
esfera) diminui a viscosidade do meio, no entanto h4 discrepancia na distribuicdo
nutricional, j& que enquanto o fluido de fermentacdo estd aerado e rico em
nutrientes, as células do interior dos pellets estdo estressadas devido a limitacdo de
transporte nutricional (GIBBS, SEVIOUR, SCHMID, 2000).

Assim, através do aspecto morfolégico das cepas no meio de cultura liquido
pode-se fazer a estimativa do rendimento, sendo que maiores rendimentos séo
esperados com a formacdo de pellets pequenissimos por oferecerem uma menor
barreira para difusdo de oxigénio e outros nutrientes. A vantagem do crescimento na
forma de pellets pequenissimos é a obten¢cdo de uma maior superficie de contato
facilitando as reacdes de oxidacdo. Quando o crescimento apresenta-se coOmo
massa amorfa, melhor rendimento é observado em modificagcbes de compostos por
reacdo de reducdo ou outras reagdes mais demoradas (GIBBS, SEVIOUR, SCHMID,
2000).
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Obsenvou-se que ao término do periodo de 96 horas de incubacao o substrato
LASSBIi0-596 ndo havia sido bioconvertido pelo sistema enzimatico dos fungos
filamentosos. Notou-se somente a presenca de um composto mais polar no branco,
ou seja, o Erlenmeyer que tinha apenas o meio de cultura e o substrato. Entéo,
investigou-se a possivel razdo para que nao tenha ocorrido a bioconversdo nas
condi¢Oes reacionais aplicadas.

Durante a fase de crescimento do microrganismo ocorre a formacdo do seu
complexo enzimético capaz de metabolizar os compostos. Contudo para que a
biotransformacéo ocorra ha a necessidade do substrato entrar em contato com as
enzimas produzidas pelo microrganismo. Deste modo, o substrato deve atravessar a
membrana celular do microrganismo, devendo estar dissolvido em solucdo antes de
ser adicionado ao meio de cultura para possibilitar a biotransformagao pelas
enzimas dos fungos filamentosos (CARVALHO, 2011). Portanto, concluiu-se que o
LASSBIi0-596 ndo foi completamente solubilizado no solvente dimetilformamida no
momento da adicdo do substrato, impedindo assim a bioconversdo pelos fungos
filamentosos nas condi¢cdes reacionais aplicadas. Por esta razdo buscou-se outro

solvente capaz de solubilizar o substrato.

4.3 MODELO MICROBIANO DO METABOLISMO — INCUBACAO B

Para o0 processo denominado incubacdo B, os fungos filamentosos
selecionados foram Beauveria bassiana ATCC 7159 e Cunninghamella echinulata
ATCC 9244, amplamente relatados na literatura devido a capacidade de metabolizar
substratos (GROGAN; HOLLAND, 2000; BORGES et al, 2009; ASHA;
VIDYAVATHI, 2009). De acordo com o estudo desenvolvido por Carneiro e
colaboradores (2010) no LaBioCon, obteve-se 0 metabdlito sulfoxido do LASSBio-
294 com a aplicacéo de B. bassiana ATCC 7159 como modelo microbiano, conforme
demonstrado na Figura 26. Comparando-se as estruturas quimicas, notou-se que 0
LASSBIi0-294 apresenta o anel tiofeno, o qual sofreu S-oxidacdo pela B. bassiana
ATCC 7159 e o LASSBI0-596 apresenta o anel tiomorfolina, o qual mostra-se como

provavel sitio de metabolismo no estudo in silico.
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< H » < H o)
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. Metabdlito sulféxido
LASSBio-294 do LASSBi0-294

Figura 26 — Sulfoxidacdo do LASSBIi0-294 promovida pela Beauveria bassiana
ATCC 7159 (CARNEIRO et al., 2010).

Em seguida, testou-se a solubilidade do LASSBIi0-596 para escolha do
solvente habil em dissolvé-lo. Os solventes comumente utilizados na bioconverséo
sao alcool etilico e acetona (AZERAD, 1999). A dimetilformamida é utilizada quando
0 substrato é de dificil solubilizagéo, no entanto verificou-se que o LASSBIi0-596 ndo
dissolveu-se completamente em dimetilformamida. A alternativa foi optar pelo
metanol, um solvente pouco utilizado. Contudo, o metanol foi o Unico solvente que
solubilizou totalmente o substrato LASSBio-596.

A utilizagdo de metanol como solvente em processos de biotransformagéo foi
investigada em trabalhos publicados em 2010, em que se observaram a viabilidade
dos microrganismos e a capacidade metabdlica na presenca de metanol (LI et al.,
2010; ZEHENTGRUBER et al., 2010).

A incubacdo B foi realizada testando-se o0s solventes metanol e
dimetilformamida. Foram utilizados os seguintes Erlenmeyers:

- 4 em que o substrato foi totalmente solubilizado em metanol;
- 4 em que o substrato foi parcialmente solavel em dimetilformamida;
- 1 branco contendo somente o meio de cultura e o substrato solubilizado em
metanol;
- 1 branco da Beauveria bassiana ATCC 7159 e
- 1 branco da Cunninghamella echinulata ATCC 9244.
A morfologia das cepas pode ser visualizada na Figura 27, sendo descrito o

aspecto com 7 dias de crescimento no meio de cultura solido agar batata inclinado.
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Fungos Beauveria bassiana Cunninghamella
filamentosos ATCC 7159 echinulata ATCC 9244

Aspecto
morfolégico
7 dias de
crescimento

Filamentos
Textura coriacea algodonosos de
branca colorag&o escura com

€sporos pretos

Figura 27 — Aspecto morfoldgico de B. bassiana ATCC 7159 e C. echinulata ATCC
9244 no meio de cultura sélido agar batata inclinado com 7 dias de crescimento a 25
°C (Fonte: autor, 2011).

Durante o periodo de incubacdo houve um cuidadoso monitoramento da
viabilidade dos fungos filamentosos nos Erlenmeyers em que foi utilizado metanol
para solubilizar o substrato. Percebeu-se que o metanol ndo foi toxico para B.
bassiana ATCC 7159 e C. echinulata ATCC 9244 através da observacdo do

crescimento na parede do Erlenmeyer, conforme pode ser visualizado na Figura 28.

Crescimento

Figura 28 — Crescimento de C. echinulata ATCC 9244 na parede do Erlenmeyer em
meio de cultura liguido PDSM, 200 rpm a 27 °C, com 48 horas de incubacgéo,
utilizando metanol como solvente (Fonte: autor, 2011).



49

Na Figura 29 foi descrito o aspecto no meio de cultura liquido PDSM ao

término do periodo de 96 horas de incubacao.

Fungos
filamentosos

Beauveria bassiana ATCC 7159

Cunninghamella echinulata ATCC 9244

Aspecto apos
96 horas
(término da
incubagé&o)

Solvente utilizado na adi¢éo do substrato = metanol

Pellets pequenissimos, halo de crescimento,
viscoso, coloracfes amarelada e rosada

Pellets pequenissimos, halo de
crescimento, viscoso, coloracdo
amarelada

Solvente utilizado na adigéo do substrato = dimetilformamida

Pellets pequenissimos, halo de crescimento,
viscoso, coloragao rosada

Pellets pequenissimos, halo de
crescimento, viscoso, coloragao
amarelada

Solvente utiliz
J

(

¢

ao = metanl

Pellets pequenissimos,

Pellets pequenissimos, halo
de crescimento, viscoso,
coloracao rosada

halo de crescimento,
viscoso, coloracéo
amarelada

Coloragdo amarelada, fluido

Figura 29 — Aspecto de B. bassiana ATCC 7159, C. echinulata ATCC 9244 e
brancos no meio de cultura liquido PDSM ao término do periodo de 96 horas de

incubagéo, 200 rpm, 27 °C (Fonte: autor, 2011).

Apoés o término do periodo de incubacgéo fez-se uma placa de CCD com fase
moével AcOEt : MeOH (70:30) e notou-se que ocorreu a bioconversao apenas no
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Erlenmeyer da B. bassiana ATCC 7159 em que o substrato foi totalmente

solubilizado com metanol (Figura 30).

composto |

LASSBi0-596

composto II

composto |l

Figura 30 — Cromatoplaca do término do periodo de 96 horas de incubacdo, com
destaque para o substrato LASSBio-596 e os compostos |, Il e lll. Fase estacionaria
silica-gel 60 F2s54 , fase mével AcOEt: MeOH (70:30), UV 254 nm (Fonte: autor, 2011).

De acordo com a CCD apresentada acima, fez-se o Quadro 2 e calculou-se o

fator de retencdo (Rf) do LASSBIi0-596 e dos compostos |, Il e lll.

Compostos / Rf SIS
Solvente utilizado Microrganismos 3
9 I Il I LASSBi0-596
(0,82) | (0,55) | (0,21) (0,69)
Metanol + + + +
Beauveria bassiana ATCC 7159
Dimetilformamida + - + +
Metanol + - + +
Cunninghamella echinulata ATCC 9244
Dimetilformamida + - + +
Metanol Branco = substrato + meio de cultura + - + +

Legenda: (-) auséncia; (+) presenca.

Quadro 2 — Formacao de derivados ap6s 96 horas de incubacao com B. bassiana
ATCC 7159 e C. echinulata ATCC 9244 em diferentes solventes, monitorada por
CCD. Rf do LASSBIi0-596 e dos compostos |, Il e lll. Fase estacionaria silica-gel 60
F2s4 , fase movel AcOEt: MeOH (70:30), UV 254 nm (Fonte: autor, 2011).
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O Erlenmeyer do branco apresentou LASSBio-596 com Rf de 0,69 e outros
dois produtos denominados compostos | e lll. JA havia sido notado que o composto |
com Rf de 0,82 aparecia na CCD desde o momento inicial. Durante a bioconversao,
o composto Il apareceu no branco e em todos os outros Erlenmeyers com Rf de
0,21 e sugeriu-se que era um produto de degradacdo do substrato nas condi¢des
reacionais aplicadas.

Quanto aos Erlenmeyers com o meio reacional, observou-se que ocorreu a
bioconverséo apenas no Erlenmeyer da B. bassiana ATCC 7159 em que o substrato
foi totalmente solubilizado em metanol. O composto Il com Rf de 0,55 mais retido na
fase estacionaria percorreu uma distancia menor que o substrato LASSBio-596,
significando que era mais polar, ou seja, um possivel metabalito.

Procedeu-se ao isolamento dos derivados para caracterizagdo estrutural.
Logo, teve-se o0 propdsito de purificar o composto Il obtido por bioconversdo pelo
fungo B. bassiana ATCC 7159 e o composto | ja presente no substrato. Quanto ao
composto lll sugeriu-se que era um produto de degradacéo, pois aparecia em todos

os Erlenmeyers, inclusive no branco.

4.3.1 LaBioCon 202

Para o isolamento do composto | fez-se uma cromatografia em coluna do
LASSBIi0-596 e denominou-o de LaBioCon 202 com rendimento de 13,8 % e
coloracdo levemente esverdeada. Em seguida, prepararam-se amostras para
andlises de RMN 'H e EM. Na Figura 31 (Anexo A) esta apresentado o espectro de
RMN 'H do LaBioCon 202 solubilizado em cloroférmio deuterado (CDCls) com

tetrametilsilano (TMS) como padrao interno.
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Figura 31 — Espectro de RMN *H do LaBioCon 202. Solvente CDClz com TMS como

padrdo interno, espectrometro Bruker Avance Il 500 de 11.75 T (500,13 MH2z)
(Fonte: autor, 2011).

A Figura 32 demonstra a proposta de estrutura quimica do LaBioCon 202

(composto ) com as numeragbes nos carbonos do anel aromatico e do anel
tiomorfolina.

N
N

Figura 32 — Proposta de estrutura do LaBioCon 202 (composto I) com as

numeracdes nos carbonos do anel aromatico e do anel tiomorfolina (Fonte: autor,
2011).

As caracteristicas dos sinais foram descritas no Quadro 3, sendo estas a

guantidade de hidrogénios, deslocamento quimico, multiplicidade e constante de
acoplamento (J).
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N° atomo H Multiplicidade ppm ou & J (H2)
3eb 2H dubleto 7,51 8,8
2 et 2H dubleto 6,69 8,8
1”7e2” 4H multipleto 3,30 -
3ed” 4 H tripleto 2,70 5,1

Quadro 3 — Dados espectrais de RMN *H do LaBioCon 202. Solvente CDCl; com
TMS como padrao interno, espectrometro Bruker Avance Il 500 de 11.75 T (500,13
MHz) (Fonte: autor, 2011).

Em seguida, na Figura 33 (Anexo B) fez-se uma expansdo da regido onde
encontram-se 0s hidrogénios presentes no anel aromético. Os hidrogénios nos
carbonos numerados 3’ e 5 aparecem como dubleto, constante de acoplamento orto
de 8,8 Hz e deslocamento quimico de 7,51 ppm, o0 que significa que estdo mais
desblindados. Os hidrogénios nos carbonos numerados 2’ e 6’ também aparecem
como dubleto, constante de acoplamento orto de 8,8 Hz e deslocamento quimico de
6,69 ppm. O sinal com deslocamento quimico em 7,26 ppm corresponde ao solvente

CDCls.

3
12

——— 6.6H4

—_— .7

CDCls
|

I

7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 71 7.0 6.9 6.8 6.7 ppm
2 ‘2[
5] o

Figura 33 — Expansdo da regido dos hidrogénios presentes no anel aromatico do
espectro de RMN 'H do LaBioCon 202. Solvente CDCl; com TMS como padrédo
interno, espectrometro Bruker Avance Il 500 de 11.75 T (500,13 MHz) (Fonte: autor,
2011).
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Na expansao da Figura 34 (Anexo C) interpretou-se os hidrogénios do anel
tiomorfolina como multipleto correspondendo a quatro hidrogénios nos carbonos
numerados 1” e 2”7, mais desblindados com deslocamento quimico de 3,30 ppm. E
tripleto, quatro hidrogénios, 3” e 4”, mais blindados com deslocamento quimico de
2,70 ppm.

e |~l'rl'u'1|

1
- — P e

T T
3.3 3.2 3.1 3.0 2.9 28 2.7 ppm
1 J |

; N
©
v:r[ |':'r'_'
r

Figura 34 — Expansdo da regido dos hidrogénios presentes no anel tiomorfolina do
espectro de RMN 'H do LaBioCon 202. Solvente CDCl; com TMS como padrédo
interno, espectrometro Bruker Avance Il 500 de 11.75 T (500,13 MHz) (Fonte: autor,
2011).

Outra andlise realizada para caracterizacdo da estrutura foi a EM. A Figura 35
(Anexo D) mostra o pico em 151,097 para uma fragmentacédo na carbonila e o pico
do ion molecular protonado em 259,350. Considerando-se as interpretacdes da
RMN 'H e EM, a proposta da estrutura quimica do composto | denominado
LaBioCon 202 foi a ocorréncia da reacao de hidrolise da amida no LASSBio-596,

conforme Figura 36 .
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Figura 35 — Espectro de massas do LaBioCon 202. lonizagcdo por electrospray no
modo positivo, espectrometro 4000 Q TRAP (Fonte: autor, 2011).
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Figura 36 — Estrutura do LaBioCon 202. Nome quimico: 4-(tiomorfolina-
sulfonil)anilina (Fonte: autor, 2011).

432 LaBioCon 214

Fez-se a purificacdo da fracdo acetato de etila extraida da incubacdo B por
CLAE semi-preparativa. Inicialmente, fez-se a varredura em espectrofotdmetro para
determinar o comprimento de onda de absor¢do maxima do substrato LASSBio-596

e obteve-se o valor 267 nm, conforme Figura 37 (Anexo E).
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Figura 37 — Espectro na regidao do UVNisivel do substrato LASSBi0-596 0,01 mg/mL,
na faixa de comprimento de onda de 200 a 800 nm (Fonte: autor, 2011).

Injetou-se a fragdo acetato de etila solubilizada em metanol grau
cromatografico com fluxo de 4,0 mL por minuto e tempo de corrida de 6 minutos. O
cromatograma nao apresentou boa resolugdo entre os picos. Considerando a
polaridade, o pico 1 corresponde ao composto Il da cromatoplaca da Figura 30 e o
pico 2 corresponde ao LASSBIi0-596. Coletou-se o pico 1 em um tubo de ensaio de

plastico, no entanto pequena aliquota do pico 2 também foi recolhida (Figura 38 —
Anexo F).
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Figura 38 — Cromatograma da fracdo acetato de etila da incubacéo B. Coluna em
fase reversa Microsorb 100-5 C18 (250 x 10 mm, 5 pm), fase movel metanol e

detector UV em 267 nm, fluxo 4,0 mL/min, tempo de corrida 6 minutos (Fonte: autor,
2011).
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Entdo, injetou-se esta fracdo coletada para purificacdo do pico 1, utilizando-se

fluxo de 4,0 mL por minuto e tempo de corrida de 6 minutos (Figura 39 — Anexo G).

pico 1l

S . ;

Fragao ACOEL SINCUB1 PO 1.0ATA [V -VIs-Channe-1]

[ %
A p—. Fract

HT ming|

0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 E =5

Figura 39 — Perfil cromatografico da aliquota 1 coletada da fracdo acetato de etila
para separacdo do pico 1. Coluna em fase reversa Microsorb 100-5 C18 (250 x 10
mm, 5 pum), fase mével metanol e detector UV em 267 nm, fluxo 4,0 mL/min, tempo
de corrida 6 minutos (Fonte: autor, 2011).

Com a purificacdo do pico 1, observou-se que o composto Il apresentou uma
coloracdo amarelada, sendo denominado de LaBioCon 214. Calculou-se o
rendimento de 5,84 % e prepararam-se amostras para analise de RMN *H e EM para
caracterizagdo estrutural para verificar se este composto Il mais polar era o
metabdlito do LASSBIi0-596 obtido por bioconversao.

Na Figura 40 (Anexo H) est4d apresentado o espectro de RMN 'H do
LaBioCon 214 solubilizado em metanol deuterado (CD30D) com TMS como padrao

interno.
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Figura 40 — Espectro de RMN 'H do LaBioCon 214. Solvente CD3;0OD com TMS
como padrdo interno, espectrometro Bruker Avance Il 500 de 11.75 T (500,13 MHz)

(Fonte: autor, 2011).

A Figura 41 demonstra as numeragfes nos carbonos dos anéis da estrutura

guimica proposta como LaBioCon 214 (composto II).

y N\ 2
™~

Figura 41 — Proposta de estrutura do LaBioCon 214 (composto I) com as
numeracdes nos carbonos dos anéis (Fonte: autor, 2011).
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As caracteristicas dos sinais foram descritas no Quadro 4, sendo estas a
guantidade de hidrogénios, multiplicidade, deslocamento quimico e constante de

acoplamento (J).

N° atomo H Multiplicidade ppm ou & J (H2)
3eb 2H dubleto 7,49 8,7
2’eb 2H dubleto 7,10 8,7
4eb5 2H dubleto 6,73 8,7
3eb6 2H dubleto 6,70 8,7

17,2, 3 ed” 8H multipleto 2,96 -

Quadro 4 — Dados espectrais de RMN 'H do LaBioCon 214. Solvente CD3OD com
TMS como padrao interno, espectrometro Bruker Avance Il 500 de 11.75 T (500,13
MHz) (Fonte: autor, 2011).

Em seguida, na Figura 42 (Anexo I) fez-se uma expansdo da regido onde
encontram-se os hidrogénios presentes nos anéis aromaticos. Os hidrogénios nos
carbonos numerados 3’ e 5 aparecem como dubleto, constante de acoplamento orto
de 8,7 Hz e deslocamento quimico de 7,49 ppm, o que significa que estdo mais
desblindados. Os hidrogénios nos carbonos numerados 2’ e 6’ também aparecem
como dubleto, constante de acoplamento orto de 8,7 Hz e deslocamento quimico de
7,10 ppm. Da mesma forma, observou-se para os hidrogénios nos carbonos 4 e 5 e
3 e 6, com deslocamento quimico de 6,73 e 6,70, respectivamente. No espectro ndo
foi possivel notar o hidrogénio do grupamento carboxilico e o hidrogénio ligado ao
nitrogénio porque sdo labeis e fazem permuta com o deutério. Se eles fossem
visualizados estariam num deslocamento quimico de aproximadamente 11 ppm para
-OH e 9 ppm para -NH. O sinal com deslocamento quimico em 3,31 ppm

corresponde ao solvente CD30D.
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Figura 42 — Expanséo da regido dos hidrogénios presentes nos anéis aromaticos do
espectro de RMN 'H do LaBioCon 214. Solvente CD3;OD com TMS como padrédo
interno, espectrometro Bruker Avance Il 500 de 11.75 T (500,13 MHz) (Fonte: autor,
2011).

As expansOes adiante fazem a comparacao entre o espectro do LASSBi0-596
e 0 espectro do LaBioCon 214. Para o LASSBIi0-596 (Figura 43) interpretou-se os
hidrogénios do anel tiomorfolina como tripleto correspondendo a quatro hidrogénios
nos carbonos numerados 1” e 2”, mais desblindados com deslocamento quimico de
3,21 ppm e J de 5,1 Hz. E outro tripleto, quatro hidrogénios, 3” e 4”, mais blindados
com deslocamento quimico de 2,67 ppm e J de 5,1 Hz. No espectro do LaBioCon
214 (Figura 44 — Anexo J) notou-se um unico multipleto correspondendo a oito
hidrogénios, com deslocamento quimico de 2,96 ppm. Tal aproximacdo dos
hidrogénios pode ter ocorrido devido a um ambiente quimico parecido.
Considerando que ha uma sulfona ligada ao anel tiomorfolina, supds-se que também

tenha uma sulfona na outra extremidade.
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Figura 43 — Expansao da regido dos hidrogénios presentes no anel tiomorfolina do
espectro de RMN 'H do LASSBIi0-596 (Fonte: autor, 2011).
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Figura 44 — Expanséo da regido dos hidrogénios presentes no anel tiomorfolina do

espectro de RMN H do LaBioCon 214 (Fonte: autor, 2011).
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Outra andlise realizada para caracterizacdo da estrutura foi a EM. O
LASSBIi0-596 apresenta peso molecular de 406,48 g/mol. Na Figura 45 (Anexo K),
destacou-se o pico com valor massa-carga (m/z) de 407,108, além do pico em

423,377 e o pico do ion molecular protonado em 439,377.
o 3P
1306 o S\N

o
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Figura 45 — Espectro de massas do LaBioCon 214. lonizagcdo por electrospray no
modo positivo, espectrometro 4000 Q TRAP (Fonte: autor, 2011).

Entdo, inferiu-se que o pico em 423,377 corresponde ao sulféxido porque € a
soma da massa molecular do LASSBio-596 com um atomo de oxigénio mais um
préton. E o pico em 439,377 corresponde a sulfona porque € a soma do LASSBio-
596 com dois atomos de oxigénio mais um préton. Considerando-se as
interpretacdes da RMN 'H e EM, a proposta da estrutura quimica do composto I
denominado LaBioCon 214 foi uma sulfona no anel tiomorfolina do LASSBio-596
(Figura 46), conforme estudos do metabolismo in silico que fizeram a previsdo de S-

oxidagéao.
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Figura 46 — Estrutura quimica do derivado sulfona LaBioCon 214 (Fonte: autor, 2011).
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4.4 SINTESE

Para obtencdo dos derivados do LASSBIi0-596 via sintética foram utilizados
agentes oxidantes, a fim de promover a S-oxidagdo. Na Figura 47 esta

esquematizada a proposta de mecanismo de reacdo para obtencdo de derivado

sulféxido.
D0 e b = T
/s\+ P \+ N
o |
©
‘ Sgo o X _.S/O——H
N . T PN

sulfoxido

Figura 47 — Proposta de mecanismo de reacao para obtencédo de derivado sulféxido
(Fonte: autor, 2012).

A reacdo para sintese do derivado sulfoxido do LASSBIi0o-596 esta

esquematizada na Figura 48.

O\\S//O O\\S//O
S Ss
N ' N ~0
8 + N= + o a + H/O‘H 40°C 30 _ H
(@]
OH 0,246 mmol 1mL 1mL 1 gota CI\NJ\N,CI acido OH
dicloro- | //L\ /& tricloro- . '
LASSBio-596 acetonitrila metano  agua o llxl o clanurico Derivado sulféxido
Cl
0,1968 mmol

Figura 48 — Reacao para sintese do derivado sulfoxido do LASSBIi0-596 (Fonte: autor,
2011).

Fez-se a tentativa de purificacdo do sulféxido por CLAE semi-preparativa,

contudo ndo obteve-se éxito devido a dificuldade de resolucdo entre os picos.

441 LaBioCon 223

Na Figura 49 esta esquematizada a proposta de mecanismo de reacdo para

obtencdo de derivado sulfona.
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Figura 49 — Proposta de mecanismo de reacdo para obtencdo do derivado sulfona
do LASSBIi0-596 (Fonte: autor, 2012).

A reacdo para sintese do derivado sulfona do LASSBIi0-596 esta

esquematizada na Figura 50.

O\\S/’O O\\S,/O
o °N o] N
N _ Il t.a. 50' N W\
H + N= + O:Mn-O° > H @)
1l
0]
OH 0,246 mmol 25 mL 1,5498 mmol OH
. permanganato
LASSBio-596 acetonitrila  de potassio Derivado sulfona

Figura 50 — Reagéo para sintese do derivado sulfona do LASSBIi0-596 (Fonte: autor,
2011).

Obteve-se um produto de coloracdo amarelada com rendimento de 75,4 %,
sendo denominado LaBioCon 223. Na Figura 51 (Anexo L) estd apresentado o
espectro de RMN 'H do LaBioCon 223 solubilizado em CD3OD com TMS como

padrao interno.
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Figura 51 — Espectro de RMN 'H do LaBioCon 223. Solvente CD3;0D com TMS
como padrdo interno, espectrometro Bruker Avance Il 500 de 11.75 T (500,13 MHz)
(Fonte: autor, 2011).

A Figura 52 demonstra as numeragfes nos carbonos dos anéis da estrutura

quimica proposta como LaBioCon 223.

Figura 52 — Proposta de estrutura do LaBioCon 223 com as numeracfes nos
carbonos dos anéis (Fonte: autor, 2011).
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As caracteristicas dos sinais foram descritas no Quadro 5, sendo estas a

guantidade de hidrogénios, multiplicidade, deslocamento quimico e constante de

acoplamento (J).

N° atomo H Multiplicidade ppm ou & J (H2)
3e?b 2H dubleto 7,96 8,7
2 eb 2H dubleto 7,79 8,7
30uU6 1H duplo dubleto 7,75 1l4e74
30ub 1H duplo dubleto 7,63 l4e74
40ub5 1H duplo duplo dubleto 7,49 14;74e74
40ub5 1H duplo duplo dubleto 7,45 14;74e74
17e?2” 4H multipleto 3,62 -
3’eq’ 4H tripleto 3,20 5,2

Quadro 5 — Dados espectrais de RMN *H do LaBioCon 223. Solvente CD3z0D com
TMS como padréo interno, espectrometro Bruker Avance Il 500 de 11.75 T (500,13

MHz) (Fonte: autor, 2011).

As Figuras 53 e 54 (Anexos M e N) sdao expansfes para visualizacdo das

informacgdes descritas no Quadro 5.

Figura 53 — Expanséo da regido dos hidrogénios presentes nos anéis aromaticos do
espectro de RMN 'H do LaBioCon 223. Solvente CD3;0D com TMS como padrédo
interno, espectrdmetro Bruker Avance Il 500 de 11.75 T (500,13 MHz) (Fonte: autor,

2011).
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Figura 54 — Expansédo da regidao dos hidrogénios presentes no anel tiomorfolina do
espectro de RMN 'H do LaBioCon 223. Solvente CD3OD com TMS como padrédo
interno, espectrometro Bruker Avance Il 500 de 11.75 T (500,13 MHz) (Fonte: autor,

2011).

Na Figura 53 notou-se um sinal com deslocamento quimico em 8,55 ppm e

integracdo correspondendo a quatro hidrogénios. Propbs-se que o sinal seja do

acido ftalico resultante da reacdo de sintese do derivado sulfona do LASSBIi0-596.

Na Figura 55 esta representada a estrutura do acido ftalico.
0

OH

OH

0]

Figura 55 — Estrutura quimica do acido ftalico (Fonte: autor, 2011).

Entdo, concluiu-se que o LaBioCon 223 apresentava uma impureza devido a

observacdo deste sinal no espectro de RMN *H.
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5 CONCLUSOES

Os estudos realizados com o LASSBI0-596 permitiram as seguintes
conclusodes:
- Previsdo de reacdes de S-oxidacdo, hidroxilacdo aromatica e desalquilacdo com as
quatro melhores poses no sitio ativo da isoforma CYP2C9;
- O solvente utilizado para solubilizacdo do substrato é fator determinante, e interfere
no processo de biotransformagéo;
- LaBioCon 202 foi caracterizado como 4-(tiomorfolina-sulfonil)anilina, o que
corresponde ao produto da reacdo de hidrélise da amida, com rendimento de 13,8 %
e coloracdo levemente esverdeada,;
- LaBioCon 214 foi obtido pela biotransformacao realizada pelo fungo filamentoso
Beauveria bassiana ATCC 7159, com rendimento de 5,84 % e coloragédo amarelada;
- LaBioCon 223 foi obtido por sintese e apresentou uma impureza, provavelmente o

acido ftalico.
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6 PERSPECTIVAS

A baixa solubilidade em solventes polares e instabilidade do LASSBio-596 em
solucdo dificultaram a obtencdo de um maior nimero de derivados, com melhor
rendimento. Novos estudos envolvendo estes parametros poderdao facilitar as
reacdes de biotransformacdo com fungos filamentosos.

Estudar a estabilidade do LASSBio-596 no meio reacional de forma a obter o
derivado sulféxido, além de isolar a sulfona em maior quantidade para realizacéo de
estudos farmacolégicos e toxicoldgicos.

Realizar estudos in silico para previsdo do metabolismo utilizando as outras
isoformas da CYP450.
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Anexo A — Espectro de RMN *H do LaBioCon 202.
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Anexo B — Expansdo da regido dos hidrogénios presentes no anel aromético do
espectro de RMN H do LaBioCon 202.
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Anexo C — Expansao da regiao dos hidrogénios presentes no anel tiomorfolina do
espectro de RMN H do LaBioCon 202.
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Anexo E — Espectro na regiao do UVisivel do substrato LASSBi0-596 0,01 mg/mL,
na faixa de comprimento de onda de 200 a 800 nm.
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Anexo F —Injecdo da fragdo acetato de etila da incubacéo B.

Equipamento : HPLC
Método - 526prepMeOH

MIMISTERIO DA EDUCACAQ
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOTAS . ®
FACULDADE DE FARMACTA -‘

LABIOCON UFG

Data e Hora: 94352011 14:10:45

Analista : Valeria de Oliveira

Cromatograma
[
== ||
== |
s |
Cu 1
= |'I |I
s I '
= !
= l
i Wl
=t = sy = . - ' A
Resultados :
ADDEL 5 Intub 12,53 1. DATA [Lh-As-Channe-1
Index  Pame Tz Ceontly (Height s AEE
e DS
L UMKHOWN | 310 oL 1ETH A4 T4134] 35938
2 WEHOANVM | 350 SETo| 24978 T =324 S5 TG
I I ] I oos! 1914 114 0OET
2 |umkwowm| so7|  oor| cpen 123 oopesl
£ URMOWM | 523 318 S80s 511 3,154
| Tokai 0000229893 4gsE2 2 ) 100,000

Pisgina
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Anexo G — Separacao do pico 1.

AN MINTSTERIO DA EDUCACAO o@
; UMIVERSIDADE FEDERAL DE 60IAS ‘ ®
5 FACULDADE DE FARMACTA -.
S

LABIOCON UFG

Equipamento : HPLC Data e Hora: 9/3/2011 14:46:29
Metodo : 396prepMeOH Analista : Valeria de Qliveira
Cromatoegrama
> i
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- ! i
= |I \
= P
- -
- o
i | I|
: .
= ! 1
: |
: _)'ll )
! 4 ; i T == = = F e
Resultados -
EEh ACCET Snoubhpion 1 DATA LA-Yis-Cranne-1]
Index Blame T Cnanity Helght Area | A
i UMW | 273 2390 32589 023 5| 93504
z [oeanows] 352 2za] 0= ap1] 3em3]
3 [oesnowsl azs]  qas] =27 ez fams]
4 LRTRN | &2 028 4.5 21 D28 |
g LMW | 512 5L 256 70 0,540
| Tokal jooonl zEsas O35 | 900 000

Psgina




85

[ H i ad

1 E
TR ir1
i GG

5] HOIE

EHw LU TUOET "ULS L
TESE %
Eangeunae] Buyeeei iy oA
N DHERCET "ULS [RECEY
B RIERDOOOT O K4

M TLEBEERFTB KETA
0 LB B L e
WE 08 e 114
SEEN G R 14
HE TR

e e [ TTER L

L [H 8
il L o HH Y [ 4
HRE QOOOGO0E T i

dEThE il
SEENOGCG fa a
o« EEE _.wﬂ.nw. Ml

ZUE £

“EE QULRIDE TS o
TH TSOGE0°D [ e
TH BEC ' hECY HEE
£ [

41 2
sl LR EA TN

T

S I
ERMT IR @a § QNG

Anexo H — Espectro de RMN H do LaBioCon 214.
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Anexo | — Expansao da regiao dos hidrogénios presentes nos an

espectro de RMN H do LaBioCon 214.
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Anexo J— Expansao da regido dos hidrogénios presentes no anel tiomorfolina do

espectro de RMN H do LaBioCon 214.
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Anexo K — Espectro de massas do LaBioCon 214.
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Anexo L — Espectro de RMN H do LaBioCon 223.
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Anexo M — Expansdo da regido dos hidrogénios presentes nos anéis aromaticos do
espectro de RMN H do LaBioCon 223.
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Anexo N — Expansao da regido dos hidrogénios presentes no anel tiomorfolina do
espectro de RMN H do LaBioCon 223.
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