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RESUMO

O “Modelo Microbiano do Metabolismo Animal”, pode representar uma alternativa ao uso de
animais nos estudos de metabolismo de novos candidatos a farmacos. Introduzido nos anos 70,
este modelo, também denominado de biotransformacéo, apresenta varias vantagens para a sua
aplicacdo como o baixo custo, a reducdo da utilizacdo de animais de experimentagdo e maior
quantidade e variedade de metabolitos produzidos. Os compostos 1-(4-((1-(4-clorofenil)-1H-
pirazol-4-il)metil)piperazin-1-il)etanona (LQFM 030) e 4-((1-(4-clorofenil)-1H-pirazol-4-
il)metil)piperazin-1-carboxilato de etila (LQFM 018) foram sintetizados a partir da
simplificacdo molecular de uma série de compostos com atividade antiproliferativa frente a
leucemia mielGide cronica ja descrita, os prototipos Nutlins. O presente estudo objetivou a
producdo de provaveis metabolitos humanos do LQFM 030 e LQFM 018 através de
biotransformagdo microbiana com fungos filamentosos. Para isso, foram desenvolvidas
metodologias analiticas por cromatografia em camada delgada e cromatografia liquida de alta
eficiéncia, a fim de se monitorar a producdo dos metabdlitos. Apds selecdo dentre dez
microrganismos a cepa Mortierella isabellina NRRL 1757 foi escolhida para obtencdo de
metabdlitos em maior escala. A incubacdo foi realizada com 100 mL de meio de cultura de
glicose, em cada Erlenmeyer. Ao término da incubacdo (96 horas) foi realizada a extracéo e
purificacdo dos possiveis metabolitos. Em um ensaio independente foi adicionado cetoconazol
(10, 20 e 30 mg) ao meio contendo LQFM 030 com o objetivo de inibir o citocromo P450. Em
outra etapa foi adicionado 1 mL de etanol a cada 24 horas para induzir o citocromo, totalizando
96 horas de incubagdo. Para avaliar a melhor cinética reacional, um experimento foi conduzido
em 168 horas, com diferentes concentracdes do substrato, 0,25 mg/mL e 50 mg/mL. A
biotransformacdo do LQFM 030 e do LQFM 018 produziu seus respectivos N-0xidos,
caracterizados por RMN *H e 13C e EM. Uma provavel participacdo da CYP 3A foi evidenciada
através da inibicdo causada pela adicdo de cetoconazol capaz de inibir a formacgéo do metabolito
N-0xido na biotransformacdo do LQFM 030. A adicdo de etanol ndo induziu a producdo do
LQFM 030-N-6xido, contudo foi capaz de induzir a formacao de outros metabdlitos. O melhor
tempo para término da incubacdo do LQFM 030 foi definido como 168 hrs e 0,25 mg/mL de

concentracéo.

Palavras-chave: Biotranformacao, Mortierella isabellina, LQFM 030, LQFM 018, N-oxidagéo.



ABSTRACT

The "Microbial Models of Mammalian Metabolism” represents an alternative to use of animals
on metabolism studies. Introduced in the 70s this model, also called biotranformation, has
several advantages for their application as low cost, reduction of animals for experimentation
and and higher number and range of metabolites produced. 1-(4-((1-(4-chlorophenyl)-1H-
pyrazol-4-yl)methyl)piperazin-1-yl)ethanone (LQFMO030) and 4-((1-(4-chlorophenyl)-1H-
pyrazol-4-il)methyl)piperazin-1-ethyl carboxylate (LQFMO018) compounds were synthesized
by molecular simplification of a series of compounds with chronic myeloid leukemia
antiproliferative activity already described, the Nutlins prototypes. This study aims to produce
a probable human metabolites of LQFM 030 and LQFM 018 by microbial biotranformation
with filamentous fungi. To do so, analytical methodologies were developed by thin layer
chromatography and high performance liquid chromatography in order to monitor metabolites
production. After perform a screening of tem microorganisms Mortierella isabellina NRRL
1757 strain was selected to obtain metabolites on a larger scale. Incubations were carried out
with 100 mL of glucose culture medium in each flask . At the end of incubation (96 h) extraction
and purification of possible metabolites was performed . In an independent assay with LQFM
030, ketoconazole (10, 20 and 30 mg) was added to inhibit P450 cytochrome . In another test
1 mL of ethanol was added every 24 hours to induce cytochrome totaling 96 hours of
incubation. To evaluate the best time to finalize incubation , an experiment was conducted in
168 hours with different concentrations of the substrate, 0.25 mg / mL and 50 mg / mL. A
possible role of CYP 3A was evidenced by the inhibition caused by ketoconazole addition, that
can inhibit the formation of N-oxide metabolite in LQFM 030 biotransformation. Ethanol
addition does not induce LQFM 030-N-oxide production, but was able to induce other
metabolites formation. The best time to end LQFM 030 incubation was defined as 168 hours

and 0.25 mg/mL concentration.

Keywords: Biotransformation, Mortierella isabellina, LQFM 030, LQFM 018, N-oxidation.
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INTRODUCAO

BIOTRANSFORMACAO DE FARMACOS

A biotransformacéo € de fundamental importéncia no desenvolvimento de novos
candidatos a farmacos, pois é um fator determinante no perfil farmacocinético do
potencial farmaco em estudo (KUMAR; SURAPANENI, 2001; WiLLIAMS, 2002). Em
muitos casos 0 metabolismo de xenobidticos objetiva a sua elimina¢do do organismo,
através da inativacdo. Contudo, em alguns casos, hé a producéo de metabdlitos ativos,
que podem ser parcialmente ou totalmente responsaveis pela acdo farmacoldgica. Por
outro lado, a biotransformacédo pode conduzir a formacdo de intermediarios reativos ou
toxicos (KUMAR; SURAPANENI, 2001).

O principal 6rgdo de biotransformagéo é o figado e envolvem enzimas como a
citocromo P450 (CYP), epoxido hidrolase (EH), UDP-glicuronil transferase (UGT),
sulfotransferase (SULT), glutationa S-transferase (GST), contudo outras enzimas
metabolizadoras também sdo encontradas no tecido nervoso, rins, pulméo e trato
gastrointestinal (WiLLIAMS, 2002). O hepat6citos sdo células do parénquima do figado,
e possuem varias funcdes, dentre elas a producdo de proteinas intracelulares e enzimas
responsaveis pelo processo de biotransformacao (SELL, 2003).

O processo de biotransformacdo € dividido em reacdes de fase | e fase 1. O
sistema citocromo P450 (CYP) é o principal responsavel pelas reacdes de fase I. As
enzimas que realizam reacGes de fase Il tém a habilidade de conjugar moléculas
exogenas utilizando cofatores enddgenos. A figura 1 ilustra a biotransformacédo de um
xenobidtico no hepatécito (KITADA et al., 1991; SEVIOR et al., 2012).

Dentre as enzimas responsaveis por reacfes de fase I, destacam-se o sistema
citocromo P450 (CYP), as flavinas monoxigenases (FMO) e epoxido hidrolases (EH).
Para reacOes de fase Il, estdo envolvidas as enzimas: glicuronil transferase (UGT),
sulfotransferase, N-acetiltransferase (NAT), e glutationa S-transferase (GST) (SEVIOR
etal., 2012).
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Figura 1 - Biotransformacdo de um xenobiotico no hepatocito. Epoxido hidrolase (EH), UDP
glicuronil transferase (UGT), sulfotransferase (SULT), glutationa s-transferase (GST) séo
outras enzimas responsaveis pelo metabolismo. As enzimas sdo dependentes de cofatores, como
0 NADPH (CYP), UDPG (UGT), PAPS (SULT), GSH (GST). Séo demonstrados também os
transportadores de membrana: transportador de anions organicos (OATS), transportadores de

membrana do tipo ATP-binding cassette (ABC) e transportador de cations organicos (OCTYS).

Metabdlitos
eliminados

Fonte: Adaptado de Sevior et al. (2012).

As reacOes de fase | incluem reacGes de oxidacdo, reducdo e hidrolise. As reacdes de
fase Il introduzem grupamentos polares aos metabdlitos produzidos na fase | ou ao préprio
farmaco a ser biotransformado. As vias metabolicas mais comuns em reacgdes de fase Il séo as

reacOes de conjugacdo com glutationa, glicuronidacéo e sulfatacdo (BERNHARDT, 2006).

CYP 450

O citocromo P450 (CYP) é uma superfamilia de monoxigenases contendo o grupamento
heme e possui especificidade para diversos substratos. Tais enzimas sao as mais abundantes no
figado e objetivam a formacdo de metabdlitos mais polares aumentando a hidrofilicidade e a
excrecdo renal (URLACHER; GIRHARD, 2012). O sitio ativo da CYP consiste de um grupamento

prostético ferro protoporfirina (heme) (Fig. 2) sendo um dominio de ligagdo ao substrato,
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podendo ocorrer ativagdo do oxigénio molecular e a incorporagdo dos dois atomos de oxigénio
numa molécula orgénica (SoNo et al., 1996; WILLIAMS, 2002).

Figura 2 - Estrutura quimica da protoporfirina.

2

CoOr coo

Fonte: Adaptado de Sono et al. (1996).

As enzimas do CYP sdo responsaveis pela biotransformacdo de varios substratos
enddgenos (esteroides, prostaglandinas e acidos biliares), assim como substratos exdgenos
(xenobidticos). Dessa forma, realizam diversas reacGes incluindo hidroxilacdo de carbonos
aromaticos e alifaticos, epoxidacdo, oxidacGes e dealquilacbes de heterodtomos e
desidrogenacdo (RENDIC; DI CARLO, 1997; WRIGHTON; STEVENS, 1992).

De acordo com a homologia na sequéncia de aminoacidos a superfamilia de enzimas é
dividida em subfamilias. Assim a nomenclatura das enzimas foi definida como um ndmero
arébico para a determinacdo da familia (CYP1, CYP2, CYP3), uma letra que determina a
subfamilia (CYP1A, CYP2C, CYP3A) e outro numero ardbico para representar o gene
individual (isoformas) (NELSON et al., 1993).

As isoformas comumente envolvidas no metabolismo de farmacos sdo CYP1A2,
CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4. A CYP3A4 é a principal isoforma da subfamilia
CYP3A representando 30% do total de CYP existente no figado. Estima-se que essa isoforma
seja responsavel pelo metabolismo de cerca de 50% dos farmacos utilizados em humanos. Os
substratos metabolizados podem variar de moléculas pequenas, como o paracetamol, a
moléculas maiores como a ciclosporina (ANZENBACHER; ANZENBACHEROVA, 2001; KUMAR,;

SURAPANENI, 2001).
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Fatores que afetam o metabolismo

O metabolismo pode ser influenciado por determinantes como o sexo, idade, dieta,
fatores genéticos e exposicdo a alguns farmacos (SOTANIEMI et al., 1997; WiLLIAMS, 2002).

Diferencas na taxa de metabolizacdo de certos farmacos entre individuos podem ser
explicadas pela biologia molecular, e o polimorfismo genético, presente em varias enzimas do
CYP, também é responsavel pela alteracdo na metabolizacdo. Mecanismos moleculares podem
levar a perda completa da atividade, redugdo ou aumento da capacidade catalitica (WILKINSON,
2003).

Alguns farmacos ou substancias quimicas podem se comportar como indutores ou
inibidores cataliticos in vivo (Quadro 1). Esse comportamento altera o metabolismo de
xenobiodticos, levando a implicagBes farmacoldgicas ou toxicolégicas. A capacidade de inducao
de enzimas néo se aplica a todo o CYP, as isoformas humanas CYP1Al, CYP2C9, CYP2El e
CYP3A4 sdo conhecidamente induziveis. A inducdo enzimatica € um processo regulatério lento
qgue pode reduzir as concentracdes plasmaticas do farmaco e comprometer a eficacia do
medicamento de modo tempo-dependente (LIN; Lu, 1998; WiLLIAMS, 2002).

Os inibidores do CYP podem ser divididos em trés categorias: inibidores reversiveis,
metabolizadores intermediérios por complexacgdo ou inativacdo do CYP. Inibidores reversiveis
interagem reversivelmente com o centro ativo heme do CYP, sitios ativos da apoproteinas ou
com ambos. Exemplos de inibidores reversiveis: fluorquinolonas, cimetidina, cetoconazol e
diltiazem (WiLLIAMS, 2002).

O processo chamado inibicdo intermediaria por complexagdo ocorre quando farmacos
ndo inibitorios sofrem oxidacdo mediada por CYP, formando metabdlitos que possuem alta
afinidade com o heme reduzido (ferroso) intermediario das subfamilias CYP2B, CYP2C e
CYP3A formando um complexo estavel. Dessa forma a isoforma fica indisponivel para
oxidacdo e a sintese de novas enzimas é necessaria para restaurar a atividade do CYP. Exemplo
desse processo é a oxidagdo de farmacos alquilamino, como os macrolideos e anélogos, sendo
metabolizados a nitrosoalcanos (WiLLIAMS, 2002).

Alguns farmacos néo inibitorios contém certos grupamentos funcionais que, quando
oxidados pelo CYP, geram metabdlitos que se ligam irreversivelmente a enzima. Esse processo
é chamado de inibicdo baseada no mecanismo e requer ao menos um ciclo catalitico do CYP

durante ou subsequente a transferéncia de oxigénio, onde o farmaco sera ativado a espécie
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inibitoria. Cloranfenicol, ciclofosfamida e espironolactona sdo alguns farmacos que possuem
inibicdo baseada no mecanismo de inativacdo do CYP (WiLLIAMS, 2002).

Quadro 1 - Substratos, inibidores e indutores de isoformas de CYP.

Isoforma . _
do CYP Farmaco substrato Inibidor Indutor
Paracetamol, cafeina, Furafilina, cimetidina, Hldrocarbon_etos da
1A2 . . . L fumaca de cigarro,
fenacetina, tamoxifeno claritromicina. -
Fenitoina
Diclofenaco, losartana, Sulfafenazol, Rifampicina,
2C9 . . . . )
tobultamida, piroxicam diazepam, diclofenaco | carbamazepina.
Codeina, fluoxetina, Quinidina,
2D6 haloperidol, imipramina, amitriptilina, -
propranolol amiodarona.
2E1 Teof,lllna, paracetamol, Cimetidina, dissulfiram | Etanol, isoniazida
cafeina
Claritromicina, terfenadina, Carbamazepina,
e Cetoconazol,
3A4 verapamil, indinavir . . dexametazona,
. itraconazol, midazolam o
lovastatina primidona, omeprazol

Fonte: Adaptado de Williams (2002); Lin e Lu (1998).

1.2 BIOTRANSFORMACAO MICROBIANA

A utilizacdo de microrganismos na biotecnologia para producdo de farmacos e
esteroides foi realizada em escala industrial com sucesso na década de 50, quando Peterson e
Murray (1952) patentearam o processo de hidroxilacdo da progesterona com espécie de
Rhizopus (Fig. 3). Desde entdo, a aplicagdo de microrganismos para a transformacdo de
esteroides vem se aprimorando e oferecendo ferramentas para a producdo em larga escala de
derivados (HE et al., 2005).

Figura 3 - Hidroxilagdo da progesterona catalisada por Rhizopus nigricans.
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Fonte: Adaptada de Peterson e Murray (1952).

A biotransformacdo microbiana com o objetivo de obtencdo de metabdlitos humanos
teve inicio nos anos 70, quando Smith e Rosazza descreveram o “Modelo microbiano do
metabolismo animal”. Segundos 0s autores o sistema enzimatico microbiano poderia
mimetizar o sistema enzimatico dos mamiferos e assim produzir metabédlitos de farmacos
(SMITH; RosAzzA, 1974).

O estudo do metabolismo animal de farmacos ou novos compostos pode ser realizado
utilizando ensaios in vivo, in vitro e in silico (PELKONEN et al., 2005). Tradicionalmente o
estudo do metabolismo in vivo é realizado utilizando modelos animais como camundongos,
ratos, coelhos, cdes e macacos. Dessa forma, os fluidos bioldgicos (plasma e urina) séo
analisados para se verificar a presenca do metabdlito. Estudos in vitro sdo realizados com
orgdos perfundidos, tecidos ou cultura de células microssomais e tem o objetivo de
complementar o estudo in vivo (AsSHA; VIDYAVATHI, 2009). Atualmente, com 0 avango da
tecnologia, estudos in silico, vém sendo implantados com maior frequéncia, onde ferramentas
computacionais sao utilizadas para prever o metabolismo de farmacos ou candidatos a
farmacos. Bancos de dados sdo utilizados por programas computacionais para determinar a
natureza do metabdlito, bem como sua importancia e reatividade, predizendo os possiveis
metabdlitos atraves da estrutura quimica de diversos compostos (TESTA et al., 2004).

As técnicas in vivo e in vitro tém, contudo, algumas limitagdes como o custo dos animais
e manutencgdo destes, conceitos éticos, variabilidade entre espécies e custo da técnica aplicada
e sua complexidade. A toxicidade dos farmacos também é um fator limitante, uma vez que
baixas doses devem ser administradas, ocasionando quantidades reduzidas dos metabolitos
(AsHA; VIDYAVATHI, 2009). Deste modo, o uso de microrganismos, como 0s fungos
filamentosos, vem sendo estudado devido as suas varias vantagens de aplicacdo: técnica
simples, facil e de baixo custo; a triagem com varias cepas € um processo simples de ser

realizado; a variedade e quantidade de metabdlitos produzidos facilitam a deteccdo, o
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isolamento, e a caracterizagdo dos metabdlitos; a manutencdo de microrganismos € mais
simples e de menor custo que a manutencdo de cultura de células ou animais; novos metabolitos
podem ser formados; as reacdes sdo regio e estéreo especificas (ABOURASHED et al., 1999;
SMITH; ROSAZZA, 1975; SRISILAM; VEERESHAM, 2003).

Estudos comparativos vém sendo conduzidos para demonstrar a similaridade dos
metabdlitos em técnicas in vivo e in vitro com fungos filamentosos. Carneiro e colaboradores
(2010) utilizaram a cepa Beauveria bassiana ATCC 7159 para obter o metabolito produto de
sulfoxidacdo do candidato a prototipo de farmaco LASSBi0-294 (3,4-metilenodioxibenzoil-2-
tienilhidrazona), um potente agente cardioativo (Fig. 4). O metabdlito sulfoxido foi 0 mesmo
identificado em plasma de céo, demonstrando a aplicacdo do modelo microbiano.

Figura 4 - Biotransformagéo do LASSBi0-294 utilizando fungo filamentoso.

LD ﬁ
0
N~ S° Beauveria bassiana
< H ATCC 7159
0 Metabolismo do cao

LASSBi0-294 Metabolito majoritario

Fonte: Adaptado de Carneiro et al. (2010).

A Dbiotransformacdo microbiana do LASSBIi0-579 (1-[1-(4-clorofenil)-1H-4-
pirazolilmetil]), um candidato a agente antipsicético, gerou um metabdlito hidroxilado na
posicdo para (Fig. 5). O mesmo metabdlito foi identificado em plasma de camundongo e predito
in silico (GOMES et al., 2013).

Figura 5 - Biotransformacdo do LASSBIi0-579 por Cunninghamela echinulata ATCC9244

=S¢
N/ ) / ) OH

N \

N Cunninghamela echinulata
ATCC 9244
LASSBIio0-579 Metahdlito hidroxilado
Cl

Fonte: Adaptado de Gomes et al. (2013).
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Farmacos ja conhecidos podem ser submetidos ao processo de biotransformacéao
microbiana com o objetivo de produzir padrdes dos metabdlitos em humanos. O pantoprazol,
por exemplo, € um inibidor da bomba de prétons amplamente utilizado na clinica, sua
biotransformacdo € realizada pelo CYP e as reacGes metabolicas mais comuns sdo:
sulfoxidacdo, reducdo, demetilacdo e hidroxilagdo aromaética. A utilizacdo de cepas do género
Cunninghamela demonstrou a capacidade de biotransformacdo microbiana desse farmaco. Os
metabolitos pantoprazol sulfona (M1, 1,7%), pantoprazol tioeter (M2, 12,4%), 6-hidroxi-
pantoprazol tioeter (M3, 1.3%), 4’-O-demetil-pantoprazol tioeter (M4, 48,1%) foram formados,
sendo também encontrados no metabolismo animal (Fig. 6) (XIE et al., 2005).

Figura 6 - Rota de biotransformacdo do pantoprazol por Cunninghamella blakesleeana e
comparacdo com metabolitos de mamiferos. (A) Cunninghamella blakesleeana, (B)
Mamiferos.
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H4CO OCH, OCH3
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— M3
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Fonte: Adaptado de Xie et al. (2005)
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Reac0es de biotranformacgdo com Mortierella isabellina

A espécie Mortierella isabellina é um fungo presente no solo, em restos ou raizes de
plantas (TURNER, 1963). Inicialmente foi classificada como pertencente a familia
Mortierellaceae, subgénero Micromucor (tembém conhecido como grupo Isabellina). Devido
as diferencas com o resto do género como a forma dos micélios e formac&o da col6nia, o grupo
foi transferido para a familia Umbelopsidaceae, na ordem Mucorales, e classificado como
género Umbelopsis (MEYER; GAMS, 2003; PETKOVITS et al., 2011).

A aplicacdo de Mortierella isabellina em reagdes de biotransformacéo ja é bastante
descrita, sendo relatados diferentes tipos de reagdes. A sulfoxidacdo de sulfetos fenilmetil e
benzilmetil, alquila substituidos, foi realizada por esse microrganismo e seu mecanismo foi
proposto em 1982 (HOLLAND; CARTER, 1982). ReacOes de hidroxilacgdo em compostos
aromaticos também foram relatadas, o etilbenzeno e uma série de derivados para-substituidos
foram convertidos para seu correspondente 1-feniletanol (HOLLAND et al., 1987).

Moussa e colaboradores (1997) relataram a biotransformacdo da timoxamina, um
bloqueador a-adrenérgico, em desacetiltimoxamina (DAT) por Mucor rouxii, sendo
posteriormente oxidada a DAT-N-6xido por Mortierella isabellina. A DAT também foi
biotransformada a seu éster de sulfato pelo mesmo microrganismo, indicando a possibilidade

de reacgdes de conjugacao (Fig. 7).
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Figura 7 - Metabdlitos produzidos a partir da timoxamina por Mucor rouxii e Mortierella

isabellina.
AcO HO
IL Mucor rouxii |
BS41677 N
Timoxamina DAT
Mortierella isabellina
NRRL 1757
HO | HO5SO
N N ~ |L
0] (*) O/\/ N
DAT-N-6xido DAT-O-sulfato

Fonte: Adaptado de Moussa et al. (1997)

A mexrenona é um esteroide utilizado para o tratamento da insuficiéncia cardiaca
congestiva e para o tratamento da hipertensdo arterial essencial. Sua biotransformacao
utilizando Mortierella isabellina ATCC 42613 resultou na producéo de metabolitos 6p ¢ 12f3-
hidroxilados, sendo o primeiro relato de hidroxilages nessas posicOes pela cepa (Fig. 8)
(PREISIG et al., 2003).

Figura 8 - Hidroxilacdo do esteroide mexrenona por Mortierella isabellina ATCC 42613.

Mortierella isabellina
ATCC 42613 -

Mexrenona 6B-hidroximexrenona: R;=R,=H, R;=OH
12B-hidroximexrenona: R;=R3= H, R,=OH

Fonte: Adaptado de Preisig et al. (2003)
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A isoflavona majoritaria da soja, a daidzeina, possui atividades antioxidante,
antitrombdtica, antialérgica, anti-inflamatoria e € um potencial agente anticancer. A cepa
Mortierella isabellina ATCC 38063 foi capaz de biotransformar a daidzeina em um metabdlito
incomum: a daidzeina-4’-ramnopiranosideo (Fig. 9). Sendo este, 0 Unico metabdlito formado

no processo de biotransformacgéo (MAATOOQ; RosAzzA, 2005).

Figura 9 - Metabolismo da daidzeina por Mortierella isabellina ATCC 38063.
HO 0 HO

Mortierella isabellina

ATCC 38063
'

OH O-ramnose

Daidzeina Daidzeina-4'-ramnopiranosideo

Fonte: Adaptado de Rosazza e Maatooq (2005).

Kolek e colaboradores (2011) investigaram a biotransformacdo dos hormonios
esteroides desidroepiandrosterona (DHEA), androstenediol e epiandrosterona. Os substratos
sofreram hidroxilacdo, sendo a DHEA e o androstenediol biotransformados a uma mistura de

7a.¢ 7B-alil alcoois, e a epiandrosterona convertida a derivados 7a, 11a e 9a mono-hidroxilados.

1.3  REACOES DE N-OXIDACAO

As aminas terciarias estdo presentes em varios farmacos incluindo histaminas,
analgésicos, anestésicos locais e antidepressivos triciclicos e podem ser oxidadas para formar
N-Oxidos dipolares que, em casos isolados, podem ser submetidos a desalquilacdo para sua
amina secundaria correspondente (RoSe; CASTAGNOLI, 1983).

Estudos indicam que a formacdo de N-Oxidos é catalizada pela enzima
flavinamonooxigenase (FMO) (LAMBERT et al., 1989; ZIEGLER, 1990). Contudo, outros autores
afirmam que o CYP, principalmente a isoforma 3A4, estaria envolvida nas reagdes de N-
oxidagéo (KovyAmA et al., 1996).

Ghosal e colaboradores (2007) pesquisaram as enzimas do CYP hepatico responsaveis
pela biotranformacgdo do vicriviroc, um antagonista de receptores CCR5 de quimiocinas.

Utilizando microssomas hepaticos, enzimas humanas CYP 3A4 recombinantes e inibidores
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especificos para CYP 3A4, foi identificada a participacdo deste citocromo na producdo do
metabdlito N-oxidado (Fig. 10). O cetoconazol, por exemplo, foi capaz de inibir em 68% a

producao deste metabdlito.

Figura 10 - Biotransformacao do vicriviroc por microssomas hepéticos e enzimas c-DNA de
CYP humanas.
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Vicriviroc Vicriviroc-N-6xido

Fonte: Adaptado de Ghosal et al. (2007).

A biotransformacdo de farmacos em seus metabdlitos N-oxidados também pode ser
realizada utilizando fungos filamentosos. O farmaco enrofloxacino, da classe das
fluorquinolonas, foi biotransformado por Mucor rammanianus em seu metabdlito N-6xido (Fig.

11). A incubagdo foi realizada durante 21 dias (PARSHIKOV et al., 2000).

Figura 11 - N-oxidagdo do enrofloxacino por Mucor rammanianus.
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Fonte: Adaptado de Parshikov et al (2000)

A producdo de um N-6xido piridina foi descrito por Zeng e colaboradores (2012)

utilizando o fungo Cunninghamella echinulata var. elegans ATCC 9245. O composto 3-(N-

Boc-aminometil)-5-bromopiridina foi o substrato da reagéo (Fig. 12).

Figura 12 - N-oxidacao por Cunninghamella echinulata var. elegans ATCC 9245.
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Fonte: Adaptado de Zeng et al (2012)

1.4 O TRATAMENTO ANTITUMORAL

O céancer é uma das doencas que mais causam temor na sociedade, por ter se tornado
um estigma de mortalidade e dor. Atualmente, a definicdo cientifica de cancer refere-se ao
termo neoplasia, especificamente aos tumores malignos, como sendo uma doenca caracterizada
pelo crescimento descontrolado de células transformadas. Existem quase 200 tipos que
correspondem aos varios sistemas de células do corpo, os quais se diferenciam pela capacidade
de invadir tecidos e 0rgéos, vizinhos ou distantes (ALMEIDA et al., 2005).

O tratamento para o cancer envolve trés principais tipos de terapias: cirurgia,

radioterapia e quimioterapia (FOYE; SENGUPTA, 2002). O objetivo priméario da quimioterapia é
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destruir as células neoplasicas, preservando as normais, entretanto, a maioria dos agentes
quimioterapicos atua de forma ndo-especifica, lesando tanto células malignas quanto normais.
Isto explica a maior parte dos efeitos colaterais da quimioterapia: nauseas, perda de cabelo e
susceptibilidade maior as infeccdes (MACHADO, 2000; PATRICK, 2009; SALMONM; KATZUNG,
1998).

A quimioterapia pode ser feita com a aplicacdo de um ou mais quimioterapicos.
Atualmente o uso de farmacos isolados, denominado monoquimioterapia, mostrou-se ineficaz
em induzir respostas completas ou parciais significativas, na maioria dos tumores, sendo
atualmente de uso muito restrito. A poliquimioterapia mostrou-se eficaz na diminuigcdo da
resisténcia a farmacos e por promover maior resposta por dose administrada (PATRICK, 2009).

Os farmacos mais tradicionais no tratamento do cancer agem promovendo desregulacao
génica sendo classificados como citotoxicos. Alguns agem diretamente no DNA, outros
(antimetabolicos) agem indiretamente, inibindo enzimas envolvidas na sintese de DNA.
Contudo, o campo de pesquisa na area de quimioterapicos é bastante amplo e os farmacos
podem agir de diferentes formas para combater o crescimento tumoral. Novas estruturas vém
sendo investigadas, agindo em diferentes alvos ou em alvos ainda nédo identificados (PATRICK,
2009).

Dessa forma, o desenvolvimento de novas formas de intervencédo terapéutica contra o
cancer tem aumentado significativamente nos ultimos anos. O estudo de novos medicamentos
e vacinas aplicados ao tratamento antineoplasico tem sido estimulado pelo governo dos Estados
Unidos com a intencdo de acelerar o acesso a tratamentos inovadores (REICHERT; WENGER,
2008). O progresso na pesquisa vem crescendo também devido ao conhecimento da quimica
celular envolvida em certos tipos de cénceres. Esses estudos propiciaram, por exemplo, 0
desenvolvimento de inibidores de quinase (imantinib) e o0 uso de anticorpos monoclonais na

terapia (PATRICK, 2009).

Os Nutlins

O gene supressor de tumor p53, também conhecido como “guardido do genoma” ¢
ativado em resposta a sinais de dano celular. Dessa forma, é a proteina mais frequentemente
inativada no cancer humano. Em condigdes de estresse, 0s niveis de p53 sdo elevados, levando
a interrupgéo do ciclo celular ou apoptose. Sob condi¢gdes normais, a p53 é controlada pela
proteina MDM2 atraves de um feedback autoregulatorio (VASSILEV et al., 2004).
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Uma superexpressdo de gene MDM2 foi verificada em tumores humanos malignos,
impedindo a acdo da p53 e permitindo as células tumorais se replicarem sem controle. Assim,
a ativacdo da p53 por meio da inibicdo da MDM2 tem sido uma nova estratégia terapéutica
(PATRICK, 2009; VASSILEV et al., 2004).

A fim de identificar compostos capazes de inibir a ligacdo p53-MDM2, foi realizada
uma triagem computacional de uma série de compostos quimicos através da técnica de high-
throughput screening (HTS). Varias estruturas promissoras foram identificadas e otimizadas
guanto a sua poténcia e seletividade. Assim, uma serie de compostos analogos cis-imidazdlico

foram construidos e nomeados Nutlins (Fig.13) (VASSILEV et al., 2004).

Figura 13 - Estrutura molecular dos Nutlins.
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Fonte: Adaptado de Vassilev et al., (2004)

Os Nutlins deslocaram proteina p53 recombinantes do seu complexo com a proteina
MDM2 com valores de concentracao inibitoria (1Cso) média entre 100 a 300 nM (VASSILEV et

al., 2004). Essa série de compostos se ligam a regido da MDM2 que esta envolvida na ligagédo
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com a p53, mimetizando as interagcdes dos trés aminoacidos presentes na p53 (Leu-26, Trp-
23, Phe-19) (Fig14) (PATRICK, 2009; PoPowiIcz et al., 2011).

Figura 14 - Nutlin-2 mimetizando os trés grupamentos de aminoacidos da p53.
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Fonte: Adaptado de Patrick (2009), Popowicz et. al. (2011)
LQFM 018 e LQFM 030

Os compostos LQFM 018 e LQFM 030 foram sintetizados no Laboratério de Quimica
Farmacéutica Medicinal da Faculdade de Farmécia-UFG. Esses compostos foram
desenvolvidos a partir de uma simplificagdo molecular dos Nutlins. Os compostos LQFM 018
e 030 sdo moléculas menores, aquirais e sdo obtidas em trés etapas sintéticas, diferentemente
dos Nutlins, tornando o processo de sintese mais simples e menos oneroso (Fig. 15)
(MENEGATTI, 2011).

Figura 15 - Estrutura molecular dos compostos LQFM 018 e LQFM 030.
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Fonte: Adaptado de Menegatti (2011).

Os compostos LQFM 018 e LQFM 030 apresentaram respectivamente valores de 1Cso
igual a 50,8 e 23,4 uM em linhagem de células K-562, resistente a outros quimioterapicos,
apos 72 horas de exposicdo. O estudo foi realizado pelo método de reducdo do MTT. J& para
os testes de exclusdo por azul de tripano os resultados foram de 119,1 e 49,0 uM ap0s 72 horas
de exposicdo, para 0 LQFM 018 e LQFM 030 respectivamente (MENEGATTI, 2011).

Em ensaios de toxicidade aguda, o composto LQFM 018 e o LQFM 030 foram
classificados na categoria 5 ou ndo-toxico de acordo com o Globally Harmonized
System (GSH) (CARVALHO, 2011).

Ensaios in vivo foram realizados para avaliar a sobrevida de animais portadores do
tumor ascitico de Ehrlich (TAE) tratados com 300, 150 ou 75 mg/kg do composto LQFMO030.
Os resultados demonstraram um aumento de sobrevida de 25% dos animais tratados com 150
mg/kg ap6s 10 dias de tratamento. O grupo tratado com 75 e 300mg a sobrevida foi de 15%,
sendo que os animais tratados com 300 mg/kg apresentaram maior morbidade, o que pode estar
relacionado ao efeito téxico do composto (CARVALHO, 2011).

Estudo farmacocinetico do LQFM 030 demonstrou que o composto apresenta elevadas
taxas de meia vida de eliminacdo, volume de distribuicdo e clearance plasmatico. O elevado
volume de distribuigdo pode indicar sua aplicagdo para o tratamento de tumores em tecidos

profundos (LABRE, 2012).
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2 OBJETIVOS

Objetivo geral:

Produzir por biotransformacdo, utilizando cepas de fungos filamentosos, o0s provaveis
metabdlitos dos candidatos a protdtipos de farmacos LQFM 018 e LQFM 030 para

caracterizacdo estrutural e avaliacdo da atividade antitumoral destes metabdlitos

Objetivos especificos:

1- Selecionar as cepas da cole¢éo do LaBiocon para biotransformacgéo do LQFM 018 e LQFM
030 e producdo in vitro de provaveis metabolitos

2- Selecionar a cepa mais promissora e avaliar os diferentes parametros envolvidos no processo
3- Desenvolver e aplicar metodologias de monitoramento das cinéticas reacionais por
cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
4- Realizar estudos in vitro do metabolismo, utilizando modelo microbiano do metabolismo
animal para um estudo prospectivo dos provaveis metabo6litos potencialmente ativos.

5- Desenvolver processo de purificacdo dos metabdlitos de interesse por cromatografia liquida
de em coluna.

6- Caracterizar estruturalmente os metabolitos obtidos.

7- Avaliar a influéncia da adicdo de inibidores e indutores do citocromo P450 na producéo dos
metabolitos.

8- Avaliar a atividade citotoxica frente a células leucémicas K-562 dos principais metabolitos

através do teste de reducdo do MTT.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 SUBSTRATO

Os candidatos LQFM 030 (1-(4-((1-(4-clorofenil)-1H-pirazol-4-il)metil)piperazin-1-
il)etanona) e LQFM 018 (4-((1-(4-clorofenil)-1H-pirazol-4-il)metil)piperazin-1-carboxilato de
etila foram desenvolvidos, sintetizados e fornecidos pelo Laboratorio de Quimica Farmacéutica
Medicinal (LQFM) da Faculdade de Farméacia-UFG.

3.2  MICRORGANISMOS: MANUTENCAO E REPIQUE

Os dez microrganismos selecionados para 0s experimentos sdo provenientes de duas
colecdes.
American Type Culture Collection, Rockville, Md, USA — ATCC.:
e Aspergillus candidus ATCC 2023
e Absidia blaklesleana ATCC 10148b
e Beauveria bassiana ATCC 7159
e Cuninghamella echinulata ATCC 9244
e Cuninghamella echinulata ATCC 9245
e Cuninghamella elegans ATCC 26169
e Mucor griseocyanos ATCC 1207a
e Rhizopus arrhizus ATCC 11145
e Fusarium roseum ATCC 14717

Northern Utilisations Research and Development Division, Peoria-Illions, USA —
NRRL:

e Mortierella isabellina NRRL 1757

Os microrganismos foram mantidos em &gar batata inclinado entre 2 e 4 °C, sendo
repicados periodicamente com glicerol estéril 25% (v/v). A cada experimento as cepas eram

novamente repicadas e mantidas em camara germinativa do tipo Biochemical oxygen demand
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(B.0.D.) (Modelo TE 401 Tecnal®) a 27 °C, por 7 dias para crescimento. Apds esse periodo,

as cepas foram avaliadas macroscopicamente.

3.3 MEIO DE CULTURA

O meio liquido de glicose (MLG) descrito por Gurram et al. (2009) foi 0 meio de cultura
selecionado para realizacdo dos experimentos. Cada 1000 mL de meio de cultura contém: 20 g
de glicose anidra (Vetec®), 5 g de extrato de levedura (BD®), 5 g de peptona de soja (Himedia®),
5 g NaCl (Dinamica®) e 5 g de Ko;HPO4 (Vetec®), g.s. dgua destilada.

Transferiu-se 100 mL do meio para Erlenmeyers de vidro de boca larga de 250 mL. Os

frascos foram autoclavados a 121 °C, por 15 minutos.

34  TRIAGEM DOS MICRORGANISMOS

A triagem foi realizada para verificar dentre os 10 microrganismos utilizados quais
seriam capazes de biotransformar os substratos (LQFM 018 ou LQFM 030).

Uma gota de suspensdo de esporos (em glicerol estéril 25%) foi transferida dos
microrganismos cultivados em agar batata para Erlenmeyers contendo o meio de cultura liquido
(MLG), preparado conforme secéo 3.3, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur de vidro. Os
Erlenmeyers foram identificados quanto ao microrganismo que continha e foram incubados em
incubador rotativo (TE 420 Tecnal®) a 200 r.p.m., 27 °C durante 65 horas.

Finalizadas as 65 horas de incubacéo o substrato foi adicionado. O LQFM 018 e LQFM
030 foram pesados e solubilizados em etanol:dimetilformamida (Dinamica®) (1:1) e etanol
(Tedia®), respectivamente, para obtencdo de solugBes de concentragdo 25 mg/mL. Aos
Erlenmeyers foram adicionados 1 mL da solugdo de LQFM 018 ou LQFM 030, em
experimentos independentes, resultando na concentracdo final de 25mg/100mL de substrato.

Os Erlenmeyers foram novamente incubados a 200 r.p.m., 27 °C e aliquotas de 1 mL
dos meios de incubacdo foram retiradas nos tempos de 24 h, 48 h, 72 h e 96 h e transferidas
para Eppendorfs. Para analises por CCD as aliquotas foram saturadas com cloreto de sédio,
extraidas com acetato de etila (Vetec®) e aplicadas em cromatofolhas de aluminio com silica
gel 60 F2ss. As analises em CLAE foram realizadas com o sobrenadante de incubacéo obtido

apos centrifugacéo das aliquotas em micro centrifuga HT® modelo MCD-2000.
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A fim de avaliar a influéncia de componentes do meio de cultura, dos microrganismos
ou de uma possivel degradacdo do substrato ao longo do tempo de incubacéo, dois diferentes
experimentos de branco foram realizados. Um branco do microrganismo, contendo o meio de

cultura e microrganismo, e outro do substrato, contendo meio de cultura e substrato.

3.5 ENSAIO EM ESCALA SEMIPREPARATIVA

Finalizadas as analises de CCD e CLAE dos sobrenadantes de incubacédo, a cepa
Mortierella isabellina NRRL 1757 foi selecionada para incubagdes em escala semipreparativa
com o LQFM 030 e LQFM 018. O procedimento descrito para a triagem foi repetido em escala
semipreparativa, utilizando 10 Erlenmeyers de 250 mL de boca larga com 100 mL de MLG e
concentracdo de 25 mg/100mL de substrato. O procedimento empregado foi 0 mesmo para
incubagdes com o LQFM 030 e LQFM 018.

Filtracdo e extracdo

Apos o periodo de 96 horas de incubacdo o contetdo dos 10 Erlenmeyers foi reunido e
a biomassa foi filtrada em funil de Biichner com gaze sob vécuo. A solucdo filtrada foi saturada
com cloreto de sédio (Vetec®) e posteriormente filtrada em funil de Buchner contendo Celite-
545 (Tedia®) sob vacuo. O filtrado foi entdo denominado “Fragdo aquosa” e transferido para
uma ampola de separacéo, onde foi extraido com trés porcoes de 100 mL de acetato de etila.
Ap0s a extracdo foram obtidas duas fracOes: fracdo aquosa extraida e fracdo acetato de etila. A
fracdo aquosa extraida foi descartada. Adicionou-se sulfato de magnésio anidro a fragdo acetato
de etila e procedeu-se a filtracdo em funil de vidro sinterizado e o filtrado foi evaporado em
evaporador rotativo Tecnal® modelo TE-211, acoplado a bomba de vacuo Tecnal® TE-058
resultando em um extrato bruto seco para posterior purificagdo (Fig.16).

A biomassa, separada na filtracdo, foi extraida com acetona (200 mL) em agitador
magnético por 1 hora e filtrado em papel de filtro. Posteriormente a biomassa foi extraida com
metanol (200 mL) em agitador magnético por 1 hora e filtrada novamente. Assim foram obtidas
a fragdo metanol e a fracdo acetona. As fracbes foram evaporadas em evaporador rotativo

originando dois extratos brutos secos para posterior purificagéo (Fig. 16).

Figura 16 - Fluxograma da metodologia empregada para extracdo do meio reacional.
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Purificacdo dos metabdlitos

3.5.1.1 LQFM 030

A purificacdo dos extratos foi realizada por cromatografia de adsor¢do em coluna,
utilizando uma coluna de vidro de 220 x 15 mm, preenchida com fase estacionaria silica gel 60,
Vetec®, 0,063 — 0,200 mm (70-230 mesh) e fase mdvel acetato de etila. O monitoramento foi
realizado por CCD, utilizando AcOEt:MeOH (50:50) como eluente e luz UV (254 nm) como
revelador.

Primeiramente foi purificado o extrato seco da fracdo acetato de etila, sendo este
solubilizado em metanol, adicionado silica gel 60, Vetec®, 0,063 — 0,200 mm (70-230 mesh),
seco para a formacéo da pastilha e transferido para a coluna de vidro previamente compactada
com fase estacionaria. Gradientes de solventes foram eluidos na coluna, iniciando com AcOEt
100%, passando por AcOEt:MeOH (50:50) e finalizando com MeOH 100%. Os produtos
purificados tiveram seus solventes evaporados e foram mantidos em dessecador para posterior

pesagem. O procedimento foi repetido para o extrato seco da fracdo metanol e acetona.

3.5.1.2 LQFM 018
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A purificagdo foi realizada por cromatografia de adsor¢do em coluna, utilizando uma
coluna de vidro de 220 x 15 mm, preenchida com fase estacionéria silicagel 60, Vetec®, 0,063
— 0,200 mm (70-230 mesh) e fase movel diclorometano. O monitoramento foi realizado por
CCD, com fase mével DCM:MeOH (95:05) e luz UV (254 nm) como revelador.

O extrato seco da fracdo acetato de etila foi solubilizado em metanol, incorporado a
silica e transferido para a coluna de vidro previamente compactada com fase estacionéria.
Gradientes de solventes foram eluidos na coluna, iniciando com DCM 100%, DCM:MeOH
(70:30) e finalizando com MeOH 100%. Os produtos purificados tiveram seus solventes
evaporados e mantidos em dessecador para pesagem posterior. O procedimento foi repetido
para o extrato seco da fragcdo metanol e acetona.

Cinética de formacado dos metabdlitos e consumo do substrato

Apos purificacdo dos metabolitos a cinética de formagdo e consumo do substrato foi
determinada por CLAE.

3.5.1.3 LQFM 030

Aliquotas do meio de incubagdo com M. isabellina obtidas conforme secdo 3.4 foram
centrifugadas por 5 minutos a 100.000 r.p.m. em microcentrifuga (HT MCD-2000) e injetadas
(20 uL) em cromatografo a liquido da marca Gilson®, equipado com duas bombas modelo 321
da Gilson®, injetor manual Rheodyne® com capacidade de 20 pL, detector UV modelo 152
Gilson®, coluna Lichrospher 100 RP-18 MERCK (250 x 4,6 mm x 0,5 um). Foram
desenvolvidos e testados quatro sistemas cromatograficos para analise do substrato e do meio
de incubacao.

As fases moveis foram preparadas utilizando agua purificada pelo sistema Milli-Q
(Millipore®, S&o Paulo, Brasil), metanol grau HPLC (J.T.BAKER®), fosfato de potéssio
monobasico P.A. (Synth). Sendo os solventes filtrados em membranas Millipore® de 0,45 pm
e 47 mm de diametro, degaseificados em banho de ultrassom Thornton T7 por 15 minutos.

O substrato LQFM 030 foi solubilizado em metanol, para obter uma concentracao final
de 0,25 mg/mL e injetado em CLAE em triplicata.

A analise cromatografica foi realizada empregando quatro diferentes sistemas

cromatogréficos:
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a) Sistema 1 desenvolvido por Gomes (2007): Sistema gradiente com fase mdvel
metanol (Bomba A) e mistura de metanol e tampdo de fosfato de potassio
monobasico 0,02 M — 65:35 v/v (Bomba B) (Tabela 1).

Tabela 1 - Sistema gradiente desenvolvido por Gomes 2007, adaptado.

Tempo (min) Bomba A (%) Bomba B (%) Vazdo (mL/min)
0az2 0a 100 100a0 1,0
2a’7 100 0 0,8
7a8 100 0 1,0
8a9 100 a 50 0a50 1,0

Fonte: Gomes (2007). Adaptado.

b) Sistema isocratico 2: Fase mdvel metanol (Bomba A) e tampdo de fosfato de
potéassio monobésico 0,02M (Bomba B). (40:60),

c) Sistema isocratico 3: Fase mdvel metanol (Bomba A) e tampédo de fosfato de
potassio monobasico 0,02M (Bomba B).

d) Sistema isocratico 4: Fase mével metanol (Bomba A) e tampdo de fosfato de
potéssio monobésico 0,02M (Bomba B) (70:30).

O sistema isocratico 4 foi alterado, adicionando um gradiente de incubagédo no inicio do

tempo de corrida conforme tabela 2.

Tabela 2 - Sistema gradiente 4, bomba A (metanol) e bomba B (Tampao de fosfato de
potassio monobasico 0,02 M),
Tempo (min) Bomba A (%) Bomba B (%) Vazao (mL/min)
Oal 15a70 85a30 1,0
lalilbs 70 30 1,0

Fonte: Autor.

3.5.1.4 LQFM 018
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As aliquotas do meio de incubacdo foram obtidas conforme secdo 3.4, centrifugadas e
injetadas em CLAE. Os equipamentos e solventes utilizados foram os mesmos descritos em
3.5.3.1. O substrato LQFM 018 foi solubilizado em metanol, obtendo uma concentracéo final
de 0,25 mg/mL para analise. A andlise cromatogréfica foi realizada empregando o sistema
gradiente 3 descrito em 3.5.3.1 e outros trés sistemas isocraticos:

a) Sistema isocratico 1: Fase mével metanol (Bomba A) e tampdo de fosfato de

potassio monobasico 0,02M (Bomba B) (80:20), vazdo 1,0 mL/min.

b) Sistema isocratico 2: Fase mdvel metanol (Bomba A) e tampédo de fosfato de

potéssio monobésico 0,02M (Bomba B) (70:30), vaz&o 1,0 mL/min.

c) Sistema isocratico 3: Fase mével metanol (Bomba A) e tampdo de fosfato de

potassio monobasico 0,02M (Bomba B) (75:25) vazdo 1,2 mL/min.

Identificagdo e caracterizagdo dos metabolitos

Os metabolitos que foram purificados e obtidos em quantidades suficientes para analise,
foram identificados e caracterizados com o auxilio das técnicas de Espectrometria de Massas
(EM), Ressonancia Magnética nuclear de Hidrogénio (RMN H) e ressonincia magnética
nuclear de duas dimensdes: Heteronuclear Multiple-Bond Correlation (HMBC). Analises de
espectrofotometria na regido do UV também foram realizadas para os substratos e metabdlitos.

3.5.1.5 Espectrometria de massas com ressonancia ciclotrénica de ions (FTICR-MS)

As andlises de Espectrometria de massas foram realizadas no Centro de Pesquisas da
Petrobras (CENPES) UFRJ. Um espectrémetro de massas de ressonancia ciclotrénica de ions
com transformada de Fourier Solarix 9,4T (Bruker, Bremmen, Alemanha) foi empregado nas
analises de altissima resolugéo. Previamente a aquisi¢do dos espectros de ESI(+)-FT-ICR MS
foram realizados ap6s uma otimizacdo experimental de pardmetros de aquisicdo como:
concentragdo, TOF, ion accumulation time, skimmer, collision voltage). Preparou-se uma
solugéo de 1 mg/mL da amostra em metanol, desta solugdo 10 pL foram transferidos para um
vial contendo 990 pL de metanol com 0,1 % de hidroxido de amdnia. O fluxo do electrospray
foi de 4 mL/min. A faixa dinamica de aquisigdo de ions na cela de ICR foi de m/z 200-2000.
Os demais parametros da fonte de ESI(+) sdo: i) voltagem no capilar (cone): -3200 V; ii) end

plate offset= -500 V; iii) temperatura e fluxo do gas de secagem: 250 °C e 4 L min; vi) pressio
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do gés nebulizador: 1 bar; v) skimmer = 75 V e vi) collision voltage = -10 V. Na transmissao
de ions, o tempo de acumulagdo de ions no hexapolo (ion accumulation time) e 0 TOF foram
de 0,3 s e 0,8 ms, respectivamente. Cada espectro foi adquirido a partir da acumulacdo de 200
scans com um dominio de tempo de 4M (mega-point). Antes da aquisi¢cdo, o equipamento foi

externamente calibrado a partir de uma solucéo de NaTFA.

3.5.1.6 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Analises de RMN foram realizadas no Laborat6rio de RMN do Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Goias. O espectrometro Bruker Avance 111 500 de 11,75 T (500,13
MHz para 'H e 75,46 MHz para 3C), equipado com sonda HR-MAS de 4 mm foi utilizado.
As andlises foram feitas em metanol deuterado (CIL — Cambridge Isotope Laboratories)

utilizando tetrametilsilano (TMS) como padréo interno.

3.5.1.7 Espectrofotometria na regido do UV

A determinacdo do comprimento de onda de maxima absorc¢ao foi realizada no Labiocon
— UFG utilizando Espectrofotometro Cintra® 10e UV-visible Spectrometer de 200 a 400 nm.
Os substratos e metabolitos foram solubilizados em metanol (Vetec®).

3.6  AVALIACAO DO EFEITO DA CONCENTRACAO DO SUBSTRATO E TEMPO DE
INCUBACAO NA FORMACAO DOS METABOLITOS

Para avaliar o efeito da concentracdo do substrato e do tempo de incubacéo na formacéo
dos metabdlitos do LQFM 030, experimentos foram conduzidos no Labiocon - UFG com
diferentes concentracdes dos substratos e variando o tempo de incubacéo.

Foi realizada a metodologia descrita na secdo 3.4, porém com o tempo de incubacgéo
final de 168 horas. A mesma metodologia foi empregada para avaliar o efeito da concentragédo
do substrato, contudo, duas concentragdes diferentes de solugbes de LQFM 030 foram
utilizadas: 25 mg/mL e 50 mg/mL. Sendo adicionadas ao meio de incubacdo 1 mL da solucao,
atingindo uma concentragdo final de 25 mg/100mL e 50 mg/100mL de LQFM 030 nos
Erlenmeyers. As aliquotas do meio de incubagdo foram analisadas em CLAE de acordo com a

sec¢do 3.5.3.1 utilizando o sistema gradiente 3.
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3.7 AVALIAGAO DO EFEITO DA ADICAO DE INDUTOR E INIBIDOR DO
CITOCROMO P450 NA FORMAGAO DOS METABOLITOS

Para avaliar o efeito da adicdo de indutores e inibidores do citocromo P450 na formacéo
dos metabdlitos do LQFM 030, experimentos independentes foram conduzidos. As aliquotas
coletadas nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas foram analisadas em CLAE de acordo com a

secdo 3.5.3.1 utilizando o sistema gradiente 3.

Avaliacao da inducéo do CYP 2E1

O etanol (Tedia®) foi utilizado como indutor do citocromo P450, experimentos foram
realizados com a Mortierella isabellina de acordo com o descrito na se¢éo 3.4, contudo, a cada
24 horas de incubagéo, 1 mL de etanol foi adicionado ao meio de cultura. O branco de incubagéo
contendo somente meio de cultura, microrganismo e etanol também foi realizado. Experimentos

foram conduzidos em triplicata.

Avaliacéo da inibi¢éo do CYP 3A

O cetoconazol (Sigma-Aldrich®) foi utilizado como inibidor do citocromo P450. Os
experimentos foram conduzidos com Mortierella isabellina, conforme descrito na secdo 3.4.
Todavia, apds adicionar o LQFM 030, também foram adicionados 1 mL de diferentes
concentracdes de cetoconazol: 10 mg/mL, 20 mg/mL e 30 mg/mL. O branco de incubacao
contendo meio de cultura, microrganismo e cetoconazol também foi realizado. Experimentos

foram conduzidos em triplicata.

3.8 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS METABOLITOS PELO ENSAIO DE
VIABILIDADE CELULAR UTILIZANDO O METODO DE REDUCAO DE MTT
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Em uma placa de Elisa de 96 pocos (TPP, Trasadingen, Suiga), foi adicionado aos po¢os
correspondentes 90 pL de suspensdo celular na concentracio de 1 x 10° células viaveis/mL da
linhagem leucémica K-562 mantidas em meio RPMI-1640 (Sigma®) suplementado com 10%
de soro fetal bovino. As células foram expostas a 10 pL do composto teste em oito
concentragOes feitas a partir de diluicBes seriadas. Além dos pocos com celulas expostas ao
composto em questdo, em cada placa foi realizado um controle de célula a fim de avaliar a
viabilidade celular. Apds o periodo de incubacdo de 48 horas em estufa Umida a 37 °C e
atmosfera de 5% de CO>, cada pogo recebeu 10 pL de MTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) a5 mg/mL. A placafoi novamente incubada por quatro horas e, em seguida, centrifugada
a 800 rpm por 10 minutos, com o propdésito de permitir que 0s possiveis cristais de formazan
fossem precipitados. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante de cada pocgo foi desprezado e,
entdo, adicionado 100 pL de dimetisulfoxido (DMSO) (VETEC,RJ, BRASIL) para a
solubilizagcdo dos possiveis cristais de formazan. A placa de Elisa foi cuidadosamente
homogeneizada e a intensidade de coloracdo quantificada espectroscopicamente por leitor de
Elisa (STAT FAX 2100, Awareness Technology, Dusseldorf, Germany) em um comprimento
de onda de 545 nm. A média da absorcao das células nao tratadas foi considerada como 100%

de viabilidade celular.

Para cada composto em suas diferentes concentracBes, foram realizados dois
experimentos independentes sendo quatro pogos de cada concentracdo. Os resultados de
viabilidade obtidos foram submetidos a uma anélise estatistica usando o Software GraphPad

Prism 5.01 e demonstrados em graficos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 LQFM 030

Avaliacao da morfologia e selecdo das cepas

Os fungos filamentosos s&o microrganismos morfologicamente complexos e exibem
diferentes formas estruturais ao longo do seu ciclo de vida. Fatores como temperatura de
incubacdo, composicdo do meio de cultura, pH e agitacdo podem contribuir para diferentes
morfologias (PAPAGIANNI, 2004). Desta forma, o crescimento e aspecto das cepas foram
observados durante todo o processo de incubagdo, também foram verificadas temperatura e
agitacdo. As cepas apresentaram durante todo o tempo a formacéo do halo de crescimento, antes
e depois da adicdo do substrato (LQFM 030) o que indica que sua viabilidade ndo foi
prejudicada pela adi¢do do composto a ser biotransformado.

A composi¢do do meio de cultura pode influenciar na formagéo dos metabdlitos. O meio
liquido utilizado para as incubac@es de todos os microrganismos foi 0 meio de glicose, rico em
nutrientes necessarios para o crescimento do fungo. Estudos de biotransformacéao do albendazol
com Cuninghamella blakesleeana NCIM 687 em diferentes meios liquidos demonstrou que a
capacidade de biotransformacdo quando utilizado o meio de glicose foi superior aos
experimentos com outros meios de cultura (GURRAM et al., 2009). Em meio liquido a estrutura
micelar dos fungos filamentosos pode se desenvolver em forma de “pellets” (filamentos de
micélios entrelacados) ou como uma massa amorfa (filamentos de micélios dispersos). O
quadro 2 demonstra a formagdo micelar em meio liquido de glicose dos fungos utilizados na
triagem para a biotransformacéo do LQFM 030.
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Quadro 2 - Morfologia dos microrganismos em meio de glicose para triagem.

Microrganismo “Pellets” Massa amorfa Halo
Absidia blaklesleana ATCC 10148b ++ - +
Aspergillus candidus ATCC 2023 - + +
Beauveria bassiana ATCC 7159 - + +
Cuninghamella echinulata ATCC 9244 + - +
Cuninghamella echinulata ATCC 9245 ++ - +
Cuninghamella elegans ATCC 26169 ++ - +
Fusarium roseum ATCC 14717 - + +
Mortierella isabellina NRRL 1757 + - +
Mucor griseocyanos ATCC 1207a - + +
Rhizopus arrhizus ATCC 11145 - + +

Legenda:(-) auséncia, (+) presenga e/ou “pellets” pequenos, (++) “pellets” grandes.
Fonte: Autor.

Para a selecdo das cepas capazes de biotransformar o LQFM 030, aliquotas do meio de
incubacdo foram retiradas a cada 24 horas para verificar a formacdo de metabdlitos e analisadas
através de CCD (Fase mdvel: AcOEt:MeOH, 50:50).

Os microrganismos Absidia blaklesleana ATCC 10148b e Mortierella isabellina NRRL
1757 foram capazes de biotransformar o substrato em dois metab6litos mais e menos polares
comparado a polaridade do substrato. Nao foram verificados metabdlitos nas incuba¢es com
0s outros oito microrganismos. Foi observado que o substrato ndo foi totalmente consumido no
tempo total de incubacéo (96 horas). A cepa Mortierella isabellina NRRL 1757 foi selecionada
para incubacdo em escala semipreparativa por ter biotransformado o LQFM 030 em maior
namero de metabdlitos. O quadro 3 apresenta os resultados da triagem com as cepas utilizadas.
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Quadro 3 - Analise de CCD da biotransformacao do LQFM 030 apds 96 horas de incubacéo
com diferentes microrganismos em meio de glicose, 27 °C e 200 r.p.m.

Microrganismo Metabdlito 1  Metabolito2 LQFM 030
Rf: 0,62 Rf:0,07 Rf:0,47
Absidia blaklesleana ATCC 10148b - + +
Aspergillus candidus ATCC 2023 - - +
Beauveria bassiana ATCC 7159 - - +
Cuninghamella echinulata ATCC 9244 - - +
Cuninghamella echinulata ATCC 9245 - - +
Cuninghamella elegans ATCC 26169 - - +
Fusarium roseum ATCC 14717 - - +
Mortierella isabellina NRRL 1757 + + +
Mucor griseocyanos ATCC 1207a - - +
Rhizopus arrhizus ATCC 11145 - - +

Legenda: O simbolo (-) indica auséncia e (+) presenca dos metabdlitos. Fase mével: AcOEt:MeOH
(50:50), fase estacionaria silica gel 60 F2zs4 com 0,25 cm de espessura e visualizagdo por UV 254 nm.
Fonte: Autor.

Desenvolvimento de metodologia analitica (CLAE) para monitoramento da

biotransformacéo.

O composto LQFM 030 foi analisado em espectrofotdmetro Cintra 10¢ UV-visible
Spectrometer para a determinacdo do comprimento de onda de maxima absorcao na regido do
UV. O resultado demonstrou absor¢do maxima em 263nm (Fig. 17), sendo este o comprimento
de onda utilizado nas analises por CLAE desenvolvidas para 0 monitoramento da reacdo e a

fim de verificar a formagdo dos metabdlitos ao longo do tempo de incubag&o.
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Figura 17 - Espectrograma na regido do UV do substrato LQFM 030 0,01 mg/mL em metanol,
na faixa de comprimento de onda de 200,0 a 400,0 nm.

Abs ] 263.5
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Fonte: Autor. Anélise realizada em espectrofotdmetro Cintra 10e UV-visible Spectrometer

O LQFM 030 é um composto fenil-pirazolico que possui estrutura semelhante ao
composto LASSBio 579 ja estudado no LaBiocon. Dessa forma, a metodologia analitica
desenvolvida por Gomes (2007) foi testada para o LQFM 030. O método é composto de um
sistema gradiente (metanol: tampéo de fosfato de potassio monobésico 0,02 M) vazao de 1
mL/min e coluna Lichrospher 100 RP-18 MERCK (250 x 4,6 mm x 0,5um). Contudo, a
resolucéo dos picos ndo foi satisfatoria e 0 método foi alterado em relacdo ao seu gradiente.
Assim, trés sistemas isocraticos com proporcdes diferentes de metanol: tampédo de fosfato de
potéssio monobasico 0,02 M foram testados para verificar a separag¢do dos picos, sendo eles:
Sistema 1 (40:60), Sistema 2 (50:50), Sistema 3 (70:30).

A proporcdo 70:30 (Sistema 3) se mostrou satisfatdria sendo necessario um ajuste de
gradiente no inicio do tempo de corrida para a melhor separacdo dos picos. Dessa forma, o
método descrito na tabela 3 foi selecionado para o monitoramento da bioconversdo em escala

semipreparativa com a cepa Mortierella isabellina NRRL 1757.
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Tabela 3 - Sistema gradiente 3, bomba A (metanol) e bomba B (Tamp&o de fosfato de
potéssio monobésico 0,02 M), 263nm, coluna Lichrospher 100, RP 18 - MERCK 250 x 4,6

mm x Sum.
Tempo (min) Bomba A (%) Bomba B (%) Fluxo (mL/min)
0 15 85 1,0
0al 15a70 85a 30 1,0
lalb 70 30 1,0
15a16 70a15 30a85 1,0

Fonte: Autor

A andlise do substrato LQFM 030 por CLAE utilizando o sistema gradiente resultou no
cromatograma apresentado na figura 18. Verificou-se a presenca do pico do LQFM 030 em 9,5
minutos e a presenca de uma impureza em 6,6 minutos. A impureza identificada é,
provavelmente, um subproduto da sintese. Ndo foi observado aumento da concentracdo da

impureza ao longo do tempo de estogue da solucdo padrédo e durante o tempo de incubacéo.

Figura 18 - Perfil cromatogréafico do substrato LQFM 030 (0,25 mg/mL em metanol).
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Fonte: Autor. Anélise realizada em cromatégrafo Gilson®, equipado com coluna Lichrospher
100 RP-18 MERCK (250 x 4,6 mm x 0,5 um) e sistema gradiente 3. (----- Bomba A, ----- Bomba B)
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Biotransformacéo em escala semipreparativa do LQFM 030.

A cepa selecionada para incubacdo em escala semipreparativa, M. isabellina NRRL
1757, j& € descrita na literatura como um microrganismo promissor para reacdes de
biotransformacdo (ABOURASHED et al., 1999). Na incubagdo com o LQFM 030 o
microrganismo foi capaz de produzir dois metabolitos quando analisados por CCD e CLAE.

A analise por CLAE do meio de glicose resultou no cromatograma apresentado na figura
19. O meio reacional apresentou varios picos entre 1 e 4 minutos, identificados como MLG

(meio liquido de glicose).

Figura 19 - Perfil cromatografico do branco de incubacdo contendo meio de cultura (MLG) e

Mortierella isabellina NRRL 1757 ap6s periodo de 96 horas.
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Fonte: Autor. Anélise realizada em cromatégrafo Gilson®, equipado com coluna Lichrospher
100 RP-18 MERCK (250 x 4,6 mm x 0,5 um) e sistema gradiente 3. (----- Bomba A, ----- Bomba B)
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As aliquotas retiradas de cada tempo de incubagdo (24, 48, 72 e 96 horas) foram
analisadas por CLAE com o sistema gradiente 3. Os cromatogramas foram analisados e
verificada a presenca de dois metabdlitos mais polares que o LQFM 030 como mostra o
cromatograma da Figura 20. O metabdlito 2 foi identificado como majoritario na reacdo de

biotransformacéo.

Figura 20 - Perfil cromatogréafico de biotransformacdo do LQFM 030 com M. isabellina NRRL

1757 apos periodo de 96 horas de incubacao.
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Fonte: Autor. Andlise realizada em cromatégrafo Gilson®, equipado com coluna Lichrospher
100 RP-18 MERCK (250 x 4,6 mm x 0,5 um) e sistema gradiente 3. (----- Bomba A, ----- Bomba B)

Cinética de formacéo dos metabdlitos do LQFM 030.

As analises em CLAE dos tempos de reagdo permitiram a construcdo da cinética de
formacdo dos metabolitos e de consumo do LQFM 030 ao longo do tempo de incubagéo.
Observada a cinética de formacdo dos metabolitos (Grafico 1) pode-se verificar que o pico de

concentracdo do metabdlito 1 ocorre no tempo de 96 horas e 0 metabolito 2 atinge seu maximo
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em 72 horas, se mantendo até 96 horas. O substrato LQFM 030 decai em 60% nas primeiras 24
horas, possivelmente devido a adsorcdo ou internalizacdo do substrato pela célula fungica,
seguida de uma diminuicdo em aproximadamente 50% no intervalo entre 48 e 96 horas,
coincidindo com o periodo de formacgédo dos metabdlitos. Ndo houve variacdo na concentracdo

da impureza durante o tempo de incubacao.

Gréfico 1 - Cinética de biotransformacéo do LQFM 030 por Mortierella isabellina NRRL 1757.
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Fonte: Autor. Andlise realizada em cromatégrafo Gilson®, equipado com coluna Lichrospher 100 RP-
18 MERCK (250 x 4,6 mm x 0,5 um) e sistema gradiente 3.

4.1.1.1 Efeito do tempo de incubacédo na cinética de formacdo dos metabélitos

A fim de avaliar o efeito do tempo de incubacdo na formacdo dos metabolitos,
experimentos com o tempo prolongado de reacdo foram realizados (168 horas). Observou-se
que apos o periodo de 96 horas os metabolitos 1 e 2 continuavam sendo formados, portanto,
com um periodo maior de incubacéo a formacao dos metabdlitos seria mais eficaz.

O gréfico 2 mostra a formacdo dos metabolitos 1 e 2 frente ao aumento do tempo de
incubagdo do LQFM 030.

Gréfico 2 - Cinética de formacédo dos metabolitos com o tempo de 168 horas.
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Fonte: Autor. Analise realizada em cromatografo Gilson®, equipado com coluna Lichrospher 100 RP-
18 MERCK (250 x 4,6 mm x 0,5 um) e sistema gradiente 3.

Observou-se que ocorreu um aumento de até 4 vezes na concentracdo dos metabdlitos
no periodo de 96 a 168 horas, sendo assim, podemos propor que o maior tempo de incubacéo €

favoravel a formacdo dos metabolitos 1 e 2.

4.1.1.2 Efeito da concentracao do substrato na cinética de formacédo dos metabdlitos

Para avaliar o efeito da concentracdo do substrato (LQFM 030) frente a formacao dos
metabolitos, experimentos com diferentes concentracGes de LQFM 030 (25 mg e 50 mg em
cada Erlenmeyer) foram realizados. O grafico 3 mostra a formacdo dos metabdlitos frente a

comparacdo dos experimentos realizados com diferentes concentrag¢fes no tempo de 168 horas.

Grafico 3 - Concentragdo dos metabolitos e do LQFM 030 em incubagdes com diferentes

concentragdes de substrato no tempo de 168 horas.
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Fonte: Autor. Andlise realizada em cromatégrafo Gilson®, equipado com coluna Lichrospher 100 RP-
18 MERCK (250 x 4,6 mm x 0,5 um) e sistema gradiente 3.

Observa-se que quando a incubacdo foi conduzida com a concentracdo mais alta de
substrato (50 mg/100 mL) houve uma diminuicao significativa (cerca de 70%) na formacéo dos
metabdlitos 1 e 2. Indicando assim que a concentragdo de 25 mg/100mL é mais viavel na
realizagdo dos experimentos.

Zhao e colaboradores (2009) testaram diferentes concentracdes de ginsenosideo Rbl
(0,15mg/mL a 1,0 mg/mL), utilizando Cladosporium fulvum, para biotransformacdo em
ginsenosideo Rd. A concentracdo de 0,25 mg/mL do substrato resultou em maior rendimento
do metabdlito. Concentraces superiores a essa reduziram a taxa de biotransformacédo. Estudo
utilizando Fusarium oxysporum NCIM 1282 na biotransformagdo da ciclohexanona a e-
caprolactona revelou que concentragcdes acima de 100 mg/100mL do substrato reduziram a taxa
de formacao do metabdlito, provavelmente devido a uma acao toxica da ciclohexanona quando
em altas concentracdes (MANDAL et al., 2002). Na utilizacdo de uma cepa do género
Mortierella sp. (Mortierella minutissima) na biotransformacéo do D-limoneno a concentracéo
de 0,8% (v/v) desse substrato foi a melhor na formacdo do alcool perilico. ConcentracGes

superiores de D-limoneno reduziram a produgdo do metabdlito (TRYTEK; FIEDUREK, 2005).

Efeito da adi¢éo de indutores e inibidores do citocromo P450 na biotransformagéo do
LQFM 030
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A atividade das enzimas da familia do citocromo P450 pode ser afetada por fatores
genéticos, enddgenos e ambientais. Compostos que causam a inibicdo ou inducdo dessas
enzimas sdo alvos de varios estudos, uma vez que essa alteracao na sua atividade pode alterar
0 metabolismo de farmacos e xenobidticos (KAVITHA et al., 2012; LIN; Lu, 1998; PELKONEN et
al., 2008).

4.1.1.3 Efeito de um indutor do CYP450

O etanol foi utilizado como indutor do CYP para a reacdo de biotransformacéo do
LQFM 030 com M. isabellina NRRL 1757. Aliquotas de 1 mL de etanol foram adicionadas a
cada 24 horas nos meios de incubacdo até finalizacdo do experimento (96 horas). A analise em
CLAE do meio de incubacéo no tempo de 96 horas indicou a formacéo de outros 3 metabdlitos

que néo foram identificados nas incubacdes sem a adigdo de etanol. (Fig 21)

Figura 21 - Perfil cromatografico de biotransformacédo do LQFM 030 com Mortierela isabellina
NRRL 1757 com adicdo de etanol. Tempo de 96 horas de incubacdo. Sistema gradiente 3 e

comprimento de onda 263 nm.
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Fonte: Autor. Andlise realizada em cromatégrafo Gilson®, equipado com coluna Lichrospher 100 RP-
18 MERCK (250 x 4,6 mm x 0,5 um) e sistema gradiente 3. (----- Bomba A, ----- Bomba B)
A cinética de formacdo do metabdlito 1 e 2 mostrou que ndo houve aumento na

concentracdo destes metabdlitos (Grafico 4). A diminuicdo nas concentragdes pode ser
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decorrente do consumo do substrato para a formagdo dos outros metabolitos observados no

meio reacional.

Gréfico 4 - Concentracdes dos metabolitos e do LQFM 030 em diferentes incubacdes frente a

adicéo de etanol. Tempo de incubacao de 96 horas.
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Fonte: Autor. Analise realizada em cromatografo Gilson®, equipado com coluna Lichrospher 100 RP-
18 MERCK (250 x 4,6 mm x 0,5 um) e sistema gradiente 3.

O etanol é um indutor da isoforma 2E1 do CYP, e sua inducéo in vivo é conhecida como
um processo lento que pode desencadear em alteracfes na concentracdo de farmacos no sangue
(LIN; Lu, 1998). Apesar da CYP2E1 ser abundante no figado somente alguns poucos farmacos
sdo metabolizados por essa via, sendo esta, por exemplo, responsavel pelo efeito hepatotoxico
do paracetamol (RUMACK, 2004). A presenca de diferentes metabolitos no meio reacional
(Metabolitos 3, 4 e 5) pode indicar que estes seriam formados por essa isoforma especifica. A
manutencdo das concentracdes dos metabolitos 1 e 2 indica que eles ndo sdo influenciados pela
inducdo da isoforma 2E1, sendo assim, uma outra CYP seria, provavelmente, a responsavel

pela sua formacao.

4.1.1.4 Efeito de um inibidor do CYP450
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O cetoconazol foi utilizado como indutor da isoforma 3A do CYP. Diferentes
quantidades (10, 20 e 30 mg) do composto foram adicionados a 100 mL do meio reacional
contendo M. isabellina NRRL 1757 antes da adi¢do do substrato (LQFM 030). As analises
realizadas em CLAE mostraram uma significativa diminuicdo da concentracdo dos metabdlitos
1 e 2 quando comparados & incubagdo sem o inibidor. A concentragdo do metabolito 1 em meio
reacional foi diminuida em cerca de 76% e do metabdlito 2 em 94%. (Gréafico 5.)

Gréfico 5 - Concentracdo de metabdlito 1 e 2 na presenca e auséncia do inibidor (cetoconazol)

em diferentes concentragdes. Tempo de incubacdo de 96 horas.
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Fonte: Autor. Analise realizada em cromatégrafo Gilson®, equipado com coluna Lichrospher 100 RP-
18 MERCK (250 x 4,6 mm x 0,5 um) e sistema gradiente 3.

O cetoconazol atua no CYP através da inibicdo competitiva, onde o nitrogénio deste
agente antifungico se liga ao ferro do sitio ativo das enzimas P450, impedindo o metabolismo
de farmacos co-administrados (GOLAN et al., 2009).

Roh e colaboradores (2009) utilizaram o cetoconazol como inibidor do CYP450 na
biotransformacéo da daidizeina com Streptomyces avermitilis MA-4680 e verificaram 90% de
inibicdo de seu metabdlito hidroxilado.

A hidroxilagéo da progesterona foi reduzida em 50% quando adicionado cetoconazol na
biotransformacao com Streptomyces roseochromogenes NCIB 10984 (BERRIE et al., 1999).

Purificagdo e caracterizacgéo estrutural do metabdlito
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A purificacdo dos metabdlitos foi realizada em coluna cromatogréafica de vidro de 22
cm e 2,5 cm de didmetro com silica gel 60 (Merck) como fase estacionéria. A fase movel
utilizada foi AcOEt (100%), seguido de uma proporcdo AcOEt:MeOH (50:50%) e finalizando
com metanol (100%). Partindo de 150 mg de extrato bruto foi possivel purificar 10 mg do
metabdlito denominado Labiocon 382 (Fig. 22) que foi caracterizado por RMN *H e °C e
espectrometria de massas alta resolugédo. Os outros produtos formados ndo foram obtidos em

quantidades suficientes para sua caracterizacao.

Figura 22 - CCD da purificagdo do extrato bruto de incubagdo do LQFM 030 com Mortierella
isabellina.
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Fonte: Autor. Fase movel: AcOEt:MeOH (50:50), visualizagdo em luz UV (254 nm).

As analises de RMN H e 13C foram realizadas em espectrometro Bruker Avance 111 500
de 11,75 T (500,13 MHz para 0 'H e 75,46 MHz para o 3C). Os espectros foram registrados
em CDsOD, com TMS como padrdo interno, sendo o espectro RMN do padréo (LQFM 030)
também registrado para fins de comparacdo. A tabela 4 demonstra as atribuicbes dos
deslocamentos quimicos obtidos do espectro de RMN *H e *C do LQFM 030 (Fig. 23) e seu

metabdlito.

Tabela 4 - Sinais evidenciados no espectro de *H e *3C RMN do LQFM 030 e Labiocon 382.
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Posicao LQFM 030 Labiocon 382

d 'H (mult., J Hz) o 13C d 'H (mult., J Hz) o 13C
3 7,69 (d, 0,6) 143,8 7,88 (d, 0,6) 144.6
4 - 120,4 - 1125
5 8,18 (d, 0,6) 129,2 8,43 (d, 0,6) 131,9
6 3,56 (s) 53,0 4,44 (s) 65,8
8 2,47 (11, 5,2) 53,6 3,16-3,07 (M) 63,2

4,50-4,44 (m)
9 3,55 (dd, 5,4; 10,4) 47,5 36,9
3,46-3,39 (M)

11 3,60 (dd, 5,4; 10,4) 42,8 3,89 (dd, 8,5; 2,2) 41,6
12 2,52 (1, 5,2) 53,9 3,49-3,35 (m) 63,2
13 - 171,8 - 1714
14 2,08 (s) 21,2 2,14 (s) 20,5
I - 140,3 - 139,2
2’ 7,73 (dd, 9,8; 2,2) 121,5 779(dd, 9,8;2,2) 1215
3’ 7,47 (dd, 9,1; 3,0) 131,3 752(dd, 9,1:3,00 1305
4 - 133,3 - 133,4
5 7,47 (dd, 9,1; 3,0) 131,3 752 (dd, 9,1;3,0) 1305
6 7,73 (dd, 9,8; 2,2) 121,5 7,79 (dd, 9,8:2,2) 1215

Legenda: *H e *C RMN baseados em *H-*C HMBC. Dados obtidos em CD;OD em 500 MHz e 125
MHz. Multiplicidades: singleto (s), singleto largo (sl), dubleto (d), duplo dubleto (dd), tripleto (1),
tripleto largo(tl), multipleto (m).

Fonte: Autor.

Figura 23 - Férmula molecular do LQFM 030 com numeracdo dos atomos.
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Fonte: Autor.

O espectro de RMN *H do Labiocon 382 demonstra ndo haver alteracdes quanto a
quantidade de hidrogénios quando comparado ao espectro do LQFM 030.

Né&o foram observados deslocamentos quimicos significativos para os hidrogénios dos
anéis A e B (cloro-fenilpiperazinico) do Labiocon 382 quando comparados ao LQFM 030
indicando que ndo ocorreram alteracdes nessa parte da molécula. O deslocamento dos
hidrogénios referente ao grupamento metila também se mantiveram constantes. O mesmo
aconteceu para os deslocamentos dos sinais referentes ao carbono.

Ja na porcéo referente ao anel piperazinico (C) ocorreu um desdobramento dos sinais,
indicando uma perturbacdo no ambiente quimico deste anel. Sendo assim, é provavel que
alguma alteracdo na subunidade piperazinica da molécula tenha ocorrido. Foi observado um
deslocamento de 2,47 para 3,06-2,97 ppm, na posic¢do 8 no *H RMN do Labiocon 382, quando
comparado com o LQFM 030. Também foi verificada alteracdo no deslocamento dos
hidrogénios da posi¢do 12 para campo mais alto (6 2,52 para 6 3,39-3,25), assim como para 0s
hidrogénios da ponte metilénica (6 3,56 para 6 4,34). Dessa forma, os sinais foram deslocados
para uma regido mais desprotegida, indicando uma maior desprotecdo dos hidrogénios.
Deslocamentos dos sinais dos carbonos também foram identificados (Anexos A, B, C, D, E e
F).

O ™H RMN do enrofloxacino N-6xido, resultado da biotransformagcéo do enrofloxacino
por Mucor ramannianus, demonstrou o mesmo perfil de deslocamento dos sinais. Os
hidrogénios do anel piperazinico préximos ao nitrogénio oxidado foram desprotegidos
obtendos valores de deslocamentos maiores do que o enrofloxacino ndo oxidado (PARSHIKOV
et al., 2000).
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A oxidacdo da mirtazapina também levou ao deslocamento dos sinais proximos ao N-
Oxido, indicando uma desprotecdo dos hidrogénios préximos ao nitrogénio oxidado (MoobDY et
al., 2002).
Analises de espectrometria de massas de altissima resolucdo foram realizadas para se
obter a formula molecular do metabdlito e confirmar a sua estrutura. No espectro, figura 24,
nota-se majoritariamente o ion m/z 335,12713 correspondente ao N-6xido e formula molecular
C16H2002N4Cl com erro de 0,596 ppm. Ja a analise do composto LQFM 030 [M+H]" revelou
massa de m/z 319,13220, erro de 0,735 ppm (C16H200N4Cl) (Fig 25). A fragmenta¢do EM/EM
revelou o fragmento m/z 191, referente ao anel A e B da molécula (cloro-fenilpiperazinico) para
0 metabdlito (Anexo G). Isso vai ao encontro dos resultados obtidos por RMN que indicam néo
haver ocorrido modificacfes nessa subunidade da molécula. Dessa forma, acredita-se que a
biotransformacdo do LQFM 030 com Mortierella isabellina tenha produzido um metabdlito N-
oxido (Fig. 26).

Figura 24 - Espectro de massas do Labiocon 382.
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Figura 25 - Espectro de massas do LQFM 030.
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Fonte: Autor.

Figura 26 - Biotransformagdo do LQFM 030 utilizando Mortierella isabellina.
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Fonte: Autor.

Vaérios estudos demonstram a formagdo de N-Oxidos em moléculas que possuem o anel
piperazinico, tanto em biotransformagdes in vivo como in vitro. Rose e Castagnoli (1983)
relataram a ocorréncia do metabdlito N-6xido da clorpromazina em microssomas de figado de
rato; também relatam a ciproheptadina N-0xido como sendo o metabdlito majoritario
encontrado na urina de cées.
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A clozapina e olanzapina sdo farmacos antipsicoticos que possuem em sua estrutura o
anel piperazinico. Estudos relatam que estes farmacos sdo metabolizados principalmente a N-
Oxidos em sua porcéo piperazinica em ensaios in vivo e in vitro. (LIN et al., 1996; RING et al.,
1996).

A influéncia do citocromo P450 na formacdo da buspirona N-6xido em microssomas
hepéaticos humanos foi investigada por Zhu e colaboradores (2005). Varios inibidores de
diferentes isoformas do CYP foram utilizados e como resultado observou-se uma redugéo
expressiva na formacdo do metabdlito buspirona N-6xido quando utilizado o cetoconazol como
inibidor da CYP 3A4.

As biotransformac6es utilizando fungos filamentosos também séo capazes de formar N-
oxidos. A utilizacdo de Cunninghamella elegans na biotransformacédo da mirtazapina gerou o
metabolito mirtazapina N-6xido (Moopy et al., 2002).

Moussa e colaboradores (1997) relatam a bioconversdo da timoxamina em
desacetiltimoxamina (DAT) por Mucor rouxii e posteriormente a DAT N-Oxido pelo
microrganismo Mortierella isabellina, o0 mesmo utilizado neste estudo.

Para identificar e verificar a presenca do Labiocon 382 no meio reacional, este depois
de purificado, foi analisado por CLAE para comparacdo do seu tempo de retengdo com 0s
metabdlitos 1 e 2 ja identificados por cromatografia. O resultado da anélise indica que o
Labiocon 382 se refere ao metabdlito 2 encontrado nos meios de incubacéo. (Fig.27)

Figura 27 - Perfil cromatografico do Labiocon 382. Tempo de retencdo observado foi 7,19

minutos 0 mesmo observado para 0 metabdlito 2.
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Fonte: Autor. Analise realizada em cromatégrafo Gilson®, equipado com coluna Lichrospher 100 RP-
18 MERCK (250 x 4,6 mm x 0,5 um) e sistema gradiente 3.
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O espectrograma obtido para o Labiocon 382 (Fig. 28) evidencia o comprimento de
onda em 260 nm como o de absor¢do maxima desse composto, sem diferencas significativas
comparado ao LQFM 030.

Figura 28 - Espectrograma na regido UV do produto Labiocon 382 0,01 mg/mL em

metanol, na faixa de comprimento de onda de 200,0 a 400,0 nm.
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Fonte: Autor. Analise realizada em espectrofotémetro Cintra 10e UV Spectrometer

A formacdo de metabolitos N-Oxidos de farmacos ja foi bastante investigada e a
participacdo da enzima flavinamonooxigenase (FMO) ja foi definida (LAMBERT et al., 1989;
ZIEGLER, 1990).

A biotransformacdo do farmaco antipsicotico perazina utilizando microssomas
hepaticos e enzimas CYP recombinantes demonstraram o envolvimento da enzima FMO na
formacdo do metabdlito perazina-N-Oxido. Inibidores da FMO, como o metimazol, foram
utilizados. A incubacdo com inibidores da CYP (cetoconazol a 4 uM) também foi realizada e
néo foi observado inibicdo. (STORMER et al., 2000)

Porém, os resultados obtidos na se¢do 4.1.5.2 indicam que o CYP 3A pode estar
envolvido na formacdo do metabdlito LQFM 030-N-O0xido, uma vez que a adi¢do de
cetoconazol (inibidor da CYP) diminuiu a formacdo do metabdlito. Koyama e colaboradores
(1996) comprovaram o envolvimento do CYP na formagdo do metabolito N-Oxido da
mianserina, utilizando a troleandomicina como um inibidor do CYP 3A.

Pirmohamed e colaboradores (1995) estudaram a formacéo do metabdlito clozapina N-
oxido in vitro utilizando microssomas hepaticos. O cetoconazol foi utilizado como um inibidor

da CYP450 isoforma 3A4, e foi observado uma reducéo de 50% na formacdo do metabdlito
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quando utilizado 39 uM de inibidor. O LQFM 030-N-0xido (metabolito 2) biotransformado
pela Mortierella isabelina teve uma reducdo de aproximadamente 94% quando utilizado 10
mg/100mL de inibidor (188 uM) o que indica que o0 LQFM 030 possivelmente é metabolizado
a LQFM 030 N-oxido através da isoforma 3A4 do CYP450.

Citotoxicidade do metabdlito Labiocon 382 em ensaio de redu¢do do MTT

Para avaliar a citotoxidade do metabolito Labiocon 382, foi realizado o ensaio de
reducdo do MTT, frente a linhagem leucémica K-562, no intervalos de tempo de 48 horas de
exposicao, em diferentes concentragdes (1,568 — 0,012 mM). O grafico 6 representa 0s
resultados do teste de reducdo do MTT.

Os resultados demonstraram viabilidade celular aproximadamente igual ou maior que
100% para todas as concentragdes do composto testadas, dessa forma ndo foi possivel o célculo
do ICso 0 que indica que o LQFMO030 N-6xido nédo possui citotoxicidade celular para células de
K-562 pelo teste de reducdo do MTT. Outros ensaios devem ser realizados a fim de avaliar sua

atividade frente a outras linhagens de células.

Gréfico 6 - Viabilidade celular da linhagem leucémica K-562, ap6s 48h de incubacao, frente ao

composto Labiocon 382.
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4.2 LQFM 018

Avaliacao da morfologia e selecdo das cepas

As cepas utilizadas na triagem para o0 LQFMO018 foram as mesmas utilizadas para o
LQFM 030, sendo utilizado também o mesmo meio de cultura. Dessa forma o aspecto
morfoldgico das cepas foi semelhante aquele apresentado no Quadro 2, na se¢do 4.1.1., p. 48.

A fim de verificar o perfil de biotransformacéao das cepas utilizadas, aliquotas do meio
de incubacdo foram retiradas a cada 24 horas e analisadas através de CCD (Fase movel:
AcOEt:MeOH, 50:50).

Apenas o Aspergillus candidus ATCC 2023 ndo foi capaz de biotransformar o LQFM
018. Todas as outras cepas utilizadas na triagem produziram metabdlitos menos polares que o
produto de partida que néo foi totalmente consumido ao final do tempo de incubacao (96 horas).
O quadro 4 apresenta o0s resultados da triagem com as cepas utilizadas e os metabdlitos
formados.

A cepa Mortierella isabellina foi selecionada para incuba¢des em maior escala com o
objetivo de se comparar 0s metabdlitos produzidos através de bioconversées com o LQFM 030
e com o LQFM 018.



Quadro 4 - Anélise de CCD da biotransformacao do LQFM 018 ap6s 96 horas de incubagdo com diferentes microrganismos em meio de glicose,
27°C e 200 r.p.m.

Microrganismo Met. 1 Met. 2 Met. 3 Met. 4 Met. 5 LQFM 018
(Rf:0,26) (Rf:0,33) (Rf:0,65) (Rf:0,70) (Rf:0,75) (Rf:0,81)
Absidia blaklesleana ATCC 10148b + - + + - +
Aspergillus candidus ATCC 2023 - - - - - +
Beauveria bassiana ATCC 7159 + - - - + +
Cuninghamella echinulata ATCC 9244 + - - - - +
Cuninghamella echinulata ATCC 9245 - - - + - +
Cuninghamella elegans ATCC 26169 - - - + - +
Fusarium roseum ATCC 14717 - - - + - +
Mortierela isabelina NRRL 1757 + - - + - +
Mucor griseocyanos ATCC 1207a - + - + - +
Rhizopus arrhizuz ATCC 11145 + - - - - +

Legenda: O simbolo (-) indica auséncia e (+) presenca dos metabdlitos. A fase movel utilizada foi AcCOEt:MeOH, na proporcdo 50:50, fase estacionaria silica
gel 60 F2s4 com 0,25cm de espessura e visualizagdo em UV 254 nm.
Fonte: Autor.
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Desenvolvimento de metodologia analitica (CLAE) para monitoramento da

bioconversao.

Para a determinacdo do maximo de absor¢édo na regido do UV-visivel o LQFM 018 foi
analisado em espectrofotdmetro Cintra 10° UV-visible Spectrometer. O espectro na regido do
UV mostrou absor¢cdo maxima em 263 nm (Fig. 29), o mesmo observado para o0 LQFM 030
(Fig. 17, p. 50).

Figura 29 - Espectrograma na regido do UV do substrato LQFM 018 0,01 mg/mL em metanol,
na faixa de comprimento de onda de 200,0 a 400,0 nm.
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Fonte: Autor. Anélise realizada em espectrofotdmetro Cintra 10e UV-visible Spectrometer

A metodologia utilizada para monitoramento do LQFM 030 (Secdo 3.5.3.1, p.41) foi
testada para o composto LQFM 018 e seus metabdlitos. Contudo, ndo ocorreu uma boa
resolucédo entre os picos e 0 método foi alterado, retirando o gradiente de solvente, utilizando
um método isocratico e aumentando a vazdo. Outros trés sistemas foram testados:

a) Sistema isocratico 1. Fase mdvel metanol (Bomba A) e tampédo de fosfato de

potassio monobasico 0,02M (Bomba B) (80:20), vazdo 1,0 mL/min.

b) Sistema isocratico 2: Fase mdvel metanol (Bomba A) e tampédo de fosfato de

potassio monobésico 0,02M (Bomba B) (70:30), vazéo 1,0 mL/min.

c) Sistema isocratico 3: Fase mdvel metanol (Bomba A) e tampédo de fosfato de

potassio monobasico 0,02M (Bomba B) (75:25) vazdo 1,2 mL/min.

O método que utilizou uma proporgédo de 75:25 para metanol e tampéo de fosfato de

potassio monobasico 0,02 M, respectivamente, e vazdo 1,2 mL/min foi o mais adequado,
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devido a melhor resolugdo entre os picos sendo selecionado para monitoramento das reacfes

(Sistema isocratico 3) (Fig 30).

Figura 30 - Perfil cromatografico do substrato LQFM 018 (0,25 mg/mL em metanol).
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Fonte: Autor. Andlise realizada em cromatégrafo Gilson®, equipado com coluna Lichrospher 100 RP-
18 MERCK (250 x 4,6 mm x 0,5 um) e sistema isocratico 3.

Biotransformacéo em escala semipreparativa do LQFM 018

Na incubacdo do LQFM 018 com a cepa Mortierella isabellina NRRL 1757, verificou-
se a producdo de dois metabolitos quando analisados por CCD e CLAE.

O meio de glicose (MLG) apresentou um pico em 1,5 minutos, ndo influenciando na
identificacdo dos metabolitos (Fig. 31). A analise do meio de incubacgdo no tempo de 96 horas

por CLAE mostra a presenca de dois metabolitos mais polares que o LQFM 018. (Fig 32).
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Figura 31 - Perfil cromatografico do branco de incubagcdo contendo MLG e Mortierella
isabellina NRRL 1757 apds periodo de 96 horas de incubagéo.
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Fonte: Autor. Analise realizada em cromatografo Gilson®, equipado com coluna Lichrospher 100 RP-
18 MERCK (250 x 4,6 mm x 0,5 um) e sistema isocratico 3.

Figura 32 - Perfil cromatografico de biotransformacdo do LQFM 018 com Mortierella

isabellina NRRL 1757 apds periodo de 96 horas de incubagao.
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Fonte: Autor. Andlise realizada em cromatégrafo Gilson®, equipado com coluna Lichrospher 100 RP-
18 MERCK (250 x 4,6 mm x 0,5 um) e sistema isocratico 3.
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Cinética de formacéo dos metabdlitos do LQFM 018.

A cinética de formacdo dos metabdlitos foi construida a partir das analises realizadas
em CLAE. No gréafico 7 é possivel observar o decaimento da concentracdo de LQFM 018 e a
formacdo dos metabdlitos j& nas primeiras 24 horas de incubagdo. O metabdlito 1 tem pico de
concentra¢do do tempo de 96 horas. J& 0 metabodlito 2 tem seu maximo de concentra¢do no
tempo de 72 horas e depois sofre uma diminuicédo (cerca de 60%), sugerindo sua degradacéo ao
longo do tempo. Através da cinética de formacdo podemos inferir que o melhor tempo para
finalizar a reacdo a fim de se obter maior concentracio do metabolito 2 seria 72 horas. E
necessario verificar se a concentracdo do metabdlito 1 continua a aumentar ao longo do tempo

de incubacdo para se afirmar o melhor momento para finalizar a reacéo.

Gréfico 7 - Cinética de biotransformacéo do LQFM 018 por Mortierella isabellina NRRL
1757.
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Fonte: Autor. Andlise realizada em cromatégrafo Gilson®, equipado com coluna Lichrospher 100 RP-
18 MERCK (250 x 4,6 mm x 0,5 ) e sistema isocratico 3.

Purificagdo e caracterizacdo estrutural do metabolito

Para a purificagdo dos metabolitos foi utilizada coluna cromatografica de vidro (22 cm
x 2,5 cm) com silica gel 60 (Merck) como fase estacionaria. A fase mdvel utilizada foi DCM
(100%), seguido de uma proporcdo DCM:MeOH (70:30) e finalizando com metanol (100%).

Foi possivel a purificacdo de 10 mg de metabdlito puro quando se partiu de 100 mg de extrato
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bruto (Fig. 33). O metabdlito foi denominado Labiocon 409 e caracterizado por *H e 13C RMN
e FTICR-MS. Os outros produtos purificados ndo foram obtidos em quantidades suficientes

para sua caracterizagao.

Figura 33 - CCD da purificagédo do extrato bruto de incubacdo do LQFM 018 com Mortierella
isabellina. Fase movel: DCM:MeOH (95:05).
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409

Fonte: Autor.

As analises de RMN H e 13C foram realizadas em espectrometro Bruker Avance 111 500
de 11.75 T (500,13 MHz para 0 *H e 75,46 MHz para o *3C). Os espectros foram registrados
em CD30D, com TMS como padrdo interno, sendo o espectro RMN do padréo (LQFM 018)
também registrado para fins de comparacdo. A tabela 5 demonstra as atribuicdes dos
deslocamentos quimicos obtidos do espectro de *H e **C RMN do LQFM 018 (Fig. 34) e seu

metabdlito.

Figura 34 - Estrutura molecular do LQFM 018 com numeracao dos 4tomos.
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Fonte: Autor
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Tabela 5 - Sinais evidenciados no espectro de *H e 13C RMN do LQFM 018 e Labiocon 409.

Posicao LQFM 018 Labiocon 409

d 'H (mult., J Hz) o 13C d 'H (mult., J Hz) o 13C
3 7,68 (d, 0,6) 1436 7,87 (d, 0,6) 144.9
4 - 120,1 - 113,0
5 8,17 (d, 0,6) 129,3 8,42 (d, 0,6) 132,0
6 3,54 (5) 53,1 4,43 (s) 65,8
8 2,47 (tl, 5,1) 53,4 3,09 (dl, 12,0) 63,1
9 3,49 (tl, 4,7) 44,5 4,05 (dl, 13,0) 39,0
11 3,49 (tl, 4,7) 44,5 3,60 (sl) 39,0
12 2,47 (tl, 5,1) 53,4 3,40 (dt, 12,0; 3,7) 63,1
13 - 157,3 - 156,8
14 4,11 (g, 7,1) 62,9 4,15 (g, 7,0) 62,9
15 1,24 (t, 7,1) 15,2 1,26 (t, 7,0) 14,5
r - 140,1 - 139,6
2’ 7,72 (dd, 9,8; 2,2) 121,4 7,78(dd, 9,8:2,2) 1215

75



76

3 7,46 (dd, 9,1; 3,0) 131,1 751(dd,9,1;3,0)  130,6
4 ; 133,1 - 1337
5 7,46 (dd, 9,1; 3,0) 131,1 751(dd,9,1;3,0)  130,6
6 7,72 (dd, 9,8; 2,2) 121,4 7,78 (dd, 9,8;2,2) 1215

Legenda: *H e *C RMN baseados em *H-C HMBC. Dados obtidos em CD;OD em 500 MHz e 125
MHz. Multiplicidades: singleto (s), singleto largo (sl), dubleto (d), dubleto largo (dl), duplo dubleto
(dd), tripleto (t), tripleto largo(tl),quadrupleto (q) multipleto (m).

Fonte: Autor.

A guantidade de hidrogénios referente ao espectro do Labiocon 409 se mantém quando
comparada ao LQFM 018, porém desdobramentos de sinais podem ser observados na porcao
referente ao anel piperazinico, sugerindo uma perturbacdo do ambiente quimico dessa parte da
molécula (Anexos H, I, J, K, L e M).

Foram observados deslocamentos dos sinais referentes aos hidrogénios nas posicdes 6,
8 e 12. Indicando uma possivel alteracdo no nitrogénio do anel piperazinico. Possivelmente
uma N-oxidacdo, ja que foi verificado o mesmo perfil para 0 metabélito do LQFM 030.

Fez-se necessario realizar analise de massas para se obter a formula molecular do
metabdlito e confirmar a sua estrutura. Os resultados demonstraram o valor referente a m/z
365.13770, formula molecular C17H2203N4Cl com erro de: 0,562 ppm (Fig. 35). A massa obtida
indica 0 aumento referente a um oxigénio [MH+16]" quando comparado a massa obtida para o
padrdo. A analise do LQFM 018 [MH]* resultou em valores de m/z 349,14280 com erro de
0,630 ppm (C17H2202N4ClI) (Fig.36). O fragmento m/z 191 obtido através da fragmentagéo
EM/EM para ambos 0s compostos refere-se ao anel A e B da molécula (cloro-fenilpiperazinico)
(ANEXO N). Dessa forma, verifica-se que ndo ocorreram modificacfes nesses anéis. Acredita-
se que o metabdlito se refira a um N-6xido do LQFM 018, resultado semelhante ao obtido para
o0 LQFM 030, uma vez que a diferenga entre os dois compostos se resume a presenga do

grupamento etoxila na porcao terminal da molécula. (Fig 23 e 34)

Figura 35 - Espectro de massas do Labiocon 409
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Fonte: Autor.
Figura 36 - Espectro de massas do LQFM 018
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Fonte: Autor

A partir dos resultados obtidos, podemos inferir que o perfil metabolico do LQFM 018
seria semelhante ao do LQFM 030, sendo o sistema CYP 450 da cepa M. isabellina o
responsavel pela reacdo de N-oxidacgdo no anel piperazinico (Fig; 37).
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Figura 37 - Biotransformagdo do LQFM 018 por Mortierella isabellina.
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O Labiocon 409 foi analisado por CLAE para comparacdo do seu tempo de retencéo
com os metabolitos 1 e 2 anteriormente detectados nas analises de CLAE, a fim de identificar
e verificar sua presenca no meio reacional.

O resultado da analise indica que o Labiocon 409 se refere ao metabdlito 1 encontrado
nos meios de incubacdo. Pequenas concentragdes de componentes do meio de cultura também

foram encontradas, demonstrando a necessidade de outra purificacdo do Labiocon 409 (Fig.38).

Figura 38 - Perfil cromatografico do Labiocon 409 utilizando o sistema isocratico 3 e
comprimento de onda 263nm. Tempo de retengdo observado foi 2,76 minutos o mesmo

observado para o metabdlito 1.
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Fonte: Autor. Andlise realizada em cromatégrafo Gilson®, equipado com coluna Lichrospher 100 RP-
18 MERCK (250 x 4,6 mm x 0,5 um) e sistema isocratico 3.

O espectrograma obtido para o Labiocon 409 (Fig. 39) evidencia o comprimento de
onda de 261 nm como o de absor¢cdo maxima desse composto, sem diferencas significativas
comparado ao LQFM 018 (Fig. 29, p.70).

Figura 39 - Espectrograma na regido UV do produto Labiocon 409 0,01 mg/mL em metanol,

na faixa de comprimento de onda de 200,0 a 400,0 nm.
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Fonte: Autor. Anélise realizada em espectrofotdmetro Cintra 10e UV-visible Spectrometer

Estudos com compostos N-fenilpirazéis ja foram conduzidos no LaBiocon. Gomes
(2007) realizou a biotransformacéo de um composto N-fenilpiperazinico denominado LASSBio

579 (Fig. 40). Este potencial candidato a protétipo de farmaco foi desenhado a partir do
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antipsicatico clozapina e sua estrutura difere dos candidatos descritos nesse trabalho pela adi¢éo
de um grupamento fenil ligado a porcéo piperazinica. As mesmas cepas foram empregadas na
etapa de triagem na biotransformacdo do LASSBio 579, LQFM 018 e LQFM 030, porém foi
possivel observar uma diferenca na variedade de metabdlitos formados, provavelmente devido
a modificagdes na interagdo com a enzima fungica decorrente das modificagfes estruturais nas
moléculas.

Silva (2010) realizou a biotransformacao de outros dois compostos N-fenilpirazois (44)
e (45) desenhados a partir da clozapina e do LASSBio 579 (Fig. 40). As mesmas cepas foram
utilizadas e novamente foi observadas diferencas no perfil de biotransformagéo com o emprego
de compostos estruturalmente modificados. O nimero de metabdlitos foi diminuido uma vez

gue os compostos 44 e 45 tiveram o anel D protegidos.

/ 8\

Figura 40 - Estrutura molecular do LASSBio 579 e dos compostos 45 e 46.
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Fonte: Adaptado de Gomes (2007) e Silva (2010)

O grafico 8 demonstra o numero de metabolitos formados por diferentes
microrganismos. E possivel observar a diferenca nos metabdlitos produzidos quando o

composto tem sua estrutura modificada quanto ao ligante do anel piperazinico. A presenca do
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grupamento etoxila no LQFM 018 possibilitou um aumento do ndmero de metabolitos
formados quando comparado ao LQFM 030, porém ainda menor comparado aos compostos

que possuem o anel D.
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Gréfico 8 - Comparativo entre metabolitos obtidos no LaBiocon por biotransformacéo utilizando diferentes cepas.
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Fonte: Autor. Legenda: Absidia blaklesleana ATCC 10148b (cepa 1), Aspergillus candidus ATCC 2023 (cepa 2), Beauveria bassiana ATCC 7159 (cepa 3),
Cuninghamella echinulata ATCC 9244 (cepa 4), Cuninghamella echinulata ATCC 9245 (cepa 5), Cuninghamella elegans ATCC 26169 (cepa 6), Fusarium
roseum ATCC 14717 (cepa 7), Mortierella isabellina NRRL 1757 (cepa 8), Mucor griseocyanos ATCC 1207a (cepa 9), Rhizopus arrhizus ATCC 11145

(cepal0).
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Citotoxicidade do metabdlito Labiocon 409 em ensaio de redu¢do do MTT

O ensaio de reducdo do MTT foi realizado a fim de se avaliar a citotoxidade do
metabolito Labiocon 409 frente a linhagem leucémica K-562, no intervalos de tempo de 48
horas de exposicdo, em diferentes concentracdes (1,43— 0,011 mM). O gréafico 9 representa 0s
resultados do teste de redugéo do MTT.

A partir das diferentes concentracdes utilizadas ndo foi possivel determinar o ICso do
Labiocon 409 uma vez que a maior concentragdo do composto testado (1,43 mM) foi
responsavel por uma viabilidade celular de aproximadamente 66%. Para o calculo do ICso
testes com maiores concentragdes deverao ser realizados.

Ensaios com outras linhagens celulares séo necessarios para se melhor avaliar o perfil

citotoxico do metabdlito.

Gréfico 9 - Viabilidade celular da linhagem leucémica K-562, ap6s 48h de incubacdo, frente ao

composto Labiocon 4009.
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5 CONCLUSOES

Dentre as dez cepas avaliadas, duas foram capazes de biotransformar o LQFM 030 e
nove biotransformaram o LQFM 018.

A cepa Mortierella isabellina NRRL 1757 foi selecionada para biotransformacéo dos
compostos LQFM 030 e LQFM 018.

O microrganismo foi capaz de produzir dois metabdlitos diferentes verificados nas
analises por CLAE para cada substrato utilizado (LQFM 030 e LQFM 018). O metabdlito
majoritario de cada um dos respectivos substratos foi isolado e identificado como Labiocon 382
e Labiocon 409.

As metodologias em CLAE desenvolvidas para 0 monitoramento da biotransformacéo
do LQFM 030 e LQFM 018 foram satisfatorias para a separacdo, identificacdo e quantificacdo
para anélise da cinética da reagao.

O processo de purificagcdo por cromatografia em coluna proporcionou o isolamento e
purificacdo dos metabdlitos com rendimentos de 10%.

Os metabdlitos foram caracterizados por RMN *H, *C e EM, sendo identificados como
LQFM 030 N-6xido (Labiocon 382) e LQFM 018 N-6xido (Labiocon 409).

Foi estabelecido o tempo de 168 horas e a concentracdo 0,25 mg/mL de substrato como
as melhores condicGes para a obtencdo de LQFM 030 N-o6xido.

O cetoconazol inibiu a producéo do metabdlito LQFM 030 N-6xido, o que pode indicar
o envolvimento do CYP 3A na reacdo de oxidacéo.

A adicdo de etanol ndo induziu a producdo do metabdlito oxidado, porém foi verificada
a formacdo de novos metabdlitos em quantidades insuficientes para purificacdo e
caracterizacdo.

O composto Labiocon 382 ndo apresentou perfil citotoxico contra células K-562 em
ensaios de reducdo do MTT nas concentracdes testadas. O metabolito Labiocon 409 apresentou
perfil de aproximadamente 66% de viabilidade celular no ensaio de redugdo do MTT quando

utilizado na maior concentragéo teste (1,43 mM).
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PERSPECTIVAS

Realizar ensaios de citotoxicdade dos metabolitos frente a outras linhagens de células.
Realizar testes in vivo em camundongos a fim de avaliar os metabdlitos formados para
comparagdo com os testes in vitro.

Purificacdo, caracterizacdo e testes de atividade dos outros metabdlitos formados.
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ANEXO B — Espectro ampliado (3.74 a 2.15 ppm) de 1H RMN do substrato LQFM 030
obtido em metanol deuterado com TMS. Espectrometro Bruker Avance 111 500 de 11.75 T

(500,13 MHz)
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ANEXO C — Espectro HSQC do substrato LQFM 030 obtido em metanol deuterado com

TMS.
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ANEXO D - Espectro integrado de 1H RMN do metabolito LaBiocon 382 obtido em metanol

deuterado com TMS. Espectrometro Bruker Avance 111 500 de 11.75 T (500,13 MHz)
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ANEXO E — Espectro ampliado (4.5 a 2.9ppm) de 1H RMN do metabdlito LaBiocon 382
obtido em metanol deuterado com TMS. Espectrometro Bruker Avance 111 500 de 11.75 T

(500,13 MHz)
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ANEXO F — Espectro HSQC do metabolito LaBiocon 382 obtido em metanol deuterado com

TMS.
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ANEXO H — Espectro integrado de 1H RMN do substrato LQFM 018 obtido em metanol
deuterado com TMS. Espectrometro Bruker Avance 111 500 de 11.75 T (500,13 MHz)
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ANEXO | — Espectro ampliado (4.2 a 1.2 ppm)de 1H RMN do substrato LQFM 018 obtido

em metanol deuterado com TMS. Espectrometro Bruker Avance 111 500 de 11.75 T (500,13

MHz)
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ANEXO J — Espectro HSQC do substrato LQFM 018 obtido em metanol deuterado com

TMS.
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ANEXO K — Espectro integrado de 1H RMN do metabolito LaBiocon 409 obtido em metanol

deuterado com TMS. Espectrometro Bruker Avance 111 500 de 11.75 T (500,13 MHz)
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ANEXO L — Espectro ampliado (4.5 a 1.2 ppm) de 1H RMN do metabdlito LaBiocon 409
obtido em metanol deuterado com TMS. Espectrometro Bruker Avance 111 500 de 11.75 T

(500,13 MHz)
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ANEXO M — Espectro HSQC do substrato LQFM 018 obtido em metanol deuterado com

TMS.
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ANEXO N — Espectro EM/EM do ion majoritario m/z 365.13770 referente a anélise do

metabolito Labiocon 409
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