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RESUMO

ROCHA, B. A. Avaliacdo de modelos quimicos e microbiolégicos para o estudo
de (bio)transformacfes do antibiético monensina A. 2014. 141 f. Tese
(Doutorado) - Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2014.

Neste trabalho foram investigados sistemas modelos do citocromo P450 para o
estudo do metabolismo da monensina A empregando trés estratégias de
abordagem: a) utilizacdo de metaloporfirinas e complexos salen como catalisadores
para a oxidacdo da monensina A por diferentes oxidantes e meios reacionais; b)
utilizacado de fungos de diferentes cepas para estudos de biotransformacdo deste
antibiotico e ¢) emprego de microssomas de figado de ratos e humanos para o
estudo do metabolismo in vitro da monensina A. Os produtos obtidos nestes trés
sistemas foram comparados com os metabdlitos formados em estudos in vivo
relatados na literatura. Os resultados obtidos com os sistemas envolvendo os
catalisadores mostraram que a formacéo dos produtos é dependente da escolha do
meio reacional e do oxidante empregado. Os estudos de biotransformacdo da
monensina A empregando microssomas de figado e os fungos Aspergillus awamori,
Beauveria bassianna, Cunninghamella echinulata, Cunninghamella elegans,
Fusarium oxysporum, M61, Mucor rouxii e Penicillium brevicompactum mostraram
que estes sistemas sao viaveis nos processos de biotransformacdo deste farmaco
nas condicbes empregadas. Os produtos obtidos nas reacdes e/ou meios de cultura
com os diferentes sistemas foram identificados por espectrometria de massas
sequencial e também por comparacdo com padrdes obtidos anteriormente. Foram
obtidos trés principais metabdlitos: (i) 3-O-desmetil-monensina A, (ii) 12-hidroxi-
monensina A e (iii) 12-hidroxi-3-O-desmetil-monensina A, 0s quais coincidem com o0s
principais metabdlitos obtidos em estudos in vivo. Assim, os resultados mostraram
que os modelos estudados podem ser usados para predizer o metabolismo da
monensina A. Os metabdlitos 3-O-desmetil-monensina A e 12-hidroxi-monensina A
puderam ser produzidos e isolados dos sistemas cataliticos envolvendo a
metaloporfirina e o catalisador de Jacobsen. Os ensaios biolégicos de atividade
toxica em mitocondrias, bem como a atividade antimicrobiana da monensina A e de
seus metabdlitos 3-O-desmetil-monensina A e 12-hidroxi-monensina A mostraram
gue estes metabdlitos possuem menor ou nenhuma atividade nos parametros
bioldgicos testados quando comparados a monensina A. Assim, pode-se inferir que
o0 metabolismo da monensina A corresponde a uma via de detoxicacdo classica,
através da qual as moléculas produzidas sdo mais polares, dificultando o transporte
de complexos catidnicos através das membranas, diminuindo suas propriedades
biolégicas e facilitando a sua eliminacao.

Palavras-chave: Monensina A. Metabolismo in vitro. Metaloporfirinas. Catalisador de
Jacobsen. Biotransformacdo. Citocromo P450.



ABSTRACT

ROCHA, B. A. Evaluation of microbiological and chemical models for the study
of (bio)transformations of the antibiotic monensin A. 2014. 141 f. Thesis (Ph.D.,
Doctorate) - Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2014.

This study used model systems to investigate monensin A metabolism. More
specifically, this work employed three strategies: (i) use of biomimetic systems,
involving metalloporphyrins and salen complexes, to catalyze monensin A oxidation
by different oxidants in distinct reaction media; (ii) application of different fungal
strains to conduct biotransformation studies of this antibiotic; and (iii) use of rat and
human liver microsomes as a cytochrome P450 model to monitor the in vitro
metabolism of monensin A and compare the products with the metabolites generated
in in vivo studies reported in the literature. Studies involving chemical catalysts
showed that product formation depended on the choice of reaction medium and
oxidant. Monensin A biotransformation studies employing fungi revealed that
Aspergillus awamori, Beauveria bassianna, Cunninghamella echinulata,
Cunninghamella elegans, Fusarium oxysporum, Marine M61, Mucor rouxii, and
Penicillium brevicompactum successfully biotransformed the drug under the
employed conditions. Liver microsomes also effectively transformed the target
compound. Spectrometric analysis of the evaluated models attested to the formation
of three main metabolites: (i) 3-O-demethyl monensin A, (i) 12-hydroxy monensin A,
and (iii) 12-hydroxy-3-O-demethyl-monensin A as the main monensin A derivatives.
The products were identified by tandem mass spectrometry as well as by comparison
with standards obtained in other studies. Taken together, the results demonstrated
that the models studied herein could help to predict monensin A metabolism—they
produced the main metabolites obtained in in vivo studies. Toxicity tests performed
on mitochondria and antimicrobial assays revealed that the metabolites 3-O-
demethyl-monensin A and 12-hydroxy-monensin A isolated from the reactions that
employed chemical catalysts were less active or inactive as compared with monensin
A. Therefore, it was possible to infer that monensin A metabolism is a classical
detoxification pathway that generates polar molecules. The transport of such cationic
molecules through the membrane is more difficult, decreasing their biological
properties and facilitating their elimination.

Keywords: Monensin A. In vitro metabolism. Metalloporphyrin. Jacobsen Catalyst.
Biotransformation. Cytochrome P450.
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1. INTRODUCAO

1.1. Monensina A, um antibiético ion6foro natural

A historia dos antibidticos ionoforos iniciou-se em 1951 quando dois destes
compostos, nigericina e lasalocida, foram isolados como produtos da fermentacéo de
diferentes espécies de actinomicetos do género Streptomyces sp. Desde entdo,
foram descritos mais de 50 micro-organismos com a capacidade de producdo destes
compostos, sendo que mais de 120 estruturas desta classe de metabdlitos ja foram
relatadas (BERGER et al., 1951; DUTTON; BANKS; COOPER, 1995; HUCZYNSKI,
2012; RUTKOWSKI; BRZEZINSKI, 2013; WESTLEY, 1982). O termo ionoforo foi
utilizado pela primeira vez em 1967, em referéncia a capacidade destas moléculas
organicas de ligar-se a forma catidnica de alguns metais e formarem complexos
lipossoluveis, o que facilita o transporte dos ions através das membranas celulares
(HANEY; HOEHN, 1967; HUCZYNSKI, 2012; MOLLENHAUER; MORRE; ROWE,
1990; PRESSMAN, 1976; RUTKOWSKI; BRZEZINSKI, 2013).

Os ionoforos poliéteres sdo moléculas lipossollveis, geralmente sintetizadas
por micro-organismos, para transportar ions através da bicamada lipidica da
membrana celular. Os ion6foros contém diversos atomos de oxigénio espacados
através da molécula, os quais criam uma cavidade capaz de entrapear um cétion
(Figura 1 e Figura 2) (HUCZYNSKI, 2012; LOWICKI; HUCZYNSKI, 2013;
PRESSMAN, 1976; RUTKOWSKI; BRZEZINSKI, 2013)). As suas propriedades
quimicas e biologicas estdo relacionadas com a sua capacidade de formarem
complexos macrociclicos eletricamente neutros com cations mono- e divalentes,
através da coordenacdo via atomos de oxigénio funcionais internos (pares de
elétrons ndo ligantes dos oxigénios dos anéis tetraidrofurano e tetraidropirano)
mantendo, assim, uma superficie exterior lipofilica (substituintes metil e etil) (Figura
2) (HANEY; HOEHN, 1967; HUCZYNSKI, 2012; PRESSMAN, 1976; RUTKOWSKI,;
BRZEZINSKI, 2013).

Para sobreviver, as bactérias mantém, em condi¢des normais, elevadas
concentracdes de Mg®* e K* dentro da célula enquanto, seletivamente, excluem Na*

e Ca®". As propriedades antimicrobianas dos ionéforos sdo resultado desta
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habilidade em transportar cétions através das membranas celulares, perturbando o
gradiente natural de fons (principalmente o aumento de Na* e diminuicdo de K*) e,
finalmente, causando a morte celular (HUCZYNSKI et al.,, 2012; LOWICKI,
HUCZYNSKI, 2013; WESTLEY, 1982).

Atualmente esta classe de antibioticos vem sendo empregado diariamente na
medicina veterindria, como aditivo alimentar, promotor de crescimento para
ruminantes e principalmente como coccidiostatico para aves (HUCZYNSKI et al.,
2012; LOWICKI; HUCZYNSKI, 2013; WESTLEY, 1982). Coccidiose é uma
doenca entérica causada por protozodrios intracelulares pertencentes ao género
Eimeria, que pode levar a mudancas patologicas nas células epiteliais do trato
digestivo das aves, mudancas estas que variam desde a destruicdo deste tecido até
tecidos subjacentes. Esta infec¢cdo acarreta um grande impacto econémico sobre o
mercado de carnes, devido ao aumento nas taxas de mortalidade animal e reducao
nas taxas de ganho de peso (ELLIOT; MACCAGHEY., 1998; LI et al., 2005). Mesmo
durante uma infeccdo branda, as perdas de peso por deficiéncia alimentar e
diminuicdo da producdo de ovos resultam em prejuizos econémicos ao produtor (LI
et al., 2005).

Mundialmente sdo investidos milhdes de dolares na prevencao e controle da
coccidiose (DING et al., 2005). Calcula-se que os gastos no mundo, incluindo os
prejuizos zootécnicos e a utilizacdo de medicamentos com fins curativos e
preventivos, sejam de 800 milhdes a 3 bilhdes de ddélares por ano (ALLEN;
FETTERER, 2002). Hoje, existe no mercado um grande numero de farmacos
disponiveis para o tratamento e prevencado da coccidiose, sendo que o tratamento
utilizando antibidticos ionoforos tem demonstrado ser o mais eficiente no combate e
controle desta parasitose. Os principais membros desta classe de antibioticos
ionoforos sdo a salinomicina, narasina, lasalocida, valinomicina, maduramicina e
principalmente a monensina A (Figura 1) (LOWICKI; HUCZYNSKI, 2013).
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Monensina A Salinomicina (R=H)
Narasina (R=CHjg)

Maduramicina .
Lasalocida

GCH;

OCH,

Figura 1. Estruturas quimicas dos principais ionoforos poliéteres empregados para o

tratamento da coccidiose.

Monensina A (MonA) (Figura 1 e Figura 2) é o principal representante da
classe de antibidticos ion6foros poliéter de origem natural, isolados de cepas de
actinobactérias do género Streptomyces. Foi descoberto por Agtarap et al. (1967)
como um metabdlito formado na biossintese da actinobactéria Streptomyces
cinnamonensis. Da mesma forma que o0s outros antibiticos ionof6ros, suas
propriedades quimicas e biolégicas estdo relacionadas com a sua capacidade de
formar complexos com cations, principalmente o sédio (Figura 2), e transportar o
complexo formado através das membranas das células, modificando assim o
gradiente quimico normal de concentracdo Na*/K" e, dessa forma, causando a morte
celular (HUCZYNSKI, 2012; HUCZYNSKI et al., 2008, 2011; LOWICKI,
HUCZYNSKI, 2013).

Desde sua descoberta, a MonA tem sido um interessante tema de pesquisas
cientificas devido a seu amplo espectro de atividades biolégicas, que englobam as
suas atividades antibacterianas contra bactérias Gram-positivas, atividades
antiparasitarias, antimalaricas, antivirais e, recentemente, o0s relatos sobre suas
atividades citotéxicas sobre células tumorais. Essas propriedades bioldgicas sédo a
base para aplicagdo deste composto e seus derivados nos campos de pesquisa pela
busca por novos produtos farmacéuticos (ADOVELANDE; SCHREVEL, 1996;
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HUCZYNSKI, 2012; JOHNSON; SPEAR, 1982; LOWICKI; HUCZYNSKI, 2013; PAL;
GALLO; SARNGADHARAN, 1988; SUROLIA; PACHAURI; GHOSH, 2012).

~Q

H,CO

Figura 2. Estrutura quasi-ciclica da monensina A complexada com o ion sodio.

A MonA é segura e eficaz quando usada nas dosagens recomendadas, mas é
necessario levar em conta que, devido a sua estreita janela terapéutica, varios casos
de envenenamentos acidentais tém sido descritos na literatura envolvendo animais
(HENRI et al.,, 2008) e também seres humanos (CALDEIRA et al., 2001,
KOUYOUMDJIAN et al., 2001; SOUZA et al., 2005). Outro aspecto importante, sao
os relatos recentes da presenca de niveis significativos de residuos de MonA em
carne de frango e ovos (ROSEN, 2001; ROKKA; PELTONEN, 2006; MOLONEY;
CLARKE e O’'MAHONY, 2012) levando a possibilidade de interagdo com outros
farmacos, uma vez que a MonA é metabolizada pelas enzimas da familia 3A da
citocromo P450 (CYP450), o que pode resultar em problemas a saude humana, tais
como a resisténcia a antibioticos e intoxicacoes (NEBBIA et al., 1999, 2001).

Além disso, pesquisas recentes sobre o uso da MonA na terapia de combate
ao cancer tém despertado a atencdo por estudos envolvendo o uso deste farmaco
em seres humanos (HUCZYNSKI, 2012; LOWICKI; HUCZYNSKI, 2013). Sendo
assim, para se conhecer as acfes da MonA e seus metabdlitos nos organismos,
bem como os riscos de toxicidade associados a estes compostos, faz-se necessario
a utilizacdo de modelos que simulem o metabolismo deste composto e levem a
compreensao acerca do seu mecanismo de acédo, toxicidade e farmacocinética em

seres humanos.
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1.2. Aspectos gerais do metabolismo de xenobidticos e as enzimas da

citocromo P450

O metabolismo é definido basicamente como modificacdes estruturais que 0s
xenobibticos sofrem por sistemas enzimaticos, principalmente, pelas enzimas da
CYP450 presentes no reticulo endoplasmatico das células, que conduzem a
formacdo de substancias relativamente mais polares, as quais sdo mais facilmente
excretadas do organismo (ASHA; VIDYAVATHI, 2009).

A CYP450 é uma familia muito ampla e diversificada de hemeproteinas,
classificadas como mono-oxigenases. As mono-oxigenases estao relacionadas com
a biotransformacédo de xenobibticos em produtos mais polares, tornando-0os mais
facilmente excretados pelos organismos. Algumas das reacdes em que a CYP450
participa sdo modificagdes quimicas chave no metabolismo de lipideos, na
biossintese de corticosteroides e na desintoxicacdo de farmacos e xenobidticos
(FASAN, 2012; SEVRIOUKOVA; POULOS, 2013).

Todas as enzimas da CYP450 descritas até o0 momento sdo hemeprotéinas
que contém uma ferro-porfirina como grupo prostético, o qual é entrapeado dentro
das cadeias de polipeptideos da proteina, com um sitio de ligacdo bem definido que
confere acessibilidade especifica ao substrato (ORTIZ DE MONTELLANO, 2010;
RITTLE; GREEN, 2010). Dentre as principais reacfes catalisadas pela CYP450
podemos destacar as epoxidacdes, N- S- e O-desalquilacbes, N-oxidacgoes,

sulfoxidagdes, desalogenacgdes e hidroxilagdes (Figura 3).
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Figura 3. Principais reacfes quimicas realizadas pelas enzimas da citocromo P450

(ORTIZ DE MONTELLANO, 2010).

O sitio ativo das enzimas da CYP450 contém a ferroprotoporfirina IX (Figura
4) situada em uma cavidade hidrofébica na proteina. A quinta posicdo de
coordenacdo do metal estd ocupada por um atomo de enxofre de uma cisteina
residual, responséavel pela ligacdo do sitio ativo da enzima e o0 sexto sitio de
coordenacao esta ligado a uma molécula de agua, sendo este o sitio responsavel
pela ativacdo do oxigénio molecular (ORTIZ DE MONTELLANO, 2010; RITTLE;

GREEN, 2010).
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Figura 4. Enzima do citocromo P450 destacando seu sitio ativo, a
ferro(ll)protoporfirina IX (SIMOES et al., 2013).

Apesar da diversidade de substratos que podem ser oxidados e dos diversos
tipos de reacles catalisadas pelas enzimas da CYP450, estas possuem um ciclo
catalitico comum (Figura 5). In vivo, o CYP450 catalisa a transferéncia de um atomo
de oxigénio molecular para o substrato e o segundo atomo de oxigénio € reduzido a
agua por equivalentes redutores fornecidos por NADPH ou NADH (DENISOV et al.,
2005; FASAN, 2012). O ciclo catalitico da enzima € representado, de forma geral
pela equacéo:

R-H + 0, +2° + 2H" — R-OH + H,0.

De maneira geral, o ciclo catalitico da CYP450 é dividido em cinco principais
etapas (Figura 5) (DENISOV et al., 2005): 1) Ligacdo do substrato e reducdo do

") a ferroso (Fe"); 2) Ligacéo do oxigénio molecular ao

ferro do estado férrico (Fe
ferro da ferro(ll)protoporfirina IX; 3) Clivagem do oxigénio molecular (ativacéo); 4)

Oxidacao do substrato e 5) Liberacdo do produto oxidado.
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Figura 5. Ciclo catalitico comum das enzimas da citocromo P450 (DENISOV et al.,
2005).

A etapa 1 é iniciada com o ion ferro (lll) do grupamento prostético em estado
de spin baixo com seu sexto ponto de coordenacao ligado a uma molécula de agua.
A aproximacdo do substrato desloca a molécula de agua seguida pela reducao, que
consome NADPH, ao estado de oxidacao ferroso (Fe").

Na etapa 2, ocorre a ligacdo do oxigénio em estado triplete com o ferro,

formando o radical Fe"(0O-O"). Este é o ultimo intermediario relativamente estavel do

ciclo. A préxima transferéncia de elétrons (etapa 2) para o complexo Fe''(0-O") é a

etapa limitante do ciclo e leva & formagéo de um complexo Fe'"

(O-0O)" superoxido.
Este complexo é protonado, dando origem ao complexo hidroperéxido Fe'(O-OH). A
decomposicao deste intermediario por clivagem heterolitica da ligacdo O-O origina
Fe'V(O)P™ ou FeY(O)P, principal espécie responsavel pela oxidacdo dos substratos
(etapa 3). A este intermediario de alta valéncia é atribuida a oxidacao in vivo dos
xenobioticos, assim como a catalise envolvendo a hidroxilacdo de hidrocarbonetos, a
epoxidacao de alcenos, a oxidacdo de heteroatomos e ainda a clivagem de ligacdes
C-C. Entretanto, o intermediario férrico hidroperoxido também pode ser responsavel

por outras reagbes do CYP450, como por exemplo, a epoxidacdo de alcenos e a
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deformilacdo de aldeidos. Na ultima etapa o complexo (Por)Fe'=0 ou
[(Por)Fe'=0]" reage com o substrato, formando o produto oxidado e liberando uma
molécula de agua (etapas 4 e 5).

A nomenclatura dada as enzimas da CYP450 € baseada em dados genéticos,
sendo divida em familia, subfamilia e isoforma, conforme a similaridade da
sequéncia de aminoacidos, a qual, em uma dada familia, é pelo menos 40 %
idéntica, e a sequéncia dentro de uma subfamilia € mais 55 % idéntica. As enzimas
tém em comum uma estrutura terciaria global, apresentando uma alta conservacao
da regido central, apesar de possuir similiaridades menores que 20 % em sua
sequencia de aminoacidos nas diferentes familias de P450 (DENISQV et al., 2005;
MAC LEOD, 2008). Apesar da estrutura terciaria ser altamente conservada, ha
diversidade estrutural suficiente para permitir a ligacdo de substratos de tamanhos
significativamente diferentes para diferentes CYP450, e com varios graus de
especificidade. Algumas CYP450 sdo altamente régio- e estéreo seletivos na
oxidacdo dos diferentes substratos, enquanto outra, tais como o CYP450 3A do
figado humano, metaboliza cerca de 70 % de todos os farmacos (DENISOV et al.,
2005; MAC LEOD, 2008).

Das 57 isoformas de CYP450 descritas em humanos, a funcdo de 12
permanece desconhecida, outras 15 (CYP450 1A1, CYP450 1A2, CYP450 2A6,
CYP450 2A13, CYP450 2B6, CYP450 2C8, CYP450 2C9, CYP450 2C18, CYP450
2C19, CYP450 2D6, CYP450 2E1, CYP450 2F1, CYP450 3A4, CYP450 3A5 e
CYP450 3A7) sao responsaveis pelo metabolismo de xendbioticos, e pertencem as
familias CYP450 1, CYP450 2 e CYP450 3 (DENISOV et al., 2005).

1.3. Emprego de modelos in vitro para o estudo de metabolismo

No campo de pesquisa que envolve a descoberta de novos medicamentos e
produtos farmacéuticos, pesquisadores enfrentam um paradoxo: avaliar a seguranca de
compostos ativos e, a0 mesmo tempo, minimizar o niumero de animais empregados nos
estudos experimentais (LAMBERT et al., 2005). Atualmente, 0 emprego de animais na
pesquisa cientifica € um tema polémico, uma vez que tem crescido o numero de

entidades protetoras que exercem pressao sobre as autoridades governamentais para
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que estas adotem medidas que proibam, ou ao menos restrinjam, o0 uso de animais em
experimentos no meio cientifico (FITZPATRICK, 2003).

Estudos envolvendo metabolismo de farmacos constituem uma importante e
necessaria etapa para avaliacdo da sua seguranca e eficacia (ASHA; VIDYAVATHI,
2009; PUPO et al., 2008). Embora estes estudos empreguem o uso de sistemas in
vivo, infelizmente tais métodos possuem algumas limitacGes, por exemplo, 0 custo
dos experimentos com animais, questdes éticas e variacdes intraespécies. Além
disso, devido a toxicidade de alguns farmacos, a quantidade administrada €
pequena, dificultando o isolamento dos metabdlitos formados in vivo. Portanto, &
mais conveniente utilizar modelos alternativos nos estudos do perfil metabdlico de
farmacos que possibilitem a obtencdo de diferentes metabdlitos em quantidades
suficientes para caracterizacdo quimica, ensaios farmacoldgicos e toxicoldgicos
(ASHA; VIDYAVATHI, 2009; LOHMANN; KARST, 2008).

Paralelamente aos estudos de metabolismo in vivo, tém sido usados modelos
in vitro que permitem prever ou simular o perfil metabdlico de farmacos e outros
substratos, além de favorecer a obtencdo de metabdlitos que ndo sédo facilmente
obtidos por vias convencionais de sintese organica. Geralmente técnicas in vivo
utilizam animais de pequeno porte, sendo que plasma, urina ou outras matrizes
biolégicas destes animais sdo estudados para a identificacdo dos metabdlitos
formados. Os estudos in vitro sao utilizados para complementar os estudos in vivo,
sendo utilizados 6rgaos perfundidos, tecidos, cultura de células, preparacoes
microssomais, entre outros (ASHA; VIDYAVATHI, 2009; BERNADOU; MEUNIER,
2004; PEKALA; KUBOWICZ; LAZEWASKA, 2012). Uma regra que se aplica a todos
0s sistemas in vitro e biomiméticos é que a complexidade esta relacionada
diretamente, e a praticidade inversamente, a transferabilidade para uma situagao in

vivo, como mostrado na Figura 6.
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Sistemas Métodos in vitro baseados nos tecidos Métodos
Biomimeticos que contém o citocromo P-450 in vivo

Complexidade
Praticidade

Transferabilidade

Figura 6. Correlacdo entre os sistemas biomiméticos, métodos in vitro e métodos in
vivo para os estudos de metabolismo de xenobidticos (adaptado de LOHMANN;
KARST, 2008).

Modelos in vitro oferecem outras vantagens importantes quando comparados aos
modelos in vivo: necessitam de pequenas quantidades do farmaco ou substancia ativa
em estudo, os experimentos sdo relativamente simples e rapidos de executar, podem
fornecer informacdes cientificas valiosas em estagios iniciais de desenvolvimento de um
novo farmaco e teste de eficacia, a um custo relativamente razoavel. Modelos in vitro
constituem uma simplificacdo de um organismo animal mais complexo, portanto, modelos
in vivo e in vitro devem ser empregados de forma a fornecer informacbes

complementares um ao outro, explorando sempre as vantagens que cada um oferece.

1.4. Emprego de metaloporfirinas e catalisador de Jacobsen como modelos

biomiméticos da citocromo P450

Varios modelos tém sido empregados no decorrer dos anos com o intuito de
desenvolver sistemas praticos capazes de reproduzir as reacdes catalisadas por
enzimas. Como discutido no item anterior (1.3), os métodos variam de experimentos
diretos com animais ao uso de enzimas isoladas (LOHMANN; KARST, 2008; MANSUY,
2011). Além dos muitos problemas associados ao uso dessas técnicas in vivo e in vitro os
estudos com animais sdo dispendiosos e devido a grande complexidade do CYP450,
torna-se dificil isolar suas isoformas (MANSUY, 2011; MEUNIER, 2000). Assim, no
decorrer das Ultimas décadas, varios grupos de pesquisa tém buscado o

desenvolvimento de modelos sintéticos das enzimas da CYP450, visando elucidar os
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mecanismos de acdo destas no metabolismo de xenobidticos, especialmente farmacos,
buscando conhecimento que permita desenvolver, no laboratério, a complexa quimica
processada por estas enzimas (ASHA; VIDYAVATHI, 2009; LOHMANN; KARST,
2008; MANSUY, 2011).

Além de permitirem uma melhor compreensdo dos fendbmenos in vivo, modelos
biomiméticos das CYP450 visam também desenvolver sistemas cataliticos régio- e
estereoespecificos para a producdo de farmacos e outras aplicacdes na quimica fina
(MANSUY, 2011; SIMOES et al., 2009, 2013). A catéalise biomimética tem como objetivo
atingir a eficiéncia e seletividade de enzimas, como as mono-oxigenases, através do uso
de compostos de baixo peso molecular que desenvolvam a quimica do sitio ativo destas
enzimas (BERKESSEL 2006; DOS SANTOS, 2011).

Até o presente momento, o modelo biomimético mais bem sucedido do
CYP450 sdo as metaloporfirinas, analogas a ferroprotoporfirina IX, grupo prostético
desta classe de enzimas (Figura 7). As metaloporfirinas, em presenca de doadores
de oxigénio, sdo capazes de mimetizar oxidacbes e promover oxigenacdes de
maneira similar as reacdes de fase 1 realizadas pelas enzimas da CYP450
(MANSUY, 2011; SIMOES et al., 2009, 2013).

Figura 7. A - Ferro(lll)protoporfirina IX, grupo prostético do citocromo P450; B -
Cloreto de [5, 10, 15, 20-tetraquis(2,6-diclorofenil) porfirina Ferro 1ll] - Fe(TDCPP)CI;
C - Cloreto de [5, 10, 15, 20-tetraquis(2,6-pentafluorofenil) porfirina Ferro Ill] -
Fe(TFPP)CI, sendo B e C porfirinas de 22 geracéo.

Estudos de oxidac&o de farmacos catalisados por sistemas metaloporfirinicos tém

mostrado que, apesar das limitagcdes destes modelos, geralmente 0s mesmos
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metabdlitos observados in vivo sdo produzidos in vitro, auxiliando assim no entendimento
do metabolismo dos mesmos pelas enzimas da CYP450. Entretanto, outros produtos de
oxidacdo desconhecidos do sistema natural também sdo observados, o que abre
possibilidade de investigacdo da acdo terapéutica e/ou toxicoldgica destes compostos
(DA-SILVA et al., 2011; FARIA; MAC LEOD; ASSIS, 2008; MEUNIER, 2000;
MEUNIER; BERNADOU, 2000; MAC LEOD, 2008; MAC LEOD et al., 2008; MANSUY,
2011; SIMOES et al., 2009, 2013).

Apesar dos catalisadores metaloporfirinicos serem os modelos biomiméticos
mais fiéis da CYP450, estes apresentam algumas desvantagens que inviabilizam
sua utilizacdo em larga escala: (i) sdo de dificil sintese e purificacdo, o0 que aumenta
consideravelmente seu custo e (ii) embora apresentem alta atividade catalitica, ndo
atingem niveis necessarios para sua utilizacédo industrial (MAC LEOD, 2008). Devido
a essas desvantagens, as metaloporfirinas tém sido mais empregadas como
sistemas modelo, uma vez que o alto custo destes compostos restringem a sua
aplicacado em pesquisas cientificas laboratoriais (MAC LEOD, 2008).

Visando superar as limitacdes dos sistemas metaloporfirinicos, um grande
esforco tem sido realizado no sentido de se desenvolver sistemas com ligantes
simples, de facil sintese e baixo custo, capazes de mimetizar os complexos
metaloporfirinicos. Dentre esses sistemas destacam-se os complexos salen e dentre
eles o catalisador de Jacobsen (Figura 8).

(HsC1aC o a o C(CHa)s

C(CHa)s (H3C)3C

Figura 8. Estrutura quimica do catalisador de Jacobsen (complexo salen).

Na década de 1990, Jacobsen e Katsuki sintetizaram um complexo manganés
salen quiral, contendo grupos terc-butil nas posi¢cdées 3, 3’, 5, 5 e um substituinte
cicloexano nos carbonos C1 e C2, o qual ficou conhecido como catalisador de
Jacobsen (Figura 8). Este catalisador foi avaliado comercialmente como o reagente
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do ano de 1994 e até hoje é considerado um catalisador eficiente para oxidacdes
enantiosseletivas (HOLBACH; WECK, 2006).

A principal vantagem dos complexos salen com relacdo aos catalisadores
metaloporfirinicos é a facilidade e versatilidade de sua sintese. Assim como 0s
catalisadores metaloporfirinicos, os complexos salen, de acordo com a natureza do
centro metalico e do ligante escolhido, podem catalisar diversas reacgdes, tais como:
epoxidacédo de alcenos e hidroxilagdo de alcanos, oxidacdo de alcoois e derivados
fendlicos, N- e O-desalquilacdo, entre outras (BOTTCHER et al., 1996; GUPTA;
SUTAR, 2008; MAC LEOD et al., 2007, 2008, 2009, 2010; NIEHUES et al., 2012).

Inicialmente, os modelos biomiméticos empregando metaloporfirinas e
complexos Salen, foram aplicados com sucesso para o estudo de farmacos
sintéticos, por exemplo, (Figura 9) carbamazepina (FARIA; MAC LEOD; ASSIS,
2008; DA-SILVA et al., 2011), primidona (MAC LEQOD et al., 2008), fluoxetina (MAC
LEOD et al., 2007), albendazol (MAURIN et al., 2003), diclofenaco (NEVES et al.,
2012) e prazinquantel (MELO et al., 2005). Recentemente estes modelos tem sido
utilizados para a compreensdo do metabolismo de fase 1 de produtos naturais
(Figura 10) com bons rendimentos na oxidacdes de compostos, tais como lapachol
(NIEHUES et al.,, 2012; PIRES et al.,, 2011), piplartina (SCHAAB et al., 2010),
grandisina (FERREIRA et al., 2012), cafeina (NEVES et al., 2011), derivados do
acido clorogénico (SANTOS et al., 2005, 2008) e acido caurenodico (FERNANDES,
2013). Estudos in vitro com enzimas da CYP450 e analises in vivo confirmaram a
presenca dos mesmos metabdlitos obtidos nos modelos in vitro empregando estes
catalisadores, mostrando assim a validade destes modelos quimicos.

Os catalisadores biomiméticos exibem vantagens sobre os métodos in vitro
comumente utilizados (LOHMANN; KARST, 2008; MEUNIER; BERNADOU, 2000),
como por exemplo a possibilidade de producdo de quantidades isolaveis dos
metabolitos, com grau de pureza suficiente para permitir a sua caracterizacao
estrutural, bem como para realizagdo de ensaios farmacoldgicos e toxicologicos,
dessa forma, reduzindo o numero de animais necessarios nestes estudos
(MEUNIER; BERNADOU, 2000).

Além do mais, os modelos biomiméticos proporcionam maior simplicidade de
execucao dos experimentos bem como da andlise dos produtos, uma vez que hd um
namero muito menor de interferentes no meio reacional; possibilitam o emprego de

maiores concentracdes de substrato visando a deteccdo de metabdlitos minoritarios;
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apresentam maior robustez conferida pela utilizagdo de suportes e/ou catalisadores
modificados e reduzem o nimero de experimentos in vivo, possibilitando a obtencao
de resultados confidveis em escalas de tempo consideravelmente menores
(MANSUY, 2011; MEUNIER; BERNADOU, 2000; MEUNIER; DE VISSER; SASON
2004; SIMOES et al., 2009, 2013).
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Figura 9. Exemplos de oxidacdo de farmacos catalisados por sistemas

metaloporfirinicos e catalisador de Jacobsen (reféncias descritas no texto).
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1.5. Emprego de fungos nos processos de biotransformagéo

Biotransformacdes sdo conversdes quimicas catalisadas por enzimas sobre
substratos ndo naturais. Essas reacbes podem ainda ser denominadas de
metabolizacdes (FABER, 2004, 2011) e constituem uma ferramenta importante na
sintese organica, especialmente na obtencdo de moléculas quirais por sinteses
assimétricas. Os procedimentos mais utilizados séo realizados com células totais de
micro-organismos cultivados em meios apropriados, onde toda a maquinaria
enzimatica esta disponivel, o que pode gerar uma mistura de produtos
biotransformados (FABER, 2004, 2011).

A biotransformacdo empregando fungos tem sido amplamente utilizada para
modificar substratos organicos, porque é considerada uma tecnologia econémica e
ecologicamente viadvel (FABER, 2011; PUPO et al., 2008). Além disso, os fungos sdo
uma ferramenta Gtil para modificacdo estrutural de compostos bioativos e
xenobidticos (LIU; YU, 2010; PUPO et al., 2008). Estudos envolvendo fungos
mostram que € possivel adicionar grupos especificos em certas posi¢cdes da
molécula de interesse o que seria dificil de realizar pelos métodos convencionais de
sintese organica (ASHA; VIDYAVATHI, 2009; BORGES, K. et al., 2009; BORGES,
W. et al., 2009; FABER, 2011; PUPO et al., 2008).

A utilizacdo de fungos como modelos para metabolizacdo de xenobibticos
segue 0 conceito de que os fungos sdo organismos eucariotos e o aparato
enzimatico assemelha-se com o dos mamiferos (ABOURASHED; CLARK;
HUFFORD, 1999; PALUDO et al., 2013). Varias espécies de fungos biotransformam
0s substratos nos mesmos metabolitos observados no metabolismo de humanos,
provendo informacdes importantes sobre a biotransformacdo de farmacos e
candidatos a farmacos. Além disso, os metabdlitos formados podem ser isolados em
maior escala o que auxilia no entendimento sobre sua toxicologia e farmacologia
(PALUDO et al., 2013; PUPO et al., 2008).

O processo de biotransformacao por fungos pode envolver as seguintes enzimas
(FABER, 2004, 2011): oxidoredutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases e
ligases. Além do mais, alguns fungos podem metabolizar régio- e
estereoseletivamente uma grande variedade de farmacos (Figura 11), por exemplo,
hidroxizina (FORTES et al., 2013), albendazol (HILARIO et al., 2012), ibuprofeno
(BORGES et al., 2010), risperidona (BOCATO et al., 2012), donepezila (BARTH et
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al., 2012) e midodrina (BARTH et al., 2013) e também podem ser empregados em
estudos de biotransformacédo de produtos naturais (Figura 12), tais como, tagitinina
C (ROCHA et al., 2012), B-lapachona (PALUDO et al., 2013), piplartina (SILVA-
JUNIOR, 2013), &cido-pimaradiendico (SEVERIANO et al., 2013), chalcona
(JANECZKO; GLADKOWSKI; KOSTREWA-SUSLOW, 2013) e artemisinina
(PARSHIKOV; NETRUSOV; SUTHERLAND, 2012) em metabodlitos que se
assemelham as reagcfGes que ocorrem em sistemas enzimaticos de mamiferos.

Dentre os fungos, as espécies do género Cunninghamella possuem
propriedades especificas que fazem desta classe de micro-organismos 0 mais
importante em estudos de metabolismo de xenobidticos (ASHA; VIDYAVATHI,
2009). O género Cunninghamella tem enzimas que sdo semelhantes as enzimas
envolvidas no processo de detoxificagdo de mamiferos (ASHA; VIDYAVATHI, 2009).
De fato, existem evidéncias de que o género Cunninghamella pode prever as vias
metabdlicas dos medicamentos no organismo dos mamiferos de maneira mais
eficiente do que outros micro-organismos (ASHA; VIDYAVATHI, 2009).

Uma vez que é impraticavel e inviavel o isolamento de metabdlitos de animais
em estudos in vivo, o emprego de fungos em estudos de biotransformacdo pode
auxiliar na producdo de quantidades maiores dos metabdlitos formados, tanto os
majoritarios quanto os minoritarios, em quantidades suficientes para a verificacdo de
suas atividades biologicas. Além disso, quando a metabolizacdo realizada pelos
micro-organismos promove reacfes similares ao sistema enzimatico humano, os
estudos podem ajudar compreender melhor os caminhos metabdlicos dos
compostos testados. Esta estratégia pode evitar os problemas frequentes
relacionados com a sintese quimica, tais como o uso de solventes toxicos, baixo
rendimento e condi¢cbes (pH e temperatura) drasticas de reacédo (BORGES, K. et al.,
2009; BORGES, W. et al., 2009; FABER, 2011; PUPO et al., 2008).
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1.6. Estudos de metabolismo in vitro empregando microssomas hepatico

Outra importante alternativa para os estudos preliminares de metabolismo de
farmacos e candidatos inclui modelos experimentais derivados de figado. Estes
modelos representam uma estratégia eficaz para estimar as vias metabdlicas de
farmacos em seres humanos e outros animais, sendo importante na determinacéo
qualitativa dos metabdlitos e no fornecimento de informacdes sobre a estabilidade
metabdlica do candidato a farmaco (ASHA; VIDYAVATHI, 2010; LI, 2001, 2004). As
Ultimas décadas tém testemunhado o desenvolvimento de varios modelos in vitro
baseado em figado de ratos e humanos, principalmente microssomas hepatico, o
modelo mais comumente utilizado em estudos in vitro de metabolismo (ASHA;
VIDYAVATHI, 2010).

Microssomas hepatico sdo vesiculas do reticulo endoplasméatico liso dos
hepatécitos, ricas em enzimas da CYP450, e sdo obtidos por centrifugacéo
diferencial. Este modelo oferece muitas vantagens, tais como: preco acessivel,
reprodutibilidade, simplicidade e facil armazenamento, além da possibilidade de
avaliacdo da variacdo do metabolismo inter-individual (ASHA; VIDYAVATHI, 2010;
WU et al., 2012). Além disso, sdo os mais fiéis e bem definidos modelos in vitro
utiizados para pesquisa envolvendo o metabolismo de farmacos (ASHA,
VIDYAVATHI, 2010). Alguns exemplos do emprego desta técnica em estudos de
metabolismo in vitro de farmacos e produtos naturais, conforme pode ser visto na
Figura 13, sao: a grandisina (MESSIANO et al.,, 2013), o &cido caurendico
(FERNANDES, 2013), a piplartina (MARQUES, 2013), a ranolazina (SIMOES;
BARTH; BONATO, 2013), a rosiglitazona (CALIXTO et al.,, 2011) e a acridina
(PIGATTO et al., 2012).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Este trabalho teve como objetivo principal estudar o metabolismo in vitro e

biomimético do antibidtico iondforo poliéter monensina A utilizando diferentes

sistemas modelos das enzimas citocromo P450.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar a utilizacdo de catalisadores quimicos, metaloporfirinas e catalisador de
Jacobsen, como modelos biomiméticos das enzimas citocromo P450 na oxidacéo
da monensina A, empregando diferentes oxidantes e meios reacionais, visando a
producdo de quantidades isolaveis dos metabdlitos deste poliéter para estudos
posteriores.

Avaliar a capacidade de fungos, de diferentes colecdes, em biotransformar a

monensina A.

Adicionalmente, estudar o metabolismo in vitro da monensina A empregando

microsssomas hepatico de ratos e humanos.

Desenvolver métodos cromatograficos e espectrométricos para identificacdo e
elucidag&o dos compostos formados no metabolismo da monensina A empregando

os diferentes sistemas modelos.

Comparar os produtos obtidos nos sistemas modelos com os dados da literatura

sobre metabalitos formados pelo metabolismo da monensina A em sistemas in vivo.

Avaliar as propriedades toxico-bioloégicas da monensina A e seus metabdlitos

isolados em mitocondrias isoladas de figado de ratos

Avaliar as atividades antimicrobianas da monensina A e seus metabdlitos isolados.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais: Reagentes e Solventes

A Tabela 1 conttm a lista de reagentes e solventes empregados nos

experimentos para os estudos dos modelos da CYP450 na oxidacdo da MonA.

Tabela 1. Lista de reagentes e solventes utilizados nos estudos de

(bio)transformacédo da monensina A.

Produto Marca Origem
Monensina A Sigma-Aldrich® St. Louis, EUA
*Porfirina base livre - TDCPP Mid-Century® Posen, EUA
**Porfirina base livre - TFPP Mid-Century® Posen, EUA
***Catalisadores de Jacobsen AcrosOrganics®  New Jersey, EUA

Acido metacloroperbenzéico (m-CPBA) AcrosOrganics®  New Jersey, EUA

terc-butilidroperoxido (t-BOOH) AcrosOrganics®  New Jersey, EUA
Peréxido de hidrogénio (H205) Fluka® Séo Paulo, Brasil
****¥|odobenzeno diacetato Sigma-Aldrich®  Steinhem, Alemanha
N,N-dimetilformamida Vetec® Rio de Janeiro, Brasil
Diclometano (Grau HPLC) J.T. Baker® Phillipsburg, EUA
Cloroférmio (Grau HPLC) J.T. Baker® Phillipsburg, EUA
Metanol (Grau HPLC) Panreac® Barcelona, Espanha
Acetonitrila (Grau HPLC) Panreac® Barcelona, Espanha
Diclometano (Grau PA) Synth® Diadema, Brasil
Cloroformio (Grau PA) Synth® Diadema, Brasil
Acido férmico Synth® Diadema, Brasil
Potato dextrose agar Acumedia® Lansing, EUA
Triptona Acumedia® Lansing, EUA
Dextrose Acumedia® Lansing, EUA
Extrato de levedura Acumedia® Lansing, EUA

Continua
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Concluséo
Produto Marca Origem

Sacarose Acumedia® Lansing, EUA

Extrato de malte Acumedia® Lansing, EUA
MgS0O4.7H.0 Merck® Darmstadt, Alemanha
FeS0O,.7H,0 Merck® Darmstadt, Alemanha
KCI Merck® Darmstadt, Alemanha
Na,P0O4.2H,0 Merck® Darmstadt, Alemanha
NaH,PO4.H,0 Merck Darmstadt, Alemanha
Fosfato monossodico monoidratado Merck® Darmstadt, Alemanha
Fosfato dissodico diidratado Merck® Darmstadt, Alemanha

Hepes Sigma-aldrich® St. Louis, EUA

Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato  Sigma-aldrich® St. Louis, EUA

Glicose-6-fosfato Sigma-aldrich® St. Louis, EUA

Glicose-6-fosfato desidrogenase Sigma-aldrich® St. Louis, EUA

Kit de dosagem proteinas Labtest® Brasil

* [5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil) porfirina] - Ho(TFPP)CI.
**5,10,15,20-tetraquis(2,6-diclorofenil) porfirina - H,(TDCPP)CI.

*** Catalisadores de Jacobsen utilizados foram: (R,R)—-Jacobsen e (S,S)-Jacobsen.

**+x |odosilbenzeno (PhlO), foi sintetizado de acordo com método descrito por
SHAREFKIN; SALTZMANN, (1973). Essa sintese € realizada pela hidrélise do

iodobenzenodiacetato e sua pureza foi determinada por titulacdo iodométrica.

A descricdo detalhada dos materiais utilizados nas avaliagées das atividades

bioldgicas e toxicas da MonA e seus metabdlitos estdo nos itens 3.3.8 e 3.3.9.
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3.2. Equipamentos

Para desenvolvimento e otimizacdo do método de andlise dos produtos nos
estudos de (bio)transformacdo da MonA utilizando diferentes modelos foi utilizado
um cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia acoplado a espectrémetro de massas (LC-
MS/MS) Triplo Quadrupolo Varian® (Califérnia, EUA), modelo 1200L acoplado com
auto-injetor ProStar modelo 410 Varian e equipado com fonte de ionizacédo por ESI
(do inglés “Electrospray Source lonization”). O software utilizado para aquisicdo de
dados foi o Varian MS Workstation. A coluna analitica utilizada nas analises foi uma
Xterra MS/C18 da marca Waters® (150 mm x 2,1 mm, 5 pm) (Milford, EUA).

Os espectros de fragmentacdo da MonA e dos produtos de sua oxidacao ou
biotransformagé&o obtidos foram obtidos no espectrometro de massas, micrOTOF Q
Il - ESI-Qq-TOF da Bruker® (Daltonics, Billerica, EUA), equipado com analisador de
massas hibrido, triplo quadrupolo e tempo de vbo. As amostras foram diretamente
introduzidas no equipamento empregando uma bomba de infusdo (Cole Palmer).

Os equipamentos utilizados para cultivo e biotransformacdo empregando
fungos foram: estufa de incubacdo bacteriolégica modelo SL 101, marca Solab
(Piracicaba, SP, Brasil) e uma autoclave vertical Phoenix modelo AV 75 (Araraquara,
SP, Brasil). Empregou-se também capela de fluxo laminar vertical, modelo PCR T2
Echo, Pachane (Piracicaba, SP, Brasil), e mesa agitadora (tipo “shaker”) com
controle de temperatura da marca CIENTEC, modelo CT-712RN (Piracicaba, SP,
Brasil).

No preparo dos microssomas foi utilizado um homogenizador tipo “potter”
modelo MA 181 (Marconi®, Piracicaba, Brasil). Nas etapas de centrifugacdo foram
utilizadas a centrifuga Hitachi CF16RXIl, Himac compact (Toquio, Japao) e
ultracentrifuga Beckman® XL-70 (Carls, EUA). Para dosagem de proteinas foi
utilizado o espectrofotdmetro da Agilent® 8453 (Waldbroon, Alemanha). Para a
incubacéo das amostras foi utilizado um banho metabélico, modelo SL 157, Solab®
(Piracicaba, SP, Brasil). Para obtengdo dos microssomas hepatico foram utilizados
seis ratos machos da raca Wistar, pesando aproximadamente 200 g, fornecidos pelo
biotério 1l da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (Protocolo
CEUA n°© 11.1.323.53.8).

Durante os experimentos também foram utilizados outros aparelhos como:

agitador do tipo Vibrax IKA® - VXR (Staufen, Alemanha), balanca analitica Marte
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modelo As1000 (Sao Paulo, Brasil), balanca analitica Metler Toledo modelo AG 245
(Suica), banho ultrassom Unique, modelo Ultracleaner 4050 (Piracicaba, SP, Brasil),
agitador de tubos Phoenix AP56 (Araraquara, SP, Brasil), micropipetas (Eppendorf)
e pHmetro Gehaka modelo PG1800 (Diadema, SP, Brasil), diversas cubas
cromatograficas e placas para cromatografia em camada delgada (20 x 20 cm, 0,1
mm, silica-gel 60F254, Merck®, Darmstadt, Alemanha).

A lista de equipamentos utilizados nas avaliagdes das atividades biologicas e

toxicas da MonA e seus metabdlitos esta apresentada no item 3.3.8 e 3.3.9.

3.3. Métodos

3.3.1. Insercéo de Ferro (lll) nas porfirinas Hy(TFPP)CI

A porfirina base livre foi metalada conforme metodologia descrita na literatura por
Adler e colaboradores (1970), com algumas modificacbes. Este estudo foi
previamente desenvolvido em nosso laboratério pela Dra. Joicy Santamalvina dos
Santos (SANTOS, 2012). A metaloporfirina foi caracterizada por espectrofotometria

de absorcao no ultravioleta/visivel.

3.3.2. Estudos da oxidacdo da monensina A empregando catalisadores

guimicos

As reacOes empregando o0s catalisadores sintéticos como modelos
biomiméticos na oxidagcdo da MonA foram realizadas em frasco do tipo eppendorf (2
mL), sob agitacdo mecanica (agitador orbital do tipo Vibrax) a temperatura ambiente.
As reacOes foram realizadas em atmosfera de ar durante 24 h. As proporgcdes
utilizadas para catalisador (Fe(TFPP) ou R,R-Jacobsen) / oxidante / substrato foi de
1:20:20, sendo utilizado as concentracbes molares de 0,3 mM : 6 mM : 6 mM
respectivamente, em volume reacional de 0,5 mL. Verificou-se também a influéncia
da variacdo do meio reacional (DCM, DCE, ACN e MeOH) e do oxidante (m-CPBA,
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PhlO, t-BOOH e H,0,). As reacdes foram analisadas por CCDC (item 3.3.4) e LC-
ESI-MS (item 3.3.5). As reacOes controle foram realizadas na auséncia de
catalisador sob condicdes idénticas as reacdes cataliticas e ndo foram detectados o
aparecimento de produtos.

O Quadro 1 mostra todas as variacbes nas condicdes empregadas nas
reacoes de oxidacdo da MonA e as denominacdes recebidas para discussdao dos

resultados.

Reacéo | Meio | Catalisador | Oxidante | | Reac¢&o | Meio |Catalisador | Oxidante
1 m-CPBA 17 m-CPBA
2 PhIO 18 PhIO

DCM | Jacobsen ACN Jacobsen
3 H202 19 HZOZ
4 t-BOOH 20 t-BOOH
5 m-CPBA 21 m-CPBA
6 PhlO 22 PhlO
DCM | Fe(TFPP) ACN Fe(TFPP)
7 H,O, 23 H,0,
8 t-BOOH 24 t-BOOH
9 m-CPBA 25 m-CPBA
10 PhIO 26 PhIO
DCE | Jacobsen MeOH | Jacobsen
11 H202 27 HZOZ
12 t-BOOH 28 t-BOOH
13 m-CPBA 29 m-CPBA
14 PhlO 30 PhlO
DCE | Fe(TFPP) MeOH | Fe(TFPP)
15 H202 31 HZOZ
16 t-BOOH 32 t-BOOH

Quadro 1. Legenda para as reacoOes realizadas — a razdo molar para catalisador /
oxidante / substrato foi de 1 : 20 : 20, sendo utilizadas as concentragdes molares de

0,3mM: 6 mM : 6 mM em volume final de 0,5 mL.

Os catalisadores Mn(TFPP) e S,S-Jacobsen também foram avaliados mas
nao se verificou diferencas qualitativas significativas nos resultados, por iSso nao
foram discutidos, dando-se énfase somente aos dados referentes as reacdes

descritas no Quadro 1.



Materias e Métodos 33

3.3.3. Estudos de biotransformacao da monensina A empregando fungos

3.3.3.1. Fungos utilizados

Os fungos endofiticos empregados: Penicillium crustosum isolado de Viguiera
robusta, Papulaspora immersa Hotson, Nigrospora sphaerica (Sacc.) E.W. Mason e
Fusarium oxysporum isolados de Smallanthus sonchifolius e Glomerella cingulata
isolado de Viguiera arenaria foram cedidos pela Prof2. Dr2. Monica Tallarico Pupo, da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP-USP). O fungo
Mucor rouxii (NRRL 1894) foi cedido pela Prof2. Dr?. Niege Aracari Jacometi Furtado
da FCFRP-USP. O fungo, Aspergillus awamori foi cedido pela Prof2. Dré. Maria Jose
Vieira Fonseca, também da FCFRP-USP. Foram utilizados ainda fungos endofiticos
isolados de algas marinhas: o Penicillium brevicompactum isolado da alga
Bostrychia radicans e fungo M61 isolado de algas do manguezal, que ainda se
encontra sem identificacdo, estes cedidos pela Prof?. Dr?. Hosana Debonsi, da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto. Os fungos Beauveria
bassiana ATCC 7159, Cunninghamella echinulata var. elegans ATCC 8688A e
Cunninghamella elegans NRRL 1393 ATCC 10028B foram adquiridos da “American
Type Culture Collection” (ATCC®, Universidade Boulevard, Manassas, EUA).

Os fungos utilizados nestes experimentos sdo mantidos em silica gel (6-12
mesh, grau 40, dessecada), a 4°C ou pelo repique em tubos slants ou placas de
Petri contendo meio PDA (do inglés, Potato Dextrose Agar), ou ainda pelo repique
em tubos contendo glicerina:agua (80:20, v/v) a 4°C. A cada seis meses 0s fungos
sao repicados para 0 mesmo meio, de maneira estéril em capela de fluxo laminar.

Este procedimento garante nutrientes e viabilidade para a sobrevivéncia dos fungos.

3.3.3.2. Transformagdes Microbianas da monensina A empregando fungos

Os experimentos de Dbiotransformacdo foram realizados conforme
procedimentos previamente descritos em nosso grupo de pesquisa (BARTH et al.,
2012; BOCATO et al., 2012; CARRAO et al., 2011; HILARIO et al., 2012). Os fungos

utilizados (secéo 3.3.3.1) foram repicados em placas de Petri contendo o meio de
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cultura PDA (39 g.L™%) e incubados a 30 °C por tempo suficiente para que houvesse
crescimento uniforme sobre toda placa (Etapa de crescimento). Em seguida, apds o
crescimento uniforme dos fungos sobre o meio de cultura PDA, trés discos de 0,5 cm
de diametro deste meio foram retirados com o auxilio do “Transfer Tube” e
inoculados assepticamente em cerca de 20 mL de meio pré-fermentativo de malte
(extrato de malte 10 g.L™, dextrose 10 g.L™?, triptona 5 g.L™! e extrato de levedura 3
g.L™}). Este meio foi colocado sob agitacdo de 100 rpm, a uma temperatura de 30° C,
por 5 dias, para o crescimento dos fungos e ganho de massa (etapa pré
fermentativa). As massas miceliais formadas foram transferidas assepticamente para
30 mL de meio fermentativo de Czapek modificado (2,5% de sacarose; 0,2% de
NaNOs; 0,1% de K;HPOg4; 0,05% de MgSO,.7H,0; 0,05% de KCI e 0,001% de
FESO.,.7H,0) e o pH foi corrigido para 5,0 com uma solucéo de HCI 1 mol.L™. Apos
48 h, adicionou o substrato previamente dissolvido em DMF (3 mg em 300 pL). A
incubacédo a 30° C e 120 rpm foi realizada por 8 dias, sendo que a cada 24 horas foi
coletada uma aliquota de 2 mL do meio de cultura, assepticamente, e armazenado a
-20° C até o momento da andlise (Etapa de biotransformacado). A Figura 14 ilustra
as etapas deste estudo.

Paralelamente aos estudos de biotransformacéo foram realizados controles
contendo: 1) somente o meio de cultura e a MonA; 2) somente o meio de cultura
com fungo sem a presenca da MonA, com adicao de 300 pL de DMF.

As aliquotas de 2 mL do meio de biotransformacdo foram centrifugadas a
1000 rpm por 5 min (180 g). Posteriormente, 1 mL da fase superior foi transferida
para um tubo conico e a extracdo foi realizada empregando 3 mL de CHCI3, sob
agitacdo, durante 15 min a 1000 rpm, empregando a agitador orbital Vibrax VXR®.
Apoés esta etapa, uma aliquota de 2 mL da fase orgéanica foi coletada e transferida
para outro tubo, onde foi evaporada sob fluxo de ar comprimido. O residuo foi
dissolvido na fase movel e analisada nos sistemas cromatograficos descritos nos
itens 3.3.4. e 3.3.5.
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Figura 14. Esquema ilustrativo das etapas de biotransformacdo empregando fungos.

3.3.4. Andlise dos produtos de (bio)transformacdo da monensina A por

cromatografia em camada delgada comparativa

Para andlise e visualizacdo dos produtos oriundos das reac¢des biomiméticas
da MonA foram aplicados cerca de 30 pL da mistura reacional diretamente nas
placas de CCDC (0,1 mm de espessura com silica gel (5-25 um) GF2s4 como fase
estacionaria) utilizando uma mistura binaria de CHCIl3:MeOH na proporcdo de 93:7
(v/v) como eluente. Para os estudos envolvendo fungos, apds a extracao liquido-
liquido do meio de biotransformacdo e secagem, o residuo resultante foi
ressuspendido em CHCI; e aplicado nas placas de CCDC conforme descrito
anteriormente para as rea¢des biomiméticas.

Apbs eluicdo, as placas foram reveladas por nebulizacdo de uma solucdo de
vanilina-sulfurica (1% em etanol), seguida de aquecimento, até o aparecimento das

manchas correspondentes ao substrato e os produtos das reacodes.
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3.3.5. Anélise da monensina A e dos produtos de reagcéo por LC-MS e MS/MS

As analises foram realizadas em sistemas de cromatografia liquida acoplada
ao espectrobmetro de massas, com analisador do tipo triplo quadrupolo e ionizacéo
por eletrospray, operando no modo positivo. As andlises cromatograficas foram
acompanhadas pela injecdo de 10 puL de amostra na concentracéo de 50 pg.mL™. As
anélises foram realizadas utilizando uma coluna analitica Xterra® C18 (150 mm x 2,1
mm, 5 um) com o seguinte gradiente de fase movel (MeOH:H,0): 0,1 min 70 %
MeOH, 20,0 min 98 % MeOH, 21,0 min 30 % MeOH, 30,0 min 70 % MeOH. As
condi¢cbes do espectrometro de massas foram: tensdo do capilar de 3,2 kV, tenséo
do cone 40 V, temperatura da fonte 40°C e temperatura do gas de dessolvatagao
(N2) de 350 °C.

A taxa de conversdo da MonA foi calculada pela comparacdo das areas do
padrdo nas diferentes concentracbes com a da curva analitica cujo intervalo foi de
10 - 100 pg.mL™. Esta curva analitica foi empregada somente para quantificacdo da
conversdo nos estudos envolvendo os catalisadores quimicos, uma vez que a
analise era feita de modo direto, envolvendo somente uma etapa de diluicéo.

Nos estudos de biotransformacédo envolvendo fungos uma nova curva analitica
foi construida para quantificagdo da conversdo da MonA. Para isto foi utilizado o
meio de cultura liquido Czapek fortificado com o padrdo de MonA, que posteriomente
foi extraida empregando a extracao liquido-liquido conforme item 3.3.3.3.

Os espectros de fragmentacdo dos produtos foram obtidos usando
espectrometro de massas micrOTOF Q Il - ESI-Qg-TOF (Bruker Daltonics, Billerica,
MA, EUA) operando em modo positivo, equipado com analisador de massas hibrido,
triplo quadrupolo e tempo de véo. As amostras foram diretamente introduzidas no
equipamento empregando uma bomba de infusdo (Cole Palmer), sob fluxo de 300
uL.h™. A temperatura do capilar e a tensdo do cone foram mantidas em 250 °C e 4,0
kV, respectivamente. Os ions foram extraidos da fonte de ionizagdo usando um
potencial de cone entre 5 e 30 kV. Nitrogénio foi usado como gas secagem e de
nebulizacdo. Nas analises por MS/MS, o gas argbnio (energia 5-80 eV) foi

empregado como gas de coliséo.
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3.3.6. Estudo do metabolismo in vitro da monensina A empregando

microssomas hepéatico de ratos

Um “pool” de microssomas hepatico de ratos machos (Wistar) na
concentracdo protéica de 20 mg.mL™ (nimero de catalogo 452511) obtido da BD
Gentest® (Woburn, MA) e usados durante todo o estudo.

O estudo do metabolismo empregando 0s microssomas hepaticos foi
realizado adicionando cerca de 0,25 mmol.L™ de MonA no meio de incubacdo
(contendo 1,0 mg.mL™ de proteina microssomal), em tubos tubos de vidro de 10 mL.
Inicialmente, 20 pL da solucdo metandlica do substrato foi adicionado ao tubo.
Posteriormente, foram adicionados 250 pL da solugdo de incubagdao contendo
NADP” (0,25 mM), glicose-6-fosfato (5 mM) e glicose-6-fosfato desidrogenase (0,5
unidades.mL™), resultando em uma concentracdo no meio de incubacdo de 0,25
mmol.L™* de MonA.

Sendo o cofator um reagente importante nos estudos de metabolismo in vitro,
trabalhou-se com excesso do mesmo para que ndo houvesse deplecdo de cofator
durante os experimentos. O meio microssomal foi pré-incubado na presenca do
substrato e do sistema de incubacdo NADPH, a 37 °C, durante 5 min. Apos este
perfodo, adicionou-se solucéo tampdo fosfato 0,25 mol.L™, pH 7,4 para obter um
volume final de 1000 uL. Finalmente, a fragdo microssomal do figado de rato foi
acrescentada e o procedimento de metabolismo in vitro foi iniciado. A incubacéao foi
realizada sob agitacdo a 37 °C por 60 min. Apos este tempo de incubacéo, a reacao
foi encerrada adicionando 4 mL de CHCls.

Esta mistura foi entdo agitada por 10 min em agitador orbital Vibrax VXR® e
posteriormente centrifugada por 5 min a 4000 rpm. Posteriormente, 3 mL da fase
organica foram coletados e evaporados sob ar comprimido. O residuo resultante da
extracdo foi resuspendido na fase movel e injetado no sistema cromatogréafico
descrito no item 3.3.5. Controles foram realizados sem a adicdo do sistema de
regeneracdo de NADPH e sem a presenca de microssomas. A diferenca entre os
valores obtidos com e sem NADPH foi considerada a taxa de metabolismo da MonA

gue sofreu oxidacédo pelas enzimas do CYP450.
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3.3.7. Estudo do metabolismo in vitro da monensina A empregando

microssomas hepéatico de humanos

Um “pool” de microssomas hepéatico de humanos (50 doadores de ambos os
sex0s) na concentracdo protéica de 20 mg.mL™ (nimero de catalogo 452156),
Solucdo A de regeneragdo do NADPH (numero de catalogo 451220) e solugédo de
regeneracdo B (nimero de catalogo 451200), e solucdo tampé&o fosfato 0,5 mol.L™,
pH 7,4 foram obtidos da BD Gentest® (Woburn, MA) e usados durante todo o estudo.

O estudo do metabolismo in vitro empregando microssomas de figados de
humanos foi realizado adicionando cerca de 1,4 mmol.L™ (1,0 mg.mL™) de MonA no
meio de incubacdo (contendo 1,5 mg.mL™ de proteina microssomal de figado de
humano) em tubos de vidro de 10 mL. Inicialmente, 20 pL da solu¢do do substrato
foi adicionada ao tubo, de maneira que a concentracao final da MonA no meio
reacional fosse de 1,0 mg.mL™. Em seguida, adicionou-se & solucéo tamp&o fosfato
0,5 mol.L?, pH 7,4 (concentracdo final de 100 mmol.L™) e &gua purificada em
guantidade suficiente para obter o volume final de 250 uL de meio de incubacdo.
Posteriormente, foi adicionado a solugdo A de regeneracao do sistema NADPH e a
solucéo B de regeneracéo.

O sistema NADPH é um fator importante nos estudos de metabolismo in vitro.
Dessa forma, novamente a concentracdo deste cofator foi empregada em execesso
para ndo haver deplecdo deste durante os experimentos. O meio microssomal,
entdo, foi pré-incubado em banho-metabdlico na presenca do substrato e do sistema
de incubacdo NADPH, a 37 °C, durante 5 min. Finalmente, a fragdo microssomal do
figado humano foi acrescentada, dando inicio ao procedimento de metabolismo in
vitro. A incubacéo foi realizada sob agitacdo a 37 °C. Ap6s 60 min de incubacéo, a
reagao foi encerrada adicionando 1 mL de CHCl3. Esta mistura foi entdo agitada por
10 min em agitador orbital Vibrax VXR® e entdo centrifugada por 5 min a 4000 rpm.
Posteriormente 750 pL da fase orgéanica foi coletada e evaporada. O residuo
resultante foi resuspendido na fase moével e injetado no sistema cromatografico.
Controles foram realizados sem a adicdo do sistema de regeneracdo de NADPH e
sem a presenca de microssomas. A diferenga entre os valores obtidos com e sem
NADPH foi considerado a porcentagem de MonA que sofreu metabolismo pelas
enzimas do CYP450 de humanos. Este procedimento foi adaptado do guia para

ensaio com microssomas humanos da BD Gentest®.
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3.3.8. Avaliacdo da toxicidade da Monensina A e seus metabdlitos utilizando

modelo mitocondrial

Os ensaios de avaliacdo da toxicidade da MonA e os metabdlitos isolados
utilizando mitocondrias isoladas de hepatécitos foi realizados sob supervisdo do
Prof. Daniel Junqueira Dorta da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de
Ribeirdo Preto (FFCLRP-USP) e seu aluno de doutorado Murilo Pazin (FCFRP-
USP).

Os reagentes, rotenona, cianeto de carbonila clorofenilidrazona (CCCP),
succinato, glutamato, malato, 5’-difosfato de adenosina (ADP), safranina-o, acido
etilenoglicol bis (B-aminoetil éter)-N,N,N’,N’-tetra acético (EGTA) foram adquiridos da
Sigma-Aldrich Chemical Co (Saint Louis, EUA). A 2’,7’-diclorodiidrofluoresceina
diacetato (H.DCFDA) e Calcium Green 5N foram adquiridos da Molecular Probe
(Salem, USA). Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analitico,
preparados em agua purificada pelo sistema Milli-Q.

Para a extracdo e isolamento das mitocéndrias foram utilizados ratos Wistar,
pesando aproximadamente 200 g e mantidos sob condi¢cdes adequadas no Biotério
Central da Universidade de Sdo Paulo - Campus Ribeirdo Preto, sendo racdo e agua
servidos “ad libitum”. Para experimentacdo o0s animais tiveram uma ambientacéo
minima de 48 horas e todos os protocolos foram aprovados pela “Comissé&o de Etica
no Uso de Animais” do campus da USP-Ribeirdo Preto sob o Protocolo:
12.1.227.53.0.

As mitocondrias foram isoladas por centrifugacédo diferencial como segue:
apos a eutanasia dos animais, os figados foram removidos e cortados em 50 mL de
meio contendo sacarose 250 mmol.L™*, EGTA 1 mmol.L™ e HEPES-KOH 10 mmol.L’
! pH 7,2, a cerca 4 °C e posteriormente homogeneizado trés vezes por 15 segundos
com intervalos de 1 min em homogeneizador do tipo “potter”. A suspensao foi
centrifugada a 770 g por 5 min e o sobrenadante resultante foi centrifugado a 9.800
g por 10 minutos. O sedimento foi ressuspenso com 10 mL de meio contendo
sacarose 250 mmol.L™}, EGTA 0,3 mmol.L™ e HEPES-KOH 10 mmol.L?, pH 7,2 e
centrifugado a 4500 g por 15 min. O sedimento mitocondrial final foi suspenso com 1
mL de meio contendo sacarose 250 mmol.L"* e HEPES-KOH 10 mmol.L?, pH 7,2 e
utilizado por um periodo de 3 horas (PEDERSEN et al., 1978). A proteina

mitocondrial foi determinada pela reacédo com o Biureto.



Materias e Métodos 40

As solucdes estoques da MonA (0,01, 0,1 e 1 pM) e seus metabdlitos foram
preparados em DMSO. Para todos os testes 0 mesmo volume de DMSO utilizado

nos experimentos foi adicionado aos controles e nenhum efeito foi observado.

3.3.8.1. Respiracao mitocondrial

O consumo de oxigénio pelas mitocondrias foi monitorado polarograficamente
em um oxigrafo equipado com um eletrodo tipo Clark (Gilson Medical Electronics,
Middleton USA) (CHANCE; WILLIANS, 1956). O eletrodo de Clark é constituido por
um catodo de platina acoplado a dois anodos de prata por meio de uma ponte de
KCI saturada (preparada através da dissolucdo de 17,5 g de sal anidro em 100 mL
de agua deionizada a 25 °C) e cobertos por uma membrana de teflon. Com a
aplicacdo de uma tenséo de polarizacdo de 700 mV o eletrdlito é ionizado e inicia-se
o fluxo de corrente através de uma série de reacgfes eletroquimicas. Dentro de uma
determinada faixa de polarizacdo o fluxo de elétrons, ou seja, a corrente elétrica
gerada é proporcional a concentracdo de oxigénio (BRACHT; ISHII-IWAMOTO;
SALGUEIRO-PAGADIGORRIA, 2003).

Este tipo de sensor por eletrodo foi inicialmente desenvolvido por Clark, em
1956, para medir oxigénio em amostras de sangue. Como resultado, por muitas
vezes é referido como o eletrodo de Clark.

As mitocondrias (1,0 mg.mL™ de proteina) foram incubadas em 1,5 mL do meio
reacional padrdo juntamente com as concentragcdes dos compostos (0,01, 0,1 e 1
MM). A respiracdo de estado 3 foi iniciada com 400 nmols de ADP (CAIN;
SKILLETER, 1987). O meio padréo reacional é constituido de sacarose 125 mmol.L
! KCl 65 mmol.L?, Hepes-KOH 10 mmol.L?, K;HPO, 10 mmol.L™? e EGTA 0,5
mmol.L™ e é suplementado com gutamato e malato (5 mmol.L™Y) como substrato
oxidavel do complexo I. As velocidades de consumo de oxigénio foram expressas
em ng.atomo™” de oxigénio consumidos por miligrama de proteina mitocondrial por

minuto, na auséncia (Controle) e na presenca dos compostos testados.
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3.3.8.2. Potencial de membrana mitocondrial

0] potencial de membrana mitocondrial foi determinado
espectrofluorimetricamente (F-4500, Hitachi - Japdo) monitorando-se as alteracoes
na fluorescéncia da Safranina-o, um corante cationico fluorescente, que se distribui
eletroforeticamente na matriz em resposta a carga negativa da membrana
mitocondrial interna (LEMASTERS et al., 1987), usando-se como comprimentos de
onda de excitacdo 495 nm e de emissdo 586 nm. As mitocondrias (1,0 mg
proteina.mL™) foram incubadas no meio padrdo de reacéo contendo sacarose 125
mmol.L™*, KCI 65 mmol.L™*, Hepes-KOH 10 mmol.L™, pH 7,2 acrescido de rotenona
2,5 umol.L™ e safranina-O 10 pmol.L™, em volume final de 2 mL e energizadas pela
adicdo de succinato de potassio 5 mmol.L™. Ap6s a formacdo do potencial de
membrana adicionou-se diferentes concentragdes dos compostos no intuito de
avaliar cineticamente o seu efeito sobre o potencial de membrana mitocondrial. No
final do periodo de incubacdo o potencial de membrana foi totalmente desfeito
utilizando 5 pL de CCCP 1 pmol.L™. A diminuicdo do potencial de membrana
observada pelo influxo eletrogénico de cétions, causado pela acdo da substancia
testada ou pelo controle positivo (CCCP), correlaciona-se linearmente com o
aumento da intensidade de fluorescéncia do corante na medida em que ele é
liberado das mitocondrias (AKERMAN; WIKSTROM, 1976).

3.3.8.3. Inchamento mitocondrial

O inchamento mitocondrial foi monitorado pela diminuicdo da absorvancia
aparente da suspensdo de mitocéndrias (0,4 mg proteina.mL™), incubadas em 1,5
mL do meio padrdo de reacdo contendo sacarose 125 mmol.L™, KCI 65 mmol.L™,
Hepes-KOH 10 mmol.L™ acrescido de rotenona 2,5 pmol.L™, succinato 5 mmol.L™” e
CaCl, 10 pmol.L™?, em 540 nm, usando-se um espectrofotdmetro (DU-70, Beckman -
EUA). O inchamento mitocondrial € acompanhado da diminuigdo na turbidez da
suspensao e, portanto, da diminuicdo proporcional na absorvancia (LEMASTERS et

al., 1987). Juntamente ao meio e as mitocondrias foram adicionadas as diversas
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concentracbes dos compostos para analisar se estes interferem no inchamento
mitocondrial.

O processo denominado de inchamento mitocondrial é observado na amostra
levada ao espectrofotbmetro, acompanhando se a diminuicdo da turbidez aparente
em um comprimento de onda especifico. Isto ocorre porque a matriz inchada possui
um indice de refracdo menor que a forma condensada, tornando-se perceptivel as
modificacdes na organizacdo estrutural. Uma vez que a penetracdo de agua ou
solutos acompanhados de agua, promove o distanciamento de elementos
estruturais, promovido por um rearranjo estrutural de sistemas macromoleculares,
este fendmeno pode ser acompanhado na sua velocidade ou na sua extenséo,
guando mantidas sob condi¢des constantes (ZORATTI; SZABO, 1995).

3.3.8.4. Producdao de Espécies Reativas de Oxigénio e Nitrogénio

A geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio foi
monitorada espectrofluorimetricamente (F-4500, Hitachi, Japédo) utilizando a sonda
fluorescente H,DCF-DA nos comprimentos de onda de 503 nm para excitacdo e 529
nm para emiss&o. As mitocondrias (1,0 mg proteina.mL™) foram incubadas em meio
padrédo de reacéo contendo sacarose 125 mmol.L ™, KCI 65 mmol.L™?, Hepes-KOH 10
mmol.L™*, pH 7,2 acrescido de rotenona 2,5 pmol.L? e H,DCFDA 2 pmol.L? e
energizadas pela adicdo de succinato de potassio 5 mmol.L™. Foi realizado controle
negativo (basal), positivo induzido por t-BOOH 300 pmol.L™ e tratamentos utilizando
as diferentes concentracdes dos compostos.

O DCFDA é uma molécula que atravessa facilmente as membranas
bioldgicas e é hidrolisado por esterases, liberando o composto nao fluorescente
DCFH. Porém, este em presenca de EROs, é rapidamente oxidado e transformado
em DCF, que apresenta alto rendimento quéantico de fluorescéncia quando excitado
em 503 nm. Sendo assim, o0 aumento da fluorescéncia é diretamente proporcional a

producdo de EROs pelas mitocondrias (CATHCART; SCHWIERS; AMES, 1983).
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3.3.9. Avaliacdo da atividade antibacteriana da monensina A e seus

metabdlitos

Os ensaios de avaliacdo da atividade antibacteriana da MonA e dos
metabdlitos isolados foram realizados sob supervisdo da Pesquisadora Andresa
Aparecida Berretta e Silva, responsavel pelo laboratério P, D & | da Apis Flora Ind.
Com.

Os bioensaios foram realizados com as cepas das seguintes bactérias:
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 43300,
Staphylococcus epidermidids ATCC 14990, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27,853
e Escherichia coli ATCC 25922, que foram adquiridas a partir da “American Type
Culture Collection”. Aproximadamente 5x10° microrganismos.mL™ foram incubados
em caldo Muller-Hinton em placas de 96 pog¢os que contém as amostras testadas.
Os compostos (MonA, metabdlito 1 e metabdlito 2) foram dissolvidos em DMSO e
foram diluidos em série para se obter as seguintes concentracdes finais: 100, 50, 25,
12,5, 6,3, 3,1, 1,6, 0,8, 0,4, 0,2, 0,1 e 0,05 ug.mL™. As placas entdo foram incubadas
a 37 °C e os ensaios realizados em triplicata. A morte celular foi determinada através
de um método colorimétrico MTT, descrito por Andrews (2001). As solucdes de

DMSO e cloranfenicol foram utilizadas como controles do experimento.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Desenvolvimento do método cromatografico para andlise da monensina A

e seus produtos de (bio)transformacao

O desenvolvimento de métodos analiticos adequados € essencial para os
estudos de metabolismo in vitro. As técnicas analiticas mais utilizadas séo
cromatografia em camada delgada, cromatografia liquida de alta eficiéncia e
cromatografia gasosa, estas duas ultimas acopladas a espectrometria de massas. O
desenvolvimento das técnicas em sequéncia (MS/MS ou MS") tornaram estas
metodologias ainda mais adequadas, por serem mais sensiveis, extremamente
seletivas e rapidas no que concerne a elucidacdo dos metabdlitos formados (ASHA;
VIDYAVATHY 2009).

Independentemente do modelo utilizado para o estudo do metabolismo, a
identificacdo dos metabdlitos desempenha um papel chave no processo. Por
conseguinte, o desenvolvimento de novas tecnologias rapidas, capazes de levar
precisamente a elucidacdo desses metabdlitos, tornou-se essencial para estes
estudos. A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas combina as
vantagens de ambas as técnicas, isto é, a elevada seletividade e eficiéncia na
separacdo cromatogréafica e aumento adicional da seletividade da espectrometria de
massas (MAURIN et al., 2003). Além disso, informac¢des estruturais necessarias
para os estudos de metabolismo e elucidacdo estrututal destes metabdlitos podem
ser obtidos por espectrometros de massas do tipo triplo quadrupolo (MS/MS) ou ion-
trap (MS") (MAURIN et al., 2003).

Varios métodos analiticos foram publicados para a determinacdo da MonA.
Dentre eles, destacam-se os métodos que incluem CCD e técnicas mais sensiveis e
seletivas usando LC-MS, uma vez que os ionéforos ndo possuem grupos cromoforos
e a derivatizacdo se torna geralmente necessaria para analise por
espectrofotometria UV-Vis. Além disso, os ion6foros ndo sdo bons candidatos para
cromatografia gasosa devido ao seu elevado peso molecular e sua baixa volatilidade
(DUSI; GAMBA, 1999). Para o desenvolvimento deste estudo, foram escolhidos a
CCDC e também a técnica hifenada, LC-MS, devido aos problemas anteriormente

relatados na literatura referente a estrutura quimica da MonA, e a facilidade do



Resultados e Discussdo 46

emprego de técnicas hifenanadas em estudos de metabolismo, principalmente no
que concerne a posterior identificacdo dos metabalitos.

A disponibilidade comercial dos metabdlitos formados in vivo é importante
para o desenvolvimento de um método analitico adequado para separacdo do
farmaco e seus metabdlitos Dada a auséncia de padrdoes dos metabdlitos da MonA
disponiveis comercialmente, a estratégia utilizada neste trabalho foi adaptar outros
meétodos de andlise disponiveis na literatura. Para tanto, avaliou-se um método de
LC em fase reversa, empregando eluicdo por gradiente em que o farmaco possui um
tempo de retencdo em torno de 20 minutos (Figura 15). A maioria dos metabdlitos
conhecidos da MonA sdo mais polares que este ionéforo (NEBBIA et al., 1999,
2001), ou seja, exibem tempo de retencdo menor nas condicbes onde sé&o
empregadas cromatografia em fase reversa, tornando este método adequado para

investigacdo da formacao dos possiveis metabdlitos ou produtos de oxidacao.
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Figura 15. Cromatograma e espectros de massas da MonA e MonB obtido a partir

da analise do padrdao de monensina A.
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4.2. Estudos cataliticos de oxidacdo da monensina A empregando a
Fe(TFPP)CI e o Catalisador de Jacobsen

As reacdes de oxidacdo da MonA foram realizadas na presenca do
catalisador R,R-Jacobsen ou da ferroporfirina de segunda geracédo, a Fe(TFPP)CI,
variando os oxidantes (m-CPBA, PhIO, H,0, e t-BOOH) e meios reacionais (DCM,
DCE, MeOH e ACN), visando a obtencdo dos principais metabdlitos formados nos
sistemas in vivo e garantindo, assim, a validade do modelo testado e a possibilidade
de obtencdo de quantidades isolaveis desses metabdlitos para posteriores estudos
toxicologicos e farmacolégicos.

Primeiramente, as analises dos produtos de reacdo foram realizadas em
CCD, aplicando-se 30 pL da mistura reacional diretamente nas placas. Aplicou-se
também, para comparac¢do, as misturas reacionais do branco, controle e o padrédo da
MonA. Nesta etapa testaram-se diversas fases moéveis, com intuito de encontrar uma
condicdo cromatogréfica eficiente na separacdo dos produtos e do substrato. A
melhor condi¢céo de analise foi obtida conforme a metodologia descrita no item 3.4.4.

A Figura 16 mostra os resultados obtidos nas placas de CCD apés revelacao
com vanilina sulfirica. Nestas andalises podem ser visualizadas as manchas
correspondentes a MonA e ainda os produtos resultantes das 32 reagfes realizadas.
Pode-se verificar que os produtos obtidos nestas reacfes sao similares. No entanto,
as concentracdes relativas desses produtos sdo diferentes, ou seja, séo
dependentes das condicdes reacionais testadas (variacado do catalisador, oxidante e
meio reacional empregado).

Pode-se observar também que os produtos resultantes das reacdes de
oxidacdo da MonA s&o na sua maioria mais polares que o substrato, uma vez que
eluem com fator de retardamento menor no eluente utilizado do que o substrato, de
maneira esperada em analises cromatograficas que empregam fase estacionaria
normal, silica (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).
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Figura 16. Foto das placas de CCDC resultantes das analises das misturas reacionais de oxidacdo da monensina A nas diferentes

condi¢cBes descritas no Quadro 1.

*Mancha de maior intensidade: monensina A.
# Manchas roxas e manchas rosas de intensidade menor que da monensina A: produtos das reacoes.
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Visando a posterior identificacdo dos produtos bem como a quantificacdo da
porcentagem de oxidacdo da MonA nestes sistemas, as misturas reacionais também
foram analisadas por LC-MS. Para quantificacdo da porcentagem de oxidacdo da

MonA foi feita uma curva analitica (Figura 17). Os resultados destas analises sao

mostrados no Quadro 3 e Figura 18.
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Figura 17. Curva analitica referente a analise da monensina A por LC-MS

(condicdes descritas no item 3.3.5).

Reacdo % Reacdo % Reacdo % Reacdo % ox!
1 26 9 26 17 18 25 17 m-CPBA
g 2 3 10 36 18 35 26 34 PhiO
S 3 14 11 18 19 14 27 1 HO
- 4 27 12 27 20 18 28 11 vBUuOOH
5 57 13 36 21 39 29 23 m-CPBA
Et: 6 49 14 61 22 62 30 15 PhlO
& 7 3 15 18 23 19 31 2 H0,
- 8 44 16 44 24 18 32 21 t-BOOH
DCM DCE ACN MeOH

Quadro 3. Conversdo da monensina A (em porcentagem) nos diferentes sistemas

cataliticos estudados.

lox: Oxidantes
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Figura 18. Grafico da comparacao das porcentagens de conversao da monensina A

em todas as condi¢des reacionas testadas.

Como mostra a Figura 17 e o Quadro 3, a atividade catalitica dos sistemas é
dependente do oxidante empregado, sendo os sistemas 22 (Fe(TFPP) / PhlO /
CH3CN) e 14 (Fe(TFPP) / PhlO / DCE) os mais eficientes, com cerca de 60% de
conversdo e o sistema 5 (Fe(TFPP) / m-CPBA / DCM) com cerca de 57% de
conversao.

O PhIO, apesar de toxico e da dificuldade de sua preparacéo, foi um dos
doadores de oxigénio escolhido neste trabalho porque é considerado um oxidante
padrao simples, que contém apenas um atomo de oxigénio, o qual geralmente leva a
formacdo de espécies cataliticas metal-oxo de alta valéncia, que favorecem a
formacao de produtos, como constatado no Quadro 3 (BAHRAMIAN et al., 2006;
FARIA; MAC LEOD; ASSIS, 2008; GROVES, 2006; MANSUY, 2011).

E amplamente aceito que o intermediario ferro-oxo de alta valéncia,
Fe'V(O)P™, é a principal espécie ativa na hidroxilacdo de alcanos por PhlO catalisada
por metaloporfirinas. A etapa seguinte do mecanismo neste caso envolve a

abstracdo de um atomo de hidrogénio do substrato pelo Fe'V(O)P**, formando assim
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um substrato radical engaiolado e o complexo Fe'-hidréxido. A seguir ocorre a
recombinacdo do OH com o substrato radical, gerando o produto hidroxilado. Este
mecanismo é conhecido como o modelo de recombinacdo de oxigénio, ou “oxygen
rebound” (GROVES, 2000). A literatura relata que oxidacdes biomiméticas de
alcanos por metaloporfirinas realizadas em solventes menos polares (DCM e DCE),
ocorrem de fato através do mecanismo de recombinacdo de oxigénio, levando a
formacdo predominante de alcool (ASSIS et al.,, 1995; GROVES; NEMO; MYERS,
1979; TRAYLOR; DOLPHIN; TRAYLOR, 1998).

Numa analise geral da Figura 18 e do Quadro 3, verifica-se que outro
oxidante eficiente em oxidar a MonA € o m-CPBA (sistema reacional 5). Quando
este oxidante € utilizado em sistemas com ferroporfirinas € possivel a ocorréncia de
dois mecanismos para a ativacdo do oxigénio: 1) um mecanismo envolve a clivagem
homolitica da ligacdo O-O do peréxido, o que conduz a formacao de intermediarios
menos reativos tais como Fe'V(OH)P, bem como radical RO, favorecendo, assim, a
ocorréncia de mecanismos radicalares; 2) o outro envolve a espécie metal-oxo
produzida apés a clivagem heterolitica da ligacdo O-O, com formacédo da espécie
reativa oxoferril porfirina m-cation radical, Fe'V(O)P™, responséavel pela oxidacao.
Este intermediario é favorecido pelos substituintes retiradores de elétrons do grupo
fenila do m-CPBA, resultando em maiores rendimentos de oxidagdo da MonA. As
altas porcentagens de conversdo observadas com os sistemas FeTFPP/m-CPBA
indicam que este oxidante esta agindo via clivagem heterolitica da ligacdo O-O.
Outro fator que indica a participacdo da espécie Fe'(O)P™* é a alteracdo da cor
inicial da solucdo de marron para verde o0 que € caracteristica desta espécie
intermediaria (MAC LEOD, 2008; MEUNIER, 2000; MEUNIER; BERNADOU, 2000;
MEUNIER; DE VISSER; SASON, 2004; NAM et al., 2000a, 2000b; SANTOS et al.,
2011). O m-CPBA ¢é frequentemente preferido em relacdo a outro peroxiacidos
porque é um sélido com facilidade de armazenamento e estocagem.

Da mesma forma que observado para a ferroporfirina, quando utilizamos o
catalisador de Jacobsen, os oxidantes m-CPBA e PhlO foram os mais eficientes em
oxidar o substrato. PhlO geralmente leva a formacdo do intermediario catalitico
Mn"(O)-salen, mais eficiente e seletivo em transferir o oxigénio para o substrato
(FARIA, 2010; MAC LEOD, 2008; MAC LEOD et al.,, 2008). Quando utiliza
hidroperoxidos e peracidos é possivel a ocorréncia de dois mecanismos, assim

como para a metaloporfirina, para a ativagdo do oxigénio. Com a clivagem homolitica
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da ligacdo O-O ocorre a formacdo de RO’ e do intermediario pouco reativo,
Mn'V(O)salen, como espécie ativa, resultando em baixo rendimento das reacdes.
Como resultado da clivagem heterolitica da ligacdo O-O, ha formacdo da espécie
ativa Mn'(O)salen, que é responsavel pela ativacdo do oxigénio, resultando em
maiores rendimentos de produtos oxidados. A clivagem heterolitica da ligacdo O-O é
favorecida pela protonacéo do O terminal e pela polarizacéo desta ligacéo, condicéo
favorecida pelo substituinte acila do m-CPBA, retirador de elétrons (FARIA, 2010;
FARIA; MAC LEOD; ASSIS, 2008; MAC LEOD, 2008).

As reacdes utilizando H,O, como oxidante levaram, em geral, a conversdes
satisfatorias da MonA, mas nédo foram téo eficientes quanto os sistemas reacionais
empregando PhlO e m-CPBA, fato que pode ser explicado pela dismutacéo
catalisada do H,O, na presenca de complexos metélicos (DOS SANTOS et al.,
2011; MEUNIER, 2000). Um rendimento consideravel com H,O, foi conseguido
usando DCM como meio reacional (sistema reacional 7). Do ponto de vista de
aplicacao, H,O, apresenta diversas vantagens como oxidante, como baixo custo e
geracdo de agua como Uunico subproduto da reacdo. Por estes motivos, este
oxidante é considerado um oxidante limpo e de potencial aplicacdo em reacdes de
oxidacao catalisadas por metaloporfirinas e catalisador de Jacobsen. Entretando, a
atividade catalitica € limitada devido a tendéncia do H,O, sofrer desmutacéo
catalisada, similarmente ao que ocorre na presenca da enzima catalase (FARIA,
2010; GROVES, 2006; MANSUY, 2011). Este oxidante também pode coordenar ao
metal central da porfirina e sofrer uma cisdo homolitica da ligacdo O-O do peréxido,
que leva a formacao de radicais RO’ e de intermediarios poucos reativos, Mn ou
Fe'V(OH)P, os quais resultam em baixo rendimento de oxidagédo (FARIA, 2010;
GROVES, 2006; MAC LEOD, 2008; NAM; RYU; SONG, 2004).

Contrariamente, ao m-CPBA, o t-BOOH ao coordenar com metal central do
catalisador de Jacobsen, tende a sofrer cisdo homolitica da ligagdo O-O, formando
radicais RO e intermediarios pouco reativos, como o salen Mn'Y-OH, conduzindo a
menores rendimentos de oxidagdo (FARIA, 2010; MAC LEOD, 2008) como
observado nas reacdes empregando este oxidante (Quadro 3).

De maneira geral, foram obtidos maiores % de conversdao da MonA nas
reacoes realizadas na presenca da FeTFPP, para todos os solventes e oxidantes
empregados. O intermediario Fe'V(O)P™* é provavelmente a espécie cataliticas

predominante nos diferentes sistemas cataliticos estudados, e pode explicar os altos
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rendimentos observados com este catalisador quando comparado ao catalisador de
Jacobsen (Quadro 3 e Figura 18). No caso do catalisador de Jacobsen, a formacgéo
da espécie oxo-manganil, € geralmente favorecida pela presenca de um 5° ligante
(ligante axial) a0 manganés, o qual estabiliza o fon Mn", agindo como co-catalisador
(GROVES, 2006). No caso das reacbes de oxidacdo da MonA mostradas neste
trabalho, n&o foram utilizados co-catalisadores, portanto, nestes casos, O
intermediario catalitico provavel é o Mn'"-OH, menos eficiente e, portanto, levando
aos menores rendimentos observados com este catalisador (GROVES, 2006).

Os resultados presentes no Quadro 3 e na Figura 18, mostram que o
solvente empregado como meio reacional também influenciou nas porcentagens de
oxidacdo da MonA. De maneira geral quando se utilizou MeOH como meio reacional
a eficiéncia dos catalisadores foi menor que a observada nos demais solventes, para
todos os sistemas cataliticos. O metanol poder atuar como um substrato da reacéo,
competindo assim com a MonA pela espécie -catalitica responsavel pela
transferéncia do &tomo de oxigénio, levando a formacéo de produtos ndo desejados
e diminuindo a oxidacédo da MonA.

Em ACN, foram obtidos altas porcentagens de conversao da MonA (63 %,
sistema 22, Quadro 3). ACN possui maior habilidade em estabilizar o alto estado de
oxidacao do intermediarios reativos, provavelmente por ter alto valor de capacidade
doadora (DN14,1). Este solvente também foi consideradao o mais eficiente em
diversos sistemas cataliticos da literatura empregando complexos de salen como
catalisadores (BAHRAMIAN et al., 2005, 2006; MAC LEOD et al., 2007; MIRKHANI
et al., 2006). Outro fator que influéncia as porcentagens de conversao do substrato é
a viscosidade do solvente. A maior viscosidade dos solventes clorados DCM e DCE
favorece o momento “in cage” sobre o momento “out cage” da MonA com a
metaloporfirina (SMITH; IAMAMOTO; VINHADO, 2006). No entanto, quando se
usou o catalisador de Jacobsen nas oxidacbes da MonA, o efeito ndo foi
intensamente observado.

As analises dos produtos de oxidacdo da MonA por LC-MS, Figura 19,
mostram a formacédo principal de 5 produtos principais, supostamente, dois
provenientes da hidroxilagdo (m/z 709), um como resultado da epoxidagdo (m/z
707), um formado por uma desmetilacdo (m/z 679) e outro por desmetilacdo e
hidroxilagdo (m/z 695); sendo que a formacdo dos produtos foi dependente do

oxidante e meio reacional utilizado como discutido anteriormente. A elucidacéo
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estrutural dos possiveis produtos formados sera discutida posteriormente no item
4.4,
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Figura 19. Perfis cromatogréaficos das reacfes 5, 6, 13, 14, 21 e 22 — reacdes com
maior porcentagem de oxidacdo da MonA (condicbes reacionais estabelecidas no

Quadro 3) (eixo da abscissa em min).

Com intuito de isolar os produtos de oxidacdo da MonA, uma das reacdes
cataliticas foi repetida em escala preparativa. Inicialmente foi realizada para verificar
se a mudanca das condi¢cdes para escala preparativa iria influenciar na formacéao
dos produtos. A reacéo de oxidagcdo em escala preparativa foi realizada em tubo de
Falcon (50 mL), sob agitagdo mecénica (Vibrax VXR) a temperatura ambiente
durante 24 h. A proporcao utilizadas de 1:20:20 foi alcancada pela adicdo de 0,3 mM
:6mM: 6 mM (FeETFPP : m-CPBA : MonA ) em 25 mL de meio reacional (DCM).
Decorrido o tempo da reacdo (24h) a mistura reacional foi seca e o residuo
resuspendido em fase movel (MeOH:H,0) e submetido a analise por LC-MS, para
verificar a reprodutibilidade da transposicdo do screening para escala preparativa,

como € mostrado na Figura 20.
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Figura 20. Perfil cromatogréafico do sistema reacional 5, em escala analitica e em
escala preparativa. Destacando os dois metabdlitos isolados posteriormente por

CCDP (eixo das abscissa em min).

A Figura 20 mostra que o método foi eficiente em reproduzir o0s mesmos
compostos quando em escala preparativa. Sendo assim, esta condi¢cao de reacgéao foi
utilizada e o isolamento dos produtos foi realizado por cromatografia em camada
delgada preparativa (fase estacionaria silica gel), seguido da purificacdo dos
produtos de oxidacdo por sucessivas CCD preparativas utilizando uma mistura de
CHCI3:MeOH (93:7 v/v) como eluente. Depois de cada eluicédo, as bordas das placas
foram reveladas com uma solucdo de &cida de vanilina (1% de vanilina e 1% de
H,SO, em etanol) para visualizacdo dos metabdlitos e facilitar seu isolamento.
Foram isolados dois produtos, sendo cerca de 4 mg do produto de m/z 679
(nomeado como metabdlito 1) e 4 mg do produto de m/z 709 (nomeado como

metabdlito 2).



Resultados e Discussdo 56

4.3. Estudos de biotransformacdo da monensina A empregando fungos

O isolamento de novas culturas para um Unico estudo de biotransformacéao &
morosa, por exemplo, a identificacdo de novos micro-organismos, o que leva a
escolha de fungos de cole¢cbes ja estudadas e com conhecida capacidade em
biotransformar compostos organicos, tais como, farmacos e produtos naturais. Além
disso, foi avaliado neste trabalho o uso de fungos isolados do ambiente marinho (o
gue poderia mostrar potencial deste tipo de micro-organismo em estudos de
biotransformacéo) e ainda o uso de cepas padrdes obtidas de bancos de deposicao
(género Cunninghamella, ATCC®, “American Type Culture Collection”) com devidos
relatos sobre a capacidade em reacdes de metabolizagcdo de outros substratos.
Neste estudo optou-se por avaliar a aplicabilidade dos fungos descritos no Item 3.3,
mantendo-se constantes todas as condicdes experimentais dos estudos de
biotransformacao da MonA.

Os estudos realizados nesta etapa consistiram em colocar o fungo ativado
(PDA) e crescido (Meio pré-fermentativo - malte) em um meio apropriado (meio
fermentativo - Czapek) juntamente com a MonA por um determinado periodo,
verificando o potencial dos fungos em promover modificacées quimicas no substrato.
Posteriormente, os produtos destas modificagbes foram estudadas, analisadas e
identificadas para verificar o potencial destes micro-organismos em metabolizar de
maneira semelhante as enzimas do CYP450 no metabolismo in vivo da MonA.

Para avaliar as possiveis reacdes de biotransformacdo da MonA pelas
enzimas dos fungos testados, a cada 24 h aliquotas foram retiradas dos
Erlenmeyers, um contendo fungo + substrato, e outro contendo somente o fungo
adicionado de DMF (solvente utilizado para solubilizacdo da MonA). Apls essa
etapa, os extratos eram particionados com CHCI3. A fase organica foi evaporada sob
fluxo de ar comprimido e os residuos resuspendidos em solvente organico
apropriado e submetidos a analises por CCDC (Dias 1, 3,5 e 7) e LC-MS (Dias 0, 2,
4,6 e 8).

As analises das placas de CCDC mostraram que os fungos Glomerella
cingulata, Nigrospora sphaerica (Sacc.) E.W. Mason, Papulaspora immersa Hotson e
Penicillium crustosum ndo foram capazes de biotransformar a MonA sob as
condicbes empregadas neste estudo. Esse fato foi confirmado pela auséncia de
manchas nas placas de CCDC apés a revelagdo quimica correspondente a
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possiveis metabdlitos resultantes da biotransformacéo. Outro indicio que confirmou
essa hipoétese foi a presenca da mancha referente a MonA ao longo do tempo de
estudo de mesma intensidade, mostrando que ndo houve aparente consumo do
substrato pelas enzimas dos fungos.

No entanto, para os outros fungos avaliados (Aspergillus awamori, Beauveria
bassianna, Cunninghamella echinulata, Cunninghamella elegans, Fusarium
oxysporum, MARINHO M61, Mucor rouxii e Penicillium brevicompactum) apds a
revelacdo das placas de CCDC, houve o aparecimento de manchas diferentes da
mancha do substrato. Tais manchas n&o foram encontradas nos respectivos
controles. Dessa forma, pode-se concluir que estas manchas eram correspondentes
aos compostos provenientes da metabolizacdo da MonA pelos fungos. Além do
surgimento dessas manchas, houve ainda o indicio de consumo do substrato pelos
fungos, com reducéo na intensidade da mancha referente ao substrato ao longo dos
dias de incubacdo. Outra conclusédo, foi que os metabdlitos eram mais polares
(possuiam Rf menor) que a MonA. Este fato é condizente com o comportamento
cromatografico em analises que empregam fase normal, uma vez que os produtos
de oxidacdo sao geralmente mais polares que seus substratos em estudos de
metabolismo sendo, portanto, mais retidos devido a sua maior afinidade pela fase
estacionaria polar (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

Da mesma forma que as analises em CCDC, as andlises dos perfis dos
cromatogramas obtidos por LC-MS mostraram que os fungos endofiticos Glomerella
cingulata, Nigrospora sphaerica (Sacc.) E.W. Mason, Papulaspora immersa Hotson,
e Penicillium crustosum nao foram eficientes em biotransformar a MonA nas
condigcbes empregadas neste estudo. Pode-se notar que ndo houve alteracdo da
area referente ao pico de MonA durante todos os dias de incubagdo com estes
fungos e ndo houve aparecimento de picos cromatograficos referentes a possiveis
produtos de biotransformacéo.

No entanto, os outros fungos avaliados, Aspergillus awamori, Beauveria
bassianna, Cunninghamella echinulata, Cunninghamella elegans, Fusarium
oxysporum, MARINHO M61, Mucor rouxii e Penicillium brevicompactum mostraram
potencial em biotransformar a MonA de maneira qualitativa mas nao
guantitativamente semelhante. Os resultados dos estudos de biotransformacéo
mostraram que, dentre os fungos avaliados, os do género Cunninghamella

(Cunninghamella echinulata var. elegans ATCC 8688A e Cunninghamella elegans
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NRRL 1393 ATCC 10028B) foram os mais eficientes em biotransformar a MonA,
levando a quatro principais produtos de biotransformacao (Figura 21 e Figura 22).
Os cromatogramas obtidos por LC-MS, apresentados na Figura 21 e Figura
22, mostram o aparecimento de picos cromatograficos diferentes do pico referente a
MonA. Tais picos ndo foram encontrados nos respectivos controles e brancos. Pode-
se supor que tais picos sédo correspondentes aos derivados provenientes da
biotransformacao da MonA pelos fungos. Além do surgimento destes picos, ha ainda
indicio de consumo do substrato pelos fungos devido a reducéo na area sob o pico
referente ao substrato. As analises por LC-MS e CCD comprovaram ainda que a
estrutura da MonA € estavel em meio de cultura Czapek nas condicbes
experimentais avaliadas, uma vez que a area referente ao pico cromatografico da
MonA no controle permaneceu inalterada durante todo o periodo de incubacao (oito

dias) e ndo houve aparecimento de picos diferentes do padrédo de MonA.

MonB + IVIonA
GCountsg m/iz  miz  miz g;/ ;
| 695 709 709 Dia 0
‘P.
— ‘." Ll|‘|
- Y Dia2
7__“_74_7_rﬁ'/‘"‘\\‘_1,_- / \ Mk—___;___/\-—lf\\.\‘i_
7 i ) Diad __
_| ’r—--._,...--—-—-__-/ﬁ\ s i S—
= x
I . .
I Dia8 -~ _
— e | /-\\‘__‘_/-" e . l." "¥_ S oo, NI e - ~—
— Controle
I f | Branco
m f \ “_“Mmf ¥
0_ e S
5 10 15 20 25

Figura 21. Cromatograma obtido na andlise por LC-MS da cultura do fungo
Cunninghamella echinulata var. elegans ATCC 8688A incubado com a monensina A,
mostrando os metabdlitos formados. Cromatograma do Dia 0 — dia 8 = Meio de
Czapek com MonA incubada com os fungos; Controle = MonA incubada apenas com

meio Czapek; Branco = fungos incubadas em Czapek sem Mon.A. Na analise do
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branco, o pico principal do cromatograma tem m/z 659, ndo correlacionado com
produtos de biotransformacdo nem como metabdlito secundario do fungo (eixo da

abscissa em min).
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Figura 22. Cromatograma obtido na analise por LC-MS da cultura do fungo
Cunninghamella elegans NRRL 1393 ATCC 10028B incubado com a monensina A,
mostrando os metabdlitos formados. Cromatograma do Dia 0 — dia 8 = Meio de
Czapek com MonA incubada com os fungos; Controle = MonA incubada apenas com
meio Czapek; Branco = fungos incubadas em Czapek sem MonA. Na analise do
branco, o pico principal do cromatograma tem m/z 659, ndo correlacionado com

produtos de biotransformacdo nem como metabdlito secundario do fungo.

A analise dos espectros de massas destes derivados evidencia, assim como
observado no estudo empregando os catalisadores, a formacdo de cinco principais
produtos da biotransformacéo da MonA, dois provaveis produtos hidroxilados de m/z
709, um produto O-desmetilado com m/z 679, e um produto O-desmetilado e
hidroxilado com m/z 695. A elucidacdo estrutural destes compostos sera descrita
detalhadamente no item 4.4.

O metabdlito obtido de m/z 679 coincidentemente possui 0 mesmo tempo de
retencdo e mesma m/z que a MonB (contaminante no padrédo da MonA) mas estes

possuem estruturas quimicas diferentes. Este produto foi detectado ao se injetar por
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infus@o direta os meio reacionais de biotransformacao. Nestes casos, pode-se notar
que a intensidade do sinal m/z 679 no espectro de massas aumentou quando
comparado ao sinal m/z 693 da MonA, indicando a provavel formagéo de um produto
resultante da O-desmetilacdo da MonA. Este possivel produto formado é o principal
metabdlito observado nos estudos de metabolismo in vivo da MonA, como descrito
anteriormente (NEBBIA et al., 1999, 2001).

Paralelamente, investigou-se a cinética da reacdo de biotransformacdo da
MonA incubada com as espécies de Cunninghamella ao longo de oito dias. Para
isso, determinou-se a razdo relativa entre o substrato e seus produtos de
biotransformacédo através das areas dos picos obtidos nas analises por LC-MS. Apés
dois dias de incubacéo, cerca de 80 % da MonA foi biotransformada. A formacé&o dos
metabdlitos 1, 2 e 3 (Figura 23), ap0s oitos dias de incubacao, tiveram um baixo
rendimento em ambos os estudos. O rendimento maximo obtido para os metabdlitos
de 1, 2 e 3 apos biotransformacao da MonA pelo C. echinulata foi de 13, 3 e 3%,
respectivamente no sexto dia de incubacdo e o rendimento maximo obtido para os
metabdlitos 1, 2 e 3 apo6s biotransformacédo pelo C. elegans foi de 10, 6 e 3%,
respectivamente, no oitavo dia de incubacao.

Paralelamente aos estudos de biotransformacdo avaliou se a influéncia do
substrato (100 pg.mL™) sobre o crescimento dos fungos do género Cunninghamella.
Visualmente, na concentracédo de 100 pg.mL™* a MonA n&o apresentou toxicidade
(inibicdo de crescimento) aparente sobre as duas espécies de Cunninghamella.

Da mesma forma que no estudo envolvendo os catalisadores, verificou-se a
possibilidade de empregar a metodologia com fungos em escala ampliada,
selecionando-se o fungo Cunninghamella elegans NRRL 1393 ATCC 10028B. Este
fungo foi selecionado devido a maior eficiéncia em biotransformar a MonA nos
estudos iniciais; além disso, ha um extenso numero de estudos na literatura que
demonstram o potencial deste género de fungo em ser empregado como modelo
microbiano de metabolismo de farmacos e outros compostos organicos (ASHA,;
VIDYAVANTHI, 2009). Ap0s o0s experimentos de biotransformacdo, o meio de
cultura for particionado e a fase organica coletada e evaporada. O residuo totalizou
cerca de 88 mg. Este entdo foi submetido a analise por LC-MS para verificar a
reprodutibilidade da transposi¢cdo da escala analitica para escala ampliada, como
pode ser observado na Figura 23.
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Figura 23. Perfil cromatogréfico da reacao de biotransformagcédo empregando o fungo
Cunninghamella elegans NRRL 1393 ATCC 10028B - Transposicdo da escala
analitica para escala ampliada, destacando os metabdlitos elucidados neste estudo

(eixo da abscissa em min).

A Figura 23 mostra que o método foi eficiente em produzir os mesmos
metabdlitos em escala ampliada. No entanto, esta metodologia para producédo dos
metabdlitos da MonA foi preterida em favor dos sistemas biomiméticos empregando

0s catalisadores, uma vez que o meio de cultura contendo fungos é uma matriz

complexa, o que torna o isolamento dos metabdlitos mais moroso.
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4.4. Elucidacao estrutural dos produtos obtidos por espectrometria de massas

em sequéncia

A Figura 24 mostra os cromatogramas tipicos dos meios de reacéo
empregando os sistemas modelos usados para (bio)transformar a MonA (fungo e
metaloporfirina), montrando que em ambos os sistemas 0s produtos obtidos séo
similares (comprovados pelo tr e espectro de ions produtos). Sendo assim, a
identificacdo estrutural dos metabdlitos formados sera discutida conjuntamente para
ambos 0s casos nesta secdo. E necessario salientar que o metabélito de m/z 709
com tr 10,2 minutos nao foi identificado e, portanto, ndo sera discutido. O produto de
m/z 707 corresponde a um produto de degradacdo, que sera discutido na secao
seguinte (4.5). Nesta discussdo a denominacdo dos metabdlitos seguird aquela

apresentada na Tabela 2.
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Figura 24. Cromatogramas tipicos obtidos nas andlises das reac¢des de oxidagédo da
monensina A empregando metaloporfirina e biotransformacdo empregando fungo

(eixo da abscissa em min).
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Tabela 2. Identificacdo dos picos cromatogréficos observados nas andlises das
reacoes de (bio)transformacao da monensina A.

m/z tg (Min) Denominacao
679 13,1 Metabolito 1
709 11,7 Metabolito 2
709 10,1 Nao identificado
695 8,7 Metabolito 3

707 17,0 Produto de degradagéo

Os estudos envolvendo MonA pela técnica de ESI-MS/MS, em uma
investigacdo sistematica realizada por Lopes et al. (2002a, 2002b), mostraram que
somente é possivel detectar a forma protonada da MonA, [M+H]*, em baixos valores
de pH e alta tensdo do cone ou, ainda, com a adicdo de éter de coroa em excesso
na solucdo. A Adicdo de éter de coroa resulta em um aumento relativo na
intensidade do ion molecular devido a competicdo do éter de coroa com a MonA
pelo ion sédio (LOPES et al.,, 2001). Estes estudos revelaram as limitagdes do
emprego da espectrometria de massas na identificagdo do ion protonado e, assim, a
importancia dos estudos empregando a MonA sodiada, [M+Na]". Além disso, Lopes
et al. (20022, 2002b) relataram que € possivel uma extensiva fragmentacdo da
molécula sodiada empregando uma alta energia nos processos de dissociacao
induzida por colisdo (CID). Estes estudos revelaram ainda que o emprego do ion
precursor protonado em espectrometria de massas sequencial possui limitacdes e
que entender os caminhos da fragmentacdo da sua forma sodiada pode trazer
informacdes importantes. A fragmentacdo da MonA sodiada leva a um numero
significativo de ions produtos, que podem ser empregados para elucidacao estrutural
de seus derivados (LOPES et al., 2001).

Nas analises iniciais da MonA por MS/MS presentes nesta tese, otimizou-se
as condicOes de fragmentacdo empregando altas energias de coliséo, de forma a se
obter os mesmos ions produtos que aquele obtidos Lopes et al. (2002a, 2002b),
visando facilitar a compreensdo dos mecanismos reacionais envolvidos nos estudos
de fragmentacdo para a elucidacdo estrutural dos metabdlitos obtidos na
(bio)transformacdo da MonA. A Figura 25 apresenta os principais ions fragmentos

gerados a partir da fragmentacdo da MonA por ESI-MS/MS; Figura 26 mostra o
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espectro de ions produtos da MonA e a identificacdo deste ions produtos encontra-
se na Tabela 3. Os ions produtos obtidos na fragmentacdo da MonA estdo de
acordo com os estudos prévios publicado por Lopes (2002a, 2002b). De acordo com
Lopes et al. (2002a, 2002b) os ions produzidos a partir da fragmentacdo da MonA
correspondem a fragmentagBes do tipo Grob-Wharton ou rearranjos periciclicos,
bem como perdas neutras simples de H,O e CO. Os mesmos mecanismos de
fragmentacdo foram observados nas analises por MS/MS da MonA obtidos no
presente estudo, como mostrado na Figura 25 e Tabela 3. A proposta de

fragmentacdo dos metabolitos sera discutida em detalhes em seguida.
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HO/aNH0
S SN

W'z 657

Figura 25. Rotas de fragmentacdo propostas para a monensina A sodiada,
mostrando 0s principais ions produtos formados nas analises por ESI-EM/EM
(monensina A (R=CH3s) e monensina B (R=H) (Adaptado de Lopes et al. (2002a,
2002h)).
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O espectro MS/MS em baixa resolu¢cdo da MonA e dos metabdlitos 1, 2 e 3
(Figura 26-29) apresentam fragmentos estruturais que originaram-se a partir dos
mecanismos de fragmentacdo do tipo Grob-Wharton (GROB, 1969; GROB,;
BAUMANN, 1955; WHARTON; HIEGEL, 1965) e/ou eliminacdo de H,O e CO, como
previamente proposto por Lopes et al. (2002a, 2002b) para MonA, empregando a
espectrometria de massa de alta resolucéo. Nesse estudo 0s autores propuseram a
férmula molecular para cada ion. A Tabela 3 contém as massas exatas e formulas
tedricas com os erros relativos (ppm) para cada metabdlito obtidos em analises por
espectrometria de massas em alta resolucdo (ESI-QQq-TOF). A Tabela 4 mostra a
identidade de cada fragmento para todos os ions observados no espectro de ions

produtos da MonA e seus principais metabdlitos.

Tabela 3. Formula, massa observada, massa calculada, erro das analises da MonA

e seus metabdlitos empregando a espectrometria de massas de alta resolucéao.

Massa Massa Erro )
Formula Analito
observada calculada (ppm)
CssHs2NaOq; 693,4200 693,4184 -2,3 Monensina A
CssHeoNaO1; 679,4026 679,4028 -2,6 Monensina B
CssHgoNaO11 679,4008 679,4028 +2,9 Metabdlito 1
CssHs2NaO12 709,4134 709,4139 -0,1 Metabolito 2
CssHgoNaO12 695,3977 695,3977 0 Metabolito 3
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Tabela 4. Identificacdo dos ions fragmentos observados nos espectros dos ions

produtos para monensina A e os metabdlitos obtidos.

lon Monensina A Metabdlito 1 Metabdlito 2 Metabdlito 3

A

I O m m O O W

T O Z2 Z r o

693
507
479
461
443
343
303
675
657
675
501
483
383

679
507
479
461
443
343
303
661
643
661
501
483
383

709
523
495
ar7
459
441
343
303
691
673
655
691
517
499
441

695
523
495
477
459
441
343
303
677
659
641
677
517
499
441
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i 461.2934
479.3042
501.3237
443.2822
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321.2063 7.3004

363.2179 : 541.3569
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Figura 26. Espectro de massas dos ions produtos da monensina A.

+MS2(693.4244), 80eV, 14.2min #846
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Figura 27. Espectro de massas dos ions produtos do metabdlito 1 (m/z 679).
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Figura 28. Espectro de massas dos ions produtos do metabdlito 2 (m/z 709).
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Figura 29. Espectro de massas dos ions produtos do metabdlito 3 (m/z 695).
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As Figuras 30 a 33 mostram as propostas de fragmentacdo dos metabdlitos
1, 2 e 3. Nestas propostas, a funcdo acida sofre protonacdo, porque € a posi¢do
mais disponivel para que isto ocorra em virtude da rigidez da estrutura do poliéter e
do fato de que as demais funcdes organicas com caracteristicas basicas da estrutura
estdo, em sua maioria, envolvidas na coordenacgéo com o Na®. Esta afirmagdo esta
de acordo com os dados publicados sobre a estrutura tridimensional de MonA no
estado sdlido (DUAX; SMITH; STRONG, 1980; MARTINEK et al., 2000; PAZ et al.,
2003).

A Figura 30 mostra que a perda neutra de 172 u para os metabdlitos 1 e 3 e
de 186 u para o metabdlito 2, ocorre segundo um mecanismo de fragmentacdo do
tipo Grob-Wharton, iniciando as fragmentacdes destes metabdlitos. Esta eliminacéo
envolve o anel A (O-4) e resulta na formacgéo do ion produto B (m/z 507, 523 e 523
para 0os metabdlitos 1, 2 e 3, respectivamente). O ion produto B fragmenta-se pela
eliminacao de CO e H,0, o que resulta na formacéo do ion produto C (m/z 479, 495
e 495 para os metabdlitos 1, 2 e 3, respectivamente) e ion produto D (m/z 461, 477 e
477 para os metabdlitos 1, 2 e 3, respectivamente). O ion produto D fragmenta-se
pela eliminacédo de H,O, dando origem ao ion produto E (m/z 443, 459 e 459 para 0s

metabolitos 1, 2 e 3, respectivamente).
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9

Metabl. R1 =H; R2=H; m/z 679 Metabl. »/z 507 Metabl. m/z 479 Metabl. m/z 461 Metabl. m/z 443
Metab2. R1 =CHj,; R2 = OH; nvz 709 Metab2. m/z 523 Metab2. mv'z 495 Metab2. m/z 477 Metab2. m/z 459
Metab3. R1 = H; R2 = OH; m/z 695 Metab3. m/z 523 Metab3. m/z 495 Metab3. m/z 477 Metab3. m/z 459

Figura 30. Proposta de fragmentacdo dos metabdlitos 1, 2 e 3 mostrando a formacao do ion produto E.
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Os ions produtos com m/z 343 (G) e m/z 303 (H) (Figura 31) séo originados a
partir do ion produto E. Duas vias de fragmentacdo sdo possiveis para a formacéo
desses ions. A primeira via envolve a eliminacdo de uma molécula de H,O a partir
do anel tetraidrofuranico, formando o ion produto F (m/z 441), sendo que este pode
dar origem ao ion produto H (m/z 303) via fragmentacao do tipo Grob-Wharton pela
perda neutra de 98 u (metabdlitos 2 e 3) e 82 u (metabdlito 1), seguida por uma
perda neutra de 40 u (eliminacéo de 1,4 propino via mecanismo de carga remota).

Na segunda via mecanistica proposta, o ion produto de m/z 303 é formado
pela perda neutra de 140 u para o metabdlito 1 e 156 u para os metabdlitos 2 e 3 a
partir ion produto E, segundo um rearranjo periciclico concertado e posterior
eliminacao de propino, similar aquela discutida anteriormente. Baseado no caminho
de fragmentac&o proposto, em conjunto com os estudos de fragmentacdo da MonA
e MonB em fase gasosa, identificou-se a posicdo da hidroxilagdo na estrutura do
poliéter. Todas estas vias de fragmentacdo estdo de acordo com os dados
publicados anteriormente para MonA e MonB (LOPES et al., 2002a, 2002b).
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1.-100
2. -116
3.-116

Metabl.R2 = H m/z 443

Metab2 R2 = OH 'z 459
Metab3.R2 =OH mv'z 459

Metab2 R2 = OH nr'z 441
Metab3.R2 = OH mv'z 441

Y

" Na*

Metab}. m/z 343
Metab2. m/'z 343
Metab3. m/z 343

40

Metabl. m/z 303
Metab2. mr'z 303
Metab3. m/z 303

Figura 31. Proposta de fragmentagdo dos metabdlitos 1, 2 e 3 mostrando a
formacao do ion produto m/z 303

A segunda via de fragmentacdo proposta para os metabdlitos € a perda de
uma molécula de agua, envolvendo o atomo de oxigénio O-11 (Figura 32), o qual
origina o ion produto | a partir do ion A. Este ion sofre um rearranjo periciclico
analogo ao observado para o fragmento diidropirano, dessa forma, gerando o ion
produto de m/z 575 apos perda neutra de 116 u, ndo mostrado no esquema. Outra
possibilidade seria a perda neutra de 2 moléculas de agua, envolvendo os atomos
de oxigénio O-10 e O-11, com a formacéo do ion produto L (m/z 655 e m/z 641 para
0s metabdlitos 2 e 3, respectivamente). Esta terceira eliminacédo de H,O envolvendo
0O-12 é favorecida pela migracdo de um proton em posigéo 3, levando a formacéao de
um sistema 11-conjugado e impedindo a eliminacdo de 116 u por rearranjo periciclico

no anel E, como mostrado na formacgéo do ion produto m/z 575.
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L
a. -H-0
—> Na*Q
Metabl. R2=H 'z 679 Metabl, R2=H n/z 661 Metabl. mvz 643 e ‘'
Metab2. R2 = OH m/z 709 Metab2. R2 = OH m/z 691 Metab2. m/'z 673 ;&;ﬁ?g ZZ: 23}
Metab3. R2=H m/z 695 Metab3 R2=H nv/z 677 Metab3. av'z 659 T e

Figura 32. Proposta de fragmentacdo dos metabdlitos 1, 2 e 3 mostrando a

formacao do ion produto L.

A correlagdo do grupo hidroxila em O-5 e o oxigénio do éter (O-4) do anel A
pode levar a perda neutra de uma molécula de agua, produzindo o ion produto M e
gerando a terceira rota de fragmentacdo do ion A (Figura 33). Este ion pode
fragmentar produzindo o ion produto N com m/z 501, 517, e 517 para os metabdlitos
1, 2 e 3, e pela perda neutra de 160, 174, e 160 u, respectivamente. A Figura 33
sugere que a eliminacdo da molécula de H,O envolve o sistema diidropirano do ion
produto O. Consequentemente, o ion produto O pode fragmentar pela migracéo de
um préton em posicao a ao grupo carbonila, produzindo o ion O (m/z 441) pela
perda neutra de 58 u a partir dos derivados hidroxilados (Figura 33). Para o
metabdlito 1, o ion O pode sofrer perda neutra de 100 u, resultando no ion P, o
mesmo ion observado nos estudos de fragmentacdo com a MonA. A existéncia do
ion produto de m/z 441 como um fragmento da OH-MonA pode representar um ion

chave para justificar a posi¢ao da -OH na molécula de MonA.



Resultados e Discussdo

Metabl. R2 =H m/z 679
Metab2. R2 = OH m/z 709
Metab3. R2 = OH m/'z 695

Metabl. R2 =H; w/z 661
Metab2. R2 = OH; nv'z 691
Metab3. R2 = OH; wv'z 677

Metabl. R2 =H; sz 501
Metab2. R2 =0H; m/z 517
Metab3. R2 = OH; m/z 517

Metabl. R2 = H; m/z 483
Metab2. R2 = OH; m/z 499
Metab3. R2 = OH; m/z 499

T
Metab2, m/z 441
Metab3. m/z 441

77

Figura 33. Proposta de fragmentacdo dos metabdlitos 1, 2 e 3 mostrando a formacao do ion produto de m/z 441, ion chave para

deteccdo da posicédo da —OH nos metabdlitos 2 e 3.
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Com base nos resultados das analises espectrométricas dos metabdlitos
formados nos modelos microbianos e biomiméticos, foram elucidados trés
metabdlitos: metabdlito 1 (3-O-desmetil-monensina A), m/z 679; metabdlito 2 (12-
hidroxi-monensina A), m/z 709; metabdlito 3 (12-hidroxi-3-O-desmetil-monensina A),
m/z 695, como derivados da MonA. Os produtos foram identificados por
espectrometria de massas sequencial (MS/MS) e também por comparacdo com

padrdes obtidos em outros estudos (item 4.5) (Figura 34).

Monensina A Metabolito 1

H,CO

H,CO

o oH Metabdlito 2

Figura 34. Estrutura quimica da monensina A e dos metabdlitos obtidos; Metabdlito
1 (m/z 679, 3-O-desmetil-monensina A), metabdlito 2 (m/z 709, 12-hidroxi-

monensina A e metabdlito 3 (m/z 695, 3-O-desmetil-12-hidroxi-monensina A).

A literatura tem relatado diversos estudos envolvendo o metabolismo da
MonA, empregando diferentes espécies de animais, como ratos, gados e galinhas,

indicando que este farmaco € extensivamente metabolizado pelas enzimas da

CYP450. Os metabdlitos formados nestes estudos sao qualitativamente mas nao
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quantitativamente semelhantes entre as espécies estudadas (DAVISON, 1984,
NEBBIA et al., 1999, 2001). Os metabdlitos identificados nestes estudos in vivo
demonstram que as principais reacdes que ocorrem durante a metabolizacdo deste
ionoforo sdo O-desmetilacdo e/ou hidroxilagdo, ocorrendo em Vvérias posi¢cdes ao
longo da cadeia carbdnica da MonA (Figura 35) (DAVISON, 1984; KIEHL; JULIAN;
KENNINGTON, 1998; NEBBIA et al., 1999, 2001). Nebbia et al. (1999), em um
estudo empregando microssomas de figado de ratos, mostrou que a principal familia
da citocromo P450 que participa do metabolismo oxidativo da MonA é a familia 3A,
grupo de enzimas responsaveis pelo metabolismo de cerca de 70% de farmacos, o
que pode acarreta a possibilidade de interacdes medicamentosas da MonA com

outros farmacos ou xenobidticos.

Monensina A R=CHj;

Metabélito 1 R=H

Metabdélito 2 R=CHj3, OH anel E

Metabélito 3 R=H, OH anel E

Metabolito 4 R=H, OH anel D

Metabolito 5 R=CHj, OH anel D

Metabdélito 6  ORy= Cetona, grupo carboxil ausente
Metabolito 7  R=H, OH anel B, Cou D

Metabolito 8 R=H, OHanel B, Cou D

Figura 35. Monensina A e seus metabdlitos encontrados em sistemas in vivo
(NEBBIA et al., 1999). Em destaque os metabdlitos 1, 2 e 3 que também foram
descritos neste trabalho.

Os trés metabdlitos (metabdlito 1, 2 e 3) obtidos neste trabalho foram
descritos anteriormente em estudos que envolvem o metabolismo in vivo da MonA
(DONOHO, 1978; DAVISON, 1984; KIEHL; JULIAN; KENNINGTON, 1998)
demonstrando que ambos o0s sistemas empregados neste estudo foram capazes de
mimetizar as enzimas da CYP450 no metabolismo da MonA, produzindo os mesmos
metabdlitos que os estudos in vivo.

Uma enorme quantidade de fungos e outros micro-organismos tém
capacidade hidrolitica e redutiva para metabolizar substancias organicas de maneira

semelhante aos sistemas de metabolizacdo de mamiferos, portanto, estes micro-
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organismos podem ser aplicados como modelos para os estudos do metabolismo
em mamiferos. Entre os fungos estudados, o género Cunninghamella pode
metabolizar uma ampla variedade de xenobioticos de maneira régio- e
estereoseletiva, assemelhando-se as rea¢gfes que ocorrem em mamiferos (ASHA,;
VIDYAVATHI, 2009; PUPO et al., 2008).

Em um dnico estudo envolvendo a biotransformacdo da MonA por micro-
organismo, Vaufrey et al. (1990) descreveram a transformacéo microbiana da MonA
utilizando a bactéria do solo Sebekia benihana NRRL 11111. Este micro-organismo
foi capaz, de maneira eficiente, metabolizar a MonA em trés compostos majoritarios.
Este estudo mostrou que os trés metabdlitos continham um anel aberto terminal, e
gue uma oxidacdo adicional ocorre nesta posicdo, dando origem aos dois outros
metabdlitos (VAUFREY et al., 1990). Apesar do estudo descrito por Vaufrey et al.,
(1990) ser o primeiro a descrever a biotransformacdo de MonA por um micro-
organismo, o presente trabalho é o primeiro a relatar um sistema que emprega
micro-organismo capaz de metabolizar a MonA de maneira semelhante ao
metabolismo in vivo. Além disso, este trabalho também é pioneiro em utilizar
modelos envolvendo metaloporfirinas e catalisador de Jacobsen para se obter os
mesmos metabolitos formados nos sistemas in vivo de mamiferos, para esta classe
de composto, 0 que torna estes modelos alternativas muito atraentes para obtencao
dos metabdlitos deste ionéforo (ROCHA et al., 2014; SOUSA-JUNIOR et al., 2013).

4.5. Confirmacgado dos metabdlitos elucidados

A estrutura quimica do metabdlito 1 foi confirmada por comparacdo com o
padrédo previamente isolado por PospiSil et al. (1986). Estes autores isolaram esta
substancia como um metabdlito secundario de culturas de Streptomyces
cinnamonensis na presenca de um inibidor de metilagdo e, posteriormente,
determinaram a sua estrutura quimica por MS/MS e ressonancia magnética nuclear
de H (POSPISIL; ZIMA, 1987; POSPISIL et al., 1987). Este metabdlito foi
gentilmente cedido pelo pesquisador Stanislav PospiSil e usado como padrao para a
comparagao com 0s nossos estudos. Comparou-se 0 comportamento cromatografico

(tr) € espectro de massas de ions produtos deste padrdo com o do metabdlito obtido
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neste trabalho. As analises por LC-ESI-MS/MS revelaram que ambas as substancias
apresentam 0s mesmos espectros de ions produtos e tempo de retencdo

semelhantes (Figura 36).

Metabélito 1

GCounts_

Metabolito 1- POSPISIL et al., 1987

_| Metaloporfirina- Reagéo 21 Iy / |1 | ‘

\ /N \ - -~
w“x_r/\‘h‘../‘ \-‘/ \\4 \______ MJ‘K \-_L/\\) &.——-mw T

Fungo — C. echinulata

é,...‘....1]o ......... 115 ......... 2]0 ......... 2|5

Figura 36. Perfis cromatograficos obtidos nos estudos de biotransformacédo da
monensina A pelo fungo C. echinulata bem como no modelo biomimético (sistema
reacional 21) em comparacdo com o padrdo do metabdlito 1 descrito por Pospisil et
al. (1986) (eixo da abscissa em min).

Sousa-Junior et al. (2013) relataram anteriormente a obtencéo e elucidagao
estrutural do metabdlito 2. Estes autores obtiveram o produto hidroxilado (m/z 709,
metabolito 2) empregando um sistema catalitico utilizando a metaloporfirina
Fe(TPP)CI e como oxidante o PhlO. A caracterizacéo foi realizada utilizando MS/MS
de alta resolugédo (SOUSA-JUNIOR et al., 2013). Assim como para o metabdlito 1, o
comportamento cromatogréafico (tg) € espectro de massas deste produto hidroxilado
com a do metabolito 2 obtido neste estudo foram comparados. Ambas as
substancias exibiram o mesmo espectro de ions produto e tempo de retencdo nas
analises por LC-ESI-MS/MS (Figura 37), confirmando assim a estrutura quimica do
metabdlito 2 proposta.
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Metabdlito 2
m/z
708
GCounts

Metabolito 2 — SOUSA-JUNIOR et al., 2013.
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Figura 37. Perfis cromatograficos obtidos nos estudos de biotransformacdo da
monensina A pelo fungo C. echinulata bem como no modelo biomimético (sistema
21) em comparacao com o padrao do metabdlito 2 descrito por Sousa-Junior et al.

(2013) (eixo da abscissa em min).

Visando a confirmacgdo da estrutura do metabdlito 3, obtido neste estudo, e
dada a indisponibilidade (comercial ou por parte de outros pesquisadores) deste
metabdlito e somente sua identificagdo em estudos in vivo, sem posterior
isolamento, utilizamos o sistema biomimético descrito anteriormente (Sousa-Junior
et al., 2013) na oxidacdo do metabdlito 1 isolado da oxidacdo da MonA para obter o
metabdlito 3. A Figura 38, mostra que a oxidacdo do metabdlito 1 pelo sistema
cataliticos empregado levou a formacdo do metabdlito 3 (tr e espectro de ions
produtos semelhantes aos observados nos estudos de oxidacdo da MonA
empregando fungos e catalisadores) confirmando assim a proposta da estrutura

deste metabdlito.
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Metabolito 1
m/z
679
GCOUHtS_ Reacéo de oxidacéao do metabalito 1,
empregando o sistema descrito por
Souza-Junior et al., 2013.
— Metabdlito 3
m/z
695

- 'i
7 [ Reagao de oxidagao da monensina A
J empregando metaloporfirina- Reagao 21

\
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Figura 38. Perfis cromatograficos obtidos nos estudos de biotransformacédo da
monensina A pelo fungo C. echinulata bem como no modelo biomimético (Reacao
21) em comparacdo com o estudo de oxidagdo do metabdlito 2 pelo sistema
biomimético descrito por Sousa-Junior (2013) (eixo da abscissa em min).

4.6. Produtos de degradacédo da monensina A

Nas analises das solu¢cdes metandlicas do padrao de MonA (cerca de 20 dias
em temperatura de 4°C), mostrados na Figura 39, bem como em algumas analises
das reacdes de oxidacdo empregando fungos e catalisadores, houve aparecimento
de picos cromatograficos de m/z 721, dois de m/z 707 e um de m/z 693, sendo estes

referentes a produtos de degradacdo da MonA como discutido a seguir.
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Figura 39. Perfis cromatograficos obtidos a partir das injecbes de solucdes
metandlicas do padrdo de MonA logo apds preparo e apos 20 dias em temperatura
de 4°C, mostrando as formac&o de 4 principais produtos de degradacgdo (eixo da

abscissa em min).

A andlise do espectro de ions produtos (Figura 40) do produto de degradacao
de m/z 707 (tr 16,5 min), bem como os dados da literatura descritos por Huczynski
et al. (2006) sugerem que este composto € resultado da formacdo de um éster
(metil-éster-monensina). A proposicdo das estruturas quimicas dos principais ions
produtos formados a partir da fragmentagcdo do metil-ester-monensina A, €
apresentado na Figura 41 (HUCZYNSKI et al., 2006). Lopes et al. (2001) estudaram
o efeito do pH, do potencial do cone, do solvente e a influéncia de éteres de coroa
na intensidade relativa do sinal da MonA protonada [M+H]" com ionizacdo por ESI.
Estes autores relatam a esterificacdo do acido carboxilico, em baixos valores de pH,
em solu¢cdes MeOH-H,0O, com a formacédo do mesmo produto de degradacédo (metil-
éster-monensina A) de m/z 707. O produto de degradacdo de m/z 693 presente no

cromatograma da Figura 39 deve ser resultado da esterificacdo da MonB (m/z 679 +
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14 u = m/z 693) de maneira semelhante a MonA, mas nenhuma analise adicional
para este ion foi realizada.

Em outro dois estudos, Rodios e Anteunis (1980) e Sedmera e Pospisil (1999)
descrevem alteracdes na estrutura quimica da MonA, com formacéo de um acetal no
C-25 (sugere-se 0 pico cromatografico de m/z 707, tg 17,9 min) da sua estrutura em
presenca de MeOH, que somado a formacdo do metil-éster resultaria no produto de
degradacgéo de m/z 721 (tr 18,5 min) (Figura 41 e Figura 42).
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Figura 40. Espectros de massas dos ions produtos dos produtos de degradacédo de
m/z 707 (tr 16,5 min- metil-éster-monensina A) e m/z 721 (tg 18,5 min - metil-éster-

monensina somado com um cetal).
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Figura 41. Estrutura dos principais ions fragmentos observados nos estudos de
fragmentacdo dos produtos de degradacdo de m/z 707 (tr 16,5 min- Metil-éster-
monensina A, PD1) e m/z 721 (tgr 18,5 min- metil-éster-monensina somado com um
cetal, PD2).

H,CO

Figura 42. Estruturas quimicas propostas para os produtos de degradacdo da

monensina A.
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4.7. Estudo do metabolismo in vitro da monensina A empregando

microssomas de figados de ratos e humanos

Relatos sobre a presenca de residuos deste antibiético em alimentos
(eventual interagcdo com outros farmacos ou possiveis problemas de saude, tais
como a resisténcia aos antibidticos) e estudos recentes envolvendo suas
propriedades biolégicas para tratamento do cancer tém chamado atencédo para a
busca da compreensdo do metabolismo deste farmaco em seres humanos
(HUCZYNSKI, 2012; LOWICKI; HUCZYNSKI, 2013). Esta busca, leva a investigacéo
do metabolismo in vitro da MonA empregando microssomas de figado humano e
ratos, uma vez que estes modelos representam uma estratégia eficaz para estimar
0os destinos metabolicos de farmacos em seres humanos e animais (ASHA,
VIDYAVATHI, 2010; LI, 2004). Além disso, microssomas € um modelo muito bem
caracterizado para os estudos do metabolismo in vitro de xenobidticos (ASHA,;
VIDYAVATHI, 2010).

Para estabelecer correlacdes entre os produtos formados nos modelos
microbianos e reagfes biomiméticas e no metabolismo mediado pelas enzimas da
CYP450, a MonA foi incubada com microssomas de figado humano e de ratos.
Normalmente, este modelo in vitro produz baixas quantidades de metabdlitos.
Portanto, utilizou-se o modo MRM (monitoramento de reacdo multipla) nas analises
por LC-ESI-MS/MS. Dessa forma, foram monitoradas as seguintes transi¢cées: m/z
693 > 461 para MonA, m/z 679 > 465 para MonB, m/z 679 > 461 para o metabdlito 1,
m/z 709 > 477 para metabdlito 2 e m/z 695 > 477 para o metabdlito 3.

Os estudos envolvendo a biotransformacéao da MonA utilizando microssomas
de ratos (Figura 43) e de humanos (Figura 44) mostraram a formacédo dos
metabdlitos 1 e 2, mas ndo do metabdlito 3 nas condicbes experimentais
empregadas. Os metabdlitos apresentaram tg similares aos observados nos estudos
de transformacdo microbiana e biomimético (Figura 45), bem como o mesmo
espectro de ions produtos obtidos nos estudos de fragmentacdo. Além disso,
estimou-se o metabolismo total da MonA gquantificando a taxa de desaparecimento
do substrato do meio microssomal. Essas andlises, em ambos 0s casos, mostraram

que cerca de 20 % da MonA foi metabolizada.
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Figura 43. Cromatogramas (LC-ESI-MS/MS — modo de aquisicdo MRM) da MonA,
MonB, metabdlito 1, metabdlito 2 e metabdlito 3 obtidos no estudo de metabolismo in

vitro com microssomas de figado de ratos (eixo da abscissa em min).
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Figura 44. Cromatogramas (LC-ESI-MS/MS — modo de aquisicdo MRM) da MonA,
MonB, metabdlito 1, metabdlito 2 e metabdlito 3 obtidos no estudo de metabolismo in

vitro com microssomas de figado de humanos (eixo da abscissa em min).
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Figura 45. Perfil cromatografico das reacfes de (bio)transformacdes da monensina
A nos 3 modelos empregados: Microssomas (de figado de humanos), microbioldgico
(fungo Cunninghamella echinulata) e biomimético (metaloporfirina - reacéo 21) (eixo

da abscissa em min).

4.8. Avaliacdo da toxicidade da monensina A e metabdlitos utilizando o modelo

mitocondrial

A mitocondria é uma estrutura intracelular responsavel por transformar a
energia dos alimentos em energia util e transportavel as células, através da molécula
de adenosina trifosfato, comumente denominada ATP. Sendo assim, as
mitocondrias, fonte primaria de energia, sdo fundamentais para a vida celular da
maioria dos organismos eucariotos (OTERA; ISHIHARA; MIHARA, 2013).

Atualmente esta organela tem se tornado uma ferramenta importante para a
toxicologia, com a finalidade de entender e prever efeitos adversos de diversos
xenobioticos, sendo que os danos mitocondriais podem estar associados a diversas

injurias teciduais ou doencas (LEMASTERS, 1999). Muitas vezes um mesmo
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xenobiodtico apresenta diferentes efeitos na funcdo mitocondrial. Portanto, a
utilizacdo de mitocondrias isoladas pode ser considerada como um bom modelo
experimental para avaliar o efeito téxico de diversos compostos (PEREIRA et al.,
2012; PEREIRA; SOUZA; DORTA, 2013).

Ha uma ampla gama de compostos estudados em ensaios mitocondriais,
como praguicidas (BERNDT; HOLZHUTTER; BULIK, 2013), flavondides (ZHANG et
al., 2013), plastificantes (JIANG et al., 2013), entre outros. Portanto, mesmo que a
MonA seja considerada segura e eficaz quando usada nas dosagens
recomendadas, ensaios avaliando sua acao toxica sobre modelos bioldgicos ainda é
necessario, pois a mesma possui uma estreira janela terapéutica e varios casos de
intoxicacdes tém sido descritos na literatura, seja envolvendo animais (HENRI et al.,
2008) ou humanos (CALDEIRA et al., 2001; KOUYOUMDJIAN et al., 2001; SOUZA
et al., 2005).

Assim, 0 uso do modelo mitocondrial pode ser de extrema contribuicdo para o
entendimento dos mecanismos de toxicidade da MonA, uma vez que tem sido
atribuido a este composto alguns disturbios celulares, como desequilibrio celular de
ions, sobrecarga de calcio, peroxidacao lipidica e desintegracdo das membranas
celulares (MOLLENHAUER; MORRE; ROWE, 1990; SOUZA et al., 2005).

Como observado por Souza et al. (2005), em seu estudo com uma linhagem
de células em cultura, a MonA induziu apoptose, levando a um déficit energético. Os
autores consideraram a possibilidade de acdo sobre as mitocéndrias, devido ao fato
de que a MonA causa um desequilibrio de fons (Na‘/Ca?") e alteracdo no estado
oxidativo. Assim, este iondforo pode comprometer o funcionamento de 6rgaos com
elevada demanda energética, como por exemplo, o coragéo.

Nossos resultados mostraram que, dentre as concentracdes avaliadas (0,01,
0,1 e 1 uM), somente a concentracdo de 1 uM de MonA afetou os parametros
mitocondriais testados. Na Tabela 5 observa-se que a MonA aumentou em 44 % o
estado 4 do consumo de oxigénio e, consequentemente, diminuiu em 33 % a
proporcao do controle respiratorio (RCR). Além disso, também causou uma reducéo
de 48 % na eficiéncia da fosforilacdo oxidativa, o que leva a uma diminuicdo na

eficiéncia respiratoria mitocondrial (Tabela 5).
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Tabela 5. Valores dos efeitos causados pela monensina A e 0os seus metabdlitos 1 e
2 na concentracdo de 1 pM, nos parametros respiratorios, tendo como substrato

glutamato + malato.

V3 V4 RCR ADP/O
Controle  66.11+2.45% 9.80+0.32% 6.75+0.12% 2.87+0.032
Monensina A 64.10 +2.35% 14.1+097° 455+0.16° 1.50+0.01°
Metabdlito 1 66.36 +2.29% 10.0+0.11% 6.62+0.272% 2.76+0.092
Metabdlito 2 66.73+1.95% 9.83+0.07% 6.79+0.15% 2.73+0.06 2

* Consumo de nmol O,/mg de proteina/min foi avaliado em mitocéndria isolada de
figado de rato (1 mg proteina.mL™), incubada conforme descrito nos materiais de
métodos.

* Letras diferentes representam diferenca significativa entre os tratamentos de acordo
com o Teste de Tukey (p <0,05).

* V3 = estado 3; V4 = estado 4; RCR (V3/V4) = Razao do controle respiratério; ADP/O
= Eficiéncia na fosforilag&o oxidativa.

O aumento no estado 4 da respiracdo mitocondrial € um indicativo de
atividade desacopladora da MonA, o que leva a reducéo observada no potencial de
membrana mitocondrial. O potencial de membrana provavelmente foi afetado devido
ao fato de que a MonA possui capacidade de causar deslocamento de ions entre
eles, por exemplo H*, sendo este o responsavel pela formacdo do potencial de
membrana mitocondrial (GARRISON; ARRIZABALAGA, 2009).

As Figuras 46, 47 e 48 mostram os efeitos da MonA e dos metabdlitos 1 e 2,
na concentracdo de 1 pM sobre a dissipacdo do potencial da membrana
mitocondrial, inchamento mitocondrial e producéo de espécies reativas de oxigénio e

nitrogénio (EROs), respectivamente.
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Figura 46. Avaliacdo da monensina A e do metabdlito 1 e 2 (1 uM) sobre a
dissipacdo do potencial da membrana mitocondrial em mitocéndrias isoladas de
figado de ratos (1 mg de proteina.mL™). Os pontos representam a média + EPM de
trés determinacbes com diferentes preparacées mitocondriais, em relacdo ao
controle (auséncia do composto). * Letras diferentes representam diferenca

significativa entre os tratamentos de acordo com o Teste de Tukey (p <0,05).
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Figura 47. Avaliacdo da monensina A e dos metabolitos 1 e 2 (1 uM) sobre o
inchamento mitocondrial de mitocondrias isoladas de figado de ratos (1 mg
proteina.mL™). Os pontos representam a média + EPM de trés determinaces com
diferentes preparacbes mitocondriais, em relacdo ao controle (auséncia do
composto). * Letras diferentes representam diferenca significativa entre o0s
tratamentos de acordo com o Teste de Tukey (p <0,05).
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Figura 48. Avaliacdo da monensina A e dos metabdlitos 1 e 2 (1 uM) sobre a
producdo de espécies reativas do oxigénio em mitocondrias isoladas de figado de
ratos (1 mg de proteina.mL™) incubadas como descrito nos materiais e métodos. Os
pontos representam a média + EPM de trés determinagbes com diferentes
preparacdes mitocondriais, em relacdo ao controle (auséncia do composto). * Letras
diferentes representam diferenca significativa entre os tratamentos de acordo com o
Teste de Tukey (p <0,05).

Observou-se que todos os trés parametros foram significativamente afetados
apenas pela MonA (1 uM), sendo que 0s metabdlitos testados nao apresentaram
efeito toxico. A MonA, foi responsével por causar 23 % de dissipacao do potencial de
membrana mitocondrial e também induziu o inchamento mitocondrial, sendo que
para este parametro a MonA apresentou um efeito de 55 %, cerca de metade do
efeito causado pelo controle positivo com Pi. Além do efeito sobre a funcao
bioenergética desta organela, a MonA estimulou em 12 % a produgdo/acumulo de
EROs, revelando que a MonA gera um estresse oxidativo na mitocondria.

A ocorréncia do inchamento mitocondrial também esta relacionada com o
efeito sobre estes parametros, pois a MonA também afeta a regulacdo de Na* e Ca**
mitocondrial. Esta desregulagdo compromete o equilibrio osmdético, causando
inchamento desta organela (MOLLENHAUER; MORRE; ROWE, 1990).

A MonA (1 pM) também afetou o estresse oxidativo mitocondrial como
também foi observado por Ketola et al. (2010) em experimentos utilizando H,DCF-
DA em uma linhagem de células cancerigenas da prostata. Esta producdo de EROs
pode ocorrer pelo fato da MonA causar desregulacdo dos estados bioenergéticos
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mitocondriais decorrentes das alteracdes idnicas, além de possuir capacidade de
causar peroxidacdo de lipidios de membrana, o que causa danos a mesma,
resultando numa producdo de radicais livres (SINGH; KALLA; SANYAL, 2007).
Entretanto, seus metabdlitos ndo apresentaram aumento na producdo de EROs nas
concentracOes testadas, indicando que a metabolizacdo da MonA impede sua agao
oxidativa.

O efeito toxico observado a partir da interacdo da MonA com as mitocondrias
isoladas de figado de ratos pode comprometer a producédo de ATP, como foi descrito
por Mollenhauer, Morré e Rowe (1990). Isto ocorre como resultado pois a deplecao
do ATP é um dos eventos iniciais da toxicidade induzida por xenobi6ticos, como
consequéncia das alteracdes no consumo de oxigénio, dissipacdo do potencial de
membrana mitocondrial, bem como geracdo de espécies reativas (KOWALTOWSKI,
CASTILHO; VERCESI, 2001; MINGATTO et al., 2002).

Em suma, como observado em todos os ensaios realizados, apenas a MonA,
na concentracdo de 1 uM, afetou os parametros avaliados, os quais ndo foram
afetados por nenhum dos dois metabdlitos testados. Pode-se concluir que o
processo de metabolizacdo da MonA leva a uma detoxificacdo deste composto neste
tipos de ensaios avaliados.

4.9. Avaliacdo da atividade antibacteriana da monensina A e seus metabdlitos

Com intuito de avaliar e comparar as propriedades antibacterianas da MonA e
seus metabdlitos, os metabdlitos 1 e 2 foram isolados a partir da reacdo biomimética
5. A atividade antibacteriana desses analitos foram testadas contra as bactérias
Grame-positivas, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC
43300 (MRSA), Staphylococcus epidermidids ATCC 14990, e contra bactérias Gram-
negativas Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Escherichia coli ATCC 25922.
Os resultados apresentados na Tabela 6, mostraram que MonA foi eficiente contra
as cepas Gram-positivas. No entanto, o metabdlito 1 apresentou uma reducdo na
atividade antimicrobiana quando comparado com a MonA, enquanto o metabdlito 2

mostrou-se inativo contras as cepas de bactérias testadas.
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Tabela 6. Concentracdo Bactericida Minima da monensina A, metabdlito 1 e
metabdlito 2 e controles (DMSO, Cloranfenicol) contra as bactérias Gram-positivas,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 43300 (MRSA),
Staphylococcus epidermidids ATCC 14990, e contra bactérias Gram-negativas
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Escherichia coli ATCC 25922. Resultados

expressos em ug.mL™,

Amostra ] o . ]
~~ Monensina A Metabdlitol Metabodlito 2 DMSO Cloranfenicol

Bactéria
S. aureus 3,1 25,0 >100 >100 6,3
S. aureus MRSA 6,3 50,0 >100 >100 8,3
S. epidermidis 25,0 >100 >100 >100 6,3
E. coli >100 >100 >100 >100 3,1
P. aeruginosa >100 >100 >100 >100 100,0

Os resultados das concentracdes bactericidas minimas obtidas para MonA
corroboram o estudo de Lowicki e Huczynski (2013), que avaliaram as atividades
antimicrobianas de alguns analogos semi-sintéticos em comparacdao com a MonA
(modificagbes nos grupos hidroxila e carboxila). Assim como a MonA, os derivados
obtidos mostraram agédo antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e ndo contra
bactérias Gram-negativas, sendo que o resultado da atividade antimicrobiana da
MonA contra S. aureus 25923 foi semelhante ao apresentado neste estudo
(HUCZYNSKI, et al., 2011; LOWICKI; HUCZYNSKI, 2013).

Os resultados encontrados para a MonA contra S. aureus ATCC 25923 (3,1
ug.mL™), foi praticamente idéntico ao relatado por Lowicki e Huczynski (2013), que
encontrou em seu estudo o valor de 2,9 pg.mL™” para a mesma cepa padrdo da
bactéria testada, sugerindo entdo que a metodologia utilizada neste trabalho é
confiavel. No entanto, os valores encontrados por Lowicki e Huczynski (2013) para a
bactéria S. epidermidis, foram diferentes (2,9 e 5,8 yg.mL™ para as estirpes ATCC
12228 e ATCC 35984, respectivamente) quando correlacionados com o valor
encontrado neste trabalho (25 pg.mL™). Esta diferenca pode ser explicada uma vez
gue, apesar de ser a mesma bactéria, as cepas usadas foram diferentes.

Dados da literatura sobre a atividade dos metabdlitos da MonA sdo escassos.
Donoho (1984) avaliou a atividade antimicrobiana do metabdlito 1 (3-O-desmetil

monensina A) por bioautografia contra a bactéria Bacillus subtilis e por ensaio
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turbidimétrico contra Streptococcus faecalis. Neste estudo, o metabdlito 1 teve
apenas 5% de atividade quando comparado a MonA, o que sugere que a MonA é
metabolizada a produtos com pouca ou nenhuma atividade antimicrobiana. Outros
estudos sobre a atividade biologica do metabdlito 1 relatam que este composto tem
menor atividade antimicrobiana, anticoccidiana, cardiotoxica e citotoxica em relagcéo
a MonA (DONOHO, 1984; SASSMAN; LEE, 2007). Os resultados mostrados na
Tabela 6 corroboram com estes estudos sobre as atividades biologicas do
metabdlito 1, jA que este apresentou diminuicdo da atividade antibacteriana (25,0 e
50,0 yg.mL™, para S. aureus e S. aureus MRSA, respectivamente), e 0 metabdlito 2
o qual n&o apresentou atividade (> 100 pg.mL™).

A atividade biolégica da MonA é dependente dos complexos formados com
ions, que exibem um interior polar e um exterior altamente hidrofébico, que permite
livre movimento destes complexos através da bicamada lipidica das células. Esta
acdo resulta em desequilibrio quimico de ions, o que resulta em suas atividades
biolégicas e toxicologicas (HUCZYNSKI, 2012; LOWICKI; HUCZYNSKI 2013;
SASSMAN; LEE, 2007). Os resultados das atividades antibacterianas apresentados
nesta tese demonstram que o metabdlito 1 e o metabdlito 2 foram menos ativos do
gue MonA para todos 0os microrganismos testados. Assim, sugere-se que 0 primeiro
passo no metabolismo da MonA esteja relacionado com a producédo de metabdlitos
mais polares, 0 que resulta em uma reducdo das suas propriedades bioldgicas e

aumenta sua excregéo.
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5. CONCLUSOES

Os resultados apresentados nesta tese demonstram a capacidade dos trés
modelos testados: modelo quimico (metaloporfirinas e catalisador de Jacobsen),
modelo microbiologico (fungos, principalmente do género Cunninghamella) e
modelo biolégico (microssomas hepatico de humanos e ratos) em mimetizar as
reacoes das enzimas da CYP450 no metabolismo da MonA. Estas metodologias
foram capazes de produzir trés principais metabdlitos (3-O-desmetil-monensina A,
12-hidroxi-monensina A e 12-hidroxi-3-O-desmetil-monensina A) ja descritos na
literatura em estudos in vivo da MonA.

A capacidade dos modelos quimicos e biolégicos em mimetizar o
metabolismo dos mamiferos e produzir quantidades significativas dos metabdlitos da
MonA, mostram que estes sistemas representam alternativas atraentes e adequadas
para os estudos de biotransformacdo de farmacos e candidatos, podendo
complementar os estudos de metabolismo in vivo, dispensando assim a necessidade
da utilizacdo de grande quantidade de animais em pesquisas experimentais. Além
destas vantagens, os modelos biomiméticos envolvendo catalisador de Jacobsen
alia ainda as caracteristicas de ser um sistema barato, leva a resultados rapidos e a
maior facilidade de purificacdo e isolamento dos produtos, constituindo-se portanto
na melhor estratégia para producédo de metabdlitos para estudos posteriores.

Os metabolitos da MonA foram elucidados por espectrometria de massas
sequencial, e estes estudos demonstraram que a técnica LC-ESI-MS/MS é uma
ferramenta poderosa para os estudos de metabolismo in vitro de farmacos e
produtos naturais.

Os ensaios biolégicos envolvendo atividade téxica em mitocdndrias, bem
como a atividade antimicrobiana da MonA e seus metabolitos 1 e 2 isolados a partir
das reacdes com catalisadores quimicos mostraram que os metabdlitos sdo menos
ativos, nos parametros biologicos testados, do que a MonA. Assim, a
biotransformag&o da MonA corresponde a uma via de detoxicacao classica: onde, as
moléculas resultantes sdo mais polares, o que facilita a sua eliminacao / excrecéo e
que este efeito pode ser atribuido a maior polaridade do metabdlito 1 e metabdlito 2,
gue pode dificultar o transporte de complexos cationizados através das membranas
diminuindo sua propriedades bioldgicas.
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