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RESUMO

BORGES, K.B. Andlise estereosseletiva de farmacos com aplicagdo em estudos de
biotransformagdo empregando fungos. 212f. Tese (doutorado) - Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

Este trabalho feve por finalidade o desenvolvimento e validagdo de
métodos para andlise estereosseletiva de alguns fdarmacos e metabdlitos, bem como a
aplicagdo desses métodos na avaliagdo do potencial de fungos, principalmente
endofiticos, em processos de biotransformagdo. Os seguintes fdrmacos foram
selecionados para esse estudo: fluoxetina, propranolol, omeprazol, oxibutinina e
ibuprofeno.

Para determinagdo simultGnea dos enantiomeros da fluoxetina (FLX) e
norfluoxetina (NFLX) em meios de cultura de fungos endofiticos, empregou-se a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgdo por absorgdo no ultravioleta, em
um sistema com duas colunas em série, sendo uma de fase reversa (C18) e outra com
fase estaciondria quiral (Chirobiotic® V). A fase mével foi composta por etanol: tampdo
acetato de amdnio 15 mmol L, pH 5,90: acetonitrila (77,5: 17,5: 5, v/v/v) e a detecgdo
foi realizada em 227 nm. A extragdo liquido-liquido foi empregada na preparagdo das
amostras. As curvas analiticas foram lineares no intervalo de concentracdo de 12,5 a
3750 ng mL™ (r > 0,996) para todos os enantidmeros analisados. Os coeficientes de
variagdo e erros relativos obtidos nos estudos de precisdo e exatiddo foram inferiores a
10%. Nas condigdes empregadas, os cinco fungos endofiticos estudados ndo foram
capazes de promover a biotransformagdo da FLX (reagdo de demetilagdo).

A eletroforese capilar foi empregada para andlise enantiosseletiva do
propranolol (PROP) e 4-hidroxipropranolol (4-OHPROP). A melhor condigdo de resolugdo
dos enantiémeros foi encontrada com a aplicagdo de um planejamento experimental de
Box-Behnken: solugdo de eletrdlitos composta por tampdo trietilamina / dcido fosfdrico
(TEA/HsPO,), 25 mmol L, pH 9,00, carboximetil-p-ciclodextrina 4% (m/v) como seletor
quiral e andlise realizada na voltagem de 17 kV. O método de extragdo liquido-liquido
também foi empregado para preparagdo das amostras. As curvas analiticas foram
lineares no intervalo de concentragdo de 0,25 a 10,0 ng mL! para 4-OHPROP e de 0,10 a
10,0 ug mL™" para PROP, apresentando coeficientes de correlacdo () > 0,995 para todos
0s enantiomeros analisados. Os coeficientes de variacdo e erros relativos obtidos nos
estudos de precisdo e exatiddo foram inferiores a 15%. Os cinco fungos endofiticos em
estudo se mostraram eficientes na biotransformagdo estereosseletiva do PROP, com
maior formagdo do metabdlito (-)-(S)-4-OHPROP. O fungo &lomerella cingulata (VA1),
em especial, apresentou uma concentragdo de 1,745 ug mL” do enantiémero (-)-(S)-4-
OHPROP depois de 72 horas de incubagdo, ao passo que a formagdo do enantiomero (+)-
(R)-4-OHPROP ndo foi observada. A utilizagdo deste fungo em escalas ampliadas pode
ser uma fonte promissora de obtengdo do metabdlito 4-OHPROP na forma
enantiomericamente pura.

A determinagdo simultdnea de omeprazol (OMZ), 5-hidroxiomeprazol (5-
HOMZ) e omeprazol sulfona (OMZ SUL) em meio de cultura Czapek Dox modificado




tamponado foi realizada empregando um método rdpido de andlise por cromatografia
liquida de ultra eficiéncia com detector por arranjo de diodos (UPLC / DAD), usando
coluna monolitica de fase reversa e eluigdo por gradiente. OMZ, 5-HOMZ e OMZ SUL
foram extraidos das amostras utilizando uma mistura de acetato de etila: #-butil metil
éter (9: 1, v/v). A separagdo foi obtida empregando uma coluna RP 18 Chromolith Fast
Gradient endcapped e fase movel constituida por 0,15% (v/v) de dcido trifluoroacético
(TFA) em dgua (solvente A) e 0,15% (v/v) de TFA em acetonitrila (solvente B). Os
tempos de retengdo foram de 0,70 min para 5-HOMZ, 0,74 min para OMZ, 0,77 min
para OMZ SUL e 0,91 min para o padrdo interno (bupropiona, BUP). O método foi linear
ho intervalo de 0,2 a 10,0 ug mL™" (r > 0,995) para todos os analitos. O processo de
biotransformagdo foi realizado durante apenas 24 horas de incubagdo, por causa de
problemas de estabilidade do OMZ. Por esse mesmo motivo, a biotransformagdo
estereosseletiva ndo foi avaliada. Apenas trés fungos apresentaram formagdo do
metabdlito 5-HOMZ, e dentre estes, apenas o fungo Botritis cinerea (BC) produziu esse
metabdlito em concentragdo superior ao limite de quantificagdo do método. A formagdo
do metabélito OMZ SUL foi observada para todos os fungos, exceto para Glomerella
cingulata (VA1) e Guignardia mangiferae (VA15). Esses fungos podem ser Uteis para a
obtengdo dos metabdlitos do OMZ, mas estudos detalhados do comportamento do
fdrmaco nas condigdes de cultivo sdo necessdrios, uma vez que este substrato pode
sofrer degradagdo em meio dcido e na presenga de luz.

A andlise simultGnea dos enantiomeros da oxibutinina (OXY) e da A-
desetiloxibutinina (DEOB) em meio de cultura Czapek foi obtida empregando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector UV (HPLC/UV). Os analitos foram
separados usando coluna quiral Chiralpak AD e fase mdvel constituida por hexano:
isopropanol: etanol: dietilamina (94: 4: 2: 0,05, v/v/v/v) e detectados em 210 nm. Um
estudo piloto de biotransformagdo empregando os mesmos fungos e as condi¢des de
biotransformagdo utilizadas para os demais farmacos mostrou que ndo houve a formagdo
do metabdlito de interesse. Além disso, ndo houve uma diminuigdo significativa da
concentragdo de OXY durante o periodo de incubagdo, o que poderia ser um indicativo da
formagdo de outros metabdlitos ndo monitorados nas condigdes de andlise. Como a
reagdo de desetilagdo da OXY para formar a DEOB ndo foi observada nos experimentos,
ndo foi necessdrio realizar a validagdo do método analitico.

A separagdo simultdnea do ibuprofeno (IBP), dos enantidmeros do 2-
hidroxi-ibuprofeno (2-OH-IBP) e dos estereoisdmeros do carboxi-ibuprofeno (COOH-
IBP) foi realizada empregando-se uma coluna Chiralpak AS-H e fase modvel constituida
por hexano: isopropanol: TFA (95: 5: 0,1, v/v/v). O solvente extrator usado na extragdo
liquido-liquido foi uma mistura de hexano: acetato de etila (1: 1, v/v). A detecgdo foi
feita por espectrometria de massas (MS/MS), com a fonte de ionizagdo por
eletronebulizagdo operada no modo positivo (ESI+). O método foi linear nos intervalos
de 0,1 a 20,0 ug mL™" para IBP, de 0,05 a 7,5 ug mL™ para o cada enantiomero do 2-OH-
IBP e de 0,025 a 50 pug mL” para cada estereoisdmero do COOH-IBP. Os demais
pardmetros de validagdo obtidos para o método apresentaram-se dentro dos limites
recomendados pela literatura. Os sete fungos endofiticos estudados se mostraram
eficientes na biotransformagdo do IBP em seu principal metabdlito 2-OH-IBP, mas
apenas os fungos MNigrospora sphaerica (SS67) e Chaetomium globosum (VR10)




biotransformaram o IBP de forma enantiosseletiva mais acentuada, observando-se maior
formagdo do metabdlito ativo (+)-(S)-2-OH-IBP. A ndo estereosseletividade observada
para os demais fungos pode ser indicio de uma possivel conversdo quiral do fdrmaco,
similar a que ocorre em humanos. A formagdo dos estereoisdmeros do COOH-IBP ndo foi
observada, provavelmente, porque sua rota de formagdo envolve uma seqiiéncia de
reagoes.

Os resultados apresentados nesse trabalho mostram que fungos,
particularmente os endofiticos, podem ser uma fonte promissora para obtengdo de
metabdlitos de fdrmacos, inclusive de forma enantiomericamente pura.

Palavras chave: andlise estereosseletiva, biotransformagdo, fungos endofiticos,
fluoxetina, propranolol, omeprazol, oxibutinina, ibuprofeno.




ABSTRACT

BORGES, K.B. Stereoselective analysis of drugs with application in biotransformation
studies employing fungi. 212f. Thesis (doctorate) - Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

This work aimed the development and validation of suitable methods for
the stereoselective analysis of some drugs and metabolites, as well as, the application
of these methods to assess the potential of fungi, mainly the endophytic ones, in
biotransformation processes. The following drugs were selected for this study:
fluoxetine, propranolol, omeprazole, oxybutynin and ibuprofen.

The simultaneous determination of fluoxetine (FLX) and norfluoxetine
(NFLX) enantiomers in culture media of endophytic fungi was carried out by high-
performance liquid chromatography with UV-detection, in a system of two columns
coupled in series, in which one of them was a reversed phase (C18) column and the
another one was a chiral stationary phase column (Chirobiotic ® V). The mobile phase
consisted of ethanol: ammonium acetate buffer, 15 mol L™, pH 5.90: acetonitrile (77.5:
17.5: 5, v/v/v) and the detection was performed at 227 nm. Liquid-liquid extraction was
employed for sample preparation. The analytical curves were linear over the
concentration range of 12.5 to 3750 ng mL™ (r > 0.996) for all enantiomers evaluated.
The coefficients of variation and relative errors obtained in the evaluation of method
precision and accuracy were lower than 10%. In the studied conditions, the five
endophytic fungi used were not able to perform the biotransformation of FLX
(demethylation reaction).

Capillary electrophoresis was employed for the enantioselective analysis
of propranolol (PROP) and 4-hydroxypropranolol (4-OHPROP). The best condition for
enantiomer resolution was obtained by applying an experimental design of Box-Behnken:
electrolyte solution composed of triethylamine / phosphoric acid (TEA/H3PO,) buffer,
25 mmol L, pH 9.00, with 4% (w/v) carboxymethyl-B-cyclodextrin as the chiral
selector and analysis performed at 17 kV. Liquid-liquid extraction was also used for
sample preparation. The analytical curves were linear over the concentration range of
0.25 to 10.0 ug mL™" for 4-OHPROP and 0.10 to 10.0 pug mL" for PROP, presenting
correlation coefficients () > 0.995 for all enantiomers evaluated. The coefficients of
variation and relative errors obtained in the evaluation of precision and accuracy were
lower than 15%. All the five endophytic fungi (Phomopsis sp. (TD2), Glomerella cingulata
(VAL), Penicillium crustosum (VR4), Chaetomium globosum (VR10) and Aspergillus
fumigatus (VR12)) showed effectiveness in the stereoselective biotransformation of
PROP, with higher formation of (-)-(S)-4-OH-PROP. The fungus Glomerella cingulata
(VA1), in particular, showed a concentration of 1.745 ug mL™ for the enantiomer (-)-(S)-
4-OHPROP after 72 hours of incubation, whereas there was no formation of the
enantiomer (+)-(R)-4-OHPROP. Therefore, the use of this fungus in large scale may be a
promising source to obtain 4-OHPROP in the enantiomerically pure form.

A fast analytical method based on ultra-performance liquid
chromatography / diode array detector (UPLC/DAD) using a monolithic reversed phase
column and gradient elution was developed for the simultaneous determination of




omeprazole (OMZ), 5-hydroxyomeprazole (5-HOMZ) and omeprazole sulfone (OMZ
SUL) in modified and buffered Czapek-Dox culture medium. OMZ, 5-HOMZ and OMZ
SUL were extracted using a mixture of ethyl acetate: methyl #-butyl ether (9: 1, v/v).
The separation was achieved using a Chromolith Fast Gradient RP 18 endcapped column
with the mobile phase consisting of 0.15% (v/v) trifluoroacetic acid (TFA) in water
(solvent A) and 0.15% (v/v) TFA in acetonitrile (solvent B). Retention times were 0.70
min for 5-HOMZ, 0.74 min for OMZ, 0.77 min for OMZ SUL and 0.91 min for internal
standard (bupropion, BUP). The method was linear over the concentration range of 0.2
0 10.0 ug mL™ (r > 0.995) for all analytes. The biotransformation process was carried
out only within 24 hours of incubation, due to OMZ instability. For the same reason, the
stereoselectivity in this process was not evaluated. The formation of the metabolite 5-
HOMZ was observed only for three fungi, and among them, only the fungus Botrytis
cinerea (BC) produced this metabolite in concentrations higher than the limit of
quantification. The formation of OMZ SUL was observed for all fungi, except for
Guignardia mangiferae (VA1) and Glomerella cingulata (VA15). The fungi evaluated in
this study can be useful to obtain the metabolites of OMZ, but detailed study of the
drug stability in culture conditions is required, since this substrate can undergo
degradation in acidic conditions and in the presence of light.

The simultaneous analysis of oxybutinin (OXY) and A-desethyloxybutinin
(DEOB) enantiomers in Czapek culture medium was carried out by liquid chromatography
with UV detection (HPLC/UV). The analytes were separated using a Chiralpak AD column
employing as mobile phase hexane: isopropanol: ethanol: diethylamine (94: 4: 2: 0.05,
v/v/v/v) and detection at 210 nm. A pilot study of biotransformation using the same
fungi and conditions employed for the biotransformation of the other drugs showed
that the metabolite of interest was not formed. Moreover, the decrease in the
concentration of OXY, which could be indicative of the formation of other metabolites
not monitored under the conditions of analysis, was not observed. Since the reaction of
OXY desethylation to form DEOB was not observed in the experiments, the validation
of the analytical method was not required.

The method for the simultaneous analysis of ibuprofen (IBP), 2-
hydroxyibuprofen (2-OH-IBP) enantiomers and carboxyibuprofen (IBP-COOH)
stereoisomers was developed using a Chiralpak AS-H column and a mobile phase
consisting of hexane: isopropanol: TFA (95: 5: 0.1, v/v/v). A mixture of hexane: ethyl
acetate (1: 1, v/v) was used as solvent extractor for sample preparation. The detection
was performed by tanden mass spectrometry (MS/MS) with the electrospray interface
operated in the positive mode (ESI+). The method was linear over the concentration
range of 0.1 to 20.0 ug mL™ for IBP, 0.05 to 7.5 ug mL™ for each 2-OH-IBP enantiomer
and 0.025 to 5.0 ug mL" for each COOH-IBP stereoisomer. The other validation
parameters studied were within the limits established in the literature. The seven
studied endophytic fungi showed to be efficient in the biotransformation of IBP to its
main metabolite 2-OH-IBP, however, only the fungi Nigrospora sphaerica (SS67) and
Chaetomium globosum (VR10) biotransformed IBP enantioselectively, with greater
formation of the active metabolite (+)-(S)-2-OH-IBP. The lack of stereoselectivity
observed for the other fungi could be caused by a possible chiral inversion process
occurring for IBP, in a similar way that happens in humans. The formation of COOH-IBP
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stereoisomers was not observed probably because the route of formation of this
metabolite requires a sequence of reactions.

The results presented here show that fungi, particularly the endophytic
ones, may be a promising source to obtain the metabolites of drugs, including in their
enantiomerically pure form.

Key words: stereoselective analysis, biotransformation, endophytic fungi, fluoxetine,
propranolol, omeprazole, oxybutynin, ibuprofen.
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Capitulo 1: Introdugdo Geral

"A ciéncia serve para hos dar uma idéia de qudo extensa ¢ a hossa ignhordncia."

Félicité Robert de Lamennais
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1 ASPECTOS GERAIS DO PROCESSO DE BIOTRANSFORMACAO

As reagbes de compostos orgdnicos feitas por células microbianas
intactas, células vegetais ou enzimas isoladas sdo denominadas de reagdes de
biotransformagdes. A molécula de um determinado composto é modificada por
transformagdes dos grupos funcionais, com ou sem degradagdo do esqueleto carbdnico.
Estas alteragbes resultam na formagdo de novos produtos Uteis que sdo dificeis ou
impossiveis de serem obtidos por processos quimicos convencionais. Freqgiientemente, as
reacdes de biotransformagdo sdo estereosseletivas, produzindo grande variedade de
produtos de alto valor agregado, ou seja, intermedidrios de fdrmacos, fdrmacos,
ingredientes  alimentares, produtos e intermedidrios agroquimicos, etfc. A
biotransformagdo tem sido uma ferramenta alternativa com grande potencialidade,
especialmente, para o desenvolvimento de tecnologias sustentdveis (quimica verde) para
a produgdo de produtos quimicos e fdrmacos. No entanto, o nimero e a diversidade de
aplicagdes ainda sdo modestos, considerando a grande biodiversidade de
microorganismos e a vasta biodisponibilidade de reagdes que podem ser realizadas por

eles!

Na busca por novos catalisadores, microrganismos especialmente fungos,
tém sido empregados na descoberta de novas enzimas para o desenvolvimento da
biocatdlise em escala industrial.! Os fungos, em especial, produzem enzimas que
normalmente sdo extracelulares, o que facilita sua recuperagdo do meio de fermentagdo.
Em particular, os microrganismos isolados em territério brasileiro j@ demonstraram

excelente potencial biocatalisador frente a diferentes substratos.?™*

Adicionalmente, a quiralidade tem tido grande impacto em muitos campos
de interesse econdmico, como por exemplo, no desenvolvimento de novos fdrmacos,
produtos agropecudrios, inddstria de alimentos, perfumaria e na produgdo de novos
materiais. As técnicas tradicionais, como a resolu¢do de racematos, o uso de blocos de
construgdo quiral (chiral building blocks) e a sintese assimétrica convencional requerem
equipamentos e reagentes caros, pessoal altamente qualificado e, em alguns casos, a

substdncia produzida pode apresentar baixa pureza enantiomérica. A capacidade

K. B. Borges Tese de Doutorado



Capitulo 1 3

hidrolitica e redutiva dos microrganismos tem sido reconhecida ao longo dos anos, sendo
constantemente usada em reagdes preparativas.’® As reagdes oxidativas apresentadas
pelos microrganismos provaram ser similares ds monooxigenases produzidas pelos
humanos. Desta forma, Smith & Rosazza (1974; 1975)’® sugeriram o uso de

microrganismos para se estudar a metabolizagdo de xenobidticos.

Por isso, informagdes sobre as modificagoes de grupos funcionais de
moléculas por microrganismos (fungos) sdo extremamente importantes para a
biocatdlise. Estudos com este direcionamento sdo muito promissores e mostram que,
futuramente, fungos podem vir a ser importantes fontes de fornecimento de

substdncias enantiomericamente puras.®*

2 EMPREGO DE FUNGOS EM BIOTRANSFORMACAO

Recentemente, muitos esforgos tém sido feitos para estudar sistemas
biomiméticos que reproduzem a agdo das enzimas do citocromo P450 ou promovem a
adigdo de grupos de interesse em certas posigées das moléculas que seria dificilmente
realizada por sintese convencional. Um dos principais focos dos estudos de sistemas
biomiméticos é tentar demonstrar paralelos entre as reagées de fase I da

biotransformagdo de fdrmacos e outros xenobidticos em mamiferos e microrganismos.”!!

O uso de fungos no processo de biotransformagdo € um campo promissor,
pois pode gerar os metabélitos de fdrmacos jd existentes e de novas entidades quimicas
em escala industrial. Visto que o mercado mundial ndo pdra de langar novos fdrmacos,
fazem-se necessdrias novas metodologias para a geragdo de seus metabélitos. Dentre as
aplicagdes de biotransformagdo empregando microrganismos destaca-se a realizada por
Hench et al. (1949)? que conseguiram produzir a corticosterona, um derivado da
cortisona, através da agdo de microrganismos na deoxicorticosterona. Com isso, foi
possivel funcionalizar o C-11 de forma muito mais simples que a proposta por sintese
quimica.’ Peterson et al. (1952)" promoveram a hidroxilagdo na posigdo 1la-
hidroxiprogesterona. Esta reagdo foi decisiva para o desenvolvimento da sintese de

horménios adrenocorticdides de forma economicamente vidvel.**

K. B. Borges Tese de Doutorado
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O uso de fungos permite estudar reagdes especificas de
biotransformagdes sob condigdes rigorosamente controladas. E possivel utilizar altas
concentragdes de substrato (larga escala de fermentagdo) que, combinado com uma
matriz relativamente limpa, facilita a andlise dos produtos obtidos. Além disso, os
fungos podem gerar processos regio-, enantio- e estereoseletivos para a produgdo de

intfermedidrios ou de fdrmacos propriamente ditos.

Dentre os fungos que podem ser usados em biocatdlise ou em estudos de
biotransformagdo destacam-se os fungos endofiticos. Segundo Schulz & Boyle (2005)",
fungos endofiticos sdo aqueles que podem ser encontrados em um momento particular
associado aos tecidos da planta hospedeira aparentemente sauddvel. Os fungos
endofiticos estar presentes em todos os 6rgdos de uma planta hospedeira sendo que a
colonizagdo promovida pode se apresentar inter ou intracelular, localizada ou sistémica.'
Algumas associagdes podem ser benéficas para ambos os organismos, por isso, o termo
endofitico tem sido utilizado como sindnimo de mutualismo.”” Por exemplo, quando o
fungo € isolado de uma planta sauddvel, uma relagdo harmoniosa é observada, pois a
planta proporciona protegdo, alimentagdo e transmissdo do fungo que, em contrapartida,
produz substdncias que aumentam o crescimento, reprodugdo e resisténcia de seu
hospedeiro no ambiente.!®’? A relacdo existente entre a planta e o fungo pode ser
caracterizada por um equilibrio do poder de viruléncia do fungo e a defesa da

pIGnTG 15,19,20

Neste trabalho selecionamos cinco fdrmacos quirais metabolizados por
diferentes enzimas do citocromo P450: fluoxetina (CYP 2D6, reagdo de demetilagdo),
propranolol (CYP1A2, reagdo de hidroxilagdo), omeprazol (CYP2C19, reagdo de
hidroxilagdo), oxibutinina (CYP3A4, reagdo de desetilagdo) e ibuprofeno (CYP2C9, reagdo
de hidroxilagdo). A avaliagdo da biotransformagdo desses fdarmacos empregando fungos
endofiticos gerard informagdes adicicionais sobre a capacidade do sistema enzimdtico
desses microorganismos em mimetizar as enzimas do citocromo P450, principais

responsdveis pela biotransformagdo de fdrmacos em humanos.
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Para facilitar a compreensdo dos estudos realizados, o texto foi dividido
em capitulos. Neste capitulo (Capitulo 1) foi apresentada uma introdugdo geral sobre
biotransformagdo empregando fungos. No segundo capitulo, foi apresentada uma revisdo
bibliogrdfica sobre as técnicas analiticas empregadas e sobre fungos endofiticos
utilizados nos processos de biotransformagdo. O terceiro capitulo apresenta os
objetivos gerais deste trabalho. O quarto capitulo apresenta o desenvolvimento de um
método analitico por HPLC/UV para a determinagdo dos enantiomeros da fluoxetina e
norfluoxetina e sua aplicagdo em estudos de biotransformagdo empregando fungos
endofiticos. O quinto capitulo mostra o desenvolvimento e validagdo de um método
enantiosseletivo por CE/DAD para a determinagdo de propranolol e 4-hidroxipropranolol
e sua aplicagdo em estudos de biotransformagdo empregando fungos endofiticos. No
sexto capitulo, foi desenvolvido um método para a determinagdo simultdnea de
omeprazol, 5-hidroxiomeprazol e omeprazol sulfona por UPLC/DAD empregando coluna
monolitica para se estudar a biotransformagdo do omeprazol por fungos endofiticos e
fitopatdgenos. No sétimo capitulo, foi apresentado um método enantiosseletivo para a
determinagdo da oxibutinina e A-desetiloxibutinina por HPLC/UV e sua aplicagdo em
estudos de biotransformagdo por fungos endofiticos e marinhos. O oitavo capitulo
mostra o desenvolvimento e validagdo de um método estereosseletivo para a
determinagdo de ibuprofeno, 2-hidroxi-ibuprofeno e carboxi-ibuprofeno por LC-MS/MS
para estudar a biotransformagdo do ibuprofeno por fungos endofiticos. O nono (tltimo

capitulo) apresenta as conclusdes gerais obtidas com a realizagdo deste trabalho.
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Capitulo 2: Revisdo Bibliografica

"O aspecto mais triste da vida de hoje ¢ que a ciéncia ganha em conhecimento mais
rapidamente que a sociedade em sabedoria."

Isaac Asimov
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A sintese bibliogrdfica desta Tese refere-se aos seus pontos mais
importantes, tais como conceitos das técnicas de andlise estereosseletivas empregando
a cromatografia liquida de alta eficiéncia com fase estaciondria quiral e eletroforese

capilar, além da utilizagdo de fungos endofiticos em processos de biotransformagdo.

1 TECNICAS DE ANALISE ESTEREOSSELETIVA

O desenvolvimento de métodos de andlise adequados para estudar os
processos de biotransformagdo estereosseletiva é extremamente importante para gerar
dados corretos para que, futuramente, os microrganismos estudados possam ser
empregados em pesquisas académicas e, até mesmo has inddstrias farmacéuticas, como

promotores de reagdes especificas, eficientes e mais baratas.

A selecdo de técnicas analiticas deve ser adequada para cumprir os
objetivos especificados e garantir a qualidade dos dados gerados. As principais técnicas
cromatogrdficas de separagdo quiral podem ser sumariamente classificadas em 3
categorias: cromatografia gasosa (6C), cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e
cromatografia por fluido supercritico (SPC). Téchicas de eletromigragdo como a
eletroforese capilar (CE) e eletrocromatografia capilar (CEC) também sdo largamente
empregadas em andlises estereosseletivas. No primeiro caso, o seletor quiral é
adicionado ao tampdo empregado ha andlise e no segundo, empregam-se fases

estaciondrias quirais.

1.1 RESOLUCAO DE ESTEREOISOMEROS POR HPLC USANDO FASES

ESTACIONARIAS QUIRAIS

A resolugdo de enantiomeros por métodos cromatogrdficos pode ser
realizada através de métodos diretos (fases méveis quirais ou fases estaciondrias
quirais) e indiretos (derivatizagdo quiral). Os métodos diretos que fazem uso de fases
estaciondrias quirais sdo preferidos devido ao grande nimero de colunas quirais

disponiveis comercialmente, d facilidade de desenvolvimento do método, ao menor custo
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e maior praticidade e, também, a aplicabilidade em separagées em escala analitica e
preparativa.! No entanto, este método exige uma colecdo de colunas caras para separar
os enantiomeros de analitos com caracteristicas distintas. A utilizacdo de aditivos
quirais na fase mével ndo € largamente utilizada devido a necessidade de aditivos quirais
caros, dificuldades de detecgdo e obtengdo de picos com baixa resolugdo. As fases
estaciondrias quirais (CSPs) que sdo freglientemente utilizadas na resolugdo de
enantiomeros sdo baseadas em derivados de polissacarideos, proteinas e antibiéticos

macrociclicos, principalmente.

Dentre as trés CSPs anteriormente citadas, as mais difundidas sdo as
constituidas de derivados de polissacarideos, principalmente amilose e celulose. Estes
polissacarideos helicoidais sdo encontrados em abunddncia na natureza na forma /n
natura. Nesta forma, estes polissacarideos possuem limitada capacidade de resolugdo
quiral, mas podem ser convertidos em vdrios derivados como fenilcarbamatos e
triésteres, criando novos sitios de reconhecimento quiral. A derivagdo dos grupos
hidroxila da celulose e amilose mantém a estrutura helicoidal e forma uma estrutura
tercidria criando cavidades que podem reter moléculas estereosseletivamente.®® O
mecanismo de interagdo depende dos substituintes presentes nas moléculas desses
polissacarideos. Os principais tipos de interagdes que podem ocorrer entre o soluto e a
fase estaciondria sdo interagées polares como ligagdes de hidrogénio, interagdes n-n e

interacdo dipolo-dipolo.”

As CSPs baseadas em polissacarideos sdo muito usadas para separagdes
quirais em escala analitica e preparativa por apresentarem durabilidade, eficiéncia,
estabilidade, versatilidade e alto poder de resolugdo.’ Estas CSPs podem ser
empregadas nos modos de eluigdo normal (fases moveis constituidas por mistura de
hexano e isopropanol ou etanol, além de pequenas quantidades de aditivos como dcido
trifluoroacético e dietilamina), reverso (fases moveis constituidas por solugdes aquosas
tamponadas ou ndo, acrescidas de um solvente orgdnico) e polar-orgdnico (fases méveis

constituidas por solventes orgdnicos polares puros ou misturas), o que pode proporcionar
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a separagdo de grande variedade de compostos quirais, tanto em escala analitica como

preparativa.””’

As proteinas (aminodcidos) e glicoproteinas (aminodcidos e agucares),
ambos quirais, possuem a habilidade de discriminar moléculas quirais, contudo, um
ndmero limitado de proteinas vem sendo usado no desenvolvimento de CSPs. As
vantagens dessas colunas incluem a possibilidade de uso de fase moével aquosa,
enantiosseletividade para grande nldmero de compostos e andlise direta sem a
necessidade de derivagdo quiral. Entre as desvantagens, destacam-se a falta de
robustez, o limitado entendimento dos mecanismos de reconhecimento quiral e a baixa
capacidade das colunas, que geralmente ndo sdo usadas em separagoes em escala

preparativa.®

As CSPs baseadas em antibidticos macrociclicos sdo produzidas pela
imobilizagdo de glicopeptideos macrocilicos através de cinco ligagdes covalentes a
superficie da silica. Desde sua introdugdo, por Daniel Armstrong, como fase estaciondria
quiral para HPLC em 1994, estas colunas tém sido usadas para a separagdo de uma larga
variedade de moléculas quirais. Os antibidticos macrociclicos podem ser dcidos, bdsicos
ou neutros e podem ter pouca ou nenhuma absorbdncia no UV-Vis. Os antibiéticos
macrociclicos vancomincina, teicoplamina, ristocetina A, avoparcina, rifamicina B e
tiostreptona vém sendo bastante utilizados em separagbes quirais por HPLC. Estas
colunas exibem boa estabilidade mecadnica, apresentam bom custo/beneficio, podem ser
usadas para fins preparativos e, principalmente, nos trés modos de elui¢do: reverso,

polar-orgdnco e normal sem maiores problemas para as colunas.’

A estrutura destas fases indica que todas as interagdes tipicas estdo
presentes: ligacées do tipo =n-n, ligagdes de hidrogénio, dipolo-dipolo, inclusdes,
interagdes estéreas, ligagdes anidnicas ou catidnicas. Entretanto, dependendo da escolha
das condigdes da fase movel, alguns tipos de interagdes sdo favorecidos. Por exemplo, as
condigdes de fase reversa favorecem inclusdes e ligagdes de hidrogénio e, dependendo
do pH, podem ocorrer ligag6es anidhicas ou cationicas. Ja as ligagdes dipolo-dipolo e do

tipo n-n sdo favorecidas em condi¢des de fase normal. O modo polar orgdnico tem
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potencial para promover todas as interagdes acima citadas, especialmente, as interagdes

iGnicas e, portanto, este modo possui um amplo espectro de aplicagdes.” "

1.2 RESOLUCAO DE ESTEREOISOMEROS POR ELETROFORESE CAPILAR

A elefroforese cldssica baseia-se na migragdo de espécies carregadas
através de um meio liquido, sob influéncia de um campo elétrico. A eletroforese capilar
(CE) utiliza tubos capilares de silica (SiO;) fundida revestidos de poliimida. Estes tubos
podem possuir didmetro interno de 15 a 100 um e comprimento de 30 a 100 cm. A
separagdo dos analitos nestes tubos ocorre devido ao potencial elétrico (cerca de 30 kV)

aplicado em uma solugdo com eletrélito condutor.'

A CE é uma técnica versdtil, usada para a separagdo de uma grande
variedade de analitos, por exemplo, hidrocarbonetos aromdticos, vitaminas hidro e
lipossoldveis, peptideos, aminodcidos, proteinas, ions inorgdnicos, catecolaminas,
fdrmacos, substdancias quirais, polinucleotideos como o DNA e muitas outras.”® Também
pode ser empregada em estudos visando a determinagdo de pardmetros fisico-quimicos,

como por exemplo, valores de pKa, viscosidade, constante de dissociacdo entre outros.'

A CE pode ser executada em diferentes mecanismos de separagdo, sendo
que os mais utilizados sdo a cromatografia eletrocinética micelar (MECK ou MECC,
Micellar Electrokinetic Capillary Chromatography), a eletroforese capilar de zona (CZE,
Capillary Zone Electrophoresis) ou eletroforese capilar em solugdo livre (FSCE, Free
Solution Capillary Electrophoresis), eletroforese capilar em gel (CGE, Capillary Gel
Electrophoresis), eletroforese capilar por focalizagdo isoelétrica (CIEF, Capillary
Isoeletric Focusing), isotacoforese capilar (CITP, Capillary Isotachophoresis) e
eletrocromatografia capilar (CEC, Capillary electrochromatography).” Trés modos sdo
mais usados para a resolugdo de enantiomeros: CZE, MECK e CEC. Apenas o modo CZE

serd discutido em maiores detalhes.
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1.2.1 INSTRUMENTACAO

Os principais componentes de um equipamento para CE sdo mostrados na

Figura 2.1

Aquizicdo de D adoz

Capilar
detectar

Frazco de
E4] amnostra

Solugdo Tampdo Solugdo Tampdo

Forte de alta voltagem =2 ==

Figura 2.1. Esquema de um equipamento para eletroforese capilar (CE).

O tubo capilar, normalmente de silica fundida, é preenchido com uma
solugdo de eletrdlitos (geralmente uma solugdo tampdo aquosa). Em seguida, a amostra
(cerca de 1 a 20 nL) é introduzida na extremidade do capilar oposta ao detector
(usualmente o dnodo), pela substituigdo de um dos frascos da solugdo tampdo por um
outro que contém a amostra. Por dltimo, as duas extremidades do capilar e os eletrodos
sdo mergulhados em frascos contendo solugdes tampdo adequadas para completar o
contato elétrico. Os eletrodos sdo feitos de um material inerte, geralmente a platina. A
aplicagdo de tensdo através do capilar causa mobilidades eletroforética e eletrosmética,
promovendo o movimento dos analitos da amostra pelo capilar e passagem através do
sistema de detecgdo. O sinal do detector, geralmente por absorbancia no UV-Vis, em

fungdo do tempo é chamada eletroferograma.’**®

A CE possui vantagens como a possibilidade de injegdo e detecgdo em
fluxo, elevada eficiéncia e conseqiiente poder de resolugdo, curto tempo de andlise,

baixo custo, além de utilizar pequenos volumes de amostra nas injegdes, na ordem de
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nL."® Por outro lado, os limites de detecgdo obtidos em CE com detecgdo por absorgdo no
UV-Vis sdo superiores aos obtidos em HPLC pela resposta ser diretamente proporcional
ao caminho dptico (Figura 2.2), definido pelo didmetro interno do capilar, e devido a
utilizagdo de pequenos volumes de amostra na injegdo (+ mil vezes menor do que o usado

em HPLC)."®

Revestimento de Poliimida:
15 pm de espessura

Silica fundida:

Cassete

: Didmetro interno:
do capilar

Figura 2.2. Foto de um cassete e de um capilar; em destaque a janela de detecgdo quando se retira a
camada de poliimida.

1.2.2. PRINCIPIO DE SEPARACAO EM CZE

A separagdo de analitos em CE é obtida pela diferenga na mobilidade do
soluto, que é dependente da sua carga, do seu tamanho e da viscosidade do meio.” A
velocidade de um soluto, sob a influéncia de um campo elétrico, é determinada pela

Equagdo 2.1:

2.1) V=puXE

Onde: v . velocidade do fon (cm s '), £ = campo elétrico aplicado (volts cm ) e ug = mobilidade
eletroforética.
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A mobilidade eletroforética (uz) de um soluto, que varia com sua carga e

tamanho, é descrita pela Equagdo 2.2%%:

__A1q
6rnr

(2.2) Hep

Onde: ¢ = carga do ion; = raio do ion 7 = viscosidade da solugdo.

Pode-se calcular a mobilidade aparente (47 de um soluto quando se tem
os pardmetros conhecidos ou medidos experimentalmente (dados do eletroferograma)

conforme a Equagdo 2.3:

L, XL

2.3 =
2.3) Hae t xE

Onde: L. comprimento total do capilar (cm); Lgs = comprimento efetivo do capilar (cm); 7, = tempo de
migragdo e £= campo elétrico aplicado (volts cm ™).

A eletroforese capilar apresenta dois tipos de fluxos, o fluxo
eletroforético e o eletrosmético. No fluxo eletroforético os cdtions migram em diregdo
ao eletrodo negativo e os danions em diregdo ao eletrodo positivo. Jda o fluxo
eletrosmético (EOF, electroosmotic flow) existe devido a presenga de grupos silanéis
dcidos na parede interna do capilar quando em contato com uma solugdo tampdo. Este
fluxo se origina no anodo e segue em diregdo ao catodo movimentando os ions do soluto

em dire¢do ao detector.!*!”

Em solugdo tampdo de pH alto (acima de 7,00), os grupos silandis (SiOH)
da parede do capilar de silica se ionizam (SiO™ + H"). Esta dissociagdo deixa a superficie
carregada negativamente. Nestas condigdes, uma camada de contra-ions (cdtions) é
formada préxima a superficie do capilar (camada fixa) a fim de manter a
eletroneutralidade. Isto forma a dupla camada e cria uma diferenga de potencial muito

préxima a superficie, sendo o fendmeno conhecido como potencial zeta. Estes contra-
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ions ndo sdo suficientes para neutralizar a carga negativa, entdo, uma nova camada de

ions também é atraida (camada mével).

Quando uma diferenga de potencial é aplicada neste sistema, forgas
elétricas atuam na camada mével provocando um movimento dos ions em diregdo ao
eletrodo de carga oposta. Estes ions solvatados com moléculas de dgua se movem e
originam um fluxo de solugdo ao longo do capilar chamado de fluxo eletrosmético (Figura

2 . 3).14,17

O EOF depende do pH da solugdo tampdo, sendo que em pH baixo (3,00 a
4,00) a ionizagdo dos grupos silandis é pequena e o EOF ndo € significante, enquanto que
acima de pH 9,00 os silanéis ficam completamente ionizados aumentando o potencial
zeta e, conseqiientemente, a velocidade do EOF. Em pHs inferiores a 2,00, praticamente

ndo hd EOF, pois os grupos silandis estdo protonados.”

T v v sy v v v PEE
parede do capilar sli S|i S|i s|i S|i E
© © © © ©
o (o o o (o]
_____ ®__.® @ _©®©_ & ]
camada movel @}. ,@}. .{®}. .{®}. .{®}..{®}. .
aew @ % Q "’-z('?):u:@z- 2. 5@
@*@ Fluxo Eletrosmético(EOF) O camada mével
b —— o ()
L@l @ L gl
Tel@le W DI @ie L@l @

L@ e
- @ o @0 @ o @ o OO camada 7iIxa

anodo @ | @ | @ ’ @ | @ |
Si Si Si Si Si
J® Mélécula da dgua - solvatagio dos ions
@ Cations
@ Anions

Figura 2.3. Esquema do fluxo eletrosmético (EOF) em um capilar de silica fundida em solug8es neutras ou
alcalinas.

Devido ao EOF, as moléculas possuem uma velocidade uniforme através do

capilar, ou seja, a solugdo se movimenta mais lentamente nas proximidades da parede do
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capilar apresentando um perfil plano em relagdo ao perfil parabélico encontrado em
HPLC devido ao uso de bombas. Este perfil plano encontrado no EOF resulta em menor
resisténcia a transferéncia de massa deixando todas as moléculas com a mesma
velocidade, o que causa uma menor dispersdo da amostra e, portanto, uma maior

eficiéncia (Figura 2.4).7%°

Muitas estratégias sdo usadas para se exercer um controle adequado do
EOF, como por exemplo, controle das propriedades fisico-quimicas da solugdo de
eletrélitos(pH, concentragdo e forga idnica da solugdo tampdo), adigdo de um eletrdlito
inerte ou aditivo orgdnico, controle da temperatura, revestimento da parede interna co

capilar, etc.”®

2
l.l
/

nt

Figura 2.4. (A) Esquema de um perfil parabélico apresentado no HPLC devido ao uso de bombas
ocasionando o alargamento dos picos (fluxo pressurizado); (B) Esquema de um perfil plano na eletroforese
capilar ocasionando uma maior eficiéncia (fluxo eletrosmético).

A magnitude do EOF pode ser expressa em termos de velocidade (Vzor)

(Equagdo 2.4) ou mobilidade (ueor) (Equagdo 2.5):

EOF

(2.4) Ve = ﬁ(cm s
4drn

Onde: ¢ = constante dielétrica do meio; ¢= potencial zeta; £ = campo elétrico; 7 = viscosidade da solugdo.
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(2.5) fieor =25 (cm? / V)
4drn

Onde: ¢ = constante dielétrica do meio; ¢ = potencial zeta; 7 = viscosidade da solugdo.

Na prdtica, a velocidade do EOF é medida usando o tempo de migragdo (tr)
de um marcador neutro (por exemplo, dimetilsulfoxido, acetona e metanol) que ird mover
com velocidade igual ao EOF. O marcador neutro pode ser adicionado a amostra ou

injetado diretamente em um capilar de comprimento efetivo conhecido (Equagdo 2.6).”

(2.6) Veor =

onde: Vgor = velocidade do fluxo eletrosmético; Lge = comprimento efetivo do capilar; t, = tempo de
migragdo do marcador neutro.

Em fungdo da mobilidade eletroforética e fluxo eletrosmdtico, a CE pode
ser usada para a separagdo simultdnea de solutos neutros e com cargas positivas e
negativas. Tons carregados positivamente se movem em diregdo ao catodo devido a sua
mobilidade eletroforética e também devido ao fluxo eletrosmético. Anions t&m
mobilidade eletrosmética em diregdo ao anodo, mas o EOF os arrasta em diregdo ao
catodo. As moléculas neutras possuem mobilidade eletroforética igual a zero, mas

também sdo carregadas em diregdo ao detector pelo EOF (Figura 2.5)."
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Anodo ;
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@ Anions pequenos duplamente carregados 9 Citions pequenos duplamente carregados

6 Anions pequenos o Cations pequenos

@ Anions grandes duplamente carregados 9 Citions grandes duplamente carregados
@ Anions grandes o Citions grandes

N Molécula neutra grande & Molécula neutra pequena

EOF = Fluxo eletrosmdtico

Figura 2.5. Comportamento de moléculas com diferentes cargas e tamanhos em uma separagdo por
eletroforese capilar.

1.2.3 SEPARACAO DE ENANTIOMEROS POR CE

A enantioseparagdo na eletroforese capilar ndo é baseada nas diferentes
densidades de carga do analito, pois os enantiomeros de um composto quiral possuem a
mesma densidade de carga. Desta forma, os enantiémeros ndo podem ser diferenciados
pela mobilidade eletroforética ou pelo EOF, sendo necessdria a adigdo de um seletor
quiral a solugdo de eletrdlitos.?? Os seletores quirais mais utilizados em CE sdo as
ciclodextrinas (CDs), éteres coroa, polissacarideos, proteinas, sais biliares e

antibidticos.?®

As CDs e seus derivados sdo excepcionalmente seletivos para os
compostos quirais. Estima-se que quase 85% das separagdes enantioméricas em CE sdo
obtidas pelo uso de CDs e seus derivados.?*?® As CDs sdo moléculas ciclicas de
oligossacarideos de origem natural, com estrutura similar a de um cone truncado (Figura
2.6 e Tabela 2.1) e com uma cavidade hidrofébica capaz de formar complexos de
inclusdo com os analitos. A superficie externa da ciclodextrina (CD) € hidrofilica devido
a presenca de grupos hidroxilas. As CDs mais comuns possuem seis (a-CD), sete (B-CD) e

oito (y-CD) subunidades de glicose que formam anéis (Figura 2.7).%
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Figura 2.6. Representagdo da molécula da ciclodextrina em forma de cone truncado.

Tabela 2.1. Didmetros internos ° (di, d; e d3) e altura (h) para o, B e y-ciclodextrina.

Ciclodextrinas d; d ds h
o 5,6 4.2 8,8 7.8
B 6,8 5,6 10,8 7.8
Y 8,0 6,8 12,0 7.8

% valores em A.

Figura 2.7. Representagdo das estruturas da o, B, e y-ciclodextrina.

As moléculas anulares possuem os grupos hidroxila primdrios situados na
parte mais estreita do tronco do cone, ao passo que as hidroxilas secunddrias
encontram-se situadas na parte mais larga deste tronco. Assim, as hidroxilas situam-se
nas extremidades do cone, tornando as CDs sollveis em dgua. Devido ao alinhamento dos

hidrogénios C(3)-H e C(5)-H e pela ligagdo éter O(4), o interior da cavidade apresenta
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cardter hidrofobico. Em solugdo aquosa, portanto, estas cavidades proporcionam uma
matriz hidrofébica em um ambiente hidrofilico. Assim, CDs em solugdo aquosa podem
formar complexos de inclusdo com uma ampla variedade de moléculas, limitados
exclusivamente por restrigdes estereoquimicas. Para que ocorra complexagdo, a molécula
deve entrar parcial ou totalmente na cavidade da CD; interagdes secunddrias especificas
(interagdes hidrofébicas, ligagdes de hidrogénio, dipolo-dipolo e de transferéncia de
carga) da parte da molécula que ficou para fora da cavidade com os grupos hidroxilas ou
outros grupos da borda da CD ou derivado fambém contribuem para a estabilizagdo do

complexo formado.

Estas interagdes especificas podem ser estereosseletivas e serem
responsdveis pela separagdo de moléculas quirais. A estabilidade dos complexos de
inclusdo ¢ influenciada pela estrutura quimica e hidrofobicidade da molécula do analito,

pela composigdo da solugdo de eletrélitos, pH, solvente orgdnico e temperatura.?’%°

Os analitos de cardter bdsico ou dcido sofrem influéncia do pH da solugdo
tampdo e este pardmetro é importante para se obter uma melhor eficiéncia na resolugdo,
uma vez que o grau de ionizagdo dos analitos afeta a capacidade de complexagdo com o
seletor quiral. Além disso, quando se aumenta a concentragdo de CD aumenta-se a
probabilidade de interagdes, mas existe uma concentragdo 6tima para a resolugdo quiral

e se esta for ultrapassada pode ocorrer perda de resolugdo.?*4”°

Solventes orgdnicos podem competir com os analitos pela formagdo de
complexos de inclusdo, diminuindo a afinidade dos enantiomeros pela CD.! Entretanto,
vdrios sistemas de solugdes tampdo e modificadores organicos (por exemplo, metanol e
acetonitrila) t&m sido usados para melhorar a separagdo através da modificagdo do
equilibrio secunddrio, pela alteragdo do EOF e para facilitar a dissolugdo de compostos

hidrofébicos.

Segundo Rogan & Altria (1996),°° a temperatura interfere nas separagdes

com CDs, pois afeta a cinética de transferéncia de massa do complexo analito-CD.

O poder de discriminagdo quiral da CD pode ser modificado por derivagdo

quimica com a introdugdo de radicais sem carga, como, por exemplo, metil, hidroxietil,
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hidroxipropil e acetil. Estes radicais podem aumentar o famanho da cavidade, facilitando
a complexagdo, e melhorando a solubilidade da CD. Alguns radicais com carga também
sdo usados, tais como: carboxila, fosfato, alquilsulfato, metilamino e outros. Da mesma
forma, estes grupos alteram as dimensdes da cavidade e, além disso, podem promover

interagdes couldmbicas com os analitos a serem separados.?*?’

A B-CD, uma das mais utilizadas para derivagdo, possui 21 grupos
hidroxilas que podem ser modificados pela substituicdo do dtomo de hidrogénio ou do
grupo hidroxila. O grau de substituigdo e a concentragdo das CDs podem determinar a
separagdo quiral.**** Os derivados da B-CD mais utilizados em separagdes quirais em CE
e que estdo disponiveis comercialmente sdo: 2-hidroxipropil-B-CD (HP-B-CD), (2,3,6-tri-
orto-metil)-B-CD (TM-B-CD), (2,6-di-orto-metil)-B-CD (DM-B-CD), carboximetil B-CD
(CM-B-CD), sulfobutiléter-p-CD (SBE-B-CD) e B-CD sulfatada (S-B-CD).>*

2 FUNGOS ENDOFITICOS EM PROCESSOS DE BIOTRANSFORMACAO
Até o momento, existem poucos trabalhos publicados na literatura
relatando a utilizagdo de fungos endofiticos em processos de biotransformagdo. Werner
et al. (1997)*° reportaram que a aphelandrina (1), uma poliamina macrociclica encontrada
em raizes de diferentes espécies do género Aphelandra (Acanthaceae), é metabolizada
por vdrios fungos endofiticos isolados das raizes de A. Tefragona. A habilidade dos
fungos para crescerem na presenga de aphelandrina indica que a degradagdo do alcaléide
poliamina ndo se limita a oxidagdo fendlica do esqueleto cumarinico, mas que a molécula

de poliamina também é metabolizada (Figura 2.8).

Benzoxazinonas, uma classe de fitoanticipinas que ocorre nas familias
Gramineae, Acanthaceae, Ranunculaceae e Scrophulariaceae, podem servir como
compostos de defesa contra bactérias, fungos e insetos. O fungo Fusarium moniliforme,
um fungo endofitico comumente associado ao milho (Zea maysL.),* mostrou-se capaz de
biotransformar 6-metoxi-benzoxazolinona (2) e 2-benzoxazolinona (3) em A-(2-hidroxi-
4-metoxifenil) dcido malondmico e A-(2-hidroxifenil) dcido malondmico, respectivamente

(Figura 2.8). A biotransformagdo de 3 e 2-hidroxi-1,4-benzoxazin-3-ona (4) (Figura
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2.8) por quatro fungos endofiticos isolados de Aphelandra Tetragona também foi
relatada por Zikmundovd et al. (2002).* Eles identificaram vdrios novos produtos de
acilagdo, acetilagdo, oxidagdo, redugdo, hidrélise e nitragdo. Por exemplo, Fusarium
sambucinum detoxificou 3 e 4 em A-(2-hidroxifenil) dcido malondmico. Plectosporium
tabacinum, Gliocladium cibotii e Chaetosphaeria sp. biotransformou 4 em 2-hidroxi-A-
(2-hidroxifenil)acetamida, N-(2-hidroxifenil)acetamida, N-(2-hidroxi-5-
nitrofenil)acetamida, A-(2-hidroxi-3-nitrofenil)acetamida, 2-amino-3A-phenoxazin-3-
ona, 2-acetilamino-3AH-phenoxazin-3-ona e 2-(A-hidroxi)acetilamino 3A-phenoxazin-3-

ona. O composto 3 ndo foi degradado por estes trés fungos.

Além disso, a biotransformagdo de 4 e os seus principais produtos de
degradagdo 2-hidroxi-A-(2-hidroxifenil)acetamida e A-(2-hidroxifenil)acetamida por
Chaetosphaeria sp., um fungo endofitico isolado de Aphelandra Tetragona, foi relatada
por Zikmundovd et al. (2002).*® Trés novos metabélitos foram identificados como 2-
amino-7-hidroxi-3H-phenoxazin-3-ona, 2-acetilamino-7-hidroxi-3A-phenoxazin-3-ona e
7-hidroxi-2-(2-hydroxyacetyl)-amino-3 A-phenoxazin-3-ona. Portanto, presume-se que
as enzimas responsdveis pelas reagdes de biotransformagdo de 3 e 4 foram Atacetil e
MN-malonil-transferases, bem como oxidases e redutases, por exemplo, monoxigenases do
citocromo P-450 (Figura 2.8). Enquanto as primeiras enzimas sdo conhecidas como
enzimas de desintoxicacdo de xenobidticos em sistemas vivos, estas Ultimas sdo

biocatalizadores muitas vezes muito especificos.

Glenn et al. (2003)*° reportaram a desintoxicagdo do composto
antimicrobiano 3, isolado do milho (Zea mays), pelo fungo endofitico Fusarium
verticillioides. Além disso, os autores sugeriram 2-aminofenol (5) como um metabdlito

intermedidrio e 2-acetamidofenol (6) como outro metabdlito derivado (Figura 2.8).
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Figura 2.8. Substratos e produtos de biotransformagdo de reagdes biocatalisadas por fungos endofiticos.
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Vdrias cepas de endofiticos isolados do quiabo, Abe/moschus esculentum
Moench (Okra), foram capazes de utilizar polissacarideos (7) adicionados ao meio de
cultura como fonte de carbono, para a produgdo de lepidimoide (8), uma substancia

alelopdtica (Figura 2.8).*

As transformagdes microbianas dos alcaldides antimaldricos quinina (9),
quinidina (10), cinchonidine (11) e cinchonine (12) foram realizadas por fungos
endofiticos isolados de Cinchona pubescens® O fungo endofitico Xylaria sp.

biotransformou o alcaléide Cinchona em seus derivados 1-A-oxido (Figura 2.8).

A lignana grandisina (13), um tetraidrofurano tripanossomicida, foi
biotransformado a um novo derivado (14) pelo fungo endofitico Phomapsis sp., isolado de
Viguiera arenaria. O produto 14 gerado manteve a atividade tripanossomicida,
representando, portanto, uma interessante simplificagdo molecular para a concepgdo de

novos andlogos com agdo tripanossomicida (Figura 2.8).%

Alguns exemplos de biotransformagdo estereosseletiva empregando
fungos endofiticos também estdo descritos na literatura. A biotransformagdo de
flavanos por fungos endofiticos isolados de Camellia sinensis (chda verde) foi relatada
por Agusta et al. (2005)* e Shibuya et al. (2005).** O fungo endofitico Diaporthe sp.
oxidou estereosseletivamente o carbono na posigdo 4 da (+)-catequina (15) e (-)-
epicatequina (16), formando os derivados 3,4-cis-dihidroxiflavanos. (-)-Epicatequina 3-
O-galato (17) e (-)-epigalocatequina-3-0-galato (18) também foram oxidadas pelo fungo

em derivados 3,4-dihidroxiflavanos (Figura 2.8).

A saponina 3-O-(p-D-xilopiranosil)-(1—3)-a-L-ramnopiranosil-(1—-2)-a-L-
arabinopiranosil-22-a-hidroxihederagenina (19), uma saponina 22a-hidroxilada, foi
obtida a partir da biotransformagdo da 3-O-(p-D-xilopiranosil)-(1—3)-a-L-
ramnopiranosil-(1—>2)-a-L-arabinopiranosil-hederagenina (20) pelo fungo do grupo
Xylariaceous isolado como um endofitico dos frutos de Sapindus saponaria.
Curiosamente, 19 também foi obtido a partir dos frutos de Sapindus saponaria (Figura

2.8)%
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Os estudos de biotransformagdo de fdrmacos também sdo importantes
porque eles podem gerar metabdlitos ativos ou novos intermedidrios que podem ser
utilizados pelas inddstrias farmacéuticas. Por exemplo, muitos derivados fenotiazinicos,
como a tioridazina (21) sofrem S-oxidagdo formando derivados sulféxidos. Ambos
dtomos de enxofre presentes na molécula da tioridazina podem sofrer esta reagdo de S-
oxidagdo.***” A S-oxidagdo do grupo tioetil forma o metabélito tioridazina-2-sulféxido
(22) e a S-oxidagdo ho anel tiazina forma a tioridazina-5-sulféxido (23). Posteriormente,
a tioridazina e tioridazina-2-sulfoxido podem sofrer uma oxidagdo a sulfona e formar a
tioridazina-2-sulfona (24).**” Os compostos 22 e 24 sdo metabdlitos
farmacologicamente ativos, enquanto 23 contribui para a cardiotoxicidade do
fdrmaco.”®* Particularmente, 22 foi introduzido em uso clinico como Serentil®
(Novartis Pharmaceuticals) e é cerca de duas vezes mais potente como agente
antipsicético do que 21 em humanos.”® Considerando que os metabdlitos também sdo
terapeuticamente ativos, mas com efeitos colaterais indesejdveis que podem ser
atribuidos a estereoisomeros especificos, o estudo de sua biotransformagdo por fungos
endofiticos pode ser UGtil na obtengdo dos metabélitos de 21 na forma

enantiomericamente pura, para depois serem usados em estudos clinicos e toxicoldgicos.

Nosso grupo de pesquisa estudou a biotransformagdo estereosseletiva do
composto 21 por fungos endofiticos isolados de plantas da familia Asteraceae.””? Em
geral, o atomo de enxofre da cadeia lateral (posigdo 2) ou do anel fenotiazinico (posigdo
5) foi oxidado, formando os principais metabdlitos encontrados em humanos 22 e 23
(Figura 2.8). A quantidade de metabdlitos formados variou entre os 12 fungos
endofiticos estudados, entretanto, a mono-2-sulfoxidacdo ocorreu em maior razdo e

freqiiéncia.”"?*
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Capitulo 9: Conclusdes Gerais

"A educagdo é um constante ato de desenvolvimento. Sé ela apriora a conduta de um
individuo."

Roberta Santana Juvencio (Prémio Frase Jovem Cientista)
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Nesse estudo, as técnicas de HPLC/UV, CE/DAD, UPLC/DAD e LC-MS/MS
foram empregadas para estudar a biotransformagdo de diferentes fdarmacos por fungos,
principalmente endofiticos. Essas técnicas de andlise foram eficientes para separar os
fdrmacos selecionados e seus metabdlitos e possibilitar a obtengdo de métodos
seletivos, precisos, exatos e com detectabilidade adequada para a andlise pretendida. A
CE mostrou ser particularmente interessante devido ao poder de separagdo e uso
reduzido de reagentes, o que possibilitou o desenvolvimento de um método de baixo
custo. A coluna monolitica usada com o equipamento UPLC também foi bastante
apropriada, possibilitando uma grande economia em solventes orgadnicos devido ao tempo
de andlise inferior a 2 minutos. Infelizmente, ainda ndo existem colunas monoliticas
quirais disponiveis comercialmente para utilizagdo em andlises enantiosseletivas. O
emprego de planejamento experimental mostrou ser bastante Util ha otimizagdo de
métodos que requerem o ajuste de muitas varidveis como, por exemplo, aqueles que
empregam a CE. As principais vantagens da cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS/MS) empregada no desenvolvimento do método de

andlise do IBP e seus metabdlitos sdo a seletividade e detectabilidade.

Reagdes de biotransformagdo enantiosseletivas empregando os fungos
endofiticos selecionados foram observadas para o PROP e IBP. No caso do PROP
observou-se a reagdo de hidroxilagdo aromdtica com formagdo preferencial do
enantiomero ativo (-)-(S)-4-OHPROP. A hidroxilacdo alifdtica do carbono 2 da molécula
do IBP, com formagdo do metabdlito 2-OH-IBP, também foi observada. De forma geral,

o enantiomero ativo (+)-(S)-2-OH-IBP foi observado em maior freqiiéncia e proporgdo.

Para o OMZ, a reagdo de sulfonagdo aconteceu de forma preferencial.
Outras reagdes empregando fungos, como a demetilagdo (FLX) e desetilagdo (OXY)
devem ser mais cuidadosamente avaliadas para se obter condigdes propicias em que os

microrganismos possam biotransformar o fdrmaco.

O estudo de biotransformagdo deve ser realizado com particular atengdo
para fdrmacos que possuam problemas de estabilidade, como no caso do OMZ, ou para

aqueles nos quais podem acontecer reagdes de racemizagdo ou inversdo quiral (IBP).
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Além disso, a obtengdo de metabdlitos que requerem mais de uma etapa de reagdo
(COOH-IBP) também deve ser mais cuidadosamente estudada, buscando-se condicdes

propicias para que este tipo de reagdo ocorra.

Finalmente, os fungos empregados foram bastante vidveis nos processos
de biotransformagdo dos fdrmacos estudados. Apesar da utilizagdo de apenas uma
condigdo de biotransformagdo durante todo o estudo, verificou-se que os fungos
realizaram reacdes de oxidacdo em diferentes fdrmacos. Até o momento, ndo havia
informagdes sobre o potencial desses fungos endofiticos em promover reagdes de
biotransformagdo. Portanto, os dados aqui apresentados contribuem com conhecimentos
adicionais para a obtengdo de metabdlitos de forma enantiosseletiva ou ndo e para a

realizacdo de reacdes estereosseletivas de moléculas de interesse.
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