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RESUMO

VERSATILIDADE ENZIMATICA:
TRIAGEM, PROMISCUIDADE E INIBICAO DE ENZIMAS

A versatilidade enzimética foi abordada nesta dissertacdo desde a triagem de micro-
organismos para a selecdo de biocatalisadores adequados, e estudos de interagdes
intermoleculares presentes em sistemas complexos de promiscuidade enzimatica, até
avaliacao da inibicdo de enzimas relacionadas a ocorréncia de diversas enfermidades.
As triagens enzimdticas de micro-organismos isolados de dgua de drenagem de mina
de prospec¢do de cobre permitiram a identificacao de hidrolases e monoxigenases,
sendo que as cepas de bactérias que apresentaram as melhores atividades oxidativas
mostraram-se promissoras para oxidacdo de diversas classes de sulfetos, em ensaios
de biocatdlise convencional. A atuacdo promiscua de lipases foi avaliada frente a
oxidagdo de cetonas ciclicas em meio organico, € as interagdes intermoleculares deste
sistema foram estudadas por RMN, onde foi observado caracteristicas de um sistema
organizado em micelas reversas. A partir destas evidéncias, foi proposto que a
condi¢do necessdria para a reagdo enzimdtica € o confinamento da enzima num
ambiente aquoso restrito limitado por uma barreira molecular de acido graxo.
Finalmente a inibicdo da atividade enzimatica de proteina tirosina fosfatases foi
avaliada com implementacdo de uma metodologia fluorimétrica rdpida e eficiente.
Logo, este trabalho apresentou uma visdo ampla no campo da enzimologia com o
emprego de biocatalisadores, sejam eles enzimas isoladas ou células integras, em

estudos relacionados a aspectos quimicos, bioquimicos e terapéuticos das enzimas.

Palavras-chave: triagem de alto desempenho; promiscuidade enzimatica; RMN; inibicdo de

fosfatases.
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ABSTRACT

ENZYMATIC VERSATILITY:
SCREENING, PROMISCUITY AND INHIBITION OF ENZYMES

In this thesis the enzymatic versatility was evaluated in microorganisms selecting
specific biocatalysts, in studies of intermolecular interactions of complex systems
focusing enzyme promiscuity, and last in enzyme inhibition related to the occurrence
of various diseases. The enzymatic screening of microorganisms isolated from copper
mine water drainage led to the identification of hydrolases and monooxygenases, and
bacterial strains with relevant oxidative activities were further investigated in larger
scale oxidation of several sulfides. The promiscuous activity of lipases was evaluated
in organic medium catalyzing the oxidation of cyclic ketones. The supramolecular
interactions involved in these reactions were studied by NMR, revealing the presence
of reverse micelles in a highly organized system. Therefore confinement of the
enzyme in a restricted aqueous environment limited by a narrow molecular barrier of
fatty acids in an organic medium is the necessary condition for this enzymatic
reaction to occur. Finally, inhibition of enzymatic activity of protein tyrosine
phosphatases was assessed with the implementation of a quick and efficient
fluorimetric method. The data presented herewith provide a broad vision of enzyme
application, as isolated enzymes or whole cells, in studies addressing chemical,

biochemical and therapeutic issues.

Key-words: High-Throughput Screening; enzymatic promiscuity; NMR; phosphatase inhibition.
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INTRODUCAO

INTRODUCAO GERAL

Enzimas sdo biopolimeros responsdveis pela catdlise de reagdes quimicas,
podendo ser mais eficientes que muitos catalisadores sintéticos ou inorganicos. Além
de acelerarem a velocidade de reacOes, elas apresentam elevado grau de
especificidade e atuam sob condi¢des reacionais brandas.'

Estas macromoléculas sdo essenciais a uma grande parte dos processos
bioldgicos, pois catalisando centenas de reagdes degradam nutrientes, conservam e
transformam a energia quimica, e participam da constru¢io de moléculas.! A
deficiéncia ou total auséncia de uma ou mais enzimas pode ser causa de muitas
doencas, principalmente as de origem genética (Tabela 1). A superexpressdao de uma
determinada enzima também pode acarretar uma série de enfermidades, como € o
caso de diversos tipos de canceres. Assim, muitos farmacos atuam interagindo

. . e ey . . 2
diretamente com as enzimas, inibindo ou ativando-as.

Tabela 1. Exemplos de enzimas relacionadas a diversas doencas e seus respectivos
inibidores (firmacos).’

Doenca / Condicao Enzima Alvo Inibidor / Farmaco
Herpes DNA polimerase viral Aciclovir

Inflamacao, dor, febre Ciclo-oxigenase Aspirina

Ulcera H', K" - ATPase Omeprazol

Transplante de 6rgao Ciclofilina / Calcineurina Ciclosporina

Disfuncao erétil Fosfodiesterase Viagra, Levitra

AIDS HIV protease Amprenavir, Ritonavir, etc.
Glaucoma Anidrase carbonica Acetazolamida
Hipertensao Angiotensina Captopril

Doenga de Parkinson Dopa descarboxilase Cardidopa

' Nelson, D.L.; Cox, M.M. Lehninger: Principles of Biochemistry, 5% ed. W.H. Freeman and Company, 2008.
2 Robertson, J.G.; Curr. Opin. Struct. Biol., 2007, 17, 674-679.
s Navia, M.A.; Murcko, M.A. Curr. Opin. Struct. Biol., 1992, 2, 202—210.
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No entanto, a importancia das enzimas vai além da bioquimica e da medicina,
sendo empregadas em varios processos industriais. Estas macromoléculas sao
catalisadores notdveis, capazes de aceitar uma grande variedade de moléculas
complexas como substratos, e catalisar reacdes quirais com requinte inigualdvel,
apresentando elevada enantio e regiosseletividade. Portanto, os biocatalisadores
podem ser utilizados em transformagdes simples e complexas, sem a necessidade de
realizar as fastidiosas etapas de protecdo e desprotecdo de moléculas, que sado
comumente necessdrias em sintese orginica enantio e regiosseletiva.* Além disso, a
utilizagdo de catalisadores bioldgicos estd inserida no conceito de biotecnologia
branca e quimica verde, sendo uma alternativa amigdvel as catdlises convencionais,
pois atuam em ambientes brandos e sdo biodegradéveis.’

Esses atributos tém resultado em milhares de aplicacdes, especialmente nas
industrias alimenticia e farmacéutica, onde a elevada estereosseletividade da reacao é
fundamental. Exemplos incluem a producao de xarope de milho rico em frutose, pela
acdo da xilose isomerase, que catalisa isomerizacdo da D-glicose para D-frutose; e a
preparacio da penicilina semi-sintética catalisada pela penicilina amidase.*

Uma pesquisa realizada pela BCC Research revela que o mercado global
industrial de enzimas foi estimado em US $ 3,3 bilhdes em 2010, sendo que o0 mesmo
deve chegar a 4,4 bilhdes dolares em 2015, uma taxa de crescimento anual de 6%. O
mercado de enzimas técnicas foi avaliado em mais de US $ 1 bilhdo, sendo que as
maiores vendas destas enzimas ocorreram no mercado de couro e bioetanol. O
segmento de enzimas para a produgao de alimentos e bebidas foi avaliado em US $
975 milhdes, sendo os maiores investimentos realizados no setor de laticinios. °

(Figura 1)

* Schimid, A.et al. Nature, 2001, 409, 258-267.

® Alcade, M. et.al, Trend in Biotechnol. 20086, 24(6), 281-287.

6 Enzymes in Industrial Applications: Global Markets. http://www.bccresearch.com/report/BIO030F.html.
2
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Figura 1. Mercado Global Industrial de Enzimas (2008-2015).
Fonte: BCC Research.’

Entretanto a aplicacao industrial da biocatdlise € ainda limitada, devido a baixa
disponibilidade de enzimas comerciais em grande quantidade, baixa estabilidade e
atividade enzimdtica em solventes nao aquosos, além das limitacdes no transporte de
massa de sistemas de células integras.’

Para superar as dificuldades intrinsecas aos processos biocataliticos, a selecao de
enzimas adequadas € uma etapa determinante. Para isto, a triagem na natureza de
micro-organismos ou outros seres vivos que apresentem a atividade enzimdtica
requerida é ainda a alternativa mais vidvel.®

Neste enfoque, um processo biocatalitico pode ser realizado na presenca de
enzimas isoladas ou células integras. A vantagem da utilizacdo de enzimas puras ou
parcialmente purificadas estd na sua elevada especificidade, maior produtividade e
facilidade de isolamento dos produtos, embora o custo, disponibilidade e estabilidade
das mesmas possam inviabilizar sua aplicacdo. No caso da utilizacdo de células
integras, o baixo custo e a regeneracdo autonoma de co-fatores sdo as principais
vantagens, porém reacoes paralelas advindas do metabolismo celular, reversibilidade,
e baixa tolerdncia a substratos e solventes orginicos podem ndo favorecer a

aplicabilidade deste processo.’

" Oliveira, L.G.; Mantovani, S.M. Quim. Nova, 2009, 32(3), 742-756.
8 Barreiro, E.J.; Bolzani, V.S. Quim. Nova, 2009, 32(3), 679-688.
9 Bommarius, A.S.; Riebel, B.R. Biocatalysis: Fundamentals and Applications. Wiley-VCH, 2004.
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A

Tabela 2 apresenta alguns exemplos de processos biocataliticos aplicados por

industrias quimicas.

Tabela 2. Exemplos de produtos obtidos por processos industriais biocataliticos.'”
Produto Aplicacdo Enzima Micro-organismo Empresa
Aspartame Sintese de Termosilina Bacillus . DSM
betalactamas thermoproteolyticus
. . Sintese de . Bacillus
(S)-fenilalanina betalactamas Hidrolase lichiniformis Coca-Cola
Diatizen Hlpertgnsao e Redutase Nocafdla Brlstol—Myers
angina salmonicolor Squibb
Diabetes tipo
Agonista beta-3 ITe Desidrogenase  Candida sorbophila Merck
hipertensao
o Inibidor da Lactato Leuconostoc .
Rupinavir protease do . . Pfizer
o desidrogenase mesenteroides
rinovirus
Intermediario  ; . .
e Acido nicotinico Achnobacter
6-hidréxinicotinato para . . X Lonza AG
. .. hidroxilase xylosoxidans
inseticidas
Intermediério Leucina
Terc-leucina de agentes . Bacillus sphaericus ~ Degussa AG
. desidrogenase
anti-tumor
BMS-180542  Anticolesterol Alcool Acinobacter Bristol-Myers
desidrogenase calcoaceticus Squibb
Enalapril ‘ Anti- . Lactato Sttapl%yloco‘ccus Ciba
hipertensivo desidrogenase epidermis

Logo, os biocatalisadores tornaram-se alvos de intensa investigacdo nas mais
diversas dareas cientificas, sendo o estudo de suas propriedades e aplicacdes de

extrema importancia para o desenvolvimento de novas biotecnologias.

10 Bon, E.P.S.; Ferrara, M.A.; Corvo, M.L. Enzimas em Biotecnologia: Produgdo, Aplicacdo e Mercado. Editora
Interciéncia, 2008.
4
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OBJETIVOS

Neste trabalho, foi proposto enfocar tr€s diferentes aspectos enzimaticos:

triagem, promiscuidade e inibicao.

Capitulo I:

A triagem enzimdtica em busca de novos biocatalisadores € de extrema
importancia, pois estes encontram aplicacdes nos mais diversos processos industriais.
Visto isto, o primeiro objetivo desta dissertacdo foi avaliar diversos micro-organismos
isolados de mina de prospeccdo de cobre para a triagem de hidrolases e
monoxigenases utilizando técnicas de triagem de alto desempenho, e sulfoxidases por

biocatalise convencional.

Capitulo II:

A promiscuidade enzimatica € o termo empregado para a acdo enzimdtica em
reacOes distintas das catalisadas “in natura”. Assim, O segundo objetivo desta
dissertacdo foi avaliar ao nivel molecular as reagdes de oxidacdo de Baeyer-Villiger

de cetonas cilcicas, em solventes organicos, promovidas por lipases.

Capitulo 111:

A 1inibicdo de proteina fosfatases estd intimamente ligada ao tratamento de
diversos tipos de doencas. Assim, estudar e validar uma metodologia para a deteccao
e inibi¢do de proteina fosfatases utilizando sondas fluorescentes, mais sensiveis que as
sondas colorimétricas padrdes, € importante para a descoberta de novos farmacos e

constitui o terceiro objetivo da dissertagao.






CAPITULO1

“Triagem Enzimatica de Micro-organismos
Isolados de Agua de Drenagem de Mina de

Prospeccao de Cobre”







CAPITULO I: Consideragées Gerais

1. Consideracoes Gerais

A sociedade humana vem sendo continuamente confrontada pelo alerta da
degradacdo ambiental e alteracdo climatica, o que demanda novas posturas em relacdao
aos dogmas tradicionais da economia de mercado. A preocupacdo com as questoes
ambientais, com a qualidade dos produtos e com o consumo de energia, vem
incentivando varios setores industriais a buscar tecnologias mais limpas e eficientes.
Neste contexto, a tecnologia enzimdtica surge como uma alternativa para a
substitui¢do gradual de processos quimicos por processos biocatalisados.

O crescente interesse pela aplicacdo de processos biocataliticos promove uma
constante busca por novos biocatalisados. Atualmente, técnicas de engenharia
genética estdo sendo amplamente utilizadas nestas buscas. Entre elas, encontram-se as
técnicas de metagendmica e evolucdo dirigida, que propiciam a obtencdo de cepas
microbianas transformadas que produzem enzimas capazes de catalisar reacdes com
elevada razio enantiomérica (E).'' Embora alguns biocatalisadores sejam até hoje
extraidos de tecidos animais e vegetais, a grande maioria das enzimas € obtida a partir
de micro-organismos. Assim, a triagem de cepas microbianas em amostras de solo,
agua, ar, madeira, frutos, e principalmente em amostras oriundas de ambientes
extremos e restritos, é o procedimento mais utilizado, visto que, devido a elevada
biodiversidade terrestre, novos biocatalisadores com funcdes singulares podem ser
descobertos a cada nova coleta.

Para a realizacido de uma triagem eficiente € imprescindivel a disponibilidade de
ensaios enzimaticos, que sao protocolos experimentais para a deteccdo de reacdes
quimicas catalisadas por enzimas. De maneira geral, estas triagens podem ser

. A .. . 12
realizadas de trés formas distintas, como apresentado na Figura 2.

1 Otten, L.G.; Hollmann, F.; Arends, |.W.C.E. Trends Biotechnol., 2009, 28, 46-54.
12 Marsaioli, A.J.; Porto, A.L.M. Biocatalise e Biotransformagdo: Fundamentos e Aplicagées. Editora Schoba, 2010.
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Bibliotecas

Cole¢des microbianas
Bibliotecas metagendmicas
Bibliotecas de enzimas mutantes
Bibliotecas de enzimas isoladas

Células em Crescimento Testes em Microplacas Triagem Convencional

Testes colorimétricos

Ensaios fluorimétricos
Técnicas de selecio CG,HPLC,RMN. IV

Ensaios colorimétricos

Atividade Enzimatica

Figura 2. Tipos de triagem utilizadas para selecionar enzimas em bibliotecas.
Fonte: Adaptado de Marsaioli & Porto, 2010."2

A triagem com células em crescimento, utilizando métodos colorimétricos ou de
selecdo genética, somente revela a presenca da atividade enzimatica e € usada para a
avaliagio preliminar de grandes bibliotecas (10" individuos). Os testes em
microplacas sdo realizados para bibliotecas com até 10° individuos, e comumente
fornecem o parametro de conversao do substrato avaliado no produto de interesse.
Finalmente, visando avaliar um ou varios substratos, assim como uma determinada
reacdo de interesse, sdo realizados ensaios na escala de 1 a 10 mg de substrato, sendo
o desenvolvimento da rea¢io acompanhado por CG, HPLC, EM ou RMN. "

E essencial ressaltar que ndo existe um ensaio enzimético universal e que o
desenvolvimento de estratégias eficientes para cada alvo € um grande desafio. Assim,
a area de desenvolvimento de novos ensaios rapidos e convenientes para a deteccao

. o : ~ 13
de atividades enzimaticas continua em expansao.

13 Reymond, J.L. Enzyme Assays: High-Throughput Screnning , Genetic Selection and Fingerprint. Wiley-VCH, 2006.
10
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Os ensaios enzimaticos em microplacas sao os mais utilizados, sendo realizados
no formato de triagem de alto desempenho (HTS, do inglés High Throughput
Screnning), constituindo uma ferramenta essencial para a prospec¢ao de enzimas, pois
possibilitam uma andlise ridpida e eficiente das reagdes quimicas catalisadas pelas
mesmas. Dentre as vérias metodologias existentes, os ensaios envolvendo sondas
cromogénicas e fluorogénicas, sdo os mais utilizados, e consistem no uso de
substratos capazes de liberar um cromoéforo ou fluoréforo, como consequéncia da
reacdo enzimadtica, e que podem ser facilmente detectados por espectrofotometria UV -
vIs."

Ensaios que envolvem a utilizacdo de sondas fluorogénicas sdo extremamente
vantajosos quando comparados aos que utilizam sondas cromogénicas, pois permitem
elevada sensibilidade e necessitam de pequena concentracdo de substrato no meio
reacional."

Um modelo de ensaio enzimatico utilizando sondas fluorogénicas derivadas de
umbeliferona foi proposto por Reymond e colaboradores'® para enzimas isoladas,
sendo adaptado em conjunto com o nosso grupo de pesquisa para células integras.'’ O
ensaio consiste em uma sequéncia de reagdes, no qual, apds a catdlise enzimatica, os
substratos fluorogénicos 1-9 dao origem aos produtos 10-15, que pela acdo de NalO,
e/ou BSA liberam o anion umbeliferona, que é fluorescente e pode ser detectado a
460 nm (Esquema 1). No caso da acdo das hidrolases sobre as sondas 1-5, os produtos
obtidos sdo os didis 10 ou 11 e no caso da atuacdo de monoxigenases sobre as sondas
6-9 os produtos obtidos sdo os compostos 12-15, ésteres ou lactonas das respectivas

sondas.'®

' Janzen, W.P. High-Throughput Screnning: Methods and Protocols. v.190. Humana Press, 2002.
15 Reymond, J.L. Ann. N.Y. Acad. Soc., 2008, 1130, 12-20.
16 Klein, G.; Reymond, J.L. Bioorg. Med. Chem. Lett. 1998, 8, 1113-1116.
7 Bicalho, B. et al. J. Braz. Chem. Soc. 2004, 6, 911-916.
'® Wahler, D.; Reymond, J.L. Curr. Opin. Biotechnol. 2001, 12, 535-544.
11
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Esquema 1. Modelo de ensaio enzimdtico utilizando sondas fluorogénicas derivadas de umbeliferona para a triagem de hidrolases e
monoxigenases.
EPH = epo6xido hidrolases, EST = esterases, BVMO = Baeyer-Villiger Monoxigenases, Cum = Cumarina, BSA = albumina de soro bovino.
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Neste trabalho, micro-organismos heterotroficos, isolados de dgua de drenagem
oriunda de mina de prospeccado de cobre, foram triados para atividade de hidrolases e
monoxigenases por técnica de HTS. Sulfoxidases (monoxigenases que catalisam a
oxidacdo de sulfetos a sulfoxidos) foram melhor avaliadas por biocatélise
convencional.

Os sulfoxidos foram escolhidos como principal alvo de estudo devido a sua
ampla aplicabilidade em quimica e bioquimica. Eles ocorrem em diversos produtos
naturais (precursores de sabores e aromas)'’, compostos com atividade biolégica
(potenciais firmacos) e metabdlitos®’, além de serem amplamente utilizados em
quimica organica sintética, como auxiliares quirais e materiais de partida
assimétricos.”'

A oxidacdo enzimatica de sulfetos pode ser realizada por enzimas do tipo
cicloexanona monoxigenase, cloroperoxidase, citocromo P-450, tolueno e naftaleno
dioxigenase, entre outras.”> Porém, a utilizacio destas enzimas isoladas em larga
escala € ainda invidvel devido aos seus altos custos, e a necessidade de adi¢do de co-
fatores ou de um sistema de regeneracdo dos mesmos. No entanto, em um processo
biocatalitico utilizando células integras estas condi¢cdes adversas sdo superadas pelo
baixo custo da reciclagem natural de co-fatores.

Micro-organismos isolados de ambiente de mina de cobre sdo descritos na
literatura por catalisarem a oxida¢do de compostos de ferro e enxofre (principalmente
inorganico).” Esta caracteristica é justificada pelo fato de que os dois principais tipos
de minérios de cobre encontrados “in natura” sao a calcopirita (CuFeS,) e a calcosita
(Cu,S), ambos contendo enxofre.”*

Diversos micro-organismos ja foram relacionados a oxida¢do de sulfetos

organicos, sendo que os resultados obtidos sdo interessantes e promissores, indicando

!9 Kusterer, J.; Keusgen, M. J. Agric. Food Chem., 2010, 58, 1129-1137.
2 Bentley, R. Chem. Soc. Rev. 2005, 34, 609-624.
2 pellisier, H. Tetrahedron, 2006, 62, 5559-5601.
22 Holland, H.L. Nat. Prod. Rep., 2001, 18,171-181.
3 Tuttle, J.H.; Randles, C.l.; Dugan, P.R. J. Bacteriol., 1968, 95, 1495-1503.
24 Moskalyk, R.R.; Alfantazi, A.M. Min. Eng., 2003, 16, 893-919.
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CAPITULO I: Consideragdes Gerais

que processos biocataliticos utilizando células integras podem ser convenientemente

empregados para tal fim.

organismos empregados na oxidacao do fenilmetilsulfeto.

25

A Tabela 3 apresenta alguns exemplos de micro-

Tabela 3. Exemplos de micro-organismos utilizados na oxidag¢do do fenilmetilsulfeto.

Micro-organismo Tempo (h) Conversao (%) ee Configuracao Ref.
Rhodococcus sp.
30 44,2 99 S 25(a)
ECU0066
Irpec lacteus
96 91 26 S 25(b)
CCB 196
Pycnoporus sanguineus
enop 8 192 67 35 S 25(b)
CCB 501
Trametes rigida
24 32 19 S 25(b)
CCB 285
Trametes versicolor
192 87 31 S 25(b)
CCB 202
Trametes villosa
192 90 16 S 25(b)
CCB 291
Trichaptum byssogenum
P o8 96 67 21 S 25(b)
CCB 203
Pseudomonas
18 87 91 S 25(¢c)
frederiksbergensis DSM13022
Aspergillus terreus
96 96 95 S 25(d)
CCT 3320
Helminthosporium sp
48 30 48 S 25(g)

NRRL 4671

% (a) Li, A-T. et al. Appl. Environ. Microbiol. 2009, 75, 551-556. (b).Ricci, L.C. et al. Enz. Microbiol. Technol., 2005, 36,
937-946. (c) Adam, W. et al. Tetrahedron: Asymm., 2004, 15, 983-985. (d) Porto, A.L.M. et al. J. Mol. Catal. B: Enzym.,
2002, 719, 327-334. (e) Holland, H.L.; Andreana, P.R.; Brown, F.M. Tetrahedron: Asymm., 1999, 10, 2833-2843. (f) Chen,
G. et al. New. J. Chem., 1999, 23, 827-832. (g) Holland, H.L.; Bornmann, N.J.; Lakshmaiah, G. J. Mol. Catal. B: Enzym.,

1996, 1, 97-102.
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CAPITULO I: Resultados e Discussdo

2. Resultados e Discussao

Os micro-organismos estudados neste trabalho foram isolados de trés diferentes
fontes de dgua de drenagem de mina de prospeccdo de cobre, pertencentes a empresa
Vale, e localizadas na Provincia Mineral dos Carajas, no estado do Pard. Todo o
procedimento de isolamento das cepas foi realizado pelo grupo de pesquisa da Profa
Laura Ottoboni (CBMEG — UNICAMP). Das trés diferentes fontes foram isoladas um
total de 56 cepas de bactérias heterotroficas. Dentre estas, 18 sdo provenientes da
amostra intitulada SOS, 23 da amostra SO6 e 15 da amostra SO7. A identificacdo
mais detalhada das amostras ¢ mantida sob sigilo pela empresa Vale, que financia
parte deste trabalho.

Estas 56 cepas bacterianas foram triadas para atividade enzimética de ep6xido-
hidrolases, esterases e monoxigenases utilizando diversas sondas fluorogénicas
(Esquema 1) através de técnicas de triagem de alto desempenho (HTS). O
procedimento utilizado foi detalhado no item 7 da Parte Experimental deste trabalho
de dissertagao.

Os resultados obtidos nas triagens enzimadticas estdo listados nas Tabela 4-6. As
reacOes foram consideradas positivas quando as porcentagens de conversdo do
substrato avaliado no produto de interesse foram superiores a 5% (valores
apresentados em vermelho). Para a triagem de hidrolases foram considerados os
ensaios com até 24 horas e para a triagem de monoxigenases com até 72 horas, visto
que a expressao das dltimas ocorre comumente mais tarde no ciclo celular.

Observou-se que as 56 cepas avaliadas apresentaram atividades distintas frente
as diversas sondas fluorogénicas testadas, sendo que as cepas isoladas da fonte SOS5 se
destacaram quando comparadas as cepas isoladas das fontes SO6 e SO7,

principalmente para a producdo de enzimas oxidativas.
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CAPITULO I: Resultados e Discussdo

Tabela 4. Conversdes enziméticas (%)", determinadas por fluorimetria, das reagdes
catalisadas pelas cepas de bactérias isoladas da amostra SOS5 frente as sondas 1-9.

Sondas
(Ll 1 2 3 4 5 6 7 8 9
SO5-1 2 - 1 29 4 - 7 5 -
S05-2 2 - - 1 1 12 - 9 -
S05-3 2 - 45 - - - - - -
S05-4 1 - - - - 1 16 1 -
S05-5 | - - 2 1 14 2 -
S05-6 1 - 99 21 - - - 1 -
S05-7 - - 1 10 5 30 - 4 -
S05-8 - - 63 1 - - - - -
S05-9 2 - - - - 21 5 4 -
S05-10 - - 1 17 1 29 - - -
SO5-13 3 - 99 11 - - 3 4 -
SO5-14 - - 76 10 - - 1 - -
SO5-16 - - 64 3 - - - - -
S05-17 - - 70 5 - - - - -
SO5-18 2 - 90 8 - 1 3 8 -
S05-19 - - 2 18 - - - - -
S05-20 - - - - - - - - -
S05-21 - - 76 2 - - - - -

*Parte Experimental — item 7: procedimento dos ensaios e célculo da % de conversdo.

Tabela 5. Conversdes enziméticas (%)", determinadas por fluorimetria, das reagdes
catalisadas pelas cepas de bactérias isoladas da amostra SO6 frente as sondas 1-9.

Cepas Sondas

1 2 3 4 5 6 7 8 9
S06-1 -- -- -- 3 1 -- -- -- --
S06-2 1 -- 3 56 -- 1 29 -- --
S06-3 -- -- 1 19 -- -- -- -- --
S06-4 -- -- -- 15 -- -- -- -- --
S06-5 -- -- 84 6 -- -- -- -- --
S06-6 1 -- 33 -- -- -- -- -- --
S06-7 1 -- 89 2 -- 2 2 3 --
S06-8 -- -- 69 3 -- -- -- -- --
S06-9 -- -- 57 -- -- -- -- -- --
S06-10 - - - -- - - - - -
S06-11 -- - - 1 -- -- -- -- --
S06-12 1 -- 14 >99 - 2 3 6 --
S06-13 -- -- -- -- -- -- -- -- --
S06-14 - - 2 17 - - - 3 -
S06-15 -- - 88 18 -- -- -- -- --
S06-16 -- - 1 15 -- -- -- -- --
S06-17 - - - -- - - - - -
S06-18 3 1 5 33 - 2 2 4 --
S06-19 -- - - 9 -- -- -- -- --
S06-20 1 - 82 3 - - - - -
S06-21 -- - - 1 -- -- -- -- --
S06-22 -- - 75 4 -- -- -- -- --
S06-23 -- -- -- -- -- -- -- -- --

*Parte Experimental — item 7: procedimento dos ensaios e cdlculo da % de conversao.
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CAPITULO I: Resultados e Discussdo

Tabela 6. Conversdes enzimadticas (%)°, determinadas por fluorimetria, das reagdes
catalisadas pelas cepas de bactérias isoladas da amostra SO7 frente as sondas 1-9.

Cepas Sondas

1 2 3 4 5 6 7 8 9
SO7-1 -- - 3 13 2 - - - --
SO7-2 2 - 2 27 11 1 2 7 -
SO7-3 -- 4 91 46 - - - - -
SO7-4 -- - - 1 - -- - -- --
SO7-5 -- - - -- - -- - -- --
SO7-6 -- - 25 12 1 - - - -
SO7-7 1 - >99 4 - - - - --
SO7-8 -- - 19 11 2 - - - --
SO7-9 -- - 1 13 - - - - -
SO7-10 -- - >99 3 - -- - - --
SO7-11 -- - 80 - -- - -- --
SO7-12 - - 10 11 - - - -— -
SO7-13 -- - - 31 - -- - -- --
SO7-14 1 - 21 11 -- -- -- -- --
SO7-15 - - >99 4 - - - - -

*Parte Experimental — item 7: procedimento dos ensaios e célculo da % de conversdo.

Os resultados apresentados nas Tabela 4-6 mostram que com 24 horas de ensaio
nenhuma linhagem de micro-organismo foi capaz de hidrolisar as sondas 1 e 2,
caracteristicas para a triagem de epOxido-hidrolases. Somente foi observado atividade
frente a estes substratos apds 72 horas de reacao (resultados ndo apresentados). Neste
caso, 12 cepas catalisaram a hidrélise do epdxido terminal 1, e uma cepa do epéxido
cis-dissubstituido 2, em porcentagens de conversdo inferiores a 10%, o que torna a
aplicagdo direta destes biocatalisadores pouco atrativa.

E notdvel que as enzimas hidroliticas, em sua maioria, sdo expressas em grande
quantidade nas etapas iniciais do ciclo celular, devido a sua participacdo intensa na
metabolizacdo de nutrientes. Assim, observou-se nos ensaios de HTS realizados com
24 horas que 75% das cepas avaliadas mostrou-se ativa frente as sondas 3 e 4,
especificas para a triagem de esterases que catalisam a hidrélise de ésteres de cadeia
curta (acetatos e propionatos, respectivamente). Vale ressaltar que 27 cepas (9 de cada
amostra analisada) promoveram a hidrélise do composto 3, sendo que destas, 5 cepas
apresentaram conversoes maiores que 99%. Além disso, 27 cepas (8 da fonte SOS, 10
da SO6 e 9 da SO7) catalisaram a hidrdlise da sonda 4, sendo que a cepa SO6-12

apresentou conversao superior a 99%.
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CAPITULO I: Resultados e Discussdo

Os resultados obtidos para as sondas 3 e 4 ainda permitiram organizar os micro-
organismos avaliados em quatro grupos distintos. O primeiro grupo corresponde as 15
cepas que catalisaram seletivamente a hidrélise de ésteres de acetato, como SO7-7, 10
e 15. O segundo grupo é representado pelas 15 cepas que foram seletivas para a
hidrélise de ésteres de propionato, como SO5-1 e SO6-2. O terceiro grupo € formado
pelas 12 cepas que ndo discriminaram entre os dois substratos, como SO7-3 e 8, sendo
que este comportamento pode ser explicado pela presenca de esterases nao seletivas,
ou de dois tipos distintos destas enzimas. E o dltimo grupo € constituido pelas 14
cepas que nao apresentaram nenhuma atividade de esterase, como SO5-4, SO6-10 e
SO7-5.

Somente duas linhagens (SO5-7 e SO7-2) foram capazes de hidrolisar o
composto 5, especifico para a sele¢ao de esterases que catalisam a hidrdlise de ésteres
de cadeia média, indicando que as linhagens de bactérias heterotréficas avaliadas
possuem elevada seletividade por ésteres de cadeia curta.

Apenas 11 cepas, das 56 avaliadas, apresentaram atividade oxidativa frente as
sondas fluorogénicas 6-9. As linhagens SO5-2, 5, 7, 9 e 10 catalisaram a conversdo da
cetona 6 no seu respectivo éster 12; as linhagens SO5-1, 4, 5 e SO6-2 oxidaram a
cetona ciclica 7 em sua respectiva lactona 13; e as linhagens SO5-2, 18, SO6-12 e
SQO7-2 catalisaram a oxida¢do da sonda 8 na lactona 14. Nenhuma das cepas avaliadas
oxidou a sonda 9.

Apesar dos micro-organismos isolados de ambiente de mina de cobre serem
descritos por catalisarem reacoes de oxidacdo, esta € uma caracteristica principal dos
organismos litotroficos, caracterizados por utilizarem compostos inorganicos como
fonte de energia. Os resultados obtidos nos ensaios enzimaticos de HTS mostraram
que as bactérias heterotroficas isoladas desta fonte ndo apresentaram eficiéncia
aprecidvel nas reacdes de oxidacdo avaliadas, porém merecem maior atencdo em

reacOes de oxidacao de sulfetos organicos.
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Com um total de aproximadamente 2000 experimentos, que somente foram
possiveis de serem executados devido a utilizagdo das técnicas de HTS, parte do
arsenal enzimatico presente nos micro-organismos avaliados foi efetivamente
detectado. Atividades hidroliticas foram encontradas em 75% das cepas, distribuidas
igualmente entre todas as fontes, mas somente 20% das cepas avaliadas apresentaram
atividades oxidativas, sendo que 73% destas foram isoladas da fonte SOS.

Portanto, a técnica de triagem de alto desempenho foi bastante util para o estudo
do potencial enzimatico de micro-organismos oriundos de ambiente de mina de
prospeccdo de cobre. Tais ambientes foram ainda pouco explorados
microbiologicamente, e devido as condicOes restritas comumente presentes, cOmo
baixos pHs, elevada concentracdo de sais, baixa concentracdo de nutrientes, entre
outras, a probabilidade de sele¢ao de micro-organismos adequados para as condi¢des
requeridas em reacdes quimicas € elevada.

Esta triagem rapida permitiu selecionar as cepas SO5-1, 2,4, 5,7, 9, 10 e SO6-2,
que apresentaram as melhores atividades oxidativas, e que foram encaminhadas a
testes de biocatdlise convencional especificos, no formato de multibiorreagdo, visando
determinar a aplicabilidade destes biocatalisadores na oxidacdo de vérias classes de
sulfetos.

Os substratos 17-20 (Esquema 2) foram utilizados para a triagem de sulfoxidases
por técnica de multibiorreacdo. O substrato 18 foi utilizado em uma mistura 3:1 de
seus isdmeros cis e trans, respectivamente. Vale ressaltar que estes compostos foram
selecionados de modo a permitir a avaliacdo das mais variadas classes de sulfetos,
possibilitando um estudo dindmico das reagdes de oxidacdo catalisadas pelos micro-

organismos avaliados.
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Substratos Possiveis Produtos de Oxidaciio
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Esquema 2. Substratos utilizados para a triagem de sulfoxidases em ensaios de multibiorreacio e os
respectivos possiveis produtos de oxidagao.

Os ensaios biocataliticos foram realizados em tampdo Serensen pH 7,0, na
presenca de células integras em repouso e dos substratos a serem testados. As reacoes
foram interrompidas apds 72 e 120 horas, sendo extraidas com acetato de etila e
analisadas por CG-EM. O procedimento detalhado estd descrito no item 8 da Parte
Experimental.

A Tabela 7 apresenta os valores de conversdes enzimdticas para as

multibiorreacdes catalisadas pelas 8 cepas pré-selecionadas.
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Tabela 7. Conversdes enzimdticas (%)”, determinadas por CG-EM, para as oxida¢Ges
dos sulfetos 17-20, catalisadas pelas cepas pré-selecionadas nos ensaios de HTS, com
72 h.

Substratos
Cepas
17 18 19 20

S0O5-1 3 - - -
S0O5-2 - - - -
S05-4 18 11 5 -
S0O5-5 7 - - -
S05-7 11 - - -
S05-9 25 11 10 -
S05-10 4 - - -
S06-2 10 11 6 -

*Calculo das conversdes reacionais descrito no item 8 da Parte Experimental.

Com excec¢do da cepa SO5-2, todas as outras sete bactérias avaliadas catalisaram
a oxidagdo de pelo menos um dos substratos, sendo o sulfeto 17 preferencial em todos
os casos. Nenhum micro-organismo foi capaz de oxidar o substrato 20. O produto de
oxidacdo de 19 foi identificado como sendo o sulféxido 24, visto que o enxofre
externo ao anel benzotiazol € eletronicamente mais disponivel que o interno. Todos os
produtos reacionais foram confirmados por co-injecio em CG-EM com seus
respectivos padroes sintéticos.

Vale destacar as cepas SO5-4, SO5-9 e SO6-2 que apresentaram as melhores
conversoes reacionais, além de oxidarem os substratos 17, 18 e¢ 19 aos seus
respectivos sulfoxidos 21, 22 e 24. Os cromatogramas das reagdes biocatalisadas por

estas cepas estdo representados na Figura 3.
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Figura 3. Cromatogramas de CG-EM: A) Controle dos substratos, e reacdes biocatalisadas pelas

cepas B) SO5-4, C) SO5-9 e D) SO6-2, com 72 horas.
Condic¢des de andlise: 50-200 °C a 10 °C/min, 200-300 °C a 20 °C/min, onde permaneceu constante

por 5 min. Mais detalhes no item 1.1 da Parte Experimental.
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Os ensaios de biocatdlise convencional no formato de multibiorreagao
permitiram avaliar as 8 cepas selecionadas no ensaios de HTS frente a diversos
substratos. Os resultados comprovaram que bactérias isoladas de ambiente de mina de
cobre também podem promover a oxidacdo de compostos organicos sulfurados,
apesar de sua funcdo natural residir na oxidacdo de minérios de ferro e enxofre
presentes nestes ambientes restritos.

Visando avaliar a versatilidade destes micro-organismos € a enantiosseletividade
destas reacdes, as cepas SO5-4 e SO5-9 foram re-avaliadas para oxida¢do de outros
cinco diferentes sulfetos 28-32 (Esquema 3), além dos quatro (17-20) previamente
testados, em reagOes biocataliticas na presenca de um unico substrato. Neste caso, os
ensaios foram realizados nas condi¢cdes anteriormente descritas, porém sendo

interrompidos ap6s 12, 24, 48, 72 e 120 horas.
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29 34
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35
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Esquema 3. Substratos utilizados para o estudo da versatilidade e enantiosseletividade das
sulfoxidases produzidas pelas cepas SO5-4 e SO5-9 em ensaios de biorreacdo, e 0s respectivos
possiveis produtos de oxidacao.
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Os ensaios realizados na presenca da cepa SO5-9 ndo foram passiveis de analise,
visto que os produtos de oxidacdo ndo foram extraidos com eficiéncia do meio
reacional, utilizando somente agitacdo e centrifugacdo como meios fisicos de
extracdo. Possivelmente, os produtos ndo foram excretados para o meio,
permanecendo no interior celular; ou ainda, ficaram agregados a exopolissacarideos
produzidos nestas condicdes. Ambas as situagdes poderiam ser superadas utilizando
técnicas de ultrassom, que romperiam as membranas celulares e desagregariam o
EPS. Porém, para manter a coeréncia das andlises, esta técnica ndo foi utilizada.

Os resultados obtidos nos ensaios com a cepa SO5-4 mostraram que OS
rendimentos reacionais foram significantemente menores quando os substratos foram

avaliados separadamente. (Tabela 8)

Tabela 8. Conversdes enzimdticas (%), determinadas por CG-EM, para as
biorreacdes catalisadas pela cepa SO5-4 na presenca dos substratos 17-20 e 28-32.

Tempo de reacao (h)
Substrato

12 24 48 72 120
17 0,4 0,3 1,0 1,0 2,8
18 0,3 2,4 2,8 1,9 0,8
19 -- 0,2 0,2 0,8 0,8
20 -- -- - - -
28 2,5 2,0 2,0 2,0 1,9
29 -- -- - - --
30 -- -- -- -- --
31 -- 0,2 1,1 0,7 0,5
32 -- -- - - --

A Figura 4 apresenta os cromatogramas das reagdes biocatalisadas pela cepa
SO5-4 que levaram a formacgao de produtos de oxidacdo. Observou-se que os sulfetos

17, 18, 19, 28 e 31 foram oxidados aos seus respectivos sulfoxidos 21, 22, 24, 33 e 36.
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Figura 4. Cromatogramas de CG-EM das reacdes de oxidacdo dos sulfetos A) 17, B) 18, C) 19, D)

28 e E) 31 biocatalisadas pela cepa SO5-4 com 72 h.

Condigdes de andlise: 40-300 °C a 20 °C/min, onde permaneceu constante por 5 min. Mais detalhes

no item 1.1 da Parte Experimental.
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Dentre os substratos oxidados, dois (17 e 28) sdao amplamente utilizados para a
triagem de sulfoxidases, visto a sua facilidade de oxidacdo quimica e biolégica. Como
pode ser observado na Figura 4 o composto 28 foi oxidado a sulféxido e sulfona na
propor¢ao 1:1. Outra vantagem da utilizagdo destas moléculas como padrdo de
triagem € a facilidade de andlise cromatogrifica e disponibilidade de dados na
literatura para comparacao.

Os substratos 18 e 31 sdo amplamente utilizados na inddstria de aromas e
fragrancias, sendo aplicados na composi¢do de odores frutados. A oxidagcdo destes
compostos leva a alteracido da nota olfativa dos mesmos e o estudo de
biotransformagdes utilizando estes substratos pode ser de grande valia para o
desenvolvimento de novos produtos. O sulféxido 22, oriundo da oxidagdo de 18,
também possui aplicagdes no setor de aromas e fragrancias, sendo que cada um dos
seus diastereoisdmeros possui diferentes notas olfativas.*

Nao héd nenhum relato na literatura sobre aplicacdo direta dos sulfoxidos 24 e 36,
produtos de oxida¢do dos sulfetos 19 e 31, respectivamente. Porém, o anel
benzotiazol e tiazol estd presente em inimeros compostos quimicos de interesse
comercial, como farmacos, pesticidas, corantes, entre outras, € seu produto de
oxidagdo pode ser utilizado em uma destas vertentes.”’

Os resultados obtidos mostraram que dos nove substratos avaliados, a cepa SO5-
4 oxidou cinco deles, demonstrando a versatilidade deste biocatalisador, apesar das
baixas conversdes observadas.

No entanto, a quimica dos sulfoxidos apresenta inimeras aplicacdes devido a
geracdo de um centro quiral no 4tomo de enxofre concomitante a oxidacdo. Assim,
reacoes de oxidacdo de sulfetos catalisadas por enzimas ou células integras sdo
atrativas por proporcionarem, em muitos casos, a adi¢do assimétrica de um atomo de

oxigénio, devido ao ambiente quiral promovido pelo sitio ativo enzimatico. Logo, as

% Bentley, R. Chem. Rev. 2006, 106, 4099-4112.
" Bhoga, U. Eur. J. Med. Chem. 2007, 42, 1140-1150.
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biorreacdes catalisadas pela cepa SO5-4 foram analisadas por cromatografia gasosa
em coluna quiral acoplada a detector de 10onizacao de chama (CG-DIC), para o estudo
da enantiosseletividade destas reacoes.

As andlises por CG-DIC das reagdes na presenca do substrato 17 revelaram um
aumento no excesso enantiomérico (ee) com o tempo de reacdo, sendo observado um
ee de 51% com 120 h, indicando que a oxidacdo do sulfeto 17 € moderadamente
enantiosseletiva. (Figura 5A)

As reacdes com o substrato 28 apresentaram ee discretos, sendo o maior deles
(18%) obtido com 72 h. Como neste caso foi observada a presenca de sulfona no meio
reacional o excesso enantiomérico pode advir da oxidacdo seletiva do sulfeto ou ainda
da oxidacao seletiva do sulfoxido a sulfona, resultando no actimulo de um dos

enantiomeros. (Figura 5B)
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Figura 5. Cromatogramas de CG-DIC com coluna quiral das reacdes de oxidacdo dos sulfetos A) 17
e B) 28 biocatalisadas pela cepa SO5-4 com 120 h e 72 h, respectivamente.

Condi¢des de andlise: 50-100°C a 10°C/min, 100-180°C a 5°C/min, constante por 5 min. Mais
detalhes no item 1.1 da Parte Experimental.

A interpretacdo dos resultados de CG-DIC com coluna quiral das reacdes

realizadas com o substrato 18 nao € trivial. Como o substrato utilizado consistia de
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uma mistura dos isdmeros cis € trans, os produtos de oxidacdo possuem trés centros
estereogénicos nao definidos e consequentemente poderiam ser obtidos oito
diastereoisomeros (Figura 6). A Figura 7A apresenta a analise por CG-DIC do padrao
sintético do sulféxido 22, e € possivel observar que a rea¢do quimica € seletiva, ou
seja, nem todos os isomeros do sulfeto sdo oxidados na mesma propor¢ao. A andlise
da reacdo biocatalisada (Figura 7B) mostrou que os oito possiveis produtos de
oxidacdao foram obtidos e que a seletividade foi semelhante a da reagdo quimica.
Observou-se também um ee de 26% para o primeiro par de diastereoisOmeros e de

20% para o terceiro par. Estudos posteriores deverdo ser realizados para a

identificacdo de cada diastereoisdmero.

R
2R, 3R, 4S

R, =CH,

g

R
2R, 38, 4S

J

Figura 6. Oito possiveis diastereoisomeros do sulféxido 22.
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Figura 7. Cromatogramas de CG-DIC em coluna quiral de A) Padrdo sintético do sulf6xido 22, B)
reagdo de oxidagdo do sulfeto 18 biocatalisada pela cepa SO5-4 com 48 h.

Condi¢des de andlise: 50-100°C a 10°C/min, 100-180°C a 5°C/min, constante por 5 min. Mais
detalhes no item 1.1 da Parte Experimental.

As andlises por CG-DIC mostraram que as reagoes de oxidacao dos substratos 19
e 31 ndo foram enantiosseletivas.

Apesar de os excessos enantioméricos, quando observados nas reagdes
biocatalisadas pela cepa SO5-4, terem sido moderados ou baixos, 0s micro-
organismos avaliados mostraram-se efetivos na oxidacdo de sulfetos organicos e
estudos posteriores de enantiosseletividade reacional podem proporcionar resultados

promissores.
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3. Conclusoes Parciais e Perspectivas

A prospeccdo de novas fontes de enzimas, principalmente de ambientes
extremos, como € o caso de minas de cobre, é de extrema relevancia, pois pode levar
ao isolamento de enzimas mais resistentes a grandes variagdes de temperatura e pH
muitas vezes requeridas em reagdes quimicas. Neste Ambito, esta pesquisa mostrou-se
eficiente, pois hidrolases e monoxigenases foram identificadas por metodologia de
triagem de alto desempenho utilizando sondas fluorescentes, e sulfoxidades por
técnicas de biocatdlise convencional. Vdrios substratos organicos sulfurados foram
avaliados, e as enzimas produzidas por estes micro-organismos mostraram-se
promissoras para oxidacdo de diversas classes de sulfetos. Estudos aprofundados
deverdo ser realizados para uma melhor avaliacdo da enantiosseletividade destas
reacoes.

Trabalhos futuros poderdo ser realizados com o intuito de aprimorar o
conhecimento sobre o arsenal enzimético destes micro-organismos. Outras reacoes de
oxidagdo, como reacdes de Baeyer-Villiger para a obtencdo de ésteres e lactonas, e
reacoes de hidrdlise poderdo ser avaliadas utilizando técnicas de biocatdlise
convencional.

Portanto, o estudo da biodiversidade, como a triagem de micro-organismos em
amostras oriundas de fontes naturais, ainda € uma metodologia de grande valia para a

selecdo de biocatalisadores com propriedades desejadas.
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“Estudo da Promiscuidade Enzimatica de
Lipases em Reacoes de Oxidacao

de Baeyer-Villiger em Meio Organico”
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1. Consideracoes Gerais

A biocatélise tem se expandido rapidamente nas ultimas décadas, principalmente
com a descoberta e desenvolvimento de enzimas altamente estereosseletivas.
Atualmente, a nova fronteira da biocatilise € o desenvolvimento de reacdes
enzimaticas que apresentem ampla especificidade, ou seja, onde as enzimas utilizadas
sejam capazes de atuar estereosseletivamente sobre diversos substratos.*®

Esta versatilidade ¢ um fendmeno conhecido como promiscuidade enzimatica,
indicando que uma mesma enzima pode atuar sobre diversas condi¢des reacionais, em
grupos funcionais e substratos distintos, e/ou em diferentes transformacdes quimicas.
Assim, a promiscuidade enzimatica pode ser classificada em trés grandes grupos:

- Promiscuidade enzimdtica de condicdo: apresentada por enzimas com atividade
catalitica em condi¢Oes reacionais diferentes das quais elas atuam naturalmente.

- Promiscuidade enzimdtica do substrato: apresentada por enzimas que possuem
ampla especificidade de substratos.

- Promiscuidade enzimdtica catalitica: apresentada por enzimas capazes de catalisar
transformacOes quimicas distintas e com diferentes estados de transicdo. Pode ser
acidental, ou seja, uma reacdo secunddria realizada por uma enzima selvagem; ou
induzida, onde uma ou vdarias mutagdes em uma enzima promovem O

. ~ set 2
desenvolvimento de uma nova atuacio catalitica.”

Embora muitas vezes subvalorizada, essa ausé€ncia ou baixa especificidade

catalitica tem um papel primordial na evolucdo enzimdtica e ocasionalmente na
. 7 s1° z . 30 , . . s, .

biossintese de metabolitos secundarios.” Esta caracteristica enzimatica, inerente a

uma grande variedade de enzimas, indica que a especificidade do sitio ativo ndo € tao

2 Bornscheuer, U.T.; Kazlauskas, R.J. Angew. Chem. Int. Ed., 2004, 43, 6032-6040.
29 Hult, K.; Berglund, P. Trends Biotechnol., 2007, 25, 231-238.
30 Khersonsky, O. Roodveldt, C. Tawfik, D.S. Curr. Opin. Chem. Biol., 2006, 10, 498-508.
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rigida, o que € normalmente associado a uma flexibilidade estrutural destas
macromoléculas.

Para entender como uma atividade promiscua ocorre € preciso considerar o
principio basico da catdlise enzimatica: o aumento da velocidade de reacdao somente
ocorre devido a uma estabilizacdo preferencial do estado de transicio quando
comparado a reagdio ndo catalisada. E conhecido que as enzimas alcancam esta
estabilizacdo através da formagdo do complexo enzima-substrato. Neste complexo, o
substrato € alocado no sitio ativo através de interacdes quimicas e/ou eletrostaticas, de
modo a fornecer aos grupos funcionais reativos um ambiente propicio para que a
reagdo ocorra. E um pressuposto da teoria enzimética que o sitio ativo de uma enzima
¢ otimizado para um determinado substrato e mecanismo reacional, no entanto devido
aos numerosos sitios de interagdo e grupos reativos presentes na maioria dos sitios
ativos, a capacidade de uma enzima realizar a catdlise de reacdes alternativas é
completamente concebivel.”!

Assim, embora originalmente tenha sido suposto que a promiscuidade
enzimatica fosse um evento raro, muitos exemplos deste fendmeno foram relatados
em estudos realizados nas ultimas décadas. A constatacdo de que muitas enzimas
possuem ampla especificidade promoveu grande parte do crescimento em biocatélise
nos ultimos anos, especialmente na drea de sintese organica. A identificacdo de
enzimas que apresentam alta estereosseletividade frente a uma ampla variedade de
moléculas, permitiu o desenvolvimento rdpido de novas aplicacdes para estes
biocatalisadores, principalmente na sintese de compostos com atividade biolégica.”

Atualmente, técnicas de mutagénese sitio-dirigida e de evolugdo dirigida tem
sido amplamente utilizadas para o aumento da efici€ncia catalitica de atividades
enzimdticas promiscuas, através da alteracdo seletiva de aminoécidos do sitio ativo da

: : : o : 33
enzima, ampliando, assim, a aplicabilidade desta propriedade enzimaética.

81 Babtie, A.; Tokuriki, N.; Hollfelder, F. Curr. Opin. Chem. Biol., 2010, 14, 200-207.
32 Khersonsky, O.; Tawfik, D.S. Ann. Rev. Biochem., 2010, 79, 11.1-11.35.

% Kazlauskas, R. J. Curr. Opin. Chem. Biol. 2005, 9, 195-201.
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Explorar a versatilidade catalitica de uma enzima pode levar a obten¢do de novos
biocatalisadores eficientes e estdveis, com atividade sem precedentes para reagoes as
quais ndo existe nenhuma alternativa biocatalitica aplicavel. Logo, a promiscuidade
enzimatica se tornou uma ferramenta versatil nos estudos recentes de biocatalise,
podendo ser aplicada nos mais diversos processos.

As lipases s3o as enzimas mais extensivamente descritas na literatura por
apresentarem atuagOes promiscuas. Ja € bem estabelecido que as lipases, quando em
meio organico ou na presenca de substratos especificos, podem catalisar diversas

reacdes organicas.’ (Tabela 9)

Tabela 9. Exemplos de reacdes enzimaticas promovidas pela atuacdo promiscua de

lipases.
Reacdo Lipase (fonte) Substrato (s) Solvente (s) Ref.
~ . - Acetona, anilina e p- .
Reacdo de Mannich Virias nitrobenzaldeido Acetona/agua 34(a)
Oxidagao de . . ¢ s
< . CAL-B Alcodis arilicos Agua-liquido idnico  34(b)
alcodis arilicos
Reagdo de Adigao CAL-B Tisis e ésteres vinflicos ~ LLor dirisopropilico ou 5
C-S dimetilformamida
Reagap él('iohca Péncreas suino Acetona e benfzaldeldos Acetona/agua 34(d)
assimétrica substituidos
Reagdo de Morita- L Cicloexanona e p- ¢
Baylis-Hillman Varias nitrobenzaldeido Agua 34(e)
Epoxidagao de CAL-B 3-careno Diclorometano 34(f)
alcenos
CAL-B Compostos 1,3-
Reacdo de Michael i} dicarbonilicos e carbonilicos Ausente 34(g)
Serl05Ala .
o,.B-insaturados
Reacao de Michael CAL-B Aminas secunddrias e Tolueno 34(h)

acrilonitrila

% (a) Li, K. et al. Green Chem., 2009, 11, 777-779. (b) Sharma, U.K. et al. Org. Lett., 2009, 11, 4846-4848 (c) Lou, F-W.
et al. Adv. Synth. Catal., 2008, 350, 1959-1962. (d) . Li, C. et al. Green Chem., 2008, 10, 616-618. (e) Reetz, M.T ;
Mondiére, R.; Carballeira, J.D. Tetrahedron Letters, 2007, 48, 1679-1681. (f) Moreira, M.; Nascimento, M.G. Catal.
Commun., 2007, 8, 2043-2047. (g)Svedendahl, M.; Hult, K.; Berglund, P. J. Am. Chem. Soc., 2005, 127, 17988-17989.
(h) Torre, O.; Afonso, I.; Gotor, V. Chem. Commun., 2004, 1724-1725.
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Neste trabalho, foi considerada a atuacdo de lipases em reacdes de oxidacdo de
Baeyer-Villiger. Esta reacao consiste na clivagem oxidativa de uma ligacao carbono-
carbono, adjacente a um grupo carbonila, e a inser¢do de um dtomo de oxigé€nio entre
estes dois carbonos (Esquema 4).” Este tipo de reacdo é uma ferramenta importante
na preparacdo de ésteres e lactonas, que sdo blocos construtores essenciais para a

sintese de produtos naturais e outras moléculas de importancia bioldgica.

@] @] @] 0]
+ —_— 2
)k O )J\ )k R + )L
H/ \O RS R O/

R1 R2 HO R3

Esquema 4. Reacdo de oxidacdo de Baeyer-Villiger mediada por perdcidos organicos.

Quimicamente, a oxidacdo de Baeyer-Villiger é realizada utilizando pericidos
organicos como reagentes doadores de oxigénio, sendo comumente utilizado o acido
meta-cloroperbenzoico (m-CPBA). Porém, este reagente € caro, sensivel ao choque e
potencialmente explosivo, o que limita as suas aplicacdes industriais.™

Processos biocataliticos utilizando enzimas isoladas ou células integras sdo
alternativas para este tipo de reacdo. Os biocatalisadores mais indicados para
oxidacdes de Baeyer-Villiger sdo as monoxigenases.”’ No entanto, estas enzimas
dependem de co-fatores, tornando o processo dispendioso. O uso de células integras
supera esta desvantagem, porém a complexibilidade do processo pode aumentar
devido a formagdo de subprodutos advindos do metabolismo celular.”® Assim, uma
terceira op¢ao para esta reacdo € a geracao in situ de peracidos através da peridrdlise
de acidos carboxilicos ou ésteres mediada por lipases, na presenga de H,O, (Esquema

5).

35 Clayden, J. et al. Organic Chemistry, 82 ed. New York: Oxford, 2009.

% ten Brink, G.J.; Arends, |.W.C.; Sheldon, R.A. Chem. Rev. 2004, 104, 4105-4123.

87 (a) Roberts, S.M.; Wan, P.W.H. J. Mol. Catal. B: Enzym., 1998, 4, 111-136. (b) Pazmifo, D.E.T.; Dudek, H.M.; Fraaije,
M.W. Curr. Opin. Chem. Biol., 2010, 14, 138-144.

% Faber, K. Biotransformations in Organic Chemistry, 42 ed. New York: Springer, 2000.
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( )
Cetona Ciclica / \ » Lactona
Peracido Graxo Acido Graxo
HZO \ / H,0,

Lipase

.
Esquema 5. Reacdo de oxidacdo Baeyer-Villiger catalisada por lipases através da geracgdo in situ de
peracidos. Fonte: Adaptado de Rios, Salazar & Olivo, 2008414

O primeiro relato da aplicacdo de lipases na peridrolise de dcidos carboxilicos,
na presenga de H,0,, foi publicado em 1990 por Bjorkling e colaboradores.™ Neste
trabalho, foi proposto pela primeira vez a elegante aplicacdo de peracidos gerados in
situ na oxidagcdo de alcenos a epoxidos. Mais tarde, em um segundo trabalho, os
mesmos autores aperfeicoaram as condicdes reacionais para a geracdo de peracidos,
como também avaliaram a utilizacdo dos mesmos em reagdes de oxidacdo de cetonas
ciclicas e sulfetos.”” A partir desta data, diversos trabalhos foram publicados relatando
esta aplicacdo promiscua das lipases, principalmente relacionados a sua aplicacdo em
reacdes de oxidagdo de Baeyer-Villiger. *'

O mecanismo deste processo catalitico ainda n3o € completamente
compreendido, porém a teoria mais aceita relata que a enzima somente participa da
formagdo do pericido, e que a reagdo de oxidacdo ocorre fora do sitio ativo. Esta
teoria € sustentada pelo fato de que a maioria das reacdes de oxidacdo mediadas por
lipases ndo é enantiosseletiva.*’

E conhecido, que a maioria das lipases possuem os aminodcidos serina, histidina,
e aspartato no sitio ativo, a conhecida triade catalitica das serina-hidrolases (Esquema
6). Os aminodcidos glutamina e treonina juntos formam a cavidade oxianidnica, que

tem como funcdes polarizar a ligagdo dupla do grupamento carbonila do substrato,

%9 .. Bjdrkling, F.; Godtfredsen, S.E.; Kirk, O. J. Chem. Soc., Chem. Commun., 1990, 1301-1303.
BJorkllng, F. et al. Tetrahedron, 1992, 48, 4587-4592.
4 (a) Lemoult, S.C.; Richardson, P.F.; Roberts, S.M. J. Chem. Soc. Perkin Trans.,1995, 1, 89-91. (b) Pchelka, B. K;
Gelo-Pujic, M.; Gulbe -Jampel E. J. Chem Soc. Perkin Trans. 1, 1998, 2625-2627. (c) Rios, M.Y.; Salazar, E.; Olivo, H.F.
Green Chem., 2007, 9, 459-462. (d) Rios, M.Y.; Salazar, E.; Olivo, H.F. J. Mol. Catal. B: Enzym. 2008 54, 61 66
“2 Carlquist, P. et al. J.Mol. Model., 2003, 9, 164-171.
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deixando o carbono carbonilico susceptivel a um ataque nucleofilico, e estabilizar a
carga negativa do oxigénio no estado de transi¢do, através de ligacdes de hidrogénio.

(Figura 8)

Figura 8. Representacdo da cavidade oxianidnica das lipases.

As reagOes promiscuas catalisadas por lipases sdo comumente realizadas em
ambientes com baixas ou nenhuma concentracdo de dgua. Nestas condic¢oes, qualquer
outro nucleéfilo pode competir com a dgua, como H,O,, RNH,, ROH, etc. O

, . . ~ 43
Esquema 6 apresenta um possivel mecanismo enzimético para estas reagoes.

3 Silverman, R.B. The Organic Chemistry of Enzyme-Catalyzed Reactions. Academic Press, 2000.
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Cavidade oxianiOnica Cavidade oxianiOnica Cavidade oxianiOnica
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Cavidade oxianiOnica Cavidade oxianiOnica

Peridrolise

deacilagao
—

Esquema 6. Mecanismo enzimético da peridrélise de 4dcidos carboxilicos catalisada por lipases na presenga de H,0,.
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Além das vantagens inerentes a um processo biocatalitico, a utilizacdo de
peroxido de hidrogénio 30% (v/v) como agente oxidante € altamente atrativa, pois seu
manuseio € facil e seguro, apresentando um elevado teor de oxigénio ativo e um baixo
custo, além de ser um reagente ambientalmente limpo, gerando somente 4gua como
co-produto reacional.

Assim, em contraste com as condi¢des 4acidas comumente utilizadas para a
geracdo “in situ” de peracidos, a peridrolise de acidos carboxilicos, na presenga de
peroxido de hidrogénio, catalisada por lipases pode ser realizada, em solventes
organicos adequados, sob condi¢des brandas. As condi¢des empregadas e a seguranca
do processo (geracdo de concentracdes cataliticas de perdcido) tornam esta
metodologia atrativa para reacdes de oxidagdo em escala industrial.

Para estudar a nivel molecular a oxidagdo de cetonas ciclicas mediadas por
lipases, na presenca de peroxido de hidrogénio e 4cido octandico em solvente
organico, foi selecionada a espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
de 'H, a qual apresenta um arsenal de técnicas apropriadas para avaliar a dindmica das
interacoes de moléculas pequenas, na faixa de 1-1.000 u.m.a., e grandes, na faixa de
1.000 a 30.000 u.m.a.

Entre as técnicas de RMN de 'H mais utilizadas para triar e caracterizar
complexos supramoleculares podem-se citar: rotational frame nuclear Overhauser
effect spectroscopy (ROESY), diffusion-ordered spectroscopy (DOSY), saturation
transfer difference (STD), nuclear Overhauser effect pumping (NOE-pumping), water
ligant observed via gradient spectroscopy (WaterLOGSY), entre outras. Além das
técnicas anteriores que sdo baseadas nas constantes de difusdo, nOes e transferéncia
de saturagdo, a alteracdo dos deslocamentos quimicos e dos tempos de relaxacao
longitudinal (7;) e transversal (7,) das moléculas, quando livres ou complexadas,

c - o 44
também fornecem informag¢des importantes.

*4 Carlomagno, T. Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 2005, 34, 245-66
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Neste trabalho foram utilizados os experimentos de diferenca de transferéncia de
saturacdo (S7D) e medidas dos tempos de relaxagdo longitudinal (7)) e transversal
(12).

O experimento de STD foi desenvolvido por Mayer & Meyer® em 1999, ¢ é um
método baseado na transferéncia de magnetizacio de hidrogénios da molécula
receptora (baixa mobilidade molecular, difusdo de spins e hidrogénios ldbeis), para
hidrogénios do ligante (alta mobilidade molecular).

Este experimento envolve a comparacio de espectros de RMN de 'H da
molécula receptora e do ligante, em solu¢ao, medidas sobre irradiacdo em ressonancia
(I,,) e fora da ressonadncia (I,;). Quando em ressondncia, a magnetizagdo dos
hidrogénios do receptor € afetada via um trem de pulsos Gaussianos seletivo. O trem
de pulsos de radiofreqiiéncia (rf) é aplicado numa frequéncia onde ocorrem somente
sinais do receptor e ndo dos ligantes. A saturacdo se propaga a partir dos hidrogénios
saturados do receptor para outros hidrogénios do receptor via caminhos de relaxacdo
cruzada intramolecular (‘H-'H); sendo que a saturacdio é entdo transferida para os
ligantes complexados via relaxagdo cruzada intermolecular (‘H-'H) na interface
receptor-ligante (Figura 9). Quando a irradiacdo ocorre fora da ressonancia, uma
irradiacdo com o mesmo rf e tempo de duracdo € utilizada, porém em uma frequéncia

fora da ressonéncia do receptor e do ligante, assim nenhum sinal € perturbado.

(< -

Saturacdo seletiva

Ligante

\ Macromolécula /

Figura 9. Representacdo esquematica do experimento de STD.

4 Mayer, M.; Meyer, B. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1999, 38, 1784-1788.
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A diferenga dos espectros, Al, € gerada pela subtracdo dos espectros de RMN
de 'H em ressondncia e fora da ressondncia (Al = L4 —1,,). A magnetizac¢do do ligante
que interage com a macromolécula é em parte saturada quando a irradiacao ocorre em
ressonancia, resultando na redugdo da intensidade do sinal (I, > 1,,). Logo, a
diferenca dos espectros fornece somente os sinais dos ligantes que foram saturados, e
o resultado da diferenca dos espectros pela irradiacdo fora de ressonancia (41/1,;) € a
fracdo do efeito STD que € fornecida somente para os sinais dos hidrogénios dos
ligantes que interagem com a macromolécula.

Na sequéncia de pulsos do experimento de STD (Figura 10) a saturacdo da
molécula receptora € realizada através da aplicacdo de n repeticdes de um pulso
seletivo (~ -0,5 ppm para proteinas) de 180° com formato Gaussiano. Este trem de
pulsos tem, normalmente, uma duragdo total de 1 a 3 s. Apds o pulso seletivo na
macromolécula, um pulso duro de 90° (¢1), que transfere a magnetizacdo dos ligantes
para o plano x,y € aplicado. Em seguida, utiliza-se um filtro 7}, (¢2). Durante a
aplicacdo deste filtro ocorre a transferéncia de magnetizacdo do receptor para o
ligante, e também a eliminagdo dos sinais residuais da macromolécula do espectro. Os
pulsos posteriores (93, ¢4, @5 e e6) compdem a sequéncia WATERGATE", que tem
como funcdo eliminar o sinal residual da 4gua (HDO). A saturacdo ocorre somente no
sinal da 4gua permanecendo inalterados os sinais dos compostos que interagem com a

macromolécula.

L

v [ @) [ o] !'I I_I >

. o

Figura 10. Sequéncia de pulsos do experimento de STD.

46 Piotto, M.; Saudek, V.; Sklenar, V. J. Biomol. NMR, 1992, 2, 661-665.
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O termo relaxacdo em RMN descreve o processo pelo qual, com o passar do
tempo, a magnetizacao de uma amostra retorna a sua posi¢ao de equilibrio, apés uma
perturbacdo no sistema. No equilibrio a magnetizacdo no plano x,y € nula e a
magnetiza¢ao no eixo z possui um valor proporcional ao nimero de spins, a constante

giromagnética e ao campo magnético aplicado. (Figura 11)

Magnetizacao z

Magnetizacao

Magnetizagao x/y

tempo

Figura 11. A relaxagdo leva a magnetizacdo em z ao seu valor de equilibrio e a magnetizacdo em x,y
a zero.

O processo pelo qual a magnetizacdo no eixo z retorna ao equilibrio é chamado
de relaxacdo longitudinal ou relaxacdo spin-rede, e o processo pelo qual a
magnetiza¢do no plano x,y retorna ao equilibrio € chamado de relaxagdo transversal
ou relaxacdo spin-spin. Assim, o tempo de relaxacdo nada mais é que o tempo
necessario para que este processo ocorra. O tempo de relaxacdo longitudinal é
representado por T, e o tempo de relaxacio transversal por 75."

E conhecido que macromoléculas relaxam mais rapidamente que moléculas
pequenas.”* Nesse contexto, quando ocorre a complexacdo entre um sistema
macromolecular e um ligante, este adquire caracteristicas semelhantes as do primeiro,

sendo que uma delas € o tempo de relaxacdo. O monitoramento deste fendOmeno

* Keeler, J. Understanding NMR Spectroscopy. John Wiley & Sons, 2006.
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permite, entdo, avaliar a intera¢do entre o ligante e a macromolécula. Duas formas de
se avaliar essa interacdo € a utilizacdo de medidas dos tempos de relaxagdo 7; e 7.
Para as medidas de 7, é utilizada uma sequéncia de pulsos denominada
inversdo-recuperagdo. Nesta sequéncia a magnetizagdo € invertida em z através da
aplicacdo de um pulso de 180°; esta magnetizacdo sofre relaxacdo durante o tempo
1, ¢ depois deste periodo, um pulso de 90° € aplicado e o FID é observado. Esta
sequéncia é realizada diversas vezes variando-se os valores de t (Figura 12).* Assim,
a intensidade dos picos em cada espectro obtido € proporcional ao valor da
magnetizacdo em z presente antes do pulso de 90° ser aplicado. A constru¢dao de um
grafico da intensidade ou integral dos picos versus o tempo T, permite a obtencao do

tempo de relaxagdo longitudinal.

\ A ([T A
e

Figura 12. Sequéncia de pulso do experimento de inversdo-recuperacao, utilizada para estimacao do
tempo de relaxagdo longitudinal, 7.

As medidas de 7, s@ao comumente realizadas utilizando o experimento de
CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill).” A sequéncia de pulsos bédsicas de CPMG ¢é
baseada na sequéncia de spin-echo, e consiste em um pulso de 90° que promove a
geracdo da magnetizacdo transversa, seguido de um bloco de spin-echo, que é
repetido n vezes, e que determina o decaimento da magnetizagao no plano x,y. O

experimento € repetido diversas vezes incrementando o nimero de blocos (Figura 13).

8 Berger, S.; Braun, S. 200 and More NMR Experiments. Ed. Wiley-VCH, 2004.

49 (a) Carr, H.Y.; Purcell, E.M. Phys. Rev. 1954, 94, 630-638. (b) Meiboom, S.; Gill, D. Rev. Scient. Inst., 1958, 29, 688-
691.
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A construcio de um grafico da intensidade ou integral dos sinais versus o tempo (2 x

T X n), permite a obten¢do do tempo de relaxacao transversal.

a )

C N | LA

Figura 13. Sequéncia de pulso do experimento de CMPG, utilizada para estimacdo do tempo de
relaxacdo transversal, 7.
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2. Resultados e Discussao

Nove lipases comerciais™ ndo imobilizadas foram selecionadas para os ensaios de
promiscuidade enzimadtica. Primeiramente, as atividades hidroliticas destas enzimas
foram confirmadas por titulacdo dos &4cidos graxos liberados, utilizando como
substrato 6leo de oliva.”' Este substrato foi escolhido devido a sua composi¢io de
triglicerideos, que conta com mais de 80% de trioleina, um triglicerideo de cadeia

longa, recomendado para a determina¢do da atividade hidrolitica de lipases.

Tabela 10. Atividade enzimdtica das lipases comerciais determinada por titulacdo
com Oleo de oliva.

Lo ({innts) kil b (@) comg'g:;;i?gfmg)b experiﬁ:eie‘lllit(::luz%/mg)g
Aspergillus . 0,2 -

Candida antarctica A 1,54 1,2

Candida cylindracea ~ 67.000 4,0d 2.4

Mucor miehei . 1,2¢ 1,7
Pseudomonas cepacia - 46,2d 4,7
Pseudomonas fluorescens A 35,2d 3,8

Rhizopus arrhizus ~ 43.000 10,5° --

Rhizopus niveus ~ 83.000 4,5f 0,3

Pancreas suino ~50.000 30,1f 0,5

“Massas moleculares ndo informadas. ° Atividade relatada no Certificado de Analise referente a este
lote de enzimas. Substratos:  Triacetina, d Trioleina, © Tributirina, "Oleo de oliva. €1 U corresponde
a quantidade de enzima que libera 1,0 pmol de dcido graxo por min.

As discrepancias entre os valores obtidos e as atividades comerciais, se devem
tanto a divergéncias de substratos, como no caso das lipases de Aspergillus e de R.

arrhizus, onde os substratos padrdes sdo a triacetina e a tributirina, respectivamente,

%% Adquiridas de Sigma-Aldrich ®. Lipase Basic Kit. Cat.-No. 62327.
5 Messias, J.M. et al. Enz. Microb. Technol., 2009, 45, 426-431.
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ambos triglicerideos de cadeia pequena; como também a diferencas de metodologia,
visto que neste experimento foi realizada uma titulacdo manual, utilizando
fenolftaleina como indicador, e que as atuais técnicas de titulacdo enzimdtica
envolvem tituladores automatizados.

Inicialmente, os ensaios de versatilidade enzimatica foram realizados utilizando
as lipases de C. cylindracea, R. arrhizus, R. niveus e de pancreas suino, devido a
maior disponibilidade das mesmas para otimizacdo da metodologia. Nestes ensaios
foram avaliadas as cetonas ciclicas 39-43, que apds a reagdo poderiam levar aos
produtos de oxidagao 44-54 (Esquema 7).

A reacdo foi realizada na presencga das cetonas avaliadas 39-43 (1,5 uL de cada),
acido octandico (100 puL, 6,3 mmol), H,O, 30% v/v (1 mL, 12,7 mmol) e das lipases
(5 mg), em tolueno (10 mL). As reacdes foram mantidas sob agitagdo a 200 rpm e 40
°C. Aliquotas foram retiradas a cada 24 horas durante 3 dias; as mesmas foram
lavadas com solucdo saturada de NaHCO;, para extracdo do 4cido, e secas sobre
MgSO;, anidro, sendo posteriormente derivatizadas com diazometano e analisadas por

GC-EM.
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Reagentes Possiveis Produtos de Oxidacao
0 Q 0 0
e 0
(0] \ o
_— ou / ou
39 44 45 46
0 (0]
O
[O]
—_—
47
40
o] o o]
Q o]
é/ L é\ ) 6
41 48 49
(0] 0 o
[O]
ou
42
50
(0] o o
[O]
— 0]
ou
43
F AN 3
52 54

Esquema 7. Substratos avaliados nos ensaios iniciais de promiscuidade enzimdtica de lipases e os
respectivos possiveis produtos de oxidagao.

Os resultados apresentados na (Tabela 11) mostraram que somente as cetonas
ciclicas 42 e 43 foram oxidadas em rendimentos aprecidveis. O substrato 43 foi
oxidado por todas as lipases, ja o substrato 42 somente nao foi oxidado pela lipase de
pancreas suino. Foi possivel observar que as conversdes aumentaram com O tempo
reacional, atingindo valores maiores que 80%, com 72 horas de reagdo, para as
reacOes na presenca da lipase de C. cylindracea. As conversdes reacionais foram

superiores, em todos os casos, para o substrato 43. A participacdo da enzima foi
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comprovada pela ausé€ncia de produtos na reacao controle (meio reacional na auséncia

da enzima).

Tabela 11. Conversdes enzimadticas (%), determinadas por CG-EM, das cetonas
ciclicas 42-43 nos respectivos produtos de oxidagao.

Lipases TemPO de Substratos
reacio (h) 39 40 41 42 43
24 - = - 9 I
C. cylindracea 48 - -- -- 53 66
72 6 - - 82 83
24 - - - 4 6
R. arrhizus 48 - -- -- 21 52
72 - - -- 24 67
24 - = - > 3
R. niveus 48 - - - 17 39
72 _ - - 20 62
24 - - - - -
Pancreas suino 48 - - -- - 15
72 - - - - 21

Condi¢des de andlise: 50-180 °C a 10 °C/min, 180-300 °C a 30 °C/min, constante por 5 min. Mais
detalhes no item 1.1 da parte experimental.

O produto da oxidagdo da cetona ciclica 42 foi a lactona 50, sendo observada a
mesma regiosseletividade da reacdo quimica, onde o grupo que migra, geralmente, é o
mais efetivo em estabilizar uma carga positiva, ou seja, 0 grupo mais substituido. Isto
ocorre, porque o estado de transicdo envolve uma carga positiva na molécula,

enquanto a porg¢do carboxila sai na forma de um anion. (Esquema 8).
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R, mais ramificado que R,

)OJ\ O
+
R
- )J\
Ri 0 HO R

. J

Esquema 8. Mecanismo da reacdo quimica de oxidacdo de Baeyer-Villiger na presenca de peracidos
organicos.

A oxidacdo do substrato 39 somente foi visualizada com 72 horas de reacdo na
presenca da lipase de C. cylindracea. A conversao foi baixa (5,8 %) e o produto
obtido, segundo a biblioteca de CG-EM, ndo foi nenhuma das respectivas lactonas 44
ou 45, mas sim o epoxido 46.

Como as condicdes de epoxidacdo de alcenos mediadas por lipases, sdo as
mesmas que para a oxidacdo de Baeyer-Villiger de cetonas ciclicas, o produto de
oxidacdo do substrato 43 foi o epéxido 54. Quimicamente, a oxidacdo da ligacdo
dupla da cis-jasmona € favorecida e a co-inje¢cdo do padrao sintético do respectivo
epoxido por CG-EM confirmou o produto formado na reacao biocatalisada.

O substrato 42 e a lipase de C. cylindracea foram escolhidos para os ensaios de
selecdo de solvente e agente oxidante. Os solventes avaliados foram tolueno, benzeno
e acetonitrila, e os agentes oxidantes foram o H,0, 30% v/v e uréia-peroxido de
hidrogénio (UHP). Os resultados dos ensaios mostraram que a reagdo somente ocorre
utilizando tolueno como solvente e H,O, 30% v/v como agente oxidante. E relatado
na literatura que reagdes de peridrélise catalisadas por lipases sdo mais efetivas em
solventes ndo misciveis com dgua®, o que justifica a ineficiéncia da acetonitrila. O
agente oxidante UHP € geralmente utilizado para evitar a adicdo de dgua ao sistema

41(c)

reacional, que pode levar a hidrélise das lactonas formadas™ ™, porém seu carater
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oxidante € inferior ao do peroxido de hidrogénio livre, possivelmente justificando a
auséncia de produtos quando o mesmo foi utilizado.

Visando estudar melhor a promiscuidade enzimatica das lipases, as nove lipase
comerciais descritas na Tabela 10 foram avaliadas para reacdes de oxidacdo de

Baeyer-Villiger frente aos substratos 42 e 55 (Esquema 9).

0]

o ~\
é/\/\/ é)\/\/\
42 Lipase 50
0 , 0
Acido octanéico, H,O,
Tolueno
o

55 56 ]

Esquema 9. Reacdo de oxidacdo de Baeyer-Villiger das cetonas ciclicas 42 e 55 em suas respectivas
lactonas 50 e 56, mediadas por lipase.

-
.

Estas duas cetonas ciclicas foram escolhidas, pois sdo amplamente empregadas
na inddstria de flavorizantes e fragrincias, assim como suas respectivas lactonas.”
Ambas as cetonas ciclicas possuem odor floral, levemente frutado e herbaceo, sendo
principalmente usadas em composi¢des de fragrancias. As lactonas possuem odor
frutado, levemente cremoso e amanteigado, sendo utilizadas tanto em perfumaria,
como em flavorizantes. A lactona 50 possui tipico odor de coco.”

As reacdes foram realizadas conforme descritas anteriormente, porém na
presenca de uma Unica cetona ciclica (10 pul.) como substrato. A Tabela 12 apresenta

as conversoes reacionais na presenca de cada enzima.

52 Serra, S.; Fuganti, C.; Brenna, E. Trends Biotechnol., 2005, 23, 193-198.
53 Bauer, K.; Garbe, D.; Surburg, H. Common Fragrance and Flavour Materials. Wiley-VCH, 2001.
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Tabela 12. Conversdes enzimadticas (%), determinadas por CG-EM, para os ensaios
de promiscuidade de lipases atuando em reagcdes de oxidacao de Baeyer-Villiger das
cetonas ciclicas 42 e 55, com 72 h.

Lipases (fonte) Substratos

42 55
Aspergillus 8 17
Candida antarctica 52 >99
Candida cylindracea 32 13
Mucor miehei 19 2
Pseudomonas cepacia 34 40
Pseudomonas fluorescens 4 7
Rhizopus arrhizus 14 21
Rhizopus niveus 7 6
Péncreas suino 4 25

Condic¢des de andlise: 40-200 °C a 10 °C/min, 200-300 °C a 30 °C/min, constante por 5 min. Mais
detalhes no item 1.1 da parte experimental.

Os resultados obtidos mostraram que as lipases de diferentes fontes apresentaram
atividade distintas frente as conversoes das duas cetonas ciclicas avaliadas. Observou-
se que a lipase isolada de Candida antarctica forneceu as maiores conversdes para a
oxidagdo de ambas as cetonas. Vale também destacar a lipase Pseudomonas cepacia
que catalisou as mesmas reacdes com conversdes razodveis; as lipases de Candida
cylindracea e de Mucor miehei que promoveram a oxidacdo do substrato 42 em
rendimentos aprecidveis; e as lipases de Rhizopus niveus e de pancreas suino que
atuaram na oxidacdo do substrato 55. A participagdo da enzima também foi
comprovada pela auséncia de produtos na reagcao controle (meio reacional na auséncia
da enzima).

Apesar de comprovada a participagdo da enzima a andlise das aliquotas
reacionais por cromatografia gasosa em coluna quiral (CG-DIC) mostrou que a reacao
nao é enantiosseletiva. A auséncia de participacdo da lipase na etapa de oxidagdo da
cetona ja € descrita na literatura, sendo estd reacdo classificada como quimio-
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enzimatica, pois a lipase somente participa da peridrolise do 4cido carboxilico,
enquanto que a etapa de oxidagdo € espontanea e realizada pelo peracido livre.
Eventuais resolugdes enziméticas das lactonas formadas podem ser observadas na
presenca de atividade hidrolitica pés-oxidagdo.™

A oxidacdo da 2-pentilciclopentanona (42) pelas lipases de C. antarctica e C
cylindracea em tolueno foi melhor investigada devido ao interesse comercial do
produto de oxidagdo obtido (aroma de coco), e a quantidade expressiva de estudos na
literatura sobre lipases oriundas de cepas de leveduras deste género, principalmente
sobre a CAL-B (lipase B de C. antarctica), sendo que muitos relatam a atuacio
promiscua da mesma. A atuacdo da lipase de C cylindracea também foi avaliada
utilizando benzeno como solvente organico, visto que este sistema foi ineficiente na
oxidacdo do substrato de interesse.

Nesta etapa do trabalho, objetivou-se estudar as caracteristicas do sistema
reacional envolvido na atuacdo promiscua de lipases. Como a condi¢do reacional
envolve um sistema bifasico (H,Oxqy/tolueno ou benzeno), a enzima pode atuar na
interfase, entrando em contato com os reagentes na fase organica, uma caracteristica
intrinseca das lipases, que atuam originalmente em substratos lipofilicos. Porém,
como este sistema envolve um 4cido graxo, a enzima pode entrar em contato com 0s
reagentes lipofilicos através da alocagdo da mesma no interior aquoso de micelas
reversas de dcido octandico em tolueno ou benzeno.

Para diferenciar as duas hipéteses, um teste simples com azul de metileno
(solivel somente em 4gua) acusa a presenca de 4agua na fase orginica. Para a
realizacao do teste, foi adicionado este corante a fase aquosa da reacdo e a mistura foi
agitada. Apds a separagdo das fases foi observado que a fragdo organica adquiriu
coloracdo azul, indicando a transferéncia de pequenas gotas de dgua para a fase

organica, dentro de micelas reversas. Tal fato somente foi observado na presenca da

54 Enzelberger, M.M. et al. J. Biotechnol., 1997, 56, 129-133.
*® Noritomi, H. et al. Colloid. Polym. Sci., 2009, 287, 455-459.
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enzima, ou seja, possivelmente houve indugcdao da formagdo de micelas reversas de
acido octanoico quando a lipase estava presente no meio. Vale ressaltar que o teste
realizado na presenca da lipase de C. cylindracea em benzeno proporcionou uma
intensa colorac@o azul na fase organica (Figura 14). O teste realizado com a mesma
enzima em tolueno proporcionou uma coloracdo azul moderada na fase organica,
enquanto que o teste realizado na presenca da lipase de C. antarctica levou apenas a
uma leve coloracdo azulada. Estas diferencas colorimétricas podem ser um indicio do

tamanho ou do nadmero das micelas formadas.

Figura 14. Teste com azul de metileno na presenca de benzeno e H,O, 30% e A) 4cido octandico,
B) lipase de C. cylindracea, C) lipase de C. cylindracea e acido octandico.

As micelas reversas sdo definidas pela [UPAC como agregados formados através
da associacdo coloidal reversivel de surfactantes em solventes apolares. Essa
associac¢ao pode ser do tipo:

Monémero = Dimero = Trimero = --- & n—mero
e o fendmeno da concentracio micelar critica (ou um efeito andlogo),
consequentemente, ndo € observado. Em uma micela reversa os grupos polares dos
surfactantes encontram-se voltados para o interior aquoso e os grupos lipofilicos
prolongam-se no solvente apolar.”®

As caracteristicas principais de uma micela reversa sdo: a forma esférica é a mais
comum; € formada em condi¢des com concentragdes <10% de surfactante, 0-10% de
agua e 80-90% de solvente organico apolar; geralmente sdo menores que as micelas; o

nimero de agregacdo ¢ menor que 50; possuem propriedades de solucdes coloidais,

% |JUPAC Compendium of Chemical Terminology, 1997, 66, 1126.
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como estabilidade termodindmica, formagdo espontianea, diminui¢do da tensdo
superficial, entre outras.”’

Entre as aplicacoes descritas na literatura para estas estruturas micelares
encontram-se os sistemas de extracdo de poluentes™, liberacdo de farmacos™, reacio
para catélise enzimatica®, separacdo e enovelamento de protefnas’’, determinacio
estrutural de proteinas por RMN®', entre outras. E notdvel que as dltimas trés
aplicacdes citadas envolvem a alocagdo de proteinas no interior de micelas reversas.

Assim, no caso do sistema avaliado as micelas reversas de acido octanodico
podem carregar em seu interior moléculas de dgua, enzima e H,0,, promovendo as
condi¢Oes necessdrias para que a reacdo ocorra, € ainda simulando um ambiente
nativo para a lipase, evitando qualquer possivel desnaturacdo da mesma devido ao

contato com o solvente orgénico. (Figura 15).%

Figura 15. Micela reversa de 4cido octandico formada em tolueno ou benzeno na presenca de
lipase.

57 Yang, L.; Xiaoyan, D.; Yan, S. Chin. J. Chem. Eng., 2008, 16, 949-955.
%% Ruiz, F-J.; Rubio, S.; Pérez-Bendito, D. Anal. Chem., 2007, 79, 7473-7484.
% \Wang, T. et al. Eur. J. Pharm. Sci., 2010, 39, 373-379.
% |chinose, H. et al. Langmuir, 2004, 20, 5564-5568.
%' Valentine, K.G. et al. Structure, 2010, 18, 9-16.
%2 Horn, W.D.; Ogilvie, M.E.; Flynn, P.F. J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 8030-8039.
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Assim, para avaliar este sistema supramolecular formado, técnicas especificas de
RMN de 'H, como diferenca de transferéncia de saturacio (STD) e medidas de tempo
de relaxacdo longitudinal (7;) e transversal (77) foram utilizadas para o estudo das
interacOes intermoleculares presentes.

Os experimentos de RMN foram realizados simulando as condi¢gdes reacionais
na presenca de solventes organicos deuterados, ou seja, continham H,O, 30% v/v,
acido octandico, cetona ciclica e lipase em tolueno ou benzeno deuterado (Figura 16).
Experimentos também foram realizados na auséncia da enzima, visando estudar a
participagao da mesma no sistema em estudo.

Os experimentos de RMN de 'H-STD foram realizados saturando o sinal da
enzima em —0,5 ppm e saturando o sinal da dgua, em 5,05 ppm, presente na fase
organica. Os ensaios realizados através da saturacdo do sinal da dgua utilizaram as
moléculas de 4gua saturadas para relatar as interagdes intermoleculares presentes no
sistema pela transferéncia de saturacdo para as espécies quimicas especificas que

participam da micela reversa.

o

/

Tolueno
ou Benzeno

H,0,30% - -
t= enzima ’ o
o= Hzo'_p

Figura 16. Esquema da amostra para os experimentos de RMN simulando as condicdes reacionais.
Todos os experimentos foram realizados tomando o cuidado para que a bobina do detector estivesse
localizada na fase do solvente deuterado.
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Uma possivel confirmacdo da formagdo destas micelas reversas foi obtida nos
experimentos realizados saturando o sinal da 4gua. A transferéncia de satura¢ido para
os 'H alfa carbonilicos do dcido octanéico indicaram ser esta a por¢do do dcido graxo
mais proxima ao interior aquoso da micela reversa, o que € compativel com o tipo de
agregacao das mesmas. Este resultado foi observado para todos os sistemas estudados.
(Espectros 1-3)

Os experimentos de S7D irradiando no sinal da enzima (-0,5 ppm) nao
promoveram nenhuma transferéncia de saturacdo, possivelmente devido a baixa

concentragao das mesmas na fase orgénica.
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Figura 17. Espectros de RMN de 'H (499,89 MHz, C;Dg/ referéncia em 7,0 ppm) da A) 2-
pentilciclopentanona. B) do 4cido octandico. C) Espectro de STD controle (irradiando em 30 ppm).
D) Espectro de STD (irradiando em 5,05 ppm), a 303 K, na presenca da lipase de C. cylindracea.
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Figura 18. Espectro de RMN de 'H (499,89 MHz, C;Dg/ referéncia em 7,0 ppm) da A) 2-
pentilciclopentanona. B) do acido octandico. C) Espectro de STD controle (irradiando em 30 ppm).
D) Espectro de STD (irradiando em 5,05 ppm), a 303 K, na presenca da lipase de C. antarctica.
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Figura 19. Espectros de RMN de 'H (499,89 MHz, C¢D¢/ referéncia em 7,16 ppm) da A) 2-
pentilciclopentanona. B) do 4cido octandico. C) Espectro de STD controle (irradiando em 30 ppm).
D) Espectro de STD (irradiando em 5,05 ppm), a 303 K, na presenca da lipase de C. cylindracea.

Os mesmos experimentos de STD foram realizados para o sistema na auséncia da
enzima e, neste caso, nenhum sinal foi observado, confirmando a auséncia de micelas
inversas, como j4 anteriormente visualizado no teste com azul de metileno.

Com o intuito de estudar as interagdes da enzima com o arranjo micelar
proposto, experimentos para a determinagdo dos tempos de relaxacdo longitudinal
(T)) e transversal (7>) foram realizados. As Tabela 13-15 apresentam os resultados

obtidos.
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Tabela 13. Variagoes dos tempos de relaxacdao 7; e T, para o sistema reacional de
oxidagdo da cetona ciclica 42 na auséncia e presenca da lipase de C. antarctica em
tolueno.

Tempo de Relaxacao

Composto Enzima
T, (s) ATy (s)* T, (s) AT, (s)*
, Ausente 2,075 1,430
Acido octandico 0,442 0,290
Presente 1,633 1,140
Ausente 3,740 0,993
2-pentilciclopentanona 0,654 0,203
Presente 3,086 0,790

a
AT = Tyuséncia - Tpresenga

Tabela 14. Variacdes dos tempos de relaxacdo T; e T, para o sistema reacional de
oxidacdo da cetona ciclica 42 na auséncia e presenca da lipase de C. cylindracea em
tolueno.

Tempo de Relaxacao

Composto Enzima
T, (s) ATy (s)* T; (s) AT, (s)*
, Ausente 1,764 0,950
Acido octandico 0,187 0,172
Presente 1,577 0,778
Ausente 3,055 1,636
2-pentilciclopentanona 0,065 0,008
Presente 2,990 1,628

a
AT = Tausencia - Tpresenga

Tabela 15. Variacdes dos tempos de relaxacdo 7; e T, para o sistema reacional de
oxidacdo da cetona ciclica 42 na auséncia e presenca da lipase de C. cylindracea em
benzeno.

Tempo de Relaxacao

Composto Enzima

T, (s) AT (s)* T; (s) AT; (s)*
, Ausente 1,548 1,007
Acido octandico -0,205 -0,303
Presente 1,753 1,310
Ausente 2,478 1,145
2-pentilciclopentanona -0,843 -0,240
Presente 3,321 1,385

a
AT = Tauséncia - Tpresenga
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Analisando os dados apresentados nas Tabelas 13 e 14, observou-se um
decréscimo nos valores de T; e T, para os sistemas envolvendo ambas as lipases em
tolueno, quando comparados com os mesmos na auséncia da enzima. Logo, é possivel
extrapolar que estas hidrolases estejam participando do arranjo micelar proposto.

A comparacio dos dados das Tabelas 14 e 15, obtidos na presenca da lipase de
C. cylindracea, porém em solventes diferentes (tolueno e benzeno, respectivamente),
mostram que para a reacdo em benzeno os valores de AT foram negativos, indicando
que os tempos de relaxacdo foram maiores na presenga da enzima, ao contrario do que
€ observado para a reacao em tolueno. Estes dados indicam que apesar dos tempos de
relaxacdo serem mais longos, portanto com tempos de correlacio menores, parece
haver uma organizacdo estrutural micelar na presenca da lipase (evidenciado pelo
experimento de STD e pela coloracdo da fase orginica com azul de metileno),
organizacdo esta, distinta da observada em tolueno, e que resulta numa catdlise
ineficiente.

Outro fator relevante € a variacdo dos tempos de relaxacdo da 2-
pentilciclopentanona, indicando que, de alguma maneira, a mesma participe do
sistema micelar formado. A localizagdo mais provavel desta molécula no arranjo é
proxima a cauda apolar do dcido octandico.

Ja é relatado na literatura que proteinas podem ser estabilizadas através do
confinamento das mesmas em micelas reversas. Esta estabilizacdo ocorre devido ao
elevado impedimento existente no interior micelar, o que simula as condi¢des
encontradas no ambiente celular, visto que, por exemplo, o citoplasma de uma célula
de E. coli possui aproximadamente 300-400 mg de proteinas e dcidos nucléicos,

quantidade muito superior as utilizadas no ensaios in vitro.°
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3. Conclusoes Parciais e Perspectivas

Diversas lipases comerciais foram avaliadas quanto a sua versatilidade
enzimadtica para atuagdo em reacoes de Baeyer-Villiger, e mostraram-se ativas frente a
oxidacdo de cetonas ciclicas em meio organico, na presenca de perdxido de
hidrogénio e acido octandico.

A obtencdo da od-decalactona e da o-dodecalactona, ambas utilizadas em
composi¢do de aromas e fragrancias de interesse comercial, foi melhor avaliada,
sendo que os resultados observados mostraram-se promissores para a aplica¢do desta
metodologia em escala industrial.

Nao foi observada enantiosseletividade nas reagdes, corroborando com a
hipétese de que a lipase somente participe da etapa de peridrélise do acido
carboxilico. Porém, trabalhos futuros poderdo ser realizados com o intuito de otimizar
as condicdes reacionais para a observacao de enantiosseletividade, como por exemplo,
por inducao da atividade hidrolitica pos-oxidagdo das lipases estudadas.

Pela primeira vez foi realizado o estudo das interagdes intermoleculares
presentes em um sistema de promiscuidade enzimadtica de lipases atuando em reacoes
de oxidacdo de Baeyer-Villiger. Foi proposto que este sistema reacional envolve a
formagdo de micelas reversas de dcido octandico em tolueno, que propiciam as
condi¢des necessdrias para que a reagdo enzimdtica ocorra, sem a desnaturacdo da
enzima pelo solvente organico e pelo peroxido de hidrogénio. Técnicas de RMN de
'H, como STD e medidas de T; e T, foram utilizadas para a confirmacio desta
hipdtese, sendo que experimentos adicionais, como difusdo (DOSY), ainda serdo
realizados. Estudos com o intuito de caracterizar estas micelas, utilizando SAXS,

também serao utilizados.
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1. Consideracoes gerais

As fosfatases (E.C. 3.1.3) s3o enzimas que catalisam a hidrdlise de substratos
fosfomonoésteres, através da liberagdo do substrato com um grupamento hidroxila
livre e um grupo fosfato inorganico. As proteina fosfatases catalisam a hidrdlise de
grupos fosfato ligados a residuos de aminoacidos em proteinas. De acordo com a sua
funcdo, estrutura, sequéncia, especificidade, ativadores e inibidores, elas podem ser
classificadas em dois grupos: serina/treonina fosfatase (PP) e tirosina fosfatase (PTP).
Estas enzimas catalisam, respectivamente, a hidrdlise de grupos fosfato ligados a
residuos de serina/treonina e tirosina.®’

As reacoes de fosforilacdao e desfosforilagdo de proteinas sdo empregadas por
organismos para a regulacdo de diversos processos bioldgicos. Anormalidades na
fosforilagao/desfosforilagdo de proteinas podem levar a diversas enfermidades como
cancer, diabetes e doengas auto-imunes.®® A fosforilagio de proteinas é governada

pelas proteinas quinases e a desfosforilacao pelas proteinas fosfatases (Esquema 10).

0] o o
A s U B

o
Y (0] \OH O
treonina o serina tirosina

o OH

_ P< ATP
O\ OH
OH

fosfatase | |quinase

Hz0 ADP
H\)OL H " H Q
51(1\1 : H/§ EEN%H% ETN%H%
R 5o 9
- ©OH © éH o’,P\
fosfotreonina fosfoserina fosfotirosinaQ or

Esquema 10. Reacdes de fosforilacdo e desfosforilagdo de proteinas catalisadas por quinases e
fosfatases.Fonte: Adaptado de Bialy & Waldmann, 2005.%

58 Aoyama, H. et.al, Quim. Nova, 2003, 26(6), 896-900.
64 Bialy, L.; Waldmann, H. Angew. Chem. Int. Ed., 2005, 44, 3814-3839.
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As proteinas quinases sao alvos terapéuticos extensivamente estudados, visto seu
envolvimento na regulacio de diversos processos bioldgicos.® Porém, sdo recentes os
relatos na literatura sobre estudos de inibi¢do de fosfatases.

O processo de identificacdo e otimizagdo de novos farmacos € bastante
complexo, englobando multiplas etapas e vdrias dreas do conhecimento cientifico. A
primeira etapa consiste na identificacdo do receptor macromolecular alvo responsével
pelo desencadeamento do processo fisioldgico de interesse, neste caso as PTPs, sendo
o desenvolvimento de um método para a triagem de novos candidatos a drogas, o
segundo passo neste processo.

Para a deteccdo da inibi¢do de enzimas, as triagens de alto desempenho (HTS) em
placas de 96 ou 384 pocos, sdo extensivamente utilizadas e estdo baseados no uso de
sondas especificas que permitem o monitoramento de uma determinada atividade
enzimdtica pela medida da diferenca de um sinal na solu¢do causada pela reagdo
enzimatica, como por exemplo: pH, turbidez, rotacdo especifica, absorbancia,
fluorescéncia, potencial redox, entre outros.

A maioria das HTS utiliza substratos fluorogénicos ou cromogénicos, e consiste
na liberacdo de um croméforo ou fluor6foro como conseqiiéncia da acdo enzimadtica.
Estes ensaios sao de fécil execucao, rapidos e sensiveis, o que permite a utilizacdo de
pequenas concentragdes de enzima e substrato, aumento da velocidade de andlise,
além de possibilitar o acompanhamento da cinética da reacio em tempo real.®”®

A umbeliferona (57), vista no Esquema 11, é um protétipo de fendis
fluorogénicos. Esteres e éteres de umbeliferona ndo sdo fluorescentes, enquanto que a
umbeliferona livre € fluorogénica devido ao anion fenolato. Seu pKa ¢€
aproximadamente 7,0, sendo que qualquer reagdo que libere a umbeliferona em pH

. . . N 67
acima de 7,0 proporciona um grande incremento de fluorescéncia azul.

%% Krishnamurty, R.; Maly, J.D. ACS Chem. Biol., 2010, 5, 121-138.

% Goddard, J.P.; Reymond, J.L. Curr. Opin. Chem. Biol., 2004, 15, 314-322.
%7 Fink, D.W.; Koehler, W.R. Anal. Chem., 1970, 42, 990-993.

66



CAPITULO III: Consideracées Gerais

m m
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Esquema 11. Liberagao do anion umbeliferila em pH > 7,0.

Assim, foi proposto a utilizacdo de derivados de umbeliferona (Esquema 12),

como sondas para a determinacdo da atividade e inibicdo de proteina fosfatases. No

Gl 68 ~ e :
caso da sonda para tirosina fosfatase (58)”°, a acdo enzimadtica libera diretamente o

anion umbeliferila (16), que pode ser detectado a 460 nm em leitor de fluorescéncia, e

: : 69 1 .
no caso da sonda para serina/treonina fosfatases (5§9)” a catdlise enzimdtica gera o

diol 11 que, entdo, por a¢do de NalO, e BSA libera o 4nion umbeliferila.
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Esquema 12. Ensaio para determinacdo da atividade de fosfatases baseado

fluorogénicos derivados de umbeliferona.

%8 Guilbault, G.G. et al. Anal. Lett. 1968, 1, 333-345.
%9 Wahler, D. et al.Chem. Eur. J. 2002, 8, 3211-3228.

em substratos
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2. Resultados e Discussao

Inicialmente, as sondas 58 e 59 foram sintetizadas segundo metodologia descrita

na literatura por Wahler e col.”” (Esquema 13 e 14).

= 1) 1H-tetrazol, CH,Cls, s o

H dibenzil- N,N-diisopropilfosforoamideto_ [

- P.

57 60 OBn
H,, Pd/C, 1atm m 1
MeOH P
100% o” Yo 0| “oH
58 OH

Esquema 13. Rota sintética da sonda para detec¢do da atividade de proteina tirosina fosfatases (58).
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Esquema 14. Rota sintética da sonda para detec¢do da atividade de proteina serina-treonina
fosfatases (59).

Os rendimentos globais das rea¢des foram de 50% e 22% para a obtengdo das
sondas 58 e 59, respectivamente, ambos razoaveis para sinteses que envolvem etapas
de fosforilacdo. As estruturas dos compostos sintetizados foram confirmadas por CG-

EM, RMN e/ou ESI-EM.
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Apo6s a sintese das sondas, as mesmas foram testadas para ensaios de
determinacdo da atividade de proteinas fosfatases. Foram utilizadas as enzimas
proteina tirosina fosfatase de baixo peso molecular (LMW-PTP, humana,
recombinante)70 e a proteina serina/treonina fosfatase calcineurina (PP2B, humana,
recombinante, expressa em E. coli).”' Os ensaios foram realizados utilizando diversas
concentracdes de enzima e substrato.

A sonda 58 mostrou-se ativa na determinacdo da atividade da LMW-PTP em
tampao acetato 0,1 mol/L pH 5,0, utilizando 100 pmol/L de substrato e
aproximadamente 10 nmol/LL de enzima (M.M. = 18.000 g/mol). Porém, como a
umbeliferona ndo € fluorescente em pH 4cido, a reacdo foi interrompida apds 20 min
pela adicdo de NaOH 0,1 mol/L, e a intensidade de fluorescéncia foi determinada a
460 nm.

No caso da sonda 59, nao foi observado hidrélise da mesma pela fosfatase PP2B
em nenhuma das condi¢Oes avaliadas. No entanto, a presenca de atividade enzimética
foi confirmada pelo método colorimétrico padrdo utilizando verde de malaquita, e
todos os ensaios testes foram realizados nas condicdes Otimas descritas pelo
fabricante.”” Assim, foi proposta a sintese de uma nova sonda (Figura 20) também
derivada de umbeliferona, porém apresentando um unico grupo fosfato primério em
sua estrutura. A sintese e os testes para implementacdo desta metodologia estdo sendo

executados pela Dra Caroline C. S. Gongalves, como uma parte de seu projeto de pos-

doutoramento.
/
TH
o) OH
o) 0 O/\/ \ﬁ/
\ 65 o) ]

Figura 20. Sonda alternativa para a detec¢do da atividade de serina/treonina fosfatases.

7 Produzida e fornecida pelo grupo de pesquisa da Profa. Dra. Carmen Verissima (IB-UNICAMP).
7 Adquirida da empresa Merck — Calbiochem®, Cat. No 539568.
"2Calcineurin Assay Kit, Colorimetric. Adquirido da empresa Merck — Calbiochem. Cat. No. 207005. User protocol
207005.
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Assim, optou-se por seguir os estudos somente avaliando a inibi¢do de proteina
tirosina fosfatases, utilizando como sonda o composto 58.

A primeira etapa no desenvolvimento de uma metodologia eficiente para a
triagem de inibidores de enzimas € otimizar as condi¢cdes reacionais para a
determinacdo da referida atividade enzimadtica. Assim, para a otimizacdo dos ensaios
de atividade da LMW-PTP foram avaliadas diferentes concentracdes de sonda e de
enzima, assim como diferentes tempos reacionais. Para isto foi utilizado uma solugao
2 mmol/L. da sonda 58 em 4gua destilada e uma solucdo de enzima diluida 1000 vezes
em tampdo acetato 0,1 mol/L pH 5,0. As rea¢bes foram incubadas a 37 °C em leitor
de fluorescéncia, utilizando placas de 96 pocos. As reacdes enzimdticas foram
finalizadas através do aumento do pH do meio, possibilitando a leitura da
fluorescéncia, uma vez que a umbeliferona (16) apenas fluoresce em pH acima de 7,0.

A concentracdo de substrato (58) foi avaliada na faixa de 25 a 500 umol/L, a
concentracao de enzima entre 1,5 a 15 nmol/L e o tempo reacional entre 1 a 30 min.
As condic¢des 6timas foram determinadas variando-se cada varidvel separadamente e,
de acordo com os resultados obtidos, optou-se por utilizar uma concentracao de 100
pmol/L da sonda e 2,08 nmol/L de enzima. O tempo reacional 6timo para o ensaio foi
de 10 min.

Inicialmente, as reacdes foram finalizadas pela adi¢cao de 100 uLL de uma solu¢ao
aquosa de NaOH 1 mol/L, entretanto, constatou-se um decaimento considerdvel da
fluorescéncia com o tempo (Figura 21), ou seja, o aumento brusco do pH do meio
acarreta a abertura da porcdo lactdnica da umbeliferona (66), justificando o

decaimento nas medidas de fluorescéncia (Esquema 15).
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Figura 21. Variacdo da intensidade de fluorescéncia do &nion umbeliferila com o tempo de
incubacdo ap6s adicdo de NaOH 1 mol/L ou tampao borato 0,1 mol/L pH 8,0.

= =
NaOH
> 0.C
o
o 0 o N9 o 3
16 66

. J

Esquema 15. Abertura do anel lactdonico do anion umbeliferila (16) na presenca de pH elevados.

Baseados nisto, os ensaios posteriores foram realizados adicionando-se tampao
borato (0,1 mol/L) pH 8,0 para finalizar a reagcdo, pois neste caso nao foi observado
decréscimo ou acréscimo na intensidade de fluorescéncia no intervalo de 20 min
(Figura 21), indicando que a reacdo foi interrompida sem comprometimento dos
resultados.

Os parametros cinéticos para a LMW-PTP na presenca da sonda 58 como
substrato também foram determinados. Inicialmente, foram obtidas as velocidades
iniciais da reacdo enzimdtica nas concentracoes de 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250,
300, 400 e 500 pmol/L de sonda, variando-se os tempos de 1 a 30 min e utilizando

uma concentracio de enzima de 2,08 nmol/L. As velocidades iniciais foram obtidas a
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partir da construcao de um grafico da concentracdo de produto versus o tempo de
reacdo, onde o valor da tangente da curva, que passa pela origem, constitui a
velocidade inicial enzimatica em uma determinada concentracdo de substrato.

A constante de Michaelis-Menten (Kj;) e a velocidade maxima (V) sao
parametros cinéticos enzimdaticos obtidos a partir da equacdo de Michaelis-Menten
(Equacao 1).

_ Vinax[S]
P Ky +I[S]

Equacao 1
Uma metodologia grafica pratica e eficiente para a determinacdo destes
parametros € a utilizacdo da equacdo de duplo reciproco de Lineweaver-Burke.
(Equacao 2) e seu respectivo grafico do inverso da velocidade inicial versus o inverso
da concentracdo de substrato, onde o coeficiente angular da reta obtida corresponde

ao valor de K, /V,; e o coeficiente linear corresponde ao valor de 1/V,,;,. (Figura 22)

1 K, 1

= - +
Voo Vinax[ST  Vinss

Equacao 2

Assim, foi observado um K, de 1,98 mmol/L e uma V,,;, de 0,93 umol/L.s.
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Figura 22. Grifico de duplo reciproco de Lineweaver-Burke para a obtencdo das constantes
cinéticas enzimdticas da LMW-PTP frente ao substrato 58.

A constante de Michaelis-Menten, Kj;, pode ser utilizada como indicativo da
afinidade de uma enzima por um substrato especifico, ou seja, quanto menor o valor
de Kj;, maior € a afinidade. Porém, esta constante ¢ dependente do nimero e das
velocidades das etapas individuais de uma reacao enzimatica. Assim, comumente sao
utilizados os parametros cinéticos k., € ¢ para comparar a eficiéncia catalitica de duas
enzimas, ou a atuagdo de uma mesma enzima sobre substratos distintos.

O ndmero de renovacdo (k.,) e a constante de especificidade (&) estdo
relacionados aos valores de Kj, e V,, € sdo obtidos a partir das Equacdes 3 e 4,

respectivamente.

Keat = = Equacio 3 €= 5
t [E], quag K, Equacao 4
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Logo, no caso da atuacdo da LMW-PTP sobre a sonda 58 foi observado um
ndmero de renovacdo de 223,0 s e uma constante de especificidade de 1,13x10°
M5’

O valor obtido de k., significa que 223 moléculas de substrato sdo convertidas
em produto, por segundo, em uma unica unidade enzimdtica, um valor expressivo
para reacdes de hidrdlise de grupos fosfatos, representando a elevada eficiéncia
catalitica desta enzima frente a sonda 58.

A constante de especificidade ¢ relaciona-se tanto a afinidade da ligacdo do
substrato com a enzima, como com a capacidade catalitica da mesma. Esta constante
apresenta um limite mdximo tedrico, denominado limite de difusdo, que se encontra
entre 10% e 10° M'.s™. Isto ocorre, pois, considerando que cada colisdo entre enzima e
substrato resulte em uma catalise, a velocidade global da formagdo do produto sera
limitada pela velocidade de difusdao da enzima em soluc¢do. Enzimas que apresentam
valores de & proximos ao limite de difusdo sdo consideradas cataliticamente perfeitas.'
Assim, considerando que a sonda avaliada ndo constitui o substrato natural da LMW-
PTP, o valor de € obtido representa uma elevada afinidade desta enzima pela sonda,
assim como corrobora com o resultado obtido de &, referente a eficiéncia catalitica.

A validagdo desta metodologia fluorimétrica foi realizada por comparacdo com
o método colorimétrico padrdo baseado na hidrélise do fosfato p-nitrofenila (pNPP,
67). A reacdo de hidrdlise deste composto pela PTP libera o p-nitrofenol (68)
conferindo coloracdo amarela a solucdo, que € acompanhada por leitura de

absorbancia a 405 nm. (Esquema 16)
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Esquema 16. Reac¢ao de hidrélise do pNPP na presencga da PTP.
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A Tabela 16 apresenta os resultados de conversao dos substratos 58 e 67 nos
respectivos produtos de hidrdlise, expressos em porcentagem de fluorescéncia e
absorbancia, em diversas concentracdes de enzima, para comparacdo do método
fluorimétrico e colorimétrico. Equiparando-se as duas metodologias para dosagem da
atividade fosfatdsica, observou-se que a LMW-PTP apresenta maior afinidade pela
sonda 58, visto que até mesmo nas menores concentracdes de enzima foram obtidas

porcentagens de fluorescéncia significativas, ou seja, maiores que 10%.

Tabela 16. Conversao dos substratos 58 e 67 nos respectivos produtos de hidrdlise,

determinados por fluorescéncia e absorbancia, em diversas concentragdes de LMW-
PTP.

Concentraciao de enzima (nM)
Substrato Metodologia“

0,83 1,04 1,38 2,08 4,16
58* Fluorescéncia 12,1 15,7 27,2 35,1 39,3
67" Absorbancia 0,7 3,2 6,0 16,5 43,6

? Concentracio de 100 puM. b Concentragdo de 0,1 mM. “ % de conversio= [(E-CN)/CP]*100, onde
E ¢é a intensidade de fluorescéncia ou absorbancia do ensaio, CN é a intensidade do controle
negativo e CP € a intensidade do controle positivo. Maiores detalhes no Item 12 da Parte
Experimental.

Observou-se que as metodologias apresentaram respostas semelhantes quando
fo1 utilizado 1,04 nM de enzima para o ensaio fluorimétrico e 2,08 nM para o ensaio
colorimétrico. A Tabela 17 apresenta alguns dados para a comparagao das mesmas
nesta condi¢do. A sensibilidade do método fluorimétrico foi aproximadamente 50
vezes maior, visto que foi utilizada uma concentracdo de substrato 25 vezes menor e
de enzima duas vezes menor. Assim, apesar de a metodologia fluorimétrica utilizar
uma sonda de custo mais elevado, a maior sensibilidade da técnica permite a
utilizacdo de menores concentracdes de enzima e substrato, tornando-a

economicamente mais atrativa.
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Tabela 17. Comparacdo das metodologias fluorimétrica e colorimétrica para a
detec¢do da atividade de LMW-PTP.

S Substratos
58 67
[E] (mM) 1,04 2,08
[S] (uM) 100 2500
Tempo de incubacao (min) 10 10
Temperatura (°C) 37 37
Leitura Fluorescéncia (460 nm) Absorbancia (405 nm)
Preco (US $/g) 473 45

Visando avaliar comparativamente a afinidade da LMW-PTP frente a sonda 58,
foram realizados ensaios de competicdo entre os dois substratos. A Tabela 18
apresenta os resultados de conversdo dos substratos avaliados determinados por
fluorescéncia e absorbancia para os ensaios realizados na presenca de um unico

substrato ou na presenca de ambos. A concentragdo utilizada foi de 100 uM.

Tabela 18. Ensaios de competi¢cdo entre os substratos 58 e 67 na presenca da LMW-
PTP.

Substratos’
Metodologia
58 67 58 + 67
Fluorescéncia® 42.8 - 44.0
Absorbancia® - 54,3 25.8

* % de conversido= [(E-CN)/CP]*100, onde E € a intensidade de fluorescéncia ou absorbancia do
ensaio, CN ¢ a intensidade do controle negativo e CP € a intensidade do controle positivo. Maiores
detalhes no Item 12 da Parte Experimental. b Concentragdo de 100 uM

Foi observado que a conversdo do substrato 58 foi pouco influenciada pela
presenca do pNPP (67) no meio, enquanto que o efeito contrério foi verificado para a
conversao do pNPP (67) na presenca de 58, onde houve um decréscimo de 50%.
Logo, estes resultados corroboram com uma maior afinidade da LMW-PTP pela

sonda 58.
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Ap6s a implementacdo da metodologia fluorimétrica para a determinagdo da
atividade enzimatica, a mesma foi avaliada para a triagem de inibidores da LMW-
PTP. Os ensaios preliminares foram realizados utilizando o inibidor padrao Na;VO,.
Os resultados obtidos foram promissores e este método mostrou-se eficiente para a
deteccdo da inibicdo desta enzima, sendo possivel a obtencdo de uma curva

caracteristica de inibicdo (Figura 23) e do ICsy deste inibidor, em um valor de 25 uM.
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Figura 23. Curva de inibicdo da LMW-PTP na presenca do inibidor NazVOs.

Para avaliar a versatilidade deste método na triagem de inibidores de diversas
estruturas quimicas, uma série de compostos (alvos de pesquisa do nosso grupo, ndao
diretamente relacionados a inibi¢do de fosfatases), foram testados em ensaios de
inibicio preliminares (Figura 24)”. Dentre as substincias avaliadas encontram-se
homosserinas lactonas (69-71), piperidinas (72-74) e diversos componentes de

fragrancias (75-88), totalizando 20 compostos.

7® Os ensaios foram realizados na presenga do surfactante Triton X-100, evitando a ocorréncia de inibicao promiscua.
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Figura 24. Compostos avaliados nos ensaios de inibi¢io da LMW-PTP.
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Trés componentes de fragrancias (77, 78 e 82) apresentaram inibicdo superior a

90% da atividade da LMW-PTP nos pré-testes, a uma concentracdo de 1,0 mM.

Ensaios posteriores foram realizados variando-se a concentracdo dos dois primeiros

compostos na reagao enzimatica na faixa de 0,0025 a 1,0 mM. Os graficos da Figura

25 permitiram o cdlculo do ICsy para ambos os compostos, sendo observados os

valores de 8,99 uM para o composto 77 e 10,62 uM para o composto 78.
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Figura 25. Curvas de inibicdo da LMW-PTP frente aos compostos A) 77 e B) 78.
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Portanto, a metodologia fluorimétrica desenvolvida mostrou-se eficiente e
versatil na detec¢cdo da inibicdo de LMW-PTPs, podendo ser utilizada para a triagem
de diversas classes de compostos. A sensibilidade do método permite a utilizagdo de
pequenas quantidades de enzima, substrato e do candidato a inibidor, condicoes

favordveis para este tipo de sele¢do inicial.

Este trabalho faz parte do projeto temdtico intitulado “Biologia Quimica: Novos
Alvos Moleculares Naturais e Sintéticos contra Cancer. Estudos Estruturais,
Avaliacdo Bioldgica e Modos de Ac¢do”, financiado pela FAPESP, e coordenado pelos
professores Dr. Ronaldo A. Pilli e Dr. Fernando A. S. Coelho.

Todos os experimentos foram realizados em conjunto com a pds-doutoranda Dr.
Caroline C. S. Gongalves e em colaboracao com a Profa Dra Carmen V. Ferreira do

Instituto de Biologia da UNICAMP.
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3. Conclusoes Parciais e Perspectivas

A modulagdo andmala das atividades enzimaticas podem originar diversas
enfermidades, as quais podem ser controladas através do uso de farmacos que atuem
inibindo ou ativando estas enzimas. Assim, neste trabalho foi desenvolvida uma
metodologia para a deteccdo da atividade e inibicdo de fosfatases, que estdo
intimamente ligadas a ocorréncia de diversas doengas.

Uma sonda fluorogénica, derivada de umbeliferona, para deteccao de PTPs foi
sintetizada, e a metodologia para a determinacdo da atividade de uma LMW-PTP
frente a este substrato foi otimizada, desenvolvendo-se um método eficiente, rapido e
sensivel para a deteccdo da atividade desta enzima.

Diversos compostos, incluindo o inibidor padrao Na;VO,, foram avaliados frente
a inibicdo desta LMW- PTP, observando que esta metodologia € versatil para o estudo
de vérias classes de substancias.

Como perspectivas, moléculas sintetizadas por grupos de pesquisa em Sintese
Organica do Instituto de Quimica, como candidatos especificos a inibidores de
fosfatases, serdo testadas para a inibicdo desta LMW-PTP. A metodologia para a
deteccao de outras PTPs (PTP1B, CD45 e Cdc25b) sera avaliada utilizando a mesma

sonda fluorogénica.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho de dissertacdo apresentou um estudo amplo sobre a versatilidade
das enzimas, abordando aspectos especificos e relevantes da atuagdo destes
biocatalisadores. Os principais tOpicos apresentados foram a triagem enzimética de
micro-organismos oriundos de ambientes restritos, o estudo da promiscuidade de
lipases atuando em reagdes de oxidacdo de Baeyer-Villiger e a avaliagcdo de inibidores
de proteina tirosina fosfatases através da utilizacdo de uma sonda fluorogénica
derivada de umbeliferona.

Assim, foi possivel avaliar aspectos quimicos, bioquimicos e terap€uticos das
enzimas e ao mesmo tempo aplicar pela primeira vez técnicas especificas de RMN de
'H ao estudo de lipases atuando em reacdes de oxidacdo em meio orginico,
evidenciando a organiza¢do molecular do sistema bifdsico dgua/tolueno, contendo

lipase, 4cido octandico, cetona ciclica e peroxido de hidrogénio.
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1. Intrumentacao

1.1. Métodos Cromatograficos

As andlises cromatograficas em camada delgada (CCD) foram realizadas
utilizando-se cromatofolhas de aluminio (folha padrao 20 x 20 cm), cobertas com
silica gel com indicador de fluorescéncia (Merck). A revelacdo dos compostos foi
realizada por irradiacdo com lampada UV,s4,,, pulverizacdo com solugdo reveladora
de p-anisaldeido (p-anisaldeido, H,SO,, acido acético e etanol na proporcdo de
1:2:1:100), ou pulverizagdo com solugdo reveladora de acido fosfomolibdico (10%
m/v de acido fosfomolibdico em etanol) , ambas com posterior aquecimento a 300 °C
com pistola aquecedora.

As purificacdes dos compostos sintetizados foram realizadas por cromatografia
“flash” em coluna, sendo utilizada silica gel 60 pum (ACROS — 0,035-0,070 mm com
poros de 6 nm) como fase estaciondria e solventes destilados como eluentes. As
fracOes coletadas foram comparadas por CCD e agrupadas por perfil de semelhanca.

As cromatografias gasosas acopladas a espectrometria de massas (CG-EM)
foram realizadas em cromatégrafo Agilent 7890 acoplado a detector seletivo de
massas HP 5975C, operando por impacto de elétrons (EI) com energia de ionizacdo
de 70 eV, na faixa de m/z 50-700. Foi utilizada uma coluna capilar de silica fundida
HP 5-MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) com 5% de fenil-metilsiloxano para a
separacdo dos compostos analisados. As andlises foram realizadas em fluxo constante
de He (1 mL/min), com injetor a 200 °C e detector a 230 °C, e inje¢cdes em modo
“split”, utilizando 1,0 ou 2,0 pL da solugdo a ser analisada, dependendo da
concentracao da mesma. As condi¢Oes de andlise (rampas de aquecimento) variaram
de acordo com cada experimento, sendo relatadas junto aos mesmos.

A discriminacdo dos enantidomeros foi realizada em cromatégrafo Agilent 6850,
acoplado com detector de ionizacdo de chama (CG-DIC), equipado com injetor

automadtico e coluna capilar de silica fundida Lipodex E, de fase quiral Octakis-(2,6-
87



PARTE EXPERIMENTAL

di-O-pentil-3-O-butiril)-y-ciclodextrina (25 m x 0,25 mm x 0,25 pm). As analises
foram realizadas em fluxo constante de H, de 1 mL/min, com injetor a 220 °C e
detector a 240 °C, sendo as injecdes feitas no modo “split”, utilizando 1 pL. da solucdo
a ser analisada na concentracdo de 1 mg/mL. As condi¢Oes de andlise (rampas de
aquecimento) variaram de acordo com cada experimento, sendo relatadas junto aos

mesmeos.

1.2. Métodos Espectrométricos de Massa por EletronSpray (ESI-EM)

Todos os experimentos foram realizados em espectrometro de massa hidrido
LTQ-Orbitrap (Thermo Fischer Scientific). Nitrogénio gasoso foi utilizado para
nebulizacdo, desolvatagdo e dissociacdo induzida por colis@do. As amostras foram
preparadas a uma concentracdo de 1,0 pg/mL em metanol: dgua (4:1), na presenca de
0,1% de hidréxido de amonio para as andlises no modo negativo ou 0,1% de acido
férmico para as andlises no modo positivo. As amostras foram submetidas a injecao
direta, a pressdo atmosférica e fluxo constante de 10 pL/min. As anédlises no modo
negativo foram realizadas utilizando gas de arraste = 3, voltagem do spray = 4,0 kV,
voltagem do capilar = 26 V, temperatura do capilar = 275 °C e tube lens = 150 V. As
andlises no modo positivo foram realizadas utilizando gas de arraste = 3, voltagem do
spray = 4,0 kV, voltagem do capilar = -35 V, temperatura do capilar = 275 °C e tube
lens =-130 V.

As varreduras de pseudo-ions moleculares (faixa de m/z 100-800) foram
realizadas tanto no LTQ quanto no Orbitrap. Os dados foram adquiridos com uma
resolu¢dao de 30.000 em m/z 400. O controle de ganho automdtico (AGC, do inglés
automatic gain control) de populacdo de ions alvo para os experimentos de varredura
completa foi de 30.000 para o LTQ-EM e 300.000 para o Orbitrap-EM, e a populacao
de fons alvo para os experimentos de MSn foi de 10.000 para o LTQ-EM. Os dados

foram analisados utilizando o software Xcalibur 2.0.5 (Thermo Electron Corporation).
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1.3. Métodos espectrométricos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

1.3.1. Condicdes Gerais

Todos os espectros de RMN foram obtidos em espectrometro Varian Inova —
500 (By=11,7 T), operando a 499,88 MHz para o 'He 125,69 MHz para o BC, ouem
espectrometro Bruker Avance 111 400 (By=9,4 T), operando a 400,13 MHz para o He
100,63 MHz para o "*C.

As amostras foram analisadas em tubos de ressonancia de 5 mm de didmetro. O
sinal de deutério do solvente foi utilizado como trava do campo e ajuste da
homogeneidade do campo magnético.

Os deslocamentos quimicos (0) foram registrados em partes por milhdo (ppm),
tomando-se como padrio de referéncia interna tetrametilsilano (TMS, 0,0 ppm) ou o
proprio solvente da solucdo.

Os espectros foram processados em estagdes de dados, utilizando o programa
VNMRJ, para os experimentos realizados no espectrometro Varian INOVA-500 e o
programa TopSpin 2.1, para os experimentos realizados no espectrometro Bruker

Avance I1I 400.

1.3.2. Experimentos de RMN de 'H e de °C

Os experimentos unidimensionais d¢ RMN de 'H e de “C foram realizados
utilizando as condicdes tipicas pré-definidas nos softwares dos equipamentos. Todos
os experimentos de °C foram adquiridos utilizando uma sonda de 5 mm de deteccio
direta, e todos os experimentos uni e bidimensionais de 'H foram adquiridos
utilizando uma sonda de 5 mm de detecc¢ao indireta.

Espectros de RMN de B3C de DEPT 135° e DEPT 90°, além de algumas técnicas
de RMN em duas dimensoes (COSY, HSQC e HMBC) foram utilizados, quando

necessdrio, para elucidacdo estrutural de compostos sintetizados.
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1.3.3. Experimentos de STD

Os experimentos de STD foram realizados em espectrometro Varian Inova — 500
(Bo=11,7 T) operando a 499,88 MHz para o 'H e equipado com sonda de 5 mm para
deteccao indireta (com gradiente de campo linear pulsado em z).

Inicialmente, o pulso de 90° foi calibrado através da realizacdo de uma varredura
de largura de pulsos. O segundo espectro obtido com auséncia de sinais, resultado de
um pulso de 360°, foi utilizado para a calibragdo, ou seja, a largura deste pulso, em ps,
foi dividida por 4, resultando no valor da largura do pulso do 90°.

Previamente, também foram obtidos os valores de tempo de relaxacdo
longitudinal (7;) para os sistemas estudados. Para isto, foi utilizada uma sequéncia de
pulso conhecida como inversao-recuperacdo (descrita no item 1 do Capitulo II), a qual
gerou uma lista de dez experimentos a serem realizados com os seguintes valores de
tempo de espera entre os pulsos de 180° e 90° (d2): 0,0625; 0,125; 0,25; 0,50; 1,00;
2,00; 4,00; 8,00; 16,00 e 32,00 s. Os valores de T}, obtidos a partir do processamento
dos espectros, foram multiplicados por um fator de 3, para posterior utilizacdo nos
experimentos de S7D, como garantia da relaxacdo completa de todos os spins da
amostra.

O sinal da 4gua foi saturado utilizando a sequéncia de pulsos “PRESAT” do
pacote “WATER” da Varian, sendo que neste experimento a frequéncia do
transmissor do equipamento foi ajustada para o valor da frequéncia dos hidrogénios
da 4gua, resultando na saturacdo seletiva dos mesmos.

Para realizac@o dos experimentos de STD, os quais ja resultam na diferenca entre
os experimentos em ressonancia e fora de ressonancia, foi executada uma irradiacao
seletiva utilizando trens de pulsos Gaussianos em -0,5 ppm (sinal da enzima) ou 5,05
ppm (sinal da dgua em tolueno ou benzeno) para aquisicdo em ressonancia e em 30
ppm para a aquisi¢do fora de ressonincia. Para o calculo dos incrementos de

transferéncia de nOe relativos a cada sinal, foi também realizado um experimento
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controle, irradiando-se somente na frequéncia fora da janela espectral (30 ppm), e
com metade do nimero de repeti¢des relativo ao experimento de STD.

Todos os experimentos foram realizados simulando as condi¢des reacionais
(item 8.4) na presenca de solventes deuterados. Os parametros utilizados nestes

experimentos estdo listados na Tabela 19.

Tabela 19. Parametros utilizados para a realizagdo dos experimentos de STD.

Parametros Sistemas™
1 2 3

Tempo de relaxagdo (d1) 20 s 15s 22's
Largura de pulso (pw=pw90) 9,0 ps 9,0 ps 9,5 ps
Tempo de aquisi¢ao (at) 0,6 s 0,6 s 0,6 s
Janela espectral (sw) 12.001,2Hz 12.001,2Hz 12.001,2 Hz
nt (nimero de aquisi¢oes) 800 1024 700
Tempo de mistura (mix) 40 ms 40 ms 40 ms
Numero de ciclos (n) 50 50 50

* Sistema 1: lipase de C. antarctica, 2-pentilciclopentanona, tolueno. Sistema 2: lipase de C.
cylindracea, 2-pentilciclopentanona, tolueno. Sistema 3: lipase de C. cylindracea, 2-
pentilciclopentanona, benzeno.

1.3.4. Experimentos de 7, e T,

Os experimentos de 7; e T, foram realizados em espectrometro Bruker Avance
11T 400 (By=9,4 T) operando a 400,13 MHz para o 'H e equipado com sonda de 5 mm
para detec¢do indireta.

Os experimentos de 7; foram realizados utilizando a sequéncia de pulsos de
inversao-recuperacao ([180° — t — 90°], descrita no item 1 do Capitulo II, e
denominada “t/ir” no software TopSpin da Bruker). Esta metodologia consistiu na
realizacdo de 16 experimentos sequenciais com os seguintes valores de tempo de
espera entre os pulsos de 180° e 90° (d2): 0,01; 0,10; 1,00; 2,00; 3,00; 4,00; 5,00;
6,00; 7,00; 8,00 s; 10,00; 12,00; 13,00; 14,00; 16,00 s e 20,00 s. Os valores de T;

foram obtidos a partir da construcdao de um grafico da integral do sinal de interesse
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versus o tempo de espera d2, sendo que este grafico se apresenta na forma de uma

curva exponencial que segue a Equacao 5.

I(t) = 1(0). [1 —2.A.exp (;—t)] Equacio 5

1

Os experimentos de 7, foram realizados utilizando a sequéncia de pulsos CPMG
(Carr-Purcell-Meiboom-Gill, [90% — (T - 180°% - 1),], € consistiram na realizagio de 16
de experimentos em série, com um t de 1,0 ms e os seguintes valores de n: 1; 2; 20;
50; 100; 200; 300; 400; 500; 700; 1000; 1200; 1400; 1600; 1800; 2600. Os valores de
T, foram obtidos a partir da construcao de um gréfico da integral do sinal de interesse
versus o tempo d2, sendo que este grifico se apresenta na forma de uma curva de

decaimento exponencial que segue a Equacdo 6.

—t
I(t) = I(0).exp (T_) Equacio 6
2

Tabela 20. Paramétros utilizados para a realizacao dos experimentos de 7 e 7.

Experimento
Parametros

T; T,
Tempo de relaxagdo (d1) 20s 15s
Largura de pulso (pl) 7,5 us 7,5 us
Tempo de aquisi¢do (AQ) 1,83 s 0,99 s
Janela espectral (sw) 4480,29 Hz 8223.69 Hz
Numero de aquisi¢des (ns) 8 8
Frequéncia do transmissor (O1) 1402,44 Hz 2470,97 Hz

1.4. Métodos espectrofotométricos de fluorescéncia e absorbancia
As medidas de fluorescéncia e absorbancia dos ensaios de triagem de alto

desempenho para a detec¢do da atividade e inibicao de enzimas foram realizadas em
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leitor de placas FlashScan 530 Analitic Jena. Para os ensaios fluorimétricos foi
utilizada fonte de excitagdo em A= 390 nm e leitura de emissao em A.,= 460 nm.
Para os ensaios colorimétricos foi utilizado um comprimento de onda de 405 nm.
Todos os ensaios foram realizados em placas de polipropileno de 96 pogos, sendo as

leituras obtidas em duplicata.

2. Reagentes e Solventes

Foram utilizados reagentes e solventes de grau P.A., sendo, sempre que
necessario, tratados conforme procedimentos descritos na literatura.
As reagdes sensiveis a umidade foram realizadas em atmosfera inerte de argdnio

ou nitrogénio.

3. Procedimentos Gerais Adotados no Laboratorio de Biocatalise

Todos os meios de cultura, solucdes e materiais a serem utilizados em contato
direto com os micro-organismos foram esterilizados a 121 °C, 1,5 Pa, por 15 minutos
em autoclave.

Solucdes de dlcool 70% (v/v) e hipoclorito 1% (v/v) foram utilizadas para
desinfetar bancadas de trabalho e fluxo laminar. A manipulagdo dos micro-
organismos foi sempre realizada em camara de fluxo laminar.

Todos os materiais € meios que tiveram contato direto com 0s micro-organismos

foram autoclavados antes de serem descartados.
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4. Micro-organismos

Os micro-organismos avaliados nas rea¢des de biocatélise foram isolados de trés
diferentes fontes de dgua de drenagem de mina de prospeccao de cobre, localizada na
Provincia Mineral dos Carajas no estado do Para. O isolamento das cepas microbianas
foi realizado pelo grupo de pesquisa da Profa Dra Laura Ottoboni (CBMEG-
UNICAMP) e as amostras foram cedidas pela empresa Vale. As cepas de bactérias

1soladas estao em processo de identificagao.

5. Enzimas

5.1. Lipases
As lipases avaliadas nos ensaios de promiscuidade enzimdtica foram adquiridas
da empresa Sigma-Aldrich® (Lipase Basic Kit. Cat.No. 62327), sendo provenientes

das seguintes fontes:
o Aspergillus
o Candida Antarctica
e Candida cylindracea
o Mucor miehei
e Pseudomonas cepacia
e Pseudomanas fluorescens
e Rhizopus niveus

e Pancreas Suino

5.2. Fosfatases
Os ensaios de inibicdo de fosfatase foram realizados utilizando uma proteina
tirosina fosfatase de baixo peso molecular (LMW-PTP, 18 kDa), recombinante,
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humana (pancreas), expressa em E. coli. Esta enzima foi produzida e cedida pelo

grupo de pesquisa da Profa. Carmen V. Ferreira (IB — UNICAMP).

Propriedades enzimadticas:

Concentracdo: 1,0 mg/mL

pH 6timo: 5,0 (tampao acetato)

Temperatura 6tima: 37 °C

Atividade (substrato pNPP): 25 U/mg
K, (substrato pNPP): 0,16 mmol/L

6. Preparo de Solucoes

6.1. Solucdao Tampao S¢rensen (Na,HPO, — KH,PO,)

Inicialmente foram preparadas solucdes estoque 0,1 mol/L de Na,HPO,,

dissolvendo-se 1,42 g deste sal em 100 mL de 4gua destilada, e de KH,PO,,

dissolvendo-se 1,36 g deste sal em 100 mL de dgua destilada. As solugdes tampdes,

nos pHs desejados, foram preparadas misturando-se as solu¢Oes previamente

preparadas, em volumes aproximados, segundo a Tabela 21. Os valores de pH foram

ajustados em pHmetro (pH 300 M Analyser).

Tabela 21. Volumes das solu¢des 0,1 mol/L. de Na,HPO, e KH,PO, necessarios para

o preparo de solu¢des tampao S¢drensen em diversos pHs.

H NazHPO4 KH2PO4 H NazHPO4 KH2P04
P (mL) (mL) p (mL) (mL)
53 2,5 97.5 6,8 50,0 50,0
56 5,0 95,0 7,0 60,0 40,0
59 10,0 90,0 72 70,0 30,0
6,2 20,0 80,0 7,3 80,0 20,0
6,5 30,0 70,0 7,7 90,0 10,0
6,6 40,0 60,0 8,0 95,0 5,0
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6.2. Solucdo Tampao Borato (Acido Bérico-Bérax)

Inicialmente foram preparadas solugdes estoque 0,2 mol/L de H;BOs;,
dissolvendo-se 1,24 g deste dcido em 100 mL de 4gua destilada, e 0,05 mol/L de
borax (Na,B;07.10H,0), dissolvendo-se 1,91 g deste sal em 100 mL de &gua
destilada. A solugdo tampdo desejada foi preparada através da adicdo de volumes
aproximados da solu¢do de boérax, segundo a Tabela 22, a 25 mL da solucdo de
H;BO;. A solugdo obtida foi entdo diluida para um volume de 100 mL. Os valores de

pH foram ajustados em pHmetro (pH 300 M Analyser).

Tabela 22. Volume da solu¢do 0,05 mol/L de bérax necessdrio para o preparo de
solu¢des tampao borato em diversos pHs.

Solucio de Borax Solucao de Borax

pH pH

(mL) (mL)
7,6 1,0 8,7 11,0
7.8 1,5 8,8 15,0
8,0 2,5 8,9 21,0
8,2 3,7 9.0 30,0
8,4 6,0 9,1 42,0
8,6 9,0 9,2 58,0

6.3. Solu¢do Tampao Acetato

Inicialmente foram preparadas solucdes estoque 0,1 mol/LL de acetato de sodio
(CH3COONa), dissolvendo-se 0,82 g deste sal em 100 mL de dgua destilada, e de
acido acético glacial (CH3;COOH), diluindo-se 0,57 mL deste 4cido em 100 mL de
dgua destilada. A solu¢do tampdo no pH desejado foi preparada através da mistura,
dos volumes aproximados, apresentados na Tabela 23, das solugdes previamente

preparadas.
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Tabela 23. Volumes das solugdes 0,1 mol/LL de dcido acético e acetato de sédio
necessarios para o preparo de solucdes tampao acetato em diversos pHs.

H Acido acético Acetato de Sodio H Acido acético  Acetato de Sédio

i (mL) (mL) ; (mL) (mL)
3,60 92,5 7.5 4,80 40,0 60,0
3,80 88,0 12,0 5,00 29,5 70,5
4,00 82,0 18,0 5,20 21,0 79,0
4,20 73,5 26,5 5,40 14,5 85,5
4,40 63,0 37,0 5,60 9,5 90,5
4,60 51,0 49,0

6.4. Solucdes das Sondas Fluorogénicas

Solucdes estoques das sondas fluorogénicas 1-9 foram inicialmente preparadas a
uma concentracdo de 20 mmol/L. em acetonitrila. Posteriormente, as mesmas foram
diluidas a uma concentragcdo de 2,0 mmol/LL em dgua:acetonitrila (1:1), constituindo a
solugcdo de trabalho. As solugdes das sondas fluorogénicas 58 e 59 foram preparadas
diretamente na concentracdo de trabalho de 2,0 mmol/L em agua milli-Q.Todas as

solucdes foram estocadas sob refrigeragdo.

6.5. Solucdo de Periodato de Sédio (NalO,)
A solucdo de NalO, a uma concentragdo de 20 mmol/L foi preparada através da
dissolucdo de 4,3 mg de NalO, em 1,0 mL de agua milli-Q. Esta solucao foi sempre

preparada momentos antes dos ensaios de HT'S serem realizados.

6.6. Solucdo de Albumina de Soro Bovino (BSA)

A solucdao de BSA foi preparada dissolvendo-se 5,0 mg de BSA em 1,0 mL de
tampao borato pH 7,4. A mistura obtida foi agitada suavemente, evitando a formacao
de espuma. Esta solu¢do foi sempre preparada momentos antes da realizacdo dos

ensaios de HTS.
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7. Ensaios de triagem de alto desempenho (HTS)

Os micro-organismos avaliados nos ensaios de HTS (item 4) foram cultivados
em placas de Petri contendo meio LB sdlido por 16 h. Os cultivos foram realizados
pela doutoranda Viviane D. Rodrigues do grupo de pesquisa da Profa Dra Laura
Ottoboni (CBMEG-UNICAMP).

Ap6s o periodo de crescimento, as células foram transferidas para Eppendorf
estéril, sendo pesadas e suspensas em tampdo borato pH 7,4 20 mmol/L, e
posteriormente diluidas para uma concentracao final de 0,2 mg/mL.

As reacdes foram realizadas em placas de polipropileno de 96 pocos, sendo os

ensaios e controles realizados em duplicata, segundo o esquema abaixo:

Ensaios (E):
10 uL de solu¢ao de sonda 2 mmol/L;
80 puL de solugdo de BSA 5,0 mg/mL;
10 pL de solucao de NalO, 20 mmol/L (triagem de hidrolases);
10 uLL de tampao borato pH 7,4 20 mmol/L (triagem de monoxigenases);
100 puL de suspensao celular 0,2 mg/mL.
Controle positivo (CP):

10 uL de solucao de produto a 2 mmol/L;
80 puL de solugdo de BSA 5,0 mg/mL;
10 uL de solugdo de NalO, 20 mmol/L (triagem de hidrolases);
10 uLL de tampao borato pH 7,4 20 mmol/L (triagem de monoxigenases);
100 uL de suspensdo celular 0,2 mg/mL.
Controle negativo (CN):

10 uL de solugdo de sonda 2 mmol/L;
80 uL de solugao de BSA 5,0 mg/mL;
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10 pL de solugdo de NalO4 20 mmol/L (triagem de hidrolases);
100 pL de tampao borato pH 7,4 20 mmol/L (triagem de hidrolases);
110pL de tampao borato pH 7,4 20 mmol/L (triagem de monoxigenases);

Controle microbiano (CM):

10 uLL de tampao borato pH 7,4 20 mmol/L (triagem de hidrolases);

20 pL de tampao borato pH 7,4 20 mmol/L (triagem de monoxigenases);
80 uL de solugdo de BSA 5,0 mg/mL;

10 pL de solugdo de NalO4 20 mmol/L (triagem de hidrolases);

100 puL de suspensao celular 0,2 mg/mL.

Todos os resultados foram expressos em porcentagem de conversao da sonda no
produto (% P), sendo considerado como 100% a reacdo na presenca do produto de
hidrélise ou oxidagdo (CP). As intensidades de fluorescéncia obtidas nos ensaios (E)
foram diminuidas dos seus respectivos controles microbiano (CM) e negativo (CN),

para os calculos das conversoes (Equacao 7).

(E—CM — CN)
%P = P x 100 Equacao 7

8. Ensaios de biotransformacao convencionais

Os micro-organismos avaliados (item 4) foram cultivados em meio LB liquido
por 16 horas. Estes cultivos foram realizados pela doutoranda Viviane D. Rodrigues
do grupo de pesquisa da Profa Dra Laura Ottoboni (CBMEG-UNICAMP).

Ap6s o periodo de crescimento, as células foram separadas do meio liquido
através de centrifugacdo a 5000 rpm, por 15 min, a temperatura ambiente.

Para a realizacdo dos ensaios de biotransformacio, aproximadamente 0,25 g de

células (peso imido) foi adicionado a 5,0 mL de tampao S¢rensen pH 7,0 em frascos
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de Erlenmeyer de 25 mL. A esta suspensao foi adicionado 1,5 uLL de cada substrato
para os ensaios em formato de multibiorreacdo, e 5 pL. ou 5 mg de substrato para os
ensaios realizados na presenca de um tUnico composto. A solucdo resultante foi
mantida sob agitacdao constante em incubadora orbital a 200 rpm e 37 °C, sendo
monitoradas periodicamente. Os ensaios de multibiorreacdo foram interrompidos em
72 e 120 horas, e os ensaios com um tnico substrato foram interrompidos com 12, 24,
48,72 e 120 horas..

As solugdes reacionais foram extraidas com acetato de etila (2 x de 2,0 mL) por
centrifugacdo das células, apoés saturacao da fase aquosa com NaCl. A fase organica
foi separada e seca sob MgSO, anidro. Os extratos organicos secos foram
derivatizados com diazometano. As amostras derivatizadas foram acrescidas de
benzofenona (padrao interno) e analisadas por CG-EM.

Para cada ensaio de biotransformg¢dao foram realizados dois controles: um
contendo somente os substratos avaliados em tampao S¢rensen pH 7,0 (controle dos
substratos), e outro contendo somente as células bacterianas em tampao S¢rensen pH
7,0 (controle microbiano).

As conversdes enzimadticas (%) foram determinadas por CG-EM utilizando as
areas dos picos cromatograficos do padrdo interno (benzofenona), do produto
(cromatograma da reagdo) e do reagente (cromatograma do controle dos substratos),

segundo a Equacdo 8.

Ap. Ap;_
% Conversio = —— =€ Equacio 8
r-Apr-r

onde Ap € a area do pico cromatografico do produto no cromatograma da reacdo, Ag é
a area do pico cromatogrifico do reagente no cromatograma de controle dos
substratos, Ap;.c € a area do pico cromatografico do padrdo interno no cromatograma
de controle dos substratos, e Ap;.x € a drea do pico cromatografico do padrao interno

no cromatograma da reacao.
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9. Determinacao da atividade enzimatica de lipases por titulometria

Para a realizacdo dos ensaios foi previamente preparada uma solu¢do contendo
7,0% m/v de 6leo de oliva e 4,5% m/v de Triton X-100 em tampao S¢rensen pH 8,0
0,05 mol/L. Esta mistura foi mantida sob agitacao constante por 1 hora até a formacao
de uma emulsao estavel.

A 5,0 mL desta emulsdo foi adicionado 0,5 mL de uma solu¢do de enzima em
tampao S¢rensen pH 8,0 0,05 mol/L (Tabela 10). A mistura reacional foi mantida sob
agitacao por 30-60 min a 40 °C. Ap0ds este periodo, a mistura fo1 titulada com solucao
de NaOH 0,04 mol/L (previamente padronizada com solucdo padrao de biftalato de
potdssio 0,05 mol/L), utilizando fenolftaleina como indicador.

O branco da reacao foi obtido simulando as condi¢des acima, porém substituindo
a solucdo enzimatica por 0,5 mL de tampao S¢rensen pH 8,0 0,05 mol/L.

A atividade enzimdtica foi obtida utilizando a Equagdo 9, onde V € o volume
gasto de NaOH para titular a reacdo enzimatica, Vs € o volume gasto de NaOH para
titular o branco da reagdo, MMy,oyn € a massa molar do NaOH, m € a massa de enzima

utilizada e 7 € o tempo de reagdo.

Ul VB)-MMMH]
1000
m.t

Equaciao 9

A=

A atividade enzimadtica foi expressa em U/mg, onde uma unidade enzimatica (U)
¢ definida como a quantidade de enzima que promove a liberacao de 1,0 umol de

acido graxo por min, em pH 8,0 e a 40 °C.
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10.Ensaios de Promiscuidade Enzimatica de Lipases

10.1.Ensaios Preliminares

A uma solugdo das cetonas 39-43 (1,5 uL de cada), 4cido octandico (100 uL) e
H,0, 30% (1 mL) em tolueno (10mL), foi adicionado 5 mg de uma das quatro lipases
a serem avaliadas (C. cylindracea, R. arrhizus, R. niveus e pancreas suino). A reacdo
foi mantida sob agitagcdo a 200 rpm e 37 °C. Aliquotas foram retiradas a cada 24 horas
durante 3 dias; as mesmas foram lavadas com solugdo saturada de NaHCOs, e secas

sob MgSQ,, sendo posteriormente derivatizadas com diazometano e analisadas por

GC-EM.

10.2.Avaliacdo do Solvente
O procedimento do item 8.1 foi repetido avaliando-se os solventes tolueno,
benzeno e acetonitrila, na presencga da lipase de C. cylindracea e de uma Unica cetona

ciclica como substrato (2-pentilciclopentanona, 42, 5,0 uL).

10.3.Avaliacdo do Agente Oxidante

O procedimento 8.1 foi repetido avaliando-se os agentes oxidantes H,O, 30% v/v
(1,0 mL) e UHP (uréia-per6xido de hidrogénio, 50 mg), na presenca da lipase de C.
cylindracea e de uma unica cetona ciclica como substrato (2-pentilciclopentanona, 42,

5,0 uL).

10.4.Avaliacdo de Diferentes Substratos e Lipases

A uma soluc@o de 2-pentilciclopentanona ou 2-heptilciclopentanona (10,0 pL),
acido octanéico (100 uL) e H,O; 30% (1 mL) em tolueno (10mL), fo1 adicionado 5
mg de lipase (nove lipases comerciais descritas no item 5.1). A reacao foi mantida sob

agitacao a 200 rpm e 40 °C. Aliquotas foram retiradas a cada 24 horas durante 3 dias;
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as mesmas foram lavadas com solugdo saturada de NaHCO;, e secas sob MgSO,. A
fase organica foi posteriormente derivatizada com diazometano, acrescida com

benzofenona (padrao interno) e analisada por GC-EM.

11. Ensaio de Inibicao de Fosfatases

11.1.Condi¢oes Gerais

Todos os ensaios foram realizados em placas de polipropileno de 96 pocos e
incubadas em leitor de placas FlashScan 530 Analitic Jena, com temperatura
controlada a 37 °C.

As reagdes foram sempre realizadas em duplicatas e com seus respectivos
controles: enzimatico (reacdo na auséncia da sonda), do substrato (reacdo na auséncia
da enzima), e do produto (reacio substituindo a sonda pelo seu respectivo produto de
hidrélise).

Todos os resultados foram expressos em porcentagem de formacgdao do produto
(% P), sendo considerado como 100% a reacdo na presenca do produto de hidrélise
(CP). As intensidades de fluorescéncia obtidas nos ensaios (E) foram diminuidas dos
seus respectivos controles enzimatico (CE) e do substrato (CS), para os célculos das

conversoes (Equacao 10).

(E—CE —CS)
%P = P x 100 Equacéo 10

11.2.0timizacdo das Condi¢des Reacionais

Os ensaios enzimadticos foram realizados utilizando solu¢ao estoque 2 mmol/L da
sonda 58 (item 6.4), solucao tampao acetato pH 5,0 0,1 mol/L (item 6.3), solu¢cio da
enzima 55 nmol/L (1,0 pL da solucao estoque 1,0 mg/mL em 999 uL de tampao

acetato pH 5,0), e solu¢ao de NaOH 0,1 mol/L ou tampao borato pH 8,0 (item 6.2).
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Os ensaios preliminares foram realizados utilizando 10 pL da solucao estoque de
sonda, 10 uLL da solugdo de enzima e 80 uL de solugdao tampao. Apds um periodo de
10 min, a reacdo foi interrompida pela adicdo de 100 pL. da solucdo de NaOH 0,1
mol/L. Posteriormente, os ensaios passaram a ser interrompidos pela adicdo de 100
uL de solucado tampao borato pH 8,0.

Para a otimizacdo das condi¢Oes reacionais, foram avaliadas as concentracoes de
enzima e sonda, além do tempo reacional. As concentracdes de enzima variaram de
1,5 a 15 nmol/L (5,0 a 50 uL. de solu¢do de enzima). A concentracdo de sonda foi
avaliada entre 25 e 500 pmol/L (2,5 a 50 pL de solucdo estoque de sonda). O tempo
de reacao foi avaliado na faixa de 1 a 30 min.

O volume final da reagcdo foi sempre completado para 100 pL. com tampao

acetato pH 5,0.

11.3.Determinagdo dos Pardmetros Cinéticos

Para a determinagdo das velocidades iniciais foram realizados experimentos nas
concentragdes de sonda de 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 400 e 500 uM,
variando-se os tempos de 1 a 30 min. A partir dos dados de intensidade de
fluorescéncia obtidos, foram construidos graficos da concentracdo de produto
formado versus o tempo de incubagdo, cuja inclinacdo da reta fornece a velocidade
inicial para cada concentracao de substrato.

A partir destes dados foi plotado o grifico de duplo reciproco de Lineweaver-
Burke, segundo a Equagdo 2, de onde foram extraidos os valores de Ky € Vi
possibilitando a determinacdo dos demais parametros (€ € k.,), segundo as Equacdes

3e4.

! K + ! Equacio 2
—_— = uacao
Vo VisxlS] Vige 88
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| k
kca _ max E ~ 3 _ cat
+ —[ E] . quagao £ Km

Equacao 4

11.4.Validacdo da Metodologia

A metodologia fluorimétrica foi validada por comparacdo com o método
colorimétrico baseado na hidrélise do fosfato de p-nitrofenila (pNPP).

O ensaio fluorimétrico foi realizado utilizando 10 pL da solugdo estoque 2,0
mmol/L de sonda, 7,5 pLL da solucdo 55 nmol/LL de enzima e 82,5 uLL de tampao
acetato pH 5,0. Apos 10 min, a reacdo foi interrompida pela adicdo de 100 pL de
tampao borato pH 8,0, sendo a leitura de fluorescéncia realizada segundo o item 1.4.

O ensaio colorimétrico foi realizado utilizando 5,0 plL de uma solucdo 100
mmol/L de pNPP, 15,0 uL. da solucdo 55 nmol/L de enzima e 80 plL. de tampao
acetato pH 5,0. Ap6s 10 min, a reacdo foi interrompida pela adi¢do de 100 pL de

solucdo 0,1 mol/LL de NaOH, sendo a leitura de absorbancia realizada segundo o item

1.4.

11.5.Ensaios de Inibicao

Os ensaios preliminares de inibicao foram realizados utilizando uma concentragao
de 1,0 mmol/L do candidato a inibidor na reagdo. Para isto, foram preparadas solucdes
estoque destes compostos a uma concentracdo de 20 mmol/L em acetonitrila ou
dimetilsulfoxido, sendo adicionado 5,0 pL desta solu¢cdo no meio reacional.

Para os candidatos a inibidores que apresentaram uma inibicao superior a 80% nos
testes preliminares, foram realizados ensaios variando-se a concentra¢cao dos mesmos
no meio reacional. A faixa de concentragdo avaliada correspondeu a
aproximadamente 10 vezes acima e abaixo do valor de K,, desta enzima frente a sonda

58. Estes ensaios possibilitaram a obten¢ao do ICs, para os candidatos a inibidor.
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12. Procedimentos Sintéticos

12.1.Sintese de Aril Alquil Tioéteres

A um baldo de 50 mL foi adicionado CH,Cl, (15 mL) e tiofenol (4,6 mmol, 0,5
g). A mistura reacional foi mantida sob agitacdo em banho de gelo por 5 minutos (0
°C). Apos este tempo, foi adicionado K,COj; (13,7 mmol, 1,9 g), o haleto de alquila
[13,7 mmol, (iodeto de metila, 0,83 mL) ou (iodeto de etila, 1,1 mL)] e trietilamina
(13,7 mmol, 1,9 mL). A reacdo foi mantida sob agitacdo magnética por 4 horas. Ao
final a solucdo reacional foi tratada com solu¢do aquosa 2,0 mol/L. de HCl (5 mL),
agua destilada (5 mL), solucdo aquosa saturada de Na,S,0; (5 mL), solu¢cdao aquosa
saturada de NaCl (5 mL). A fase orgéanica foi seca sob MgSO, e concentrada sob

pressao reduzida. Nao houve purificagao.

2 N\
3 1 S\
t
4 2 C-HsS
3 28

M.M.: 124,20 g/mol

12.1.1. Fenil-metil sulfeto (28)

IE/EM m/z (int. rel.): 124 (M, 100), 109 (33), 91 (26), 78 (25), 65 (10).

RMN de "H (499,88 MHz, CDCl;, 87ys 0,0): & 7,30-7,25 (4H, m, H-2 e H-3), 7,13
(1H, tt, J = 7,0; 2,0, H-4), 2,48 (3H, s, H-1").

RMN de "*C (125,69 MHz, CDCl;, dpys 0,0): & 138,4 (C, C-1), 128,7 (CH, C-2),
126,6 (CH, C-3), 125,0 (CH, C-4), 15,8 (CHs, C-1°).
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12.1.2. Fenil-etil-sulfeto (17)

CsHi0S
M.M.: 138,05 g/mol

TIE/EM m/z (int. rel.): 138 (M™, 100), 123 (59), 110 (52), 77 (10), 66 (13), 65 (12), 51
(8).

RMN de 'H (499,88 MHz, CDCl;, d1vs 0,0): 8 7,33 (2H, dt, J = 8,0; 1,5, H-2), 7,28
(2H, tt, J = 8,0; 1,5 H-3), 7,17 (1H, tt, J = 8,0; 1,5, H-4), 2,94 (2H, q, J = 7,0, H-1’),
1,31 3H,t,J=7,0, H-2’).

RMN de *C (125,69 MHz, CDCls, 81ys 0,0): 8 136,6 (C, C-1), 129,0 (CH, C-2),
128,8 (CH, C-3), 125,7 (CH, C-4), 27,6 (CH,, C-17), 14,4 (CHs;, C-2°).
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12.2.Sintese de Sulféxidos Racémicos

12.2.1. Metodologia I

A uma solucao do respectivo sulfeto (5,0 mmol; 0,7 mL de 17, 0,8 mL de 18 ou
0,6 mL de 28) em metanol:4gua (1:1, 15 mL) sob banho de gelo (0 °C) e agitacao
magnética, foi adicionado NalO, (5,0 mmol, 1,07 g). A reacdo foi mantida sob
agitacdo e a temperatura ambiente por até 2 horas, sendo acompanhada por CCD
(revelacdo com p-anisaldeido). Apds este periodo, a mistura reacional foi filtrada e
extraida com acetato de etila. As fragdes organicas foram combinadas, secas sob
MgSO, anidro e concentradas sob pressdao reduzida. Os produtos obtidos foram
purificados por cromatografia “flash” em coluna de silica gel, eluida com

hexano:acetato de etila (8:2).

12.2.1.1.  Fenilmetilsulféxido (33)

Vs

I
213\
v
C

7HgOS
M

3
4 2
L 333 M.M.: 140,20 g /mol

IE/EM m/z (int. rel.): 140 (M™, 86), 125 (100), 124 (15), 97 (74), 94 (13), 78 (13), 77
(74), 51 (59), 50 (27), 65 (20), (12), 55 (36).

RMN de 'H (499,88 MHz, CDCls, d1ys 0,0): 8 7,65 (1H, m, H-4), 7,53 (4H, m, H-3,
H-2), 2,73 (3H, s, H-1").

RMN de "*C (125,69 MHz, CDCl;, dpys 0,0): & 145,7 (C, C-1), 131,0 (CH, C-4),
129,3 (2CH, C-3), 123,5 (2CH, C-2), 44,0 (CH3, C-1").
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12.2.1.2.  Etilfenilsulféxido (21)

(@]
y
3©1/ vz‘
i
4 2
CsH;oOS
L 3 21 M.M.: 154,2 g /mol

IE/EM m/7 (int. rel.): 154 (M™, 21), 126 (63), 125 (21), 97 (18), 78 (100), 77 (32), 51
(29), 50 (11).

RMN de 'H (499,88 MHz, CDCly): & 7,61 (1H, m, H-4), 7,51 (4H, m, H-3, H-2),
2,90 (1H, dq, J = 8,5; 7.5, H-12%), 2,76 (1H, dq, J = 8,5; 7,5, H-1b*) 1,20 (3H, ¢, J =
7,5, H-2").

RMN de "*C (125,69 MHz, CDCly): § 143,5 (C, C-1), 131,1 (CH, C-4), 129,3

(2CH, C-3), 124,4 (2CH, C-2), 50,5 (CH,, C-1"), 6,15 (CH;, C-2").

12.2.1.3.  3-6xido de 2-metil-4-propil-1,3-oxatiano (22)

( N\

2 3

S 4
O// 5
22

2

C8H16OZS
C——— M.M.: 176’28 g /mol

IE/EM m/z (int. rel.): 176 (M, ausente), 132 (61), 89 (56), 87 (11), 83 (41), 77 (23),
67 (10), 56 (10), 55 (100).

RMN de 'H (499,88 MHz, CDCls): § 4,07 (1H, q, H-4), 3,40 (2H, m, H-3), 2,53 (1H,
m, H-1), 1,89 (1H, m, H-2,,), 1,64 (1H, m, H-2,)), 1,59 (2H, m, H-1°), 1,47 (3H, d, H-
5), 1,33 (2H, m, H-2"), 0,90 (3H, t, H-3").

RMN de *C (125,69 MHz, CDCl5): § 93,6 (CH, C-4), 69,4 (CHa, C-3), 60,4 (CH, C-
1), 32,2 (CH,, C-1°), 30,0 (CH,, C-2), 19,2 (CH,, C-2°), 16,8 (CH;, C-5), 14,2 (CH,,
C-3").
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12.2.2. Metodologia II

A uma solugao de sulfeto (5,0 mmol, 0,91 g de 19) em CHCl;, sob banho de gelo
e agitacdo magnética, foi adicionado lentamente m-CPBA (7,5 mmol, 1,22 g). A
reacdo foi mantida sob agitacdo e temperatura ambiente por até 24 horas, sendo
acompanhada por CCD (revelacdo com luz UVjs4,m). ApOs este periodo, a mistura
reacional foi lavada com solu¢do aquosa saturada de NaHCO; e 4gua destilada. A fase
organica foi seca sob MgSQO, e concentrada sob pressdao reduzida. O produto obtido
foi purificado por cromatografia “flash” em coluna de silica gel, eluida com

hexano:acetato de etila (1:1).

12.2.2.1.  2-(metilsulfinil)benzotiazol (23)

'd 6 N\
S 7_S 1
>lfs
4 /7 A\
2 7N 0
: CsH7NOS,
23

\ M.M.: 197,28 g /mol

IE/EM m/z (int. rel.): 197 (M, 45), 182 (84), 181 (41), 154 (64), 151 (100), 150 (65),
148 (38), 134 (49), 122 (21), 108 (39), 90 (42), 69 (36), 63 (47), 50 (14).

RMN de 'H (499,88 MHz, CDCL,): & 8,07 (1H, dd, J= 8,5; 1,0, H-3), 8,01 (1H, dd,
J=8,0; 1,0, H-6), 7,57 (1H,ddd, J= 8,5; 7,0; 1,0, H-4), 7,50 (1H,ddd, J= 8.0; 7,0; 1,0,
H-4), (3,09 (3H, s, H-1").

RMN de “*C (125,69 MHz, CDCLy): § 178,6 (C, C-1), 154,0 (C, C-2), 136,2 (C, C-7),
1272 (CH, C-4), 126,5 (CH, C-5), 124,2 (CH, C-6), 122,5 (CH, C-3), 43,4 (CHs, C-
1).
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12.3.Sintese de o-lactonas

A uma solugdo resfriada (0 °C) de 2-pentilciclopentanona (42) ou 2-
heptilciclopentanona (55) (5,0 mmol; 0,87 mL de 42 ou 0,93 mL de 57) em CH,Cl,
(25 mL), sob agitacdo magnética, foi adicionado NaHCO; (15,0 mmol, 1,26 g). Apés
5 minutos foi adicionado dcido meta-cloroperbenzéico (10,0 mmol, 1,73 g). A reacdo
foi acompanhada por CCD e revelada com p-anisaldeido. Apds 12 horas, a mistura
reacional foi sucessivamente lavada com solu¢des saturadas de NaHCO; (10 mL),
Na,S,0; (10 mL) e 4gua destilada (10 mL). A fase organica foi seca sob MgSO, e
concentrada sob pressao reduzida. Posterior purificagdo por cromatografia “flash” em
coluna de silica gel eluida com hexano:acetato de etila (gradiente, 8:2 a 1:1) forneceu
os produtos 50 e 56 como liquidos oleosos ligeiramente amarelados.

12.3.1. - decalactona (50)

CioH130,
M.M.: 170,25 g/mol

IE/EM m/z (int. rel.): 170 (M™*, ausente), 114 (13), 99 (100), 71 (36), 70 (26), 56 (10),
55 (22),

RMN de 'H (499,88 MHz, CDCls, 8ys 0,0): & 4,28 (1H, m, H-5), 2,58 (1H, m, H-
2eq)s 2,44 (1H, m, H-2,,), 1,91 (2H, m, H-3), 1,84 (1H, m, H-4,,), 1,70 (1H, m, H-6),
1,60-1,45 (3H, m, H-6’, H-7’, H-4,,), 1,44-1,35 (1H, m, H-7), 1,31 (4H, m, H-8, H-9),
0,89 (3H, t, J= 6,5, H-10).

RMN de C (125,69 MHz, CDCls, 81ys 0,0): & 172,0 (C, C-1), 80,6 (CH, C-5), 35,8
(CH,, C-6), 31,6 (CH,, C-8), 29,5 (CH,, C-2), 27,8 (CH,, C-4), 24,6 (CH,, C-7), 22,5
(CH,, C-9), 18,5 (CH,, C-3), 14,0 (CH3, C-10).
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12.3.2. d-dodecalactona (56)

Ci2H2,0,
M.M.: 198,30 g/mol

IE/EM m/z (int. rel.): 198 (M, ausente), 114 (12), 99 (100), 71 (45), 70 (25), 69 (15),
57 (10), 56 (12), 55 (36).

RMN de 'H (499,88 MHz, CDCls, 8yvs 0,0): 5 4,25 (1H, m, H-5), 2,40 (2H, m, H-2),
2,00-1,75 (4H, m, H-3, H-4), 1,84 (1H, m, H-4,,), 1,53 (2H, m, H-6), 1,44-1,35 (1H,
m, H-7), 1,31-1,25 (10H, m, H-7, H-8, H-9, H-10, H-11), 0,88 (3H, t, J = 6,5, H-12).
RMN de "*C (125,69 MHz, CDCls, 81ys 0,0): & 172,2 (C, C-1), 80,8 (CH, C-5), 36,0
(CH,, C-6), 31,9 (CHa, C-10), 29,7 (CH,, C-2), 29,5 (CH,, C-8), 29,3 (CH,, C-9),
28,0 (CH,, C-4), 25,1 (CH,, C-7), 22,8 (CH,, C-11), 18,7 (CH,, C-3) 14,2 (CH;, C-
12).
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12.4.Sintese da 7,8-epoxijasmona (54)

Ci11Hi602
\ 54 M.M.: 180,12 g/mol

A uma solugdo resfriada (0 °C) de m-CPBA (6,1 mmol, 1,05 g) em
diclorometano (20 mL) sob agitacdo magnética, foi adicionado lentamente uma
solucdo de cis-jasmona (6,1 mmol, 1,0 mL) em diclorometano (5 mL). A mistura
reacional foi mantida sob agitacdo e a temperatura ambiente por 12 h. Apds este
periodo, a mistura foi lavada com solucdo saturada de NaHCO; (2 x 5 mL) e agua
destilada (2 x 5 mL). A fase organica foi seca sob MgSO, e concentrada sob pressdao
reduzida. O produto obtido foi purificado por cromatografia “flash” em coluna de

silica gel, eluida com hexano:acetato de etila (7:3).

IE/EM m/z (int. rel.): 180 (M™, 50), 123 (68), 110 (100), 109 (50), 95 (28), 81 (29),
79 (78), 71 (42), 67 (36).

RMN de 'H (499,88 MHz, CDCL;): § 3,05 (1H, m, H-7), 2,86 (1H, m, H-8), 2,54
(2H, m, H-5), 2,42 (2H, m, H-6), 2,37 (2H, m, H-4), 2,13 3H, s, H-11), 1,63 (2H, m,
H-9), 1,12 3H, t, J = 7.5, H-10).

RMN de *C (125,69 MHz, CDCl;): § 209,5 (C, C-1), 173,2 (C, C-3), 137,6 (C, C-2),
58,9 (CH, C-8), 56,7 (CH, C-7), 34,3 (CH,, C-5), 31,9 (CH,, C-4), 23,4 (CH,, C-9),
21,9 (CH,, C-6), 18,2 (CH;, C-11), 11,3, (CH;, C-10).
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12.5.0-(3,4-difosfonoxibutil)umbeliferona

12.5.1. Sintese do 4-toluenossulfonato de 3-butenila (62)

Vs

3 " ﬁ 3 2
/\/\
= o—s—> L7
4' 2' |
© > 6 CH,405S
62 1111143

M.M.: 226,29 g/mol

A uma solucdo de 3-buten-1-ol (1,0 mmol, 0,086 mL) em CH,CI, anidro (13
mL) foram adicionados trietilamina recém-destilada (10,0 mmol, 1,39 mL), 4-
(dimetilamino)piridina (DMAP, 0,1 mmol, 12 mg) e cloreto de tosila (1,1 mmol,
0,21g). A reagdo foi mantida a temperatura ambiente, sob agitacdo constante, durante
1 hora. Apés este tempo a solucdo reacional foi lavada com solucdo aquosa de NH,Cl
10% m/v (24 mL, 3 vezes). A fase orgénica foi seca sob MgSQ, anidro, filtrada e
concentrada sob pressao reduzida. O produto foi purificado por cromatografia “flash”
em coluna de silica gel, eluida com hexano:AcOEt (7:3), sendo obtido um liquido

oleoso incolor ligeiramente amarelado.

IE/EM m/z (int. rel.): 226 (M™, ausente), 155 (94), 91 (100), 65 (24), 54 (53).

RMN de 'H (499,88 MHz, CDCls, 1ys 0,0): 8 7,79 (2H, dd, J = 8.,5; 2,0, H-3 e H-5),
7,35 (2H, d, J = 8,5, H-2 e H-6), 5,72-5,63 (1H, m, H-3"), 5,10-5,05 (2H, m, H-4"),
4,07 (2H, t, J = 7,0, H-17), 2,45 (3H, s, H-7), 2,40 (2H, dt, J = 7,0; 1,5, H-2").

RMN de "*C (125,69 MHz, CDCls, 8rys 0,0): & 14,8 (C, C-1), 133,2 (C, C-4), 133,2
(C, C-4), 132,4 (CH, C-3"), 133,2 (2 CH, C-2 e C-6), 127,9 (2 CH, C-3 ¢ C-5), 1182
(CH,, C-4%), 69,4 (CHa,, C-1°), 33,2 (CH,, C-2°),21,6 (CHs, C-7).
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12.5.2. Sintese do O-(3-butenil)umbeliferona (63)

(" N\

4
6 I3
3 I 7 2
/\/\
7 0 7o 0
4 2 63 Ci3H 203

S ——————— M.M.: 216»23g/m01

A uma solu¢do do composto tosilado 62 (1,0 mmol, 0,226g) em acetona (10 mL)
foram adicionados umbeliferona (1,2 mmol, 0,195g) e K,CO; (2,0 mmol, 0,277g). A
reacdo permaneceu sob refluxo e agitacdo magnética por 18 horas. Apds o
resfriamento a solugcdo foi filtrada e concentrada sob pressdo reduzida. O produto
obtido foi purificado por cromatografia “flash” em coluna de silica gel, eluida com
hexano:AcOEt (8:2), sendo obtido um composto sdélido cristalino levemente

amarelado.

IE/EM m/z (int. rel.): 216 (M, 49), 188 (8), 162 (52), 134 (70), 105 (11), 89 (19), 77
(12), 63 (13), 55 (100), 51 (16).

RMN de 'H (499,88 MHz, CDCls, 87vs 0,0): & 7,63 (1H, d, J = 9,5, H-4), 7,37 (1H,
d, J = 8,5, H-5), 6,84 (1H, dd, J = 8,5; 2,5, H-6), 6,81 (1H, d, J = 2,5, H-8), 6,25 (1H,
d, J =9,5, H-3), 5,94-5,86 (1H, m, H-3"), 5,21-5,13 (2H, m, H-4"), 4,07 H, t, J =
7,0, H-1°), 2,58 (2H, qt, J = 7,0; 1,5, H-2").

RMN de "C (125,69 MHz, CDCls, 87ys 0,0): 8 162,1 (C, C-7), 161,2 (C, C-2), 155,9
(C, C-9), 143,4 (CH, C-4), 136,8 (CH, C-3"), 128,7 (CH, C-5), 117,5 (CH,, C-4"),
113,0 (CH, C-3), 112,9 (CH, C-6), 112,5 (C, C-10), 101,4 (CH, C-8), 67,8 (CH,, C-
1°), 33,3 (CH,, C-2°).

115



PARTE EXPERIMENTAL

12.5.3. Sintese da O-(3,4-diidroxibutil)umbeliferona (11)
5 4
OH 6 ! \ 3
HO\)\/I'\ ’ S
I 0 20 o)
4 2 8
| 11

A uma solu¢do do alceno 63 (1,0 mmol, 0,216g) em acetona:dgua (2,5:1, 8 mL)

M.M.: 250,25 g/mol

foi adicionado N-6xido de N-metilmorfolina (NMO, 1,2 mmol, 0,141g) e uma solucdo
0,2 mol/LL de OsO, em f#-butanol (100 pL). A reacdo foi mantida sob agitacdo
magnética por 18 horas a temperatura ambiente. ApOs este periodo, adicionou-se uma
solucdo aquosa 10% m/v de Na,S,0; (2,0 mL), sendo a agitacio mantida por mais 30
minutos. Em seguida, foi adicionado uma solugdo aquosa saturada de NaCl (10 mL) e
a fase organica foi extraida com acetato de etila (3x 10 mL). As fases organicas foram
combinadas, secas sob MgSQO, e concentradas sob pressdo reduzida. O produto obtido
foi purificado por cromatografia “flash” em coluna de silica gel, eluida com

CH,Cl,:acetona (7:3), sendo obtido um composto sélido branco.

IE/EM m/z (int. rel.): 250 (M*, 10), 216 (17), 175 (11), 163 (15), 162 (100), 134 (82),
105 (11), 89 (11), 71 (10), 55 (30).

RMN de 'H (499,88 MHz, CDCl;, d1vs 0,0): 8 7,87 (1H, d, J = 9,5, H-4), 7,52 (1H,
d, J = 8,5, H-5), 6,93 (1H, dd, J = 8,5; 2,5, H-6), 6,90 (1H, d, J = 2,5, H-8), 6,23 (1H,
d,J=9,5, H-3), 4,57 (1H, s, OH), 4,26-4,18 (2H, m, H-1"), 3,88-3,83 (1H, m, H-3"),
3,56-3,49 (2H, m, H-4"), 2,05 (1H, m, H-2a"), 1,83 (1H, m, H-2b").

RMN de “C (125,69 MHz, CDCls, d1us 0,0): 8 164,0 (C, C-7), 163,5 (C, C-2), 157,1
(C, C-9), 145,8 (CH, C-4), 130,4 (CH, C-5), 114,2 (C, C-3), 114,0 (C, C-10), 113,3
(CH, C-6), 102,3 (CH, C-8), 70,0 (CH, C-3"), 67,4 (CH,, C-4"), 66,6 (CH,, C-1"),
33,9 (CH,, C-2").
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12.5.4. Sintese da O-[3,4-bis(dibenzil)fosfonoxibutil Jumbeliferona (64)

I
— P 5 4
BnO /\o 6 1 \ 3
BnO BnO ) ; 5
BnO\\P/O 3 0 9o o
| 4 > 8 C41H4001 P>
o] 64 ML.M.: 770,70 g/mol

A uma solu¢do do diol 11(1,0 mmol, 0,250g) e 1H-tetrazol (6,0 mmol, 0,504g) em
CH,Cl, anidro (50 mL) foi adicionado N,N-diisopropilfosforamideto dibenzilico (2,0
mmol, 0,710 mL). Esta reacdo foi mantida sob agitacdo magnética por 2 horas. Apos
este periodo, a solucgdo foi resfriada a -78 °C (banho de gelo seco com acetona), sendo
entdo adicionado 4cido meta-cloroperbenzoico (4,0 mmol, 0,690g). A reacdo foi
mantida sob agitacdo a 0 °C por mais 45 minutos. Em seguida, a mesma foi tratada
com solucdo aquosa 10% m/v de Na,S,0; (10 mL), solu¢do aquosa 5% m/v de
NaHCO; (10 mL), solu¢do aquosa saturada de NaCl (10 mL) e 4gua. A fase organica
foi seca sob MgSO, e concentrada sob pressdo reduzida. O produto obtido foi

purificado por cromatografia “flash” em coluna de silica gel eluida com

CH,Cl,:acetona (9:1).

RMN de 'H (499,88 MHz, acetona-de, 8ty 0,0): & 7,87 (1H, d, J = 9,5, H-4), 7,53
(1H, d, J = 8,5, H-5), 7,41-7,30 (20H, m, H-Bnpy), 6,93 (1H, dd, J = 8,5; 2.5, H-6),
6,90 (1H, d, J = 2,5, H-8), 6,23 (I1H, d, J = 9,5, H-3), 5,11-4,99 (8H, m, H-Bncyp,
4,90-4,87 (1H, m, H-4a%), 4,36-4,33 (1H, m, H-4b"), 4,25-4,19 (3H, m, H-3’ e H-1"),
2,20-2,14 (2H, m, H-2").
RMN de “C (125,69 MHz, acetone-dq, dtvs 0,0): 8 162,7 (C, C-7), 160,9 (C, C-2),
156,8 (C, C-9), 144,5 (CH, C-4), 137,2 (4C, C-Bn), 130,1 (CH, C-5), 129,4-128,6
(20CH, C-Bn), 113,7 (C, C-3), 113,6 (C, C-10), 113,5 (CH, C-6), 102,1 (CH, C-8),
75,2 (CH, C-3°), 69,9 (CH,, C-Bn), 69,4 (CH,, C-4"), 65,0 (CH,, C-1), 31,9 (CH,, C-
2%).
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12.5.5. Sintese da O-(3,4-difosfonoxibutil)umbeliferona (59)

0
HO\P// 5 4
/ \O 6 1 \ 3
HO\ OHO 1 7 2
p” 3 o) 9 o o)
Ho N\ 4 z 8 Ci3Hi6011P2
° 5 M.M.= 410,21 g/mol

Uma solugao do composto 64(1,0 mmol, 0,778g) em metanol (100 mL) foi
tratada com palddio em carvao ativo (0,1 mmol, 0,067g) a 25 °C, sob 1 atm de H,,
sendo a reacdo agitada por aproximadamente 1 hora. Apds este periodo, a reacdo foi

filtrada sob Celite e concentrada sob pressao reduzida.

RMN de 'H (499,88 MHz, D,0, 80 4,67): & 7,80 (1H, d, J = 9,5, H-4), 7,42 (1H, d,
J =85, H-5), 6,86 (1H, d, J = 8,5, H-6), 6,84 (1H, s, H-8), 6,16 (1H, d, J = 9,5, H-3),
4,45 (1H, H-4a%), 4,12 (1H, H-4b"), 3,92 (1H, H-3"), 3,51 (2H, H-1"), 2,03 (2H, H-2").
RMN de “C (125,69 MHz, D,0, 810 4,67): & 164,9 (C, C-7), 161,8 (C, C-2), 155,0
(C, C-9), 146,1 (CH, C-4), 129,5 (CH, C-5), 113,5 (C, C-3), 113,0 (C, C-10), 111,5
(CH, C-6), 101,4 (CH, C-8), 64,8 (CH, C-3°), 62,5 (2CH,, C-4’e C-1"), 31,0 (CH,, C-
2%).
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12.6.Sintese da O-fosfonoxiumbeliferona (58)

Neste caso, utilizou-se a mesma metodologia descrita nos itens 10.1.4 e 10.1.5
para obtencdo do O-fosfonoumbeliferona, porém utilizando-se como reagente de

partida a umbeliferona no lugar do diol 11.

5 4
6 U
o)
BnO\ // 7 5
P\o 9 o o
BnO 8 C23H1406P
60 M.M.: 422,09 g/mol

RMN de 'H (499,88 MHz, acetona-d6, dpys 0,0): & 7,96 (1H, d, J = 9,5, H-4), 7,66
(1H, d, J = 8,5, H-5), 7,42-7,30 (10H, m, H-Bnpy), 7,18 (1H, dd, J = 8.5; 2.5, H-6),
7,15 (1H, d, J=2,5, H-8), 6,37 (1H, d, J =9,5, H-3), 5,11-4,99 (4H, m, H-Bncy,).
RMN de *C (125,69 MHz, acetona-d6, otys 0,0): 0 159,6 (C, C-7), 155,2 (C, C-2),
153,3 (C, C-9), 1434 (CH, C-4), 136,1 (2C, C-Bn;), 129,8 (CH, C-5), 129,0-128,0
(10CH, C-Bn), 116,8 (C, C-3), 116,5 (C, C-10), 115,7 (CH, C-6), 108,4 (CH, C-8),
70,2 (2CH,, C-Bn).

5 4
6 173
o)
HO_ / ; )
F>\o 9 o o
HO 8 CoH706P
58 M.M.: 242,12g/mol

RMN de 'H (499,88 MHz, D,0, 8p0 4,67): & 7,79 (1H, d, J = 9,5, H-4), 7,43 (1H, d,
J =85, H-5), 7,04 (1H, dd, J = 8,5; 2,5, H-6), 6,99 (1H, d, J = 2,5, H-8), 6,24 (1H, d,
J=9,5,H-3).

RMN de “C (125,69 MHz, D,0, 8pa0 4,67): 5 160,3 (C, C-7), 159,5(C, C-2), 154,5
(C, C-9), 143,6 (CH, C-4), 128,7 (CH, C-5), 112,2 (C, C-3), 110,5 (C, C-10), 110,3

(CH, C-6), 101,2 (CH, C-8).
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Anexo 1. Espectro de massas obtido por EI (70 eV) do metilfenilsulfeto (28).

8 7 13 5 4 3 2 1 -0 Ppm
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Anexo 2. Espectro de RMN de 'H (499,88 MHz, CDCl3) do metilfenilsulfeto (28).
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Anexo 3. Espectro de RMN de "°C (125,69 MHz, CDCl3) do metilfenilsulfeto (28)
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Anexo 4. Espectro de massas obtido i)or EI (70 eV) do etilfenilsulfeto (17).
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Anexo 5. Espectro de RMN de 'H (499,88 MHz, CDCl5) do etilfenilsulfeto (17).
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Anexo 6. Espectro de RMN de B (125,69 MHz, CDCl5) do etilfenilsulfeto (17)

125



ANEXOS

| 25
00+
40
97
E .
E 504
Z
50
65
- |7 54
53 &3 & ¥ i ® ‘
75 8 ‘
0 ‘-."\'ly‘.l !}Il,“,\“. '.‘||-1'||. ‘ |‘!‘| ‘ ."-M . ‘ " . ‘ . ‘ . ‘
50 55 &0 65 70 75 80 35 g0 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170
me
Anexo 7. Espectro de massas obtido por EI (70 eV) do metilfenilsulféxido (33).
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Anexo 8. Espectro de RMN de 'H (499,88 MHz, CDCl3) do metilfenilsulféxido (33).
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Anexo 9. Espectro de RMN de °C (125,69 MHz, CDCls) do metilfenilsulféxido (33).
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Anexo 10. Espectro de massas obtido 1;0r EI (70 eV) do etilfenilsulfoxido (21).
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Anexo 11. Espectro de RMN de '"H (499,88 MHz, CDCl5) do etilfenilsulfoxido (21).
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Anexo 12. Espectro de RMN de "°C (125,69 MHz, CDCl3) do etilfenilsulféxido (21).
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Anexo 13. Espectro de massas obtido por EI (70 eV) do 3-6xido de 2-metil-4-propil-1,3-oxatiano
(22).
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Anexo 14. Espectro de RMN de 'H (499,88 MHz, CDCl3) do 3-6xido de 2-metil-4-propil-1,3-
oxatiano (22).
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Anexo 15. Espectro de RMN de 13C (125,69 MHz, CDCls) do 3-6xido de 2-metil-4-propil-1,3-

oxatiano (22).
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Anexo 16. Espectro de massas obtido por
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GEI (70 eV) do 2-(metilsulfinil)benzotiazol (23).
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Anexo 17. Espectro de RMN de '"H (499,88 MHz, CDCl3) do 2-(metilsulfinil)benzotiazol (23).
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Anexo 18. Espectro de RMN de B (125,69 MHz, CDCl3) do2-(metilsulfinil)benzotiazol (23).
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Anexo 19. Espectro de massas obtido por EI (70 eV) da 6-decalactona (50).
F
i |
I S |
i R

LTI
7 6 5 4 3 2 L -0 PPm

1.00 Toss 1k sis

0.95 3.07 3.06 2.96

132

Anexo 20. Espectro de RMN de 'H (499,88 MHz, CDCl5) da 8-decalactona (50).
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Anexo 21. Espectro de RMN de B (125,69 MHz, CDCl;) da 6-decalactona (50).
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Anexo 22. Espectro de massas obtid;) por EI (70 eV) da d-dodecalactona (56).
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Anexo 23. Espectro de RMN de 'H (499,88 MHz, CDCl3) da 6-dodecalactona (56).
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Anexo 24. Espectro de RMN de Bc (125,69 MHz, CDCl3) da 6-dodecalactona (56).
134



ANEXOS

Abundincia relativa

. 110
00+
7%
123
180
50+
.
&7
7]
95
53 91 07
45 145
s |57 53 . 123 w
0 !“l.@‘l,”ﬂu“l,l \,\“\.‘ \.I‘ .IL‘!,,I ".l“l"l'. \\|;. .‘|"". |‘| . .
50 &0 70 a0 20 100 110 120 130 140 150 160 170 180 150 200
mg
Anexo 25. Espectro de massas obtido por EI (70 eV) da 7,8-epoxijasmona (54).
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Anexo 26. Espectro de RMN de 'H (499,88 MHz, CDCl,) da 7,8-epoxijasmona (54).
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Anexo 27. Espectro de RMN de Bc (125,69 MHz, CDCl;) da 7,8-epoxijasmona (54).
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Anexo 28. Espectro de massas obtido por EI (70 eV) do 4-toluenossulfonato de 3-butenila (62).
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Anexo 29. Espectro de RMN de '"H (499,88 MHz, CDCl3) do 4-toluenossulfonato de 3-butenila

(62).
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Anexo 30. Espectro de RMN de Bc (125,69 MHz, CDCls) do 4-toluenossulfonato de 3-butenila

(62).
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Anexo 31. Espectro de massas obtido porcEI (70 eV) da O-(3-butenil)umbeliferona (63).

138

LU L. i e L S § W 1
8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm
Yooy W Y - - - w
1.00 1.00 0.96 1.97 2.11
1.01 1.06 0.94 2.18

Anexo 32. Espectro de RMN de 'H (499,88 MHz, CDCl;3) da O-(3-butenil)umbeliferona (63).
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Anexo 33. Espectro de RMN de B (125,69 MHz, CDCl3) da O-(3-butenil)umbeliferona (63).
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Anexo 34. Espectro de massas obtido por EI E70 eV) da 0O-(3,4-diidroxibutil)Jumbeliferona (11).
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Anexo 35. Espectro de RMN de 'H (499,88 MHz, CD;0D) da O-(3,4-diidroxibutil)umbeliferona
(11).
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Anexo 36. Espectro de RMN de Bc (125,69 MHz, CD;0D) da O-(3,4-diidroxibutil)umbeliferona
(11).
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Anexo 37. Espectro de RMN de 'H (499,88 MHz, acetona-dg) da O-[3,4-
bis(dibenzil)fosfonoxibutil Jumbeliferona (64).
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Anexo 38. Espectro de RMN de Bc (125,69 MHz, acetona-d¢) da O-[3,4-
bis(dibenzil)fosfonoxibutil Jumbeliferona (64).
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Anexo 39. Espectro de RMN de 'H (499,88 MHz, D,0O) da O-(3,4-difosfonoxibutil)umbeliferona
(59).
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Anexo 40. Espectro de RMN de Bc (125,69 MHz, D,0) da O-(3,4-difosfonoxibutil)umbeliferona
(59).
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Anexo 41. Espectro de RMN‘ de 'H (499,88 MHz, acetona-dg) da O-
(dibenzil)fosfonoxiumbeliferona (60).
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Anexo 42. Espectro de RMN de Bc (125,69 MHz, acetona-d¢) da O-
(dibenzil)fosfonoxiumbeliferona (60).
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Anexo 43. Espectro de RMN de 'H (499,88 MHz, D,0) da O-fosfonoxiumbeliferona (58).
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Anexo 44. Espectro de RMN de Bc (125,69 MHz, D,0) da O-fosfonoxiumbeliferona (58).
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