UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

ESTUDO DE BIOTRANSFORMACAO IN VITRO DA AMBRISENTANA E DA
RIFAMPICINA ATRAVES DE FUNGOS FILAMENTOSOS

Rafaela Martins Sponchiado

Porto Alegre
2019






UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

ESTUDO DE BIOTRANSFORMACAO IN VITRO DA AMBRISENTANA E DA
RIFAMPICINA ATRAVES DE FUNGOS FILAMENTOSOS

Tese apresentada por RAFAELA
MARTINS SPONCHIADO para
obtencdo do TITULO DE DOUTOR

em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientador (a): Prof.2 Dr. Céssia Virginia Garcia

Porto Alegre
2019



Tese apresentada no Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas em nivel de Doutorado — Producédo e Controle de Qualidade de
Produtos Farmacéuticos — da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul e aprovada em 29.03.2019, pela Banca Examinadora

constituida por:

Profa. Dr. Aline Zimmer

Profa. Dr. Patricia Gomes

Profa. Dr. Ana Paula Guedes Frazzon

CIP - Catalogacao na Publicacao

Sponchiado, Rafasla Martins

ESTUDO DE EIOTRAN”FORMﬂFR“ IN VITRO DA AMBRISENTANA
E DA RIFAMPICINA ATRAVES DE FUNGOS FILAMENTOSOS /
Rafaela Martins Sponchiado. —— 2019.

161 £.

Orientador: Cassia Virginia Garcia.

Tese (Doutorado) -- Universidade Fedseral do Rio
Jr._—ndc do Sul, _abuldddc de Farmablc, Programa de
Pas— C?adua ac em Ciéncias Farmacéuticas, Porto Alegre,

BEE-RS, _LLJ.

1. Biotransformacdo. Z. Mestabdlitos. 3.
Ambrisentana. 4. Rifampicina. I. Garcia, Cassla
Virginia, orient. II. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragao Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).



Este trabalho foi realizado nas dependéncias do Laboratério de Controle de
Qualidade Farmacéutico da Faculdade de Farméacia da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, com bolsa de estudos CAPES.






AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a Deus, pela oportunidade de estar finalizando
mais uma etapa importante em minha em minha vida pessoal e profissional.

Agradeco, aos meus pais Paulo José Sponchiado e Denise Martins
Sponchiado, a minha irma& Mariana Sponchiado, pelo incentivo aos estudos,
pelo amor, pela paciéncia e por sempre acreditarem em mim, VOCés sdo meu
exemplo e minha base, essa conquista € de vocés também.

Agradeco muito ao meu marido, ldamir Mascarello Junior, pelo amor,
pela paciéncia, pela dedicacdo, pela parceria, pelas idas e vindas de Porto
Alegre a Erechim, meu parceiro de vida e de estudos, Te amo!

Agradeco, de forma especial, minha orientadora, Prof2 Cassia Virginia
Garcia, por ter acredito em mim e por sua dedicac¢do ao longo desses quatro
anos. Obrigada pelos ensinamentos, pela paciéncia e pelo incentivo a
pesquisa.

Agradeco aos professores que colaboraram para que este trabalho
acontecesse com sucesso: Prof Martin Steppe e Prof Alexandre Fuentefria,
obrigada pelos ensinamentos e dedicacdo. Agradeco também os demais
professores do grupo de pesquisa do Laboratério de Controle de Qualidade de
Farmacéutico.

Aos meus colegas do Laboratério 402, em especial a Leticia, Julia,
Joanna e Mariana. Obrigada pela ajuda de sempre, convivio e amizade.

Aos membros da banca examinadora, pela disponibilidade em avaliar e
contribuir com este trabalho.

Ao PPGCF pela oportunidade da realizacdo da pds-graduacdo de
exceléncia reconhecida.

Enfim, agradeco a todas as pessoas envolvidas, que mesmo nao
citadas participaram dana minha formacéo pessoal e profissional durante a

construcéo deste trabalho.






APRESENTACAO

De acordo com as normas vigentes no Regimento do Programa de Pos-

Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Federal do Rio

Grande do Sul, a presente tese foi redigida na forma de capitulos, com encarte

de publicacdes, para uma melhor compreenséo e discussdo dos resultados

obtidos. Assim, este exemplar encontra-se dividido da seguinte forma:

Introducéo: contendo a apresentacao do tema;

Objetivo geral e objetivos especificos;

Revisdo Bibliogréafica;

Capitulo I: Modelo microbiano para estudo de metabolismo:
biotransformacédo da ambrisentana através da Cunninghamella elegans
ATCC 9245;

Capitulo II: Biotransformagé&o da rifampicina através da Cunnighamella
elegans ATCC 9245;

Capitulo 1lI: Biotransformacdo da ambrisentana através do Aspergillus
niger ATCC 9029 e Penicillium minioluteum URM 6889;

Capitulo IV: Biotransformacdo da rifampicina através do fungo
Aspergillus niger e avaliagdo da atividade antimicrobiana dos
metabdlitos propostos;

Discussao geral;

Conclusobes;

Referéncias;

Anexos.






RESUMO

A biotransformacdo de farmacos através de microrganismos € considerada
uma tecnologia econbémica e ecologicamente viavel, sendo muito utilizada
para modificar estruturas de compostos biologicamente ativos, estudar o
metabolismo de novos farmacos e eliminar ou reduzir sua toxicidade. Estes
estudos constituem uma alternativa promissora para elucidacdo dos
metabdlitos formados de diferentes classes farmacolégicas. Este trabalho teve
como objetivo empregar trés diferentes fungos filamentosos: Cunninghamella
elegans, Penicillium mineoluteum e Aspergillus niger, para estudar a
biotransformacdo dos farmacos ambrisentana e rifampicina. Os farmacos
foram escolhidos por apresentarem metabolismo via CYP450 e também por
ndo haver relatos na literatura sobre estes estudos. Para o0 monitoramento da
formacdo dos metabdlitos foi necessario desenvolver metodologias analiticas
com caracteristicas adequadas para esta aplicacdo. O monitoramento da
formacdo dos metabdlitos foi empregado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia e para identificacdo destes foi empregado cromatografia liquida de
ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial (UHPLC-
QTOF/MS). O Capitulo | apresenta a biotransformacdo da ambrisentana
(AMB) através do fungo Cunnighamella elegans ATCC 9245. Primeiramente,
foi realizada a otimizacdo do estudo (meio de cultura, pH, concentracdo do
farmaco e agitacdo) para identificar da melhor condicdo de biocatalise. A
metodologia analitica para monitoramento dos metabdlitos formados foi
desenvolvida e validada. A biotransformacao da AMB resultou na formacgéo de
um metabolito conhecido como glicosideo da ambrisentana (CzgH33N20o),
ainda néo relatado na literatura, confirmado a capacidade do fungo em realizar
fase Il do metabolismo. O Capitulo Il apresenta os resultados obtidos no
estudo de biotransformacao utilizando o mesmo fungo filamentoso para o
farmaco rifampicina (RIF). A concentracdo de inéculo foi otimizada (10
esporos), a fim de verificar o0 aumento na formacéo dos possiveis metabdlitos.
Os resultados relacionados a RIF mostram que ocorre o consumo do farmaco
pela C. elegans, representado pela reducdo da concentracdo do mesmo,
assim como formacdo de um metabdlito j& conhecido como produto de
degradacdo, em maior concentracdo no meio biotransformado quando
comparado com o controle negativo. Além disso, foi observada a presenca de
picos adicionais ndo observados nos controles. Posteriormente, as amostras
foram analisadas em UHPLC-QTOF/MS para a elucidacao estrutural dos
sinais formados. Com isso, foi identificada a rifampicina quinona e um sinal de
menor polaridade formado somente no meio de biotransformacéo (452 m/z), o
qgual foi proposto como uma mono-oxigenacao da RIF. No Capitulo I, foi



realizado o estudo de biotransformacdo da ambrisentana através dos fungos
Aspergillus niger ATCC 9029 e Penicilium mineoluteum URM 6889,
empregando meio de cultura Czapek. No meio reacional com o A.niger, ocorre
formacéo de dois sinais mais polares que o farmaco, indicando a formacéo de
possiveis metabdlitos, que foram elucidados através da UHPLC-QTOF/MS.
Foi possivel propor dois metabdlitos ainda néo relatados na literatura de m/z
301,1339 e 313,1907, respectivamente. Entretanto, a biocatalise através do
P.mineoluteum nao apresentou formacdo de sinais adicionais quando
comparado aos controles. No Capitulo IV, sdo apresentados os resultados
obtidos da biotransformacédo da RIF através do fungo A.niger. O fungo foi
capaz de reduzir drasticamente a concentracdo de RIF em meio reacional.
Devido a isto, a amostra foi avaliada em UHPLC-QTOF/MS para verificar a
possivel formacdo de metabolitos. Foi observada a formacdo de dois
compostos mais polares que a RIF com mesma massa e fragmentacdo
(455.3115 m/z), caracterizando isémeros, além da RIF quinona.
Posteriormente, foi investigada a atividade antimicrobiana da RIF apos
transformacao através do método da microdiluicdo em pogos preconizados por
guia internacional, resultando em aumento da concentracao inibitoria minima,
consequentemente perda da atividade antimicrobiana. Os resultados obtidos
neste estudo demonstram que biostranformagcbes com fungos sdo uma
importante alternativa para mimetizar a biotransformacdo em humanos e
também para obtencao de metabdlitos de farmacos. Os dois fungos propostos
nesse estudo Cunninghamella elegans ATCC 9245 e Aspergillus niger ATCC
9029 apresentaram capacidade de metabolizar os farmacos ambrisentana e
rifampicina.

Palavras-chave: ambrisentana, rifampicina, Cunnighamella elegans,
Penicillium mineoluteum, Aspergillus niger, biotransformacédo, metabdlitos.



ABSTRACT

Biotransformation of drugs by microorganisms is an economical and
ecologically viable technology and is widely used to modify structures of some
biologically active compounds, study the metabolism of molecules and
eliminate or reduce their toxicity. These studies constitute a promising
alternative for the elucidation of metabolites formed from different
pharmacological classes. This work aims to employ three different flamentous
fungi: Cunninghamella elegans, Penicillium mineoluteum e Aspergillus niger, to
study the biotransformation of the drugs ambrisentan and rifampicin. These
drugs were chosen because they have metabolism through CYP450 and also
there are no reports in the literature about these studies. To monitor the
formation of metabolites, it was necessary to develop and validate analytical
methodologies with characteristics suitable for this application. High
performance liquid chromatography was used to monitor the formation of the
metabolites, and ultra-high performance liquid chromatography coupled to
sequential mass spectrometry (UHPLC-QTOF/MS) was used to identify the
metabolites. The first chapter presents the optimization of the study (culture
medium, pH, drug concentration and agitation), the results obtained in the
biotransformation of ambrisentan by the fungus Cunnighamella elegans ATCC
9245 in Czapek medium, the development and validation of the analytical
methodology for monitoring the metabolites formed and the identification of
their molecular structures. The biotransformation of AMB resulted in the
formation of a metabolite known as ambrisentan glycoside (C,sH33N2Og), not
reported yet in the literature, confirming the ability of the fungus to perform
phase Il metabolism. Chapter Il presents the results obtained in the
biotransformation study using the same filamentous fungus for the drug
rifampicin (RIF). The inoculum concentration was optimized (10*° spores) in
order to verify the increase in the formation of the possible metabolites. The
results related to RIF show that the consumption of the drug by C.elegans,
represented by the reduction of the concentration of the drug, as well as the
formation of a metabolite already known as degradation product, in a higher
concentration in the biotransformed medium when compared to the negative
control. In addition, the presence of additional peaks not observed in the
controls was demonstrated. Subsequently the samples were analyzed in
UHPLC-QTOF/MS for the structural elucidation of the formed signals. With
this, rifampicin quinone was identified along to another compound of lower
polarity formed only in the biotransformation medium (452 m/z), which was
proposed as a mono-oxygenation of the RIF. In Chapter Ill, the
biotransformation of ambrisentan was carried out through the fungus



Aspergillus niger ATCC 9029 and Penicilium mineoluteum URM 6889, using
Czapek culture medium. In the reaction medium with A.niger, formation of two
more polar signals than the drug was observed, indicating the formation of
possible metabolites, which were elucidated through UHPLC-QTOF/MS. It was
possible to propose two metabolites not yet reported in the literature, with m/z
301.1339 and 313.1907, respectively. However, the biocatalysis through
P.mineoluteum showed no additional signal formation when compared to the
controls. In Chapter IV, the results obtained from the biotransformation of the
RIF through the A.niger fungus are presented. The fungus was able to
drastically reduce the concentration of RIF in reaction medium. Due to this, the
sample was evaluated in UHPLC-QTOF/MS to verify the possible formation of
metabolites. It was observed the formation of two more polar compounds than
the RIF with the same mass and fragmentation (455.3115 m/z), characterizing
isomers, besides RIF quinone. Subsequently, the antimicrobial activity of RIF
was evaluated after transformation through the microdilution method in wells
recommended by international guidelines, resulting in an increase in the
minimum inhibitory concentration, consequently loss of antimicrobial activity.
The results obtained in this study demonstrate that biotransformation with fungi
are an important alternative to mimic the biotransformation in humans and also
to obtain drug metabolites. The two fungi proposed in this study
Cunninghamella elegans ATCC 9245 and Aspergillus niger ATCC 9029 were
able to metabolize the drugs Ambrisentan and Rifampicin.

Keywords: ambrisentan, rifampicin, Cunnighamella elegans ATCC 9245,
Penicillium mineoluteum, biotransformation, metabolites.
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1. INTRODUCAO







O metabolismo é definido como uma modificagdo estrutural e quimica
de farmacos por sistemas enzimaticos que levam a formacao de substancias
de polaridade crescente, a fim de facilitar a sua eliminacdo pelo organismo.
Desempenha um papel importante na eliminacdo de farmacos e impede que
estes compostos permanecam por tempo indefinido no organismo (BEALE e
BLOCK, 1998).

Antes de um medicamento ser aprovado pelas agéncias reguladoras,
devem ser realizados estudos extensivos para estabelecer sua eficacia e
seguranca, sendo que um dos fatores importantes na avaliagdo € o
conhecimento de como o farmaco é metabolizado. Além disso, € importante
identificar os metabolitos formados a fim de verificar a sua toxicidade e/ou
acao no organismo (AZERAD, 1999).

O metabolismo, in vivo, ocorre em varios 6rgaos do corpo humano
como intestinos, pulmdes, cérebro, epitélio nasal e pele. Porém, o figado é o
mais importante por ser uma rica fonte de ferro heme, e por conter
principalmente o sistema enzimético citocromo P450 (CYP450). O organismo
humano faz uso das reacbes de biotransformagdo como defesa diante de
substancias xenobidticas, incluindo farmacos e produtos quimicos ambientais.
Neste caso, essas reacfes geralmente resultam em moléculas mais polares
gue as de partida e consequentemente eliminadas mais facilmente pelo
organismo (FURA, 2006; PIEPER et al., 2009; TESTA, PEDRETTI e VISTOLI,
2012).

A biotransformacdo através de microrganismos € considerada uma
tecnologia economicamente e ecologicamente viavel, sendo muito utilizada
para modificar estruturas de alguns produtos biologicamente ativos, estudar o
metabolismo de farmacos, eliminar e reduzir a toxicidade (YU-JUAN et al,
2010). O uso de microrganismos para prever a biotransformacéo de farmacos
€ um meétodo in vitro que ndo requer uso de animais, sendo assim uma
metodologia menos complexa para elucidar a transformacdo de novas
moléculas no organismo humano, uma vez que alguns microrganismos tem a

capacidade de metabolizar farmacos de maneira similar ao que ocorre nos
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mamiferos. Desta maneira, estudos in vitro com a utilizac&o, principalmente,
de fungos tem recebido especial atencédo (SUN et al, 2004).

Microrganismos podem ser utilizados na producdo de medicamentos,
na degradacdo de agentes poluentes e na recuperacdo de ambientes
quimicamente contaminados. E relatado que o0s processos de
biotransformagdo s&o considerados uma area altamente promissora
especialmente para o desenvolvimento de tecnologias sustentaveis para a
producdo de farmacos e produtos quimicos, assim sdo denominadas de
“‘quimica verde” (BORGES et al, 2009). A utilizacdo destes em processos de
biotransformacdo pode gerar metabdlitos ja existentes ou novos produtos,
inclusive em escala industrial, constituindo uma alternativa para a producéo de
novos medicamentos pelas industrias farmacéuticas (POLLARD e WOODLEY,
2007).

Tendo em vista que o emprego de fungos na biotransformacéo de
farmacos pode ser uma importante fonte de metabdlitos conhecidos e
desconhecidos, 0os quais podem ser empregados em estudos para o
estabelecimento de suas propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas, e que
se trata de uma metodologia que ndo utliza animais, mas passivel de
mimetizar os metabolitos formados em humanos, esta se mostra uma técnica
relevante para estudos iniciais no desenvolvimento de novos farmacos. Neste
contexto, ainda ndo ha relatos na literatura cientifica sobre estudos de
biotransformacéo através de fungos filamentosos para farmacos propostos
(ambrisentana e rifampicna), portanto o presente estudo avaliou a capacidade
de biotransformacdo da Ambrisentana e da Rifampicina por trés diferentes
fungos: Cunninghamella elegans, Penicillium mineoluteum e Aspergillus niger,
alétm do desenvolvimento de novas metodologias analiticas para o

monitoramento e identificacdo dos possiveis metabdlitos formados.
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2. OBJETIVOS







2.1 Objetivo Geral

Estudar a biotransformacdo in vitro dos farmacos ambrisentana e
rifampicina empregando fungos filamentosos, visando estabelecer quais
metabdlitos serdo formados nas reacdes, bem como desenvolver

metodologias analiticas para o0 monitoramento destas reacdes.

2.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver e validar métodos analiticos empregando Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para a deteccédo e quantificacdo dos
farmacos e seus metabdlitos;

e Otimizar as condi¢des dos estudos de biotransformacao;

e Verificar a formacao dos possiveis metabdlitos no periodo de incubacao
em meio de cultivo;

e Verificar o perfil de decaimento da concentracdo dos farmacos no
periodo de incubagcdo em meio de cultura liquido;

e Realizar a elucidacao estrutural dos metabdlitos formados a partir da
biotransformacao com os fungos propostos;

e Determinar 0 espectro antimicrobiano dos biotransformados da

rifampicina.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA







3.1 Metabolismo de farmacos

Os tecidos do corpo humano sdo diariamente expostos a substancias
estranhas que ndo sdo encontradas naturalmente no corpo. Os farmacos sédo
utilizados para modular fun¢des corporais com finalidade terapéutica. Esses
guando absorvidos no organismo sao modificados por uma enorme variedade
de enzimas. As transformacfes bioldgicas efetuadas por essas enzimas
podem alterar o composto, tornando-o benéfico, prejudicial ou simplesmente
sem efeito farmacolégico desejado (TANIGUCHI E GUENGERICH, 2011).

Os medicamentos e outras substancias quimicas ambientais que
penetram em nosso organismo sofrem uma série de biostranformacdes que
resultam geralmente em produtos de metabolismo de maior polaridade, que
por sua vez, serdo mais facilmente eliminados através da urina, fezes ou ainda
da respiracdo e do suor. Desta forma, durante o processo de desenvolvimento
de um novo farmaco, os estudos de metabolismo possibilitam a identificacao
de sitios moleculares mais vulneraveis a metabolizacdo, a estrutura quimica
dos principais metabdlitos e sua toxicidade, além de identificar prototipos que
apresentam maior atividade do que o farmaco original (pré-farmacos)
(PEARSON e WIENKERS, 2005).

A acdo de um farmaco, quando administrado a humanos ou animais,
pode ser dividida em trés fases: fase farmacéutica, fase farmacocinética e fase
farmacodinamica (Figura 1). Na fase farmacéutica, ocorre a desintegracdo da
forma de dosagem, seguida da dissolucdo da substancia ativa. A fase
farmacocinética abrange os processos de absorcao, distribuicdo, metabolismo
e excregcdo. A fase farmacodindmica esta relacionada com a interagdo do
farmaco com seu alvo (receptor, enzimas etc.) e a consequente producdo do
efeito terapéutico (PEREIRA, 2007).
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|. Fase Farmacéutica II. Fase Farmacocinética IIl. Fase Farmacocinética

Desintegragdo da forma Absorcdo Interagdo

ADMINISTRAGAO > farrPacéutica eA . Distribuicdo farmaco-

dissolugdo da substancia | pisponibilidade Metabolizagdo Disponibilidade |  receptor no
ativa farmacéutica Excredo bioldgica tecido alvo

——> EFEITO

Figura 1: Etapas importantes da acdo dos farmacos (Adaptado de PEREIRA, 2007).

O metabolismo dos mamiferos ocorre principalmente em células do
figado e rins e pode ser dividido em duas fases: Fase | ou funcionalizagéo,
que engloba reacdes de oxidacdo, reducdo e hidrélise; e Fase Il ou
conjugacao, que envolve reacdes de conjugacao do farmaco com moléculas
enddgenas, como acido glicurbnico, sulfato, glicina, acetato, grupos metila e
acidos inorganicos. Normalmente, as duas vias resultam na formacdo de
metabdlitos que sdo mais hidrossollveis e desse modo serdo mais facilmente
excretados (ABOURASHED, 1999, AZERAD, 1999). Esses produtos, por sua
vez, podem ser inativos ou ativos. Em relacdo ao farmaco de origem, o0s
metabdlitos ativos podem agir por mecanismos de acdo similares ou
diferentes, ou até mesmo por antagonismo (LIN e LU, 1997).

Na fase |, ocorrem reacBes que aumentam a hidrofilicidade dos
farmacos pela adicdo ou exposicdo de grupos funcionais polares, como
grupos hidroxila (-OH), tiol (-SH) ou amina (-NH2). Com frequéncia, esses
metabolitos sdo farmacologicamente inativos e podem ser secretados sem
qualquer modificacdo adicional. Todavia alguns produtos de reaclOes de
oxidacédo e de reducao necessitam de modificacbes adicionais antes de serem
excretados. As reacdes de Fase Il, por sua vez, modificam os compostos por
meio da ligacdo de grupos hidrofilicos, como o &cido glicurdnico, criando
conjugados mais polares e que sdo rapidamente excretados pela urina ou nas
fezes. Essas reacOes de conjugacdo ocorrem independentemente das
reacOes de oxidacao/reducdo e que as enzimas envolvidas nas reacfes de
fase | e Il frequentemente competem pelos substratos (LIN e LU, 1997; ISIN e
GUENGERICH, 2007).
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No entanto, em alguns casos, o metabolismo de farmacos pode
produzir substancias farmacologicamente ativas ou metabdlitos toxicos
reativos, justificando, assim, a necessidade de um estudo farmacoldgico e
toxicologico detalhado do destino metabdlico do farmaco.

As enzimas responsaveis pelo metabolismo de farmacos participam de
uma série de reagfes bioquimicas inter-relacionadas, de natureza oxidativa ou
redutora, nas quais o produto de uma reacado pode constituir-se em substrato
para outra reacdo (THOMAS, 2003). As reacdes metabdlicas que ocorrem em
mamiferos sdo, geralmente, catalisadas pelo sistema enzimético citocromo P-
450 (CYP450), cujas enzimas sdo mais predominantes no figado e rins e
requerem NADPH como coenzima e oxigénio usado como substrato. Esta
superfamilia de enzimas (CYPs) pode ser encontrada desde as bactérias até
ao homem, sendo até este momento conhecidas, pelo menos, 2400 formas de
enzimas CYP (ASHA e VIDYAVATHI, 2009).

Em humanos, 57 genes funcionais de CYP450 foram identificados,
codificando 18 familias e 44 subfamilias de CYP. Apenas trés entre as 18

familias CYP estéo relacionadas ao metabolismo de farmacos (Figura 2).

CYP Superfamilia

(T EvilH 2 £ 2] Familia

|
I I I

CYP1A| |CYP2C || CYP2D || CYP2E I CYP 3A | Subfamilia
I I I I I
CYP1A2 | | CYP2C9 || CYP2D6 | | CYP 2E1 || CYP 3A4 | Isoenzimas
I
CYP2C19

Figura 2: Principais familias, subfamilias e enzimas de CYP envolvidas no
metabolismo de farmacos (BARREIRO, 2014).

O complexo enzimatico CYP450 constitui uma superfamilia de

proteinas heme-tiolato responsaveis pela metabolizacdo de um grande
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namero de substratos enddégenos e exdgenos. A maior parte do metabolismo
mediado pelos CYPs é baseado na reacdo de oxidacdo-reducdo, sendo a
mono-oxigenacao reacdo basica catalisada por essas enzimas, em que um
atomo de oxigénio (derivado do O2) € incorporado no substrato, e 0 outro
atomo € reduzido a &gua com os equivalentes redutores do NADPH
(GUENGERICH, 2007).

As enzimas CYP apresentam diferentes mecanismos de regulacdo e
uma baixa especificidade em substrato, desta forma uma dnica enzima CYP
pode metabolizar diferentes classes de substratos e um Unico substrato pode
ser metabolizado por diferentes CYPs (TIMBRELL, 2008).

As enzimas P450 sdo capazes de catalisar uma grande variedade de
reacdes, participando de mais de 20 diferentes, como hidroxilacéo,
epoxidagcao, N-, S- e O-dealquilacdo, oxigenacédo, reducéo, desidrogenacao,
dehalogenacéo, dentre outras (DE MONTELLANO, 2005; FURGE;
GUENGERICH, 2006).

O ciclo catalitico basico das enzimas do citocromo P450 envolve
diversas etapas, iniciando com a ligacdo do farmaco ao citocromo P450
oxidado (Fe®*"). A seguir, o primeiro elétron é transferido & enzima P450 via
NADDPH (fosfato de nicotinamida adenina dinucleotidio-P450 redutase,
reduzindo o grupo heme ao estado ferroso. Um oxigénio molecular é
incorporado ao grupo heme e o segundo elétron é transferido ao atomo de
ferro, via NADPH-P450-redutase. A seguir, ocorre a clivagem da ligagao O-O
e liberacdo de uma molécula de agua. Um complexo FeO** é formado,
retirando um atomo de hidrogénio do substrato, seguido de transferéncia de
um atomo de oxigénio ao substrato. Finalmente o produto € liberado e o grupo
heme retorna ao estado férrico (FURGE e GUENGERICH, 2006).

O estudo do metabolismo de farmacos € uma etapa imprescindivel na
descoberta e desenvolvimento de farmacos. Pode ser realizado in vivo,
utilizando modelos animais de pequeno porte, como ratos, caes e gato. Por
meio da andlise do plasma e da urina desses animais € possivel identificar a

formacao de metabalitos. Este método sofre muitas limitagdes, como custo de
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animais experimentais, questdes éticas e variagfes interespécie. No entanto
estudos in vitro e ex vivo, empregando cultura de células e tecidos, perfusao
em o6rgdo e preparacdes microssomais sao utilizados como complemento ao
uso de animais (COLLINS et al., 2001; SRISILAM e VEERESHAM, 2003).
Esses estudos exigem o emprego de técnicas analiticas sensiveis e eficazes
aliadas a procedimentos de extracao eficientes e quantitativos conjugado com
meétodos de caracterizacdo estrutural, de modo a garantir a elucidacéo
inequivoca da estrutura quimica dos metabdlitos formados, inclusive quanto a
definicdo de centros estereogénicos quando presentes (BARREIRO, 2014).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda e a ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) exige que o estudo do metabolismo
de farmacos seja parte integrante obrigatoria de todos os programas de
avaliacdo pré-clinica e clinica de quaisquer novos medicamentos. Esses
permitem identificar a presenca de metabdlitos ativos, o0s quais
obrigatoriamente deverdo ser estudados quanto a seu perfil de atividade e
seguranca, estabelecer a cinética de formacéo e as estruturas quimicas dos
metabolitos, estabilidade metabdlica, entre outros (BARREIRO, 2014).

3.2 Utilizacao de fungos em processos de biotransformacéao

A biocatélise através de microrganismos tornou-se uma ferramenta
cada vez mais valiosa para 0s quimicos sintéticos por ser uma estratégia
economicamente viavel para sintese de substancia de interesse farmacéutico.
O desenvolvimento de novos métodos biocataliticos € uma éarea em
crescimento continuo de quimica, microbiologia e engenharia genética, e
Novos microrganismos e/ou suas enzimas Sao sujeitos a rastreio intensivo.
Frequentemente, as reacdes de biotransformacdo s&o quimio-, regio- e
estereosseletivas, produzindo uma grande variedade de produtos quimicos
intermediarios e/ou novos farmacos, ingredientes alimentares e intermediarios
agroquimicos (LAUMEN; KITTELMANN; GHISALBA, 2002).

Modelos utilizando microrganismos podem constituir uma alternativa
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para a utilizacdo de modelos animais, pois tem a capacidade de mimetizar o
metabolismo dos mamiferos fornecendo informagcbes sobre o destino
metabdlico do medicamento e também podem formar novos compostos que
apresentam atividade farmacoldgica que sdo impossiveis de serem obtidos
através de procedimentos quimicos convencionais e também devido a facil
manipulacéo das células e biotransformar de maneira eficiente e rapida, os
guais sao pontos fundamentais sob o ponto de vista industrial. Além disso, o
gue foi relatado em varios estudos € a possibilidade de gerar metabdlitos em
formas enantioméricas puras (SRISILAM e VEERESHAM, 2003; BORGES et
al., 2009; BORGES et al., 2011).

Reacbes que ocorrem em mamiferos também ocorrem em modelos in
vitro com microrganismos (fungos e bactérias), como as rea¢fes metabdlicas
de fase | em mamiferos (introducdo de um grupo funcional) e as reacbes
metabdlicas de fase Il (conjugacdo com compostos enddgenos), dentre as
guais de destacam a hidroxilacdo, desidrogenacao e conjugacao com sulfato e
acido glicurbnico. Estas reacbes ocorrem predominantemente através do
sistema enzimatico CYP450, os quais sdo encontrados em diversas espécies
de diferentes organismos, incluindo vegetais, microrganismos e humanos
(WERCK-REICHART e FEYEREISEN, 2000; SUN et al, 2004; ASHA e
VIDYAVATHI, 2009).

Ha uma série de vantagens na utilizacao de sistemas microbianos como
modelos para metabolismo de farmacos como: os meios de culturas séo
facilmente preparados e de baixo custo; € possivel realizar um estudo
preliminar com diversas cepas de microrganismos para avaliar a
metabolizacdo; podem ser isolados novos metabdlitos com atividade
farmacolégica nova ou diferente; reduzir a utlizagdo de animais,
principalmente nas fases iniciais do desenvolvimento do farmaco; permite
melhor deteccdo pelo método analitico devido a grande quantidade de
metabdlitos formados, isolamento e elucidagdo estrutural; podem ser
realizados estudos em larga escala para maior producdo dos metabdlitos
formados, com isso pode ser realizado estudos farmacologicos e

toxicolégicos. O uso de microrganismos pode auxiliar na previsdo das reacdes
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metabdlicas mais favoraveis em mamiferos (SRISILAM; VEERESHAM, 2003;
ASHA e VIDYAVATHI, 2009).

Um dos primeiros empregos da biotransformacdo utilizando fungos
visando a obtencdo de novos compostos foi relatado em 1858 por Pasteur,
usando o fungo Penicillium glaucum para obtencao de L-tartarato de amoénia a
partir de DL-tartarato de amoénia Outras espécies como Cunninghamella sp,
Beauveria bassiana, Rhizopus arrhizus, Mucor plumbeus tém sido bastante
utilizadas por serem uma alternativa promissora para elucidacdo dos
metabdlitos formados a partir de diferentes classes farmacologicas (PUPO et
al, 2008).

Um grande numero de estudos tem demonstrado que os fungos
filamentosos, particularmente o género Cunninghamella, possuem um sistema
enziméatico citocromo P450 analogo ao dos mamiferos. Essa espécie € capaz
de metabolizar uma grande variedade de xenobidticos, utilizando tanto
reacdes de biotransformacédo de fase | e Il. A habilidade dos fungos do género
Cunninghamella em biotransformar farmacos ja foi descrita algumas vezes,
como por Zhong e colaboradores (2003) para o anti-inflamatério naproxeno;
por Xie, Huang e Zhong (2005) para o inibidor da bomba de prétons
pantoprazol e por Sun e colaboradores (2004) para o inibidor de canais de
calcio verapamil, entre outros (SUTHERLAND et al., 2001; MOODY et al.,
2002; PEARCE; LUSHNIKOVA, 2006; ASHA e VIDYAVATHI, 2009).
Abourashed e colaboradores (2012) realizaram um estudo de
biotransformacgéo microbiana da silibina (principal ativo da Silybum marianum)
isolando quatro metabdlitos, um metabdlito de fase | produzido por Beauveria
bassiana e outros trés metabolitos de fase Il produzidos pelo genéro
Cunninghamella.

Cunninghamella é um fungo filamentoso encontrado no solo e material
vegetal, particularmente em zonas mediterranicas e subtropicais. S&o
considerados um dos fungos mais importantes em processos de
biotransformacéo de varias classes de substdncias quimicas devido a sua
capacidade metabolizar uma grande variedade de farmacos (QUINN et al,
2015; PISKA et al, 2016).
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Dentre os inumeros fungos que sdo utilizados para a realizacdo da
biotransformacdo, outro género de destaque € o Penicillium. Estudos
demonstram o potencial de biotransformacdo desse género. No estudo de
Eshrat e Aroona (2011), utilizou-se Penicilium para a biotransformacao de
progesterona em androstenediona e androstona-1,4-dieno-17-diona. Parshiko
e colaboradores (1999) utilizaram Aspergillus niger, Cunninghamella
verticillata e Penicillium simplicissimum na biotransformagdo de N-
acetilfenotiazina e observaram a transformacdo do farmaco em cinco
metabolitos. Através do estudo da biotransformacdo da capsaicina utilizando
fungo Penicillium janthinellum AS 3.510 foi possivel obter nove metabdlitos,
gue foram formados a partir de reacfes de hidroxilacdo, metilacdo, reducao e
epoxidacao (Xin et al, 2017). Tai e colaboradores (2016) realizaram um estudo
de otimizacdo com o fungo Penicilium digitatum obtendo um melhor
rendimento do metabdlito de interesse a-terpenol a partir do limoneno.

Outro fungo filamentoso que tem grande atencdo também €& o
Aspergillus niger, um fungo aerdbio que cresce sobre uma grande variedade
de substratos e apresenta grande habilidade para produzir vitaminas como
biotina, tiamina, riboflavina, que sdo amplamente utilizadas pela industria
farmacéutica (PARSHIKOV e SUTHERLAND, 2014). Hussain e colaboradores
(2016) realizaram um estudo de biotransformacdo do enantato de metenolona
com dois fungos, entre eles o Aspergillus niger, identificando trés metabdlitos

ja descritos na literatura e trés ainda ndo conhecidos.

3.3 Técnicas analiticas aplicadas no monitoramento, identificacdo e

guantificacdo dos metabolitos

O monitoramento do processo de formacdo, identificacdo e
qguantificacdo de metabdlitos no meio de cultivo é uma etapa importante do
processo de biotransformacdo pelos fungos, para isto € necesséario o
desenvolvimento de técnicas analiticas sensiveis e precisas. Entre as
técnicas existentes as de mais destaque € a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE).
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A CLAE foi introduzida na analise farmacéutica pouco depois da sua
descoberta no final da década de 1960. Esté técnica fornece um numero de
variantes altamente seletivas para resolver quase todos os tipos de problema
relacionados a separacdo, devido a isto pode ser considerada o método
analitico mais importante na analise farmacéutica contemporanea (GAZDAG,
2011).

Esta técnica é uma das mais utilizadas na determinagcao quantitativa de
farmacos, sendo considerado o método de escolha para analises de rotina
para determinagdo quantitativa e qualitativa de compostos ativos em formas
farmacéuticas, para o monitoramento da estabilidade de medicamentos, com a
capacidade de detectar os produtos de degradacao e as impurezas. Por essas
aplicacdes € um método de escolha nas industrias farmacéuticas e € o mais
preconizado pelos codigos oficiais. Além disso, apresenta inUmeras vantagens
como: precisao, exatidao, seletividade e inovagdo em colunas e softwares de
controle, versatilidade e separacfes rapidas, permitindo sua utilizacdo nas
mais diversas fases de desenvolvimento de produtos farmacéuticos (SKOOG,
2002; AHUJA e DONG, 2005; WATSON, 2005; SHABIR et al., 2007).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada com a
espectrometria de massas (CLAE/EM) tornou-se o principal método de anélise
de misturas em pesquisa e desenvolvimento farmacéutico. E uma técnica
analitica que combina a alta resolucao da CLAE juntamente com a deteccéo,
sensibilidade e seletividade do espectrometro de massas. Geralmente sua
aplicacdo é orientada para a determinacdo e identificacdo de farmacos em
misturas complexas (JENA, 2011).

A espectrometria de massas sequencial associada a cromatografia
liguida (CLAE-EM/EM) é uma técnica de quimica analitica que associa a
capacidade de separacdo da CLAE e a analise da espectrometria de massas.
Desempenha um papel importante nos estudos de farmacocinética e
metabolismo em varias etapas do desenvolvimento dos farmacos, desde a sua
introducao na indastria farmacéutica (JENA, 2011; STEVENSON; TARAFDE;
GUIOCHON, 2012).
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A aplicacdo desta técnica esta muito associada a estudos de
farmacologia e toxicologia, sendo considerada mais vantajosa em trés areas:
desenvolvimento de meétodos especificos para analise de rastreamento,
deteccdo e caracterizacdo de metabolitos e estudos de interacfes entre
moléculas de farmacos e peptideos. Geralmente sua utilizacdo € orientada
para deteccdo e identificacdo de produtos quimicos na presente de outras
substancias (matriz complexa) (JENA, 2011).

Devido sua alta sensibilidade e seletividade a CLAE-EM/EM tornou-se
uma técnica predominante em bioensaio e estudos farmacocinéticos e
identificacdo de metabdlitos. Além disso, outro novo desenvolvimento neste
campo foi a introducdo de colunas compostas por particulas ultrafinas
permitindo a utilizacdo de colunas curtas e analises rapidas sendo empregas
em equipamento de CLUE (cromatografia liquida de ultra eficiéncia) (HOLME
et al., 2011).

3.4 Ambrisentana

A hipertensédo arterial pulmonar (HAP) é uma sindrome causada pelo
aumento progressivo da pressado arterial dos vasos que irrigam os pulmdes
caracterizados pela vasoconstricdo e obstrucéo vascular que pode levar a um
aumento da resisténcia vascular e insuficiéncia cardiaca, com consequente
hipertrofia e faléncia do ventriculo direito que, se ndo abordadas de forma
especifica, evoluem em curto espaco de tempo para 6bito (CHENG, 2008;
RUFINO et al, 2013).

A lesao vascular na HAP ocorre de forma idiopatica ou em associacdes
com outras doencas, podendo-se citar a presenca de insuficiéncia cardiaca
congestiva, historico de coagulo de sangue no pulméo, infeccdo por HIV,
doenca pulmonar ou de valvula cardiaca, distarbios autoimunes que lesam o0s
pulmbes, como a esclerodermia e artrite reumatoide, e qualquer outra
condicao que cause niveis baixos de oxigénio no sangue. A caracterizacao da

doenca € dada em situagdo onde a pressdo média pulmonar é maior do que
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25 mmHg em repouso ou de 30 mmHg em exercicio e também através dos
sintomas pesquisados e encontrados na histéria clinica que traduzem o grau
da doenca, como: dispnéia, cansaco, fadiga, limitacdo para atividades diarias,
dor precordial e toréacica, tonturas, sincope, cianose (BARST et al., 2007;
ROMANO, 2010; TAICHMAN; MANDEL, 2013).

A classificacdo da doenca segundo a OMS tem como objetivo
caracterizar o impacto inicial da doenca, sua influencia nas atividades fisicas
habituais e servindo também para orientacdo progndstica. Assim sao
classificadas em quatro classes: classe | pacientes que nao apresentam
sintomas na realizagdo de atividades fisicas; classe Il na realizagdo das
atividades fisicas habituais causam sintomas acarretando discreta limitacao,
nao apresenta sintomas no repouso; classe lll: minima atividade fisica habitual
causa importante limitagdo, ndo apresentam sintomas no repouso; classe IV:
incapacidade para qualquer tipo de atividade fisica habitual, os sintomas
podem estar presentes mesmo em repouso, sinais de faléncia de ventriculo
direito (ROMANO, 2010).

A HAP é considerada uma doenca complexa e rara. Devido ao fato de
nado ser ‘“lembrada”, seu sub diagndstico contribui para diminuir sua
prevaléncia, porém registros como da Franca estimam uma prevaléncia de 15
casos por milhdo de adultos. Estima-se que a HAP idiopatica ocorra em torno
de 5,9 casos por milhdo de habitantes, com incidéncia de 2,4 novos casos por
ano para cada 1 milhdo de habitantes. Ha um discreto predominio no sexo
feminino (relacdo de 1,7:1), principalmente jovens na 3a década. Nado ha
predominio étnico. Em entre 6 a 10% dos pacientes com HAP idiopatica, a
transmissdo hereditaria tem sido notada. E uma doenca incuravel, com
prognoéstico ruim e aproximadamente 15% de mortalidade em 1 ano nos
pacientes tratados com as terapias mais modernas. A média da expectativa de
vida sem tratamento € de 2,8 anos (GAINE; RUBIN, 1998; MCLAUGHLIN et
al, 2009; ROMANO, 2010; RUFINO et al, 2013).

A ambrisentana (Figura 3) é um agente vasodilatador e antiproliferativo
gue pertence a classe dos antagonistas da endotelina, inibindo seletivamente

0s receptores da endotelina. Estes receptores séo classificados em 1, 2 e 3,

40



porém os receptores de endotelina Tipo 1 sdo os mais importantes em
situagBes de disturbios clinicos a eles associados. E o segundo farmaco
antagonista do receptor A da endotelina oral disponivel para o tratamento da
HAP em doentes com sintomas da classe Il ou Ill (CADA; LEVIEN; BAKER,
2007; CHENG, 2008).

A Ambrisentana, com nome quimico (+)-2(S)-(4,6-dimetilpirimidina-2-
iloxi)-3-metoxi-3,3- &cido difenilpropionico possui peso molecular de 378,4
gramas/Mol. A estrutura quimica da ambrisentana esta demonstrada na Figura

3 a sequir.

Figura 3: Estrutura quimica da ambrisentana (AMB)

Quando administrada por via oral, é bem absorvida, e alcanca
concentracdo plasmatica maxima entre 1,7 e 3,3 horas apés administracao.
Apresenta ligacao as proteinas plasmaticas na fracdo de 99%. O farmaco é
eliminado principalmente por vias nao renais (77%) (DRUGBANK, 2017).

Dados in vitro indicam que o metabolismo da ambrisentana ocorre
principalmente pela enzima uridina 5'-difosfato glucuronosiltransferases
(UGTs) 1A9S, 2B7S, 1A3S para formar ambrisentana glucuronideo. A
ambrisentana também é metabolizada em menor grau por CYP3A4, CYP3A5
e CYP2C19 para formar 4-hidroximetil ambrisentana que é adicionalmente
glucorinidada em 4-hidroximetil ambrisentana glucuronideo (CHENG, 2008;
CASSERLY e KLINGER, 2008, DRUGBANK, 2017). Na patente do farmaco
constam os metabdlitos elucidados encontrados em ratos, coelhos, cachorro

e humanos (Figura 4).
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Figura 4: Metabdlitos da Ambrisentana descritos na literatura identificados
em diferentes organismos (Fonte: Melvin et al., 2012).

A ambrisentana foi aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration)
em junho de 2007. E o medicamento recomendado para pacientes que tem
resposta negativa para uso de vasodilatadores convencionais (CHENG, 2008;
CONITEC, 2014).

3.5 Rifampicina

A tuberculose (TB) continua sendo mundialmente um importante
problema de saude, exigindo o desenvolvimento de estratégias para o seu
controle, considerando aspectos humanitarios, econémicos e de saude
publica. Segundo estimativas da OMS, é a doenca infecciosa que mais mata
no mundo, superando as mortes causadas pelo HIV e a maléaria juntos (DE
SOUZA; VASCONCELOS, 2005).
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Segundo o Boletim Epidemiologico (2016), haviam sido diagnosticados
e registrados, em 2015, 63.189 casos novos de tuberculose no Brasil. O
coeficiente de incidéncia de tuberculose passou de 38,7 por 100 mil habitantes
em 2006 para 30,9 por 100 mil habitantes em 2015, o que corresponde a uma
reducédo de 20,2%. De acordo com a nova classificagdo da OMS 2016-2020, o
Brasil ocupa a 202 posicéo na lista dos 30 paises com alta carga de TB (Figura
5) (BRASIL, 2016).
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Figura 5: Coeficiente de incidéncia de tuberculose no Brasil, 2006 a 2015.

A tuberculose é considerada uma doenca comum e fatal em pacientes
imunocomprometidos, a qual compromete a vida de jovens e adultos em todo
0 mundo. Causada por um microrganismo chamado de Mycobacterium
tuberculosis também denominado de Bacilo de Koch (BK). Outras espécies de
micobactérias também podem causar a tuberculose, séo elas: Mycobacterium
bovis, M. africanum e M. microt. (PATIL e SURESH, 2009).

A transmissdo direta ocorre pelo ar, quando uma pessoa inala
pequenas gotas de saliva, contendo o BK, expelidas por um individuo
acometido pela TB pulmonar ao falar, tossir ou espirrar. Quando um individuo
entra em contato com o M. tuberculosis, este é fagocitado por macréfagos
alveolares e reside no pulméo até que o sistema imune do hospedeiro humano
seja comprometido, desencadeando, assim, a sua ativacédo resultando uma

infeccdo sintomatica eventual. Dentro de 2 a 10 semanas, no entanto, O
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sistema imune usualmente intervém, impedindo que os bacilos continuem a se
multiplicar, prevenindo disseminagao posterior (BRASIL, 2002a).

A rifampicina (RIF) (Figura 6) é um antibidtico semissintético
tuberculostatico e hansenostatico, obtida através da fermentacdo do
Streptomyces mediterranei ATCC 13685, muito usada para o tratamento da
tuberculose com associacdes de outros tuberculostatico. Apresenta atividade
bactericida de amplo espectro, inibindo o crescimento da maioria das bactérias
gram-positivas e de numerosos microrganismos gram-negativos, como
Escherichia coli, Pseudomonas, Proteus e Klebsiella. E altamente ativa contra
Neisseria meningitidis e Haemophilus influenzae (SOUZA, 2005; NADEJDE et
al, 2009)

O mecanismo de acdo deste farmaco ocorre através do bloqueio da
transcri¢do, inibindo a sintese do RNA do microrganismo, especificamente a
enzima RNA-polimerase-DNA-dependente da bactéria, bloqueando assim, a
sintese de RNA mensageiro que produz proteinas essenciais para a
informacéo genética da bactéria, o DNA (SOUZA, 2005). Quando administrada
via oral é bem absorvida e amplamente distribuida nos tecidos e fluidos
corporais. E metabolizada no figado e eliminada na bile e, em menor
extensdo, na urina (DRUGBANK, 2015).

A rifampicina sofre desacetilacdo e hidrélise hepatica originando o
metabdlito desacetilrifampicina, o qual mantem praticamente toda a atividade
antibacteriana, ocorre também formacéo de formilrifampicina que é resultante
da hidrélise da RIF (GOODMAN GILMAN et al., 2003; RIFALDIN, 2017).

44



Figura 6: Estrutura quimica da Rifampicina (RIF).

Foi descoberta em 1965 e aprovada pelo FDA em 1989. A partir da sua
utilizacdo em 1966, a RIF vem sendo utilizada como um farmaco essencial no
tratamento da TB, apresentando um sucesso terapéutico da ordem de 95%
(SOUZA, 2005). E o medicamento de escolha, juntamente com associacdes,
recomendado pela OMS, para o tratamento de varias formas de tuberculose,
devido sua capacidade de combater a infeccdo causada pelo Mycobacterium
tuberculosis (WHO, 2016).

A RIF com formula molecular C4sHsgN4O12, possui peso molecular de
822,94 gramas/mol. Apresenta-se como um po cristalino, de cor castanho-
avermelhada a vermelho-acastanhada, pouco solivel em &gua, alcool e
acetona, e soluvel em metanol (FB, 2010).

Em um estudo realizado por Prasad e Singh (2009) foram identificados,
no total, 21 metabdlitos, relatados e ndo relatados na literatura, através de
duas metodologias in vitro (fracdo hepatica S9 e microssomal de ratos) e in
vivo (ratos Sprague—Dawley). Na figura 7 estdo dispostos metabdlitos
encontrados pelos autores acima citados e conhecidos na literatura. Nao ha
relatos na literatura sobre estudos de biotransformacéo utilizando fungos para

este farmaco.
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Figura 7: Metabdlitos da Rifampicina descritos na literatura e identificados através
de metodologias in vitro e in vivo (Fonte: Prasad e Singh, 2009).
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4. CAPITULO | — BIOTRANSFORMACAO DA AMBRISENANA ATRAVES
DO FUNGO FILAMENTOSO Cunninghamella elegans ATCC 9245







4.1 Introducgéao

Os fungos da classe Zygomycetes possuem habilidade de adaptacdo a
diferentes condigbes ambientais, resultado de variagdes em duas atividades
fisiologicas, bioquimicas e genéticas, representando um elemento fundamental
na compreensdo de seu comportamento celular, com vistas a identificacdo de
mecanismos especificos de desenvolvimento, maturacdo, diferenciacdo e
sobrevivéncia. E por isso sao considerados organismos com grande potencial
econdmico, industrial e na medicina. Entre os fungos dessa classe encontram-
se 0s do género Cunninghamella, foram primeiramente descritos em 1903
como fungos filamentosos (LIMA, 2003).

A Cunninghamella elegans é o principal representante dos desse
género, possui carater ubiquitario, por sua ampla distribuicdo mundial e tem
sido cotado por muitos autores, como habeis em realizar varios processos
biotecnoldgicos (FRANCO et al, 2005a).

Deste modo, no capitulo | esta descrito o estudo de biotransformacéo
da AMB através do fungo filamentoso Cunninghamella elegans ATCC 9245.
Inicialmente foi realizado a otimizac&o do estudo de biotransformacéo a fim de
determinar as melhores condi¢cdes de estudo como: meio de cultura e sua
concentragdo para verificar qual meio iria interferir menos na corrida
cromatografica e também formar os metabdlitos; pH do meio de cultura
evitando assim a degradacédo do farmaco e a atividade 6tima a capacidade
metabolémica do fungo; meio de cultura em agitacdo ou na condicdo estatica,
com a finalidade de verificar o melhor desempenho do fungo em estudo.

A formacdo dos metabdlitos foi monitorada através de um método
bioanalitico desenvolvido e validado, seguindo os parametros oficiais
(BRASIL, 2003; FDA, 2013) por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccédo de arranjo de diodos (CLAE/DAD) para determinag¢do simultanea do
metabdlito formado e da AMB.

Um método por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a

espectrometria de massas sequencial (UHPLC-QTOF/MS) foi desenvolvido, e
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posteriormente foram analisados os espectros formados a fim de propor a
estrutura quimica do metabdlito formado.
O trabalho esta disposto na forma de artigo cientifico, de acordo com as

normas da revista o qual foi publicado.



4.2 Artigo cientifico

O Capitulo 1 é constituido por artigo cientifico publicado, conforme referéncia
abaixo, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo

compreendido entre as paginas 53 — 68.

Sponchiado, R.; Sorrentino, J. M; Olegério, N.; Oliveira, S. S.; Cordenonsi, L.
M.; Silveira, G. P.; Fuentefria A.M.; Mendez A.S.L.; Steppe M.; Garcia C.V.
Microbial transformation of ambrisentan to its glycosides by Cunninghamella
elegans. Biomedical Chromatography, p. 4496, 2019. DOI:
10.1002/bmc.4496
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5. CAPITULO Il — ESTUDO DE BIOTRANSFORMACAO DA RIFAMPICINA
UTILIZANDO FUNGO FILAMENTOSO Cunninghamella elegans ATCC
9245







5.1 Introducéao

O modelo de metabolismo microbiano evoluiu como um dos modelos in
vitro para substituir as desvantagens e falhas de modelos in vivo que
mimetizam o metabolismo humano (DUBE; KUMAR, 2016).

A literatura revela um aumento crescente dos estudos com espécies do
género Cunninghamella, devido a sua habilidade de metabolizar compostos
xenobioticos de maneira similar ao que ocorre em mamiferos. Assim, esses
microrganismos sdo estudados em funcdo de sua potencialidade nos
processos de biodegradacdo e biotransformacdo (LISOWSKA et al., 2006;
PEARCE; LUSHNIKOVA, 2006; ABERG et al., 2010; MA et al, 2015).

As espécies do género Cunninghamella sao principalmente fungos do
solo das zonas mediterranica e subtropical; Raramente s&o isolados em
regides menos temperadas (PISKA et al, 2016).

Estes fungos produzem enzimas de metabolizacdo que podem realizar
tanto as reacBes de biotransformacdo de fase | como de fase Il. Esta
comprovado que C. elegans transporta pelo menos um gene gue codifica uma
enzima CYP estreitamente relacionada com a familia CYP51 (PISKA et al,
2016). Apresentam habilidade de gerar quantidades significativas de
metabdlitos iguais e/ou diferentes daqueles produzidos em humanos e
animais. Esses metabolitos podem ser produzidos em menor tempo e de
forma mais rentavel do que os produzidos por animais experimentais e cultura
de células (MOODY et al, 2002).

E relatado que a rifampicina induz inlmeras enzimas em seu processo
de metabolizacdo, apresentando maiores efeitos na expressao do citocromo
P450 3A4 no figado e no intestino delgado (NIEMI et al.,, 2003). Até o
momento ndo ha relatos na literatura sobre estudo de biotransformacéao
utilizando fungos com o farmaco proposto.

Nesse contexto, este capitulo descreve o estudo da biotransformacao
da RIF através do fungo filamentoso Cunnighamella elegans ATCC 9245.
Inicialmente foram realizados testes preliminares para otimizar as condi¢cdes

do estudo a fim de visualizar a formacdo dos metabdlitos no meio Czapek.
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Posteriormente foi desenvolvido e validado um método bioanalitico em
cromatografo a liquido de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodo
(CLAE/DAD) com a finalidade de desenvolver um método sensivel e preciso
para verificar a formacdo do metabdlito e a quantificacdo do decaimento da
concentracédo da RIF com pureza de pico adequada.

Para elucidacéo dos metabdlitos formados foi desenvolvido um método
analitco em cromatografo a liquido de ultra eficiéncia acoplado a
espectrometria de massas sequencial (UHPLC-QTOF-MS), e analisado 0s
espectros de massas das amostras: padrao (RIF), meio biotransformado (meio
de cultura, fungo e farmaco; BIO), controle negativo (meio de cultura e
farmaco; C-), controle positivo (meio de cultura e fungo; C+) e branco (meio de
cultura; W),

O trabalho esta disposto na forma de artigo cientifico.
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5.2Artigo cientifico

O texto completo do capitulo Il, que no texto completo da tese defendida
ocupa o intervalo de paginas compreendido entre as péaginas 75 — 87, foi
suprimido por tratar-se de manuscrito em preparacdo para publicagdo em

periodico cientifico
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6. CAPITULO Il — Biotransformacdo da ambrisentana através do
Aspergillus niger ATCC 9029 e Penicillium minioluteum URM 6889.







6.1 Introducéao

Assim como o0 metabolismo de mamiferos, o metabolismo de
microrganismos permite modificacbes de grupamentos funcionais de produtos
biologicamente ativos que, geralmente, sO seriam possiveis através de
reacdes quimicas convencionais (SRISILAM; VEERESHAM, 2003; BORGES
et al., 2009).

Microrganismos sdo capazes de metabolizar moléculas organicas
produzindo metabdlitos muitas vezes semelhantes ao dos humanos. O uso de
microrganismos para prever a biotransformacdo de farmacos € um método in
vitro que dispensa o uso de animais. Além disso, 0os microrganismos podem
ser aplicados na producdo de medicamentos, na degradacdo de compostos
poluentes e na recuperacdo de ambientes quimicamente comprometidos. A
utilizacdo de microrganismos em processos de biotransformagdo pode
proporcionar a producao de metabolitos ja existentes ou de novas substancias
com potencial atividade farmacoldgica (POLLARD; WOODLEY, 2007; ASHA;
VIDYATHI, 2009).

O fungo Aspergillus é um género dos fungos filamentosos amplamente
estudados. As espécies apresentam grande distribuicdo mundial, estando
presentes na superficie, no ar e na agua, além de estarem associadas com a
deterioracdo de materiais vegetais e alimentos. Muitas das espécies de
Aspergillus séo utilizadas para obtencdo de enzimas, na biossintese quimica e
na transformacéo de compostos (ROSA et al., 2002).

As espécies do género Penicilium apresentam a capacidade de
crescerem em varios ambientes, possuem o solo como seu habitat natural. A
maioria dessas espécies ndo é muito exigente nutricionalmente e tolera
diferentes condic¢des fisico-quimicas. Assim, crescem em qualquer ambiente
onde exista uma quantidade minima de sais minerais ou as mais diversas e
complexas fontes de carbono organico. O género Penicillium é de extrema
relevancia na natureza, pois as suas espécies atuam ativamente na

degradacéao da matéria organica (PITT, 1991).
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Além da importancia ambiental na degradacdo de matéria organica,
espécies de Penicillum possuem largo potencial biotecnoldgico, sendo
amplamente utilizadas para a producdo de enzimas de interesse industrial,
ambiental, farmacéutico, alimenticio, entre outros (BON et al., 2008).

Nesse contexto, este capitulo descreve o estudo da biotransformacéo
da ambrisentana através dos fungos filamentoso Aspergillus niger ATCC 9029
e Penicillium mineoluteum URM 6889.

O trabalho esta disposto na forma de artigo cientifico, de acordo com as

normas da revista o qual foi submetido.
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6.2 Artigo cientifico

O texto completo do capitulo Ill, que no texto completo da tese defendida ocupa o
intervalo de paginas compreendido entre as paginas 93 — 107, foi suprimido por

tratar-se de manuscrito em preparacdo para publicacdo em periddico cientifico
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7. CAPITULO IV: Biotransformacdo da rifampicina através do fungo
Aspergillus niger ATCC 9029 e atividade antimicrobiana dos metabaolitos

propostos







7.1 Introducéao

Os microrganismos apresentam elevada capacidade de transformar
estruturalmente compostos organicos, permitindo assim que sejam utilizados
para inumeras aplicabilidades bioldgicas, sendo o modelo de biotransformacéo
de compostos organicos e os modelos de mimetizagdo do metabolismo
humano de farmacos bastante representativos. Somado a isso, a ideia da
“‘quimica verde”, ou seja, a producdo de moléculas de interesse farmacéutico
com reduzida geracdo de residuos téxicos, que sdo comuns na sintese
organica tradicional (ASHA e VIDYAVATHII, 2009; BORGES et al., 2007,
MURPHY; HORGAN, 2005; POLLARD e WOODLEY, 2007).

Os fungos filamentosos, como o Aspegillus, sdo utilizados na industria
farmacéutica e alimenticia, por apresentarem caracteristicas uteis e
vantajosas na producdo de diversos produtos e na biotransformacdo de
moléculas (MEYER; WU; RAM, 2011). Dentre as vantagens desta espécie
destacam-se a facil manipulacdo e rapido crescimento, capacidade de
fermentacdo de inUmeras matérias-primas com baixo custo e producao
elevada do produto de interesse (MURPHY e HORGAN, 2005).

O fungo Aspergillus niger tem sido estudo ha muitos anos, devido sua
capacidade de transformar moléculas. Como um organismo de fermentacéo é
economicamente importante para a producdo de acido citrico, apresentando
grandes rendimentos. E muito utilizado por crescer facilmente em qualquer
lugar, que apresente uma variedade de nutrientes demonstrando assim sua
grande versatilidade metabodlica e flexibilidade nutricional (MAGNUSON e
LASURE, 2004; BAKER, 2006).

Nesse contexto, este capitulo descreve o estudo da biotransformacao
da rifampicina através do fungo filamentoso Aspergillus niger ATCC 9029,
monitoramento do estudo através do CLAE-DAD e a identificacdo e elucidacéo
estrutural através de meétodos analiticos de alta sensibilidade. A atividade
antimicrobiana dos metabdlitos formados foi avaliada na amostra bruta para
verificar a concentracao inibitéria minima através do método padronizado pela

CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute).
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7.2 Artigo cientifico

O texto completo do capitulo IV, que no texto completo da tese defendida ocupa o
intervalo de paginas compreendido entre as pdaginas 112 — 128, foi suprimido por

tratar-se de manuscrito em preparagao para publicacdo em periddico cientifico
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8. DISCUSSAO GERAL







A utilizagdo de microrganismos em estudo de metabolismo foi
intensificada a partir da década de 70 quando foi proposto o Modelo
Microbiano do Metabolismo Animal por Smith e Rosazza. A partir de entao,
tanto bactérias como fungos séo utilizados para mimetizar o metabolismo de
xenobioticos em mamiferos (SMITH e ROSAZZA, 1983)

A biotransformacgéo através de microrganismos € considerada uma
tecnologia economicamente e ecologicamente viavel, sendo muito utilizada
para realizar modificagBes estruturais de substancias bioativas, investigar o
metabolismo de farmacos como forma de mimetizar o metabolismo humano,
eliminar e reduzir a toxicidade de compostos. Além de ser empregada de
maneira alternativa e complementar no estudo do metabolismo de farmacos,
visto que nado requer uso de animais de laboratério, as culturas séo de facil
manuseio e baixo custo (ASHA e VIDYAVATHII, 2009; AZERAD, 2009).

Para tanto, o presente trabalho visou estudar a biotransformacgéo de
dois farmacos, ambrisentana e rifampicina através de fungos filamentosos, os
guais ndo havia relatos na literatura referente a esses estudos. Em relacédo a
escolha dos fungos utilizados foi devido apresentarem embasamento cientifico
gue apresentam capacidade de biotransformar compostos organicos , e
expressam enzimas iguais aos seres humanos, desta forma esses mimetizam
0 que ocorre no organizamos humano, sendo um método alternativo para
estudos de metabolismo de novas moléculas.

No primeiro capitulo foi desenvolvido e validado um método analitico
para quantificacdo da ambrisentana e identificacdo dos possiveis metabdlitos
formados. Este método foi aplicado no estudo de biotransformacao utilizando
o fungo filamentoso Cuninghamella elegans ATCC 9245. O desenvolvimento
microbiolégico requer um ambiente com condi¢des adequadas, portanto o
estudo foi otimizado em relagcdo a pH do meio reacional, meio de cultura
(Czapek e caldo batata), concentracdo do farmaco adicionado no meio e
agitacao.

A condicao estatica ndo proporciona o desenvolvimento de metabdlitos
no meio reacional, por este motivo optou-se por utilizar a condicdo de

agitacdo. O pH do meio foi definido em 6 para evitar a degradacdo do
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farmaco, por ocorrer em condi¢Bes acidas. Optou-se pela utilizacdo do meio
de cultivo Czapek liquido, por ser um meio amplamente utilizado em estudo de
biotransformacao, interferir menos na analise cromatografica, por viabilizar a
biotransformacgéao por C. elegans, e apresenta em sua formulagdo macro e
micronutrientes (sodio, potassio, magnésio e ferro) importantes para o
metabolismo fungico proporcionando um desenvolvimento adequado. Apos
esta etapa, foi realizada a biotransformacdo e monitorada por CLAE-DAD.
Observou-se a formacdo de dois sinais cromatograficos sugestivos de
metabolitos do farmaco em estudo. A validagdo do método bioanalitico para a
ambrisentana assegurou a confiabilidade e credibilidade do método
bioanalitico desenvolvido neste estudo, conforme guias normativas de
validacdo (BRASIL., 2003; FDA, 2013).

Posteriormente as amostras foram analisadas em UHPLC-QTOF/MS
com a finalidade de identificar os sinais formados. E ferramenta analitica que
permite que substancias quimicas possam ser identificadas de acordo com
suas razbes massa-carga (m/z), fornecendo o valor do seu ion molecular e
seus fragmentos moleculares (HOFFMANN; STROOBANT, 2007).

Foi possivel elucidar um metabdlito ainda ndo relatado na literatura,
ambrisentana conjugada com uma molécula de glicose, ambrisentana-
glicosideo. O fungo em estudo apresentou a capacidade de gerar metabdlitos
de fase Il de biotransformacdo em humanos de forma economicamente e
ecologicamente viavel. Contudo as informacdes apresentadas neste capitulo
representam o primeiro relato de uma biotransformacdo da ambrisentana cm o
fungo Cunninghamella elegans ATCC 9245.

Posteriormente, no segundo capitulo, visou-se a realizacdo do estudo
de biotransformacao da Rifampicina com o mesmo fungo (C. elegans ATCC
9245). A rifampicina é um farmaco semissintético, utilizado em esquema
terapéutico padronizado com outros farmacos com duracdo de 6 meses para
combater a tuberculose (ARBEX et al., 2010).

Desta forma, neste capitulo realizou-se a otimizacdo do estudo atraves
do ajuste da concentracao do inoculo e no caldo Czapek (100 e 50%), a fim de

verificar o aumento da formacao de possiveis metabdlitos e a capacidade do
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fungo em estudo a biotransformar o farmaco. Na literatura ndo foram
encontrados estudos que padronizam o indculo do microrganismo utilizado na
biotransformacdo. Porém, com o objetivo de acompanhar a metabolizacdo do
farmaco e permitir uma perspectiva transposicdo de escala considerou-se
necessario que a quantidade de células incubadas fosse padronizada.

Entretanto, observou-se que nédo houve diferenca em relagédo a novos
sinais formados somente uma maior intensidade do sinal cromatografico.
Optou-se entdo por utilizar meio Czapek diluido a 50% e o inéculo 10*°
UFM/mL, pois um ambiente de estresse microbiolégico dado pela reduzida
disponibilidade de fonte de carbono para o desenvolvimento fungico propicia o
consumo de substancias exégenas ao meio. Desta forma, o consumo e
metabolizacdo de farmacos pelos fungos se tornam favoravel.

Foi observada a formacéo de picos atribuidos a degradacéo do farmaco
em meio Czapek em maior concentracdo no meio reacional do que no controle
negativo, isso pode indicar que o fungo esteja atuando como catalisador na
degradacéao do farmaco. Esta reacdo consiste na oxidacado da rifampicina com
consequente perda de dois hidrogénios formando a rifampicina quinona, uma
reacdo ja relatada e conhecida na literatura (PRASAD; SINGH, 2009) a qual
ocorre devido a presenca de oxigénio e favorecida em pH alcalino (7,5). Foi
possivel identificar e elucidar essa estrutura molecular através da analise das
amostras por UHPLC-QTOF/MS.

No meio reacional na presenca do fungo foi observada uma reducao
drastica da concentracdo da RIF, desta forma poderia estar formando sinais
nao detectados no CLAE-DAD, portanto foi feita uma analise minuciosa no
UHPLC-QTOF/MS, a fim de encontrar possiveis metabdlitos. Observou-se
entdo a formacdo de mais um sinal detectado somente no meio de
biotransformagéo, sendo assim indicativo de processo metabdlico. O
composto apresentou massa molecular de 452.3217 m/z. Este metabdlito foi
proposto baseado em estudo relatado na literatura (PRASAD; SINGH, 2009).
Os autores sugerem uma forma mono-oxigenada da rifampicina, a qual € uma
sugestdo de metabdlito, provavelmente responsavel pela reducdo da

polaridade da molécula.
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No intuito de avaliar a biotransformagdo com diferentes fungos
filamentosos que apresentam relatos na literatura de sua capacidade de
metabolizar compostos, estudou-se a biotransformacdo ambrisentana com om
fungo Penicillium mineoluteum URM 6889 e Aspergillus niger ATCC 9029.

Conforme pesquisa bibliogréfica realizada, Tai e colaboradores (2016)
realizaram estudo de biotransformacado com o Penicillium digitatum DSM 6284,
gue apresentou a capacidade de transformar (R)-(+)-limonene em a-terpineol.
Demyttenaere e colaboradores (2000) utilizaram o fungo Penicillium
chrysogenum, que apresentou capacidade de biotransformar nerol em a-
terpineol e outros compostos ndo identificados. N&o hé relatos na literatura de
biotransformacdo dos farmacos em estudos utilizando o fungo Penicillium
mineoluteum.

Em relagdo ao fungo A.niger existem inumeros relatos de estudos de
biotransformacdo com moléculas organicas obtendo grande quantidade de
metabdlitos. Severiano et al. (2013) estudaram a biotransformacdo de
diterpeno (acido ent-pimaradienoico) e obtiveram um composto ja conhecido e
trés novos compostos, os quais foram isolados e identificados através de
analises espectroscopicos e estudos computacionais. Em outro estudo
Hussain e colaboradores (2016) estudaram a transformacdo de enantato de
metenolona, um anabolizante androgénico utilizado no tratamento do
carcinoma de mama pOs-menopausa, através do fungo A.niger, foi possivel a
identificacdo de trés moléculas novas e trés ja relatadas na literatura.

Desta forma, o terceiro capitulo relata o estudo de biotransformacéo da
AMB com o fungo A.niger ATCC 9029 e P.mineolluteum URM 6889. O estudo
in vitro foi realizado através da incubacdo da AMB em meio Czapek sobre
condi¢des controladas ja pré-estabelecidas nos estudos anteriores com este
mesmo farmaco (temperatura, agitacdo e inoculo) a fim de favorecer a
formacao de metabdlitos.

A biotransformacdo com o fungo A. niger apresentou resultados
promissores. Apds 240h de experimento as amostras foram extraidas e
avalias em HPLC-DAD, observou-se a formacao de dois sinais adicionais mais

polares que o farmaco, somente no meio de biotransformacdo (quando
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comparado com o0s controles), sugestivo de metabdlitos. Essas amostras
foram entdo analisadas em UHPLC-QTOF/MS com a finalidade de elucidar as
estruturas quimicas. Desta forma, foi possivel propor dois metabdlitos
formados um com 301.1339 m/z (M2) e outro 313.1907 m/z (M3). O M2 tem
sua estrutura relatada em estudos como uma fragmentacdo da molécula da
AMB (Ramisetti; Kuntamukkala, 2014; Rani et al, 2018),) enquanto que o M3 é
uma estrutura ainda ndo relatada na literatura. Desta forma o trabalho
demonstra a capacidade do fungo em metabolizar o farmaco em estudo,
através de uma técnica economicamente e ecologicamente viavel.

Por outro lado, quando realizado o estudo com o fungo P.
mineolluteum nao foi observado sinais sugestivos de metabdlitos quando
comparado com os controles, e também n&do se observou reducdo da
concentracdo do farmaco. Este fungo apresentou grande dificuldade de
crescimento e desta forma o estudo teve que ser adaptado.

Ainda no intuito de avaliar a biotransformacao através do fungo A.niger,
0 capitulo quatro apresenta os resultados da biocatélise da rifampicina através
deste ultimo fungo. O estudo foi realizado utilizando caldo Cezapek, sob
agitagdo de 120 rpm e temperatura mantida a 28 °C, condi¢bes iguais as
otimizadas no primeiro capitulo. As amostras foram coletadas congeladas e
apo6s 312 horas de incubacédo foram analisadas em CLAE-DAD. Observou-se
decaimento significativo na concentragdo da rifampicina em meio de
biotransformacdo comparado ao controle negativo (farmaco e meio de
cultura). Foram observados sinais adicionais em menos intensidade, desta
forma essas amostras foram analisadas em UHPLC-QTOF/MS a fim de
detectar e identificar possiveis metabdlitos.

Com isso, foi possivel observar a formagdo de trés metabolitos, dois
ainda nao relatados na literatura e um ja relatado (rifampicina quinona: 821
m/z) o qual foi também observado em nosso experimento com o fungo C.
elegans.

Os metabolitos identificados como isdbmeros, apresentaram idéntica
massa carga (455.3116) e mesmo padrao de fragmentacao, indicando dessa

forma que sdo estruturas idénticas. Sua estrutura foi elucidada baseada em
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um artigo publicado por PRASAD e SINGH (2009) ocorrendo perda do anel
piperazina, clivagem e hidroxilagdo da molécula, tornando-a mais polar, sendo
caracteristico de metabdlito.

A rifampicina quinona, considerada um metabdlito de fase |, por sofrer
reacdo de oxidacdo da molécula, e também um produto de degradacao, foi
observada na analise por CLAE-DAD, quando comparada a anélise do meio
de biotransformacé&o com o padréo da rifampicina quinona e posteriormente foi
confirmada através da elucidacao estrutural pelo UHLPC-QTOF/MS.

Ainda neste ultimo capitulo foi avaliada a atividade antimicrobiana dos
metabdlitos formados, foi realizada com a amostra bruta, ou seja, 0s
metabdlitos ndo foram isolados, pois antes de realizar esta etapa seria
importante verificar se a amostra bruta apresentaria reducdo da concentracao
inibitéria  minima quando comparada com o padrdo da rifampicina. O
experimento foi realizado através de um método padronizado resultando em
aumento da CIM, consequentemente os metabdlitos ndo foram isolados. Esse
resultando é relevando quando biorremediacéo, o qual € o uso de processos
biol6gicos para degradar, transformar e/ou remover contaminantes de uma

matriz ambiental, como agua ou solo.
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Figura 8: Estruturas elucidadas através dos estudos de biotransformacéo da

ambrisentana com o fungo Cuninghamella elegans ATCCC 9245 e Aspergillus
niger ATCC 9029, pela técnica por UHPLC-QTOF/MS.
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Figura 9: Estruturas elucidadas através dos estudos de biotransformacao da

rifampicina com o fungo Cuninghamella elegans ATCCC 9245 e Aspergillus
niger ATCC 9029, pela técnica por UHPLC-QTOF/MS.
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Para finalizar, este é o primeiro estudo que relata a biotransformacéo
dos farmacos ambrisentana e rifampicina empregando fungos filamentosos.
Os resultados apresentados contribuem para ampliar o conhecimento de
biotransformagé&o por fungos filamentosos de farmacos de diferentes classes.
Portanto, as informag0es aqui prestadas podem ser usadas pra identificacéo e
isolamento de novos metabodlitos a serem empregados em estudos
farmacoldgicos e toxicolégicos, bem como para mimetizar os estudos de

biotransformac¢do em mamiferos.



9. CONCLUSOES







Para realizacédo do estudo de biotransformacédo da Ambrisentana com o
fungo Cunninghamella elegans ATCC 9245, foi necessario otimizar as
condi¢cles de biotransformacéo quanto aos parametros de agitacdo, pH
do meio reacional, concentracao final do farmaco, composi¢cédo do meio
de cultura, a fim de obter meio reacional 6timo para a formacédo de
metabdlitos;

A validacdo do método bioanalitico para a ambrisentana assegurou a
confiabilidade e credibilidade do método bioanalitico desenvolvido neste
estudo para quantificar a ambrisentana e acompanhar a formacéo dos
metabdlitos, conforme guias normativas de validacéo bioanalitica;

No experimento da biotransformacdo da ambrisentana com o fungo
Cunninghamella elegans ATCC 9245, foi possivel detectar a formacéo
de um metabdlito apds 240 horas de incubagcdo. O metabdlito formado
foi identificado como um glicosideo de ambrisentana;

A biotransformacdo com o fungo Cunninghamella elegans ATCC 9245
foi aplicada para o farmaco Rifampicina. Foram mantidas as condi¢des
otimizadas para o farmaco Ambrisentana, porém a concentracdo de
in6culo foi alterada, o qual apresentou resultados positivos quando foi
utilizou concentracdo 10*° UFM/mL;

O método bioanalitico foi validado para o estudo de biotransformacéo
da rifampicina o qual se apresentou especifico, sensivel, preciso e
robusto para quantificar o farmaco e acompanhar a formacdo dos
metabalitos;

Foram identificados dois sinais formados no meio de biotransformacao
com o fungo C. elegans e rifampicina sendo considerados possiveis
metabdlitos. Rifampicina quinona, foi identificada quando realizada
analise em UHPLC-QTOF-MS, a qual, além de um metabdlito, pode ser
considerada produto de degradacao, por ser facilmente formada em
meio aquoso. O segundo metabdlito proposto apresentou caracteristica

de menor polaridade que a rifampicina. Desta forma, através de
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embasamento da literatura, sugere-se que seja uma forma mono-
oxigenada da rifampicina.

A biotransformacdo do farmaco Ambrisentana empregando o fungo
Aspergillus niger ATCC 9029 resultou na formacéao de dois compostos
mais polares que o farmaco, sugestivos de metabdlitos nas condicdes
estudadas. Estes foram propostos através da técnica UHPLC-
QTOF/MS, indicando a ocorréncia de reacbes de descarboxilacédo
caracterizando reacao de fase | do metabolismo;

Quando submetida ambrisentana ao estudo de transformacédo com o
fungo filamentoso Penicillium mineoluteum, ndo se observou formacéo
de sinais adicionais quando comparado com os controles;

A rifampicina foi submetida ao estudo de biotransformacdo com o fungo
A.niger ATCC 9029. Apo6s 312 horas de estudo o farmaco foi
consumido em grande quantidade pelo fungo. Apés este tempo, foi
observado formacéo de alguns sinais adicionais no CLAE-DAD, quando
comparados os resultados analiticos do controle negativo com o0 meio
de biotransformacéo, apdés as amostras foram avaliadas em UHLPC-
QTOF/MS;

Foram identificados dois metabdlitos, a rifampicina quinona, metabdlito
ja conhecido e considerado também um produto de degradacao, e o
outro um isémero da rifampicina;

A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada com a amostra
bruta, ou seja, com os metabdlitos formados juntos com a rifampicina
em menor concentracdo, e observou-se um aumento da concentragéo
inibitéria minima, consequentemente, perda da atividade.

Os resultados apresentados nesse estudo contribuem para ampliar o
conhecimento de biotransformacdo por fungos filamentosos de

farmacos de diferentes classes
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11. ANEXOS







11.1 Ambrisentana: validacdo da metodologia bioanalitica desenvolvida por
CLAE-DAD
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Figure 10: Cromatogramas representativos da avaliagcdo da especificidade do
método bioanalitico. (a) biotransformacdo da ambrisentana através da
Cuninghamella elegans ATCC9245 apds 240 h de incubacao; (b) meio Czapek
esterilizado mais AMB (c) meio de cultura na presenca do fungo (d) meio de
cultura.

A linearidade do método foi verificada por meio de regressao linear da
area do padrao da AMB versus as concentracdes nominais da AMB. O método
foi linear no intervalo de concentracdo de 300-1000 pug/mL. De acordo com 0s
dados obtidos da ANOVA, é possivel garantir uma regressao linear significativa
(Fcalculado = 6711,94 >> Fcritico = 5,06) sem desvio da linearidade (Fcalculado
= 0,189 <Fcritico = 5,41).

O efeito matriz foi investigado comparando a inclinacdo da curva de
calibracdo dos padrdoes RIF em solucdo com as matrizes. Os efeitos da matriz
para o RIF foram de 13,39%. Os efeitos da matriz foram considerados baixos
para uma faixa entre -20% <C% <-20% ou 20%> C%> 50% e alta para as faixas
C% <-50% ou C%> 50% (Niessen et al ., 2006). Estes dados indicam que o AMB
exibiu baixo efeito de matriz.

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram de 0,06 e 0,21 pg/mL,
respectivamente. A precisdo e exatiddo do método foram avaliadas em termos
de recuperagcédo de AMB do meio de cultura (n = 3) (Tabela 1). Estes resultados
mostram que o método é preciso e preciso dentro dos limites apropriados para

validagcéao analitica.
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Tabela 1: Precisdo e exatiddo do método para quantificacdo da AMB em meio
de cultura Czapek.

Dia 1 Dia 2 Dia 3
Concentracdo Concentracao DPR Concentracdo DPR Concentracdo DPR DPR
(Mg/mL) recuperada intra- recuperada intra recuperada intra- inter-
dia -dia dia dia
300 279,02 5,49 269,69 6,63 276,93 3,86 5,42
600 579,41 3,37 561,19 1,87 573,29 1,54 2,68
900 884,30 0,53 877,68 1,25 893,27 1,25 1,26

RSD (%); Recovery (ug/mL)

Tabela 2: Parametros alterados para verificar a robustez do método proposto.

A . Concentragéo
Parametros Fator cauda Tempo de retengdo Pratos tedricos
AMB (pg/mL)
_ Variagéo _ Variagéo _ Variagéo _ Variagéo
Medida Medida Medida Medida
(%) (%) (%) (%)
Inicial 1,23 - 5,78 - 10214 - 552,66 -
% organico (+) 1,26 2,44 5,2 10,03 9967 2,42 558,84 1,12
% organico (-) 1,22 0,81 6,21 7,44 10686 4,62 550,44 0,40
Fluxo (+) 1,23 - 4,64 19,72 7915 22,51 551,26 0,25
Fluxo (-) 1,24 0,81 7,53 30,28 11584 13,41 551,77 0,16
Coluna 1,33 8,13 5,96 3,11 10776 5,50 549,60 0,55
cromatografica
(Phenomenex)

% organico: porcentagem de solvent organico alterada (+):duas unidades acima da
condicao normal; (-): duas unidades abaixo da condicdo normal.
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Tabela 3: Avaliacdo da estabilidade da AMB em meio Czapek-Dox quando
submetida a condi¢cdes de congelamento e descongelamento.

Analito Ambrisentana

Concentragdo da amostra 621

Estabilidade
Ciclos de congelamento e
descongelamento (n = 4)

Extracdo apds congelamento

573,57
Concentracéo
Precisao 3,01
Exatidao 95,59
Extragdo antes do congelamento
Concentracédo 537,01
Precisao 2,38
Exatidao 89,50
Temperatura ambiente por 12h
(n=4)
Concentracédo 569,53
Precisao 2,04
Exatidao 94,92

Concentracao (ug/mL), Precisdo (DPR %), Exatidao (% recuperacao).

11.2 Rifampicina: validacdo da metodologia bioanalitica desenvolvida por
CLAE-DAD

A seletividade do método foi confirmada através da analise cromatografica
das amostras do meio de cultura Czapek com RIF, meio de cultura com o fungo
C. elegans ATCC 9245 e somente o meio de cultura. Foi observado que ndo ha
picos interferentes nos mesmos tempos de retencédo do analito. Esta informagé&o

foi confirmada pela pureza do pico cromatografico da rifampicina (Figura 9).

A linearidade do método foi avaliada através de sete concentracdes (30,0
— 300,0 pg/mL). O coeficiente de correlacao (r) encontrado foi superior a 0,9989,
mostrando ndo haver falta de ajuste para o método desenvolvido. Os dados

analiticos foram analisados por meio de ANOVA que demonstrou uma regressao
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linear significativa (Fcalculado = 1647,30 >> Fcritico = 4,06) e nenhum desvio
significativo da linearidade (Fcalculado = 0,33 <Fcritico = 2.96). Durante o
desenvolvimento de método bioanalitico € necessario considerar o efeito das
matrizes envolvidas. O efeito matriz foi investigado comparando a inclinagdo da
curva de calibracdo dos padrbes RIF em solucdo com as matrizes. Os efeitos da
matriz para o RIF foram de 11,57%. Os efeitos da matriz foram considerados
baixos para uma faixa entre -20% <C% <-20% ou 20%> C%> 50% e alta para as
faixas C% <-50% ou C%> 50% (Niessen et al., 2006). Estes dados indicam que

0 RIF exibiu baixo efeito de matriz.
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Figura 11: Cromatograma da especificidade do método (A) Biotransformacédo da
RIF através do fungo C.elegas ATCC 9245 ap6s 120 h de incubacéo; (B) meio
de cultura na presenca do fungo (C) meio de cultura Czapek-Dox.
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Tabela 4: Precisdo e exatiddo do método para quantificacdo da RIF em meio de

cultura Czapek.

Dia 1 Dia 2 Dia 3
Concentragdo Concentragd DPR Concentragd DPR  Concentragd DPR DPR
(Mg/mL) o] intra- o recuperada intra- o recuperada intra- inter-
recuperada dia dia dia dia
100 86.95 1.88 85.39 0.81 87.83 0.87 1.29
200 258.57 2.75 261,19 2.34 244.11 2.05 2.75
300 301.43 2.99 378.65 0.77 359.38 4.70 4.02

Tabela 5: Avaliagdo da estabilidade da RIF em meio Czapek-Dox quando
submetida a condi¢cdes de congelamento e descongelamento.

Analito Rifampicin
Concentragdo da amostra
478,32
Estabilidade
Ciclos de congelamento e
descongelamento (n = 4)
Extracdo ap6s congelamento
469,08
Concentracdo
Preciséo 3,42
Exatidao 98.07
Extracdo antes do congelamento
Concentracdo 393,47
Precisdo 9,03
Exatiddo 82,26
Temperatura ambiente por 12h
(n=4)
Concentracdo 443,68
Precisao 2,57
Exatiddo 92,63
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Pareto Chart of the Standardized Effects Pareto Chart of the Standardized Effects

(response is Tail factor: a = 0.05) (response is Retention time: a = 0.05)
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Figura 12: Grafico de Pareto representando os efeitos das variaveis no ensaio
de robustez do método desenvolvido por CLAE-DAD usando o design de
Plackett-Burman.
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