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Resumo

A utilizagdo de enzimas como catalisadores selectivos e eficientes na transformacao
de moléculas constitui uma tecnologia valida em sintese orgénica.
As propriedades biologicas e farmacologicas dos esterdides e o elevado custo que a
sua sintese comporta justificam a grande relevancia que ¢ dada aos processos de
transformagao selectiva destes compostos.
Com este trabalho pretende-se explorar a estereco- e regio-selectividade de um
conjunto de enzimas comerciais como catalisadores usando esterdides como substratos.

Assim, numa primeira fase, a sintese diastereo-selectiva de cianidrinas na cadeia
lateral de esteroides foi estudada por métodos enzimaticos. As oxinitrilases PaHNL e
HbHNL ndo se mostraram capazes de catalisar a adi¢do estereo-selectiva de HCN a
grupos carbonilo na cadeia lateral. A sintese de uma mistura racémica de cianidrinas
obtida a partir do 3-oxo-pregna-4-eno-20B-carbaldeido, seguida de acilagdo selectiva
catalisada pela protease subtilisina permitiu o isolamento do éster correspondente
com elevado excesso diastereomérico.

Em alternativa aos processos enzimaticos, foi estudada a sintese de cianidrinas
sililadas através da adicdo de TMSCN a diferentes grupos carbonilo na cadeia lateral
de pregnanos, explorando a influéncia estereoquimica da estrutura esterdide.
Dependendo da natureza do grupo carbonilo, diferentes resultados foram observados.
A adigdo a 20-ceto pregnanos saturados foi totalmente estereo-selectiva, gerando
cianidrinas sililadas epimericamente puras, cuja configuracdo absoluta foi

determinada por anélise cristalografica de raios X.
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A diastereo-selectividade das hidrolases face a substratos esterdides foi ainda
estudada na separacdo de misturas de 5,6-epoxidos. Os 5,6-epoxi-esteroides
estereoisomericamente puros foram preparados combinando métodos quimicos
selectivos de a— e P—epoxidagdo com a esterificacdo ou alcodlise enzimatica do
grupo 3p—hidroxilo ou -alcoxilo. A hidrdlise enzimatica suave do grupo 3p-acetoxilo
na presenca do grupo funcional epoxido foi também efectuada com sucesso.

Para além destas transformacdes diastereo-selectivas, foram estudadas
transformagdes regio-selectivas em esteroides poli-hidroxilados.

Os esteroides poli-hidroxilados bioactivos contendo um diol vicinal no anel A sao
encontrados em diversas fontes naturais. A acilagdo enzimadtica deste tipo de compostos
¢ um desafio interessante em termos de estudo da regio-selectividade das enzimas face a
compostos esterdides complexos, com aplicagdo na sintese de analogos com actividade
bioldgica. Assim, séries completas de didis vicinais estereoisoméricos nas posicoes 2,3
e 3,4 foram submetidas a ac¢do de um conjunto de lipases, as quais se mostraram
capazes de distinguir grupos hidroxilo vicinais no anel A de esteroides, sendo sensiveis
a configuracdo dos diferentes didis e permitindo a obtencdo dos respectivos
monoésteres com elevada regio-selectividade e bons rendimentos.

Em conclusdo, os resultados apresentados nesta dissertacdo evidenciam as
potencialidades da catélise enzimatica na transformagdo estereo- e regio-selectiva de
substratos esterdides e contribuem para o desenvolvimento de metodologias sintéticas

com utilidade no campo dos esteroides.
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Abstract

The use of enzymes as selective and efficient catalysts in the transformation of
molecules is a valuable technology in organic synthesis.

The biological and pharmacological properties of steroids and the high cost inherent
to its synthesis justify the great relevance given to the selective transformation of these
compounds.

This work aims to exploit the stereo- and regioselectivity of an array of commercial
enzymes as catalysts using steroids as substrates.

Therefore, in a first phase, the diastercoselective synthesis of cyanohydrins at the
steroid side-chain was studied by means of enzymatic methods. The oxinitrilases
PaHNL and HbHNL were not able to catalyse the stereoselective addition of HCN to
carbonyl groups at the side-chain. The synthesis of a racemic mixture of cyanohydrins,
starting from 3-oxo-pregn-4-en-20B-carbaldehyde, followed by selective acylation
catalyzed by the protease subtilisin allowed the isolation of the corresponding ester with
high diastereomeric excess.

In alternative to the enzymatic processes, the synthesis of silylated cyanohydrins
through the addition of TMSCN to different carbonyl groups at the pregnane side-
chain, exploring the stereochemical influence of the steroid structure, was also
studied. Depending on the nature of the carbonyl group, different results were
observed. The addition to saturated 20-keto pregnanes was totally stereoselective,
rendering silylated cyanohydrins epimerically pure and its absolute configuration was

determined by X-ray crystallographic analysis.



The diastereoselectivity of the hydrolases towards steroidal substrates was studied
in the separation of 5,6-epoxides mixtures. The 5,6-epoxysteroids stereoisomerically
pure were prepared by combining selective chemical methods of o— and
B—epoxidation with the enzymatic esterification or alcoholysis at the 33-hydroxy or -
alcoxy groups. The mild enzymatic hydrolysis of the 3B-acetoxy group in the
presence of the epoxide was also carried out successfully.

Beyond these stereoselective transformations, regioselective transformations were
explored in polyhydroxylated steroids using commercial hydrolases as catalysts.

Bioactive polyhydroxylated steroids bearing a vicinal diol at the A-ring are found in
diverse natural sources. The enzymatic acylation of this type of compounds is an
interesting challenge in terms of regioselectivity of enzymes towards complex steroidal
compounds. Moreover it has potential application in the synthesis of related compounds
with bioactivity. Therefore, the complete series of stereoisomeric vicinal diols at the
2,3- and 3,4-positions were prepared by different chemical strategies and tested as
substrates of a set of lipases. The enzymes were able to distinguish the vicinal hydroxy
groups in the A-ring of the steroid structure, being sensitive to the configuration of the
different diols and allowing the isolation of the monoacyl derivatives with high
regioselectivity and good yields.

In summary, the results obtained throughout this work highlight the potential of the
enzymatic catalysis in the stereo- and regio-selective transformation of steroidal
substrates, thus contributing to the development of specific synthetic methodologies

which can be useful in the steroid field.



Plano geral da tese

A presente dissertacdo ¢ composta de quatro capitulos, sendo o primeiro uma
introducdo geral seguida de trés capitulos de trabalho experimental, resultados e
discussao.

A introducdo da tese procura dar uma perspectiva actual das potencialidades do uso
de enzimas isoladas em sintese orgénica, relevando, sobretudo, as enzimas usadas neste
trabalho, ou seja, hidrolases e oxinitrilases. A aplicacao dos processos biocataliticos em
substratos esteroides ¢ revista na segunda parte da introdugao.

O segundo capitulo refere-se a sintese de cianidrinas em pregnanos como uma
estratégia potencialmente util para a elaboragao da cadeia lateral de esterodides.

O terceiro capitulo versa sobre a discrimina¢do enzimatica de misturas epiméricas de
5,6-epoxidos de esterdides 3B-substituidos, através da acilacdo ou alcodlise do grupo
3B-hidroxilo ou —acetoxilo.

No quarto capitulo ¢ estudada a acilagdo enzimatica regio-selectiva de didis vicinais

no anel A de esterdides, com vista a obtencao de derivados monoacilados.

Os capitulos 2, 3 ¢ 4 estdo organizados nos seguintes itens: “Resumo”, “Introducao”,

“Resultados e Discussao”, “Conclusdes” e “Parte Experimental”. A Bibliografia

encontra-se referenciada no final da tese.
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Introducédo Geral

1. Introducéo Geral

1.1. Catalise enzimatica: principios e aplicacdes

As enzimas sdo proteinas com fungdes cataliticas indispensaveis a manutengdo da
vida. Na Natureza, as enzimas promovem a interconversdo de um vasto nimero de
espécies quimicas, gerando o material e a energia necessarios a sobrevivéncia € ao
crescimento das células. Assim, as enzimas actuam como catalisadores altamente
selectivos, de tal forma que conseguem catalisar reac¢des especificas em substratos
especificos.

Nos ultimos anos, a biocatalise, que se pode definir como a utilizagdo de
catalisadores bioldgicos, células ou enzimas isoladas, para promover a transformagao de
moléculas, tem encontrado um campo de aplicagdo cada vez mais vasto. De facto, as
enzimas ocupam ja uma posicdo Unica em quimica organica sintética por serem
catalisadores selectivos e eficientes sob condigdes reaccionais suaves (Bommarius e
Riebel, 2004a; Hari Krishna, 2002).

A biocatélise ¢ uma area cientifica interdisciplinar, que resulta da intersec¢do da
quimica, da biologia e da engenharia, com grande aplicacdo em sintese na industria
quimica, farmacéutica e agroquimica, na biorremediagdo ¢ na medicina, ao nivel de

analise e diagnostico (Bommarius e Riebel, 2004a).
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A cada vez maior disponibilidade de enzimas, devido a tecnologias que permitem a
producdo de novas enzimas em grandes quantidades e, por outro lado, a percepgao de
que muitas enzimas sdo capazes de transformar um largo espectro de substratos nao
naturais levaram a um crescente interesse dos quimicos orgénicos pela utilizagdo de

enzimas como catalisadores de reac¢des (Garcia-Junceda et al., 2004).
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1.1.1. Enzimas como catalisadores de reaccdes: vantagens e desvantagens

Qualquer catalisador deve obedecer a critérios de actividade, estabilidade e
selectividade. Os catalisadores biologicos cumprem estes critérios e, além disso,
oferecem vantagens notdveis em sintese organica. Com efeito, estes catalisadores
promovem reacgdes com elevada quimio-, regio- e estereo-selectividade, possibilitando
a sintese de compostos complexos e/ou opticamente activos, sendo, portanto, vantajosos
na sintese de moléculas com diversos grupos funcionais semelhantes ou com
estereocentros. Diversos exemplos mostram a capacidade dos biocatalisadores para
promover reacgoes dificeis ou impossiveis pelas vias sintéticas cldssicas (Hari Krishna,
2002; Bommarius e Riebel, 2004b; Koeller e Wong, 2001).

Além disso, as enzimas sdo catalisadores eficientes do ponto de vista energético,
dado operarem a temperaturas e pressdes moderadas. Em muitos casos, o meio
reaccional ¢ a dgua ¢ o pH do meio situa-se numa gama moderada, oferecendo
condi¢des reaccionais suaves.

Adicionalmente, os biocatalisadores sdo naturais e, portanto, com um impacto
ecologico menor que os catalisadores sintéticos, os quais sdo, por vezes, obtidos por
vias sintéticas complexas e poluentes.

Assim, as bioconversoes sdo capazes de gerar novos intermediarios quirais e, em
muitos casos, de encurtar notavelmente uma sequéncia sintética, com vantagens do

ponto de vista econdmico e ambiental (Bommarius e Riebel, 2004a,b).
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A utilizagdo de células inteiras como biocatalisadores apresenta vantagens e
desvantagens face as enzimas isoladas, devendo a escolha do biocatalisador ser
ponderada caso a caso.

Assim, as células inteiras possibilitam transformacdes que envolvem vdrios passos,
nao requerem a adicao e regeneragao de cofactores, sendo catalisadores de baixo custo.

Porém, as células inteiras comportam, muitas vezes, um maior numero de produtos
secundarios uma vez que outros sistemas enzimaticos presentes na célula podem
catalisar transformacoes indesejaveis no substrato ou nos produtos da reacc¢ao. O uso de
solventes organicos ¢ limitado, dado que estes podem danificar a membrana celular e
inactivar o sistema catalitico. Além disso, a toxicidade do substrato para a célula e a
capacidade de penetracao do substrato na célula podem ser obstaculos a utilizacdo de
células inteiras como biocatalisadores. Outros factores a considerar sdo o volume da
reaccdo, em geral muito grande, e a recuperacdo do produto final, que pode ser

complexa.

As enzimas isoladas t€ém como principais vantagens a maior selectividade das
reacgOes catalisadas, o facto de o equipamento necessario ser bastante simples, assim
como a recuperacdo do produto no final da reac¢do e a possibilidade de usar co-
solventes, ou mesmo, solventes organicos.

No entanto, o elevado custo, a baixa estabilidade de algumas enzimas e a
necessidade de regeneragdo do cofactor (em enzimas dependentes de cofactores)

constituem obstaculos ao uso de algumas enzimas isoladas em sintese organica.
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Por outro lado, muitos catalisadores enzimadticos existentes nas células ndo podem
ser isolados por nao resistirem aos processos de isolamento e purificacdo,
nomeadamente, por sofrerem o ataque de proteases celulares (Roberts et al., 1995;

Bommarius e Riebel, 2004a).

1.1.2. Classes de enzimas

As enzimas sdo classificadas em seis classes com base no tipo de reacgdes
catalisadas, de acordo com a Enzyme Commission, da International Union of
Biochemistry and Molecular Biology. As classes principais de enzimas sdo, ainda,
divididas em sub-classes e sub-grupos. As enzimas sao individualmente classificadas de
forma sistematica com base no nome quimico do substrato natural ¢ no mecanismo de

reaccao (Boyce e Tipton, 2001; Hari Krishna, 2002).

As oxido-redutases catalisam reac¢des de oxidagdo/redugdo, transferindo
hidrogénio, oxigénio e/ou electrdes entre moléculas. As desidrogenases (enzimas que
catalisam a transferéncia de hidrogénio), as oxidases (enzimas que transferem oxigénio
molecular), as oxigenases (enzimas que catalisam a transferéncia de oxigénio a partir de
oxigénio molecular) e as peroxidases (enzimas que transferem electroes para perdxidos)
pertencem a esta classe de enzimas.

As oxido-redutases sdo dependentes de cofactores, os quais fornecem ou aceitam
o(s) equivalente(s) de oxidacdo ou de redugdo. Os cofactores mais comuns sdo

NADH/NAD", NADPH/NADP', FADH/FAD", ATP/ADP ¢ PQQ. Devido ao elevado
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custo dos cofactores, a sua regeneracdo eficiente ¢ essencial para a implementacdo de
processos industriais usando oxido-redutases isoladas como catalisadores. Assim, o
acoplamento de uma segunda enzima que use o mesmo cofactor ou a adi¢do de um

segundo substrato, sdo estratégias comuns para a utilizagdo eficiente de oxido-redutases.

As transferases catalisam a transferéncia de grupos quimicos, por exemplo acilo,
fosforilo, glicosilo ou amino, de um dador para um aceitador adequado. Algumas destas

enzimas exibem elevada regio- e estereo-selectividade.

As hidrolases catalisam a clivagem hidrolitica de ligagdes C-O, C-N, C-C, P-O,
entre outras. Assim, as esterases catalisam a hidrodlise de ésteres, as proteases catalisam
a hidrdlise de peptideos e as lipases catalisam a hidrolise de acilglicer6is. Uma grande
parte das enzimas comercialmente disponiveis pertence a esta classe. Posteriormente, na

Secc¢ao 1.1.3, esta classe de enzimas sera discutida com maior detalhe.

As liases catalisam a clivagem ndo hidrolitica de ligagdes C-C, C-N, C-O, por
reacgoes de eliminacao dando produtos com dupla ligacao. Na reac¢do inversa, estas
enzimas catalisam a adicdo de grupos a dupla ligacdo do substrato. S3o exemplos a
fumarase, a aspartase, as descarboxilases, as desidratases, as aldolases e as oxinitrilases.
As liases ganharam importancia ao nivel industrial devido ao facto de as reacg¢des de
ruptura de ligagdes (liase) poderem ser revertidas no sentido da formagdo de novas
ligagdes (sintetase), em condigdes ndo naturais, ou seja, com elevadas concentragdes de

reagentes, levando a formagao de novos produtos, por vezes de forma estereo-selectiva.
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Dentro desta classe de enzimas, os oxinitrilases serdo discutidas com maior detalhe
(Seccao 1.1.4), uma vez que sao objecto de estudo na parte experimental deste trabalho

(Capitulo 2).

As isomerases catalisam reac¢Oes de isomerizagdo dentro da mesma molécula.
Nesta classe de enzimas encontram-se epimerases, racemases, Cis—trans isomerases,
tautomerases e mutases, dependendo do tipo de reac¢do que catalisam. O exemplo mais
conhecido ¢ a enzima glucose isomerase, usada industrialmente na producdo de

fructose.

As ligases catalisam a formagdo de uma ligagdo covalente C-O, C-S, C-N ou C-C
entre duas moléculas, concomitante com a hidroélise de uma ligacdo pirofosfato no ATP

ou num trifosfato semelhante.

As hidrolases e as oxinitrilases sdo as enzimas usadas neste trabalho, concretamente,
um conjunto de lipases, uma protease e duas oxinitrilases de selectividade oposta.
Assim, passamos a rever as caracteristicas e potencialidades sintéticas destas enzimas

em particular.



Capitulo 1

1.1.3. Mecanismo catalitico e aplica¢fes sintéticas das hidrolases

As hidrolases catalisam a clivagem hidrolitica de ligagdes C-O, C-N, C-C e P-O. As
hidrolases sdo as enzimas mais comuns em processos industriais, inclusivamente ao
nivel da quimica fina. De facto, cerca de 80 % das enzimas usadas ao nivel industrial
sdo hidrolases (Hari Krishna, 2002).

As hidrolases ndo requerem cofactores e, além de aceitarem uma grande diversidade
de substratos ndo naturais, exibem elevada quimio-, regio- e enantio-selectividade
(Carrea e Riva, 2000; Cais e Theil, 2002).

As aplicagdes das hidrolases sdo muito diversas, incluindo esterificagdo de acidos
gordos e de hidratos de carbono na industria alimentar (Benjamin e Pandey, 1998),
sintese industrial de compostos quimicos, incluindo farmacos (Roberts, 2001; Ghanem e
Aboul-Enein., 2004), formula¢des de detergentes (Benjamin e Pandey, 1998; Maurer,
2004) e producao de cosméticos (Benjamin e Pandey, 1998; Veit, 2004).

As lipases, ou triacilglicerol acil hidrolases, catalisam in vivo a hidrdlise de
triacilglicerdis, estando amplamente distribuidas em microrganismos, plantas e animais.
O rapido crescimento celular dos microrganismos torna as lipases microbianas mais
disponiveis do que as lipases de origem animal ou vegetal. Um grande niimero de
leveduras, fungos e bactérias produzem lipases acessiveis comercialmente. Assim,
devido a sua disponibilidade, selectividade e capacidade de operar em meios reaccionais
ndo naturais, estas enzimas s3o actualmente as mais usadas em biocatalise (Schmid e

Verger, 1998; Benjamin e Pandey, 1998; Garcia-Junceda et al., 2004).
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1.1.3.1. Mecanismo catalitico das serina-hidrolases

Embora as hidrolases evidenciem diferentes selectividades, a maioria sdo serina-
hidrolases, sendo o mecanismo catalitico das serina-proteases (como a subtilisina)
semelhante ao mecanismo catalitico das lipases. Apesar de a maioria das lipases
necessitarem de activacdo interfacial para expor o centro activo, a arquitectura da triade
catalitica ¢ semelhante. Esta triade catalitica, constituida por serina, histidina e aspartato
(ou glutamato), actua como um sistema de charge relay (Brady et al., 1990; Cais e
Theil, 2002; Bommarius e Riebel, 2004c¢).

Assim, no primeiro passo, o carboxilato do residuo de &cido aspartico estabelece
uma ponte de hidrogénio com a histidina e, por sua vez, o azoto da histidina liga-se ao
alcool da serina também por uma ponte de hidrogénio. O oxianido da serina, resultante
deste sistema de cedéncia de carga, ataca o carbono carbonilico do primeiro substrato,
R;COOR,, levando a formag¢ao do intermediario tetraédrico, a acil-enzima e a libertagcao
do primeiro produto, R,OH (Esquema 1.1).

No segundo passo, o grupo acilo ¢ transferido para o nucledfilo, ou segundo
substrato, R3;OH, para formar o segundo produto, R;COORj, regenerando a enzima
livre. A estabilizacdo dos intermedidrios oxianido por ligacdes de hidrogénio a grupos
amina de outros aminoacidos (oxyanion hole) ¢é crucial para a fungdo catalitica da
enzima (Brady et al., 1990; Muralidhar et al., 2002; Bommarius e Riebel, 2004c¢).

Durante ambos os passos, qualquer quiralidade presente no dador de acilo ou no
nucleofilo pode ser reconhecida, determinando a esterco-selectividade da reaccdo

enzimatica.

11
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Esquema 1.1. Mecanismo catalitico das serina-hidrolases

12
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1.1.3.2. Dadores de acilo e nucleofilos aceites pelas hidrolases

A estrutura do primeiro substrato a ser aceite pela hidrolase (Esquema 1.1), ou seja,
o dador de acilo, tem merecido intensa investiga¢do com vista a obtencdo de melhores
rendimentos e selectividades nas reacg¢oes catalisadas por hidrolases (Hanefeld, 2003).

Assim, em reac¢des de acilagdo enzimatica, os acidos carboxilicos podem ser
usados como dadores de acilo, uma vez que reagem com a enzima para formar a acil-
enzima. No entanto, a agua que ¢ libertada neste passo, tratando-se de enzimas num
meio organico, acaba por se colocar na interface enzima / solvente. Deste fenomeno
pode resultar o impedimento do acesso do substrato ao centro activo da enzima,
alteragdes na selectividade da enzima e, além disso, a propria agua pode funcionar como
nucleofilo (Carrea e Riva, 2000; Hanefeld, 2003).

A reversibilidade da reaccdo de acilagdo ¢ determinada pelo caracter nucleofilo
relativo do leaving group R,OH e do substrato R;OH (Esquema 1.1). Assim, se o
caracter nucleofilo do R,OH for diminuido pela introducao de grupos electro-atractivos,
a reaccdo ¢ deslocada no sentido da formacdo do produto. Este conceito foi verificado
com a introdu¢do de ésteres activados, como tioésteres, ésteres 2-haloetilicos,
cianometilicos e ésteres de oximas (Ghogare ¢ Kumar, 1989 e¢ 1990; Mischitz et al.,
1991), sendo os ésteres trifluoroetilicos os mais usados (Faber e Riva, 1992).

Um exemplo recente do uso de ésteres de oximas como agentes acilantes diz
respeito a sintese a escala piloto de um pro-fairmaco de ribavirina, por acilagdo regio-

selectiva mediada pela Chirazyme L-2 (Tamarez et al., 2003).

13
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Em 1988, Wong ¢ colaboradores (Wang et al., 1988) propuseram o uso de ésteres
endlicos, o acetato de vinilo ou o acetato de isoprenilo, como dadores de acilo em
reac¢des de trans-esterificagdo irreversivel. Apos a formagdo da acil-enzima, o alcool
vinilico ou isoprenilico libertado sofre tautomerizacdo ceto-endlica resultando na
formagdo do composto carbonilico, acetaldeido ou acetona, respectivamente, tornando a
reacgdo irreversivel (Faber e Riva, 1992).

O metoxiacetato de etilo foi usado com sucesso na resolugdo enzimatica de aminas
racémicas (Balkenhohl et al., 1997). Com este agente acilante, a velocidade inicial da
reaccao foi 100 vezes superior a verificada na presenga de acetato de butilo. Neste caso,
o caracter electronegativo do a-substituinte torna o grupo carbonilo mais susceptivel de
sofrer ataque nucledfilo da Ser-OH. Por outro lado as aminas tém um caracter mais
nucleofilo do que o etanol libertado no primeiro passo da reac¢do. Este ¢ um processo
usado ao nivel industrial na resolugdo de aminas desde 1993 (Schmid et al., 2001).

Adicionalmente, diversos estudos demonstram a influéncia da estrutura do grupo
alcoxilo na enantio-selectividade das lipases, quer em reacgdes de hidrdlise (Bellezza et

al., 2000), quer em reacgdes de trans-esterificagao (Ema et al., 1996).

Como nucledfilos, as hidrolases aceitam, para além de agua em reacgdes de
hidroélise, uma enorme variedade de compostos (Carrea e Riva, 2000; Roberts, 2001;
Cais e Theil, 2002; Ghanem e Aboul-Enein, 2004). Assim, no segundo passo da
reacgdo, a acil-enzima transfere o grupo acilo para alcoois primarios (Morgan et al.,
1997; Ferraboschi et al., 1998; Nordin et al., 2000), alcoois secundarios (Santaniello et

al., 2000; Ghanem e Schurig, 2001), alcoois terciarios (Hari Krishna et al., 2002), di6is

14
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vicinais (Danieli et al., 1992; Danieli et al., 1997), aminas primérias (Ohrner et al.,
1996; Balkenhohl et al., 1997; van Rantwijk ¢ Sheldon, 2004), aminas secundarias
(Morgan et al., 2000), amonia (Slotema et al., 2003; Gotor, 2002; Alfonso ¢ Gotor,
2004), hidrazina (Hacking et al., 2000; Yadav et al., 2005), hidroxilamina (Hacking et
al., 2001), tiois (Weber et al., 2004) ¢ H,O, (Klaas ¢ Warwel, 1997; Klaas et al., 2002),
possibilitando, portanto, a formagdo de ésteres, amidas, hidrazidas, tioésters e

peroxiacidos.
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1.1.3.3. Selectividade das reac¢bes mediadas pelas hidrolases

A elevada estereco- e regio-selectividade das hidrolases tem encontrado extensa
aplicacdo tanto na resolucdo de misturas epiméricas como na modificacdo regio-
especifica de um grupo funcional em moléculas complexas (Cais e Theil, 2002).

Nas ultimas décadas, a sintese de compostos enantiomericamente puros emergiu
como um dos campos mais importantes em Quimica Organica e a Biocatalise tem
provado ser eficaz na sintese de moléculas quirais, exibindo elevada estereo-
selectividade sob condigdes reaccionais suaves (Breuer et al., 2004). As lipases sdo os
biocatalisadores mais usados na sintese de fArmacos opticamente activos, ndo sé por se
encontrarem comercialmente disponiveis mas também por operarem em diversos meios
reaccionais, como agua, solventes organicos misciveis e imisciveis com agua, fluidos
supercriticos e liquidos i6nicos, o que lhes confere grande versatilidade e aplicabilidade
(Muralidhar et al., 2002; Ghanem e Aboul-Enein, 2004; Garcia-Junceda et al., 2004;
Cais e Theil, 2002).

As hidrolases tém sido extensamente aplicadas quer em resolugdes cinéticas de
racematos (Ghanem e Aboul-Enein, 2004), quer em dessimetrizagdes de substratos
meso e pro-quirais (Garcia-Urdiales et al., 2005).

Um estudo recente estabelece uma comparagdo entre a sintese assimétrica, a
resolucdo quimica e a resolucao enzimatica para a preparacao de intermediarios quirais
na sintese de epotilonas. Neste caso concreto, os autores demonstram que a resolucdo

cinética enzimatica de um éster racémico constitui a via mais eficiente, devido a elevada
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enantio-selectividade de algumas das lipases testadas, permitindo um menor nimero de

passos do que a sintese assimétrica ou a resolug¢do quimica (Scheid et al., 2004).

No entanto, quando apenas um dos enantiomeros ¢ necessario, a resolucdo
enzimatica dos substratos racémicos tem a limitacdo de o rendimento ser apenas de 50
%. Esta limitacdo pode ser ultrapassada usando substratos pro-quirais ou compostos
meso (Garcia-Urdiales et al., 2005), efectuando a estereo-inversdao do enantiomero que
ndo reagiu (Véanttinen ¢ Kanerva, 1995; Oshida et al., 1999) ou através da resolucdo
cinética dinamica. Neste caso, o isobmero que reage mais lentamente com a enzima ¢
isomerizado, em continuo, durante o processo de resolu¢cdo. Nos primeiros processos de
resolucao cinética dindmica envolvendo hidrolases, a racemiza¢do do substrato
remanescente era espontanea, ou catalisada por bases ou por acidos (Stecher e Faber,
1997).

Bickvall e colaboradores desenvolveram sistemas eficientes de resolugdo cinética
dinamica de &lcoois secundarios combinando o biocatalisador (lipase) com um
catalisador metélico (de ruténio). Assim, a lipase, na presen¢a de um dador de acilo
adequado, catalisa a acilagdo estereo-selectiva de um dos enantiomeros enquanto o
catalisador metdlico promove a racemizagdo continua do 4alcool secundario
remanescente (Persson et al., 1999; Pamies e Béckvall, 2001). Esta metodologia pode
ser aplicada a uma grande variedade de alcoois secundarios. Dependendo do substrato, o
rendimento do processo ¢é, geralmente, elevado e o excesso enantiomérico superior a 99

% (Huerta et al., 2001; Pamies ¢ Backvall, 2003 e 2004).
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O perfil de estereo-selectividade das lipases e esterases foi estudado de forma
sistematica por Kazlauskas, que propds uma regra empirica simples com o objectivo de
prever o reconhecimento quiral destas enzimas. Este investigador estudou a afinidade de
trés hidrolases (duas lipases e uma esterase) face a um grande nimero de alcoois
secundarios e propds que o local activo destas enzimas contém duas zonas de diferente
tamanho. Assim, quando um &lcool secundario racémico ¢ sujeito a uma resolucdo
cinética, a estereo-preferéncia das hidrolases para cada um dos enantiomeros ¢
explicada assumindo que o enantidmero que reage mais rapidamente com a enzima ¢
aquele que consegue acomodar o maior substituinte do estereocentro na zona maior do
local activo da enzima e o substituinte médio na zona mais pequena do local activo
(Esquema 1.2a). Esta regra funciona bem para alcoois secundarios e prevé a
enantiopreferéncia para um dos isdémeros, embora ndao possa prever o grau de enantio-
selectividade (Kazlauskas et al., 1991). No que respeita a alcoois primarios, Kazlauskas

propds, mais tarde, um modelo semelhante para a lipase de Pseudomonas cepacia

(Esquema 1.2b) (Weissfloch e Kazlauskas, 1995).

Esquema 1.2. Regra de Kazlauskas para alcoois secundarios (a) e priméarios (b)

(Kazlauskas et al., 1991; Weissfloch e Kazlauskas, 1995).
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A enantio-selectividade da protease subtilisina foi, igualmente, estudada seguindo
uma aproximacgdo idéntica. Diversos autores verificaram que a selectividade da
subtilisina ¢ previsivel segundo uma regra empirica semelhante a proposta para lipases e
esterases mas possui enantio-selectividade oposta (Fitzpatrick e Klibanov, 1991;
Noritomi et al., 1996; Kazlauskas e Weissfloch, 1997; Ema et al., 1999).

A enantio-complementaridade da subtilisina relativamente a diversas lipases e
esterases tem sido explorada com vista a obten¢do de isdmeros de configuragdo oposta.
Por exemplo, a resolugdo cinética de um alcool secundario, usado como auxiliar quiral,
catalisada pela subtilisina ou pela esterase do colesterol permitiu a obtencao de ambos
os isdbmeros com elevado excesso enantiomérico (Mugford et al., 2004). Noutro estudo,
a resolucdo cinética dindmica de alcoois secundarios catalisada, paralelamente, pela
subtilisina e pela lipase de Pseudomonas sp., na presenga de um catalisador metalico,
produziu os enantidmeros opostos com elevados rendimentos e excessos enantioméricos

(Kim et al., 2004).

A avaliacdo da eficiéncia de um processo de resolucdo de uma mistura racémica ¢

feita através do calculo da razao enantiomérica, E, a partir da equacao:

_ifi—clieee,)|_mfi-c)(-es,

]
“Infl-c(i-ee,)| In[(1-c)(1+ee,)]

Este parametro relaciona o excesso enantiomérico do substrato (€€;5) ou do produto
(eep) com a percentagem de conversdo (C) do substrato em produto, sendo uma

constante de selectividade da reac¢do (Chen et al., 1982 ¢ 1987).
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Para além das transformacdes estereo-selectivas, a capacidade das hidrolases de
modificar apenas um grupo funcional na presenga de outras funcionalidades, ou seja, de
catalisar transformagdes quimio- e regio-selectivas, encontra-se amplamente
exemplificada por inumeros trabalhos. Os compostos naturais polifuncionalizados,
como flavonoides, saponinas e outros oligo-sacaridos, com diversos grupos hidroxilo na
mesma molécula, tém sido usados como substratos em transformacdes regio-selectivas
catalisadas por hidrolases (Riva, 2001 ¢ 2002).

Por exemplo, a sintese de derivados do paclitaxel foi efectuada por acilacdo
altamente regio-selectiva mediada pela protease termolisina, complementada por uma
alcoolise regio-selectiva catalisada pela lipase de Candida antarctica (Khmelnitsky et
al., 1997). A estrutura complexa da doxorrubicina foi também selectivamente
transformada por acilacdo regio-selectiva recorrendo a diferentes preparagdes de
subtilisina e a uma lipase (Altreuter et al., 2002).

Além disso, as hidrolases sdo catalisadores muito convenientes na introdugdo e
remocdo de grupos protectores, com grande importancia na sintese organica de
moléculas complexas, como peptideos, compostos beta-lactamicos, mono- e oligo-

sacaridos, nucledtidos, entre outros (Kadereit ¢ Waldmann, 2001).
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1.1.4. Oxinitrilases

A revisdo do mecanismo e aplicagdes sintéticas das oxinitrilases incide, sobretudo,
na (R)-oxinitrilase isolada de améndoas (oxinitrilase de Prunus amygdalus, PaHNL) e
na (S)-oxinitrilase isolada de Hevea brasiliensis (HbHNL), ja que estas enzimas sdo
usadas no Capitulo 2 deste trabalho.

A libertacdo de 4cido cianidrico (HCN), cianogénese, ¢ um mecanismo de defesa
muito comum nas plantas superiores. O HCN ¢ armazenado sob a forma de cianidrinas,
as quais sao estabilizadas por ligagcdes O-B-glicosidicas a agucares. Durante a
cianogénese, da-se a libertagdo da cianidrina por uma B-glicosidase especifica e, no
passo seguinte, a oxinitrilase decompde a cianidrina, formando-se acido cianidrico e o

composto carbonilico (Esquema 1.3) (Gregory, 1999; Effenberger, 1999).

Esquema 1.3. Mecanismo de libertagdo de HCN catalisada por PaHNL e por

HbHNL
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Assim, as oxinitrilases, ou hidroxinitrilo liases (HNL), sdo liases capazes de catalisar
a formacao reversivel de cianidrinas, a partir de HCN e aldeidos e cetonas (Esquema

1.4) (Fechter e Griengl, 2004).

Esquema 1.4. Formacgdo reversivel de cianidrinas catalisada por oxinitrilases

A PaHNL tem sido extensamente estudada. O substrato natural desta enzima ¢ o (R)-
mandelonitrilo, o qual ¢ convertido em benzaldeido (Esquema 1.3). No entanto, a
enzima € capaz de catalisar a reac¢do inversa, tendo sido intensamente investigada nos
ultimos anos para a sintese de (R)-cianidrinas, por ser facilmente obtida e pelo largo

espectro de substratos que aceita, como ¢ discutido na Seccao 1.1.4.2. deste capitulo.

Effenberger deu um contributo decisivo para a utilizacdo de oxinitrilases na
sintese de cianidrinas com elevados rendimentos 6pticos € quimicos, ao verificar que,
em solventes organicos imisciveis com agua, a actividade catalitica da PaHNL ¢

mantida a0 mesmo tempo que a estabilidade da cianidrina formada aumenta, e a
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adicdo quimica, ndo selectiva, de HCN ao substrato aldeido, ¢ suprimida,
(Effenberger et al., 1987).

A sintese de (R)-cianidrinas mediada pela PAHNL foi descrita com diferentes tipos
de preparagdes enzimaticas, concretamente, um extracto de améndoa designado
almond meal (Brussee et al., 1988 e 1990a; Kiljunen e Kanerva, 1997), a enzima
isolada (Ognyanov et al., 1991) ou ainda, a enzima imobilizada (Effenberger et al.,
1987; Wehtje et al., 1990), quer usando HCN (Effenberger et al., 1987; Kiljunen e
Kanerva, 1997), quer cianidrina da acetona (Ognyanov et al., 1991) como dadores de
ciano.

Para além desta (R)-oxinitrilase, nos ultimos anos foram isoladas diversas
oxinitrilases, de diferentes familias de plantas, com enantio-selectividades opostas,
abrindo vias eficientes para a sintese enzimatica de (R)- e de (S)-cianidrinas a partir
de diversos tipos de substratos (Solis et al., 2004; Lin et al., 1999; Gregory, 1999;
Johnson et al., 2000).

A HbHNL foi isolada das folhas da planta da borracha Hevea brasiliensis ¢
inicialmente estudada pelo grupo de Griengl (Griengl et al., 1997). O substrato
natural da enzima ¢ a cianidrina da acetona como o Esquema 1.3 ilustra, no entanto,
esta enzima aceita uma gama vasta de substratos (Sec¢do 1.1.4.2).

A HbHNL foi clonada e produzida por diversos organismos, como Escherichia
coli, Saccharomyces cerevisiae e Pichia pastoris, tornando possivel a sua producdo
em larga escala e com menores custos e, consequentemente, a aplicagdo em processos
biocataliticos industriais (Hasslacher et al., 1997; Griengl et al., 1997; Schulze e

Wubbolts, 1999).
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1.1.4.1. Mecanismo catalitico das oxinitrilases

O conhecimento da estrutura cristalina da HbHNL e os estudos de cinética e
inibicdo enzimadtica permitiram esclarecer o mecanismo catalitico desta enzima. Os
Esquemas 1.5-A e -B representam os mecanismos propostos para a reacc¢ao de sintese
de cianidrinas catalisada pela HbHNL. O local activo da enzima ¢ constituido por
uma triade catalitica de serina, histidina e aspartato.

Segundo Wagner et al. (1996), a reacgdo inicia-se com o ataque nucleofilico ao
carbono carbonilico do substrato pela Ser80, conduzindo a formagdo de um
intermediario tetraédrico hemiacetal ou acetal. A carga negativa gerada ¢ estabilizada
por pontes de hidrogénio aos grupos amina dos aminoacidos do local designado
oxyanion hole. O ataque nucleofilico do ido cianeto ¢ a protonagdo da Ser80 pela
triade catalitica ddo lugar a formacao da cianidrina (Esquema 1.5-A).

Posteriormente foi proposto outro mecanismo (Esquema 1.5-B), segundo o qual
ha participacdo da Lys236 e a triade catalitica actua como um sistema de acido-base,

e ndo como nucleofilo (Zuegg et al., 1999; Gruber et al., 2004).

Embora a (R)-oxinitrilase PaHNL tenha sido cristalizada em 1994 (Lauble et al.,
1994), a estrutura cristalina tridimensional completa foi resolvida mais tarde e o
mecanismo foi proposto com base em estudos de molecular modeling (Dreveny et al.,
2001 e 2002), nao estando, ainda totalmente esclarecido. A estrutura das (S)-
oxinitrilases de Manihot esculenta (Lauble et al., 2001) ¢ Sorghum bicolor (Lauble et

al., 2002) foram igualmente resolvidas por analise de raios-X.
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Esquema 1.5. Mecanismos cataliticos propostos para a HoHNL
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1.1.4.2. Aplicacdes sintéticas das oxinitrilases

O desenvolvimento de metodologias para a sintese enantiopura de cianidrinas ¢ uma
area que merece actualmente intensa investigacao (North, 2003) como sera discutido no
Capitulo 2.

As oxinitrilases PaHNL ¢ a HbHNL estdo comercialmente disponiveis e tém-se
revelado activas e altamente selectivas face a uma gama muito vasta de substratos
(Effenberger, 1994; Fechter e Griengl, 2004).

Para além do benzaldeido, a PaHNL aceita outros aldeidos aromaticos (Brussee et
al., 1988 e 1990a; Ognyanov et al., 1991; Lin et al., 1999) e alifaticos (Brussee et al.,
1988; Ognyanov et al., 1991; Menéndez et al., 1995; Huuhtanen ¢ Kanerva, 1992),
assim como cetonas alifaticas (Effenberger ¢ Heid, 1995; Kiljunen e Kanerva, 1997) e,
segundo estudos mais recentes, cetonas aliciclicas a- e B-substituidas (Effenberger et
al., 2002; Kobler et al., 2004).

Usando quer HCN quer cianidrina da acetona como dadores de ciano, a HbHNL
aceita como substratos uma grande variedade de compostos carbonilicos, desde aldeidos
alifaticos, a aldeidos aromaticos, cetonas alifaticas, aromaticas e aliciclicas, com bons
rendimentos e excessos enantioméricos elevados (Kemplier e Griengl, 1993; Klemplier
etal., 1995; Griengl et al., 1997 e 1998).

O grupo do Doutor Sergio Riva estudou a afinidade e selectividade da PaHNL e da
HbHNL face a um largo conjunto de aldeidos a- e B-substituidos, focando a atencdo na
influéncia de um estereocentro pré-existente na selectividade destas enzimas. Estes

autores verificaram que as enzimas PaHNL e HbHNL nao conseguem discriminar
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substratos racémicos, ficando a sua selectividade afectada apenas quando o
estereocentro se encontra adjacente ao grupo aldeido (Danieli et al., 1996 e 1998; Roda
etal., 1999 ¢ 2002; Bianchi et al., 2001).

Uma aplicagdo interessante das oxinitrilases na sintese enantio-selectiva de
cianidrinas foi desenvolvida pelo grupo de Gotor (Menéndez et al., 1995) e, mais tarde,

também explorada por outros autores (Kiljunen e Kanerva, 1997).

Esquema 1.6. Trans-hidrocianacao de um aldeido e de uma cianidrina racémica

de uma cetona, catalisada por PaHNL (Menéndez et al., 1995).

Como o Esquema 1.6 ilustra, a trans-hidrocianagao enzimatica mediada pela PaHNL
usando uma cianidrina racémica de uma cetona como dador de ciano e um aldeido como
segundo substrato da reaccdo, permite a obtengdo da (R)-cianidrina do aldeido e da (S)-
cianidrina da cetona, resultante do consumo estereo-selectivo do isomero (R) da
cianidrina inicial (Menéndez et al., 1995). Com este processo torna-se possivel obter, na

mesma reaccao, dois compostos enantiomericamente enriquecidos.
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Na sequéncia deste trabalho, os autores desenvolveram uma via quimio-enzimatica
para a obtencao de importantes intermedidrios alcaloides, concretamente, (S)-N-benzil-
2-cianopiperidinas, envolvendo a sintese de (R)-cianidrinas como um dos passos chave
da sequéncia (Nazabadioko et al., 1998).

A sintese quimio-enzimatica de 2-aminoalcoois quirais, concretamente de (R)-
terbutalina ¢ de (R)-salbutamol, constitui um exemplo da utilidade da PaHNL na
obten¢do de compostos com interesse farmacéutico (Effenberger e Jager, 1997).

A sintese a escala industrial do acido (R)-2-cloromandélico, um intermediario da
sintese do anticoagulante clopidogrel, tem sido investigada, recorrendo quer a uma
PaHNL recombinante (Glieder et al., 2003), quer a almond meal em condigdes
reaccionais optimizadas (van Langen et al., 2003a), como catalisadores assimétricos da
sintese de (R)-2-cloro-mandelonitrilo.

O desenvolvimento de processos enzimaticos (a escala de varias toneladas) para a
adigdo estereo-selectiva de acido cianidrico a aldeidos ou cetonas (Effenberger et al.,
2002) mediada por oxinitrilases (HNLs) ¢ um dos mais importantes sucessos da

biocatalise nos ultimos anos (Gregory, 1999; Griengl et al., 2000; North, 2003).
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1.1.5. Preparacdes enzimaticas

As enzimas podem ser comercialmente disponiveis ou isoladas em laboratorio. As
mais acessiveis economicamente sdo as preparagdes “crude”, mas sdo, eventualmente,
menos especificas e selectivas. As enzimas podem ainda ser usadas na forma livre ou
imobilizada. Em meio orgénico (Secg¢do 1.1.6.1), as enzimas podem ser usadas como
enzimas nativas, na forma de pé em suspensao, liofilizadas ou imobilizadas.

A imobilizagdo tem como principal vantagem conferir maior estabilidade a
preparacdo enzimatica, prevenindo, adicionalmente, a contaminagdo do produto com
proteina. Além disso, a imobilizacdo permite a modulacdo das propriedades cataliticas
das enzimas. Algumas vantagens da imobilizacdo sdo comuns a catalise heterogénea,
como maior facilidade de remocgao do biocatalisador do meio, facilitando o isolamento
do produto e possibilitando a reciclagem e reutilizacdo do biocatalisador. Além disso, a
imobilizacao das enzimas ¢ importante na aplicacao ao nivel industrial em reactores em
continuo (Carrea e Riva, 2000; Lalonde e Margolin, 2002; Bornscheuer, 2003).

As técnicas de imobilizagdo mais frequentes podem ser divididas em quatro
categorias: adsor¢ao nao covalente a um suporte solido inerte, ligacdo covalente a um
suporte solido, inclusdo num gel polimérico, membrana ou cépsula e, por fim, Cross-
linking da enzima (Lalonde e Margolin, 2002).

A imobilizagdo por adsor¢do a um suporte soélido, como celite, vidro, resinas de
troca idnica ou polipropileno, envolve interacgdes entre a enzima e o suporte que vao
desde ligagdes idnicas, pontes de hidrogénio, for¢as de van der Waals, a interacgdes

hidrofobicas. Este tipo de imobilizagdo tem as vantagens de ser simples e de baixo
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custo. Por exemplo, a Novozym 435, provavelmente a lipase mais usada em biocatalise,
¢ a lipase B de Candida antarctica produzida por um microrganismo geneticamente
modificado de Aspergillus e adsorvida numa resina sintética macroporosa. A Novozym
435 ¢ um catalisador altamente versatil, com afinidade para uma grande variedade de
diferentes substratos, termostavel e activo em diversos solventes organicos.

A imobilizag¢do por ligagdo covalente a um suporte sélido envolve a formagdo de
ligagdes covalentes entre aminoicidos de cadeias laterais da proteina e grupos
funcionais reactivos do suporte, podendo envolver o uso de activadores ou linkers. Este
tipo de imobilizagdo confere maior estabilidade a enzima e previne a libertagdo da
enzima no meio reaccional (Lalonde e Margolin, 2002).

A imobilizag¢do por inclusdao num gel polimérico, em membranas ou em lipossomas
nao envolve a modificagdo quimica da enzima. Por exemplo, a inclusdo de lipases num
sol-gel hidrofobico de silica, permitiu a obtencdo de biocatalisadores recicldveis com
actividade catalitica aumentada (Reetz et al., 1995 e 2003). A (S)-oxinitrilase HbHNL
foi, recentemente, imobilizada numa matriz sol-gel, proporcionando uma preparagao
enzimatica activa, estavel em meio organico e reciclavel (Veum et al., 2004).

Os cross-linked enzyme crystals, CLEC, consistem em cristais de enzima com
ligacdes cruzadas a um reagente bifuncional, geralmente, glutaraldeido. Os CLEC, nao
s6 mantém a actividade catalitica, como evidenciam um elevado grau de pureza, o que
confere maior selectividade comparativamente as preparacdes crude. Além disso, os
CLEC exibem maior estabilidade do que as enzimas soluveis face a condigdes
reaccionais desfavordveis em termos de temperatura, pH e presenca de solventes

organicos (St. Clair ¢ Navia, 1992; Lalonde et al., 1995; Wang et al., 1997). Outras
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vantagens notaveis dos CLEC sdo a elevada actividade catalitica, a facilidade de
recuperagdo do catalisador, a manutencdo da actividade catalitica em posteriores
utilizagdes e a elevada produtividade (Margolin, 1996; Margolin e Navia, 2001; Roy e
Abraham, 2004). Esta tecnologia foi aplicada a diversas hidrolases, como subtilisina,
termolisina, penicilina acilase, lipases de Candida rugosa e de Pseudomonas cepacia
(Roy e Abraham, 2004) e, inclusivamente, a desidrogenases, sendo, neste caso, a
cristaliza¢do da enzima efectuada na presenga do cofactor (St. Clair et al., 2000).

Uma vez que a cristalizagdo de proteinas é uma operagao complexa, os cross-linked
enzyme aggregates, CLEA, isto ¢, agregados de enzima com ligacdes cruzadas ao
glutaraldeido, podem constituir uma boa alternativa aos CLEC. Estas preparagdes
enzimaticas oferecem as vantagens dos CLEC mas sdo simples de preparar. Diversas
lipases (Lopez-Serrano et al., 2002), a (R)-oxinitrilase PAaHNL (van Langen et al., 2005)
e a penicilina acilase (van Langen et al, 2003b) foram imobilizadas na forma de CLEA,

apresentando actividade catalitica aumentada.
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1.1.6. Biocatalise em meios ndo convencionais

O meio de reacg¢do natural para a maioria das enzimas ¢ a adgua. No entanto, a
transformagdo enzimatica de compostos organicos pouco polares, dependendo da
enzima envolvida, requer uma de trés aproximagdes. A primeira consiste em usar um
meio aquoso com concentragdes variaveis de solventes misciveis com agua. A segunda
consiste em usar um sistema bifdsico composto por d4gua e um solvente imiscivel com
agua. Finalmente, a terceira aproximagdo consiste em usar um solvente organico com

uma quantidade minima necessaria de agua.

1.1.6.1. Enzimas em solventes organicos

A utilizacdo de enzimas em solventes organicos constitui um dos grandes avangos
no campo da biocatalise. Embora durante décadas se pensasse que as enzimas eram
apenas activas em meio aquoso, Klibanov demonstrou na década de 80 que algumas
enzimas sao activas em meio organico anidro.

As moléculas de 4gua sdo necessarias para manter a conformagdo cataliticamente
activa da enzima. Assim, a questdo colocada por Klibanov foi “qual a quantidade
necessaria de agua”. Com efeito, este investigador demonstrou que, desde que a camada
de hidratacdo da enzima necessaria a actividade catalitica seja mantida, a 4gua restante

pode ser substituida por um solvente orgéanico (Zaks e Klibanov, 1984; Klibanov, 1986).
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De facto, estas observagdes ndo sdo surpreendentes ja que na Natureza muitas
enzimas nao sdao activas em agua mas sim integradas em membranas, portanto num
ambiente hidrofébico. Neste tipo de ambiente, a capacidade para ligar fortemente a agua
essencial ¢ uma caracteristica destas enzimas (Klibanov, 1986).

No entanto, diversos autores demonstram que, em meio organico, as enzimas sao
menos activas do que em meio aquoso. Este fenomeno foi muito estudado e um dos
factores responsaveis por esta perda de actividade € o processo de liofilizagdo da enzima
(Klibanov, 1997; Secundo e Carrea, 2002). De facto, a adicdo de compostos
lioprotectores, como agucares, polietilenoglicol, KCI ou éteres coroa a solugdo de
enzima, antes da liofilizagdo, aumenta significativamente a actividade enzimatica
(Dabulis ¢ Klibanov, 1993; Khmelnitsky et al., 1994; Secundo e Carrea, 2002).
Adicionalmente, em sistemas quase anidros, a manuten¢ao do pH num intervalo 6ptimo
¢ critica para a actividade da enzima. A liofilizacdo da enzima a partir de uma solucdo
tamponada em condi¢des Optimas de pH € importante para uma boa actividade catalitica
(Zaks e Klibanov, 1985; Klibanov, 1997; Adamczak e Hari Krishna, 2004).

Outra razdo para a diminui¢do da actividade catalitica em solventes organicos ¢ a
polaridade do solvente orgéanico e, portanto, a sua maior ou menor capacidade para
interferir com a camada de hidratagdo da enzima. Com efeito, Klibanov observou que as
enzimas sao mais activas em solventes hidrofobicos como tolueno ou ciclo-hexano do
que em solventes misciveis com agua, como acetona. Aparentemente, isto deve-se a
localiza¢dao de uma quantidade minima de 4gua na interface enzima / solvente organico,
sendo essa 4gua critica para a actividade da enzima (Zaks e Klibanov, 1988a,b). Assim,

a escolha do solvente organico ¢ importante para manter a quantidade necessaria de
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agua residual a superficie da enzima. Ou seja, a quantidade de 4gua no meio reaccional
necessaria para a actividade maxima da enzima depende do tipo de solvente. Um
parametro a ter em conta na escolha do solvente ¢ o log P, em que P ¢é o coeficiente de
partilha do solvente num sistema bifésico de octanol / 4gua. O log P de um solvente
caracteriza, portanto, a sua hidrofobicidade. Os valores de log P superiores a 3 ou 4
estdo relacionados com elevada retengdo da actividade catalitica, enquanto solventes
mais hidrofilicos, com log P inferior a 2 (como DMF, DMSO ou etanol) levam,
frequentemente, a desactivacao da enzima. Estas observacdes sdo consistentes com a
capacidade dos solventes hidrofilicos de remover a agua essencial a conformagio
catalitica da enzima. Os resultados usando solventes com valores intermediarios de log
P sdo muito varidveis. A influéncia do log P de um solvente organico na actividade da
enzima ¢ previsivel, mas no que respeita a selectividade, os resultados sdo muito
variaveis (Laane et al., 1987; Bommarius ¢ Riebel, 2004d).

Os efeitos dos solventes nao podem ser generalizados. Por exemplo, a lipase
pancreatica de porco € activa em piridina anidra, o que sugere que a enzima consegue
reter a 4dgua ligada a sua superficie, mesmo num solvente miscivel com agua. Em
contraste, a lipase de Candida rugosa ¢ quase inactiva em piridina (Zaks and Klibanov,
1985).

As interac¢des enzima - solvente - substrato podem influenciar a velocidade e a
selectividade da reacg¢do, sendo dificilmente previsiveis com base nos parametros fisico-
quimicos dos solventes. Assim, a escolha do solvente, embora se possa basear nalgum
conhecimento prévio acerca da enzima e das caracteristicas de solubilidade do substrato,

requer um ensaio de rastreio de solventes (Klibanov, 2001; Bommarius e Riebel,
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2004d). Por outro lado, o controlo da actividade termodindmica da agua, ay, parece ser
crucial para a optimizagdo da reaccao enzimatica, ja que existe uma correlagao entre a
actividade catalitica e a hidratagdo da enzima, a qual ndo depende da quantidade total de
dgua no meio (Halling, 1994; Anthonsen e Sjursnes, 2000; Bommarius e Riebel,

2004d).

Diversos estudos demonstram que a estabilidade das enzimas ¢ superior em
solventes organicos, comparativamente as reacgdes em meio aquoso. Por exemplo, a
lipase de pancreas de porco mantém-se estavel a 100 °C durante mais de 12 horas em
meio ndo aquoso (Zaks and Klibanov, 1984). De facto, em meio aquoso, as enzimas
sofrem desnaturacdo a altas temperaturas devido a alteragdes conformacionais e a
alteragdes covalentes na estrutura primaria, como hidrdlise de ligagdes peptidicas, sendo

a agua necessaria a estes dois processos (Klibanov, 2001).

Além disso, a selectividade de algumas enzimas ¢ variavel com o solvente usado na
reacgdo, tanto em acilagdes ou desacilagdes regio-selectivas (Rubio et al., 1991;
MacManus e Vulfson, 1997), como em transformacdes estereo-selectivas (Sakurai et
al., 1988; Fitzpatrick e Klibanov, 1991; Secundo et al., 1992).

Um exemplo interessante ¢ o da dessimetrizagdo de um substrato pro-quiral através
da hidrolise de um dos grupos éster, catalisada pela lipase de Pseudomonas cepacia
(Hirose et al, 1992). Como o Esquema 1.7 ilustra, a enzima mostra esterco-

selectividade oposta em ciclo-hexano e em éter di-isopropilico.
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Esquema 1.7. Hidrélise estereo-selectiva de um substrato pré-quiral catalisada
pela lipase de Pseudomonas cepacia. Em ciclo-hexano a enzima é selectiva para
o isdmero (R), enquanto em éter di-isopropilico é selectiva para o isémero (S)

(Hirose et al., 1992).

Uma das grandes vantagens da biocatilise em meio orginico, para além da
solubilizacao de compostos hidrofobos, reside no facto de as hidrolases aceitarem outros
nucleodfilos que ndo a agua. Assim, reduzindo ao minimo a quantidade de d4gua no meio,
a acil-enzima aceita como segundo substrato um alcool, ou outro nucleéfilo como foi
discutido (Secgao 1.1.3.2), passando a catalisar a reac¢ao inversa, ou seja, reac¢oes de
sintese de ésteres ou amidas, entre outros, exibindo, muitas vezes, novas caracteristicas

de selectividade (Zaks e Klibanov, 1984).
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Outra vantagem do uso de enzimas em meio organico reside no facto de as enzimas,
mesmo na forma livre (ndo imobilizadas), se encontrarem em suspensdo no meio
reaccional, sendo facilmente removidas apds a reaccdo por filtragdo. Consegue-se,
portanto, uma simplifica¢do da recuperacdao do produto e do biocatalisador.

As reaccdes indesejaveis envolvendo agua, como a hidrolise de grupos labeis,
migragdo de grupos acilo, racemizagdo e decomposi¢do, sdo suprimidas. Além disso, a
contamina¢do microbiana do meio reaccional que resultaria na libertagdo de proteases e
na inactivacdo do biocatalisador, ¢ também suprimida em meio organico (Klibanov,
1986). Por fim, outro aspecto importante da biocatdlise em meio ndo aquoso ¢ a
possibilidade de uma melhor integracdo dos passos biocataliticos com passos de sintese

quimica.
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1.1.6.2. Enzimas noutros meios ndo convencionais

A volatilidade, inflamabilidade, toxicidade e nocividade ambiental dos solventes
organicos tém motivado um esfor¢o significativo no sentido de os substituir ao nivel
industrial por alternativas mais benignas (Sherman et al., 1998). Assim, no que respeita
a biocatalise, nos ultimos anos tem sido investigada a actividade das enzimas noutros
meios reaccionais, com vista a uma melhor aplicacdo industrial deste tipo de catalise.

As reacgdes em que se utiliza um biocatalisador solido e uma fase gasosa, para
substratos que possam formar uma fase gasosa sob determinadas condigdes de pressao e
temperatura, apresentam vantagens ao nivel da recuperagdo do biocatalisador e do
isolamento do produto no final da reac¢do, dispensando o uso de solventes organicos
(Lamare et al., 2004).

Os fluidos supercriticos e os liquidos idnicos como meios reaccionais em sintese
quimica sdo estratégias que se inserem na crescente procura de tecnologias mais limpas
(Krieger et al., 2004; Jain et al., 2005).

Neste contexto, os processos biocataliticos na presenga de fluidos supercriticos,
nomeadamente, CO,, etileno, etano e propano, t€ém merecido grande aten¢ao nos
ultimos anos (Matsuda et al., 2004). Diversos estudos acerca da actividade e
selectividade de hidrolases, como a Novozym 435 (Almeida et al., 1998), a subtilisina
(Borges de Carvalho et al., 1996; Fontes et al., 2001) e a cutinase (Fontes et al., 1998),
esclarecem os efeitos de diversos parametros (solvente supercritico, actividade da agua,
pressdo e temperatura) na actividade catalitica e na selectividade das enzimas. O fluido

supercritico mais utilizado ¢ o CO, devido a temperatura e pressao moderadas que
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requer para passar ao estado supercritico, ao seu caracter nao toxico e ndo inflamavel e,
ainda, ao seu baixo custo. Estes sistemas t€ém a vantagem de solubilizar substratos
hidrofobos e de, em reacgdes mediadas por hidrolases, deslocar o equilibrio quimico no
sentido da sintese e ndo da hidrdlise. A maior vantagem da biocatdlise em fluidos
supercriticos reside na facilidade de remocdo do biocatalisador e de isolamento do
produto final. Estes sistemas apresentam desvantagens ao nivel da complexidade do
equipamento requerido e dos gastos energéticos que comportam (Krieger et al., 2004).

Os liquidos i6nicos sao um meio reaccional muito investigado em sintese quimica
devido as caracteristicas especificas que apresentam. Os liquidos i6nicos sdo sais de
baixo ponto de fusdo, liquidos a temperatura ambiente, que, para além de uma grande
capacidade de dissolver uma variedade de compostos organicos, organometélicos e
inorganicos, t€m as vantagens de serem nao-volateis e faceis de reciclar, o que os torna
eventualmente menos agressivos para o ambiente do que os solventes organicos (Jain et
al., 2005; Sheldon, 2005). Estudos com a lipase de Candida antarctica demonstram que
a enzima ¢ activa em liquidos idnicos catalisando reac¢des de alcoolise, amonidlise e
per-hidrolise (Madeira Lau et al., 2000).

A substituicdo de solventes organicos por liquidos i6nicos pode levar a alteragdes
notaveis na reactividade, selectividade e estabilidade da enzima (Madeira Lau et al.,
2000; Lozano et al., 2001; Sheldon et al., 2002). Estudos em processos de resolugao
cinética de um racemato, por trans-esterificagdo do alcool secundario, demonstraram
que a conversdo e a enantio-selectividade das enzimas aumentam em liquidos i6nicos
comparando com solventes organicos (Schofer et al., 2001; Kim et al., 2001). Além

disso, também a regio-selectividade da lipase B de Candida antarctica como catalisador
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da acilagdo da glucose, aumenta em liquidos i6nicos comparando com solventes
organicos (Park e Kazlauskas, 2001).

A resolugdo cinética dinamica de alcoois secundarios catalisada por hidrolases
provou ser vantajosa em liquidos i6nicos, uma vez que estes favorecem a racemizagao
por um catalisador metalico do enantiomero nao acilado, tornando o processo mais
eficiente (Kim et al., 2004).

Para além de hidrolases, outras enzimas t€ém mostrado ser activas em liquidos
16nicos. Recentemente, foram descritas reac¢des de sulfoxidagdo estereo-selectiva
catalisada por um sistema peroxidase-oxidase (Okrasa et al., 2003) e reacgdes de
hidrocianagdo catalisadas por oxinitrilases (Gaisberger et al., 2004), usando liquidos
16nicos como meio reaccional.

A combinagao do uso de liquidos i6nicos como meio reaccional, onde se encontra o
catalisador enzimatico, com um fluido supercritico capaz de transportar o substrato para
o meio reaccional e remover o produto formado, tem a vantagem de evitar o uso de
solventes organicos para recuperar o produto do meio reaccional (liquido i6nico) e de
constituir um processo integrado de biocatdlise e separacdo em continuo, com interesse

no ambito da Quimica Verde (Reetz et al., 2002; Garcia et al., 2004).
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1.1.7. Biocatélise no contexto da Quimica Verde

O impacto ambiental da industria quimica e farmacéutica ao nivel mundial e o
consumo crescente de produtos que derivam destas industrias, sobretudo por paises que
até aqui ndo os consumiam, levaram ao desenvolvimento de uma nova area de
investigacdo designada Quimica Verde (Anastas e Kirchhoff, 2002; Collins, 2003).

A Quimica Verde, ou quimica sustentavel, ¢ transversal a todas as 4reas da
investigacdo em quimica e engenharia quimica. A Quimica Verde estd postulada em 12
principios, e visa, em linhas gerais, a prevencao do desperdicio, o uso de processos
cataliticos em detrimento de processos estequiométricos, a reducdo do uso de solventes
organicos, o uso de processos € reagentes menos agressivos ou toxicos, o
desenvolvimento de processos que impliquem um consumo minimo de energia, o uso de
matérias-primas renovaveis, como os aglicares, 0 uso de processos com conversdes e
selectividades proximas de 100 % e, assim, a reducdo da formacdo de produtos
secundarios. O objectivo ultimo da Quimica Verde ¢ o desenvolvimento sustentavel
(Sheldon, 2000; Anastas e Kirchhoff, 2002; Bommarius e Riebel, 2004a).

Neste ambito, a biocatalise oferece nao sé condi¢cdes reaccionais suaves como,
sobretudo, elevada selectividade. Assim, a transformagdo quimio-, regio- e enantio-
selectiva de compostos complexos ou quirais resulta numa reducdo dos produtos
secundarios ou de isomeros indesejaveis, concomitante com uma reducao da quantidade
inicial de reagentes necessaria para obter determinada quantidade de produto, ou seja,
economia do atomo, que constitui um dos conceitos centrais no ambito da Quimica

Verde (Trost, 1995; Sheldon, 2000).
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Por outro lado, os processos biocataliticos sdo, em geral, heterogéneos. De facto, em
reacgdes em meio aquoso, as enzimas sdo, muitas vezes usadas na forma imobilizada.
Quando o meio reaccional ¢ um solvente organico, as enzimas, livres ou imobilizadas,
encontram-se em suspensdo, podendo ser removidas por filtracdo e, se posssivel,
reutilizadas. Além disso, os biocatalisadores sdo materiais renovaveis, ao contrario de
muitos catalisadores quimicos (Bommarius e Riebel, 2004a). Por fim, a utilizacdo de
enzimas em meios reaccionais alternativos, como os liquidos i6nicos e os fluidos
supercriticos, ja discutida na Sec¢do 1.1.6.2., pode ser vantajosa no sentido de
desenvolver metodologias sintéticas selectivas em meios ambientalmente mais benignos

(Sheldon, 2005; Garcia et al., 2004).
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1.1.8. Aplicacéo dos processos biocataliticos na industria farmacéutica

A selectividade das enzimas face a substratos complexos, a diversidade de substratos
ndo naturais que aceitam, assim como os desenvolvimentos tecnologicos ao nivel da
producgdo de enzimas, contribuem para a crescente aplicacao industrial da biocatalise em
sintese organica (Schoemaker et al., 2003; Gotor, 2002; Schmid et al., 2001).

A maioria dos processos biocataliticos na industria envolve alvos quirais. A
quiralidade tem um papel crucial na Natureza e ¢ o factor chave na eficacia de muitas
moléculas bioactivas. Assim, devido ao crescente conhecimento das propriedades de
cada um dos isomeros de uma determinada molécula activa, a um maior conhecimento
dos alvos bioldgicos desses compostos quirais e as crescentes exigéncias
regulamentares, nos ultimos anos, as industrias farmacéutica, alimentar e agroquimica
fizeram um esfor¢o impar no sentido de implementar vias sintéticas selectivas para
obtengdo de compostos enantiomericamente puros (Breuer et al., 2004). Este interesse
da industria por processos estereo-selectivos tem servido de motor ao desenvolvimento
da biocatalise. De facto, na sintese de moléculas enantiomericamente puras, as enzimas
podem ser alternativas viaveis aos catalisadores quimicos quirais, 0s quais sdo muitas
vezes compostos complexos e caros, € as separagdes cromatograficas, que dao,
frequentemente, rendimentos baixos (Patel, 2001 e 2004; Ghanem e Aboul-Enein, 2004;

Yazbeck et al., 2004).
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Com efeito, um grande nimero de industrias quimicas e farmacéuticas tem vindo a
interessar-se pela biocatalise, quer envolvendo células inteiras, quer enzimas isoladas
(Zaks, 2001; Panke et al., 2004) e¢ cerca de 300 processos biocataliticos foram
implementados ao nivel industrial (Hari Krishna, 2002; Schulze e Wubbolts, 1999).

Os exemplos da aplicagdo de enzimas sdo muito numerosos € envolvem diversos
tipos de compostos bioactivos, como farmacos antitumorais, anti-hipertensivos, anti-
virais, agonistas dos receptores [3,, agonistas do receptor da melatonina, entre outros
(Benjamin e Pandey, 1998; Schmid e Verger, 1998; Patel, 2001; Zaks, 2001; Gotor,
2002).

Por exemplo, a resolu¢do cinética mediada por lipases ¢ actualmente aplicada na
producao industrial, pela BASF, de aminas e alcoois quirais, intermedidrios na sintese
de farmacos e pesticidas (Balkenhohl et al., 1997; Schmid et al., 2001; Hari Krishna,
2002). O Esquema 1.8-A exemplifica um processo industrial de producdo de (R)- e (S)-
1-feniletilamina por resolugdo cinética enzimatica, usando metoxiacetato de etilo como
dador de acilo (Yazbeck et al., 2004). O Esquema 1.8-B exemplifica uma resolugao
cinética de um diéster racémico por hidrélise catalisada pela subtilisina. O enantidémero

(R) obtido ¢ um intermediario da sintese de inibidores da colagenase (Liese, 2002).
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Esquema 1.8. Exemplos de processos industriais de resolugdes cinéticas

catalisadas por hidrolases.

A possibilidade de efectuar transformagdes regio-selectivas catalisadas por enzimas
foi também explorada ao nivel industrial. Por exemplo, a sintese de pro-fArmacos de
ribavirina (Tamarez et al., 2003) e de paclitaxel (Khmelnitsky et al., 1997) foi efectuada
recorrendo a hidrolases como catalisadores de reac¢des de acilagdo regio-selectiva.

De notar ainda que, a maioria das enzimas usadas na industria farmacéutica sdo
hidrolases. Para o sucesso das hidrolases na sintese industrial de compostos organicos
muito contribuiu o facto de estas enzimas serem comercialmente disponiveis, altamente
estaveis e activas em meio organico, cofactor-independentes e capazes de aceitar uma

vasta gama de substratos ndo naturais (Hari Krishna, 2002; Liese, 2002).
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1.1.9. Desenvolvimentos recentes e perspectivas futuras

Os principais avangos tecnoldgicos que poderdo ter motivado a industria a adoptar
biotransformag¢des enzimaticas foram a biocatdlise em meio organico, o
desenvolvimento no campo da imobiliza¢ao de enzimas, o desenvolvimento de métodos
de rastreio (screening) de novos biocatalisadores ¢ as tecnologias de ADN recombinante
possibilitando a expressdao de enzimas noutros hospedeiros e, portanto, a sua produ¢do
com menor custo (Hari Krishna, 2002; Adamczak e Hari Krishna, 2004; Koeller e
Wong, 2001).

O desenvolvimento da tecnologia de ADN recombinante permite a obtencdo de
novos biocatalisadores, através da engenharia metabolica, da engenharia de proteinas e
da evolugao dirigida.

A identificacdo da estrutura - fun¢do de algumas enzimas permitiu desenvolver
técnicas de mutagénese dirigida, com vista ao design racional das enzimas (engenharia
de proteinas). Por exemplo, a enantio-selectividade da lipase de Candida antarctica na
resolu¢do de uma mistura racémica de 1-cloro-2-octanol foi aumentada de E=14 para
E=28, através da troca de um unico aminoacido, de acordo com o que havia sido
previsto por molecular modeling (Rotticci et al., 2001).

A evolugdo dirigida baseia-se em processos de recombina¢do do patrimdnio
genético por mutagénese aleatéria, gerando um grande nimero de mutantes que sao
submetidos a um rastreio ou seleccdo para a propriedade pretendida, por processos
automatizados. A evolugdo dirigida permite a alteracdo de diversas propriedades

enzimaticas, como a termostabilidade, enantio-selectividade, actividade catalitica, entre
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outras (Zha et al., 2001), e constitui, actualmente, uma area de intensa investigagao,
contribuindo de forma decisiva para o desenvolvimento da biocatalise (Jaeger ¢ Eggert,

2004).

O rastreio por processos automatizados de novos biocatalisadores a partir de um
elevado numero microrganismos constitui também uma abordagem actual na procura de
solugdes que envolvam a biocatalise para resolver problemas sintéticos especificos

(Bornscheuer, 2004; Lorenz e Eck, 2004).

O isolamento e caracterizagdo de microrganismos extremofilos, capazes de suportar
meios agressivos em termos de temperatura, pH e presenga de solventes organicos,
constitui uma area promissora em biocatalise, dado que os catalisadores obtidos, quer
células inteiras, quer enzimas isoladas, sdo particularmente robustos para utilizagdo em

sintese organica (Sardessai e Bhosle, 2004; Gomes e Steiner, 2004).

Num outro ambito, a catdlise enzimdtica constitui uma estratégia valida para
aumentar a diversidade molecular e contribuir para a descoberta de novos farmacos.
Com efeito, a biocatalise combinatorial envolve o uso de um conjunto de actividades
enzimaticas para a sintese iterativa de compostos organicos, permitindo a obtencdo de
bibliotecas de compostos a partir de um unico substrato (Krstenansky e Khmelnitsky,
1999). Por exemplo, a sintese de uma biblioteca de flavonoides acilados foi possivel
através do uso de lipases e proteases em meio ndo aquoso (Rich et al., 2002). Um outro

exemplo diz respeito a sintese de uma biblioteca de 39 derivados de acidos biliares, a
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partir de um tUnico substrato, combinando reac¢des de oxidacdo regio- e enantio-
selectiva catalisadas por oxido-redutases especificas de esteroides, com reacgdes regio-
selectivas de acilagdo mediadas por uma lipase, introduzindo uma variedade de grupos

acilo (Secundo et al., 2003).

As expectativas quanto a aplicacdo de biocatalisadores sdo grandes em areas muito
actuais, como a descontaminacdo ambiental (Benjamin e Pandey, 1998; Parales e
Haddock, 2004), uso de fontes renovaveis de matérias-primas (Held et al., 2000),
preparagdo de nutrientes funcionais, ou nutracéuticos (Osoério et al., 2001; King et al.,
2001; Halldorsson et al., 2003; Vu et al., 2004), novos tratamentos médicos (Margolin ¢

Navia, 2001) e implementacao de novos processos industriais.

Numa perspectiva mais geral, verifica-se que as ciéncias da vida se encontram em
rapido progresso e, no ambito da biocatalise, permitirdo, a breve prazo, dispor de
enzimas com melhores caracteristicas e passiveis de serem usadas em harmonia com
outras tecnologias (Koeller e Wong, 2001; Arnold e Glieder, 2003; Adamczak e Hari

Krishna, 2004).
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1.2. Biocatalise em substratos esteroides

1.2.1. Os esterdides como substratos em transformacdes selectivas

Os esteroides constituem uma importante classe de compostos naturais que podem
actuar como reguladores fisioldgicos (Schroepfer, 2000; Harrold, 2002) hormonas
(Brueggemeier et al., 2002), provitaminas (Zavod, 2002), entre outros.

De facto, muitos esteroides sintéticos s3o usados na terapéutica de diversas
patologias. Por exemplo, no tratamento endocrino do cancro da mama, sdo usados
esteroides inibidores da aromatase (Brodie e Njar, 2000), antiestrogénios e progestinas
(Lenning e Lien, 1995). O tratamento endocrino do cancro da prostata envolve o uso de
esterdides com actividade antiandrogénica (Brueggemeier et al., 2002; Tammela, 2004).

Adicionalmente, diversas progestinas (Wiegratz e Kuhl, 2004; Sitruk-Ware, 2004),
antiprogestinas (Hess-Stumpp et al., 2002) e estrogénios sdo usados em terapéuticas
hormonais variadas (Curran e Wagstaff, 2004). Outros esterdéides com ampla utilizagao
terapéutica sdo os corticosterdides (Miller et al., 2002), os neurosteroéides (Lambert et
al., 1995; Gasior et al., 1999) ¢ os esterdides anabolizantes (Orr ¢ Singh, 2004; Shahidi,
2001). Finalmente, os acidos biliares sdo usados no tratamento de doengas hepaticas,
calculos biliares, evidenciando, ainda, propriedades antivirais e antifiingicas, entre
outras, que poderdo ser exploradas em novas aplicagdes terapéuticas (Virtanen e

Kolehmainen, 2004).
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Para além do esfor¢o no sentido de desenhar e sintetisar derivados mais activos
dentro destas classes de esteroides, observa-se um grande interesse no isolamento e
identificagdo de compostos esterdides naturais com novas bioactividades (Wang et al.,
2004, Blunt et al., 2003).

Assim, as propriedades bioldgicas e farmacologicas dos esteroides e o elevado custo
que a sua sintese comporta, justificam a grande relevancia que ¢ dada aos processos de
transformagao selectiva destes compostos.

A estrutura anelar dos compostos esteroides ¢ estericamente condicionada, com
diversos centros quirais, o que permite que reac¢des quimicas relativamente simples
conduzam, por vezes, a obten¢do de produtos isomericamente enriquecidos. No entanto,
o reforco da diastereo-selectividade nas transformagdes de esterdides continua a
merecer intensa investigagao.

Por outro lado, dada a complexidade das moléculas esterdides, as transformagdes
regio-selectivas, ao possibilitar a modificacdo de um grupo funcional sem necessidade
de proteccdo / desproteccdo de outros grupos funcionais equivalentes, tém grande
impacto na sintese de esteroides.

Neste contexto, a transformacdo biocatalitica de esterdides tem merecido grande
atencdo por parte de alguns grupos de investigadores, quer usando células inteiras
(Fernandes et al., 2003), quer usando enzimas isoladas (Riva, 1991) como

biocatalisadores.
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1.2.2. Biotransformacdes de substratos esteroides usando células inteiras

As biotransformagdes mediadas por células inteiras como sistemas cataliticos tém
sido aplicadas com éxito na transformagao de substratos esteroides (Fernandes et al.,
2003; Holland, 1999; Bortolini et al., 1997).

A degradacao da cadeia lateral do colesterol e de fitoster6is facilmente disponiveis,
como sitosterol, campesterol ou estigmasterol, catalisada por Mycobacterium sp., para
obtengao de esterdides da classe androstano e pregnano, os quais servem de materiais de
partida para a sintese de diversos farmacos e hormonas, constitui uma importante
aplicacao industrial da biocatalise (Schmid et al., 2001; Fernandes et al., 2003).

Este processo de biotransformagdao tem sido muito estudado no que respeita a
imobilizacdo das células e ao uso de solventes organicos, de forma a aumentar a
produtividade da bioconversdo dos esteroides, os quais sdo pouco soluveis em meio
aquoso (Cabral et al., 1997; Stacbler et al., 2004; Cruz et al., 2004).

A introducdo regio- e enantio-selectiva de grupos hidroxilo em carbonos nao
funcionalizados constitui outra transformacao eficazmente catalisada por estes sistemas
(Holland, 1999; Pellissier e Santelli, 2001; Fernandes et al., 2003), com grande

aplicacao na produg¢do industrial de corticosteroides.
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1.2.3. Oxido-redutases especificas de esterdides

As desidrogenases de esterdides (HSDH) s3o oxido-redutases dependentes de
cofactores, NAD(H) ou NADP(H), especificas de substratos esterdides, capazes de
catalisar a interconversao de grupos hidroxilo-cetona nas posi¢des C-3, C-7, C-12 e C-
20 (Riva et al., 1986; Carrea et al., 1988; Riva et al., 1988; Bovara et al., 1993; Carreca
etal., 1996).

A imobilizagao das desidrogenases de esteroides, o desenvolvimento de métodos de
regenerag¢do do cofactor e o uso de meios de reacgdo bifasicos aumentaram o campo de
aplicacdo destas enzimas.

Os Esquemas 1.9 e 1.10 exemplificam a elevada regio- e estereo-selectividade das
desidrogenases de esteroides na oxidagdo ou reducdo reversivel de substratos esterdides
complexos. Assim, o acido colico foi selectivamente oxidado em meio aquoso pelas
oxido-redutases especificas de cada um dos 3 grupos hidroxilo presentes na molécula,
dando as correspondentes cetonas (Esquema 1.9). Complementarmente, o acido
desidrocodlico foi selectivamente reduzido pelas oxido-redutases especificas de cada
uma das cetonas (Esquema 1.10). Em ambos os casos, a regeneracdo do cofactor foi
feita in situ, acoplando uma segunda reac¢ao enzimatica dependente do mesmo cofactor

(Riva et al., 1986).
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Esquema 1.9. Interconversao regio- e estereo-selectiva do acido célico catalisada

por oxido-redutases especificas de esteréides (Riva et al., 1986)
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Esquema 1.10. Interconverséo regio- e estereo-selectiva do acido desidrocdlico

catalisada por oxido-redutases especificas de esterdides (Riva et al., 1986)
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A inversdo enzimdtica o/ do grupo hidroxilo em C-3 de 4cidos biliares foi
efectuada combinando dois passos sequenciais de oxidacao e reducao por meio de 3a- e
3B-desidrogenases de esterdides (Riva et al., 1988). A mesma estratégia foi utilizada
para a inversdo enzimatica do grupo hidroxilo em C-7 (Bovara et al., 1993). Além disso,
a sintese regio- e estereo-especifica de derivados deuterados de &cidos biliares (Riva et
al., 1989a) ¢ a sintese do acido 12-oxo-ursodesoxicolico (Bovara et al., 1996) sdo
exemplos de aplicagdes sintéticas destas enzimas.

Dada a sua natureza anfifilica, os acidos biliares podem ser transformados por estas
oxido-redutases em meio aquoso. Porém, tal ndo € possivel com a maioria dos
compostos esterdides. Assim, o uso de oxido-redutases em meio bifasico, constituido
por agua e um solvente imiscivel com agua, permitiu a aplicacdo destas enzimas na
oxidagdo ou reducdo selectiva de esterdides mais hidréfobos, como o estradiol, a

progesterona, o androstanodiol ou, ainda, a androstanodiona (Carrea et al., 1988).
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1.2.4. Aplicacdo de hidrolases em transformacdes selectivas de esteroides

O uso de hidrolases na desacilagao de substratos esterdides foi inicialmente estudado
em meio aquoso contendo um solvente miscivel com a agua. Assim, a a-amilase foi
usada em 4agua / metanol para catalisar reaccdes de hidrolise de grupos acetato em
diversas posi¢des da estrutura esteréide. A enzima mostrou regio-selectividade para as
posicdes C-16, C-17, C-20 e C-21, ndo hidrolisando ésteres nas posigdoes C-11, C-15 e
C-19 (Noguchi et al., 1960). Dando continuidade a este estudo, o diacetato de 17-oxo-
androsta-5-eno-3f3,16B-di-ilo na presenga de uma a-amilase em meio aquoso contendo
propilenoglicol, foi convertido no respectivo diol apds 9 dias de reac¢do a temperatura

ambiente (Wynne e Renwick, 1972).

Como foi discutido na Secgdo 1.1.6.1, o uso de hidrolases em meio orgéanico abriu
um vasto leque de aplicagdes destas enzimas, ndo s6 em reaccoes de hidrolise de ésteres
mas, sobretudo, em reaccdes de trans-esterificagdo. Em particular no campo dos
esteroides, dada a sua baixa solubilidade em meio aquoso, esta tecnologia ¢ vantajosa e
tem permitido explorar a afinidade e selectividade das hidrolases para estes substratos

ndo naturais.

Njar e Caspi (1987) estudaram a desacilagao de diferentes esterdides catalisada pela
lipase de Candida rugosa em meio organico (éter di-isopropilico ou acetonitrilo
contendo 5 % de dgua) usando 1-octanol como nucleofilo. Estes autores verificaram que

a lipase de Candida rugosa tem afinidade para as posi¢des C-3, C-17, C-21 e C-26, ndo
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aceitando o acetato em C-19. Além disso, na alcodlise de misturas de 3o/3f3- e
17a/17B—acetatos a enzima mostrou-se esterco-selectiva, aceitando preferencialmente
os isomeros 3B e 17a.

A alcoolise de 3p-acetoxi-esterdides foi também investigada por Baldessari e
colaboradores (1995). Nesse estudo, a seleccdo das melhores condi¢cdes de reaccao
indicou as lipases de Candida rugosa e de Candida antarctica como as enzimas mais
activas neste tipo de substratos, acetonitrilo, éter di-isopropilico, tolueno e n-hexano
como os melhores solventes e 1-octanol como o nucleéfilo mais adequado.

Os mesmos autores estudaram a desacilagdo regio-selectiva de esterdides
polifuncionalizados, tendo verificado que a lipase de Candida rugosa tem preferéncia
pelo grupo 3B-acetato enquanto a lipase de Candida antarctica tem maior afinidade

para substituintes no anel D (Baldessari et al., 1996; Bruttomesso ¢ Baldessari, 2004).

Por outro lado, a sintese enzimatica de ésteres de substratos esterdides foi
intensamente investigada pelo Doutor Sergio Riva.

Estudos visando a trans-esterificagdo de esterdides polifuncionalizados mostraram
que as hidrolases tém acesso aos substituintes nos anéis A ou D e/ou na cadeia lateral do
esqueleto esterdide.

Num primeiro estudo, duas enzimas comerciais, a lipase de Chromobacterium
viscosum ¢ a protease subtilisina Carlsberg, mostraram regio-selectividade oposta
usando o Sa-androstano-3f3,17B-diol como modelo inicial. Assim, enquanto que a lipase
catalisa apenas a acilacdo do grupo 3B-hidroxilo, a protease ¢ selectiva para a posi¢ao

C-17 (Riva e Klibanov, 1988).
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Esta preferéncia para o grupo hidroxilo em C-3 em detrimento de C-17 foi também
observada com a lipase de Candida rugosa (Riva et al., 1989b, Ottolina et al., 1991) ¢
com a Novozym 435 (Bertinotti et al., 1994).

A presenca de dupla ligagdo nas posi¢des 4,5 ou 5,6 assim como a estereoquimica da
juncdo dos anéis A e B sdo factores determinantes na afinidade das lipases para a
posicao 3 da estrutura esterdide (Riva e Klibanov, 1988; Riva et al., 1989b; Bertinotti et
al., 1994). Por exemplo, a lipase de Chromobacterium viscosum catalisa a acilagdo de
3B-hidroxi-esterdides com jungdo dos anéis trans ou com ligagdo dupla 5,6 mas ndo
aceita 3B-hidroxi-esterdides com jungao dos anéis Cis ou com liga¢do dupla 4,5 (Riva ¢
Klibanov, 1988).

A sintese de uma variedade de derivados acilo de 3B-hidroxi-androsta-5-eno-17-ona
foi estudada, usando diversas enzimas como catalisadores e ésteres ou acidos
carboxilicos como dadores de acilo. A lipase de Candida rugosa revelou-se a mais
activa nessas condi¢des, permitindo a preparagao dos ésteres com elevados rendimentos

(Bruttomesso et al., 2004).

A sintese de derivados 3B-acilados do sitosterol e do colesterol tem grande
importancia ao nivel da industria alimentar, devido as propriedades anti-
colesterolémicas de alguns desses ésteres. Dois estudos recentes ilustram a utilidade das
lipases ao promover a sintese destes nutracéuticos, sem recurso a reagentes agressivos

ou toxicos (King et al., 2001; Vu et al., 2004).
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Além disso, a capacidade para discriminar diferentes grupos hidroxilo localizados no
anel A foi demonstrada na esterificacao regio-selectiva de ecdisterdides catalisada pela
Novozym 435, a qual permitiu o isolamento de derivados 23-monoacilados com bom
rendimento, deixando inalterados os grupos hidroxilo secundarios localizados em C-3,

C-11 e C-22 (Danieli et al., 1997).

A selectividade das lipases para 3-hidroxi-esteroides foi recentemente aplicada a
sintese de metabolitos farmacologicamente relevantes da tibolona. Neste estudo, usando
Novozym 435, foi possivel resolver com elevada diastereo-selectividade as misturas
epiméricas de 3a- e 3B-alcoois por trans-esterificacdo ou os correspondentes acetatos
por alcodlise (Ferraboschi et al., 2002). Por outro lado, a regio-selectividade desta
enzima foi aplicada a sintese quimio-enzimatica do esterdide anabolizante oxandrolona.
A Novozym 435 mostrou-se capaz de catalisar a monoacilagdo do diol resultante da
abertura do anel A do esterdide ou, complementarmente, a alcodlise de um dos dois
grupos acetato correspondentes, abrindo uma via sintética selectiva para a sintese deste

esterdide (Ferraboschi et al., 2003).

Ao nivel da cadeia lateral dos esterdides, a resolugdo de uma mistura de epimeros
em C-20 foi efectuada por trans-esterificagdo estereo-selectiva do alcool primario
localizado em C-22, catalisada pela lipase de Pseudomonas cepacia (Ferraboschi et al.,
1996). Num estudo semelhante, com um 3f,26-di-hidroxi-esterdide, esta enzima foi
eficiente na resolugdo da mistura epimérica em C-25, ao esterificar o 4lcool primario em

C-26 (Ferraboschi et al., 1998), sem converter o alcool secundario em C-3. Em ambos
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os casos, a enzima foi selectiva para o isdémero (S), acilando o alcool primério do
carbono adjacente.

Os mesmos autores verificaram ainda que, em reacgoes de trans-esterificacdo de um
alcool secundario (em C-25) numa mistura epimérica de 27-nor-(25R,S)-25-
hidroxicolesterol, a lipase de Pseudomonas cepacia aceita como substrato o isémero
(R), o que estd de acordo com a regra de Kazlauskas, discutida na Seccao 1.1.3.3
(Ferraboschi et al., 1999; Santaniello et al., 2000).

O 1a,24(R)-di-hidroxicolesterol, um andlogo da vitamina Ds, foi preparado com
elevado rendimento a partir de uma mistura epimérica, combinando a trans-
esterificacdo enzimadtica estereo-selectiva do isdmero (R) do alcool secundario em C-24,
com a inversao da configuracao do diasteredmero 24(S) ndo aceite pela enzima (Oshida

etal., 1999).
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1.3. Objectivos do trabalho

A actualidade da biocatalise no contexto das transformagoes selectivas de moléculas
complexas, abrindo vias de sintese mais eficientes e limpas e, por outro lado, o elevado
interesse associado a modificagdo selectiva dos esterdides, motivaram o presente
trabalho.

Dando continuidade a investigagdo no campo dos esterdides, ha muito iniciada no
Laboratério de Quimica Farmacéutica, visando o estudo de processos mais eficientes de
transformagdo desses compostos e, paralelamente, a sintese de novos derivados

bioactivos, propusemo-nos explorar a aplicacao da biocatalise em substratos esteroides.

Assim, o objectivo principal deste trabalho consiste em desenvolver novas
metodologias biocataliticas, com enzimas isoladas, para a transformacdo estereo- e

regio-selectiva destes compostos.

Neste ambito, a relevancia sintética das cianidrinas como intermedidrios quirais
altamente versateis, com potencial aplicagdo na elaboracdo estereo-selectiva da cadeia
lateral de esterdides leva-nos a estudar a sintese estereo-selectiva de cianidrinas em

substratos pregnanos.

Além disso, dada a importancia da funcdo 5,6-epéxido no campo dos esterodides,

propomo-nos investigar a discrimina¢do enzimatica dos epimeros Sa,60- e 583,6(-
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através de reacgdes estereo-selectivas na posicdo 3 da estrutura esterdide, visando a

obtengdo de Sa,6a- e 5B,6B-epoxidos diastereomericamente puros.

A existéncia de diois vicinais no anel A em esterdides naturais bioactivos motiva o
estudo de reaccoes regio-selectivas catalisadas por hidrolases, com o objectivo de obter
derivados mono-acilados e de estudar a afinidade das lipases para este tipo de

substratos.
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Sintese estereo-selectiva de cianidrinas

na cadeia lateral de pregnanos
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2. Sintese estereo-selectiva de cianidrinas na cadeia lateral de

pregnanos

2.1. Resumo

A sintese diastereo-selectiva de cianidrinas na cadeia lateral de esterdides foi
estudada por métodos enzimaticos e quimicos. As oxinitrilases PAHNL e HbHNL nao
se mostraram capazes de catalisar a adigcdo esterco-selectiva de HCN a grupos
carbonilo na cadeia lateral. A sintese de uma mistura racémica de cianidrinas a partir
do 3-oxo-pregna-4-eno-20B-carbaldeido, seguida de acilagdo diastereo-selectiva
catalisada pela subtilisina provou ser a metodologia mais versatil para este substrato.
Com efeito, a correspondente cianidrina na posi¢do 22 foi isolada com um excesso
diastereomérico de 89 %.

Em alternativa aos processos enzimaticos, foi estudada a sintese de cianidrinas
sililadas através da adicdo de TMSCN a diferentes grupos carbonilo na cadeia lateral
de pregnanos, promovida por catalisadores ndo quirais facilmente disponiveis,
explorando a influéncia estereoquimica da estrutura esteréide. Dependendo da natureza
do grupo carbonilo, diferentes resultados foram observados. Na presenga de um
catalisador adequado, a adi¢do a 20-ceto pregnanos saturados foi totalmente estereo-
selectiva, gerando cianidrinas sililadas epimericamente puras, cuja configuragdo

absoluta foi determinada por analise cristalografica de raios X.

65



Capitulo 2

2.2. Introducao

2.2.1. Esterdides naturais com cadeias laterais funcionalizadas

A elaboracado esterco-selectiva da cadeia lateral de esterdides, através da introdugao
de novas funcionalidades oxigenadas tem sido amplamente investigada devido a
constatagdo de que diversos esterdides com cadeias laterais modificadas sdo
biologicamente relevantes (Piatak e Wicha, 1978).

Assim, as hormonas de insectos ecdisonas (Kametani et al., 1985; Yamamoto et
al., 1991, Dinan, 2001), os brassinolidos, promotores do crescimento das plantas
(Thompson et al., 1982; Peng et al., 2003), os agentes antitumorais naturais
vitanolidos (Gamoh et al., 1984), o esterol de origem marinha, depresosterol
(Nakamura e Kuwajima, 1985), o metabolito antiviral de origem marinha ortosterol B
(Giner e Faraldos, 2002), a petuniasterona D, com actividade insecticida (Faraldos e
Giner, 2002), o activador do receptor nuclear 6rfao 20,22-di-hidroxicolesterol (Ruan et
al., 1999) e os agoster6is, moduladores da multi-resisténcia a farmacos (Aoki et al.,
1998 ¢ 1999; Murakami et al., 2001) sdao exemplos de importantes esteroides

bioactivos com cadeias laterais quirais oxigenadas (Esquema 2.1).
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Esquema 2.1. Exemplos de esterdides naturais bioactivos com cadeias laterais

oxigenadas
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A extensdo estereo-selectiva da cadeia lateral de esterdides tipo androstano e
pregnano tem merecido ateng¢dao consideravel, com vista a sintese de brassinolidos,
ecdisonas ou derivados do colesterol (Redpath e Zeelen, 1983; Nakamura e Kuwajima,
1985; Yamamoto et al., 1991; Nitta et al., 1985).

Neste contexto, a sintese de cianidrinas de pregnanos constitui uma estratégia
valida para a elaboragao e funcionalizagdo da cadeia lateral de esterdides.

De facto, a formacdo da nova ligagdo carbono-carbono, a introducao de um centro
estereogénico e a elevada versatilidade sintética do grupo ciano, tornam esta reac¢ao
extremamente interessante como uma estratégia para aceder a importantes classes de

compostos quirais (Gregory, 1999; Effenberger, 1999; North, 2003).

2.2.2. Sintese quimica, néo selectiva, de cianidrinas

Os processos de adi¢ao nucleofila de cianeto a compostos carbonilicos, na auséncia
de controlo quiral, sdo relativamente simples (Esquema 2.2).

Nas reac¢des em que se usa, como fonte de cianeto, acido cianidrico (HCN), este
pode ser formado in situ por adi¢ao de uma solug@o aquosa de um sal de cianeto a uma
solucao do substrato em acido acético. O uso de cianidrina da acetona em reacg¢des de
trans-hidrocianacgdo ¢ outro método muito usado. A reacgao ¢ catalisada por bases que
promovem a decomposi¢do da cianidrina da acetona em 4cido cianidrico e acetona.

Estas reac¢des tém sido amplamente aplicadas a aldeidos e a cetonas saturadas
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(Gregory, 1999), inclusivamente, compostos esterdides nas posi¢oes C-3, C-17 e C-20

(Gardi e Ercoli, 1972).

Esquema 2.2. Métodos de sintese nao selectiva de cianidrinas

Outro método muito comum consiste no uso de cianetos trialquilsililicos que, ao
reagir com compostos carbonilicos, ddo lugar a derivados O-sililados de cianidrinas, os
quais sao facilmente hidrolisados em meio acido originando cianidrinas livres. Estas
reac¢des necessitam, em geral, da presenca de um catalisador adequado. No entanto, a
adicdo de TMSCN a aldeidos na auséncia de qualquer catalisador foi descrita usando
acetonitrilo como solvente e temperaturas elevadas para alguns substratos (Manju e
Trehan, 1995). Como catalisadores desta reac¢do foram usados primeiramente Znl,

(Evans et al., 1974) e, mais tarde, outros catalisadores, como Yb(CN); (Matsubara et
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al.,, 1991), TiCly (Gerus et al., 1999), Yb(OTf); (Yang e Wang, 1997), LiOEt
(Wilkinson et al., 2001), Et;N (Kobayashi et al., 1991; Kruchok et al., 2000), 4-
DMAP (Gerus et al., 1999), I, (Yadav et al., 2002), InBr; (Bandini et al., 2001 e
2002), bases solidas como hidroxiapatite, CaO e MgO (Higuchi et al., 1991), entre
outros. A adicao de TMSCN, na presenca de catalisador adequado, permite a sintese de
cianidrinas a partir de uma grande diversidade de substratos carbonilicos, ndo s6
aldeidos e cetonas saturadas, como também cetonas estericamente impedidas,

compostos a,3-insaturados e a-hidroxicetonas.

2.2.3. Processos de preparacéo de cianidrinas opticamente activas

As cianidrinas enantiomericamente ou diastereomericamente puras (ou
enriquecidas) sdo importantes intermedidrios sintéticos que podem ser obtidos por
protocolos quimicos ou enzimaticos (Gregory, 1999; North, 1993 ¢ 2003).

Assim, os complexos de metais de transicdo, os dipeptideos ciclicos e as
oxinitrilases catalisam a adi¢ao nucleofila estereo-selectiva de ciano a aldeidos e, com
maior dificuldade, a cetonas. Além disso, a resolug¢do cinética de misturas racémicas
mediada por hidrolases permite, igualmente, a obtencdo de cianidrinas opticamente

enriquecidas.
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2.2.3.1. Hidrocianacéo ou sililcianacéo de compostos carbonilicos quirais

Diversos trabalhos descrevem a cianacdo diastereo-selectiva de compostos
carbonilicos com centros estereogénicos pré-existentes. Nestes casos, a selectividade
da adicdo pode ser, pelo menos em parte, controlada pelo substrato.

Assim, exemplos de controlo diastereo-selectivo do substrato foram descritos em
cetonas ciclicas quirais e cetonas aromaticas ou alifaticas a-substituidas, as quais, ao
reagir com TMSCN, na auséncia de um catalisador quiral, foram convertidas nas
respectivas cianidrinas sililadas com excessos diastereoméricos moderados a
excelentes (Brunet et al., 1991; Matsubara et al., 1991; Bandini et al., 2002; Wilkinson
etal., 2001).

A sintese de cianidrinas na posicdo 17 do esqueleto esterdide foi estudada por
diversos grupos com vista a posterior elaboracdo para obtengao de corticosterdides. O
impedimento estereoquimico da estrutura esterdide permite que a adicdo de TMSCN
ao grupo carbonilo em C-17 seja estereo-selectiva, obtendo-se 17a-cianidrinas
(Mauvais et al., 1993). Por outro lado, a sintese de 17B-cianidrinas foi descrita por
varios autores através da adicdo reversivel de HCN formado in situ (Gasc ¢ Nédélec,
1971; Schambel et al., 1987; Livingston et al., 1990; Carruthers et al., 1992). Nestes
estudos foi demonstrado que, embora se formem ambos os isémeros, as 17[3-
cianidrinas tém tendéncia a cristalizar no meio reaccional usado favorecendo o

equilibrio no sentido da sua formacgao.
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2.2.3.2. Sintese quimica estereo-selectiva de cianidrinas

A adigao assimétrica de TMSCN a compostos carbonilicos tem sido intensamente
estudada, tendo sido propostos diversos tipos de catalisadores quimicos quirais.

A sintese enantio-selectiva de cianidrinas a partir de aldeidos (Tararov et al., 1998;
Belokon et al., 1999a) ¢ cetonas (Belokon et al., 1999b; Belokon et al., 2001) foi
estudada por North e Belokon usando complexos quirais de titdnio como catalisadores
da adicdo de TMSCN. Os rendimentos e os excessos enantioméricos obtidos nestes
trabalhos foram bastante varidveis dependendo do catalisador e do substrato usados.

Shibasaki desenvolveu catalisadores quirais contendo ndo s6é um acido de Lewis
capaz de activar o grupo carbonilo do substrato, mas também uma base de Lewis capaz
de activar o reagente de cianagdo. Estes catalisadores bifuncionais mostraram-se
capazes de promover eficazmente a ciano-sililagdo enantio-selectiva de cetonas
aromaticas ¢ alifaticas (Hamashima et al., 2000 e¢ 2001a), assim como de aldeidos
(Hamashima et al., 2001b).

Mais recentemente, foi descrita a adi¢do assimétrica de TMSCN a aldeidos
recorrendo a catalise heterogénea, concretamente, complexos de vanadio com ligandos

do tipo salen imobilizados em suportes solidos (Baleizao et al., 2004).
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2.2.3.3. Sintese estereo-selectiva de cianidrinas mediada por um dipeptideo ciclico

A sintese assimétrica de cianidrinas mediada por um peptideo sintético foi descrita
em 1979 por Inoue e colaboradores, usando um dipeptideo ciclico de (S)-alanina e (S)-
histidina para catalisar a adi¢@o estereo-selectiva de HCN ao benzaldeido. O excesso
enantiomérico do (R)-mandelonitrilo obtido nessa reacgdo foi baixo (Oku et al., 1979)
mas, desde entdo, diversos dipeptideos andlogos foram sintetisados, tendo-se
conseguido ndo s6 aumentar significativamente a selectividade da reac¢ao (Oku e
Inoue, 1981), como obter a estereo-selectividade inversa com o dipeptideo nao natural
de (R)-fenilalanina ¢ (R)-histidina (Tanaka et al., 1990). Actualmente a investiga¢ao no
ambito destes catalisadores tem sido progressivamente abandonada em face do

progresso conseguido com catalisadores quimicos e enzimaticos.

2.2.3.4. Sintese estereo-selectiva de cianidrinas mediada por oxinitrilases

Como foi discutido no Capitulo 1 (Secc¢do 1.1.4.), as oxinitrilases ou hidroxinitrilo-

liases (HNL) catalisam a adi¢do estereo-selectiva, reversivel, de HCN a compostos

carbonilicos e tém sido isoladas de diversas plantas (Johnson et al., 2000; Fechter e

Griengl, 2004).
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2.2.3.5. Resolucdo cinética enzimatica de cianidrinas mediada por hidrolases

As cianidrinas s3o dalcoois secundarios ou terciarios e, portanto, potenciais
substratos em reac¢des de trans-esterificacio mediadas por hidrolases. De facto, a
resolucdo catalisada por lipases tem sido aplicada tanto a cianidrinas livres como aos
seus ésteres. O uso de solventes orgdnicos como meio reaccional para as hidrolases
favorece estas reacgdes ao aumentar a estabilidade das cianidrinas e ao prevenir a sua
racemizagao em meio aquoso.

A conhecida versatilidade das lipases para diferentes substratos foi explorada na
resolugdo cinética de ésteres de cianidrinas racémicas (por hidrdlise ou alcoodlise
enantio-selectiva) ou de cianidrinas racémicas (por acilagdo enantio-selectiva) (Carrea
e Riva, 2000; Groger, 2001; North, 2003).

Um exemplo interessante diz respeito a alcoolise selectiva de ésteres de (R)-
cianidrinas pela lipase de Candida rugosa, obtendo-se as (R)-cianidrinas livres com
elevados excessos enantioméricos, enquanto a lipase de Pseudomonas cepacia catalisa
selectivamente a acila¢ao de (S)-cianidrinas (Kanerva et al., 1993).

A alcoolise de ésteres de (S)-cianidrinas foi também descrita usando diferentes
preparagdes de lipase de Pseudomonas cepacia (Roos et al., 1998; Fishman e Zviely,
1998) e de lipase B de Candida antarctica (Hanefeld et al., 2000).

A maior limitacdo das resolugdes cinéticas ¢ que o rendimento maximo de cada

enantiomero ¢ apenas de 50 %. A transformacdo de uma mistura racémica num soO
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produto, com um rendimento tedérico de 100 %, requer uma resolu¢do cinética
dindmica.

Um dos primeiros processos de resolugdo cinética enzimatica dindmica descritos
usava cianidrinas como substratos. Oda e colaboradores desenvolveram um processo
one-pot de sintese enzimatica, mediada pela lipase de Pseudomonas cepacia, de
acetatos de (S)-cianidrinas a partir de cianidrinas racémicas obtidas dos respectivos
aldeidos por trans-hidrocianag@o in situ com cianidrina da acetona. No mesmo meio
reaccional, uma resina anidnica promove a racemiza¢ao da cianidrina livre, ou seja, do
isomero (R) ndo aceite pela lipase (Esquema 2.3). Estes autores obtiveram excessos

enantioméricos e rendimentos elevados, embora com tempos de reaccdo muito longos

(Inagaki et al., 1991 ¢ 1992).

Esquema 2.3. Resolucéo cinética enziméatica dindmica de cianidrinas racémicas

(Inagaki et al., 1991).
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Este processo foi reinvestigado com lipase B de Candida antarctica, a qual se
revelou selectiva para (S)-cianidrinas (Li et al., 2002; Veum ¢ Hanefeld, 2004) e com
com lipase A de Candida antarctica, a qual se mostrou muito activa e selectiva para
(R)-cianidrinas (Paizs et al., 2003 e 2004).

Outro processo de resolugcdo cinética de cianidrinas combina a acilagdo ou
desacilacdo catalisada por lipases com a inversdao da cianidrina livre por esterificagdo
de Mitsunobu (Vénttinen e Kanerva, 1995).

Hanefeld e colaboradores (2001) desenvolveram estudos no sentido de acoplar a
sintese de (S)-cianidrinas catalisada pela oxinitrilase HbHNL com a conversdo estereo-
selectiva em acetatos de (S)-cianidrinas catalisada pela lipase B de Candida antarctica,
tendo por objectivos conseguir converter, no mesmo meio reaccional, a cianidrina
formada num derivado mais estavel e deslocar o equilibrio da reac¢ao de formacgao da
cianidrina, melhorando os excessos enantioméricos (uma vez que o processo envolve
duas etapas estereo-selectivas) e diminuindo a quantidade necessaria de dador de ciano

(cianidrina da acetona).

2.2.4. VVersatilidade sintética das cianidrinas

A sintese assimétrica de cianidrinas a partir de compostos carbonilicos tem um

potencial sintético considerdvel em quimica organica, possibilitando tanto

modifica¢des no grupo ciano como no grupo hidroxilo (Esquema 2.4).
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Assim, a hidrolise ou a solvolise acida destes intermedidrios quirais oferece
uma via para a obtencao de, respectivamente, acidos carboxilicos a-hidroxilados
(Esquema 2.4, produto 1) ou a-hidroxiésteres (2) com retengdo da configuragdo
(Tanaka et al., 1990; Effenberger et al., 1990 ¢ 1991). Com efeito, os acidos
carboxilicos oa-hidroxilados sdo importantes intermediarios quirais da sintese de
farmacos e a sua preparacdo esterco-selectiva ¢ objecto de intensa investigagdo

(Groger, 2001).

Esquema 2.4. Alguns exemplos de possiveis transformacdes sintéticas das

cianidrinas
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A reducgdo parcial do grupo ciano com hidreto de di-isobutil aluminio (DIBAL),
seguida de hidrolise acida suave conduz a obtencao de o-hidroxialdeidos (3) (Hayashi
et al., 1994; Marcus et al., 2000). Por outro lado, a redug@o das cianidrinas livres ou O-
sililadas com hidreto de litio e aluminio (LiAlH4) ou com BHj3;-THF permite a
obtengdo de B-aminoalcoois (4) e seus derivados (Brown et al., 1993 e 1994; Tanaka et
al., 1990).

A adicdo nucledfila de reagentes de Grignard ao grupo ciano, seguida de redugao
ou hidrolise acida do intermediario imina abre vias de obtenc¢ao de -aminoalcoois [3-
substituidos (5) (Krepski et al., 1986; Brussee et al., 1990b; Effenberger et al., 1995)
ou a-hidroxicetonas (6) (Krepski et al., 1983 e 1986), respectivamente.

O potencial sintético das cianidrinas pode ser explorado convertendo o grupo
hidroxilo num bom leaving group (sulfonilo ou tosilo), o qual pode sofrer substituigdo
nucleodfila com inversdo da configuracdo. Assim, diversos trabalhos descrevem a
conversdo de cianidrinas quirais nos respectivos a-acetoxinitrilos (7) ou a-azido
nitrilos (8) com configura¢ao oposta (Effenberger e Stelzer; 1991; Effenberger et al.,
1996). Por outro lado, a sintese de oa-fluoronitrilos (9) com configuracdo oposta pode
ser, directamente, efectuada a partir das cianidrinas livres ou O-sililadas (Stelzer e
Effenberger, 1993). A reaccdo de Mitsunobu foi também aplicada a cianidrinas com o
objectivo de inverter a configuragdo (Warmerdam et al., 1993; Vinttinen e Kanerva,

1995).
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2.3. Resultados e Discussao

A sintese diastereo-selectiva de cianidrinas na cadeia lateral de esteroides foi
estudada por métodos enzimaticos e quimicos, explorando ndo s6 a versatilidade e
selectividade das oxinitrilases e das hidrolases, como a préopria indugdo assimétrica dos

esteroides na adicdo quimica de TMSCN.

2.3.1. Sintese de cianidrinas na cadeia lateral de esterdides catalisada por

oxinitrilases

O 3-oxo-pregna-4-eno-20B-carbaldeido (2.1) foi escolhido como substrato para
iniciar o estudo da afinidade das oxinitrilases para a cadeia lateral de esterdides, com
vista a sintese estereo-selectiva de cianidrinas introduzindo um novo estereocentro em
C-22.

Assim, comegou-se por sintetisar quimicamente a mistura racémica de cianidrinas
2.2a ou 2.2b fazendo reagir o substrato 2.1 com cianidrina da acetona ou com acido
cianidrico formado in situ (Esquema 2.5). A identificagdo das cianidrinas epiméricas
obtidas foi feita por andlise dos espectros de ressonancia magnética de protdo (RMN
'H) ¢ de carbono (RMN "°C) e, ainda, por infravermelho (IV). Concretamente, no
espectro de protdo observa-se o desaparecimento do protdo do aldeido e o

aparecimento do sinal correspondente ao H-22 da cianidrina, dois dubletos a 4,59 e
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4,57 ppm. O espectro de carbono mostra claramente o desaparecimento do sinal
correspondente a um carbono de um aldeido e o aparecimento dos sinais
correspondentes ao grupo ciano a 118,52 ¢ 120,04 ppm.

Os diastereoisomeros 2.2a e 2.2b obtidos ndo podem ser separados por
cromatografia em silica gel, mas o espectro de RMN 'H da mistura mostra dois sinais
separados na linha de base devidos ao protdo H-22 (dois dubletos a 4,59 e 4,57 ppm) e

ao metilo CH3-18 (dois singuletos a 0,76 € 0,75 ppm).

Esquema 2.5. Sintese quimica, ndo selectiva, de 22-cianidrinas e respectivos

ésteres.
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Adicionalmente, 2.2a e 2.2b podem ser facilmente separados por uma coluna de
HPLC quiral, assegurando dois métodos analiticos independentes (RMN 'H e HPLC)
para a avaliagdo do excesso diastereomérico dos produtos obtidos por catalise por
oxinitrilases.

A sintese enzimatica da (R)-cianidrina 2.2a e da (S)-cianidrina 2.2b mediada pela
(R)-oxinitrilase PaHNL e pela (S)-oxinitrilase HbHNL foi explorada usando um
protocolo optimizado no grupo do Doutor Sergio Riva (Danieli et al., 1996 ¢ 1998;
Roda et al., 1999 ¢ 2002; Bianchi et al., 2001).

Assim, observou-se que usando, quer cianidrina da acetona, quer HCN como
dadores de ciano, ocorre reac¢do de cianacdo do aldeido 2.1 na presenca das
oxinitrilases PaHNL ou HbHNL. Além disso, os ensaios em branco, na auséncia de
enzima, mostram que, quando se usa HCN ocorre ciana¢do espontanea do aldeido.
Porém, quando o dador de ciano ¢ a cianidrina da acetona, o aldeido 2.1 mantém-se
inalterado na auséncia de enzima. Assim, pode-se concluir que as oxinitrilases PaHNL
¢ HbHNL aceitam o aldeido 2.1 como substrato, catalisando a sintese das respectivas
cianidrinas.

Todavia, os tempos de reaccao foram muito longos e nao foi observada estereo-
selectividade, uma vez que o produto obtido era, com ambas as oxinitrilases, uma
mistura equimolar de 2.2a e 2.2b.

Assim, embora estas enzimas ja tenham provado ser activas e selectivas com uma
grande variedade de substratos (Seccao 1.1.4.2.), os resultados obtidos com o aldeido

2.1 ndo foram satisfatorios. De facto, estudos efectuados paralelamente noutros
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substratos volumosos, demonstram que as oxinitrilases PAHNL e HbHNL aceitam
substratos biciclicos, catalisando a sintese assimétrica das respectivas cianidrinas.
Porém, com substratos triciclicos aromaticos nao se observou qualquer reac¢do (Cruz

Silva et al., 2004a).

2.3.2. Resolucéo cinética de cianidrinas na cadeia lateral de esterdides catalisada

por hidrolases

Uma vez que a cianagdo enzimatica do aldeido 2.1 foi mal sucedida, optou-se por
estudar a resolucdo cinética catalisada por hidrolases do racemato obtido
quimicamente 2.2a,b.

Como foi discutido no Capitulo 1 (Seccdo 1.2.4), a acilagdo ou desacilagdo
enzimatica de esterdides tem sido muito investigada. Regra geral, observa-se que as
lipases actuam nos grupos hidroxilo localizados no anel A dos esterdides, enquanto
que a protease subtilisina prefere os grupos hidroxilo do anel D. No que respeita a
acilagdo de grupos OH na cadeia lateral ha trabalhos que descrevem o uso de lipases de
Candida rugosa (Njar e Caspi, 1987), Candida antarctica (Bertinotti et al., 1994) e
Pseudomonas cepacia (Ferraboschi et al., 1996, 1998 e 1999) e, ainda, o uso da
protease subtilisina (Riva e Klibanov, 1988).

A tentativa de esterificagdo das cianidrinas 2.2a,b por catalise com um conjunto de

lipases foi mal sucedida e os substratos foram recuperados inalterados.
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Os estudos anteriores usando lipases como catalisadores de reacgdes de
esterificagdo na cadeia lateral de esterdides envolvem grupos hidroxilo primarios na
cadeia lateral (Bertinotti et al., 1994; Ferraboschi et al., 1996 e¢ 1998) com duas
excepcoes descrevendo a esterificagdo diastereo-selectiva de derivados colestano 25-
hidroxilados (Ferraboschi et al., 1999) e 24-hidroxilados (Oshida et al., 1999) estando,
no entanto, estes grupos hidroxilo relativamente afastados do nucleo esteroide. Todos
os substratos esteroides estudados nesses trabalhos sdo estericamente menos impedidos
do que 2.2a,b e esta pode ser a razdo para a incapacidade de as lipases testadas
modificarem os substratos em estudo.

Perante estes resultados, foi estudada a afinidade e selectividade da subtilisina para
os substratos 2.2a,b.

A subtilisina € uma serina-protease isolada de Bacillus licheniformis e tem sido
muito usada quer em transformacdes regio-selectivas de  compostos
polifuncionalizados (Margolin et al., 1990; Wang et al., 1997; Riva, 2002),
inclusivamente esterdides (Riva e Klibanov, 1988), quer em resolucdes cinéticas

(Wang et al., 1997; Kim et al., 2004).
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Esquema 2.6. Resolucao cinética da mistura de 22-cianidrinas mediada pela

protease subtilisina Carlsberg

Numa primeira abordagem, usando subtilisina Carlsberg liofilizada e acetato de
vinilo em THF (Esquema 2.6), verificou-se que a enzima aceita estes substratos,
catalisando a acilacao com selectividade, de acordo com a monitorizacao das reacgoes
efectuada por HPLC.

De seguida, foram testadas diferentes preparacdes de subtilisina e os melhores
resultados foram obtidos com subtilisina CLEC. Este tipo de preparacdo enzimatica
apresenta diversas vantagens, ja discutidas no Capitulo 1 (Sec¢do 1.1.5), destacando-se
uma maior estabilidade, actividade e selectividade (Wang et al., 1997; Margolin e
Navia, 2001).

Usando subtilisina CLEC, foi efectuada uma optimizacdo das condicdes de

reac¢do, de modo a melhorar a conversdo e os excessos diastereoméricos do produto e
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do substrato. Tal como se mostra na Tabela 2.1, a acetona proporcionou melhores
resultados do que o THF, como solvente da reac¢ao. Quanto ao dador de acilo, o
butanoato de vinilo permitiu obter melhores conversdes e selectividades do que o
acetato de vinilo.

A estrutura do agente acilante e o solvente tém impacto na performance catalitica
das hidrolases, de acordo com o que tem sido observado em muitos trabalhos (Faber et
al., 1993; Zaks ¢ Klibanov, 1988). Por exemplo, a acilagdo regio-selectiva do lobucavir
na presenc¢a de subtilisina CLEC como catalisador foi estudada com o objectivo de
desenvolver pro-farmacos deste agente antiviral. A subtilisina CLEC mostrou-se
sensivel ao agente acilante e ao solvente usado, sendo uma mistura de acetona / DMF o
meio reaccional que possibilita melhores rendimentos e selectividade (Hanson et al.,

2000).
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Tabela 2.1. Optimizacdo das condi¢cBes de reaccdo para a resolucdo cinética enzimatica

de uma mistura epimérica de 2.2a,b, por trans-esterificagcao irreversivel.

Subtilisina Agente  Tempode conv ed. ? ed. p®
Solvente ) ) E®
CLEC acilante reaccdo (%) (%) (%)
. acetato de )
Chiro-CLEC THF o 9 dias 3,2 0,31 65,0 4,8
vinilo
acetato de
Pepti-CLEC THF o 8 dias 4,4 0,74 75,6 7,5
vinilo
acetato de
Chiro-CLEC  acetona o 7 dias 13,4 10,2 81,6 11,2
vinilo
acetato de
Pepti-CLEC  acetona o 7 dias 19 15,7 81,3 11,7
vinilo
. butanoato ‘
Chiro-CLEC  acetona 10 dias 30,7 35,1 89,0 25,3
de vinilo
butanoato
Pepti-CLEC  acetona 14 dias 47,1 67,9 89,5 44
de vinilo

@ excesso diastereomérico do substrato

® excesso diastereomérico do produto

© os valores de E foram calculados a partir do excesso diastereomérico do produto (Chen et al., 1982).

Sob as melhores condigdes reaccionais indicadas na Tabela 2.1, a reacc¢ao foi

repetida com maiores quantidades e os derivados butanoato 2.4a,b foram isolados com

um excesso diastereomérico de 89,5 %, de acordo com os resultados obtidos por HPLC

quiral.
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A andlise do espectro de RMN 'H do produto acilado, usando CDCl; como
solvente, mostrou a formagao preferencial do composto com o sinal de H-22 como um
dubleto a 5,40 ppm, com uma constante de acoplamento de 2,14 Hz (o sinal de H-22
do epimero apareceu como um dubleto menos intenso a 5,43 com uma constante de
acoplamento de 3,78 Hz). Com o objectivo de obter a configuragdao absoluta do C-22
do produto, as estruturas dos compostos 2.2a-2.4a ¢ 2.2b-2.4b foram submetidas a
analise por modeliza¢do molecular, no grupo do Doutor Sergio Riva (Cruz Silva et al.,
2004a). As estruturas minimizadas usadas para avaliar as respectivas constantes de
acoplamento entre H-20 e H-22 estdo em concordancia com os valores experimentais
de J e, portanto, sugerem que a subtilisina tem uma estereopreferéncia pela cianidrina
com o valor de Jyo.2, mais baixo, ou seja, pelo epimero (S) C-22, 2.2b.

O perfil de enantio-selectividade da subtilisina foi estudado de forma sistematica,
tal como se discute no Capitulo 1 (Seccdo 1.1.3.3) e diversos autores propuseram uma
regra empirica baseada no tamanho dos substituintes do estereocentro, ou seja, um
grupo volumoso, um grupo de tamanho médio e o hidrogénio (Kazlauskas e
Weissfloch, 1997). No presente estudo, verifica-se que a preferéncia da enzima pelo
diasteredmero 2.2b ndo esta de acordo com a regra empirica proposta (Esquema 2.7).
De facto, esta regra consegue prever a discrimina¢do quiral de alcoois secundarios
enantioméricos e a maioria dos exemplos diz respeito a compostos em que o grupo de
tamanho médio ¢ um grupo metilo. Os resultados obtidos podem ser justificados com
base no facto de o substrato 2.2b ser um diasteredmero com diversos estereocentros,

sendo o grupo de tamanho médio um grupo ciano, com capacidade de estabelecer
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pontes de hidrogénio, o que pode influenciar o posicionamento do substrato no centro

activo da enzima (Kazlauskas e Weissfloch, 1997).

Esquema 2.7. Diasteredmero aceite pela subtilisina (a, b), modelo de previsado da

enantio-selectividade da subtilisina (c).

As cianidrinas 2.2a e 2.2b foram sintetisadas recentemente por um processo nao
selectivo de adi¢do de HCN formado in situ. Embora a maioria dos dados
espectroscopicos sejam coincidentes com os obtidos por nés, estes autores ndo
observaram diferencas nas constantes de acoplamento entre H-20 e H-22 para os dois
diastereoisomeros. A mistura epimérica foi separada por HPLC preparativa usando
uma coluna quiral. Os diastereoisomeros assim separados foram analisados por
métodos espectroscopicos e por cristalografia de raios-X (Cox et al., 2004), a qual
permitiu, entdo, identificar a configuragao absoluta dos epimeros.

A estereo-selectividade enzimatica observada neste trabalho tem interesse em

aplicacdes sintéticas, uma vez que diversos derivados esterdides naturais, como o.-
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ecdisona (Yamamoto et al., 1991), depresosterol (Nakamura ¢ Kuwajima, 1985) ou os
metabolitos recentemente isolados ortosterol B (Giner e Faraldos, 2002) e
petuniasterone D (Faraldos e Giner, 2002) possuem um hidroxilo secundario com a
mesma configura¢do em C-22 (formalmente sdo (R)-OH devido as regras de prioridade
de Cahn - Ingold - Prelog). A transformacao quimica ou enzimdtica do grupo nitrilo da
cianidrina 2.2b (ou do seu derivado éster 2.4b) pode, portanto, abrir novas vias de

sintese estereo-selectiva da cadeia lateral de esterdides.

2.3.3. Sintese quimica diastereo-selectiva de cianidrinas de 20-ceto pregnanos

No que respeita a substratos do tipo 20-metilcetona, um ensaio exploratoério inicial
mostrou que as oxinitrilases PAHNL e HbHNL ndo aceitam estes substratos, o que
seria de esperar, tendo em conta os resultados negativos obtidos com o aldeido 2.1
(Secgdon 2.3.1).

Além disso, é conhecida a dificuldade das hidrolases em aceitar alcoois terciarios
(Pogorevc e Faber, 2000) neste caso, cianidrinas de metil-cetonas, como substratos em
reac¢des de trans-esterificagdo. Assim, excluimos a possibilidade de investigar a
resolugdo cinética enzimatica de 20-cianidrinas de pregnanos.

Neste contexto e tendo em consideragdo o que foi discutido na Seccao 2.2.3.1,
propusemo-nos investigar a capacidade de indugdo assimétrica dos esterdides como

substratos na adi¢ao nucleofila de TMSCN.
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O TMSCN foi seleccionado como agente de cianagdo (Croutas, 1999) de diferentes
grupos carbonilo na cadeia lateral de pregnanos. Comparando com outros dadores de
ciano, como cianidrina da acetona ou HCN, o TMSCN tem a vantagem de catalisar a
adicdo irreversivel do ciano ao grupo carbonilo electrofilo (Evans et al., 1974). Além
disso, o grupo trimetilsililo, sendo relativamente volumoso, podera facultar algum
impedimento estereoquimico, o qual pode ser util para favorecer a estereopreferéncia
por um dos dois diasteredmeros possiveis (Fleming et al., 1997).

A sintese de cianidrinas de pregnanos foi, inicialmente, explorada em metilcetonas

saturadas, como mostra o Esquema 2.8.

Esquema 2.8. Adicdo estereo-selectiva de TMSCN, catalisada por LiOEt, a 20-

ceto pregnanos.
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Os catalisadores nao quirais, facilmente disponiveis, usados na adi¢do de TMSCN
ao acetato de pregnenolona (2.5), isto é, Znl, (Evans et al., 1974), TiCly (Gerus et al.,
1999), Yb(OTf); (Yang e Wang et al., 1997), LiOEt (Wilkinson et al., 2001), Et;N
(Kobayashi et al., 1991) e 4-DMAP (Gerus et al., 1999), encontram-se descritos na

literatura como capazes de promover reac¢oes de sintese de cianidrinas sililadas.

Tal como a Tabela 2.2 indica, os 4cidos de Lewis, Znl, e TiCls, promovem a
conversao completa das metilcetonas nas cianidrinas correspondentes. Na presenca de
TiCly, a cianidrina livre foi obtida devido a elevada acidez deste catalisador
(Gundersen et al., 1999) hidrolisando, portanto, a ligacdo O-Si. Por outro lado, com
outros acidos de Lewis, como o Yb(OTf)s;, observaram-se apenas rendimentos
moderados. Sob catélise neutra na presenga de LiOEt, as reac¢des foram quantitativas.
Por ultimo, os catalisadores bésicos Et;N e 4-DMAP ndo foram capazes de promover
as reaccoes de sintese de cianidrinas sililadas.

A identificagdo das cianidrinas formadas foi efectuada por andlise dos espectros de
RMN 'H e de RMN "°C e comparagio com os espectros dos substratos (Szendi et al.,
1995).

As reacgdoes do TMSCN com o acetato de pregnenolona 2.5 levaram a obtengdo de

o . o 1
apenas um dos dois diasteredmeros possiveis, tal como se observou por RMN "H.
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Tabela 2.2. Adicdo de TMSCN ao acetato de pregnenolona (2.5)

Catalisador (mol %) Solvente Tempo Rendimento®
Znl, (5) CH,Cl, 6 h 92 %
TiCly (5) CH,Cl, 15h 90 %®
Yb(OTH); (5) CH,Cl, 48 h 34 %
LiOEt (5) THF Ih 93 %
Et:N (5) CH,Cl, 48h -
Et;N (10) CH,Cl, 48h -
4-DMAP (5) CH,Cl, 48h -
4-DMAP (10) CH,Cl, 48N -

@R endimentos isolados

®Obteve-se a cianidrina nio sililada

A reacgdo foi repetida, usando LiOEt como catalisador, noutros 20-ceto esterdides
saturados 2.7 ¢ 2.9 (Esquema 2.8). Em analogia com os resultados obtidos com o
substrato 2.5, as reac¢des foram diastereo-selectivas e quantitativas.

A andlise cristalografica de raios X da cianidrina sililada 2.6 foi, entdo, explorada
para assinalar a configuracdo absoluta do diasteredmero obtido, tendo-se verificado
que o novo estereocentro tem configuracdo (R) (Esquema 2.9). Esta observagao esta de
acordo com resultados de outros autores acerca da adi¢ao nucledfila esterco-selectiva a

20-ceto esteroides (Letourneux et al., 1975; Morisaki et al., 1977; Drew et al., 1987), a
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qual obedece & regra de Cram (Cram e Elhafez, 1952). E interessante verificar que a
configuragdo do estereocentro em C-20 ¢ a mesma de outros esterdides relevantes,
como (20R,22R)-colesta-5-eno-33,20,22-triol (Ruan et al., 1999), 20-hidroxiecdisona

(Kametani et al., 1985) e agosterol D, (Aoki et al., 1998 e 1999).

Esquema 2.9. Diagrama Ortep do acetato de (R)-20-ciano-20-trimetilsilaniloxi-

pregna-5-eno-3p-ilo, 2.6.

Apesar de a sintese de cianidrinas de pregnanos ter sido descrita no passado usando
cianidrina da acetona como dador de ciano, tais condi¢cdes de reac¢do levam a
obtencdo de uma mistura 1 : 1 de diasteredmeros, requerem grandes quantidades de
cianidrina da acetona e os rendimentos sdo moderados, dado que a adi¢do de ciano ¢
reversivel (Byon e Gut, 1976; Shimizu et al., 1962).

De seguida, procurou-se verificar se a estereo-selectividade da adicdo de TMSCN ¢

mantida noutros grupos carbonilo em substratos pregnano.
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O 3-oxo-pregna-4-eno-20B-carbaldeido, 2.1, ja estudado na Sec¢do 2.3.1 como
substrato de oxinitrilases, reagiu com TMSCN muito rapidamente na posi¢ao 22, tanto
na presenca de Znl, como de LiOEt como catalisadores. Nao ocorreu qualquer
transformac¢do na enona localizada no anel A, mostrando quimio-selectividade para o
aldeido. No entanto, a analise do espectro de RMN 'H revela que esta reacgdo
produziu uma mistura racémica de cianidrinas sililadas em C-22, 2.11a ¢ 2.11b

(Esquema 2.10).

Esquema 2.10. Adicdo de TMSCN ao 20B-carbaldeido catalisada por Znl, ou por

LiOEt.

Por outro lado, a adi¢do de TMSCN a uma cetona a,3-insaturada, concretamente,
acetato de 16-desidropregnenolona, 2.12, (Esquema 2.11), mostrou-se dependente do
catalisador usado. A adicado de TMSCN catalisada por Znl, produziu uma mistura de
produtos, os quais foram separados por cromatografia flash e, entdo, identificados

como cianidrinas epiméricas sililadas (2.13, rendimento 25 %) e nao sililadas (2.14,
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rendimento 27 %), assim como acetato de 16ca-ciano pregnenolona (2.15, rendimento
34 %). Esta auséncia de quimio-selectividade na adicdo de TMSCN catalisada por Znl,
ndo foi surpreendente. De facto, apesar de ter sido descrita a adi¢do 1,2 a enonas
conjugadas na presenga de Znl, (Evans et al., 1974), a adicdo 1,4 foi também
observada (Utimoto et al., 1983). O composto 2.15 (acetato de 16a-ciano-pregna-5-
eno-3B-ilo) isolado nesta reacgdo foi sintetisado no passado (Romo et al., 1964) ¢ o
seu derivado desacilado descrito como um potente esterdide catatoxico (Selye, 1971),
actuando através da inducdo da expressao do citocromo P-450-3A1 (Elshourbagy e
Guzelian, 1980) ¢ da activagdao do receptor X de pregnano (PXR.1) (Kliewer et al.,
1998). A identificacdo deste produto secundario foi possivel por andlise dos seus
espectros e comparacdo com dados da literatura (Romo et al., 1964; Abernethy ¢ Wall,
1969). Mais especificamente, a configuragdo 16-a. do grupo ciano foi determinada com
base num efeito de protecc¢do anisotropica deste grupo funcional relativamente ao 18-
CHj3, observada no espectro de RMN 'H, o qual aparece como um pico singuleto a
0,579 ppm, em contraste com 0,918 ppm no composto de partida 2.12 (Szendi et al.,
1995). Tal efeito sugere que o grupo metilo estd posicionado na area coénica do grupo
ciano. De acordo com esta observacao, a constante de acoplamento do dubleto devido
ao 17a—H ¢ relativamente elevada, J= 8,7 Hz, sugerindo um acoplamento trans vicinal
com o protdo 16p.

Um resultado diferente foi obtido na presenca de LiOEt. Este catalisador promoveu
a formagdo exclusiva de cianidrinas sililadas epiméricas (2.13). De facto, o LiOEt foi

recentemente usado como catalisador selectivo na adicao 1,2 de TMSCN a enonas,
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assim como na adi¢do estereo-selectiva a cetonas ciclicas estericamente impedidas
(Wilkinson et al., 2001). No entanto, com o substrato 2.12, a reac¢do nao foi estereo-
selectiva, uma vez que se obteve uma mistura de diasteredmeros. De facto, no espectro
de RMN 'H do produto 2.13a,b observam-se dois singuletos a 1,74 ¢ 1,75 devidos ao
grupo metilo em C-21, assim como dois multipletos a 5,87 ¢ 5,89 ppm devidos ao

protdo em C-16. A integragdo destes multipletos da uma proporgao de 7 : 3.

Esquema 2.11. Adicdo de TMSCN ao acetato de 20-oxo-pregna-5,16-dieno 3p-ilo

catalisada por LiOEt ou por Znl,.
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Os resultados obtidos mostram uma elevada dependéncia da estereo-selectividade
da adi¢ao de TMSCN com o tipo de substrato usado. A mistura racémica obtida com o
aldeido 2.1 era previsivel ja que o grupo carbonilo se encontra mais distante do
esqueleto esterdide do que nos pregnanos 2.5, 2.7 e 2.9.

No que respeita a cetona o,p-insaturada (2.12), embora o LiOEt catalise a
formagdo exclusiva de cianidrinas sililadas, verifica-se que este substrato ndo é capaz
de induzir diastereo-selectividade. Os diferentes resultados observados com 20-cetonas
saturadas ¢ com esta cetona insaturada estdo, provavelmente, relacionados com a
estereoquimica das respectivas cadeias laterais. Comparando com a 173-metil cetona
de pregnanos saturados (substratos 2.5, 2.7 e 2.9), a fun¢do enona (substrato 2.12)
torna o anel D mais planar, e, por isso, menos impedido pelo grupo metilo em C-18,

permitindo a aproximagao do reagente por ambos os lados da molécula esteroide.
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2.4. Conclusoes

A preparagdo enzimatica de cianidrinas epimericamente enriquecidas por cianagao
directa do aldeido ou por acilagdo selectiva das cianidrinas racémicas correspondentes
foi investigada num substrato esterdide 20B-carbaldeido. A sintese de cianidrinas
catalisada por oxinitrilases deu resultados pouco satisfatérios, enquanto que a
resolugdo por acilagdo diastereo-selectiva catalisada pela protease subtilisina provou
ser uma metodologia mais versatil, permitindo a obtengdo de cianidrinas na posigao 22
da cadeia lateral de pregnanos com elevado excesso diastereomérico (Cruz Silva et al.,
2004a).

Diferentes grupos carbonilo na cadeia lateral de esteroides reagem facilmente com
o TMSCN na presenca de um catalisador conveniente, porém, a quimio- e estereo-
selectividade da adicdo ¢ dependente do tipo de grupo carbonilo presente. Os
substratos 20-ceto-pregnanos saturados sdo convertidos, exclusivamente, nas
correspondentes (R)-cianidrinas sem necessidade de um catalisador quiral devido a
capacidade de indugdo assimétrica do substrato (Cruz Silva et al., 2005a).

Assim, neste estudo apresentamos uma metodologia enzimatica para a obtencgdo de
cianidrinas em C-22 de pregnanos com elevado excesso diastereomérico e uma
metodologia quimica estereoespecifica baseada na adicdo de TMSCN a 20-ceto-
pregnanos saturados. Estes resultados sdo potencialmente tuteis para a construcao

estereo-selectiva da cadeia lateral de esteroides.
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2.5. Parte experimental

2.5.1. Instrumentacgao

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de protdes, RMN 'H, foram obtidos
num espectrometro Varian Unity 500, a 500 MHz, e num espectrometro Bruker-AC
300, a 300 MHz. Os espectros de ressonancia magnética nuclear de carbono 13, RMN
13C, foram obtidos num espectrometro Bruker-AC 300, a 75,47 MHz. A caracterizagdo
dos carbonos metilicos, metilénicos, metinicos e quaternarios foi efectuada por DEPT.
Os desvios quimicos sdo dados na escala o (ppm) e sdo relativos ao tetrametilsilano
como padrdo interno. Os espectros de infravermelho (IV) foram obtidos num
espectrometro Jasco FT/R-420. As rotagdes Opticas foram determinadas num
polarimetro Jasco P-1020. Os espectros de massa (MS) foram obtidos num
espectrometro GCT Micromass. Os pontos de fusdo (pf) foram determinados num
aparelho Biichi B-540 e ndo foram corrigidos. Os estudos de difractometria de Raios-X
foram efectuados num difractometro Enraf-Nonius MACH3.

As reacgdes usando hidrolases foram efectuadas num agitador orbital New

Brunswick Scientific, C24 Incubator Shaker, a 45 °C e 250 rpm.
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2.5.2. Cromatografia

As andlises de HPLC foram efectuadas usando colunas Chiralcel OD (OD) e
Chiralcel OJ (OJ), da DIACEL, num cromatografo Jasco 880/PU equipado com
detector Jasco 875 UV/VIS (as leituras foram feitas a 254 nm).

A cromatografia em camada fina foi feita em placas de vidro e de aluminio de
silica gel 60 F,s4 Merk usando tolueno / éter dietilico (7 : 3) como eluente ou éter de
petroleo / acetato de etilo (2 : 1) e detectada por pulverizacdo com H,SO4/ etanol 95%
e aquecimento a 100 °C, ou por imersdao numa solu¢ao de p-anisaldeido em metanol e
acido cloridrico, seguida de aquecimento a 100 °C (método de Komarosky)
(MacDonald, 1977). A cromatografia flash foi efectuada em silica gel (230-400 Mesh)

da Merck usando misturas de éter de petroleo / acetato de etilo como eluentes.

2.5.3. Reagentes e solventes

Todos compostos comercialmente disponiveis foram usados como fornecidos pelos
fabricantes. Esterdides, trietilamina (Et;N), 4-dimetil-aminopiridina (4-DMAP) e
cianeto de trimetilsililo foram obtidos da Sigma. lodeto de zinco (Znl,), triflato de
itérbio (Yb(OTY)s), tetracloreto de titanio (TiCly), etoxido de litio (LiOEt), cianidrina
da acetona e o p6 de zinco (325 Mesh) foram obtidos da Aldrich. A Celite® R-630 foi

adquirida a Fluka.
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As lipases (EC 3.1.1.3) de pancreas de porco e de Candida rugosa (crude) foram
fornecidas pela Sigma Chemical Co. A Novozym 435 (lipase B de Candida antarctica
imobilizada) e a Lypozyme IM 20 (lipase de Mucor miehei imobilizada) foram obtidas
da Novo Nordisk. A lipase PS (de Pseudomonas cepacia), AK (de Pseudomonas
fluorescens), CE (de Humicola lanuginosa) e AY (de Candida rugosa) foram
compradas a Amano. A lipase de Pseudomonas cepacia foi adsorvida em celite (Cruz
Silva et al., 2004a). A lipase de Chromobacterium viscosum foi fornecida pela
Finnsugar.

A subtilisina Carlsberg (protease alcalina de Bacilus licheniformis, EC 3.4.21.62)
foi adquirida a Sigma e liofilizada de uma solugdo em tampao fosfato (20 mM, pH
7,8). As preparacdes de subtilisina-CLEC® foram oferecidas pela Altus Biologics, Inc,
Cambridge, MA, EUA.

A oxinitrilase de Prunus amygdalus, PaHNL (EC 4.1.2.10), foi isolada de
améndoas (Chiari et al., 1997). A oxinitrilase de Hevea brasiliensis, HbHNL (EC
4.1.2.39), foi obtida da Roche Diagnostics.

O diclorometano usado nas reacgdes com TMSCN foi seco por refluxo e destilagao
sobre CaH, e armazenado com Molecular Sieves 4 A. O THF usado nas mesmas
reacgdes foi tratado com KOH, aquecido a refluxo e destilado sobre CaH; tendo sido
armazenado com fio de sodio. A trietilamina foi destilada e armazenada sobre pastilhas

de KOH.
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2.5.4. Sintese quimica das cianidrinas epiméricas 22-hidroxi-3-o0xo-pregna-4-eno-

22-carbonitrilo, 2.2a e 2.2b.

a) Usando cianidrina da acetona como reagente de cianacao

A uma solugdo de 3-oxo-pregna-4-eno-20B-carbaldeido (2.1, 328 mg, 1 mmol) em
etanol (1 ml), adicionou-se cianidrina da acetona (642 ul, 7 equivalentes) e Et;:N (50
pl). O frasco foi fechado com uma tampa de borracha e a suspensdo foi agitada a
temperatura ambiente. Apds 3 horas, o controlo por CCF indicava o desaparecimento
do material de partida. A mistura foi vertida em 4gua (20 ml), gelo (20 g) e 4cido
acético (1 ml) sob agitacado magnética. O precipitado foi filtrado, seco numa estufa de
vacuo e o pd branco obtido (320 mg, rendimento 90%) foi caracterizado como uma

mistura epimérica de 2.2a e 2.2b.

b) Usando HCN como reagente de cianacao

A uma solucdo de 2.1 (200 mg; 0,61 mmol) em AcOEt — THF - AcOH 80 % (5 ml,
2 : 1 :2), adicionou-se uma solu¢do de NaCN (90 mg; 1,8 mmol) em 0,8 ml H,O. O
frasco foi fechado com uma tampa de borracha e a suspensao foi agitada a temperatura
ambiente. Apds 5 horas, o controlo por CCF indicava o desaparecimento do material
de partida. O solvente foi evaporado e o residuo foi purificado por cromatografia flash
(eluente CHCl3 / MeOH 97 : 3) obtendo-se um p6 branco (193 mg, rendimento 94 %)

caracterizado como uma mistura de 2.2a e 2.2b.
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22-Ciano-22-hidroxi-pregna-4-eno-3-ona (2.2a,b)

pf 185,2-190,8 °C; HPLC: as areas dos dois picos a 17,6 e 19,6 minutos
apresentaram uma relacdo de 48,5/ 51,5 %; RMN 'H (CDCl3) 6: 0,75 ¢ 0,76 (3H, dois
s, CH3-18); 1,17-1,26 (6H, dois d e um s, CH3-21 e CH3-19); 4,57 ¢ 4,59 (1H total, d
cada, J = 3,88 e J =2,17 Hz, respectivamente, H-22); 5,74 (1H, s, H-4). A integragao
dos dois sinais (singuletos) devidos ao metilo C-18 deu uma relacdo 43,5 / 56,5 % para
os dois isdbmeros. A integracao dos dois sinais (dubletos) devidos ao protdo C-22 deu
uma relacdo 47,9 / 52,1 % para os dois isdmeros. RMN °C (CDCl)8: (75,47 MHz)
64,79 ¢ 65,09 (C-22); 118,52 e 120,04 (CN); 123,73 e 123,79 (C-4); 171,72 ¢ 171,88
(C-5); 200,01 e 200,11 (C-3). IV (ATR): vimax 3229,2; 2935; 2858,9; 1654,6; 1609,3;

1432,8; 1064,5 cm™. FD-MS m/z = 355,2463 (100 %, M"); 356,2534 (46,3 %, M" + 1).

2.5.5. Separacao das misturas epimérias das cianidrinas e seus derivados acilados

em colunas quirais por HPLC

2.2a,b: coluna OD; eluente: éter de petrdleo / isopropanol 85 : 15; fluxo 0,7
ml/min; A=241 nm; tempo de retengdo (min): 2.2a, 17,6; 2.2b, 19,6.
2.33,b: coluna OD; ecluente: éter de petrdleo / isopropanol 85 : 15; fluxo 0,7

ml/min; A=241 nm; tempo de retengdo (min): 2.3a, 21,5; 2.3b, 25,3,
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2.4a,b: coluna OJ; eluente: éter de petroleo / isopropanol 95 : 5; fluxo 1,0 ml/min;

A=241 nm; tempo de reten¢do (min): 2.4a, 23,7; 2.4b, 29,1.

2.5.6. Sintese de cianidrinas de 2.1 mediada por oxinitrilases

1) Usando HCN como dador de ciano
Uma solugdao ~ 0,6 M HCN em éter isopropilico foi preparada de acordo com
Brussee (Zandbergen et al., 1991). O éter isopropilico usado nas cianagdes enzimaticas

foi pré-saturado com tampao citrato 0,1 M, pH 5,5.

A) A PaHNL (~ 150 unidades), dissolvida em 50 pul de tampao citrato 0,1 M pH 5,5
foi adicionada gota-a-gota, homogeneamente, a celite (150 mg). O catalisador foi
adicionado a 1,5 ml de éter di-isopropilico / DMF (4 : 1) contendo 41 mg de 2.1 ¢ 2 eq.
de HCN, e a reacg¢do foi agitada a temperatura ambiente a 150 rpm durante 2 dias. Um
ensaio em branco, na presenga de celite sem a enzima, mostrou uma percentagem
significativa de cianagdo espontanea. No final da reac¢do, a mistura foi filtrada, a celite
foi lavada com éter di-isopropilico e as fases organicas foram evaporadas. As
cianidrinas foram purificadas por cromatografia flash (eluente CHCl; / MeOH 97 : 3)
obtendo-se 25 mg de 2.2a,b (0,07 mmol, rendimento 58 %). A analise por HPLC

mostrou uma relagao equimolar dos picos devidos a 2.2a ¢ 2.2b.
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B) A HbHNL (~ 150 unidades), dissolvida em 50 pl de tampao citrato 0,1 M pH
5,5 foi adicionada gota-a-gota, homogeneamente, a celite (150 mg). O catalisador foi
adicionado a 1,5 ml de éter di-isopropilico / DMF (4 : 1) contendo 41 mg de 2.1 ¢ 2 eq.
de HCN, e a reaccdo foi agitada a temperatura ambiente a 150 rpm durante 2 dias. Um
ensaio em branco, na presenca de celite sem a enzima, mostrou uma percentagem
significativa de cianag¢ao espontanea. No final da reac¢do, a mistura foi filtrada, a celite
foi lavada com éter isopropilico e as fases organicas foram evaporadas. As cianidrinas
foram purificadas por cromatografia flash (eluente CHCI; / MeOH 97 : 3) obtendo-se
30 mg de 2a,b (0,084 mmol, rendimento 70 %). A analise por HPLC quiral mostrou

uma relagdo equimolar dos picos devidos a 2.2a ¢ a 2.2b.

2) Usando cianidrina da acetona como dador de ciano

A uma solucdo de 50 mg de 2.1 em 2,5 ml de éter di-isopropilico / DMF (4 : 1)
contendo 4 eq. de cianidrina da acetona, a enzima PaHNL ou HbHNL (150 unidades
adsorvidas em 150 mg de celite), foi adicionada e o sistema bifasico foi agitado a
temperatura ambiente durante 3 dias. Um ensaio em branco, na presenca de celite sem
a enzima, nao mostrou a cianacao espontanea do substrato. No final, a reaccao foi
tratada como anteriormente descrito. A cromatografia flash permitiu a purificagdo dos
produtos 2a,b (40 mg, rendimento 84 %, usando PaHNL; 46 mg, rendimento 87 %,
usando HbHNL). A analise por HPLC quiral mostrou uma relagao equimolar dos picos

devidos a 2.2a ¢ 2.2b.
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2.5.7. Acilacao quimica dos compostos 2.2a,b

As cianidrinas 2.2a,b (177,8 mg; 0,5 mmol) foram dissolvidas em piridina (4 ml) e
anidrido acético (118 ul; 2,5 equivalentes) ou anidrido butirico (205 ul; 2,5 eq). A
reaccdo foi deixada durante a noite a temperatura ambiente. Entdo, adicionou-se HCI 2
N e a mistura foi agitada e extraida com acetato de etilo. As fases organicas
combinadas foram lavadas com solu¢ao saturada de NaHCO; e com solugao saturada
de NaCl, secas em sulfato de sodio e finalmente evaporadas. Os produtos obtidos

foram caracterizados como 2.3a,b (s6lido branco) e 2.4a,b (6leo), respectivamente.

Acetato de 22-ciano-3-0xo-pregna-4-eno-22-ilo (2.3a,b)

RMN 'H (CDCls), &: 0,74 (3H, s, CHs-18); 1,18 (3H, s, CH3-19); 1,19 ¢ 1,25 (3H,
d cada, J 4,68 e 6,83 Hz, respectivamente, CH3-21); 5,38 ¢ 5,41 (1H total, d cada, J
=2,19 e J =3,78 Hz, respectivamente, H-22); 5,73 (1H, s, H-4). A integracdo dos
dubletos devidos ao H-22 deu uma relagdo epimérica de 45,3 / 54,7 %. RMN Bc
(CDCl3): 8: 64,79 e 65,09 (C-22); 115,4 ¢ 116,9 (CN); 123,8 (C-4); 169,1 e 169,4 (C-

5); 171,1 (CH;C=0); 199,5 (C-3).
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Butanoato de 22-ciano-3-oxo-pregna-4-eno-22-ilo (2.4a,b)

RMN 'H (CDClLy), & 0,75 (3H, s, CHs-18); 097 (3H, t, J =7.4 Hz
CH;CH,CH,CO); 1,17 — 1,26 (6H, dois d e um s, CH3-21 e CH3-19); 2,38 (2H, m,
CH;CH,CH,CO); 5,40 e 5,43 (1H total, d cada, J =2,14 e J =3,78 Hz, respectivamente,
H-22); 5,74 (1H, s, H-4). A integracao dos dois dubletos devidos ao H-22 deu uma
relagio epimérica de 49,5 / 50,5. RMN *C (CDCl): & 64,53 ¢ 65,06 (C-22); 115,54 ¢
116,97 (CN); 123,83 (C-4); 171,21; 171,24; 171,73 ¢ 171,99 (C-5 ¢ CH3CH,CH,CO);

199,61 ¢ 199,64 (C-3). IV (ATR): Vinax 2931,3; 2870; 1746; 1661; 1610 cm”.

2.5.8. Trans-esterificacéo catalisada pela subtilisina CLEC de 2.2a,b

Numa reac¢do em maior escala, a cianidrina racémica 2.2a,b (125 mg; 0,35 mmol)
foi dissolvida em acetona (9,5 ml) e, de seguida, foram adicionados o butanoato de
vinilo (2,5 ml; 19,2 mmol) e a subtilisina CLEC (10 mg). A reacgdo decorreu num
agitador termostatizado a 45 °C e foi seguida por CCF e por HPLC. Apds 7 dias,
outros 10 mg de PeptiCLEC-subtilisina foram adicionados e a reac¢ao decorreu por
mais 7 dias. De seguida, a enzima foi filtrada, o filtrado foi concentrado sob pressdo
reduzida e o butanoato 2.4a,b foi separado da cianidrina que ndo tinha reagido por
cromatografia flash (tolueno / éter dietilico 85 : 15) obtendo-se um sélido branco

(2.4b; 36 mg; rendimento 24,1 %) com um excesso diastereomérico de 89,5 %.
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(HPLC). A cianidrina 2.2a que ndo reagiu (57 mg) apresentava um €Xxcesso

diastereomérico de 67,9 % determinado por HPLC quiral.

2.5.9. Sintese de 5a-pregnano-20-ona

De acordo com o procedimento de Salvador et al., 1993a, a mistura de Sa-
pregnano-3,20-diona (1 mmol, 316 mg), 4cido acético glacial (20 ml) e zinco em po
(3,5 g) foi agitada a temperatura ambiente. Apos o desaparecimento do material de
partida (5 h), adicionou-se éter dietilico e a suspensdo foi filtrada por um filtro de
celite. O filtrado foi evaporado sob pressdo reduzida, dissolvido em éter dietilico e
lavado com agua, solu¢ao saturada de NaHCO; e solugdo saturada de NaCl. Apds
secagem com MgSQy, a fase organica foi evaporada, obtendo-se o Sa-pregnano-20-

ona, 2.9 (255 mg, rendimento 85 %).

2.5.10. Procedimento representativo para a adi¢cdo de TMSCN

A uma solugdo de esteroide (0,5 mmol) em diclorometano seco (10 ml), sob argon,
o catalisador e TMSCN (1,1 eq.) foram adicionados e a mistura reaccional foi agitada a
temperatura ambiente. Quando o LiOEt foi usado como catalisador, seguiu-se o
procedimento descrito por Wilkinson et al. (2001), isto é, o LiOEt foi adicionado ao

TMSCN antes da adicdo da solucdo de substrato em THF seco. Apos o
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desaparecimento do material de partida (controlo por CCF), adicionou-se acetato de
etilo e a solugdo foi lavada com HCI 5%, solucdo saturada de NaHCOs, agua e solugao
saturada de NaCl, seca com MgSQy, e evaporada a secura, obtendo-se o produto crude.
No caso do substrato 2.12, a mistura de produtos obtidos sob catalise com Znl, foi
separada por cromatografia flash, usando éter de petroleo / éter dietilico 8 : 2, como

eluente.

Acetato de (20R)-20-ciano-20-trimetilsilaniloxipregna-5-en-33-ilo (2.6)

Agulhas incolores (etanol), pf 181 - 183 °C, [a]p™® - 26,5 (¢ 1, CHCL;). RMN 'H
(500 MHz, CDCl5) &: 0,249 (9H, s, Si(CH:)s3); 0,96 (3H, s, CH3-18); 1,03 (3H, s, CH:-

19); 1,59 (3H, s, CH;-21); 2,03 (3H, s, CH3CO); 4,61 (1H, m, H-3); 5,37 (1H, d, J =4,5

Hz; H-6). RMN "°C (CDCl;) 8: 60,24 (C-21); 72,38 (C-20); 73,89 (C-3); 122,14 (CN);
122,32 (C-6); 139,73 (C-5); 170,58 (3-AcO). IV (ATR): vmax 836.,9; 980,6; 1033,7;
1145,5; 1239; 1722,1; 2951,5 cm™. FD-MS m/z = 397,2150 (100 %, M" - HOAc);
398,2209 (31 %, M" + 1 — HOAc); 73,0356 [2 %, (CH3)3Si]; 61,0235 (2 %, HOAc +
1).

Os cristais usados nos estudos de difraccdo de raios-X foram obtidos por

evaporacao lenta de uma solugdo de 2.6 em etanol.
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(20R)-3B3-Hidroxi-20-trimetilsilaniloxipregnano-20-carbonitrilo (2.8)

P6 amorfo (rendimento 92%), RMN 'H (300 MHz, CDCl; e CD;0D) &: 0,25 (9H,
s, Si(CH3)3); 0,79 (3H, s, CH3-19); 0,93 (3H, s, CH3-18); 1,54 (3H, s, CH3-21); 3,51

(1H, m, H-3). IV (ATR): vinax 1035,6; 1140,7; 1399,1; 2854,1; 2927,4; 3271,6 cm’".

(20R)-20-Trimetilsilaniloxipregnano-20-carbonitrilo (2.10)

P6 amorfo (rendimento 89%), RMN 'H (300 MHz, CDCls) &: 0,25 (9H, s,
Si(CHs)3); 0,79 (3H, s, CH3-19); 0,93 (3H, s, CHs-18); 1,58 (3H, s, CH3-21). IV

(ATR): Vinax 839,8; 1033,7; 1144.6; 1249,7; 1445,4; 2850,3; 2919,7 cm’™.

3-0Ox0-22-trimetilsilanilxipregna-4-eno-22-carbonitrilo (2.11a,b)

P6 amorfo (rendimento 94%), pf 118 - 121 °C. RMN 'H (300 MHz, CDCl5) &: 0,21
(9H, s, Si(CHs)3); 0,73 e 0,74 (3H, dois s, CH3-18); 1,13 — 1,19 (6H, dois d e um s,
CHs-21 e CH3-19); 4,45 e 4,47 (1H, dois d, J =3,876 ¢ J =1,812 Hz, respectivamente,
H-22); 5,73 (1H, s, H-4). Ambos os dubletos devidos ao H-22 e o singuleto devido ao
CH3;-18 ndo se encontram separados na linha de base. Assim, a relacdo diastereomérica
foi calculada a partir do espectro de RMN 'H da cianidrina ndo sililada 2.2a,b (ver
Secgdo 2.5.11). RMN *C (CDCls) &: 64,99 e 65,33 (C-22); 118,58 (CN); 123,86 (C-
4); 171,3 (C-5); 199,7 (C-3). IV (ATR): vmax 841,8; 1105; 1248,7; 1411,6; 1662,3;
2937 cm™. FD-MS m/z = 427,2920 (100 %, M"); 428,2964 (34 %, M + 1); 73,0485 [2

%, (CH;)3Si].
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Acetato de 20-ciano-20-trimetilsilaniloxipregna-5.16-dieno-3B-ilo (2.13a,b)

P6 amorfo (25% de rendimento sob catdlise com Znl,, 91% de rendimento sob
catalise com LiOEt), pf 131 - 135 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCl;) &: 0,25 (9H, s,
Si(CHs3)3); 1,03 (3H, s, CH3-18); 1,06 (3H, s, CH3-19); 1,74 e 1,75 (3H, dois s, CH3-
21); 2,04 (3H, s, CH3CO); 4,60 (1H, m, H-3); 5,39 (1H, d, J=5,035 Hz, H-6); 5,87 ¢
5,89 (1H, dois m, H-16). A integragdo dos dois multipletos devidos ao H-16 deu uma
relagdo diastereomérica de 71 : 29. RMN °C (CDCls) &: 68,53 ¢ 69,30 (C-20); 73,76
(C-3); 121,47 (CN); 122,11 (C-6); 127,68 ¢ 127,93 (C-16); 139,88 (C-5); 154,03 (C-
17); 170,43 (3-AcO). IV (ATR): vmax 839,9; 993,2; 1033,7; 1146,5; 1246,8; 1367,3;
1731,8; 2937,1 cm™. FD-MS m/z = 323,2212 [100%, M" + 1 — HOAc — (CH3)3Si];

61,0340 (2%, HOAc + 1).

Acetato de 20-ciano-20-hidroxipregna-5,16-dieno-3B-ilo (2.14a,b)

P6 amorfo (rendimento 27%), pf 83 - 87 °C. RMN 'H (300 MHz, CDCl3) &: 1,06 e
1,07 (6H, dois s, CH3-18 e CH3-19); 1,77 ¢ 1,78 (3H, dois s, CH3-21); 2,04 (3H, s,
CH;CO); 4,61 (1H, m, H-3); 5,39 (1H, d, J 5,157 Hz, H-6); 6,00 e 6,03 (1H, dois m,
H-16). A integracdao dos dois multipletos devidos ao H-16 deu uma relagao
diastereomérica de 77 : 23. RMN C (CDCls) 8: 68,23 (C-20); 73,83 (C-3); 121,66
(CN); 122,08 (C-6); 129,36 (C-16); 140,01 (C-5); 153,53 (C-17); 170,59 (3-AcO). IV

(ATR): vinax 1030,8; 1242,9; 1373,1; 1728,9; 2936,1; 3391,2 cm’.
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Acetato de 160-ciano-20-oxopregn-5-en-33-ilo (2.15)

P6 amorfo (rendimento 34%), pf 178 - 180 °C. RMN 'H (300 MHz, CDCl3) &: 0,58
(3H, s, CH3-18); 1,00 (3H, s, CH3-19); 2,04 (3H, s, CH3CO); 2,21 (3H, s, CH3-21);
2,90 (1H, d, J 8,721 Hz, H-17); 3,57 (1H, m, H-16); 4,61 (1H, m, H-3); 5,38 (1H, d,
J= 5,139 Hz, H-6). RMN "C (CDCl5) &: 73,59 (C-3); 121,68 (C-6); 123,29 (CN);
139,72 (C-5); 170,50 (3-AcO); 204,70 (C-20). IV (ATR): vmax 1026,9; 1236,2; 1358,6;
1699; 1730,8; 2235,1; 2960,2 cm’. Os dados espectroscopicos obtidos estdo de acordo
com os dados publicados por outros autores (Romo et al., 1964; Abernethy e Wall,

1969).

2.5.11. Hidrdlise da cianidrina sililada 2.11a,b

A cianidrina sililada 2.11a,b foi dissolvida em HCI 2% em etanol, a temperatura
ambiente, obtendo-se a cianidrina ndo sililada 2.2a,b quantitativamente. Os dados
espectrais e o pf correspondem ao descrito na Secgdo 2.5.4. O espectro de RMN 'H
mostra dois singuletos separados na linha de base devidos ao CH3-18. A integracao dos

dois sinais deu uma relacao diastereomérica de 44 : 56.
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CAPITULO 3

Discriminacao estereo-selectiva

de 5,6-epoxidos de esterdides catalisada por lipases

M. Manuel Cruz Silva, Sergio Riva and M. Luisa Sa e Melo. “Highly selective lipase-
mediated discrimination of diastereomeric 5,6-epoxysteroids”, Tetrahedron-Asymmetry

(2004), 15 (7): 1173-1179.
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3. Discriminacao estereo-selectiva de 5,6-epdxidos de esteroides

catalisada por lipases

3.1. Resumo

A sintese estereo-selectiva de 5,6-epoxi-esterdides tem sido intensamente estudada
devido as propriedades bioldgicas de alguns esteréides com esta funcionalidade e a
importancia sintética dos epoxidos como intermedidrios. Porém, a maioria dos
processos de epoxidacdo ndo proporciona a obtencao de diasteredbmeros puros.

Neste trabalho, os 5,6-epoxi-3p3-hidroxi-esteroides estereoisomericamente puros
foram preparados combinando métodos quimicos selectivos para o— e f—epoxidacio
de esterdides A’-insaturados com a esterificagdo enzimatica estereo-selectiva do grupo
3B-hidroxilo. Os 5pB,6B-epoxi-3p-hidroxi-esterdides foram eficientemente acilados
pela Novozym 435 e pela lipase AK, enquanto que os Sa,6a-epoxi-3-hidroxi-
esterdides mostraram ser bons substratos para a Candida rugosa lipase. A hidrolise
enzimatica suave do grupo 3f-acetoxilo na presenca da funcionalidade epoxido foi

também conseguida através da Candida rugosa lipase.
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3.2. Introducéo

3.2.1. Importancia bioldgica e sintética dos 5,6-epoxidos de esterdides

Os epodxidos de esterdides sao um importante grupo de oxiesterdis que regulam
diversas funcdes bioldgicas, como a proliferagdo celular e a homeostase do colesterol
(Guardiola et al., 1996, Smith, 1996). Por exemplo, os epoxidos o ¢ B do colesterol
sdo produtos da sua auto-oxidagdo com actividade bioldgica (Guardiola et al., 1996;
Smith, 1996; Hwang, 1991), sendo ambos citotoxicos (O’Callaghan et al., 2001;
O’Sullivan et al., 2003) e mutagénicos (Raaphorst et al., 1987; Sevanian e Peterson,
1984; Blackburn et al., 1979; Schroepfer, 2000).

A funcionalidade 583,6B-epoxido estd presente em diversos esterdides naturais com
actividade antitumoral, como os vitanolidos (Kupchan et al., 1969; Habtemariam,
1997, Habtemariam et al., 2000; Jayaprakasam et al., 2003). Além disso, esta
funcionalidade foi estudada em correlagdes estrutura-actividade de androstanos
inibidores da aromatase (Numazawa e Tachibana, 1997a e 1997b; Numazawa ¢
Yamada, 1999).

Por outro lado, os epoxidos sdo intermedidrios sintéticos de grande importancia,
uma vez que a sua abertura permite a introducdo de diversas funcionalidades de uma
forma esterco-especifica, originando compostos 1,2-difuncionais (Smith, 1984).
Diversos estudos demonstram que a configuragdo do 5,6-epéxido influencia a

selectividade de reacgdes de abertura estereo-especifica (Ehrenstein, 1941; Srivastava
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et al., 2001) ou reacgdes de eliminagdo catalisadas por bases (Holland e Jahangir,

1983).

3.2.2. Métodos de sintese selectiva de 5,6-epoxidos de esterdides

A epoxidacdo de esterdides continua a ser intensamente estudada com vista a
obtencdo estereo-selectiva de Sa,60-epdxidos e de 5B,6B-epoxidos, como ilustra a
Tabela 3.1.

A epoxidagio de A’-esterdides 3B-substituidos com peroxiacidos (Kirk e
Hartshorn, 1968; Akhtar e Barton, 1964; Matthews e Hassner, 1972) produz,
predominantemente, a-epdxidos. O ataque preferencial do peroxidcido pela face alfa
do esqueleto esterdide deve-se ao impedimento estereoquimico imposto pelos grupos
metilo em C-10 e C-13. No entanto, a velocidade e a estereo-selectividade da
epoxidagdo dependem da natureza do substituinte na posi¢do C-3, do solvente usado ¢
da estrutura do peroxidcido. Por exemplo, a epoxidacdo de esterdides 5,6-insaturados
com o acido monoperoxiftalico conduziu a obtencao de uma mistura de epéxidos com
uma relagdo o/f de 70 : 30 (Matunowicz e Mironowicz, 1968), enquanto o acido m-
cloroperoxibenzdico (m-CPBA) originou uma propor¢do de 71 : 29, o
monoperoxiftalato de magnésio (MMPP) deu uma proporc¢ao de 85 : 15 (Brougham et

al., 1987), conforme pode observar-se na Tabela 3.1, linhas 1 a 3.
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Por outro lado, a sintese de B-epdxidos tem sido intensamente investigada e
diversos métodos t€m sido propostos.

As primeiras tentativas de preparacdo de 5B,6B-epoxidos incluem o uso de halo-
hidrinas como intermediarios (Akhtar ¢ Barton, 1964; Kocor et al., 1966) e de
substituintes 3a-halogenados que bloqueiam a entrada de reagentes pela face alfa
(Shiota et al., 1961; Hanson e Truneh, 1988).

O diacetato de cromilo (Galagovsky et al., 1989; Galagovsky e Gros, 1993) foi
também proposto como um oxidante capaz de promover a B-epoxidacdo de A’-
esterdides com elevada selectividade.

Os dioxiranos conduzem a formagdo de misturas de o- e P-epdxidos, embora a
estereo-selectividade dependa da estrutura do dioxirano usado. Assim, como se indica
na Tabela 3.1 (linha 4), o dimetildioxirano converteu o acetato de 16-
desidropregnenolona numa mistura de 5a,60- e 583,6B-epoxidos numa relagdo de 40 :
60, com elevado rendimento (Bovicelli et al., 1992). Mais recentemente, Yang e Jiao
(2000) mostraram que determinadas cetonas quirais na presenca de oxone (KHSOs;
KHSOy4; K»S04) sdo convertidas em dioxiranos altamente diastereo-selectivos, capazes
de promover a epoxidacao de esteroides 5,6-insaturados com relagdes isoméricas o/f3

de 1:8,5a1:99, consoante os substratos esterdides usados (Tabela 3.1, linhas 5 ¢ 6).
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Tabela 3.1. Alguns exemplos de métodos de epoxidacdo selectiva de esterdides 5,6-

insaturados
) ) Relacéo .
Substrato Sistema oxidante Referéncia
a/pB
Acetato de Acido Matunowicz e
1 ‘ o 70 : 30
colesterilo monoperoxiftalico Mironowicz, 1968
Brougham et al.,
2 Colesterol m-CPBA 71 :29
1987
Brougham et al.,
3 Colesterol MMPP 85:15
1987
Acetato de 16- Bovicelli et al.,
4 . Dimetildioxirano 40 : 60
desidropregnenolona 1992
5 Colesterol Cetonas quirais / oxone 1:15,1 Yang e Jiao, 2000
3,3-etilenodioxo-
6 // 1:99 Yang e Jiao, 2000
colesta-5-eno
Benzoato de 0, / aldeido / complexo
7 ) 18 : 82 Yamada et al., 1992
colesterilo de Mn(II)
O, / aldeido / porfirinas Ramasseul et al.,
8 Colesterol ] 37:63
de Ni(II) 1992
Acetato de O, / aldeido / porfirinas 188 Ramasseul et al.,
9 :
colesterilo de Ni(II) 1992
0O, / aldeido / acetato de
10 Colesterol ) 25:75 Silvestre et al., 2004
Co(II) em silica
Acetato de O, / porfirinas de Marchon e
11 ) ) 1:99
colesterilo ruténio Ramasseul, 1989
Acetato de
12 ) KMnOQOy, / CuSOq4 7:93 Syamala et al., 1992
colesterilo
Acetato de
13 ) KMnOs / Fey(SO4)3 12 : 88 Salvador et al., 1996
colesterilo
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Diversos autores tém estudado a oxida¢ao de esterdides 5,6-insaturados nas
condigdes de Mukaiyama. Assim, usando O, como oxidante, na presenca de um
aldeido e um complexo metalico de transi¢do como catalisador homogéneo (Yamada et
al., 1992; Ramasseul et al., 1992) ou heterogéneo (Silvestre et al., 2004) obtiveram-se
os respectivos 5,6-epoxidos com elevada selectividade para a formacao do isomero 3
(Tabela 3.1, linhas 7 a 10).

As porfirinas de ruténio, na presenca de O, (Marchon e Ramasseul, 1989) ou de
2,6-dicloropiridina-N-o0xido (Zhang e Che, 2002) como oxidantes, permitiram a
obtencao de B-epoxidos com selectividades muito elevadas (Tabela 3.1, linha 11).

Finalmente, os sistemas bifasicos de permanganato de potassio em suportes s6lidos
(sais inorganicos) sdo igualmente capazes de converter esteroides 5,6-insaturados nos
respectivos B-epoxidos (Tabela 3.1, linhas 12 e 13), com a vantagem de se tratar de
sistemas oxidantes heterogéneos, facilmente acessiveis, baratos e ambientalmente

benignos (Syamala et al., 1992; Salvador et al., 1996; Singh e Lee, 2001).

No entanto, a maioria dos métodos de epoxidagdo ndo proporciona o- ou -
epoxidos diastereomericamente puros e, portanto, a investigagdo em processos mais
selectivos continua a ter grande actualidade.

Adicionalmente, a presenga e a estereoquimica de outros substituintes no esqueleto
esteroide, concretamente, um grupo hidroxilo em C-19, respectivos ésteres e amidas

(Mousseron-Canet et al., 1968 ; Ko¢ovsky e Stary, 1990), um 2,3-epoxido (Hanson et
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al., 1999), outros substituintes nas posi¢des 4 ou 6 (Tavares et al., 1992; Hanson et al.,
1998), podem alterar a estereo-selectividade do método de epoxidagao.

Para além disso, a maioria dos métodos de preparagao de B-epoxidos requer a
proteccdo adequada dos grupos hidroxilo presentes na molécula. A desprotec¢dao
quimica, geralmente do grupo éster, pode ser condicionada pela sensibilidade do grupo
oxirano face as condigdes hidroliticas usuais. Consequentemente, a sintese de 5[3,6p3-

epoxi-3f-hidroxi-esterdides €, por vezes, dificil.

Como foi discutido no Capitulo 1, a Biocatélise, sendo muitas vezes complementar
aos métodos quimicos convencionais, tornou-se um instrumento efectivo para
conseguir transformagdes suaves e selectivas (Carrea e Riva, 2000; Koeller e Wong,
2001).

Estudos acerca da esterificacdo enzimatica regio-selectiva dos grupos hidroxilo
localizados em diferentes posicdes do esqueleto do esterdide (Secg¢ao 1.2.4) mostram a
preferéncia das lipases pelo hidroxilo localizado em C-3 (Riva e Klibanov, 1988;
Ottolina et al., 1991).

Adicionalmente, noutros estudos de reacg¢des de esterificagdo na posicao C-3 foi
também demonstrada a elevada sensibilidade das lipases ao tipo de juncdo dos anéis
A/B (cis ou trans) e a presenca de A*- ou A’-insaturagdes (Riva et al., 1989b; Bertinotti

etal., 1994).
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Por outro lado, diversos estudos descrevem a capacidade das lipases de discriminar
estereoisdmeros com centros quirais relativamente afastados do grupo hidroxilo ou
acetoxilo aceites como substratos, conseguindo, assim, efectuar resolu¢des de um

esterocentro remoto (Angoli et al., 2003; Hedenstrom et al., 2002).

Com o objectivo de desenvolver um método de preparagdo de Sa,60- e 583,6p-
epoxidos diastereomericamente puros recorrendo a selectividade das lipases face a
substratos esterdides, propusemo-nos investigar a capacidade das lipases de
discriminar estes epoxidos através da acilacdo ou desacilacao do grupo 3B-hidroxilo.

Adicionalmente, as vantagens da catalise enzimatica no que respeita a suavidade
das reaccdes, levam-nos a explorar a hidrélise de ésteres 3B-acetoxilo na presenca da

funcao epoxido.
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3.3. Resultados e Discussao

3.3.1 Sintese quimica dos epdxidos

Os 5a,6a- e 5B,6B-epoxidos de esterdides foram sintetisados por metodologias
quimicas selectivas, facilmente disponiveis e de baixo custo.

A epoxidacio a-selectiva de esterdides 3B-hidroxi- e 3B-acetoxi-A’-insaturados foi
efectuada com MMPP (Esquema 3.1 — A) o qual proporciona maior seguranga € maior
facilidade de remogdo do que os peracidos comuns como o m-CPBA (Brougham et al.,
1987; Heaney, 1993) devido a sua insolubilidade em meio organico.

Por outro lado, a epoxidagio B-selectiva de esterdides 3B-acetoxi-A’-insaturados
foi levada a efeito através da oxidagdo com o sistema permanganato de potassio / sais
inorganicos (Esquema 3.1 — B) desenvolvido no nosso grupo (Salvador et al., 1996).

Assim, os substratos para as reac¢des enzimaticas posteriores foram obtidos usando
sistemas oxidantes solidos e insoliveis no meio reaccional, tendo sido facilmente
removidos por filtragdo no final das reacgdes.

A elucidagdo estrutural dos epdxidos obtidos foi feita por espectrofotometria de IV,
onde se pode observar a auséncia de sinais correspondentes as frequéncias de
elongacdo do —CH insaturado ¢ do C=C, por RMN 'H, onde se verifica o
desaparecimento do multipleto correspondente ao protdo olefinico 6-H e o

aparecimento dos multipletos a cerca de 2,9 e 3,1 ppm correspondentes ao protdo 63-H
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e 60-H, respectivamente. Além disso, os espectros de RMN '*C mostram o
desaparecimento do C(6) olefinico e o aparecimento dos sinais correspondentes a C(5)

e C(6) com valores tipicos de uma ligagao C-O.

Esquema 3.1. Sintese diastereo-selectiva de 5,6-ep6xidos de esterdides

A relacao o/f dos epdxidos obtidos foi determinada pela integracao dos sinais dos
protdes isoméricos em C-6 nos espectros de RMN 'H, os quais aparecem como um

dubleto a cerca de 2,9 ppm (J = 4 Hz) no caso do isdbmero a e como um dubleto a
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cerca de 3,1 ppm (J = 2 Hz) no caso do isomero P (Cross, 1962; Marchon e
Ramasseul, 1989). Tal como se esperava, os excessos diastereoméricos dos epoxidos
obtidos, quer na presenga de MMPP, quer na presenca de KMnOQy, situam-se entre 70 e

80 %.

3.3.2. Trans-esterificacdo enzimatica estereo-selectiva de misturas de 3p-hidroxi-

5,6-epoxi-esteroides: sintese de a-epdxidos diastereomericamente puros

A esterificacdo de 3f-hidroxi-5,6-epoxi-esterdides foi primeiramente investigada
com um conjunto de 14 hidrolases comerciais como catalisadores. Os substratos
usados neste teste inicial foram o 5,6-epoxicolestano-3f3-ol (3.2, relacdo a/f3 83 : 17) e
o0 5,6-epoxi-3B—hidroxipregnano-20-ona (3.4, relagao a/f 90 : 10) (Esquema 3.2). Em
condigdes de trans-esterificacdo irreversivel (Wang et al., 1988), usando acetato de
vinilo como dador de acilo e tolueno como solvente, a monitorizagao das reacgdes por
CCF permitiu a identificacdo de um grupo de lipases capazes de aceitar substratos do
tipo 3B-hidroxi-5,6-epoxi-esteroides, independentemente do tipo de cadeia lateral em
C-17.

Com a lipase de Candida rugosa observou-se uma conversdo quase total do
substrato 3.2, sugerindo uma boa actividade desta enzima na conversao do isémero a.,
uma vez que este € o isomero predominante na mistura epimérica em estudo.

Adicionalmente, observou-se uma conversio muito baixa com outras enzimas,
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concretamente, Novozym 435, lipase de Chromobacterium viscosum, lipase AK e
lipase de Pseudomonas cepacia, sugerindo uma baixa afinidade destas enzimas para
3B-hidroxi-5a,60-epoxi-esteroides.

A estereo-selectividade deste grupo de enzimas foi mais rigorosamente avaliada
monitorizando, por cromatografia gasosa, a acilacdo do epoxido a, 3.2a, e do epoxido
B do colesterol, 3.2b, isomericamente puros, obtidos como se descreve na Secgdo
3.34.

Como se observa na Tabela 3.2, a estereco-preferéncia da lipase isolada da Candida
antarctica, Novozym 435, para a acilagdo do grupo 3p-OH do epodxido B (3.2b) é
muito elevada, enquanto que com duas preparacdes comerciais diferentes da lipase de

Candida rugosa confirma-se a preferéncia significativa pelo epoxido a (3.2a).
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Tabela 3.2. Acetilac&o de 3.2a (a) e de 3.2b (B) catalisada por lipases

Conversdo (%) @

Substrato® 90min 3 horas 6horas 24 horas

Candida rugosa lipase a 02,3 84,8 86,5 96,4
(Sigma) 3 mg B 3,9 6,5 9,8 12,7
Lipase AY a 80,8 90,5 92 96,3
(Amano) 1,5 mg B 2,5 6,3 7,8 9,8
Novozym 435 a 0 0 0 1
10mg B 14,3 26,4 47,9 82,3
(Amano) 5 mg B 13,7 27,9 50 88,2
Lipase AK a 1,7 24 4,3 11,9
(Amano) 3 mg B 15,2 29,6 53,1 90,6
Chromobacterium viscosum a 0 0 0 4,6
lipase (Finnsugar) 30 mg B 45 9.6 16,7 41,7

? Avaliada por GC.
® 10 mM 50,60~ ou 5B, 6B-epoxicolestano-3p-ol (3.2a ou 3.2b, 4 mg/ml) em tolueno com 10 % v/v

acetato de vinilo.
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Explorando estes resultados, a Novozym 435 foi usada em reacgdes em escala
preparativa para remover o isobmero minoritario 3 em misturas enriquecidas do isdbmero
o de 3B-hidroxi-5,6—epoxi-esteroides, preparados por meio de peracidos (Esquema
3.2). Em todos os casos, 0s substratos remanescentes (epoxidos a: 3.2a, 3.4a e 3.6a)
foram isolados com bons rendimentos (67 a 72 %) e excessos diastereoméricos de 100

%, de acordo com a analise dos espectros de RMN 1.

Esquema 3.2. Acetilagdo estereo-selectiva de 3p-hidroxi-5a,6a-epoxi-esterdides

catalisada pela Novozym 435
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3.3.3. Alcodlise enzimatica estereo-selectiva de 3B-acetoxi-5,6-epoxi-esteroides:

sintese de B-epoxidos diastereomericamente puros

O passo seguinte foi procurar uma metodologia adequada para a obtencao de [-
epoxidos diastereomericamente puros a partir de misturas enriquecidas de 33-acetoxi-
5,6-epoxi-esteroides (3.8, 3.10 e 3.12) preparados com o sistema permanganato / sais
inorganicos (Salvador et al., 1996).

Inicialmente, a desacetilagdo estereo-selectiva das misturas epiméricas de 33-
acetoxi-5,6-epoxi-esterdides foi investigada usando 1-octanol como aceitador de acilo
em reacgdes de alcodlise (Esquema 3.3).

Explorando a esterco-preferéncia da lipase de Candida rugosa em relagdo a
epoxidos a (linhas 1-2, Tabela 3.2), efectuaram-se reac¢des em escala preparativa na
presenca da lipase AY com o objectivo de remover o isdmero o minoritario nas
misturas 3.8, 3.10 e 3.12. Tal como seria de esperar, os epimeros 3 (3-O-acetoxi [3-
epoxidos 3.8b, 3.10b e 3.12b) ndo foram convertidos pela enzima, tendo sido isolados
com bons rendimentos (62 a 75 %) e excessos diastereoméricos de 100 %, de acordo

71 1
com a analise dos espectros de RMN "H.
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Esquema 3.3. Alcodlise estereo-selectiva de 3B-acetoxi-5a,6a-epoxi-esterdides

catalisada pela lipase AY

Numa abordagem semelhante, a alcoodlise do grupo 3[-acetoxilo foi investigada
com vista a remocao de epoxidos 3 minoritarios em misturas de 3p-acetoxi-5,6-epoxi
esteroides preparadas com peracidos (MMPP), com o objectivo de obter 3B-acetoxi-
Sa,6a-epoxi-esterdides puros. Porém, ao contrario do que seria de prever, nem a
Novozym 435 nem qualquer outra enzima testada se revelou capaz de catalisar a

alcoolise desses substratos.
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3.3.4. Hidrodlise enzimatica suave, ndo selectiva, de misturas de 3p-acetoxi-5,6-

epoxi-esterdides

A hidrdlise acida ou alcalina de grupos éster na presenca de uma funcao epoxido
pode levar, pelo menos parcialmente, a degradagdo do epoxido. Assim, tirando partido
das condigdes suaves proporcionadas pela catdlise enzimatica, procedeu-se ao estudo
das enzimas e meio reaccional adequados a remocao enzimatica do grupo 3p-acetoxilo
em 5,6-epoxi-esterdides. Com efeito, um método de desacetilacdo suave tem interesse
do ponto de vista sintético uma vez que a maioria dos processos para preparar 5f3,6[3-
epoxidos sdo apenas aplicaveis a substratos 3-O-acilados.

Os resultados acima descritos (Sec¢do 3.3.3) indicam que os 3p-acetoxi-Sa,60.-
epoxi-esteroides podem ser selectivamente desacilados na presenca da lipase de
Candida rugosa, enquanto que os 3[-acetoxi-5f,6B-epoxi-esterdides nao sio
selectivamente desacilados por nenhuma das lipases estudadas.

Assim, procuraram-se as condi¢des adequadas a hidrdlise ndo selectiva do grupo
acetato nesses substratos, ou seja, converter 3.8, 3.10 e 3.12 nos respectivos derivados
desacilados independentemente da estereoquimica do 5,6-epoxido (Esquema 3.4).

A baixa selectividade evidenciada pela lipase de Pseudomonas cepacia nas
reacgoes de acilagdo de 3p-hidroxi-5,6-epoxi-esteroides, aliada a sua razoavel
afinidade para estes substratos (Tabela 3.2) sugerem que esta enzima podera catalisar

reaccdes de desacetilacdo dos ésteres correspondentes.
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Assim, estudou-se a desacilacdo de 3f-acetoxi-5,6-epoxi-esterdides catalisada pela
lipase de Pseudomonas cepacia, quer em condigdes de alcoolise, usando um alcool
como nucledfilo, quer em condi¢cdes de hidrolise enzimadtica, usando 4gua como
nucleofilo. Porém, esta enzima, ao contrario do que aconteceu nas reac¢des de trans-
esterificagdo de 3B-hidroxi-epoxi-esterdides, ndo aceitou os derivados 3[-acetoxi
como substratos. De facto, num estudo de desacilagdo enzimatica de 3[-acetoxi-
esteroides, os autores referem que a lipase de Pseudomonas cepacia nao se mostrou
activa nesses substratos, ao contrario das lipases de Candida antarctica e de Candida
rugosa (Bruttomesso ¢ Baldessari, 2004).

As capacidades ja evidenciadas pela lipase de Candida rugosa, tendo em conta que
esta enzima mostrou alguma actividade na presenca de epoxidos [ (Tabela 3.2),
levaram-nos a explorar as condigdes reaccionais necessarias para a completa
desacetilacao dos substratos.

A optimizagdo cuidadosa das condi¢des de reacgdo indicou que a lipase de Candida
rugosa (crude) em éter di-isopropilo pré-saturado com agua constitui o melhor sistema
para a pretendida desacilag@o na presenca de epoxidos Sa,6a e 5B,6p3.

Comparando com os resultados obtidos no estudo da alcodlise estereo-selectiva
(Secgao 3.3.3) em que a lipase de Candida rugosa catalisa a alcoolise de 3[3-acetoxi-
Sa,6a-epoxidos deixando inalterados os 3[-acetoxi-5B,6B-epoxidos, verifica-se que
em ¢éter di-isopropilico / agua esta enzima perde selectividade, catalisando a hidroélise

do grupo 3B-acetoxilo independentemente da configuragdo do epdxido em 5,6.
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Assim, efectuaram-se reac¢cdes em escala preparativa, procedendo-se a hidrolise
enzimatica total do grupo 3[B-acetato das misturas epiméricas 3.8, 3.10 e 3.12 sem
afectar a fungdo epoxido, obtendo-se os alcoois correspondentes 3.13, 3.14 ¢ 3.15

(Esquema 3.4).

Esquema 3.4. Desacilacao suave do 3B-acetoxi-5,6-epoxi-esterdides catalisada

pela lipase de Candida rugosa em éter di-isopropilico pré-saturado com agua.

A mistura B-enriquecida de 5,6-epdxidos do colesterol (3.13) assim obtida foi
sujeita a uma reac¢do enzimatica de trans-esterificagao catalisada pela lipase AY, para
remover selectivamente o a-epdxido minoritario, obtendo-se o 5p3,6B-epoxicolestano-
3B-ol diastereomericamente puro (3.2b) (Esquema 3.5). Este composto foi usado para
estudar a estereo-selectividade, por GC, das lipases na conversdo dos epimeros 3.2a ¢

3.2b (Tabela 3.2).
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Esquema 3.5. Acetilagdo estereo-selectiva do 5a,6a-epoxicolestano-3p-ol (3.13)

catalisada pela lipase AY
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3.4. Conclusdes

Os 5a,60-epoxidos diastereomericamente puros podem ser obtidos explorando a
elevada selectividade da Novozym 435 para os 5B,6B-epoxidos minoritarios presentes
nas misturas epiméricas.

O estudo de um conjunto de lipases comerciais permitiu verificar que as lipases de
Candida rugosa tém uma selectividade oposta a Novozym 435, possibilitando o
isolamento de [-epoxidos diastereomericamente puros por meio da alcodlise
enzimatica dos o-epoxidos minoritarios.

Por fim, a desacetilagdo do grupo 3f-acetoxilo em 5,6-epoxi-esterdides foi
conseguida através da lipase de Candida rugosa como catalisador e agua como
nucledfilo, permitindo a remog¢do suave do grupo acilo em C-3 sem afectar o grupo
funcional epoxido (Cruz Silva et al., 2004b).

O presente trabalho exemplifica a utilidade das lipases na modificagcdo selectiva
dos esterdides. Estas biotransformacdes ndo s6 confirmam a selectividade das lipases,
como sdao também um exemplo notavel de controlo estereo-selectivo por meio de um

estereocentro remoto.
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3.5. Parte experimental

3.5.1. Instrumentacgéo

Ver Secg¢do 2.5.1.

3.5.2. Cromatografia

Ver Secg¢do 2.5.2

A CCF foi efectuada em tolueno / éter dietilico (85 : 15) como eluente e a deteccao
foi feita com com o reagente de Komarowsky (MacDonald, 1977).

A conversdo dos substratos em produtos foi determinada por cromatografia gasosa,
usando um cromatografo Hewlett Packard 5890 série II e uma coluna HP-1
Crosslinked Methyl Silicone Gum (25 m, 0.32 mm ID, Hewlett Packard), e

temperaturas compreendidas 236 a 290 °C, usando H, como gas de transporte.

3.5.3. Reagentes e solventes
Ver Secg¢do 2.5.3
O monoperoxiftalato de magnésio (MMPP) e o permanganato de potassio foram

adquiridos a Aldrich.
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3.5.4. Sintese quimica de 5a,6a- e 5p,6B-epoxi-esterdides

3.5.4.1 Método geral para a epoxidacao de 3B-hidroxi-esteréides A® insaturados

com MMPP

A uma solucdo do esterdide (1 mmol) em CH,Cl, (10 ml) e etanol (2 ml),
adicionou-se MMPP (990 mg, 2 mmol) e a suspensdo resultante foi agitada a
temperatura ambiente durante 24 horas. Apos este tempo, a reac¢ao estava completa
(controlo por CCF). Entdo, adicionou-se NaCl e éter dietilico e a suspensdo foi filtrada
num filtro de celite. O filtrado foi lavado com HCI 5%, solu¢do saturada de NaHCO;,
agua e solucdo saturada de NaCl, seco com MgSO4 e evaporado a secura, obtendo-se

misturas epiméricas enriquecidas dos epoxidos como os unicos produtos.

5.6-Epoxi-colestano-3f3-ol, 3.2

RMN 'H (300 MHz) &: 0,61 (3H, s, CHs-18); 1,06 (3H, s, CH3-19); 2,91 ¢ 3,07
(1H, d cada, J = 4,362 ¢ 2,190 Hz, respectivamente, H-6); 3,90 (1H, m, H-3). A
integracdo dos dois sinais (picos dubletos) devido ao protdo H-6 deu uma relagdo o/ff
de 83 : 17. RMN C &: 59,33 (C-3); 65,77 (C-5); 68,70 (C-6). IV (ATR): Vinax

1038,48; 1366,3; 1465,6; 2864,7; 2931,3 cm™.
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5.6-Epoxi-3B-hidroxipregnano-20-ona, 3.4

RMN 'H (300 MHz) &: 0,56 (3H, s, CH;-18); 1,00 (3H, s, CH3-19); 2,03 (3H, s,
CHs-21); 2,92 e 3,08 (1H, d cada, J = 4,359 e 2,352 Hz, respectivamente, H-6); 3,90
(1H, m, H-3). A integragdao dos dois sinais (dubletos) devido to the H-6 protdo deu
uma relagdo a/p de 90 : 10. RMN *C &: 59,06 (C-3); 63,33 (C-17); 65,67 (C-5);

68,58 (C-6); 209,52 (C-20). IV (ATR): vmax 1049, 1; 1355; 1684; 1700,9; 2930,3 cm’™.

5.6-Epoxi-3B-hidroxi-androstano-17-ona, 3.6

RMN 'H (300 MHz) &: 0,82 (3H, s, CHs-18); 1,09 (3H, s, CH3-19); 2,95 ¢ 3,13
(1H, d cada, J = 4,329 e 2,532 Hz, respectivamente, H-6); 3,90 (1H, m, H-3). A
integracao dos dois sinais (dubletos) devidos ao protao H-6 deu uma relagdo o/ de 90
: 10. RMN °C &: 58,75 (C-3); 65,72 (C-5); 68,49 (C-6); 220,68 (C-17). IV (ATR):

Vimax 1027,9; 1725,0; 2944,8 cm’.

3.5.4.2. Método geral para a epoxidacéo de 3B-acetoxi-esterdides A>-insaturados

com KMnOQO,/ sais inorganicos

A uma solucao do esteroide (1 mmol) em CH,Cl, (5 ml), adicionou-se uma mistura

de KMnO4 (350 mg) e Fey(SO4)3.nH,O (175 mg) devidamente pulverizados. De

seguida, adicionou-se dgua (75 pl) e 4lcool t-butilico e a mistura reaccional foi deixada
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durante a noite a temperatura ambiente sob agitacdo magnética. Apds este tempo, a
reacgdo estava completa (controlo por CCF). Entdo, adicionou-se NaCl e éter dietilico
e a suspensdao foi filtrada num filtro de celite. O filtrado foi evaporado a secura,

obtendo-se a mistura epimérica enriquecida dos epoxidos B como os unicos produtos.

Acetato de 5.6-epoxicolestano-33-ilo, 3.8

RMN 'H (300 MHz) &: 0,64 (3H, s, CHs-18); 1,00 (3H, s, CHs-19); 2,03 (3H, s,
CH;3CO); 2,90 e 3,08 (1H, d cada, J = 4,371 e 1,941 Hz, respectivamente, H-6); 4,77
(1H, m, H-3). A integracao dos dois sinais (picos dubletos) devido ao protdo H-6 deu
uma relagdo o/f de 11 : 89. RMN *C §: 59,14 (C-6); 65,15 (C-5); 71,36 (C-3);
170,21 (CH3CO). IV (ATR): vmax 1030,8; 1243,9; 1363.4; 1465,6; 1731,8; 2866,7;

29332 ¢cm™.

Acetato de 5.6-epoxi-20-oxo-pregnano-33-ilo, 3.10

RMN 'H (300 MHz) &: 0,59 (3H, s, CHs-18); 1,01 (3H, s, CH3-19); 2,03 (3H, s,
CH;CO); 2,11 (3H, s, CH3-21); 2,91 e 3,09 (1H, d cada, J = 4,347 e 2,163 Hz,
respectivamente, H-6); 4,77 (1H, m, H-3). A integracdo dos dois sinais (picos
dubletos) devidos ao protio H-6 deu uma relagio o/p de 13 : 87. RMN °C §: 62,42
(C-5); 63,35 (C-17); 63,60 (C-6); 71,19 (C-3); 170,55 (CH3CO); 209,37 (C-20). IV

(ATR): Vinax 1029,8; 1243.9; 1356,7; 1698,9; 1735; 2930 cm™.
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Acetato de 5.6-epoxi-17-oxo-androstano-3B-ilo, 3.12

RMN 'H (300 MHz) &: 0,85 (3H, s, CHs-18); 1,04 (3H, s, CH3-19); 2,04 (3H, s,
CH3CO); 2,94 e 3,15 (1H, d cada, J = 4,341 e 2,493 Hz, respectivamente, H-6); 4,77
(1H, m, H-3). A integracdo dos dois sinais (picos dubletos) devidos ao protao H-6 deu
uma relagio o/p de 9 : 91. RMN °C 8: 62,56 (C-5); 63,17 (C-6); 71,10 (C-3); 170,53

(CH;CO); 220,77 (C-17). IV (ATR): Vimax 1029,8; 1240,0; 1727,9; 2946,7 cm’.

3.5.5. Acilagdo enzimética de 3B-hidroxi-5,6-epoxi-esterdides

Num ensaio de rastreio representativo, uma solugdo de 3p-hidroxi-5a,60-epoxi- ou
3B-hidroxi-5,6B-epoxi-esterdide (10 mg) em tolueno (0,9 ml) e acetato de vinilo (0,1
ml) foi adicionada a enzima (50 mg de enzimas crude, 10 mg de Lipozyme IM 20 ou
10 mg of Novozym 435) em frascos de 3 ml. Os frascos foram fechados e as
suspensdes foram agitadas a 45 °C. As reacg¢des foram monitorizadas por CCF e por

GC (Tabela 3.2).

Sa.6a-Epoxicolestano-35-ol (3.2a)

A uma solucao de 5,6-epoxicolestano-33-ol (3.2, 150 mg, a/B 83 : 17) em tolueno
(8,5 ml) e acetato de vinilo (1,5 ml), adicionou-se Novozym 435 (75 mg) ¢ a reacgdo

foi agitada a 45 °C. Apds 24 horas, a enzima foi filtrada e o solvente foi evaporado. O
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Sa,6a-epoxicolestano-3p3-o0l (3.2a, 100 mg, rendimento 67 %) foi isolado por
cromatografia flash (éter de petrdleo / acetato de etilo 1 : 1) como um tnico
diasteredmero {[a]p’' = - 44,5; ¢ 0,5; CHCl; (lit."ouminer 1973 [o)y= - 47), pf 141,5 —

142,7 °C (lit. Houminer- 1975 141 _ 142 °C)} tal como indica o RMN 'H.

Sa..60-Epoxi-3B-hidroxipregnano-20-ona (3.4a)

A uma solugdo de 5,6-epoxi-20-oxo-pregnano-3f3-ol (3.4, 150 mg, o/ 91 : 9) em
tolueno (8,5 ml) e acetato de vinilo (1,5 ml), Novozym 435 (75 mg) foi adicionado ¢ a
reac¢ao foi agitada a 45 °C. Apds 24 horas, a enzima foi filtrada e o solvente foi
evaporado. O 5a,60-epoxi-3B-hidroxipregnano-20-ona (3.4a, 108 mg, rendimento 72
%) foi isolado por cromatografia flash (éter de petréleo / acetato de etilo 1 : 1) como
um Gnico diastereomero {[o]p>' =+ 6,35; € 0,84; CHCl; (1it. " € P 1956 [10= +1),

pf=179,2 — 182,0 °C (lit.(F!is e Petrow-1956) 190 _ 191 °C)}, tal como indica o RMN 'H.

Sa..60-Epoxi-3B-hidroxiandrostano-17-ona (3.6a)

A uma solugado de 5,6-epoxi-17-oxo-androstano-3f-ol (3.6, 150 mg, relagdo a/f3 90
: 10) em tolueno (8,5 ml) e acetato de vinilo (1,5 ml), Novozym 435 (75 mg) foi
adicionado e a reacgao foi agitada at 45 °C. Ap6s 24 horas, a enzima foi filtrada e o
solvente foi evaporado. O Sa,60-epoxi-3p-hidroxi-androstano-17-ona (3.6a, 103 mg,
rendimento 69 %) foi isolado por cromatografia flash (éter de petroleo / acetato de
etilo 1 : 1,5) como um tnico diasteredmero ([OL]D21 =-43,¢0,5 CHCL), pf 225 - 228

oC ([jt,Hanson e Truneh. 1988) 557 _ 230 °C)}, tal como indica o espectro de RMN 'H.
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3.5.6. Desacilagao enzimatica de 3B-acetoxi-5a,6a- e 5p,6B-epoxi-esterdides

Num ensaio de rastreio representativo, o 33-acetoxi-5a.,6a-epoxi- ou o 3[3-acetoxi-
5B,6B-epoxi-esterdide (10 mg) dissolvido em tolueno (0,9 ml) e octanol (0,1 ml) foi
adicionado a enzima (50 mg de enzimas crude, 10 mg de Lipozyme IM 20 ou 10 mg
de Novozym 435) em frascos de 3 ml. Os frascos foram fechados a as suspensdes
foram agitadas a 250 rpm a 45 °C. As reacgdes foram monitorizadas por CCF durante

3 dias.

Acetato de 5B.6B-epoxicolestano-33—ilo, 3.8b

A uma solugdo de acetato de 5,6-epoxicolestano-3f3-ilo (3.8, 180 mg, relagdao o/f3
de 11 : 89) em tolueno (8 ml) e octanol (2 ml), a lipase AY (200 mg) foi adicionada e a
suspensao foi agitada a 45 °C. Apos 3 dias, a enzima foi filtrada e o solvente foi
evaporado. O acetato de 5[,6B-epoxicolestano-3p-ilo (3.8b, 112 mg, rendimento 62
%) foi isolado por cromatografia flash (éter de petroleo / acetato de etilo, 2 : 1) como
um tUnico diastereémero {[a]p>' = - 0,57, ¢ 1,09, CHCl; (lit.*'ameretal- 1949 roq — _ 0,2),
pf 109-111 °C (lit, ®atmeretal- 1949 115 _ 113 °C)}, tal como indica o espectro de RMN

'H.
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Acetato de 5B.,6B-epoxi-20-o0xo-pregnano-33-ilo, 3.10b

A uma solugdo de acetato de 5,6-epoxi-20-oxo-pregnano-3p-ilo (3.10, 180 mg,
relacdo o/ de 13 : 87) em tolueno (8 ml) e octanol (2 ml), a lipase AY (200 mg) foi
adicionada e a suspensao foi agitada a 45 °C. Apos 3 dias, a enzima foi filtrada e o
solvente foi evaporado. O acetato de 5f,6B-epoxi-20-oxo-pregnano-3f-ilo (3.10b, 126
mg, rendimento 70 %) foi isolado por cromatografia flash (éter de petréleo / acetato de
etilo, 2 : 1) como um Gnico diastereémero {[a]p’' = + 50,56; ¢ 1,18; CHCl; (lit.AkMare
Barton, 1964) T lp= + 50), pf 132 - 134 °C (lit.\Akhtar e Barton. 1969 135 _ 136 o)}, tal como

indica o espectro de RMN 'H.

Acetato de-5B.63-epoxi-17-oxo0-androstano-3B-ilo, 3.12b

A uma solucdo de acetato de 5,6-epoxi-17-oxo-androstano-3f3-ilo (3.12, 180 mg,
relagdo a/f de 10 : 90) em tolueno (8 ml) e octanol (2 ml), a lipase AY (200 mg) foi
adicionada e a suspensdo foi agitada a 45 °C. Apds 3 dias, a enzima foi filtrada e o
solvente foi evaporado. O acetato de 5f3,6B-epoxi-17-oxo-androstano-3p3-ilo (3.12b,
135 mg, rendimento 75 %) foi isolado por cromatografia flash (éter de petroleo /
acetato de etilo, 1 : 1) como um unico diasteredémero {[OL]D21 =+ 43,0; ¢ 1,4; CHCI;
(1t (Cubberley e Marples, 174) 11— 1 40 5) pf 186,7-188 °C (ljit.(Cubberley e Marples, 1974) 1 g5

187 °C)}, tal como indica o espectro de RMN 'H.
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3.5.7. Hidrodlise total de 3p-acetoxi-5a.,6a.- e 5B,6B-epoxi-esteroides

Num ensaio tipico, o 3[-acetoxi-5,6-epoxi-esteréide (150 mg) obtido por
epoxidagdo com KMnOy foi dissolvido em éter di-isopropilico (35 ml) pré-saturado
com agua ¢ a lipase de Candida rugosa (1,8 g) foi adicionada. A mistura foi agitada a
250 rpm e 45 °C e apds 3 dias as reacgdes estavam completas. Os produtos foram
isolados e as relagdes o/B quantificadas por RMN "H: 5,6-epoxi-colestano-3B-ol (3.13,
136 mg, a/B 11 : 89), 5,6-epoxi-3B-hidroxipregnano-20-ona (3.14, 130 mg, o/ 13 :

87) e 5,6-epoxi-3p-hidroxi-androstano-17-ona (3.15, 135 mg, o/f 10 : 90).

5B.6B-Epoxicolestano-3B-ol., 3.2b

A uma solucdo de 5,6-epoxicolestano-3B-ol (3.13, 136 mg, o/ 10 : 90) em tolueno
(6 ml) e acetato de vinilo (1 ml), adicionou-se a Lipase AY (100 mg) e a suspensao foi
agitada a 45 °C. Ap¢s 3 dias, a enzima foi filtrada e o solvente foi evaporado. O 5[3,6-
epoxicolestano-3f-ol (3.2b, 100,5 mg, 74 % rendimento) foi isolado por cromatografia
flash (éter de petroleo / acetato de etilo, 1 : 1) como um tnico diasteredmero { [a]p’ =
+8,0; ¢ 0,5; CHCl, (1it.(Cubberley e Marples. 1974) ry 1= 4 7 &) pf 127-129 °C (ljt.(Cupberley e

Marples.. 1974) 128 — 131 °C)}, tal como indica o espectro de RMN 'H.
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CAPITULO 4

Acilacdo enzimatica regio-selectiva

de didis vicinais de esterdides

M. Manuel Cruz Silva, Sergio Riva and M. Luisa Sa e Melo. “Regioselective enzymatic

acylation of vicinal diols of steroids”, Tetrahedron (2005), 61 (12): 3065 - 3073.
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4. Acilac@o enzimatica regio-selectiva de didis vicinais de esterodides

4.1. Resumo

Os esteroides poli-hidroxilados bioactivos contendo um diol vicinal no anel A sao
encontrados em diversas fontes naturais, alguns sob a forma de derivados mono-
acilados, -glicosilados ou —sulfatados.

A acilagdo enzimatica deste tipo de compostos ¢ um desafio interessante em termos
de estudo da regio-selectividade das enzimas face a compostos esterdides complexos e
pode permitir a sintese de andlogos com actividade biologica.

Assim, as séries completas de didis vicinais estereo-isoméricos nas posigoes 2,3 e
3,4 do anel A da estrutura esterdide foram sintetisadas por métodos quimicos
adequados. Os isomeros obtidos foram, entdo, submetidos a ac¢do de um conjunto de
lipases em meio organico, usando acetato de vinilo como agente acilante.

Os resultados obtidos mostram que as lipases sdo capazes de diferenciar grupos
hidroxilo vicinais localizados no anel A de esterdides, sendo sensiveis a configuragao
dos diferentes diois e permitindo a obten¢do dos respectivos monoésteres com elevada

regio-selectividade e bons rendimentos.
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4.2. Introducéo

4.2.1. Compostos esteroides com um diol vicinal no anel A

Os esterdides poli-hidroxilados contendo um diol vicinal no anel A sdo
frequentemente encontrados em diversas fontes naturais e alguns deles demonstram
propriedades bioldgicas relevantes (Esquema 4.1).

Por exemplo, didis 2f3,3a-trans-diaxiais e derivados estdo presentes em esterdis
naturais sulfatados com propriedades antivirais (Rudi et al., 2001; Garrido Santos et al.
2003; Roccatagliata et al., 1998) ou anti-angiogénicas, como o lembesterol B
representado no Esquema 4.1 (Aoki et al., 2002). Além disso, 2,3a- ¢ a configuragao
de um derivado 2B-etoxilo com actividade anestésica, minaxolona (Gasior et al., 1999;
McNeill et al., 1979), representada no Esquema 4.1.

Saponinas com a funcionalidade 2a,33-diol trans-diequatorial sdo muito frequentes
como derivados da gitogenina (Esquema 4.1), alguns com propriedades antitumorais
(Mimaki et al., 1998 ¢ 1999; Candra et al., 2002), enquanto didis 2a,3a isolados de
fontes marinhas possuem actividade citotoxica (Higa et al., 1981; Rao et al., 1988),
como o hipuristanol (Esquema 4.1).

Por outro lado, didis com a configuracdo 3f3,4P estdo presentes numa variedade de
esterdides como os derivados acetilados agosterdis, que induzem reversdo da multi-

resisténcia a farmacos (Aoki et al., 1998) e inibi¢do do proteassoma (Tsukamoto et al.,
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2003), assim como em volkendusinas, que sdo agentes antitumorais potentes (Rogers
etal., 1998).

Finalmente, didis vicinais com configuracdo 3o,4p foram identificados em
metabolitos do formestano (Esquema 4.1) (Lenning et al., 2001), no contignasterol,
um esterdide natural anti-inflamatério (Burgoyne et al., 1992; Bramley et al., 1995) e,

recentemente num esterdide com actividade de quimio-atracgdo (Yoshida et al., 2002).

Esquema 4.1. Alguns exemplos de esteréides bioactivos com um diol vicinal, ou

derivado, no anel A
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4.2.2. Transformac@es enzimaticas regio-selectivas de compostos poli-hidroxilados

A regio-selectividade das hidrolases em reac¢des de hidrdlise, alcoolise ou trans-
esterificacdo tem sido amplamente demonstrada (Riva, 2001 e 2002). A acilagdo
enzimatica do alcaldide castanospermina constitui um bom exemplo do controlo regio-
selectivo que as hidrolases permitem. Neste substrato com quatro grupos hidroxilo
secundarios, a subtilisina catalisa a introdu¢@o de diversos grupos acilo em apenas uma
das posigdes (Margolin et al., 1990). Outros estudos descrevem a acilagdo enzimatica
altamente regio-selectiva de moléculas mais complexas, como os gingenosidos ou a
digitonina, constituidas por uma aglicona triterpendide e uma ou mais cadeias de

acucar (Danieli et al., 1995 e 1999).

Especificamente no campo dos esterdides, a catdlise enzimdtica promove a
interconversdo suave e selectiva dos grupos funcionais através de transformacdes
regio-selectivas, como foi discutido no Capitulo 1 (Secg¢do 1.2). Por exemplo, a
capacidade das hidrolases para discriminar diferentes grupos hidroxilo no anel A foi
demonstrada na acilagdo enzimatica de ecdiesterdides (Danieli et al., 1997). Usando a
Novozym 435 como catalisador foi possivel isolar derivados 2f3-monoacilados com
bons rendimentos, deixando inalterados os grupos hidroxilo secundérios localizados
em C-3, C-11 e C-22.

Assim, com o intuito de explorar as transformagdes enzimaticas regio-selectivas de

esteroides, propusemo-nos levar a efeito um estudo sistematico da afinidade e
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selectividade de um conjunto de enzimas comerciais usando como substratos as séries
completas de didis vicinais estereo-isoméricos nas posi¢oes 2,3 e 3,4 do anel A da
estrutura esterdide.

Com este estudo pretende-se, ndo s6 aprofundar o conhecimento da afinidade das
enzimas para os substratos esterdides, como desenvolver uma ferramenta para a
transformagdo selectiva de esterdides com didis vicinais € compostos naturais

relacionados.
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4.3. Resultados e discussao

4.3.1. Sintese dos didis vicinais

O estudo sistematico da afinidade e selectividade das lipases para didis vicinais no

anel A de esterdides foi precedido pela sintese de todos os didis vicinais

estereoisoméricos nas posi¢oes 2,3- e 3,4- do anel A do esqueleto esterdide, uma vez

que ndo sdo comercialmente disponiveis (Esquema 4.2).

Esquema 4.2. Séries completas de 2,3- e 3,4-didis vicinais no anel A de

esteroides
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Para a preparagdo do colestano-2f3,33—diol e do androstano-33,43,17B-triol foi
seleccionado o método de cis-di-hidroxilagdo de Woodward, o qual consiste em fazer
reagir uma olefina com I, e Cu(OAc), em écido acético, seguido de desacilacio do a-
acetoxi-alcool obtido (Horiuchi e Satoh, 1988). No anel A de Sa-esterdides este
método ¢ selectivo para a face P, mais impedida (Woodward e Brutcher, 1958;
Horiuchi e Satoh, 1988). Assim, partindo dos precursores insaturados A? (4.11) ou A’
(4.17) obtiveram-se os Cis-p didis 4.1 e 4.5 como produtos maioritarios, os quais foram
isolados por cromatografia flash (Esquemas 4.3 ¢ 4.4).

Complementarmente, o colestano-2a,3a-diol e o androstano-3a,4a,17a-triol, ou
seja, os cis-a diois 4.2 e 4.6, foram obtidos através da di-hidroxilagdo mediada por
tetroxido de 6smio das mesmas olefinas (Henbest e Smith, 1957; Davey et al., 1968).
Estudos anteriores mostravam que o tetroxido de 6smio tem preferéncia pela face o do
anel A de Sa-esteroides devido ao impedimento estereoquimico do grupo 10B3-metilo.

Os didis trans-diequatoriais 4.3 e 4.7 foram obtidos por dois processos diferentes.
Partindo de colestano-3-ona (4.12), a a-acetoxilagdo com tetracetato de chumbo (Boul
et al., 1971; Shoppee et al., 1957), resulta na formagdo do acetato de 3-oxo-colestano-
2a-ilo (4.13). A redugdo estereo-selectiva da 3-cetona com NaBH, / CeCl; (Luche et
al., 1978) resulta na formagdo do alcool equatorial 33-OH (4.14). Por fim, a hidrolise
do 2a-acetato 4.14 produziu o diol 4.3 (Esquema 4.3).

Por outro lado, o diol 3B,4a, 4.7, foi directamente obtido por hidroboragdo do

precursor A*-3-cetona 4.18 (Esquema 4.4). Este processo de sintese de 3B,40-diois foi
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proposto por diversos autores (Nakata, 1965; Hanson et al., 1995), tendo sido usado no

nosso grupo (Campos Neves et al., 1999).

Por ultimo, a abertura em meio 4cido dos 2,3- e 3,4-epdxidos (4.15 e 4.19) obtidos
a partir das respectivas olefinas permitiu a obtencao dos didis trans-diaxiais 4.4 ¢ 4.8
(Esquemas 4.3 e 4.4). Esta via sintética foi usada por outros autores na sintese do diol

4.4 (Garrido Santos et al., 2003).
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Esquema 4.3. Sintese de todos os esterecisémeros do colestano-2,3-diol.
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Esquema 4.4. Sintese de todos os estereois6meros do androstano-3,4,17-triol.
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Como os Esquemas 4.3 e 4.4 mostram, os 2,3-didis foram preparados por
modificagdo do esqueleto colestano, enquanto que as dificuldades encontradas na
separagdo dos epimeros 5a- ¢ 5B—do A’-colestano por cristalizagdes sequenciais
(Esquema 4.4) levou-nos a preparar o conjunto de 3,4-didis na série androstano. O
derivado colestano 4.9 (Esquema 4.7) foi sintetisado por hidroboragdo do precursor A*-
3-ona para confirmar que a selectividade das lipases relativamente aos grupos
hidroxilos localizados no anel A ndo ¢ afectada pelos diferentes substituintes no anel D

da estrutura esteroide.

4.3.2. Rastreio de enzimas

As performances de um painel de 9 lipases comerciais foram avaliadas na
esterificagao dos diodis vicinais preparados, usando acetato de vinilo como dador de
acilo e tolueno ou acetona / THF como solventes para substratos da série colestano ou
androstano, respectivamente.

O controlo por CCF permitiu a identificacdo, para cada substrato, da(s) lipase(s)
capazes de promover a monoacilagdo de cada um dos substratos. Como a Tabela 4.1
mostra, todos os didis vicinais estereoisoméricos foram aceites como substratos por

algumas das enzimas testadas com a excep¢ao do composto 4.8.
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Tabela 4.1. Monoacilacdo de didis vicinais catalisada por Iipases(a)

1 2 3 4 5 7 8 9 10
Diol Novozym  Lipase C.  Lipase Lipase Lipase C. Lipase Lipozyme  Lipase
435 rugosa AY PS viscosum pancreas IM 20 CE
porco
2B,3p
4.2) - ++ + + + - - -
20,30
(42) ++ - - - - - - -
20,3p
4.3) - + + + + + - - -
2B,3a
(4.4)  ++ +© +© ++ - - - -
3p.4p
(4.5) + + + + + + + - - -
3a,40
(4.6) - + - + + + - - -
3B.4a
4.7 + + + + + + - - -
3a.,4B
(4.8) - - - - - - - -

@A conversdo e a formagdo de produto(s) foi avaliada por CCF.

®A formagio de dois produtos foi observada por CCF.
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Neste estudo verifica-se que as lipases testadas de diferentes origens (Candida
antarctica, coluna 2; Candida rugosa, colunas 3 ¢ 4; estirpes de Pseudomonas, colunas
5 e 6; Chromobacterium viscosum, coluna 7), mostraram-se capazes de acilar os
compostos alvo. Em geral, o mesmo substrato foi aceite por mais do que uma lipase,
com a excepgao notavel do composto 4.2 (2a,3a-diol), acilado apenas pela Novozym
435.

As acilagdes enzimaticas foram altamente regio-selectivas, mostrando a formacao
de apenas um produto por CCF, com a excepgéo da lipase da Candida rugosa (colunas
3 e 4) actuando no composto 4.4. De realgar que a lipase de Pseudomonas cepacia e a
Novozym 435 mostraram regio-selectividade oposta relativamente ao substrato 4.4

(Esquema 4.7).

4.3.3. Sintese enzimatica e isolamento dos derivados monoacilados

Para cada substrato, a lipase com melhores resultados, de acordo com a anélise
qualitativa por CCF (Tabela 4.1), foi seleccionada para reac¢des em maior escala,
permitindo o isolamento do monoéster correspondente com bons rendimentos, como o
Esquema 4.5 exemplifica. A identificagdo dos produtos foi facilmente feita por andlise
de RMN 'H, nomeadamente através do desvio quimico dos sinais devidos ao protdo
ligado ao carbono ao qual se liga o hidroxilo acilado e, quando possivel, por

compara¢do com dados da literatura.
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Esquema 4.5. Mono-acilacdo regio-selectiva do colestano-2,3p-diol.

A conhecida preferéncia das lipases pelo grupo hidroxilo em C-3 (discutida no
Capitulo 1, Seccao 1.2.4.) foi igualmente observada nestes ensaios com a maioria dos
substratos (Esquema 4.6 ¢ 4.7).

Especificamente, os didis vicinais diequatoriais 4.3 e 4.7 foram convertidos no
correspondente 3fB-acetato (Esquema 4.7), mostrando a preferéncia das diferentes
lipases relativamente ao 33-OH em posicdo equatorial na presenca do hidroxilo 2a-
equatorial (substrato 4.3) ou do hidroxilo 4a-equatorial (substrato 4.7).

No que respeita aos diois trans-diaxiais 23,3a € 3a,4[ (substratos 4.4 ¢ 4.8), foram
obtidos diferentes resultados (Esquema 4.7).

O diol diaxial 23,3a, 4.4, foi diferentemente aceite pelas lipases testadas. Enquanto
a Novozym 435 converte este diol, exclusivamente, no 3a-acetato 4.4a, a lipase de
Pseudomonas cepacia mostra selectividade oposta, obtendo-se o derivado 2B3-acilado
44b como o Unico produto. Estes derivados monoacilados foram sintetisados
quimicamente por outros autores (Garrido Santos et al., 2003) e separados por
cromatografia em coluna, num estudo que visava a preparacdo de esterdides com

actividade antiviral.
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Adicionalmente, as acilagdes catalisadas pelas lipases de Candida rugosa nao
foram regio-selectivas com o diol trans-diaxial 4.4, tendo-se observado em CCF a
formacdo de duas manchas correspondentes aos produtos 4.4a e 4.4b.

Por outro lado, o diol trans-diaxial 3a.,4p (4.8) ndo foi aceite por nenhuma das

enzimas testadas.

Esquema 4.6. Acilacdo enzimatica regio-selectiva de 2,3- e 3,4-cis-didis.

Por ultimo, o diol equatorial / axial 2a,3a (4.2), apenas aceite pela Novozym 435,

foi acilado na posi¢do axial 30, enquanto que o esterdide di-hidroxilado em 3o,4a
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(4.6) com configuragdo axial / equatorial foi acilado por diferentes lipases na posi¢ao
equatorial 4a.

A capacidade da Novozym 435 para aceitar o grupo 3a-OH axial como nucleofilo
foi ja descrita (Bertinotti et al., 1994). Neste trabalho, verificou-se que a Novozym 435
catalisa a acilagdo do 30-OH mesmo quando um segundo grupo hidroxilo esta
localizado em C-2 (substratos 4.2 ¢ 4.4), enquanto que a enzima ¢ inactiva quando o
outro grupo hidroxilo estd em C-4 (substratos 4.6 ¢ 4.8) (Esquemas 4.6 e 4.7).

No que respeita a lipase de Pseudomonas cepacia, a capacidade desta enzima para
esterificar esterdides 3-hidroxilados foi também observada com os derivados 3[3-
hidroxi-5,6-epoxido estudados no Capitulo 3. Neste trabalho, a lipase de Pseudomonas
cepacia mostrou-se capaz de acilar a maioria dos substratos (Tabela 4.1, coluna 5),
catalisando a sua modificagdo regio-selectiva, ndo sé no 3-OH equatorial (produto
4.3a), mas também no 2-OH axial (produto 4.4b) (Esquema 4.7) e no 4-OH equatorial
(produto 4.6a) (Esquema 4.6). De notar que, no painel de enzimas testadas, a lipase de
Pseudomonas cepacia foi a unica capaz de acilar os grupos hidroxilo localizados

nestas posigdes.
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Lipase de Chromobacterium viscosum

R"
CgH17
RO
RO R'O

RO 4.7:R,R'=H; R"=0OH
43R, R=H 4.7a: R=Ac; R'=H; R"=OH
4.3a: R=Ac; R'=H

4.9: R, R'=H; R"=CgH17
Lipase de Pseudomonas cepacia 4.9a: R=AC; R=H; R"=CgHy7
Lipases
CgH ! OH
OR' gH17
OR
OR 44 :R,R'=H OR' 4.8:R,R'=H

4.4a: R=Ac; R'=H
4.4b : R=H; R'=Ac

Novozym 435

Esquema 4.7. Acilagdo enzimatica regio-selectiva de 2,3- e 3,4-trans-didis.

A lipase de Candida rugosa aceitou a maioria dos substratos. Especificamente, esta
enzima catalisou a acetilagdo dos substratos 4.1, 4.3, 4.5 ¢ 4.7 na posi¢ao 33-OH,
como era de esperar dos resultados obtidos noutros estudos (Riva et al., 1989b;
Ottolina et al., 1991). No entanto, como a Tabela 4.1 mostra, o 3a,4a-diol 4.6 foi
também acilado pela lipase de Candida rugosa na posi¢do C-4 OH, e o 2f3,3a.-diol 4.4
foi acilado em ambos os grupos hidroxilo, mostrando que esta enzima tem um perfil de

afinidade e selectividade muito variavel.
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A lipase de Chromobacterium viscosum que, em estudos anteriores, mostrou uma
selectividade muito restrita para o 3B-hidroxilo de Sa-esteroides (Riva e Klibanov,
1988), evidencia aqui a esperada preferéncia por didis com este grupo hidroxilo
equatorial (substratos 4.1, 4.3 4.5 e 4.7). No entanto, foi também observada a acilagdo
do substrato 4.6, um 3a,4a-diol, mas na posi¢ao 4o-OH.

Além disso, em concordancia com observacdes anteriores, as lipases testadas nao
catalisam qualquer acilacdo na posi¢ao 173-OH (substratos 4.5, 4.6, 4.7, 4.8), uma vez
que este grupo hidroxilo se encontrava inalterado em cada um dos produtos isolados.

Por ultimo, o substrato 4.9, um colestano com configuracao 33,4o-diequatorial, foi
convertido tanto pela lipase de Chromobacterium viscosum como pela lipase de
Pseudomonas cepacia, no 3B-monoacetato 4.9a, um resultado que confima que as
diferengas na cadeia lateral dos esterdides ndo influenciam a selectividade das lipases

ao nivel do anel A.
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4.4, Conclusoes

Os resultados apresentados mostram claramente que as lipases sdo capazes de
diferenciar grupos hidroxilo vicinais localizados no anel A de esterdides, sendo
sensiveis a configuracdo dos diferentes didis e permitindo a obtengdo dos respectivos
monoésteres com elevada regio-selectividade e bons rendimentos (Cruz Silva et al.,
2005b).

Assim, considerando a presenga de didis vicinais de esterdides na Natureza, alguns
dos quais mono-acilados (Higa et al., 1981; Rao et al., 1988; Tsukamoto et al., 2003),
-glicosilados (Mimaki et al., 1998 e 1999; Candra et al., 2002) ou -sulfatados (Rudi et
al., 2001; Garrido Santos et al. 2003; Roccatagliata et al., 1998; Yoshida et al., 2002),
estes resultados podem oferecer uma metodologia util para a preparacdo destes

compostos.
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4.5 Parte experimental

4.5.1. Instrumentacgao

Ver Secgao 2.5.1

4.5.2. Cromatografia

Ver Secg¢ao 2.5.2

4.5.3. Reagentes e solventes

Ver Secg¢ao 2.5.3

Tricloreto de cério, tetra-acetato de chumbo, tetroxido de Osmio, metano-
sulfonamida e acido m-cloroperoxibenzoéico foram adquiridos a Aldrich. O boro-

hidreto de sodio foi obtido da BDH Chemicals, Lda.

4.5.4. Sintese quimica dos diois

4.5.4.1. Sintese de colestano-2p,3p-diol (4.1)

De acordo com o procedimento descrito por D’Onofrio e Scettri (1985), a uma

solucao de acido p-tolueno-sulfonico (3 g) em acetona (20 ml) foi adicionada silica gel

(70-230 Mesh, 100 g). A mistura foi agitada, evaporada sob pressdo reduzida e
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colocada numa estufa de vacuo durante dois dias. A uma solug¢do de Sa-colestano-3[3-
ol (4.10; 1,17 g; 3 mmol) em tolueno anidro (200 ml), adicionou-se acido p-tolueno-
sulfénico / silica (15 g) e a mistura foi agitada sob refluxo, até ao consumo total do
material de partida (24 h). Apds o arrefecimento, foi adicionado éter dietilico e a silica
foi removida por filtragdo. A solug¢do organica foi lavada com agua, solug¢ao saturada
de NaHCOs e solucao saturada de NaCl. Apos evaporagao, o colesta-2-eno (4.11, 1,0

g, rendimento 90 %) foi recuperado como um Unico produto.

Colesta-2-eno, 4.11

RMN 'H (CDCls) &: 0,66 (3H, s, CH;-18); 0,75 (3H, s, CHs-19); 0,86 (6H, dois d,
J= 6,6 Hz, CH3-26 ¢ CH3-27); 0,90 (3H, d, J=6,5 Hz, CH;-21); 5,59 (2H, m, H-2 ¢ H-
3). RMN °C &: 125,96; 125,85; 56,49; 56,27; 54,07; 42,47; 41,45; 40,03; 39,78;
39,51; 36,17; 35,79; 35,61; 34,69; 31,82; 30,31; 28,77; 28,22; 28,00; 24,20; 23,82;

22,82;22,56;20,90; 18,68; 11,98; 11,67.

De acordo com o procedimento de Horiuchi e Satoh (1988), a uma solugdo de
colesta-2-eno (4.11, 420 mg, 1,15 mmol) em acido acético glacial (35 ml), I, (600 mg)
e Cu(OAc); (500 mg) foram adicionados e a mistura reaccional foi aquecida a refluxo
sob agitacdo magnética. Apds 6 h verificou-se que a reaccdo estava completa (controlo
por CCF). Entdo, foram adicionados tolueno e NaCl e os sais insoluveis foram

filtrados. Ao filtrado foi adicionado éter dietilico e a fase organica foi lavada com agua
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e solugdo saturada de NaHCOs e seca com MgSO4. A evaporacdo dos solventes sob
pressao reduzida conduziu a obtengao do produto crude.

Para a hidrolise alcalina do a-hidroxi-acetato assim obtido, o produto crude foi
dissolvido em etanol / cloroféormio (4 : 1) (20 ml), e tratado com solu¢do aquosa de
NaOH 16 % (1 ml) durante 2 h. Apds adi¢do de cloroféormio, as fases organicas
combinadas foram lavadas com agua, HCI 5% e solugdo saturada de NaCl e, por
ultimo, evaporadas a secura. O residuo foi purificado por cromatografia flash (éter de
petroleo / acetato de etilo 4 : 1), obtendo-se colestano-2[3,3B-diol puro (4.1, 270 mg,

rendimento 58 %).

Colestano-2[3.33-diol, 4.1

pf 173 - 175 °C, cristalizado de n-hexano (lit. 174 - 177enbest e Smith. 1957) & 175 _
]76(Glotter e Schwartz 1976) oy ‘RN 'H (CDCl3) &: 0,65 (3H, s, CH3-18); 0,86 (6H, dois d,
J=6,6 Hz, CH3-26 ¢ CH3-27); 0,89 (3H, d, J=6,5 Hz, CHs-21); 1,00 (3H, s, CH3-19);
3,63 (1H, dt, J=4,6; 10,8 Hz, H-301); 4,02 (1H, brq, H-2a)). RMN °C &: 72,42; 70,22;
56,41; 56,26; 55,24; 45,33; 43,17; 42,62; 40,03; 39,50; 36,16; 35,78; 35,23; 34.83;
32,54; 31,96; 28,34; 28,22; 27,99; 24,17; 23.81; 22,80; 22,55; 21,29; 18,64; 14,56;

12,09. IV (ATR): Vinax 1049,1; 2850,3 — 2931,3; 3311,2 cm’.
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4.5.4.2. Sintese de colestano-2a.,3a-diol (4.2)

A solucdo de K3Fe(CN)g (1 g), EtsN (7 ul), K,CO;3 (420 mg) e metanossulfonamida
(96 mg) em 20 ml de t-BuOH / H,O (3 : 2) foi preparada. O colesta-2-eno (4.11, 370
mg, 1 mmol), (sec¢ao 4.5.4.1) foi dissolvido em 30 ml THF / t-BuOH / H,O (10 : 3 :
2) e adicionado a solucdo anterior. Entdo, adicionou-se 30 pl da solugdo de OsOy4 (0,1
mg / pl em CH3CN) e a reacgdo foi agitada a temperatura ambiente até ao consumo
total do material de partida (48 h). O sulfito de sodio a 5% foi adicionado e a mistura
foi agitada por 5 h. Apos a adicdo de éter dietilico, a fase organica foi lavada com HCl
5%, solucdo saturada de NaHCO; e solucdo saturada de NaCl, e finalmente,
evaporada. O residuo foi purificado por cromatografia flash (éter de petréleo / acetato

de etilo 4 : 1), obtendo-se o colestano-2a,3a-diol (4.2, 242 mg).

Colestano-2a..3a-diol. 4.2

pf 217 - 218 °C, cristalizado de n-hexano, (lit.S"Pree @197 216 _ 219 °C). RMN
'H (CDCls) &: 0,65 (3H, s, CHs-18); 0,80 (3H, s, CH3-19); 0,86 (6H, dois d, J=6,6 Hz,
CH;-26 e CH3-27); 0,90 (3H, d, J=6,6 Hz, CH;-21); 3,77 (1H, br d, J=11,0 Hz 2B-H);
3,96 (1H, br s, 3p-H). RMN *C §: 69,27; 69,12; 56,35; 56,16; 54,16; 42.55; 40,93;
39,90; 39,49; 38,14; 36,90; 36,13; 35,78; 34,76; 34,22; 31,82; 28,22; 28,00; 27,65;
24,17; 23,80; 22,81; 22,55; 20,90; 18,65; 12,40; 12,06. IV (ATR): Vimax 1048,7; 2852,2

-2930,0; 3315,0 cm™.
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4.5.4.3. Sintese de colestano-2a.,,3B-diol (4.3)

O 5a-colestano-3-ona (4.12; 769 mg, 2 mmol) foi adicionado a acido acético
glacial (60 ml) previamente aquecido a refluxo com anidrido acético (5 ml) durante 10
min. De seguida, adicionou-se, lentamente, tetracetato de chumbo (1,5 g; 3,4 mmol). A
reaccdo foi aquecida a refluxo, com agitagdo magnética, até ao consumo do material de
partida (24 h). Apds o arrefecimento da mistura reaccional, adicionou-se éter dietilico
¢ a fase organica foi lavada com HCIl 5%, solu¢do saturada de NaHCOs; e solugdo
saturada de NaCl. O produto crude foi purificado por cromatografia flash (éter de
petroleo / acetato de etilo 5 : 1) obtendo-se o acetato de 3-oxocolestano-2a-ilo puro

(4.13; 710 mg, rendimento 80 %), como um p6 branco amorfo.

Acetato de 3-oxocolestano-2a-ilo, 4.13

pf 120 - 122 °C (1jt.(Williamson e Johnson, 1961) 154 7_125 2 °C). RMN 'H 8: 0,67 (3H, s,
CHs-18); 0,85 — 0,91 (9H, CH3-21, CH3-26 e CH3-27); 1,12 (3H, s, CH3-19); 2,15 (3H,
s, CH3CO); 5,29 (1H, dd, J=6,6 ¢ 12,9 Hz, H-2). RMN *C §: 204,3; 170,15; 74,46;
56,16; 56,06; 53,78; 47,84; 44,82; 43,57; 42,56; 39,71; 39,47; 37,18; 36,10; 35,74;
34,67; 31,56; 28.38; 28,20; 27,99; 24,16; 23,78; 22.80; 22,54; 21,60; 20,79; 18,63;

12,75; 12,04. IV (ATR): Vinay 1222,7; 1727,9; 1750,1 cm’.

170



Acilagdo regio-selectiva de didis vicinais

A uma solugdo de acetato de 3-oxo-colestano-2a-ilo (4.13; 700 mg, 1,6 mmol) em
THF / metanol 2 : 1, adicionou-se CeCl;.7H,0O (745 mg, 2 mmol) e a mistura foi
agitada durante 10 min a temperatura ambiente. De seguida, o NaBH4 (120 mg, 3,2
mmol, 8 eq.) foi adicionado progressivamente ao meio reaccional. Apds 30 min, a
reaccdo estava completa (controlo por CCF) e adicionou-se HCI 5% gota-a-gota. A
mistura foi vertida em agua e extraida com éter dietilico. A solugdo organica foi lavada
com HCI 5%, solugdo saturada de NaHCO; e solu¢do saturada de NaCl, e, por fim,
evaporada a secura, obtendo-se o acetato de 3B3-hidroxicolestano-2a-ilo (4.14; 641 mg,

rendimento 91 %), como um po branco.

Acetato de 33-hidroxicolestano-2a-ilo, 4.14

pf 73 - 75 °C. RMN 'H (CDCl;) 8: 0,64 (3H, s, CH3-18); 0,84 — 0,90 (12H, CHs-
19, CH;3-21, CH3-26, CH3-27); 2,08 (3H, s, CH3CO); 3,59 (1H, ddd, J=5,4;9,5¢ 11,1
Hz, H-30); 4,82 (1H, ddd, J=4.8; 9.4 ¢ 11,6 Hz, H-2B). RMN *C &: 171,59; 76,49;
73,53; 56,28; 56,17; 54,17; 44,43; 42,52; 42,12; 39,81, 39,47; 37,27; 36,11; 35,89;
35,73; 34,70, 31,79; 28,19; 27,97; 27,77; 24,15; 23,77, 22,79; 22,53; 21,38; 18,63;
13,09; 12,02.

O acetato de 3B-hidroxicolestano-2a-ilo (4.14; 500 mg, 1,12 mmol) foi tratado
com NaOH como se descreve na sec¢do 4.5.4.1. O produto crude foi purificado por
cromatografia flash (éter de petrdleo / acetato de etilo 4 : 1), obtendo-se colestano-

2a,,3B-diol (4.3, 370 mg, rendimento 82 %).
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Colestano-2a..33-diol. 4.3

pf 196,0 - 197,5 °C, cristalizado de metanol (lit.S"oPPee et al- 1957 204 °C) RMN 'H
(CDCls) &: 0,64 (3H, s, CH3-18); 0,84 — 0,91 (12H, CH3-19, CH;3-21, CH3-26, CHs-
27); 3,40 (1H, ddd, J=5,1, 8,9 ¢ 10,9 Hz, H-3a); 3,59 (1H, ddd, J=4,7; 9,0 ¢ 11,5 Hz,
H-28). RMN BC &: 73,11; 72,3; 56,30; 56,20; 54,26; 45,03; 44,83; 39,89; 39,48;
38,14; 37,46; 36,13; 35,77; 35,57; 34,73; 31,88; 28,23; 28,00; 27,91; 24,17; 23,80;
22,81; 22,55; 21,36; 18,64; 13,50; 12,04. IV (ATR): vmax 1051,0; 2850,1 - 2930,3;

3312,9 cm™.

4.5.4.4. Sintese de colestano-2p,3a-diol (4.4)

A mistura de colesta-2-eno (4.11; 400 mg; 1,1 mmol), CHCI; (15 ml) e m-CPBA
(400 mg; 2,3 mmol) foi agitada a temperatura ambiente. Apds o desaparecimento do
material de partida (24 h), a mistura reaccional foi vertida em agua e extraida com
CH,Cl,. A fase organica foi lavada com sulfito de s6dio 5%, agua e solugdo saturada
de NaCl, seca com MgSO4 e evaporada a pressdo reduzida, obtendo-se 2a,30-

epoxicolestano (4.15; 395 mg, rendimento 93 %).

2o..3a-Epoxicolestano, 4.15

RMN 'H (CDCL) &: 0,64 (3H, s, CHs-18); 0,75 (3H, s, CH;-19); 0,86 (6H, dois d,
J=6,6 Hz, CH3-26 ¢ CH3-27); 0,90 (3H, d, J=6,5 Hz, CH;-21); 3,14 (2H, m, H-2 ¢ H-

3B).
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A abertura do epoxido em meio acido foi efectuada de acordo com um
procedimento conhecido (Rowland e Nace, 1960; Fieser ¢ Rajagopalan, 1949). A uma
solu¢do de 2a,3a-epoxicolestano (4.15; 374 mg; 0,9 mmol) em acetona (30 ml), foi
adicionado acido periddico (350 mg) em acetona / agua (1 : 1,5 ml) e a mistura foi
aquecida a refluxo durante 5 min, concentrada até¢ 1/3 do volume inicial e deixada a
temperatura ambiente durante 30 min. Esta mistura foi novamente aquecida a refluxo
enquanto se adicionou agua gota-a-gota (2 ml) durante 30 min. Finalmente, a mistura
foi arrefecida, concentrada sob vacuo e purificada por cromatografia flash (éter de
petroleo / acetato de etilo 4 : 1), obtendo-se colestano-2f3,3a-diol (4.4, 309 mg,

rendimento 85 %).

Colestano-2.3a-diol, 4.4

pf 183 - 185 °C, cristalizado de metanol (lit. 178 — 18QRoccatagliata etal. 1998) o 197
20QHenbest e Smith, 1957) oy 'RMN 'H (CDCl3) 8: 0,65 (3H, s, CH3-18); 0,86 (6H, dois d,
J=6,6 Hz, CH3-26 ¢ CH3-27); 0,90 (3H, d, J=6,5 Hz, CH3-21); 0,99 (3H, s, CH;-19);
3,87 (2H, m, H-20. e H-3B). RMN BC &: 71,82; 70,61; 56,41; 56,19; 55,10; 42,60;
40,54; 40,01; 39,49; 38,93; 36,14; 35,78; 35,73; 34,88; 31,90; 31,71; 28,20; 28,01;
24,13; 23,80; 22,82; 22,55; 20,86; 18,64; 14,59; 12,10. IV (ATR): Vmax 1047,9; 28432

-2930,9, 3310,1 cm™.
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4.5.4.5. Sintese de androstano-3p,4B,17-triol (4.5)

De acordo com o procedimento de Salvador et al. (1993b), a mistura de acetato de
testosterona (4.16; 660 mg, 2 mmol), acido acético glacial (30 ml) e zinco em pod (5 g)
foi agitada a temperatura ambiente. Apds o desaparecimento do material de partida (5
h), adicionou-se éter dietilico e a suspensdo foi filtrada por um filtro de celite. O
filtrado foi parcialmente evaporado sob pressao reduzida, para remover o acido acético
e, de seguida, dissolvido em éter dietilico e lavado com agua, solucdo saturada de
NaHCO; e solugdo saturada de NaCl. Apos secagem com MgSQ,, a fase organica foi
evaporada, obtendo-se uma mistura epimérica de acetato de 5Sa- e 5B—androsta-3-eno-

17B-1lo (595 mg, rendimento 94 %).

Acetato de S5a- e 5f—androsta-3-eno-17p-1lo

RMN 'H (CDCls) &: 0,78 (3H, s, 18-CH3), 0,80 e 0,96 (3H, dois s, 19-CH3), 2,03
(3H, s, CH3CO), 4,56 (1H, m, H-17a), 5,29 (1H, dq, H-4), 5,54 ¢ 5,66 (1H, dois m, H-
3). A relagdo epimérica 5o- e 5B-, foi avaliada por RMN 'H, concretamente, pela
integragdo dos multipletos devidos a H-3 (Salvador et al., 1993b) observando-se uma
relacdo o/f de 0,8 : 1. Apos 3 cristalizagdes sequenciais de n-hexano, obteve-se o
acetato de Sa-androsta-3-eno-17p-ilo epimericamente puro (4.17).

O acetato de Sa-androsta-3-eno-17p-ilo (4.17; 200 mg, 0,63 mmol) reagiu com I,/

Cu(OAc),, o produto obtido foi tratado com NaOH (sec¢do 4.5.4.1) e purificado por
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cromatografia flash (éter de petroleo / acetato de etilo 1 : 2), obtendo-se androstano-

3B,4B,17B-triol (4.5, 95 mg), como um pod branco amorfo.

Androstano-33.48.17B-triol, 4.5

pf 257 - 260 °C (ljt.(Tomorkény etal. 1975 563 _ 265 °C). RMN 'H (CDCl; / CD;0OD) §:
0,72 (3H, s, CHs-18); 1,04 (3H, s, CH3-19); 3,50 (1H, m, H-3a); 3,57 (1H, t, J=8,6 Hz,
H-17a); 3,68 (1H, br t, J=2,30 Hz, H-40.). RMN °C &: 81,89; 75,12; 72,67; 56,03;
51,64; 43,42; 37,66; 37,17; 36,12; 36,05; 32,54; 30,09; 26,34; 25,80; 23,79; 20,69;

14,98; 11,42. IV (ATR): Vimax 1064,6; 2845,5 - 2934,2; 3308,3 cm™".
4.5.4.6. Sintese de androstano-3a,4a,17p-triol (4.6)

O acetato de Sa-androsta-3-eno-17p-ilo (4.17; 200 mg; 0,63 mmol) (Sec¢do
4.5.4.5) foi oxidado com OsO4 (secgdo 4.5.4.3). O produto foi tratado com NaOH
(secgdo 4.5.4.1) e purificado por cromatografia flash (éter de petrdleo / acetato de etilo

1 : 2), obtendo-se o androstano-3a,4a,17B-triol (4.6; 110,6 mg; rendimento 57 %).

Androstano-3a.4a.,17B-triol, 4.6

RMN 'H (CDCI5/CD;0D) &: 0,72 (3H, s, CHs-18); 0,85 (3H, s, CH3-19); 3,45 (1H,
d, J=10,2 Hz, H-4p); 3,6 (1H, t, J=8,5 Hz, H-17a); 3,97 (1H, s, H-38). RMN *C §:

82,40; 73,56; 70,14; 54,19; 50,76; 42,52; 37,50; 37,11; 36,89; 34,90; 31,76; 31,10;
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23,47, 22,58; 21,20; 20,30; 12,70; 11,49. IV (ATR): vma 1065,0; 2846,1 - 2933,3;

3307,8 cm’.

4.5.4.7. Sintese de androstano-3p,4a,17B-triol (4.7)

A testosterona (4.18; 288,4 mg; 1 mmol) foi dissolvida em THF (10 ml) e
arrefecida a 0 °C. Entdo, uma solu¢ao de BH; em THF (1,0 M; 5 ml) foi adicionada
lentamente. A mistura foi agitada durante 3 h, voltando, ao longo de 2,5 h, a
temperatura ambiente. De seguida, a reac¢do foi terminada com a adi¢do de uma
solu¢do aquosa de NaOH 10 N (2 ml), seguida de adi¢do lenta de H,O, 30 % (2 ml).
Esta mistura foi agitada durante a noite, vertida em agua e extraida com éter dietilico.
As fases organicas combinadas foram lavadas com HCI 5%, solucdo saturada de
NaHCO; e solugdo saturada de NaCl. Apos secagem com MgSOs, o solvente foi
evaporado a pressao reduzida e o residuo purificado por cromatografia flash (éter de
petroleo / acetato de etilo 1 : 2), obtendo-se androstano-3f3,4a.,17B-triol (4.7, 246 mg,

rendimento 80 %).

Androstano-38.4a.,17B-triol, 4.7

pf 253,3-255,8 °C, cristalizado de metanol (lit. 248-250MNaa 1969 o 758
259(Tomorkény et 2l 1979 oC) - RMN 'H (CDCL/CD;OD) &: 0,72 (3H, s, CH3-18); 0,85
(3H, s, CH;-19); 3,20 (1H, t, J=8,7 Hz, H-4p); 3,29 (1H, m, H-3); 3,59 (1H, t, J=8,5

Hz, H-170). RMN °C &: 81,87; 76,52; 75,53; 55,24; 51,53; 51,48; 43,38; 37,75;
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37,23; 36,85; 35,68; 31,76; 30,13; 28,78; 23,77; 23,10; 21,10; 13,89; 11,47. IV (ATR):

Viax 1066,0; 2847,5 - 2932,0; 3309,1 cm™.

4.5.4.8. Sintese de androstano-3a.,4B,17B-triol (4.8)

O acetato de Sa-androsta-3-eno-17-ilo (4.17; 290 mg; 0,92 mmol) obtido como se
descreve acima reagiu com o m-CPBA. O produto obtido (4.19) foi tratado com acido
periodico, desacetilado com NaOH (Seccdo 4.5.4.1) e purificado por cromatografia
flash (éter de petroleo / acetato de etilo 1 : 2), obtendo-se androstano-3a.,4p,17p-triol

(4.8, 142 mg).

Androstano-3o..4B3.17B-triol, 4.8

pf 263-264,3 °C, cristalizado de metanol. RMN 'H (CDCls/ CDs0OD) o: 0,71 (3H,
s, CH3-18); 1,03 (3H, s, CH3-19); 3,49 (1H, br s, H-4a); 3,55 (1H, t, J=8,6 Hz, H-
170); 3,75 (1H, br q, J=2,6 Hz, H-3B). RMN °C &: 82,54; 76,56; 71,24; 56,94; 52,51;
45,24; 44,08; 37,99; 37,09; 36,96, 33,32; 33,21; 30,61; 26,60; 25,11; 24,31; 20,97,
14,85; 11,67. IV (ATR): vimax 1064,9; 2849.8 - 2935,1; 3309,5 cm™'. FD-MS m/z =

308,2386 (100 %, M"); 309,2424 (27 %, M + 1); 290,2237 (17 %, M" — H,0).
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4.5.4.9. Sintese de colestano-3p,4a-diol (4.9)

A hidroboragdo do colesta-4-eno-3-ona (384 mg, 1 mmol), seguida de tratamento

com H;0, / NaOH nas condigdes descritas anteriormente (Secc¢ao 4.5.4.1) conduziu a

obtencdo do colestano-3f3,4a-diol (4.9, 352 mg, rendimento 87 %).

Colestano-33.4a-diol. 4.9

pf 235-237 °C, cristalizado de n-hexano (lit.Fieser © Stevenson. 1959) 537 oy RMN 'H
(CDCls) &: 0,616 (3H, s, CH3-18); 0,79 — 0,87 (12H, CH3-19, CH3-21, CH3-26, CHs-
27); 3,18 (1H, t, J=10,2 Hz, H-4B); 3,29 (1H, m, H-3a). RMN *C §&: 76,24; 75.25;
56,54; 56,37; 54,6; 50,86; 42,63; 40,08; 39,62; 37,28; 36,36; 36,27; 35,92; 35,16;
31,74; 28,37; 28,26; 28,11; 24,28; 23,93; 22,83; 22,78; 22,58; 21,08; 18,70; 13,58;

12,11. IV (ATR): Vinax 1047,1; 2851,2 — 2930,2; 3315,0 cm™.

4.5.5. Acilacao enzimatica de didis vicinais 2,3 e 3,4

Num ensaio de rastreio tipico, a solugdo de substrato (2 mg), em 0,9 ml de solvente
(tolueno para os didis da série colestano ou acetona / THF para os didis da série
androstano) e acetato de vinilo (0,1 ml) foi preparada. Esta solug¢do foi adicionada a
enzima (30 mg de enzimas crude, 10 mg de Lipozyme IM 20 ou 5 mg de Novozym
435) em frascos de 3 ml, os quais foram fechados e colocados num agitador orbital a

250 rpm e 45 °C. A evolugdo das reaccdes foi seguida por CCF.
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4.5.5.1. Sintese de acetato de 2B-hidroxicolestano-3p-ilo (4.1a).

A uma solugdo de colestano-2f3,33-diol (4.1; 25 mg; 0,062 mmol) em tolueno (8
ml) e acetato de vinilo (2 ml), a lipase de Candida rugosa (100 mg) foi adicionada ¢ a
reaccdo foi agitada a 250 rpm, a 45 °C. Apds 24 h, a reac¢do estava completa. A
enzima foi filtrada e o solvente evaporado. Por fim, o residuo foi purificado por
cromatografia flash (éter de petréleo / acetato de etilo 5 : 1) obtendo-se o acetato de

2B-hidroxicolestano-3B3-ilo (4.1a, 22 mg, rendimento 80 % ).

Acetato de 2[3-hidroxicolestano-3§3-ilo, 4.1a

pf 147-148 °C, cristalizado de metanol (ljt.(Gter @ Sehwartz 1976) 154 o) RMN 'H
(CDCls) 8: 0,65 (3H, s, CHs-18); 0,86 (6H, dois d, J=6,5 Hz, CH3-26 ¢ CH3-27); 0,89
(3H, d, J=6,5 Hz, CH3-21); 1,03 (3H, s, CH3-19); 2,08 (3H, s, CH;CO); 4,09 (1H, br q,
J= 2,6 Hz, H-20)); 4,78 (1 H, ddd, J= 3,34, 4,71, 11,75 Hz, H-3a). RMN C §&:
170,13; 75,58; 68.,72; 56,30; 56,19; 55,15; 45,40; 42.90; 42,59; 39,95; 39,47; 36,12;
35,76; 35,30; 34,77; 31,86; 28,58; 28,20; 28,13; 27,98; 24,13; 23,79; 22,80; 22,54;
21,34; 21,22; 18,62; 14,51; 12,07. IV (ATR): vmex 1025,1; 1259.3; 1721,8; 2858.0 -
2950,2; 3510,8 cm™. FD-MS m/z = 386,3462 (100 %, M" - CH;COOH); 447,3828 (83
%, M" + 1); 404,3776 (67 %, M" + 1 — CH;CO); 448,3870 (25 %, M" + 2); 61,0324 (8

%, CH;COOH + 1).
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4.5.5.2. Sintese de acetato de 2a-hidroxicolestano-3a-ilo (4.2a)

A uma solu¢do de colestano-2a,3a-diol (4.2; 40 mg; 0,1 mmol) em tolueno (8 ml)
e acetato de vinilo (1 ml), adicionou-se Novozym 435 (80 mg) e a mistura reaccional
foi agitada durante 2 dias, nas condigdes descritas acima. No final, a reac¢do foi tratada
como se descreve acima e o produto foi purificado por cromatografia flash, obtendo-se

acetato de 2a-hidroxicolestano-3a-ilo (4.2a, 33 mg, rendimento 75 %).

Acetato de 2a-hidroxicolestano-3a-ilo, 4.2a

pf 163-164 °C, cristalizado de metanol. RMN 'H (CDCl;) &: 0,65 (3H, s, CH;-18);
0,82 (3H, s, CH3-19); 0,87 (6H, dois d, J=6,5 Hz, CH3-26 ¢ CH3-27); 0,90 (3H, d,
J=6,5 Hz, CH;-21); 2,12 (3H, s, CH3CO); 3,84 (1H, dt, J=4,2 e 11,4 Hz, H-2p3); 5,12
(1H, br q, J= 2,6 Hz, H-3p). RMN "°C &: 171,58; 73,03; 68,11; 56,33; 56,23; 54,14;
42,57; 41,70; 39,88; 39,47; 39,29; 36,74; 36,13; 35,78; 34,71; 32,21; 31,77; 28,23;
27,99, 27,45; 24,16, 23,83; 22,81, 22,54; 21,38; 20,89; 18,63; 12,55; 12,04. IV (ATR):
Vinae 1027,4; 1259.8; 1714,7; 2859,0 - 2952,5; 3516,3 cm™. FI-MS m/z = 446,3828
(100 %, M"); 386,3293 (91 %, M" - CH;COOH); 447,3842 (29 %, M" + 1); 387,3349

(23 %, M" + 1 - CH;COOH).
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4.5.5.3. Sintese de acetato de 2a-hidroxicolestano-3p-ilo (4.3a)

A uma solucdo de colestano-2a.,3p3-diol (4.3; 50 mg; 0,124 mmol) em tolueno (8
ml) e acetato de vinilo (1 ml), adicionou-se a lipase de Pseudomonas cepacia (100 mg)
e a mistura reaccional foi agitada durante 24 h, nas condi¢des descritas acima. No
final, a reac¢do foi tratada como se descreve acima e¢ o produto foi purificado por
cromatografia flash, obtendo-se acetato de 2o-hidroxicolestano-3p—ilo (4.3a, 48 mg,
87 %) como um pod branco. Os factores de retengdo em CCF do produto 4.3a e do
acetato de 3B-hidroxicolestano-2a-ilo 4.14 (obtido na Sec¢do 4.5.4.3) usando éter de
petroleo / acetato de etilo (2 : 1) como eluentes foram 0,47 e 0,39 respectivamente. Os

pontos de fusdo dos dois compostos sdo igualmente diferentes.

2o-Hidroxicolestano-3—ilo, 4.3a

pf 157-159 °C. RMN 'H (CDCls) &: 0,65 (3H, s, CHs-18); 0,84 — 0,90 (12H, CH3-
19, CH3-21, CH3-26, CH3-27); 2,08 (3H, s, CH;CO); 3,77 (1H, ddd, J= 4,8, 9,5 ¢ 11,5
Hz, H-2p); 4,59 (1H, ddd, J= 5.4, 9,5 ¢ 10,9 Hz, H-3a). RMN C &: 171,37; 78.,99;
69,85; 56,13; 56,09; 54,03; 45,28; 44,34; 42,46; 39,75; 39,39; 36,81; 36,03; 35,68;
34,62; 32,53; 31,69; 30,82; 28,13; 27,90; 27,63; 24,08; 23,70; 22,70; 22,44; 21,25;
18,54; 13,17; 11,94. IV (ATR): vimax 1025,9; 1259,8; 1718,8; 2857,0 — 2951,3; 3512,1
cm™. FI-MS m/z = 386,3553 (100 %, M" - CH;COOH); 446,3842 (54 %, M");
387,3591 (35 %, M" + 1 - CH;COOH); 447,3853 (33 %, M" + 1); 61,0251 (1 %,

CH;COOH + 1).
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4.5.5.4. Sintese de acetato de 2B-hidroxicolestano-3a-ilo (4.4a)

A uma solucdo de colestano-2f3,3a-diol (4.4; 50 mg; 0,124 mmol) em tolueno (10
ml) e acetato de vinilo (1 ml), adicionou-se ¢ Novozym 435 (80 mg) e a mistura
reaccional foi agitada durante 3 dias, nas condi¢des descritas. No final, a reac¢do foi
tratada como se descreve acima e o produto foi purificado por cromatografia flash,
obtendo-se acetato de 2[-hidroxicolestano-3a-ilo puro (4.4a; 47,6 mg; rendimento 86

%).

Acetato de 2[3-hidroxicolestano-3a-ilo, 4.4a

pf 110-111 °C (1jt,(Gamido Santos etal. 2003) 106107 °C). RMN 'H (CDCls) 8: 0,65 (3H,
s, CH3-18); 0,86 (6H, dois d, J=6,6 Hz, CH3-26 ¢ CH3-27); 0,90 (3H, d, J=6,5 Hz,
CH;-21); 0,99 (3H, s, CH3-19); 2,07 (3H, s, CH;CO); 3,88 (1H, br s, H-2a1); 4,82 (1H,
br s, H-38). RMN Bc s: 170,52; 72,92; 68,65; 56,43; 56,25; 54,97; 42,58; 40,46;
39,99; 39,89; 39,46; 36,13; 35,77; 35,34; 34,81; 31,85; 28,66; 28,21; 27,97; 24,11;
23,83; 22,80; 22,53; 21,40; 20,81; 18,62; 14,18; 12,06. IV (ATR): Vinax 1033,1; 1261,2;

1714,2; 2860,1 —2953,8; 3500,3 cm™".
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4.5.5.5. Sintese de acetato de 3a-hidroxicolestano-2p3-ilo (4.4b)

A uma solucdo de colestano-2f3,3a-diol (4.4; 50 mg; 0,124 mmol) em tolueno (9
ml) e acetato de vinilo (1 ml), adicionou-se a lipase de Pseudomonas cepacia (200 mg)
e a mistura reaccional foi agitada durante 3 dias, nas condigdes ja descritas. No final, a
reac¢do foi tratada como se descreve acima e o produto foi purificado por
cromatografia flash obtendo-se o acetato de 3o-hidroxicolestano-2B-ilo como um

unico produto (4.4b, 37 mg, rendimento 67 %),

Acetato de 3a-hidroxicolestano-2B-ilo, 4.4b

pf 115,7-116,2 °C (lit, 85-86(Gaido Santos et al. 2003) |1 3(Williamson e Johnson, 1961) o(y
RMN 'H (CDCl3) &: 0,64 (3H, s, CH3-18); 0,86 (6H, dois d, J=6,6 Hz, CH3-26 ¢ CH-
27); 0,89 (3H, d, J=5,3 Hz, CH3-21); 0,90 (3H, s, CH3-19); 2,04 (3H, s, CH;CO); 3,84
(1H, br q, J=2,3 Hz, H-3p); 4,87 (1H, br q, H-2a). RMN °C &: 170,30; 73,15; 67,59;
56.,35; 56,17; 54,85; 42,55; 39,92; 39.48; 38,52; 37,10; 36,12; 35,77; 35,56; 34,94;
31,84; 31,74; 28,19; 28,11; 27,99; 24,12; 23,81; 22,80, 22,54; 21,44; 20,20; 18,63;

13,64; 12,06. IV (ATR): Vinay 1034,5; 1263,2; 1716,4; 2862,8 — 2928.4; 3481,8 cm’.
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4.5.5.6. Sintese de acetato de 4B,17B-di-hidroxi-androstano-3p-ilo (4.5a)

A uma solugdo de androstano-3f3,4p3,17p—triol (4.5; 35 mg; 0,114 mmol) em
tolueno (5 ml), THF (5 ml) e acetato de vinilo (1 ml), adicionou-se a lipase de Candida
rugosa (100 mg) e a mistura reaccional foi agitada durante 3 dias, nas condigdes
descritas. No final, a reac¢do foi tratada e o produto foi purificado por cromatografia
flash (éter de petrdleo / acetato de etilo, 2 : 1) obtendo-se o acetato de 4p,17p-di-

hidroxi-androstano-3f-ilo (4.5a; 29,3 mg; rendimento 74 %).

Acetato de 4B.17B-di-hidroxi-androstano-33-ilo, 4.5a

RMN 'H (CDCl3) 8: 0,73 (3H, s, CHs-18); 1,06 (3H, s, CH3-19); 2,09 (3H, s,
CH;CO); 3,63 (1H, t, J=8,7 Hz, H-17a); 3,83 (1H, br t, H-40); 4,72 (1H, ddd, J=3,2,
4,8 e 8,0 Hz, H-30). RMN °C &: 170,27; 81,87; 75,53; 72,88; 55,29; 50,98; 48.71;
42,93; 36,85; 36,54; 35,61; 35,44; 31,82; 30,45; 25,55; 23,34; 22,13; 21,34; 20,11;
14,71; 11,11. IV (ATR): vmax 1041,5; 1258.2; 1709,3; 2840,9 — 2943,0; 3442.0 e
3530,1 cm™. FD-MS m/z = 351,2470 (100 %, M" + 1); 290,2104 (78 %, M" —

CH;COOH); 350,2468 (37 %, M™).
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4.5.5.7. Sintese de acetato de 3a,17p-di-hidroxi-androstano-4a-ilo (4.6a)

A uma solugdo de androstano-3a,4a,17B-triol (4.6; 118 mg; 0,38 mmol) em
acetona (18 ml), THF (4 ml) e acetato de vinilo (2 ml), adicionou-se a lipase de
Pseudomonas cepacia (500 mg) e a mistura reaccional foi agitada durante 4 dias, nas
condi¢des descritas. No final, a reacc¢do foi tratada e o produto foi purificado por
cromatografia flash, obtendo-se o acetato de 3a,17B-di-hidroxi-androstano-4a-ilo

(4.6a; 102,3 mg; rendimento 76 %) como um pd branco.

Acetato de 3o..17B-di-hidroxi-androstano-4a-ilo, 4.6a

RMN 'H (CDCl3) &: 0,72 (3H, s, CHs-18); 0,87 (3H, s, CHs-19); 2,09 (3H, s,
CH;CO); 3,64 (1H, t, J=8,5 Hz, H-17a); 4,01 (1H, q, J=2,9 e 2,7 Hz, H-3B); 4,85 (1H,
dd, J=11,8 ¢ 2,9 Hz, H-4B). RMN °C &: 171,24; 82,76; 75,20; 67,58; 54,11; 50,67;
42.83; 42,48; 37,68; 36,80; 34,79; 31,14; 30,84; 27,48; 26,75; 23,41; 22,42; 21,13;
20,27; 12,82; 11,51. IV (ATR): vinax 1039.2; 1265,1; 1710,7; 2841,6; 3445.7 e 3528,1
cm”. FI-MS m/z = 308,2328 (100 %, M" + 1 - CH;CO); 290,2052 (71 %, M" -
CH3COOH); 350,2441 (62 %, M"); 332,2306 (26 %, M" - H,0); 351,2468 (12 %, M"

+1).
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4.5.5.8. Sintese de acetato de 4a,17p-di-hidroxi-androstano-3p-ilo (4.7a)

A uma solugdo de androstano-3f3,4a,17p-triol (4.7; 30 mg; 0,1 mmol) em acetona
(6 ml), THF (3 ml) e acetato de vinilo (1 ml), adicionou-se a lipase de
Chromobacterium viscosum (200 mg) e a mistura reaccional foi agitada durante 3 dias,
nas condigdes descritas. No final, a reaccdo foi tratada e o produto foi purificado por
cromatografia flash, obtendo-se o acetato de 4a,17pB-dihidroxi-androstano-3f-ilo

(4.7a; 20,2 mg; rendimento 60 %).

Acetato de 4o..17B-di-hidroxi-androstano-33-ilo, 4.7a

pf 182-184 °C, cristalizado de metanol. RMN 'H (CDCls) &: 0,73 (3H, s, CH;-18);
0,86 (3H, s, CHs-19); 2,09 (3H, s, CH;CO); 3,46 (1H, t, J=9,5 Hz, H-4p); 3,64 (1H, t,
J=8,5 Hz, H-17a); 4,58 (1H, ddd, J=5,4, 9,2 e 11,6 Hz, H-3a)). RMN *C §: 171,51;
81,85; 79,23; 72.,48; 54,32; 51,29; 50,83; 42,88; 36,58; 36,01; 35,05; 31,00; 30,50;
25,62; 23,32; 22,48; 21,37; 20,54; 15,26; 13,51; 11,11. IV (ATR): vinax 1035,6; 1262,2;
1707,7; 2841,6 - 2940,9; 3443,3 ¢ 35223 cm’. FI-MS m/z = 290,2061 (100 %, M -

CH;COOH); 350,2541 (39 %, M"); 291,2042 (12 %, M" + 1 - CH;COOH).
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4.5.5.9. Sintese de acetato de 4a-hidroxicolestano-3p-ilo (4.9a)

A uma solucdo de colestano-3f3,4a-diol (4.9; 50 mg; 0,124 mmol) em acetona (9
ml) e acetato de vinilo (1 ml), adicionou-se a lipase de Chromobacterium viscosum
(500 mg) e a mistura reaccional foi agitada nas condi¢des descritas acima durante 6
dias. No final, o produto foi isolado e purificado por cromatografia flash, obtendo-se

acetato de 4oa-hidroxicolestano-3f-ilo (4.9a; 42,3 mg; rendimento 76 %).

Acetato de 4a-hidroxicolestano-3f3-ilo, 4.9a

pf 169-170 °C. RMN 'H (CDCL) &: 0,65 (3H, s, CHs-18); 0,84 — 0,91 (12H, CHs-

19, CHs-21, CHs-26, CH;-27); 2,08 (3H, s, CH3CO); 3,45 (1H, t, J=9,7 Hz, H-4p);

4,57 (1H, ddd, J=5,3, 9,1 ¢ 11,5 Hz, H-30). RMN °C &: 171,49; 79,24; 72.47; 56,30;
56,18; 54,21; 51,23; 42,45; 39,85; 39,46; 36,83; 36,10; 35,96; 35,76; 34,97; 31,44;
28,22; 27,97; 25,65; 24,12; 23,80; 22,79; 22,60; 21,53; 21,36; 20,94; 18,61; 13,46;
12,01. IV (ATR): vimax 1036,6; 1263,2; 1715,4; 2860,9 - 2930,2; 3549,3 cm™'. FI-MS
m/z = 386,3400 (100 %, M" - CH3;COOH); 446,3787 (33 %, M"); 387,3417 (27 %, M"

+ 1 - CH;COOH); 447,3893 (13 %, M + 1).
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Conclusoes Gerais

Nos estudos desenvolvidos, foi possivel efectuar transformagdes enzimaticas
estereo-selectivas e regio-selectivas em cianidrinas, em 5,6-epoxi-esterodides 3[-
substituidos e em didis vicinais como substratos com potencial interesse na sintese de
esteroides bioactivos.

A versatilidade sintética das cianidrinas e a sua potencial aplicacdo na extensao e
funcionalizacdo estereo-selectiva da cadeia lateral de esterdides motivou o estudo, por
metodologias enzimdticas e quimicas, da sintese selectiva de cianidrinas nas posigoes
20 e 22 de derivados de pregnanos.

A sintese assimétrica enzimatica de cianidrinas, através do uso de oxinitrilases como
catalisadores, deu resultados pouco satisfatorios. A resolugdo cinética enzimatica de
uma mistura racémica obtida da hidrocianagdo quimica de um derivado 203-carbaldeido
provou ser uma boa alternativa a primeira abordagem, permitindo a obtengdo de
cianidrinas epimericamente enriquecidas por acilagao diastereo-selectiva catalisada pela
protease subtilisina.

A sintese quimica, diastereo-selectiva, de cianidrinas na cadeia lateral de pregnanos
foi investigada como complemento aos resultados obtidos com os processos
enzimaticos. Diferentes grupos carbonilo na cadeia lateral de esterdides reagiram
facilmente com o TMSCN na presenca de um catalisador conveniente. No entanto, a
quimio- e estereo-selectividade da adigdo mostrou-se dependente do tipo de grupo

carbonilo presente. Os substratos do tipo 20-ceto-pregnanos saturados foram
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convertidos exclusivamente nas correspondentes (R)-cianidrinas sem necessidade de um
catalisador quiral devido a capacidade de indugdo assimétrica do substrato. Assim, neste
estudo apresentamos uma metodologia estereo-especifica para a construcao da cadeia
lateral de esterdides baseada na adicdo de TMSCN a 20-ceto-pregnanos saturados.

Além disso, a importancia do grupo funcional 5,6-epdxido levou-nos a investigar a
discriminacdo enzimatica dos epimeros Sa,6a- ¢ 5B,6p- através de reacgdes estereo-
selectivas na posi¢do 3 da estrutura esteroide.

Especificamente, demonstramos que os Sa,60-epdxidos diastereomericamente puros
podem ser obtidos explorando a elevada selectividade da lipase isolada da Candida
antarctica, Novozym 435, para os 5B,63-epoxidos minoritarios presentes nas misturas
epiméricas. O estudo de um conjunto de lipases comerciais indicou que as lipases de
Candida rugosa tém uma selectividade oposta a Novozym 435, permitindo o
isolamento de B-epdxidos diastereomericamente puros por meio da alcodlise enzimatica
dos a-epdxidos minoritarios. Considerando a dificuldade de obtengdo de 5,6-epoxi-
esteroides diastereomericamente puros, esta metodologia biocatalitica constitui um bom
complemento aos processos quimicos de epoxidacao de esterdides.

Além disso, a desacetilagcao suave do grupo 3p-acetoxilo em 5,6-epoxi-esteroides foi
conseguida através da lipase de Candida rugosa como catalisador ¢ agua como
nucleofilo.

Finalmente, o estudo da afinidade e selectividade de lipases comerciais para diois
vicinais no anel A de ester6ides mostrou que a trans-esterificagdo enzimatica permite o

isolamento de derivados monoacilados com elevada regio-selectividade. Os resultados
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obtidos com séries completas de 2,3- e 3,4-didis mostram claramente que as lipases sdo
capazes de diferenciar grupos hidroxilo vicinais localizados no anel A, sendo sensiveis a
configuracdo dos diferentes didis e permitindo a obtencao dos respectivos monoésteres
com elevada regio-selectividade e bons rendimentos. Assim, considerando a presenca de
diois vicinais de esterdides na Natureza, alguns dos quais mono-acilados, -glicosilados
ou -sulfatados, estes resultados podem oferecer uma metodologia util para a preparagao
destes compostos e, além disso, contribuem para um melhor conhecimento da afinidade
das lipases para esterdides poli-hidroxilados.

Em conclusdo, os resultados apresentados neste trabalho evidenciam as
potencialidades da catélise enzimatica na transformagdo estereo- e regio-selectiva de
substratos esterdides e contribuem para o desenvolvimento de metodologias sintéticas

concretas com utilidade no campo dos esterdides.
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