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METODO PARA TRIAR COMPOSTOS E COMPOSTO PARA EVITAR MAU
ODOR NO SUOR TENDO A CAPACIDADE DE REDUZIR O
DESENVOLVIMENTO DE MAU ODOR E PARA METABOLIZAR UM COMPOSTO
SOB CONDICOES CONTROLADAS

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengao refere-se a um método para a triagem de compostos
tendo a capacidade de evitar ou reduzir o desenvolvimento de mal odor em
superficies de corpos. A presente invencao também se refere a um composto de
formula (l), que € um precursor de compostos de enxofre volateis malcheirosos. Em
adicao, a presente invencgao refere-se a métodos para evitar mau odor e a métodos
para preparar produtos tendo a capacidade de reduzir o desenvolvimento de mal
odor.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO E PROBLEMA A SER SOLUCIONADO

A prevencgao de mau odor axilar € um objetivo constante de emprenho cientifico. Foi
reconhecido algumas vezes que suor, por si s6, como é excretado da glandula
sudiripara de apocrina abundantemente presente na pele debaixo do braco, é
geralmente inodoro. O mau odor axilar se desenvolve essencialmente na atividade
metabdlica de certas cepas de bacetrias que se procriam para viver neste ambiente
e que sao bem adaptadaspara crescer no coquetel peculiar de precursores inodoros
enconrrados em suor de apocrina.

Varias classes de substancias malcheirosas foram isoladas, uma das quais é
de origem esteroidica, outra classe engloba compostos de degradacgao bacteriana:
acidos graxos de cadeira curta como acido (E/Z)-3-metil-2-hexenoico, descrito como

um contrinuinte de olfato predominante do mau odor do suor.
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Uma terceira classe de compostos de enxofre foi verificada
recentemente e foi descrita independentemente na WO 200403766, em
Troccaz ef al., "3-Methyl-3-sulfanylhexanli-ol as a Major Descriptor for the
Human Axilla-Sweat Odour Profile" Chemistry & Biodiversity, Vol. 1
(2004); e em Natsch et al., "1dentification of Odoritferous Sulfanylalkanols 1n
Human Axilla Secretions and Their Formation through Cleavage of Cysteine
Precursors by a C-S Lyase Isolated from Axilla Bacteria”. Chemistry &
Biodiversity, Vol. 1 (2004).

Um espécime particularmente malcheiroso da classe de
compostos de enxofre foi verificado ser 3-metil-3-sulfanil-hexan-1-ol
(Troccaz et al., seguido por Natsch et al. e Hasegawa et al. "Identification of
New Odoriferous Compounds in Human Axillary Sweat" Chemistry and
Biodiversity Vol. 1 (2004) 2042-50). O mesmo composto € também descrito
na Patente U.S. 6.610.346, onde ele é usado como um flavor em alimentos e
bebidas para fornecer notas de vegetais cozidos (cebola) e de alimentos para
produtos alimenticios.

Hoje, o desenvolvimento de mau odor tem sido atacado de
diferentes formas, por exemplo, pela aplicagdo de substancias antibactericidas
na pele das axilas, pelo fornecimento de composi¢des de perfume capazes de
mascarar mau odor, pelo aprisionamento de moléculas malcheirosas, por
exemplo, pela aplicagdo de ciclodextrina, para inibir p-liases, por exemplo.

Com o objetivo de evitar a formag¢3o de compostos de enxofre
volateis (VSCs) como, por exemplo, S-3-metil-3-sulfanil-hexan-1-ol, ¢
indispensével se elucidar sua via metabdlica, ¢, em particular, seu precursor
direto. Tal discernimento permitiria projetar a triagem para compostos tendo a
capacidade de intervir na via e assim inibir a formag¢do do VSC.

Com isso, Natsch et al especularam que o conjugado de
cisteina de VSCs (Cis-S-3-metil-3-sulfanil-hexan-1-ol) foi o precursor direto

para VSCs e que a clivagem do precursor por uma C-S B-liase presente em
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Corynebacterium spp. produziria diretamente o VSC.

Similarmente, Lyon et al. (US 5,213.791). descrevendo
inibidores de [B-liase de aminodcido como desodorantes, considerou que o
conjugado Cis-S foi o precursor mais relevante na col. 2, linha 5-6. Esta
verificagdo corresponde & via bem relatada de tidis e metabolitos de tiometil
comecando com conjugados de glutationa, que se submete & hidrolise
enzimatica seqiiencial para produzir o tioéter de cisteina.

Um outro objetivo da presente invengdo ¢ identificar a espécie
ou a cepa das bactérias, que sdo capazes de converter precursores nao-
odoriferos de suor humano em VSCs malcheirosos, permitindo um
alvejamento mais preciso da origem do desenvolvimento de mau odor.

Com isso, Natsch et al concluiram que precursores nao-
odoriferos de secrecdes axilares sdo transformados em substincias volateis
por enzimas bacterianas presentes somente em Corynebacterium spp. € nao
em staphylococci.

Em vista da técnica anterior, o objetivo da presente invengdo €
encontrar outros precursores diretos de compostos de enxofre volateis
responsaveis por mau odor nas axilas. E um outro objetivo identificar outras
cepas bacterianas responsaveis pela producdo de compostos de enxofre
volateis. O conhecimento de precursores e cepas bacterianas na origem de
compostos malcheirosos pode entdo ser usado para combater mais
efetivamente o desenvolvimento de mau odor axilar em humanos, por
exemplo, pelo fornecimento de métodos de triagem efetivos para compostos
que inibem a formagdo de VSCs. Portanto, € um outro objetivo da presente
invencio fornece novos métodos ou formas para evitar o desenvolvimento de

mau odor.

SUMARIO DA INVENCAO

Os inventores da presente invengdo  verificaram,

surpreendentemente, que o precursor direto de compostos de enxofre volateis
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(VSCs) é o conjugado de S de Cisteina-Glicina, e que o conjugado de Cisteina
relatado da técnica anterior foi um precursor claramente menos efictente de
s VSCs. Em outro contraste com o ensinamento da técnica anterior, as cepas de
Staphylococcus haemolyticus sdo capazes de converter o cornjugado Cys-Gly
5  em VSCs com maior eficiéncia do que as cepas de Corynebacterium e St.
epidermidis, todas verificadas nas axilas humanas. Com isso, a presente
invencdo fornece, em um primeiro aspecto, um meétodo para triar compostos
tendo a capacidade de evitar, tratar ou reduzir o desenvolvimento de mau odor
em superficies do corpo, o método compreendendo as etapas de:
‘0 - fornecer um meio compreendendo um composto a ser triado,
- adicionar ao meio pelo menos um composto precursor da
térmula (I),
- determinar o aumento de pelo menos um metabdlito do
precursor, e/ou o desaparecimento do precursor, €
15 - concluir, a partir da capacidade do composto de evitar o
aumento de um metabdlito do precursor, ou de evitar o desaparecimento dos
precursores, a capacidade do composto de evitar o tratar o desenvolvimento
de mau odor.
Em um segundo aspecto, a presente invengdo fornece um
.O composto da férmula (I)
O

NH, X,.-YOH
v O
\R1
(D
em que -Y define uma fun¢do de saida e -R; representa um
residuo C,-C,p para um composto ativo da formula HY-R, ou, em que Y-R, ¢

OHou SH, e

em que a linha tracejada representa uma ligagdo dupla, em
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cujo caso X ¢é selecionado dentre CR4 ¢ N, ou

em que a linha tracejada representa uma ligagdo simples, em
cujo caso X ¢ selecionado dentre NRy, CR4Rs, O € S, com Ry e R; sendo,
independentemente um do outro, selecionados dentre H ¢ residuos C-Cg
alquil, alquenil ou alquintl.

Em um terceiro aspecto, a presente invengio fornece o uso de
bactérias da familia Staphylococci em métodos de triagem, ensaios ou
métodos de pesquisa de desenvolvimento, inibigdo e/ou ocorréncia de mau
odor no corpo. De forma correspondente, a presente invengdo fornece um
método para elucidar o desenvolvimento de mau odor no corpo, 0 método
compreendendo a etapa de aplicar Staphylococci, ou uma enzima derivada
dele, a um composto precursor de mau odor.

Em um quarto aspecto, a presente inven¢do fornece os
microorganismos Staphylococcus haemolyticus e St. epidermidis com
nimeros de depdsito CNCM 1-3357 e 1-3356, respectivamente.

Em um quinto aspecto, a presente invengdo fornece um
método para evitar mau odor do suor, e 0 método compreendendo a etapa de
aplicar a uma superficie do corpo, preferivelmente a pele das axilas, um
composto capaz de inibir a conversdo do composto (I) com X = NH, a linha
tracejada sendo uma ligag&o simples, Y = S € R, sendo um residuo de C4-Cyp
alquil portando um grupo hidroxila a um composto de enxofre volatil.

Em um sexto aspecto, a presente invencdo fornece um metodo
para preparar um produto tendo a capacidade de reduzir o desenvolvimento de
mau odor, compreendendo a etapa de adicionar ao produto um composto
capaz de inibir a conversio do composto (I) como definido acima (quinto
aspecto) para um VSC.

Em um outro aspecto, a presente invengio fornece um método
para metabolizar um composto da formula (I} sob condi¢Ses controladas, o

método compreendendo a etapa de expor o composto da formula (I) a um
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microorganismo e/ou a um p-liase.

Em ainda outro aspecto, a presente inven¢do fornece um
composto da formula (III) dada abaixo.

Nas figuras:

A Figura 1 mostra uma faixa de massa de HPLC-MS
(Cromatografia Liquida de Alta Performance - Cromatogramas de fon Total
de Espectrometria de Massa) obtida de suor estéril (trago A) e fragdes de
eluicdo diferentes de suor incubadas com St. haemolyticus (trago D) e ndo
incubadas (tragos B e C). Este cromatograma mostra o desaparecimento de
um composto precursor putativo tendo uma massa molecular de 293 apos a
incubagio.

A Figura 2 mostra compostos de enxofre volateis malcheirosos
(1,2,3) e compostos precursores putativos (9, 10, 11), o composto 9 se
transformou no precursor mais eficiente para o composto 1. As setas indicam
as etapas de sintese de precursores.

A Figura 3 mostra cromatogramas € espectros de massa
obtidos por LC-MS do precursor encontrado na "zona 2" de suor estéril
natural (A, B), e do precursor sintetizado 9 (CD).

A Figura 4 mostra a bioconversdo dos compostos precursores
sintéticos 9 e 10 dos VCSs malcheirosos por cepas bacterianas de St.
haemolyticus, St. epiderrnidis e C. xerosis. Pode ser visto que o precursor da
presente invengdo (9) foi eficientemente convertido por todas as cepas.

A Figura 5 mostra o sumario de vias sintéticas para um VSC
maior (1) de precursores de suor estéreis. O composto (9) € uma forma de
realizagio do precursor a ser usado no método de triagem da presente
invengao.

DESCRICAQ DA INVENCAOQ

Dentro do contexto deste relatorio, a palavra "compreende”

deve significar "incluir, dentre outras coisas”. Ela ndo deve ser vista como
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"consiste somente de".

No contexto da presente invencdo. as percentagens sao
percentagens em peso de matéria seca, a ndo ser que de outra forma
estabelecido. Similarmente, se as propor¢des forem indicadas como partes,
significa que sdo partes em peso de matéria seca.

A presente invengdo formece um composto precursor da

férmula (1)

! M

em que -Y define uma fun¢do de saida e -R; representa um
residuo C,-Cy para um composto ativo da formula HY-R,, ou em que -Y-R, é
OHou SH, e

- em que a linha tracejada representa uma ligagdo dupla, em
cyjo caso X ¢ selecionado dentre CRy, € N, ou,

- em que a linha tracejada representa uma ligagdo simples, em
cujo caso X ¢ selecionado dentre NRy, CR4Rs, O € S, com Ry e R; sendo,
independentemente um do outro, selecionados dentre H e residuos C;-Cyg
alquil, alquenil ou alquinil.

O termo composto ativo para HY-R; se refere a um composto
organico que pode ser usando nos métodos de triagem. Por exemplo, ele € um
composto que pode ser facilmente detectado. Preferivelmente, HY-R, € um
composto odorante. Alternativamente, HY-R; pode ser um composto
fluorescente. Geralmente, HY-R; pode ser um composto que tem a qualidade
de um marcador, por exemplo, em que ele tem diferentes propriedades fisicas
e quimicas em relagdo ao composto (I), que podem facilmente ser

quantificadas, por exemplo, por absorbancia ou fluorescéncia, por exemplo. A
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quantificagdo pode geralmente ser feita por ensaios espectrofotometricos para
triagem de alta producéo.

Preferivelmente, a funciio de saida -Y- ¢ selecionada do grupo
que consiste de S, O, NR,, N'R;R;, OCO. Se -Y- for N'R:R;, Ry
preferivelmente carrega uma carga negativa.

Mais preferivelmente, -Y- ¢ selecionado dentre S ¢ O, mais
preferivelmente, ele € S.

Em uma forma de realizagdo da presente invengdo, R; € um
composto de C;-Cyp alquil, alquenil ou alquinil, opcionalmente portando um
ou mais grupos funcionais selecionados dentre grupos hidréxi, carbonila,
carboxila, amino, amida e atomos de halogénio.

Mais preferivelmente, R; é um residuo organico C;-Cis, mais
preferivelmente ele é um residuo organico Cs.io.

Preferivelmente, R; é um alquil ou alquenil organico C;-Cys
portando pelo menos um grupo funcional selecionado dentre o grupo de
hidréxi, carbonila e carboxila. Mais preferivelmente, R; carrega um grupo
hidroxi.

Preferivelmente, R, é selecionado do grupo que consiste dos
compostos:

OH 1y T on g, | @)
/'\‘/\OH /\/\/OH

(127 ¢, | (137,

Os precursores com os residuos acima R, = 1, 2'ou 3, e Y = S
vio liberar, em atividade enzimatica, VSCs correspondentes (1), (2), (3), ver
Figura 2. Respectivamente, os precursores com os residuos (12') e (13') véo
liberar VSC em que a linha tracejada € substituida por uma ligagdo -S.

Preferivelmente, a linha tracejada na formula (I) representa

A
T
o
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uma ligagdo simples com X seiecionado dentre 0, S, NR,, CR4Rs, com Ry ¢
R, sendo selecionados dentre S e O. Mais preferivelmente. X ¢ selecionado
dentre NH e CH,. Mais preferivelmente, X ¢ NHe Y € S.

Preferivelmente, no composto () acima, a linha tracejada
representa uma ligagdo simples, Y ¢ selecionado dentre O ¢ S, e R, ¢ um
grupo C;-Cis alquil que porta um ou mais grupos funcionais selecionados
dentre um grupo hidrdxi, carboxi e carbonila.

Portanto, em uma forma de realizagdo preferida, o composto

precursor da formula (1) corresponde ao composto da formula (I') abaixo:

0
NH, OH
Ty
s
e ()

em que R, é como definido acima para o composto (I).

O composto (I'), juntamente com os residuos R; = (1), (2),
(39, (4", (12", ou (13", corresponde ao precursor mais eficiente de VSCs
encontrados em suor axilar, como os presentes inventores estabeleceram.
Com base nesta verificagio surpreendente, um método de triagem efetivo
pode ser estabelecido.

Uma forma de realiza¢do preferida do precursor pode ser
sintetizada ap6s o esquema dado na Figura 2. Geralmente, em uma primeira
etapa, cisteina protegida com N (N-Boc) pode ser adicionada pela adigdo 1,4 a
um aldeido o,B-insaturado. A estrutura do aldeido € preferivelmente
relacionada com o VCS correspondente, como descrito por Natsch et al
(2004), esquema 1. Com isso, se hex-2-enal for selecionado como o aldeido
a,B-insaturado inicial, um precursor da férmula (I) com R = (2') acima ¢
obtido. Em uma forma similar, para se obter um precursor com R = (1'), 0
precursor ¢ sintetizado a partir de 3-metil-hex-2-enal. O conjugado cis pode

ser diretamente obtido apds a desprotegdo com TFA (4cido trifluoroacético),

i_,.‘-
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preferivelmente em um solvente apropriado, por exemplo, CHyCls.

Em uma outra etapa. Glicina pode ser acoplada ao conjugado
de Cisteina protegido obtido acima (por exemplo, conjugado Boc-L-Cys).
Esta etapa pode ser realizada com H-Gly-OBz (Bz = -CH,CsHs) em CH,Cl,
na presenga de Benzotriazol-1-il-oxitripirridolidinofosfonio (PyBOP) e
diisopropilamina (DIPEA) em condigdes padrdo para a sintese de peptideo
(Troccaz et al. (2004)).

Em uma outra etapa, o grupo de prote¢do o-amino pode ser
removido, por exemplo, em condigdes de CH,Cl; € TFA.

Em ainda outra etapa, o grupo protetor de benzoila pode ser
removido por saponificagdo em agua, etano! e hidréxido de sodio 2%, por
exemplo, de forma a se obterem compostos da formula (I).

Os precursores de acordo com a presente inven¢do vio, na
clivagem da ligagdo C-Y, liberar o composto da formula (II) abaixo

\{H

R )

em que R, e Y sdo definidos acima para o composto (I).

Preferivelmente, o composto (II) ¢ um VSC malcheiroso da
formula SH-R,. A sintese dos compostos desta féormula foi descrita por
Troccaz et al. (2004), que é totalmente incorporada aqui como referéncia.

O método de triagem da presente invencdo tem o proposito de
determinar em uma maneira eficiente se um composto particular tem a
capacidade de evitar, tratar ou reduzir o desenvolvimento de mau odor em
superficies do corpo. Em particular, o desenvolvimento de mau odor nas
superficies do corpo se refere a maus odores ligados a excregdes de glandulas
sudoriparas de humanos ou de animais. Em superficies corporeas, ¢
especialmente nas axilas de humanos, estas excregdes sdo expostas a uma
flora diversa de microorganismos que metabolizam precursores ndo-

odoriferos em compostos voléateis geralmente referidos como de mau odor ou

A
L
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desagradaveis. Portanto, o termo "superficies do corpo” geralmente se refere a
partes da pele que contém glandulas de excregdo de suor, e especialmente a
regido das axilas de um humano. A capacidade de se evitar, tratar ou reduzir
refere-se a capacidade de um dado composto de inibir de qualquer forma a
ocorréncia de mau odor. Por exemplo, esta capacidade pode consistir de
simplesmente parar a outra liberagdo de mau odor que ja tenha se
desenvolvido fortemente, ou pode evitar mau odor desde o comego, por
exemplo.

O termo mau odor se refere geralmente a mau odor associado
com compostos volateis produzidos na atividade microbiana no suor.
Preferivelmente, no contexto da presente inveng3o, o termo mau odor se
refere aos odores de compostos de enxofre volateis (VSCs), que € geralmente
referido como desagradavel.

O método para triagem da presente invengdo compreende a
etapa de fornecer um meio compreendendo um composto a ser triado.

Principalmente, o meio pode ser qualquer liquido em que a
reacio enzimatica pode ocorrer. Por exemplo, o meio pode simplesmente
consistir de suor liquido coletado de individuos humanos ou animais. Mais
praticamente, 0 meio ¢ uma solugdo aquosa, opcionalmente compreendendo
tampdes e/ou nutrientes que suportam uma atividade metabdlica rapida das
enzimas ou sistemas biologicos do método de triagem.

Dependendo do modo, a reagdo enzimatica ¢ controlada, um
meio adequado pode ser selecionado. Por exemplo, se a reagdio enzimatica for
designada para ser realizada por um microorganismo, um meio permitindo
viabilidade ou ainda crescimento do microorganismo deve ser selecionado. O
tampao de fosfato, por exemplo, permite a sobrevivéncia de microorganismos,
mas ndo contém qualquer outro nutriente ¢ &, assim, um meio preferido para o
método de triagem da presente invengdo. Preferivelmente, 0,001 - 1 M, mais

preferivelmente 0,05 - 0,5 M de tamp@o de fosfato € usado.

i
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Preferivelmente, o pH do meio esta na taixa de 3 - 9, mais
preferivelmente 4 - 8, mais preferivelmente 5 - 7.5.

Se, por outro lado, for usada uma enzima isolada para catalisar
a reacdo enzimatica, o meio pode ser selecionado ou ajustado para permitir a
atividade enzimatica em dependéncia das preferéncias de enzimas. As
variaveis tipicas para ajustar uma solugdo para as condigdes otimas para uma
enzima incluem temperatura, pH. presenca ou auséncia de sais, BSA, agentes
de tamponamento, EDTA, € outros, por exemplo.

Um composto a ser triado € adicionado ao meio. O composto a
ser triado quanto 4 sua capacidade de evitar o desenvolvimento de mau odor
pode ser aleatoriamente selecionado por alguém versado na técnica, ou pode
ser selecionado de acordo com o critério estrutural, por exemplo. Inibidores
conhecidos de (-liases sdo candidatos preferidos de compostos a serem
triados. Surpreendentemente, contudo, Staphylococcus nido ¢ relatado para ter
uma P-liase tendo similaridade significativa com B-liases conhecidas, ¢ outros
compostos podem assim provar que sio inibidores eficientes.

Em uma forma de realizagdo da presente invengdo, 0 composto

a ser triado € um composto da formula (III) abaixo:

o)
)J\ .~ _OH

Rz

© @

em que Rg é um residuo de alquil, alquenil, alquinil ou aril
linear, ramificado ou ciclico C;-Cy, opcionalmente substituido ou
opcionalmente compreendendo um ou mais heteroatomos, ¢

- em que a linha tracejada representa uma ligagio dupla, em
cujo caso Z ¢ selecionado dentre CR; e N, ou

- em que a linha tracejada representa uma ligagdo simples, em
cujo caso Z ¢ selecionado dentre NR;, CR7Rg, O € S, com Ry e Rg sendo,

independentemente um do outro, selecionado dentre H e residuos C;-Cyp

[
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alquil, alquenil e alquinil.

Preferivelmente. Re. se substituido. é substituido com um
residuo de alquil, alquenil, alquinil ou arl linear, ramificado ou ciclico C;-
C0, opcionalmente compreendendo um ou mais heteroatomos. Mais
preferivelmente, Rg, se substituido, € substituido com um grupo alquil,
alcoxil, amina, alcool, tiol, carboxila, e/ou hidroxilamina, por exemplo.

Preferivelmente, o pelo menos um heteroatomo € selecionado
dentre N, O, S, F, Cl, Br, L.

Preferivelmente, Ry porta pelo menos um grupo amino.

Preferivelmente, Rg é um residuo de alquil, alquenil, alquinil
ou aril linear, ramificado ou ciclico C;-C,y, opcionalmente compreendendo
um ou mais heteroatomos.

Preferivelmente, R¢ ¢ um anel com 5 ou 6 membros
opcionalmente substituido compreendendo um heteroatomo selecionado
dentre O, N e S. Mais preferivelmente, Rg € um anel com 5 ou 6 membros
compreendendo S.

Preferivelmente, R; compreende um anel com 5 membros
substituido com pelo menos um grupo amino.

De acordo com uma forma de realizagdo preferida, o composto

a ser triado tem a formula (I1la)

0
OH
HN \@/‘L N /\'_(
S 0
(1lta)

Preferivelmente, R¢ ¢ uma oxima linear ou ramificada. Neste

caso, o composto a ser triado pode ter a formula (IV)

)
N— OH
H2 O\(U\Z \”/
o
R (IV})

onde R, ¢ hidrogénio, fenil ou C,-Cs alquil, que ¢ substituido
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ou ndo substituido por um grupo tenil, um grupo hidroxi, um grupo carboxi,
um grupo benziloxi ou um grupo benziloxicarbonil um dtomo de halogénio
ou um grupo amino, e onde Z ¢ a linha tracejada sdo definidos na formula
(ITI) acima.

Alternativamente, Rg pode ser um composto C,-Cig ramificado,
em que uma ramifica¢do porta um grupo amino.

Por exemplo. a outra ramificagdo ¢ selecionada dentre alquenil
ou alquinil.

Como outro exemplo, uma ramificagfio porta um grupo amino ¢
a outra ramificacdo é um halogeneto de alquil. Preferivelmente, ele € um
halogeneto de alquil com o halogénio selecionado dentre CI, Bre 1.

Como um outro exemplo, a outra ramificagdo porta um grupo
alquil, alquenil ou alquenil sulfonil.

Por exemplo, o composto a ser triado pode ser selecionado

dentre o composto da férmula (V) dada abaixo:

(@]
H;Nw)'k ‘.-’YOH
Y4
R, O W)

em que Z é definido acima para o composto (III), e Rs ¢
selecionado dentre o grupo que consiste de:

- um alquenil ou alquini C;-Cs,

- um halogeneto de alquil, alquenil ou alquinil C,;-Cs,

- um alquil sulfonil da formula -O-SO;-Ry, com Ry sendo
selecionado dentre os residuos de alquil, alquenil ou alquinil C,-Cs.

Preferivelmente, a linha tracejada nas formulas (IIL), (IV) e (V)
representa uma ligagdo simples.

Preferivelmente, Z é selecionado dentre NR;, CR;Rg, com Ry e
Rg sendo definidos na formula (III) acima. Mais preferivelmente, Z ¢

selecionado dentre NH e CH,. Mais preferivelmente, ele € NH.

Lk J
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Preferivelmente, Ry na tormula (V) € um C,-Cgs alquinil. Mais

preferivelmente. ele € 2-propinil. fornecendo a formuta (VI) abaixo

O
OH
%HJ\N/W
NH, T O
2 (V1)

Alternativamente, 0 composto a ser triado pode ser:

O
] /\H/OH
O
ik VD

com Z sendo definido como no paragrafo acima. Na triagem do
composto (VII), com z sendo NH, foi verificado, surpreendentemente, que
este composto realmente n3o inibiu a formagdio de metabolitos como o
composto II, mas, ao contrério, resultou em um aumento claro e confirmado
de metabdlitos. Isto torna o composto (VII} um composto util para melhorar a
producdo de mau odor. O composto VII ¢ assim util como um modulador de
producido de compostos volateis nas superficies do corpo ou in vitro, por
exemplo, para testar os compostos potencialmente inibidores sob condigdes
mais severas no método de triagem da presente invengao.

O método de triagem da presente invengdo compreende a etapa
de adicionar ao meio pelo menos um composto precursor. O precursor pode
ser selecionado dentre os compostos da formula (I} dados acima.

Em uma forma de realizagdo, o0 método de triagem da presente
invenciio também compreende as etapas de adicionar ao meio pelo menos
uma cepa bacteriana selecionada dentre taxa staphylococci, corynebacteria ¢
bacilli, ou uma preparacio compreendendo um P-liase funcional.
Preferivelmente, a cepa ¢ selecionada dentre a familia de bactérias de

Staphylococcus spp. efou Corynebacterium spp.. Preferivelmente, a cepa
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bacteriana ¢ selecionada dentre a familia bacteriana de Staphylococcl. Mais
preferivelmente. a cepa € selecionada dentre o grupo que consiste de St
epidermidis, St. haemolyticus, St. capitis e St. homidis. Ainda mais
preferivelmente, a cepa bacteriana ¢é selecionada dentre St. haemolyticus ¢ St.
epidermidis. Mais preferivelmente, a cepa bacteriana € selecionada dentre St.
epidermidis com numero de depdsito CNCM [-3357 e St haemolyticus
CNCM [-3356.

Como foi mencionado acima, os presentes inventores
surpreendentemente  verificaram que as cepas de Staphylococcus que
colonizam a regiio das axilas de um humano liberam eficientemente VSCs. A
técnica anterior é silente nestes aspectos e as cepas de Staphylococcus sdo
assim preferivelmente usadas no método de triagem da presente invengdo. Por
outro lado, os presentes inventores também mostram que as cepas de
Corynebacterium metabolizam eficientemente 0 novo composto precursor (I
e podem, assim, ser usadas de forma equivalente no método de triagem da
presente invengao.

Preferivelmente, o microorganismo, antes da adi¢do ao meio do
método de triagem, é crescido em um meio nutritivo. Por exemplo, para
microorganismos dos sexos Staphylococcus ou Corynebacterium, um caldo
Mueller-Hinton (Difco) ou um caldo de soja Triptica (Difco) pode ser usado,
preferivelmente suplementado com 0,005 a 0,5% de Tween 80, por exemplo.

Preferivelmente, o microorganismo, antes da sua adi¢do ao
meio do método de triagem, € cultivado no meio de crescimento ante que o
crescimento esteja exponencialmente aumentando e/ou até que o aumento de
biomassa por tempo seja maximo. Preferivelmente, o meio de crescimento
compreende 10%° - 10" cfu/ml neste estagio. Depois, ele pode ser removido
do meio de reducfio, opcionalmente lavado, e adicionado ao meio do método
de triagem. O dltimo preferivelmente tem poucos ou nenhum nutriente

diferente do precursor da presente inveng¢do, incitando, assim, 0O

SRy
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microorganismo a metabolizar o precursor.

Alternativamente. o microorganismo pode ser suhstimido ou
suplementado pela enzima funcional capaz de clivar o precursor na substancia
malcheirosa. A enzima pode se originar de uma preparagio de enzima na base
de microorganismos, por exemplo, ou pode ser uma enzima isolada. A enzima
isolada pode ser obtida por engenharia genética e/ou biotecnologia.

A concentragdo dos constituintes do método de triagem da
presente invengdo & preferivelmente adaptada aos niveis que permitam uma
quantificagdo por métodos analiticos padrio, por exemplo. Como VSCs
potencialmente liberados do precursor geralmente sio detectdveis pelo nariz
humano em concentragdes baixas, os precursores correspondentes podem ser
usados em concentra¢des correspondentemente baixas.

Geralmente, o composto a ser triado ¢ adicionado pelo menos
em concentragdes iguais ou superiores as do precursor.

Como um exemplo, o meio do método de triagem
preferivelmente  compreende  2-500, preferivelmente  3-200, mais
preferivelmente 4-100 umol/l, do composto a ser triado.

Preferivelmente, o precursor ¢ adicionado em quantidades
geralmente nas mesmas faixas indicadas para o composto a ser triado acima.
Para aqueles versados na técnica, a relagdo do composto a ser triado e do
precursor podem estar acima de 1, abaixo de 1 ou igual a 1. Por exemplo, o
composto a ser triado pode ser adicionado em excesso.

O microorganismo esta preferivelmente presente em
quantidades de 10%-10*, mais preferivelmente 10° -10'%, mais preferivelmente
10°10" cfu/ml.

No evento em que 0 microorganismo ¢ substituido por uma
preparagdo de enzima ou por uma enzima isolada, a quantidade de enzima a
ser adicionada depende da atividade e da longevidade da enzima. Dependendo

destes fatores, a preparagdo de enzima pode ser adicionada para fornecer
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unidades de acao enzimatica na taixa de 1-20.000.000.

A ordem na qual os constituintes diferentes do método de
triagem sdo adicionados ao meio do método de triagem em geral ndo ¢
decisiva, a ndo ser que o composto a ser triado seja adicionado por Gltimo ¢ a
atividade enzimatica significativa ja tenha levado a formagéo de VSCs ou de
outros metabolitos. Portanto, o precursor é preferivelmente adicionado apds o
composto ser triado. e, mais preferivelmente, o precursor é adicionado apos o
composto ser triado, e apds o microorganismo ou enzima. Para se imitar as
condices das axilas, levando a formagdo de VCSs em suor, o precursor pode
ser adicionado de 30 s a 2 horas apds a adi¢do do composto a ser triado € 0
Microorganismo ou e€nzima ao meio.

O método de triagem da presente invengdo compreende a etapa
de incubar o precursor, um composto a ser triado ¢ um microorganismo ou
enzima em uma temperatura de 25 - 45°C, preferivelmente 30 - 40°C por de 1
a 48 horas, mais preferivelmente, por de 4 a 24 horas.

Em uma outra etapa, o método de triagem compreende a etapa
de determinar o aumento dos metabdlitos do precursor no meio, e/ou 0
desaparecimento do precursor. A concentragio da substancia de metabolito ou
do precursor no meio pode ser analisada com um equipamento analitico
padriio. Por exemplo, Cromatografia de Gas - Espectrometro de Massa (GC-
MS) acoplado a uma Detecgdo de Emissdo Atomica (AED) pode ser
empregado. Com isso, os metabolitos, que podem ser VSCs, sido
preferivelmente extraidos do meio, por exemplo com acetato de etila €
injetados em uma coluna GCspg. No caso de VS8Cs, o padrdo interno pode ser
ocatanotiol, adicionado a acetato de etila em 10 ppm com um volume de
inje¢do de 1 pl, por exemplo.

Outros métodos analiticos podem ser empregados. Devido ao
valor de percepgio limite relativamente baixo de VSCs, estes metabolitos no

meio do método da presente invengdo podem ser convenientemente avaliados

PR
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por cheirada, por exemplo.

Se o composto precursor contiver um residuo fluorescente, que
se torna fluorescente ou, alternativamente, que perde fluorescéncia na
clivagem do precursor, a concentragdo ou quantidade do metabolito pode ser
determinada pela verificagdo da forga fluorescente do meio apds a incubagdo.

Em uma outra etapa, o método de triagem da presente invengdo
compreende a etapa de concluir. a partir da capacidade de o composto de
evitar o aumento do metabolito ou evitar o desaparecimento dos precursores,
da capacidade do composto de evitar ou tratar o desenvolvimento de mau
odor. Logicamente, a conclusdo de que um composto a ser triado tem a
capacidade de evitar o desenvolvimento de mau odor pode ser tirada no caso
em que a concentragdo de metabélitos encontrada no meio apos a incubagio
seja 0 ou menor do que a concentragdo inicial do precursor adicionado ao
meio, por exemplo. Similarmente, se a concentragdo do precursor permanecer
constante durante a incubagfio do meio do método de triagem, o composto a
ser triado tem uma forte capacidade de evitar o desenvolvimento de mau odor.

Opcionalmente, um controle negativo do método de triagem da
presente invengdo pode ser feito, o qual € desprovido do composto a ser triado
mas que, de outra forma, tem os mesmos constituintes nas mesmas
concentragdes e as mesmas etapas de processo que o método de triagem da
presente invengdo. A partir do resultado analitico diferente de controle versus
método de triagem, alguém versado na técnica pode concluir se o composto a
ser triado pode inibir, eficientemente, o desenvolvimento de mau odor.

Os ajustes ou parametro experimentais diferentes podem ser
considerados, com a conseqiiéncia de que o resultado analitico (concentragdo
de precursor ou metabdlitos) pode ter que ser interpretado de formas
diferentes. Contudo, alguém versado na técnica vai adaptar estes ajustes em
uma forma tal que uma conclusio clara possa ser encontrada nos resultados

analiticos.
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A presente invengdo fornece um método para evitar mau odor
de suor. Com iss0. os compostos que tém a capacidade de evitar o
desenvolvimento de mau odor em superficies de corpos podem ser
identificados com o métodos de triagem da presente invengdo. Estes
compostos sio capazes de inibir a conversdo do composto (I) em VSCs. Para
o proposito de administragdo ou aplicagdo a superficie do corpo, uma
quantidade suficiente de pelo menos um composto pode entdo ser colocada
em uma forma que possa ser facilmente administrada ou aplicada 4 pele.

Por exemplo, o composto para a prevengio de mau odor pode
ser adicionado a um produto de cuidado do corpo, tal como uma logdo de
corpo, um desodorante, um ungiiento, um sabio, um xampu, uma fragrancia
fina, por exemplo. O composto pode simplesmente ser adicionado a uma
solugdo aquosa. Por exemplo, o composto pode ser adicionado a uma
emulsdo. Dependendo da solubilidade do composto, alguém versado na
técnica vai selecionar a forma adequada de aplica¢@o. Se o composto for
hidrofilico, por exemplo, ele pode ser adicionado & fase aquosa de uma
emulsio, que é entdo aplicada & superficie da pele. Se o composto for
lipofilico, ele vai ser adicionado a fase oleosa de uma emulsdo, ou a um
ungiiento 4 base de 6leo, por exemplo.

Preferivelmente, o composto para prevengdo de mau odor €
adicionado em quantidades suficientes para inibir efetivamente a formagdo de
VSCs na superficie do corpo. As concentragdes necessarias no produto
dependem da eficiéncia do composto e da forma do produto a ser
administrado e podem, assim, ser estabelecidas por alguém versado na técnica
como uma funcdo destes pardmetros. Por exemplo, 102 a 10" mol,
preferivelmente 10" a 10” mol do composto sdo administrados por em’ da
superficie do corpo. A presente invengdo fornece um método para preparar
um produto tendo a capacidade de reduzir o desenvolvimento de mau odor,

compreendendo a etapa de adicionar ao produto um composto capaz de inibir
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a conversio do composto (1) a um composto de enxofre volatil. O produto
pode ser selecionado, por exemplo, dentre os produtos de cuidado do corpo
mencionados acima. O dito acima relativo a solubilidade e a concentragdo do
composto no produto se aplica igualmente ao produto que tem a capacidade
de reduzir o desenvolvimento de mau odor. Dependendo da quantidade usual
administrada a pele, aa concentragdo ¢ adaptada para se obter eficiéncia
suficiente. Por exemplo, se o produto for um desodorante aplicando um filme
na pele de axilas humanas, 0 composto presente na concentragio na faixa de
0,1 a 1000 mmol/l, mais preferivelmente de 1 a 500 mol/l, por exemplo.

A presente invengdo fornece um método para metabolizar um
composto da formula (T) sob condigdes controladas, o método compreendendo
a etapa de expor o composto da formula (I) a um microorganismo e/ou a uma
B-liase. O termo "condigdes controladas” se refere a condigdes diferentes das
condi¢cdes naturais na pele humana, especialmente da regido das axilas. O
termo "condigdio controlada”, em contraste, se refere as condigdes nas quais a
concentragio do composto da formula (I) e/ou do microorganismo €/ou da [3-
liase pode ser determinada por alguém versado na técnica. Preferivelmente, o
termo "condigdes controladas" se refere as condigdes verificadas em um
laboratério, e/ou nas instalagdes de fabricagio, por exemplo. O método de
triagem descrito acima, por exemplo, representa uma condi¢do controlada
neste sentido. Preferivelmente, o termo "condi¢des controladas" se refere ao
fato de que o composto (I) ¢ metabolizado dentro de um recipiente
compreendendo o composto (I), e um microorganismo e/ou P-liase, todos
dissolvidos ou suspensos em 5 pl a 1000 1 de 4gua em quantidades €
concentra¢des determinadas.

A presente invengdo também fornece um liquido e/ou solugdo
aquosa compreendendo o composto precursor (I) e 1 - 10, preferivelmente 1 -
5, mais preferivelmente 1 - 2 cepas bacterianas em concentragdes de 10" -

10" cfu/ml cada, ou para suplementar ou substituir as cepas bacterianas,
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quantidades equivalentes de uma P-liase funcional. Estas sdo as formas de
realizacdio preferidas requeridas para metabolizar o composto precursor da
formula (1).

A presente invengdo também se refere ao uso de compostos da
formula (I) e preferivelmente da formula (I') em métodos de triagem, ensaios
ou métodos de pesquisa de desenvolvimento, inibi¢do e/ou ocorréncia de mau
odor no corpo.

EXEMPLOS

Nos Exemplos 1 a 5 abaixo, o precursor direto de VSCs de mau
odor do suor ¢ identificado e as cepas bacterianas de Streptococci tendo a
capacidade de produzir VSCs sdo relatadas. Isto € feito comparando-se
analise HPLC de suor fermentado e ndio fermentado e pela exclusdo da
presenga do precursor postulado na técnica anterior pela comparagdo de
massas moleculares e tempos de retengdo LC, sugerindo a presenga de outro
precursor no Exemplo 1. Nos Exemplos 2 e 3, a estrutura de VSCs obtida pela
atividade metabolica de cepas bacterianas € identificada. Nos Exemplos 4 € 3,
¢ testado se o precursor proposto produz os mesmos VSCs que o precursor
encontrado em suor natural, que é feito pela sintese dos presentes precursores
e daqueles da técnica anterior (Exemplo 4) e os expondo a diferentes
microorganismos, seguido pela analise dos metabolitos.

No Exemplo 6, um método para a triagem de compostos tendo
efeito de inibicdo de mau odor, devido a sua capacidade putativa para
converter o precursor de mau odor nos VSCs malcheirosos.

Nos exemplos abaixo, GC Analitica € realizada em um
instrumento Agilent 6890 acoplado & Detec¢do de Emissdo Atomica (AED da
Jass, Alemanha); He como gas carreador; colunas capilares com silica fundida
OY1701, DMePeBetacdx® 10 m x 0,25 mm de d.i. com filme de 0,25 um (da
Mega, Brechbiihler A.G., Suiga). Sistema EI-MS: Agilent 6890-GC acoplado

a espectrometro de massa quadrupotos HP-MSD-5973; energia eletronica ca.
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70 eV; {ons de fragmento m/z (rel. int. in% do pico de base, SPB-1, 30 m x
025 mm de di com filme de 025 pm, todos da Supelce). Os indices de
retengio (I) foram determinados em relagdo ao tempo de retengdo (tR) de uma
série de n-alcanos com interpolagdo linear por meio de um programa de
temperatura GC padrdo (50°C por 5 min, depois 5°C/min a 240°C ¢ 20 min a
240°C) com uma precisdo de 0,5%. 1H-, BC, espectrometro Spectra Brucker-
AMX-360; em CDCl;y;, valores 8 em ppm de Me Si (= 0 ppm), J em Hz;
designag¢des por experimentos de COSY45 e HMCQ.

As colunas de HPLC foram Nucleodur C18 Pyramud ® 250
mm x 2 mm de d.i., a coluna preparativa era Nucleodur C18 Pyramid ® 250
mm x 10 mm (da Machery-Nagel, Suiga).

As andlises de HPLC-MS foram realizadas usando o sistema
Agilent 1100 LC-MS equipado com uma bomba binaria B1312A, um detector
G1314A UV ¢ um espectrdmetro de massa G1946D com uma fonte de
ionizaciio quimica em pressdo atmosférica (APCI). Os espectros de massa de
modo de ion negativo (faixa de varredura 50-800 Da) foram gravados
simultaneamente. As separagbes HPLC foram realizadas sob as mesmas
condi¢des descritas acima.

Alternativamente, a ionizagdo quimica em pressdo atmosférica
positiva (APCI) de Thermo Finnigan foi realizada usando uma voltagem de
aspersdo de 4,5 kV, temperatura capilar a 200°C, gis N, em uma vazdo de 55
(unidades arbitrarias de Finnigan) com uma vazdo de gas auxiliar ajustada
para ESI (unidades arbitrarias de Finnigan). Os solventes para eluigio foram
CH,CN e 4gua que continha acido formico 0,1%. O gradiente LC iniciou em
100% de agua por 5 minutos, depois aumentou de 0% de CH;CN para 50% de
CH;CN em uma vazio de 0,25 ml/min e no modo preparativo, uma vazdo de
6 ml/min foi usada.

As cepas bacterianas usadas nos experimentos abaixo sio:

Staphylococcus epiderrnidis ~ CNCM 1-3356
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Staphylococcus haemolyticus  CNCM 1-3357

Corynebacterium xerosis DSMZ 207 43
(correspondendo a ATCC 373) foi fornecida por DSMZ (Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Alemanha),
conhecida como uma cepa de referéncia na literatura.

EXEMPLO 1

Sueestdo de Precursor de mau odor pela Coleta e Fermentagdo de Suor

As secrecdes de apocrina e ecrina foram coletadas das axilas
através de suor excessivo. Estas secre¢des foram imediatamente esterilizadas
através de um filtro duplo que consiste de uma membrana de 1 um, seguido
por um filtro estéril de 0,2 pm e congeladas como relatado em M. Troccaz, C.
Starkenmann, Y. Niclass, M. van de Waal, A. J. Clark, Chem. Biodiversity,
2004, 1, 1022-1035. Um total de 250 ml do suor axilar estéril foi liofilizado ¢
entdo o sélido foi rediluido em 4gua destilada, e percolado atraveés de uma
coluna Lobar RP-18 SiO2. A eluigio foi realizada com porgdes de 200 ml de
agua, entdo a proporgdo de etanol foi aumentada ate 100%.

Uma pequena porgdo de cada fragdio (10%) foi tratada com
Staphylococcus haemolyfcus. HPLC-MS (APCI™ ¢ APCI’) foram gravadas
antes e apds a incubagio. Os compostos volateis extraidos do caldo
fermentado foram injetados em uma coluna GC apolar acoplada a MS. Foi
possivel a partir destas medigdes se identificar um trago de 3-metil-3-sulfanil-
hexan-1-ol na fragio fermentada 3 (agua:etanol = 4:1) e somente esta fragdo
produziu um trago olfativo tipico de suor sulfuroso de salva "sclary”, cebola,
toranja.

Uma separagio preparagio em HPLC da fragdo 3 foi realizada.
Os trés picos maiores foram coletados, bem como quatro zonas de eluigdo
entre os picos (Figura 1, trago B). Entdo, a fragdo da "zona 2" (fermentada e
nio fermentada) foi re-injetada na coluna de HPLC acoplada a um

espectrometro de massa APCI (Figura 1, os tragos C e D correspondem a zona

0
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2 do trago B).

Todas as fragdes, 7onas e picos foram tratados com 57
haemeolyticus ¢ a fragdo correspondente a “zona 2" (Figura 1, trago D) foi
retida porque cla tinha o mau odor de suor tipico. Apds a incubagao, estava
claro a partir do trago de HPLC que M+1 correspondente a 279 e M+1
correspondente a 293 foram transformados (ver setas na Figura 1, trago D).
Todas as injegdes foram realizadas no modo MS-3 no modo positivo ¢
negativo. O composto principal em M+1 293 mostrou m/z 276, perda de NH;,
entdo m/z 179, interpretado como uma perda de 3-metil-hexanol, entdo m/z de
162, 144, 166 atribuido a perda de NH;, H,O e CO. No modo negativo, M-1
291 foi fragmentado em m/z 143 correspondente a uma eliminagdo  de 3-
metil-3-sulfanil-hexan-1-ol.

A partir destes observagdes, foi possivel se excluir a glutagéo
conjugada com S (M+1 422) ou a cisteina conjugada com S (M+1 236) para
serem precursores de 3-metil-3-sulfanil-hexan-1-o0l, mas cisteina-glicina
conjugada com S, de formula molecular C;,H34N>0,4S, que correspondem a
um peso molecular de 292, foi portanto proposto para ser o precursor de 3-
metil-3-sulfanil-hexan-1-ol (ver Figura 3).

EXEMPLO 2

Identificacdo de 3-S-cys-gly-3-metil-hexano-1-ol na fracdo 3

A fracdo 3 foi liofilizada (16 mg) e foi também purificada em
HPLC preparativa. Foram coletadas conas entre os picos € 0s picos separados.
Cada uma das fragdes e das zonas foi injetada em LCMS, extraida como
descrito abaixo e injetada em CG-MS, A zona 2 (< 0,5 mg) tinha trés sinais
APCI+: um sinal amplo de 19,5 a 21 min tendo M + 1 = 279 e em 21,5 min.
M+1 = 293 seguindo em 22 min. M + 1 = 181. APCI- foram também
gravados ¢ MS 3 foram também automaticamente gravados. Apos a
incubagio com St. haemolyticus, os sinais de LC-MS em 20 min ¢ 21,5 min

foram deixados seguir. A zona 2 produziu trés compostos de enxofre visto em
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GC-MS: 3 < | % : [ spB-1 1080, MS : 134 (40, M), 100 (80), 74 (98), 71
(70). 55 (65). 41 (100): 2 =5 %: [ spB-/ 1093, MS @ 134 (5), 100 (50) 67
(40), 57 (60), 55 (100); 1 = 94 %: 1 pg-, 1149, MS : 148 (4), 114 (20), 97
(70), 71 (60), 55 (100). Injecdo na coluna quiral GCppepeseracar: 1= (rt. 17,6
min.) 62.4%, 1-R (rt. 17,62 min.) 16,2%, 1-RIS = 0.005 mg (+/- 0.001), ee de
S = 65%. Composto 2-R (rt. 16,79 min), 2-S (rt. 16,80 min), 2-R/S = 14,7%,
S-maior devido a sobreposi¢io de picos. ndo quantificada. O Composto 3
quase ndo fol visto.

EXEMPLO 3

A Determinacio da Estrutura de Compostos de Enxofre Volateis encontrados

em Suor Fermentado

A zona 2 da Fragdo 3 do caldo fermentado foi extraida com
acetato de etil e injetada em uma coluna GC gpp.; acoplada a uma MS. Foil
observado um ressalto muito pequeno com my/z 134 em um indice de retengdo
correspondente a [ spp; 1080 € com um padrdo de fragmentagdo proximo de 2-
metil-3-sulfanil-1-pentan-1-ol. Entdo, um pico maior com m/z 134 com um
indice de retencdo I spg; 1093, correspondente a 3-sulfanil-hexan-1-ol € o
produto principal formado tendo m/z 148 em I SPB-1 1149 e, com isso, para o
padréio de fragmentagdo MS foi atribuido para (R/S)-3-metil-3-sulfanil-hexan-
1-ol. Foi também possivel se estabelecer apos uma inje¢do em uma coluna
quiral, montada em uma CG equipada com uma Detecgdo de Emissdo
Atdmica (AED), que o maior enancidmero formado foi o S-3-metil-3-sulfanil-
hexan-1-0l S-1, com um excesso enanciomérico de 60%. No caso de (R/S)-3-
metil-3-sulfanil-hexan-1-ol, ndo foi possivel se medir precisamente a relagdo
enanciomérica devido a uma ma separagdo de ambos os enanciémeros, mas o
enancidmero S-2 foi claramente o maior isomero formado.

Portanto, 2-metil-3-sulfanil-1-pentan-1-o0l, 3-sulfanil-hexano-
1-ol e (R/S)-3-metil-3-sulfanil-hexan-1-ol foram verificados ser importantes

compostos de enxofre volateis de suor metabolizados por St. haemolyticus.
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EXEMPLO 4

Sintese de Derivados de Sulfanil e Derivados de Conjugados de Clisteina

como Precursores de VSCs

A Figura 2 ilustra a sintese de varios derivados € o precursor
de VSCs (Compostos 9, 10, 11). A preparagio de compostos de enxofre
volateis foi descrita previamente (Troccaz et al, 2004). A adigdo 1,4 de
cisteina com aldeidos o p-insaturados foi realizada pela adigdo de t-
butoxicarbonil (Boc)-L-cisteina a 3-metil-2-hexenal seguida pela redugdo
com NaBH4 (Natsch et al 2004) (etapa a). O A-Cys-Conjugado 11 foi obtido
apés a desprote¢io do composto 6 com TFA (4cido trifluoroacético em
CH,Cl, (etapa b). O acoplamento de H-Gly-OBz a 6 (etapa b) foi realizado
em CH,Cl, na presenca de PyBOP (hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il
oxitripirrolidinofosfénio) e DIPEA (diisopropilamina), em condigdes padréo
para a sintese de peptideo, para preparar 7. O grupo de protegdo de o-amino
de 7 foi removido em condi¢des de CH,Cl, e (TFA) (etapa c) para produzir &.
Nio foi possivel se Temover o grupo protetor de benzoila por hidrogenolise,
mas foi possivel se realizar uma saponificagiio em agua, etanol e hidréxido de
sodio 2% (etapa d) para preparar 9. O precursor mais provavel de compostos
de enxofre volateis sio conjugados de glutagdo. Por esta razdo, 8 foi acoplado
a Boc-Glu-OBz como descrito para 7, grupos o-amino foram clivados em
condi¢des CH,Cl,, TFA e os ésteres de benzila foram hidrolisados em
hidréxido de sodio aquoso € etanol para dar 10 (etapa ¢).

O protocolo exato para a preparagdo do composto 9 € dado
abaixo:

(2R)-S-[1-(2-hidroxietil)-1-metilbutil}- tBoc-Cys (6),
preparado de acordo com Natsch et al (2004), (679 mg, 2 mmol) foi diluido
em CH,Cl, (6 ml) e H-Gly-OBzl (741 mg, 2,2 mmol), Pybop (1,14 g, 2,2
mmol) na presenca de diisopropiletilamina (774 mg, 6 mmol) foram agitados

durante a noite a temperatura ambiente. Uma elaboragdo usual foi seguida
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pela desprotegdo do grupo c-amino de (2R)-S-[1-(2-hidroxietil)-1-metilbutil]-
tBoc-Cys-Glv-OBz! 7 em CH2Cl: (6 mi), acido trifluoroacéticn (9 ml) durante
1,3 horas a temperatura ambiente. O produto oleoso bruto 8 (1 g) foi diluido
em 4gua (70 ml), MeOH 50 ml e NaOH (2 g) e aquecido 1 horas a 60°C. O
pH ¢é entdio levado para 4 com HCl 1M. O metanol foi removido sob vacuo, e
a mistura foi liofilizada. O solido foi rediluido em agua (I ml) e
cromatografado com vaporizagdo em Si0,-RP18 (coluna de d.i. de 5 cm,
altura de silica de 12 cm). A elui¢dio iniciou com 4gua ¢ o produto 9 foi eluido
com agua e etanol em uma relagdo de 4 para 1. Foi obtido 9 (340 mg,
rendimento de 58%). HPLC, r.t. 22.2 min. APCI+ : M + 1 = 293, MS2 276,
MS3 179, MS4 162, MS5 144, MS6 116, APCI-: M -1 =291, MS2 143, MS3
99, 58. 'H-NMR in D20: 4.16-4.19 (m, 1 H, C(4)); 3.95 (d, ] = 17.5 Hz, 1H,
C(2)); 3.74 (t, ] = 7 Hz, 2H, C(8)) ; 3.70 (d, J = 17.5 Hz, 1H, C(2)) ; 3.09 (dd,
J=13.5,5.5Hz, 1H, C(5)),2.99 (dd, ] = 13.5,8.0 Hz, [H, C(5)); 1.83 5 (4,
J =6.5 Hz, 2H, C(7)),1.50-1.55 (m, 2 H, C (9)); 1.38 (m, 2 H, C (10)); 1.29 (s,
3 H, C(12)); 0.95 (t, J = 7 Hz, 3 H, C(11)). "C-NMR: 178.8 (s, C(1)); 171.0
(s, C(3)); 61.1 (t, C()); 55.8 (d, C(4)); 51.9 (s, C(6)); 46.2 (1, C(2)); 44.8 (t,
C(9)) ; 43.7 (t, C(7)) ; 30.6 (t, C(5)) ; 28.3 (g, C(12)),19.9 (t, C(10));16.5 (q,
C(11)).
EXEMPLO 5

Producio de (R/S)-3-metil-3-sulfanil-hexano-1-ol pela exposigdo de

precursores sintetizados para St. haemolyticus, C. xerosis ¢ St. epiderrnidis

Os inventores mostraram que na biodegradagio de suor estenl
com diferentes microorganismos, St. haemolyticus produziu o odor de suor
sulfuroso mais tipico, apesar do estabelecido na técnica anterior de que
staphylococci e especificamente St. epidermidis ndo tiveram uma atividade de
B-liase e somente Corynebacterium spp. foi capaz de liberar tiois da cisteina
conjugada com S (Natsch et al. (2004)). Surpreendentemente, nos presentes

experimentos, C. xerosis produziu um odor sulfuroso mais fraco quando
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comparado com St. haemolyticus ¢ foi interessante se verficar as diferengas
entre estas trés cepas. quando elas s3o incubadas com os precursores 9, 10 ou
11, em que o precursor 9 é uma forma de realizagdo do composto (1) da
presente inveng3o.

As bactérias crescidas aerobicamente (5 mL, 8x10° cfu/mL)
foram incubadas com 0,1 mg de cada precursor a 35°C, durante um periodo
de 18 horas. Os compostos de enxofre volateis sdo extraidos com EtOAc e
analisados em GC-AED em uma coluna quiral. Cada bioconversdo foi
repetida pelo menos tr~es vezes, um branco continha somente a bactéria, € o
outro branco foi feito do meio de crescimento com o precursor sozinho.
Nenhum composto de enxofre foi detectado nestes controles. Octano tiol foi
usado como um padrdo interno, as curvas de calibragdo mostraram que a
melhor reprodugdo estava na faixa de | a 10 ppm, quando 1 ul foi injetado,
com menos que 5% de variagio. As variagdes da concentragdo observadas
para 1 foram correlacionadas com a variagdo da concentragdo de
microorganismos nos 5 m! usados para a incubago, mas os resultados foram
consistentes; 9 deu sempre um melhor rendimento quimico quando
comparado a 11. Os precursores foram preparados a partir de aminoacidos
opticamente ativos naturais. O tipo de adi¢do de Michael de Bos-cisteina a
E/Z-3-metil-2-hexenal ndo foi estereo-seletivo e, por esta razdo, foi esperado
se produzir uma mistura racémica de | a partir de 9 com St. haemolyticus que
foi confirmado. O derivado 10 nunca produziu qualquer trago de 1.

Os isolados de bactérias foram crescidos aerobicamente no
meio liquido apropriado a 37°C até ODggy = 1,0. As células foram colhidas
por centrifugagdo a 3000 g, 10 min, lavadas uma vez com tampao de fosfato
0,1M estéril (pH 6,0) e ressupensas em tampdo fresco. A concentragio de
cepas individuais incubadas com o precursor de suor fol entre 1 x 10°¢ 1 x
10'% cfu/ml. Estas bactérias recém preparadas (5 ml) foram incubadas com 0,1

ml de precursores (5 mg em 10 ml de 4gua), (ou a fragdo de suor, no Exemplo

Y

o
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I acima), a 37°C pH 6 em um frasco techado. Apds o tempo de incubagao de
1.4 e 18 horas. | ml de acetato de etila contendo octanodiol e octadecano a
0,02 mg/ml foi adicionado ¢ o caldo de fermentagdo foi centrifugado a 16.000
g. A fase organica foi diretamente injetada em uma coluna GC gp; acoplada a
MS e em uma coluna quiral GC pysepeseracss @c0Oplada & detecgdo AED. Estes
experimentos foram repetidos trés vezes, dois brancos foram feitos com o
microorganismo sem o Precursor € um com O precursor no tampdo de
crescimento somente. Nenhuma formagdo de composto de enxofre foi
detectada em brancos. O fator de resposta para 1 pl injetado de uma solugédo
0,01 mg/ml de octanotiol foi calculado em comparagdo de 1 pl injetado de
uma soluc¢io racémica de 0,01 mg/ml de 3-metil-3-sulfanil-hexano-1-ol. A
adi¢iio de ambas as areas de picos (R/S) deu 280 (£ 5) e octanotiol 303 (£ 3)
picos em quatro inje¢des, com uma aproximagdo de um fator de resposta de 1.
O fator de correlagio para 1 ul injetado em ambas as colunas foi acima de
0,998 na faixa de 1 a 10 ppm de (R/S)-3-metil-3-sulfanil-hexano-1-ol.

Estes resultados mostram que o composto 9, que € uma forma
de realizagdo preferida do composto (I), ¢ mais eficientemente convertido no
composto malcheiroso 1, e &, assim, o precursor mais provavel. O composto
11, contudo, que foi sugerido na técnica anterior como precursor potencial,
deu um rendimento muito menor de 1, mesmo em C. spp, que foi considerado
como sendo o Unico microorganismo liberando VSCs. Portanto, o composto
11 ndo pode ser considerado ser o precursor direto na via sintética principal
de 1.

EXEMPLO 6

Triagem de Compostos de Inibicio de mau odor pelo Método da Invengao

O efeito inibidor de B-Cl-ala-gly na formag&o de mau odor €
avaliada neste exemplo.
Os microorganismos suspensos em tampdo fresco (Exemplo 3,

protocolo de fermentagdo detalhado) foram divididos em duas amostras X e Y
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(controle negativo) de 5 ml.

Um composto a ser triade da férmula

OH
“/ﬁf

n
“2

(B-Cl-ala-gly)

(obtido no Exemplo 9) foi adicionado a amostra X em uma
concentracdo de 2 umol/L.

As amostras compreendendo microorganismos suspensos € o
composto a ser triado foram incubados a 37°C por 30 min.

Depois, ambas as amostras foram também incubadas com 0,1
ml do precursor (2R)-S-[1-(2-hidroxietil)-1-metilbutil]-Cys-Gly (5 mg em 10
mL de 4gua) (obtido no Exemplo 4), a 37°C pH 6 em um frasco fechado. Isto
corresponde a um total de 2 umol/l de precursor em ambas as amostras.

A concentragio de cepas individuais incubadas com o
precursor de mau odor ¢ tipicamente entre 1,1x10% e 1,1x10" cfu/mL.

Apbs os tempos de incubagio de 1, 4 e 18 horas, o aumento de
substancia malcheirosa (composto 1 na figura 2) é brevemente determinado
pela cheirada de uma pessoa treinada.

Se B-Cl-ala-gly tiver a capacidade de evitar ou tratar o
desenvolvimento de mau odor, ele vai exibir menos ou nenhum gosto picante
para o composto 1 na figura 2 (ver Exemplo 1).

Em adi¢do, uma analise quantitativa de compostos de enxofre
no meio fermentado ¢ realizado de forma a determinar a eficacia de B-Cl-ala-
gly na prevengio de desenvolvimento de mau odor.

Com isso, 1 ml de acetato de etila contendo octanotiol e
octadecano em 0,02 mg/ml sdo adicionados as amostras (X) e (Y) seguido por
centrifugaciio em 16.000 g. A fase orgénica foi diretamente injetada em uma
coluna GC SPB1 acoplada a MS ¢ em uma coluna quiral GC DMePeBetacdx
acoplada a detec¢do AED.
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Para o padrio interno, o fator de resposta para 1 pl injetado de
uma solucdo de 0.01 mg/ml de octanotiol foi calculado em comparagdo de |
ul injetado de uma solugdio racémica de 0,01 mg/ml de 3-metil-3-sulfanil-
hexano-1-ol. A adi¢io de ambas as areas de picos (R/S) deu 280 (£5) e
octanotiol 303 (£3) para superficie de picos em injegdes, com uma
aproximagio de um fator de resposta de l. Para a amostra (X), o fator de
correlacio para 1 pl injetado em ambas as colunas foi acima de 0,998 na faixa
de 1 a 10 ppm de (R/S)-3-metil-3-sulfanil-hexano-1-ol.

Estequiometricamente, 0,2 umol de precursor produz 0,025
mg de VSC em 1 ml de acetato de etila, se todo o precursor for metabolizado.
Se menos que 0,25 mg de VSC for medido na amostra X pelo sistema AED, o
composto triado, pB-Cl-ala-gly, tem a capacidade de reduzir o
desenvolvimento de mau odor. Em outras palavras, nem todo o precursor €
metabolizado. Quanto mais VSC for encontrado na amostra X, que também
contém um inibidor putativo, menos composto tem propriedades inibidoras. O
método da presente invengdo permite a triagem efetiva de compostos quanto a
sua capacidade de evitar ou tratar o desenvolvimento de mau odor em
superficies do corpo.

EXEMPLO 7

Sintese de N-{[(4R)-4-amino-4,5-diidro-2-tienillcarbonil} glicina (composto
11la

Etapa 1: Preparacio de N-(terc-butoxicarbonil)-S-(2-etoxi-2-oxoetil cisteinato
de etil 12.

A L-cisteina etil éster hidrocloreto ACROS (13,5 g, 72,8
mmol), CH,Cl, 128 ml e di-terc-butilcarbonato (16,9 g, 77,5 mmol) foram
adicionados a 0°C em gotas, seguido por trietil amina (39 mi, 279 mmol). O
banho de gelo foi removido ¢ a reagdo foi agitada durante 5 horas.
Bromoacetato de etil (10,5 ml, 94,6 mmol) foi adicionado a 0°C. Apos 30

min., o banho de gelo fol removido e a reagdo foi agitada 1 hora a temperatura

hvA
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ambiente. O CH2CI2 foi destilado; a mistura de reagdo foi rediluida com
salmoura e extraida duas vezes com dietiléter Apds a concentragdo, o produto
bruto (25,7 g) foi cromatografado com vaporizagdo (didmetro da coluna de
7,5 ¢cm, SiO; com 15 cm de altura), elui¢io com ciclo-hexano-acetato de etila
(75/25) para dar 13,76 g de (12) (rendimento de 56%).

Etapa 2: Preparacio de (R-Etil-4-[(terc-butoxicarbonil)amino]tetraidro-3-oxo-

2-tiofenocarboxilato 13.

NaH (1,64 g, 55%-65% Fluka, 41 mmol) lavado com pentano

duas vezes foi suspenso em THF (20 ml), depois EtOH amidro (2,4 ml, 41
mmol) foi adicionado vagarosamente. Quando a produgdo de H, parou, mais
THF (160 ml) foi adicionado e seguido por 12 (13,73 g, 41 mmol) em THF
(20 ml). Apds 40 min, 4cido acético (4 ml) foi adicionado. O solvente foi
removido sob vacuo. O produto bruto foi extraido com éter dietilico ¢ lavado
com salmoura. O produto bruto (12 g) foi cromatografado com vaporizagdo
(didmetro da coluna de 7,5 cm, SiO, com 15 c¢m de altura), elui¢do com ciclo-
hexano-acetato de etila (4/1) para dar 9,22 de 13 (rendimento de 78%).

Etapa 3: Preparacio de acido (R)-4-[(terc-butoxicarbonil)amino]-4,5-diidro-2-

tiofenocarboxilico 14.

3.1: reducio: O oxo-éster (13) (9,16 g, 31,7 mmol) em EtOH
(90 ml) foi reduzido com NaBH4 (844 mg, 22 mmol) adicionado em por¢des
a -30°C. Ap6s 30 min a -30°C, acetona (8,7 ml) seguida de acido acético (11,
ml) foram adicionados. A mistura bruta foi concentrada a 40°C sob 100 mbar,
extraida com EtOAc¢ e salmoura até pH 7. O solvente foi removido sob 0,1
mbar, para dar o produto bruto (9,20 g) (rendimento de 99%) de (R)-etil-4-
[(terc-butoxicarbonil)aminoJtetraidro-3-hidréxi-2-tiofenocarboxilato.

3.2: Eliminagdo: O hidroxi-éster (9,15 g, 31 mmol) foi diluido
em ch2Cl2 (130 ml), na presenga de trietilamina (17,5 ml). A 0°C,

mesilcloreto (4,88 ml, 62,9 mmol) foi adicionado em gotas. Apos 4 h de

agitagio, CH2CI2 foi adicionado, e as fases orgénicas foram extraidas até a
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neutralidade com salmoura. O solvente foi evaporado e o produto bruto (9,12
o) foi cromatografado com vaporizagdio (didmetro da coluna de 7.5 cm, Si0-
com 15 cm de altura) e eluigfio com ciclo-hexano-acetato de etila (85/15) para
dar 6,5 g (rendimento de 77%) de (R)-etil-4-[(tercbutoxicarbonil)amino]-4,5-
diidro-2-tiofenocarboxilato.

3.3: Saponificacio: O éster (6.5 g, 23.8 mmol) foi saponificado
em solugdo em EtOH (76 ml). A 0°C, uma solugdo aquosa de LiOH IN (32

ml) foi adicionada vagarosamente e a reagdo foi entdo agitada por 2 horas a
temperatura ambiente. HC1 (3 N) foi adicionada, o EtOH foi removido sob
véacuo, entdo o produto foi extraido com Et20, 5,93 g de um p6 marrom (14).

Etapa 4: Preparacio do composto (I11a)

4.1: Acoplamento: O acido carboxilico protegido com N-boc

(14) (2,45 g, 10 mmol) em solugdio em CH2CI2 (30 ml) foi tratado com H-

Gly-OBzl-p-tosilato (3,7 g, 11 mmol, Novabiochem) e diisopropiletilamina
(3,88 g, 30 mmol) 16 horas & temperatura ambiente. A mistura foi extraida
com CH2CI2 e lavada com salmoura. O produto bruto (11 g) foi
cromatografada com vaporizagio (didmetro da coluna de 7,5 cm, 510, com 15
cm de altura) e eluigdo com EtOAc, para dar 3,66 g de um solido branco
(rendimento de 93%) de N-({(4R)-4-[(terc-butoxicarbonil)amino}-4,5-diidro-

2-tienil } carbonil) glicinato de benzil.

4.2: Desprotecdes: O composto protegido (3,60 g, 9,18 mmol)
em solucio em CH2CI2 (12 m!) foi tratado com TFA (26 ml) 4 horas a
temperatura ambiente. TFA foi destilado em modo azeotrépico pela adigdo de
3 porgdes de tolueno (3 x 80 ml). O produto bruto (3,11 g} foi diretamente
dissolvido em 4gua (55 ml), metanol (55 ml), hidroxido de sodio (2,2 g) ¢
agitados & temperatura ambiente por 2 horas. Entdo, a reagdo foi resfriada a
0°C e HCI 3 M foi adicionado em pH 1. A mistura resultante foi concentrada
a 10 mbar, 30°C e cromatografada (coluna 2,5 cm, 80 g de Dowex 50WXE&)

com o mesmo procedimento descrito acima. Foi obtido 1,2 g (rendimento de

HO
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65%) do composto [lla.

H, C(4)); 4.82-4.90 (m, / H, C(3)); 3.88-3.80 (m, | H, C(2)); 3,84 (s, 2 H,
C(7)); 3,43 (dd, J= 13,0, 3,0, 1 H, C(7)), “"C-NMR: 179,0 (s, C(8)); 166.3 (s,
C(6)); 148,0 (s, C(5)): 1254 (d, C(4)); 61,3 (d, C(3)); 46,4 (¢, C(7)); 38,6 (t,
C(2)).

EXEMPLO 8

Sintese de Inibidor: Preparacio de N-[(28)-2-aming-4-

pentinoil]glicina (composto VI)
A H-propargil-DL-gly-OH Bachem (25 mmol, 2,83 g) em
NaOH 0.1 N (50 mL) e dioxano (50 mL) foi adicionado dicarbonato de di-

tercbutil Fluka (75 mmol, 16,35 g) durante 10 min., e o pH foi mantido em
9,5 pela adigio de NaOH IN. Apé6s 2 horas, o dioxano foi removido sob
vécuo, a solugdo foi acidificada com HCI 1M, extraida com acetato de etila,
lavada trés vezes com KHSO, 5%, seca em Na,SQ,, filtrada e concentrada
sob vacuo. A mistura bruta (25 mmol, 5,4 g) em CH,Cl, foi acoplada a H-gly-
Obz-p tosilato com Pybop (27 mmol, 14 g) e diidopropil etilamina (75 mmol,
9,67 g) e agitada por 3 horas a 22°C. A mistura bruta foi entdo diluida com
CH,Cl, (700 ml) e lavada com salmoura duas vezes. A fase orglnica foi seca
em Na,SOQ,, filtrada e cromatografada com vaporizagio (S10;, altura de 15
cm, em uma coluna de 7 cm de didmetro), eluigdo com acetato de etila para
dar 8,4 g. Este produto bruto (23 mmol, 8,3 g) foi tratado com CH;Cl, (22 ml)
e com TFA (50 ml). Apos 2 horas, TFA foi removido por destilagdo
azeotropica com benzeno, trés vezes (200 mi), para dar o produto bruto (6,5
g).

Somente metade deste produto bruto (12,5 mmol, 3,25 g) foi
saponificada com NaOH (75 mmol, 3 g} em MeOH (75 ml) e agua (75 ml).
Apds 2 horas, a mistura foi acidificada com HCI 1M, o solvente foi removido

sob vacuo e o residuo foi cromatogafado por vaporizagdo (510, - RP18, 15

VLS
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¢m de alwra, diametro da coluna de 4,5 cm). A coluna foi eluida com
EtOH/agua 7:3. o solvente foi removido sob vacuo e o composto VI (1,36 g)
fo1 obtido.

APCI+ : M + | = 171, 'H-NMR em D,O: 4,33-4,28 (m, | H,
C(2)); 4,08 (m, 2 H, C(6)); 3,01-2,88 (m, 2 H, C(3)); 2,61 (dd, J=2 Hz, 1 H,
C(5)), PC-NMR: 175,7 (s, C(7)), 171,6 (s, C(1)); 79,2 (s, C(5)), 77.4 (d,
C(5)). 54,2 (d, C(2)), 44,2 (t, C(3)): 23,9 (1, C(4)).

EXEMPLO 9
Preparacio de 3-Cloro-Ala-Gly (15)

Etapa 1: Acoplamento: N-Boc-R-cloro-Ala-OH Bachem (5
mmol, 1.12 g), em CH,Cl, e HGly-Obz-p-tosilato Novabiochem (5,5 mmol,
1,85 g), PyBOP Novabiochem (5,5 mmol, 2,86 g), diisopropil etilamina (15

mmol, 1,94 g) sdo agitados por 16 horas a 22°C. A mistura bruta € entdo
filtrada em Si0,, eluida com acetato de etila (50 ml) para dar um produto
bruto ap6s uma concentragio de 1,84 g (rendimento de 99%).

Etapa 2: Desprote¢iio: O produto bruto obtido (4,8 mmol, 1,8 g)
foi diluido em CH,Cl, (9 ml), e TFA (20 ml) foi adicionado. A mistura foi

agitada por 3 horas a 22°C e purificada por destilagdo azeotrdpica com
benzeno (3 x 100 ml) sob alto vacuo. O produto bruto (5 mmol, 1,7 g) foi
diluido em agua (100 ml) mais etanol (20 ml) e halogenado com H; na
presenga de uma quantidade catalitica de Pd 5% em carvio ativo. Apos 16
horas, a mistura foi filtrada em celite, rinsada duas vezes com agua. O etanol
foi removido sob vacuo e o produto bruto foi cromatografado em Dowex
50WX8 (coluna com 2,5 cm. de didmetro, 80g). Ele foi carregado em 5 ml de
dgua, a coluna foi rinsada com 150 ml de agua. A eluigdo foi feita com
sucessivas porgdes de 100 ml de NH;,OH 0,4 M, 0,8 M, 1,2 M, 1,6 M, 2,0 M.
A eluicdo foi seguida por HP-TLC (SiO2, Merck 1.05628.0001), fase movel
AcOH/tBuOH/H,O/AcOH 2/1/1/1. O composto 15 foi eluido com 1.6 M de

aménia e, apds a concentra¢do, 730 mg de 15 fora, obtidos (rendimento:
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81 %).
APCI+ - M + | = 181. 'H-NMR em D-0O: 4,53-4,51 (m. 1 H,
C(2)); 4,16-4,02 (m, 2 H, C(3)); 4,03 (d, J =8 Hz, | H, C(4)); 3,98 (d,J =8
Hz, 1 H, C(4)), "C-NMR: 176,7 (s, C(5)),169,9 (s, C(1)); 56,8 (d, C(2)),45,4
(t, C(3)); 44,9 (t, C(4)).
EXEMPLO 10

Preparacio de N-[3-amino-benzoil]glicina (composto VII)
Ao acido 3-aminobenzdico 11 ABCR (6,85 g, 50 mmol) em
CH,Cl, (90 ml) foi adicionado dicarbonato de diterc-butil (11,66 g, 53,3

mmol) e a 0°C, trietilamina (27 ml, 193 mmol) em gotas. Apos 4 horas de
agitagio a 22°C, agua foi adicionada e o acido N-boc-orto-aminobenzoéico fol
extraido com CH,Cl, para dar o 11,94 g do produto bruto apos a
concentra¢do. Ao produto bruto (5,93 g, 25 mmol) em CH,Cl, (75 ml) foram
adicionados H-Gly-Obz p-tosilato Novabiochem (14,3 g, 27,5 mmol), PyBOP
(14,3 g, 27,5 mmol) e diisopropiletilamina (9,67g, 75 mmol). Esta mistura foi
agitada durante a noite, entio rediluida em 4gua (200 ml), extraida com
CH,Cl,, seca em Na,SO, anidro e concentrada. O produto bruto foi
cromatografado em vaporizagio (didmetro da coluna de 7,5 ¢m, SiO; com 15
cm de altura), eluigio com ciclo-hexano-acetato de etila (2/3) para dar 4,19 g
(rendimento de 43,6%). Estes (4,19 g, 10,9 mmol) foram rediluidos em
CH,Cl, (13 ml), e tratados com éacido trifluoroacético (26 ml). Apos 3 horas,
tolueno foi adicionado em trés porgdes de 50 ml e o excesso de TFA fo1
removido por destilagdo azeotropica sob véacuo. Foi obtido um produto bruto
(3,57 g). Entdo, a saponificagdo foi realizada por hidrogenagdo catalitica com
H, em Pd/C 5% em agua (20 ml) e etanol (40 ml), durante 15 horas a 22°C. A
mistura bruta foi filtrada em celite, concentrada sob vacuo e cromatografada
com vaporizagdo (didmetro da coluna de 4,5 cm, S10,-RP18 com altura de 15
cm), eluigdo com dgua (200 ml), dgua e etanol (4/1) (100 ml) deu 12 (1,4 g)
(rendimento de 54,7%).
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APCl+ : M + 1 = 195, '"H-NMR em D,0O: 7,50-7,42 (m, 2H),
7.36-7.22 (m. 1H), 3.9 (s. 2H) PC-NMR- 1791 (s), 172,09 (s); 143 (s), 137 R
(s), 133,05 (d), 125,2 (d); 124,5 (d), 120,3 (d), 46,3 (1).
EXEMPLO 11

Efeito Inibidor dos compostos I11a. VI; Efeito de aumento do composto VII

Os compostos ITla, VI e VII foram testados de acordo com o
procedimento do Exemplo 6. Os compostos foram adicionados em 2 pwmol, os
compostos I1la e VI resultando em uma inibigdo de 25 a 75% de produgao de
(S)-3-metil-3-sulfanil-hexan-1-ol. Estes compostos sdo assim efetivos na
inibigio da produgio de compostos volateis malcheirosos a partir de
precursores presentes no suor. O composto VII resultou em uma produgdo
aumentada de (S)-3-metil-3-sulfanil-hexan-1-ol quando comparado ao

controle.
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REIVINDICAGOES
1. Meétodo de selegdo de compostos que tém a capacidade de impedir ou reduzir
o desenvolvimento de mau cheiro sobre as superficies corporais, o método
caracterizado por compreender as etapas de
- proporcionar um meio compreendendo um composto a ser triado e pelo menos uma
enzima B-liase funcional ou uma cepa bacteriana do género Staphylococcus ou
Corynebacterium,

- adicionar ao meio pelo menos um composto precursor da férmula

0
NHZ%NWOH
H
o)
S\R1

()

em que R1 é um residuo selecionado dentre o grupo constituido por

OH (1) '
/I\hOH AN
: .

12) e (13)

a linha tracejada representando a posicao da ligagao de carbono ao atomo de enxofre;

PN
OH (2,

- determinar o aumento de pelo menos um metabolito do precursor no meio e / ou o
desaparecimento do precursor, onde dito metabolito do percursor € um composto da
formula (1),

SH

Ri (1)

onde R1 é definido acima, e,
- concluir, a partir da capacidade do composto a ser triado, de impedir 0 aumento de
um metabolito do precursor no meio ou de impedir o desaparecimento dos precursores

no meio, a capacidade do composto de impedir ou reduzir o desenvolvimento de mau
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cheiro.

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por o composto
precursor ser adicionado ao meio apos a cepa bacteriana ou a B-liase e o composto
a ser triado serem adicionados ao meio.

3. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado por o composto a ser

triado ser um composto de férmula (lIl)

O
M~ o
R z Y
o
em que Rs € um composto alquila, alcenila, alcinila ou arila C2-C20, de cadeia linear,
ramificada ou ciclica, opcionalmente substituido e opcionalmente compreendendo um
ou mais heteroatomos e,
- em que a linha tracejada representa uma ligagao dupla, neste caso Z é selecionado
dentre CR7 e N ou,
- em que a linha tracejada representa uma ligagéao simples, neste caso Z é selecionado
dentre NR7, CR7Rs, O e S, com R7 e Rs sendo, independentemente um do outro,
selecionados dentre H e residuos alquila, alcenila e alcinila C1-Cho.

4. Composto de formula

0
NH, OH
Ty
S
Ry ()

caracterizado por R1 ser um residuo selecionado dentre o grupo constituido por

A:)VOH

/\/:\/\
OH (2), (3),

/I\(\OH /\/\/OH

(12" e (13"
a linha tracejada representando a posigao da ligagao de carbono ao atomo de enxofre.

5. Meétodo de prevencido do mau cheiro de suor caracterizado por compreender
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a etapa de aplicar a uma superficie corporal, de preferéncia, a pele axilar, um

composto selecionado dentre o grupo que consiste dos compostos de férmulas

O
OH
NSV
S °  a
e
O
/\Hk WOH
Z b
NH, O
(V1)
6. Método de preparo de um produto possuindo a capacidade de reduzir o

desenvolvimento de mau cheiro, caracterizado por compreender a etapa de adicionar
ao produto um composto capaz de inibir a conversao do composto (I") dentre o grupo

que consiste nos compostos de formulas

O
OH
HZN\®/U\NW
S O

(llla)

e
O
/\Hk OH
NW
Z N
NH, O
(V1)

7. Composto caracterizado por ser selecionado dentre o grupo que consiste nos

compostos de férmulas

@)
OH
HN— SN Y
S H o)

(llla)
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(V1)
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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a etapa de aplicar a uma superficie corporal, de preferéncia, a pele axilar, um

composto selecionado dentre o grupo que consiste dos compostos de férmulas

O
OH
NSV
S °  a
e
O
/\Hk WOH
Z b
NH, O
(V1)
7. Método de preparo de um produto possuindo a capacidade de reduzir o

desenvolvimento de mau cheiro, caracterizado por compreender a etapa de adicionar
ao produto um composto capaz de inibir a conversdo do composto dentre o grupo que

consiste nos compostos de férmulas

O
OH
H2N\®/[k”/ﬁ(
S O

(llla)

e
O
/\Hk OH
NW
Z N
NH, O
(V1)

8. Composto caracterizado por ser selecionado dentre o grupo que consiste nos

compostos de férmulas

@)
OH
HN— SN Y
S H o)

(llla)
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Figura 5
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