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Resumo

“Estirpes de Streptomyces modificadas geneticamente para

biotransformagdes na produgdo de antraciclinas”

Uma estirpe microbiana gque converte metabolitos de
antraciclinas em antibidéticos antraciclinicos ndo naturais.

Um  processo para a conversao de metabolitos de
antraciclinas em antibidticos antraciclinicos que utiliza uma

estirpe microbiana.



Descrigdo

“Estirpes de Streptomyces modificadas geneticamente para

biotransformagdes na produgdo de antraciclinas”

Campo da invengdo

A presente invengdo refere-se a estirpes microbianas do
género Streptomyces que foram melhoradas e a sua utilizacdo
num processo de biotransformac¢do para melhorar o©s rendimentos
em antibidticos de antraciclinas anti-tumorais,

particularmente epirrubicina e idarrubicina.

Antecedentes da Invengdo

As daunomicinas s&o um grupo de antibidticos anti-tumorais
produzidos por diferentes Streptomyces sp., tais como S.
peucetius, 8. coerulorubidus, §. griseus, Streptomyces sp.
C5, 8. peucetius var. caesius e S. bifurcus. 0O composto
basico do grupo é a daunomicina (DiMarco et al., 1964). As

daunomicinas podem ser descritas através da formula geral I.



Os seus derivados mais importantes sdo apresentados no

Quadro 1.
Quadro 1
Ru Ria Qutros N° CAS
Daunorrubicina OCH;» H 20830-81-3
Epirrubicina OCHj5 OH isémero 4'epi 56420-45-2
Epidaunorrubicina OCH; H isdémero 4'epi 56390-08-0
13-DHED OCH; H isémero 4’epi
Ris = OH

Idarrubicina H H 58957-92-9

0Os derivados semi-sintéticos da daunorrubicina,

epirrubicina e idarrubicina pcderiam ser classificados como



antibidticos antraciclinicos ndo naturais, uma vez Jque as
estirpes gue ocorrem naturalmente ndo produzem estas
antraciclinas. A epirrubicina ¢é wutilizada c¢linicamente em
muitos tipos de cancro. O mercado estd a crescer a medida que
compete com a doxorrubicina. Novas formulagdes, conjugados e
novas combinag¢Bes com outros fadrmacos anti-cancerigenos
também contribuem para o aumento na utilizacdo da
epirrubicina. A epirrubicina é fabricada por um processo que
compreende & produgdo de daunorrubicina por fermentagdo e a
modificagdo de forma sintética do grupo aglicona e agucar,
revelada p. ex. na Patente US 5 874 550.

A ddarrubicina (4-demetoxi-daunorrubicina) ¢é utilizada no
tratamento de certos tipos de cancro, incluindo leucemia,
linfoma e outras doengcas da medula &éssea. Tem-se defendido
que provoca menos efeitos secunddrios do que a doxorrubicina.
0 mercado anual global para a idarrubicina ndo ultrapassa,
porém, os 20 kg, presumivelmente devido ao seu prego
excepcionalmente elevado, uma consequéncia de um processo de
fabrico muito complicado. A idarrubicina ¢ fabricada a partir
da daunomicina, resultante da fermentagdo da daunorrubicina
seguida de uma hidrdélise 4&cida. A daunorrubicinona é
posteriormente modificada de forma sintética obtendo-se a
idarrubicinona. Um residuo de agucar, a daunosamina, ¢ ligado
por meio de uma série complicada de reacgbes sintéticas, como
se descreve, p. €x., nha Patente US 4 325 946.

Na producdo por fermentag¢do de antraciclinas importantes
tais como daunorrubicina e epidaunorrubicina, o0s compostos
intermedidrios acumulam-se no caldo de fermentacdo. Um
intermedidrio tipico em ambos os cacs é a e-rodomicinona
(Strohl et al. 1989). Contudo, como a epidaunorrubicina pode
ser produzida por fermentacdo usando-se uma estirpe

geneticamente modificada, a 13-dihidro-epidaunorrubicina



(designada por 13-DHED) acumula-se simultaneamente no caldo
de fermentacao. Tipicamente, estes metabolitos sao
considerados como produtos sem valor. A Patente US 5 652 125
revela a utilizag¢do de  e-rodomicinona para produzir
daunorrubicina e Dickens et al. (1997) descreveram a oxidacdo
de 13-dihidro-antraciclinas nas suas formas 13-ceto. Nao se
conseguiu descobrir publicacdes que descrevam a
biotransformagdo em pProcessos para a produgdo de
antraciclinas ndo naturais.

Descobrimos um novo processo para se obter rendimentos mais
elevados de antraciclinas nao naturais comercialmente
importantes, epirrubicina e idarrubicina, a custos mais
baixos por meio da utilizagdo de produtos secunddrios obtidos
na produc¢do por fermentac¢éo de daunomicina e

epidaunorrubicina.

Descrigdo Resumida das Figuras

A Figura 1 € uma representagdoc esquematica da via
biossintética para a classe das daunomicinas que pertence a
familia das antraciclinas.

A Figura 2 é uma representacdo esquemdtica do processo de
produgdo de epirrubicina e 1darrubicina de acordo com a
presente invencdo.

A Figura 3 ¢é um cromatograma dJue mostra o perfil de

producdo de uma estirpe de biotransformac¢do de acordo com a

presente invenc¢ao apés alimentac¢do com 4-deoxi-e-
rodomicinona.

Tr (tempo de retenc¢do) = 6,0 : 13-dihidro-idarrubicina, Tr
= 6,9 : Idarrubicina, Tr = 8,1 : 1l3-deoxi-idarrubicina, Tr =

11,0 : 4-deoxi-e-rodomicinona.



Descrigdo Resumida da Invengdo

A presente 1invengdo refere-se a uma estirpe microbiana do

género Streptomyces, que converte metabolitos de
antraciclinas, tais como epidaunorrubicina, 13-
dihidroepidaunorrubicina, 4’ —epi-feudomicina e €-

rodomicinona, em antibidéticos antraciclinicecs ndo naturais,
tais como epirrubicina e idarrubicina. De preferéncia, essas
estirpes sdo seleccionadas a partir da espécie Streptomyces
peucetius e, mals preferencialmente, a partir da subespécie
Streptomyces peucetius var. caesius. Na presente invengdo, a
referida estirpe apresenta um Dbloqueio ao nivel da
biossintese de daunomicinas naturais e contém um gene
heterdlogo de resisténcia snorO, isclado a partir da espécie
Streptomyces nogalater.

A presente invengdoc refere-se igualmente a um processo para
a conversdo de metabolitos de antraciclinas, tais como 13-
dihidroepidaunorrubicina e e-rodomicinona, em antibidticos
antraciclinicos ndo naturais, tais como epirrubicina e
idarrubicina usando uma estirpe microbiana de acordo como a
presente inveng¢do. Numa forma de realizagao preferida de
acordo com a presente invencdo, usa-se no referido processo
uma resina, preferencialmente seleccionada a partir do grupo
que consiste em adsorventes idénicos e ndo idnicos, mais
preferencialmente a partir de poliestirencs e, mais
preferencialmente, a partir do grupc que consiste em XAD-7 e
Diaion HP-20, em qualquer momento para adsorver 0OS

metabolitos de antraciclinas ou antibidéticos antraciclinicos.



Descrigdo Detalhada da Invengéo

A presente 1nvencdo refere-se a estirpes melhoradas de
Streptomyces, que conseguem converter 1intermedidrios de
antraciclinas modificados em farmacos antraciclinicos anti-
cancerigenos importantes, a idarrubicina e a epirrubicina. As
referidas estirpes sdo Utels num processo para converter os
metabolitos de antraciclinas nos produtos finais.

E, portanto, um objectivo da presente invencdo fornecer uma
estirpe melhorada de Streptomyces, modificada para conseguir
realizar a conversdo, de forma estdvel, de 4-deoxi-e-
rodomicinona em idarrubicina a uma taxa elevada. Essa
estirpe, que apresenta um bloqueio que a impede de produzir
daunorrubicina, foi derivada da estirpe G001 (DSM 12245)
conforme descrito no Exemplo 1 (a estirpe GO0l foi derivada
por mutagénese do tipo selvagem S. peucetius var. caesius
ATCC 27952). Esta estirpe mutante melhorada derivada da
estirpe GO0l consegue converter 4-deoxi-e-rodomicinona em
idarrubicina, mas a repetibilidade foi fraca. Para melhorar a
conversao, introduziram-se genes de resisténcia nesta
estirpe.

O gene snorO foi isoclado a partir de S. nogalater (ATCC
27952) e estudos sugerem que ¢ responsavel pela resisténcia a
nogalamicina (Torkkell, 2001). Com base na andlise de
sequéncia e no produto génico, Snor0 é um produto génico
multifuncional que confere resisténcia, com dominios para as
proteinas de reparagdo por excisdo UVrA e as proteinas de
ligag¢do ao ATP, 0s transportadores ABC. A expressdao
heterdloga de snorQ em S. Iividans TK24 revelou que © gene
protegia a estirpe de todas as antraciclinas diferentes que
foram testadas, nogalamicina, aclarrubicina e daunorrubicina,

A introducdo do gene snorO na estirpe melhorada derivada de



G001l wveio proporcionar ume nova estirpe de biotransformagéo,
que apresenta uma maior resisténcia a idarrubicina.
Surpreendentemente, gquando o gene snox0 ¢é introduzido na
estirpe melhorada derivada de GO0l no vector de E. coli,
observa-se uma melhor taxa de conversdo e uma estabilizacéo
da estirpe, mantendo-se uma conversdo com um nivel maximo de
variacdo de 10%, mesmo apds seis sequéncias de cultivo.

A referida nova estirpe de Dbiotransformagdoc pode ser
alimentada com intermedidriocs de antraciclinas naturais tais
como aclavincna e e-rodomicinona e formam-se antraciclinas
naturais, as daunomicinas.

Surpreendentemente, a estirpe consegue realizar a conversio
de metabolitos ndo naturais e a alimentacdo com 4- deoxi-e-
rodomicinona nao natural resultou na formacado de
idarrubicina. Além disso, a estirpe consegue converter 13-
DHED em epidaunorrubicina, E apresentada a conversdo
sintética de e-rodomicinona em 4-deoxi-e-rodomicinona. De
acordo com a presente invengdo, 4-deoxi-e-rhodomicinona ¢
subsequentemente Dbiotransformada em i1darrubicina pela nova
estirpe de biotransformacdo acima mencionada, que ndo produz
metabolitos de daunomicinas. 13-DHED foi ainda convertido em
epidaunorrubicina por Dbiotransformagdo usando-se a mesma
estirpe mutante.

Os aspectos importantes da estirpe de biotransformacio

adequada para utilizagdo na presente invenc¢do sao:

i) a estirpe aceita substratos naturais e ndoc naturais para
conversao;

ii) a estirpe apresenta um aumento na resisténcia contra
antraciclinas naturais e ndo naturais;

iii) a estirpe realiza as fungdes essenciais necessarias

para a conversdo e



iv) a westirpe n&o acumula quantidades detectaveis de

daunomicinas naturais.

Qualquer estirpe adequada de  Streptomyces pode  ser
utilizada para a biotransformagdoc do composto intermedidrio
4-deoxi semi-sintético em idarrubicina. E essencial, porém,
que a estirpe ©possua genes enddgenos ou transferidos
expressavelis para as seguintes reacgbes: modificagbes de
glicose para formar daunosamina, actividade de 10-esterase
para remover um grupo metilo com a actividade de 10-
decarboxilase associada, actividade de 13-oxigenase e
actividade de glicosil transferase adequada. Além disso, o
processo de purificacdo do produto (downstream processing)
apds a biotransformagdo sé é rentdvel caso ndo ocorra nenhuma
acumulacdo ou caso ocorra apenas uma acumulacao em
quantidades reduzidas de metabolitos de antraciclinas
naturais pela estirpe utilizada como estirpe hospedeira na
biotransformacao.

E vantajoso wutilizar um mutante de §. peucetius var.
caesius que contenha um bloqueio nas primeiras fases da
biossintese das daunomicinas; preferencialmente um mutante
com um bloqueio na PKS minima (a policétido sintase minima,
do inglés minimal poliketide synthase, catalisa as primeiras
reaccdes, montagem de policétidos em antraciclinas e outras
vias de policétidos Tipo II).

A nova estirpe de Dbiotransformacdo derivada do tipo
selvagem de Streptomyces peucetius var. caesius ATCC 27952
conforme acima descrito é uma estirpe extremamente preferida,
mas qualquer estirpe que possua 1gualmente as seguintes
caracteristicas ¢é adequada para © processo de conversdo de

acordo com a presente invencao.



1. Possuir um bloqueio nas etapas 1iniciais da via
biossintética das daunomicinas. Disrupc¢do do gene dpsG da PKS
minima (dados ndo apresentados) baseada em experiéncias de
complementag¢do no gene correspondente.

2. Ndo produzir quantidades detectaveis de daunomicinas,
mas acumular uma substancia amarela acida num meio sélido.
Desconhece-se a estrutura do composto, mas ndo é um membro da
familia das antraciclinas

3. Em placas com ISP4+tsr e ISP2+tsr, & estirpe de
biotransforma¢do ndoc apresenta normalmente esporulagdoc e
forma hifas incolores aéreas.

4. Expressar resisténcia a véarias antraciclinas diferentes
em consequéncia da fung¢do do gene snorO.

5. Converter a 4-deoxi-e-rodomicinona em dois produtos
principais: idarrubicina e l3-dihidroidarrubicina. Encontram-
se outros metabolitos de idarrubicina em pequenas

quantidades.

A presente invencdc refere-se ainda a um processo para a
produgcdo de antibidticos antraciclinicos ndo naturais,
epirrubicina e idarrubicina, explorando produtos produzidos
na via biossintética, a e-rodomicinona formada na producgdc de
daunorrubicina e epidaunorrubicina por fermentagdo e a 13-
DHED formada na producao de epidaunorrubicina por
fermentacgdo.

E, portanto, um objectivo adicional da presente invencao
apresentar um processo para a preparag¢do de antibidticos
antraciclinicos comercialmente TUteis por biotransformacgéo,
utilizando uma estirpe bacteriana hospedeira melhorada de
acordo com a presente invencdo. De preferéncia, essa estirpe
hospedeira € & nova estirpe de Dbiotransformacdo acima

descrita, derivada de S. peucetius var. caesius.
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Sabe-se, na 4rea, que a idarrubicinona pode ser convertida
em idarrubicina por uma série de processos de sintese quimica
complicados, conforme descrito p. ex. na Patente US 7 053
191. No processoc de acordo com a presente inveng¢do uma série
de reacgdes Dbiossintéticas enddgenas de uma estirpe
bacteriana ¢ utilizada para converter 4-deoxi-e-rodomicinona
em idarrubicina. Sabe-se que a biossintese se processa de
acordo com a sequéncia apresentada na Fig. 1. A aclavinona,
um precursor usual de vAarias antraciclinas, ¢ 1ll-hidroxilada
para originar e-rodomicinona, que é glicosilada. As
modificagbes na posicdo 10 sdo necessarias para uma forma
glicosilada, apesar de outros residuos de agtcar, tais como
rodosamina, serem aceites como substratos. Apds modificacgdes
no C-10, ocorre uma oxigenacdo no C-13 e o passo final para a
biossintese de daunorrubicina ¢é uma O-metilacdo no C-4.
Surpreendentemente, as ultimas modifica¢des no C-10 e no C-
13, assim como a glicosilacao foram bem sucedidas apesar da
forma 4-deoxi. Tanto 4-deoxiaclavinona como 4-deoxi-e-
rodomicinona sao convertidas em i1darrubicina usando-se uma
estirpe de biotransformacdo adequada. Contudo, o0s produtos
génicos que catalisam estas modifica¢des necessitam de um
substrato em que o substituinte no C-10 é um grupo COOCHs-.

A  e-rodomicinona, obtida como um produto de uma via
alternativa num processo de fermentacdo de metabolitos da
daunomicina, ¢é processada em 4-deoxi-e-rodomicinona por
sintese quimica. Existem vArias vias sintéticas que podem ser
utilizadas para remover um grupo hidroxilo da posicdo 4 da e-
rodomicinona. Contudo, preferimos realizar as quatro series
de reacgdes, a comec¢ar pela proteccgdo dos grupos hidroxilo no
C-7 e CY9 por catalisacao. A seguir, ocorre a activagao com
trifluorometancosulfonilo (Trifyl) do grupo OH, aqui designada

por trifilacéao, seguido da reducao para remover o)
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substituinte no C-4. Apds cada etapa o produto é isolado ou
purificado ©por ©precipitacdo/cristalizacdo e obtém-se um
rendimento global > 20%, preferencialmente > 30%, mais

preferencial > 40%. O grau de pureza da 4-deoxi-e-

o

rodomicinona obtida neste processo é > 60%, preferencialmente
> 80%, mals preferencialmente > 90%, sendo um substrato
adequado para a biotransformacdo. A e-rodomicinona acumula-se
normalmente no caldo de fermentagdo em quantidade elevadas e
a purificacdo por métodos convencionais ¢é bem sucedida. A
conversao sintética da e-rodomicinona  produz > 20%,
preferencialmente > 30%, mais preferencialmente > 40% de 4-
deoxi-e-rodomicinona pura, que ¢ adicionada a estirpe mutante
de S. peucetius var. caesius 1ncapaz de a produzir. A
eficiénecia da biotransformacdo da 4-deoxi-e-rodomicinona em
idarrubicina foi > 20%, preferencialmente > 30%, mais
preferencialmente > 40%. Conseguiu-se adicionar mais do que
100 mg do intermedidrio semi-sintético a um litro de cultura
da estirpe de biotransformacdo. O momento exacto em que se
adiciona o intermedidrio ndo € muito importante. Podem
utilizar-se quaisquer condicdes de fermentacdo que
possibilitem o crescimento de estreptomicetos e o metabolismo
secundadrio, mas ¢ vantajoso utilizar o meio de cultura El e
intervalos de temperatura e de pH compreendidos entre 25 e 35
°C e 6 e 8, respectivamente.

A recuperag¢do da idarrubicina a partir da cultura pode ser
efectuada usando-se qualquer método adequado, tal como a
centrifugagdo, filtracdo ou usando-se um adsorvente idnico ou
ndo idnico adequado. Para a 1nsercdo da idarrubicina, pode
utilizar-se qualgquer solvente organico soluvel em Aagua,
embora se prefiram os 4alcoois acidicos. As agliconas sé&o
removidas usando extracgdo acida, apds a qual os glicdsidos

sdo extraidos da fase de Aagua para a fase de clorofdérmic em



pH elevado. Dependendo do perfil dos compostos apds a
evaporacdo do ultimo extracto, a idarrubicina é finalmente
purificada por cristalizacdo ou, preferencialmente, por
cromatografia e cristalizagdo. & vantajoso utilizar wuma

coluna de silica para a purificacdo.

Conversdo de 13-DHED em EPIDAUNORRUBICINA

E um dado bem conhecido que as 13-dihidro-antraciclinas se
acumulam no caldo de fermentag¢do juntamente com formas 13-
ceto. Contudo, a 13-DHED ndo ¢ comercialmente Util e com base
na sua natureza citotdxica, deve ser manuseada e tratada como
um residuo tdxico. Para nossa surpresa, este metabolito,
apesar de ndo ser um metabolito natural, foi convertido em
epidaunorrubicina pela estirpe de biotransformagdo a uma taxa
atil, . ex. > 20%, preferencialmente > 30%, mais
preferencialmente > 40%.

13-DHED, um produto secundério na fermentacdo da
epidaunorrubicina é facilmente separado da fracg¢ao
glicosidica por cromatografia seguida de uma etapa de
cristalizagao acompanhada da separag¢do da epidaunorrubicina.
13-DHED poderia ser adsorvida numa resina adicionada ao caldo
de cultura da estirpe de Streptomyces com capacidade para
sintetizar a daunomicina e especialmente as Ultimas etapas
dessa via. Apesar de qualquer estirpe ser adeqguada, ¢
vantajoso utilizar a estirpe que apresenta um blogueio nos
primeiros passos da via biossintética e que ¢é incapaz de
acumular metabolitos de daunomicina.

Numa forma de realizagdo preferida da presente invengdo, a
nova estirpe de biotransformacdo, derivada de S. peucetius
var. caesius € utilizada na biotransformag¢do para converter

13-DHED em epidaunorrubicina.
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As taxas de conversdo nas condigdes descritas para a
producdo de epidaunomicinas de acordo com a presente invenc¢ao
sao > 20%, preferencialmente > 30%, mais preferencialmente >
40%. A epidaunorrubicina obtida desta forma pode ser
purificada a partir de outros metabolitos ligados a resina
recorrendo-se a quaisquer métodos convencionails utilizados na
recuperacdoc de antraciclinas, embora a cromatografia e, em
especial, a cromatografia de fase reversa, seja
preferencialmente utilizada para se obter de forma adequada

epidaunorrubicina purificada para a sintese.

Conversdo da epidaunorrubicina em epirrubicina

Utiliza-se epidaunorrubicina bruta (grau de pureza > 60%,
preferencialmente > 80%, mals preferencialmente > 90%) como
material de partida na sintese quimica para se obter
epirrubicina, que é freguentemente usada como farmaco anti-
cancerigeno. Pode utilizar-se qualquer série de reacgdo
sintética ou biocatalitica para a hidroxilagdo no C-14.

Existem varias opg¢des para converter a epidaunorrubicina na
sua forma 1l4-hidroxilada, a epirrubicina. S6 por si, o
produto génico enddgeno, a l4-hidroxilase, nédo possui uma
actividade suficiente nas condig¢des de cultura para converter
toda a epidaunorrubicina formada em epirrubicina, apesar de
se detectarem guantidades pequenas de epirrubicina no caldo
de cultura. De acordo com as nossas experiéncias (dados néo
apresentados), mesmo um numero elevado de cépias do gene da
l4-hidroxilase foi insuficiente para se completar © processo
da produg¢do de epirrubicina. Porém, as patentes US 5 955 319
e US 6 210 930 revelam a conversao da daunorrubicina em

doxorrubicina num nivel baixo pelo produto génico de doxA.
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Aparentemente, a bioconversdo ¢é extremamente dependente das
condi¢des e nao conseguimos repetir o processo.

Existem vArias possibilidades para adicionar wum grupo
hidroxilo no (€-14 a epidaunorrubicina intacta, de modo
analogo a sintese da doxorrubicina a partir da
daunorrubicina.

A purificacdo da epirrubicina é realizada por cromatografia
e/ou por cristalizacdo apdés a extracgdo da epirrubicina a
partir da mistura de sintese. Contudo, para se alcancar a
qualidade exigida &o ingrediente farmacéutico activo, &
essencial que a separacao por cromatografia resulte numa
epirrubicina com um grau de pureza > 97%.

Os exemplos a seguir apresentados descrevem de foram
mais detalhada a presente invengdo.

Sera o6bvio para um especialista na 4area que, com O
avango tecnoldgico, o conceito da invencdo poderd ser
implementado de varias formas. A invencdo e as suas formas de
realizacdo ndo sdo limitadas acs exemplos a segulr descritos,
mas podem apresentar variagbes dentro do ambito das

reivindicacdes.

Figura 1 a apresenta uma via Dbiossintética para a
daunorrubicina. As Dbaumicinas sdo formadas a
partir da daunorrubicina. A via biossintética ¢
ramificada para a (i) doxorrubicina e para a
(ii) baumicina apdés a daunorrubicina. Esses
passos ndo sao apresentados na figura.

Figura 1 b apresenta uma via biossintética para a dIDP-
daunosamina, que é utilizada para a
glicosilagdo no C-7 na Fig. 1la.

Figura 2 apresenta uma representagdo esquemédtica do

processo de biotransformacdo.
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Figura 3 apresenta um cromatograma gque mostra o perfil
de producdo da estirpe de biotransformacdc apds

alimentagdo com 4-deoxi-e-rodomicinona.

EXEMPLOS

Exemplo 1 Construgdo de uma estirpe de biotransformagio

Para a mutagénese da estirpe G001, derivada por
mutagénese do tipo selvagem de §. peucetius var. caesiug ATCC
27952, aquela foil cultivada em 50 ml de meio TSB num baldo de
Erlenmeyer de 250 ml . Todos os baldes usados na mutagénese
continham uma barra magnética no fundo do Dbaldo para
dispersar os micélios durante a cultura. A cultura foi
realizada durante dois dias a 30°C e a 330 rpm num agitador.
Inoculou-se a seguir 1 ml da cultura na garrafa seguinte que
continha 50 ml de TSB e o cultivo prolongou-se por mais um
dia (30°C, 330 rpm). Esta cultura mais recente foi ajustada a
um pH alcalino com NaOH e adicionou-se NTG para actuar sobre
as células durante 20 minutos a > 30°C. A cultura da referida
estirpe mutagenizada fol dividida em dois tubos e formaram-se
pellets por centrifugacdo (300 rpm, 10 minutos). Utilizaram-
se pellets combinados para inocular 50 ml de meio TSB. Apds
um dia (30°C, 330 rpm), o titulo da suspensdo de células foi
determinado plagueando-se dilui¢des adequadas, de 1:10 a 1:
100000 em placas <com ISP4. As coldnias de culturas
mutagenizadas foram comparadas com o tipo selvagem e as que
exibiam caracteristicas distintas das do tipo selvagem foram
seleccionadas para serem posteriormente caracterizadas.

Os mutantes foram seleccionados com base na cor clara do
pigmento que é vermelho-escuro no tipo selvagem na placa de

agar ISp4.
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O gene snor0O (Torkkell, 2001) foi introduzido nos mutantes
usando-se o vector de E. coli, pCNB3033. Foi sugerido que a
integracdo ocorresse no local attP. Com a estirpe de
biotransforma¢ao obtida melhorada obteve-se para > 20%,
preferencialmente > 30%, mais preferencialmente > 40% de 4-
deoxi-e-rodomicinona adicionada taxas de conversdao repetidas
em metabolitos de idarrubicina conforme se descreve de forma

detalhada no Exemplo 5.

Exemplo 2 Cultura de estirpes de biotransformagio para a
produgdo de metabolitos de antraciclinas e para

biotransformacgio

Mutantes adequados seleccionados conforme descrito no
exemplo 1 foram cultivados em 50 ml de meio El1 suplementado
com resina adsorvente (15 g/l). (El: Por litro de Agua da
torneira: glicose 20 g; amido soluvel 20 g; Péptido 5 gj;
extracto de levedura 2,5 g; KyHPO,-3H;O 1,3 g; MgS0,-7H;O0 1 g;
NaCl 3 g; CaCO; 3 g; pH 7 a 7,5).

Para determinar os metabolitos de antraciclinas, o©s
compostos foram extraidos no décimo dia de incubag¢do. Para a
andlise, a resina adsorvente foi decantada com Aagua de um
baldo de cultura e a resina lavada fol extraida com 40 ml de
dlcool acidico, agitando-se pelo menos durante 30 min. Usou-
se HPLC para analisar as amostras. Observou-se que a
utilizacdo de resina adsorvente em meio E1 aumenta a producdo
de metabolitos de antraciclinas nas condi¢des referidas. No
fim do pericdo de cultura ndo se observaram alteracdes na
morfologia das coldnias na presenga do adsorvente.

No caldo de cultura das estirpes mutantes nac se detectou

producgdo de metabolitos de antraciclinas.
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Contudo, as estirpes mutantes possuem 0s genes
biossintéticos funcionais para a glicosilagcdo e modificacdo
de agliconas de acordo com a via biossintética representada
na Figura 1 e como fol demonstrado pelas experiéncias de
alimentagdo. As estirpes mutantes foram alimentadas com
agliconas, e-rodomicinona e aclavinona naturais (pelo menos
100 mg da aglicona por 1 litro do caldo de cultura) e a
aglicona adicionada foli convertida em metabolitos de
daunomicina em dois dias. Contudo, com a alimentacdo das
estirpes mutantes com 4-deoxi-e-rodomicinona ndo ocorreu a
conversdo repetida em metabolitos de idarrubicina. Foi
sugerido que a razdo para e€sse insucesso se devia a uma fraca
resisténcia ao produto adicionado ou ao produto formado.

A estirpe de biotransforma¢do melhorada conseguiu converter
agliconas, e-rodomicinona e aclavinona naturais como era
esperado. Também converteu intermedidrios biossintéticos
andlogos ndo naturais, 4-deoxi-e-rodomicinona e 13-DHED em
idarrubicina e em epidaunorrubicina, conforme descrito no

exemplo 4 abaixo apresentado.

Exemplo 3 Conversido sintética de e-rodomicinona em 4-deoxi-

¢-rodomicinona

Utilizou-se e-rodomicinona purificada com uma pureza
cromatografica > 60%, preferencialmente > 80%, mais
preferencialmente > 90% para a sintese de 4-deoxi-e-
rodomicinona. A sintese de 4-deoxi-e-rodomicinona consiste em

quatro passos:

A) proteccdo, B) trifilacgdo, C) reducdo e D) desproteccgao.
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Apds cada pPasso isolou-se o] produto por
precipitacdo/cristalizacdo a partir de misturas de
clorofdérmio-metanol. As reacgdes de sintese foram

monitorizadas por TLC.

A) Protecgdo

A e-rodomicinona fol dissolvida em clorofdérmio a
temperatura ambiente. Adicionou-se 2 eg. de Z2-metoxipropeno a
uma mistura seguido de 1 eq. de TMSCI. A reacg¢do fol seguida
por TLC. Quando a reac¢do terminou conforme detectado numa
placa de TLC, deixou-se arrefecer a mistura e recolheu-se ©

precipitado e secou-se para o proximo passo.

B) Trifilagéo

Um material de partida do passo de protecgdo foi disscolvido
em clorofdrmio. Adicionou-se NMP (N-metil pirrolidona) e di-
isopropiletilamina (DIPERD) e, por fim, PhNT£2 (N-
feniltrifluorometanosulfonimida). A reacc¢do foi monitorizada
por TLC. O composto fol precipitado adicionando-se a mistura
dgua e 4acido citrico. O precipitado foi filtrado e lavado com

KHSO4. Os cristais foram filtrados e secos sob vacuo.

C) Redugio

O material resultante da trifilac¢do foi suspenso em ACN
sob Argon. Adicionou-se (PhsP),Ph seguido da adicdo de
(Etil)sN e HCOOH. A mistura de reacc¢do fol aquecida e a
reacgdo foi monitorizada por TLC. Apdés 1 hora, &a reacgao
estava completa. Deixou-se arrefecer a mistura de reacgdo e

obteve-se o produto por filtracdo.
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D) Desprotecgdo

O produto resultante da redugdao fol dissolvido em
clorofdérmio e adicionou-se 1 eqg. de TsOH x H,O a temperatura
ambiente. A reaccdo processa-se em 0,5 h. Lavou-se a solugao
com NaHCO; 1 M, secou-se com MgSO4 e evaporou-se até a

secura.

Purificagdo de 4-deoxi-e-rodomicinona

Uma mistura de reacgdo de desprotec¢do (CHCls / TsOH x H,0)
foi diluida com cloroférmio e lavou-se com NaHCO; 1 M. A
fraccdo no clorofdérmio foi seca com MgSO, anidro, filtrada e
evaporada até a secura. A cristalizacdo foli realizada a
partir de clorofdrmio-metanol. Os cristais foram filtrados e

secos sob vacuo.

Exemplo 4 Recuperagdo de 13-DHED do caldo de cultura de uma
estirpe mutante que produz epidaunorrubicina derivada de

Streptomyces peucetius var. caesius

O caldo de fermenta¢do para a produg¢ao da epidaunorrubicina
contém trés metabolitos principais na seguinte ordem:
epidaunorrubicina, 13-DHED e epi-feudomicina (Ref. pedido de
patente epi). 0Os substituintes adsorvidos numa resina foram
decantados do caldo de cultura de 20 1litros obtido por
fermentagcdo. A resina foil lavada para remover restos de
células com A&gua. O pellet foi extraido com 4&lcool uma a
cinco vezes. As agliconas foram extraidas com clorofdrmio
adicionando-se clorofdrmio aos extractos de dlcool

combinados. As camadas de solvente e de Agua foram separadas.
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Os glicdsidos na fase de agua foram extraidos com clorofdrmio
a um pH levemente alcalino e o pH fol estabilizado com NaHCO;
saturado. Os sals foram removidos lavando-se com &agua. Por
fim, a fase de clorofdérmio foi filtrada através de um filtro
de cartucho.

Fol realizada uma cromatografia em gel de silica para
separar-se ©0s metabolitos. O <clorofdérmio filtrado foi
bombeado para uma coluna de silica e purificado por
cromatografia usando-se uma solugdo de clorofdédrmio-metanol
como uma fase mével. Foram recolhidas fracgdes puras de cada
um dos trés metabolitos e combinaram-se as fracgdes de cada
produto para a cristalizac¢do. As frac¢des de 13-DHED foram
cristalizadas por solugdes de etanol-dgua. Os cristais foram

filtrados e adsorvidos numa resina adsorvente.

Exemplo 5 Conversio biossintética de 4-deoxi-<-rodomicinona

e metabolitos associados em idarrubicina

Efectuou-se uma cultura por sementeira, cultivando-se uma
estirpe de biotransformacdo em dois baldes com 400 ml do meio
El durante trés dias. As culturas foram combinadas e os 800
ml do caldo de cultura foram usados para inocular 20 litros
de meio E1 suplementado com XAD-7. A fermentagdo fol
realizada num volume de 20 1litros durante 8 dias a uma
temperatura de 30 °C, 350 rpm com uma aerac¢do de 10 1/min. O
pH foi mantido num valor ligeiramente acidico, o que garante
uma conversao mais estével da 4-deoxi-e-rodomicinona
adicionada em idarrubicina. A 4-deoxi-e-rodomicinona ¢é
adicionada por alimentac¢do continua durante 4 dias, a comegar
24 horas apds a inoculagdo com pelo menos 5 mg/ml de 4-deoxi-
e-rodomcinona em EtOH. A quantidade de 4-deoxi-e-rodomicinona

adicionada é de pelo menos 100 mg/1l.
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Durante a Dbiotransformacdo com a estirpe mutante foram
produzidos dois metabolitos secundarios principals a partir
da 4-deoxi-e-rodomicinona adicionada; nomeadamente
idarrubicina e 13-dihidro-idarrubicina. Outros metabolitos
produzidos em menor quantidade foram a idarrubicinona, a 13-
dihidroidarrubicinona, as baumicinas e 13-deoxi-idarrubicina
e a sua aglicona. O titulo estdvel de Idarrubicina & > 20
mg/L, além disso produz-se > 20 mg/L do intermediario
anterior 13-DHI; assim, no conjunto, a gquantidade é > 40
mg/L. As baumicinas podem ser hidrolisadas em Idarrubicina,
agquecendo-se em condigdes Aacidas (+45 °C, 1 hora). O
cromatograma dos produtos obtidos a partir da estirpe de

biotransformacdo é apresentado na Figura 3.

Exemplo 6 Conversao biossintética de 13-DHED em

epidaunorrubicina

O pré-cultivo da estirpe de transformacdo foi efectuado tal
como descrito detalhadamente no Exemplo 5. Adicionou-se ao
cultivo apos um dia 13-DHED adsorvido na resina
correspondendo a pelo menos 50 mg/ 1 do calde de cultura e
continuou-se o cultivo durante quatro dias. As fermentagles
foram realizadas em baldes contendo 50 ml de meio E1, a 34
°C, 300 rpm.

Segqundo a andlise cromatografica, 50% de 13-DHED foi
convertido em epidaunorrubicina. Foram detectadas quantidades

pequenas de epirrubicina, compreendidas entre valores < 10%.

Exemplo 7 Medigdo analitica das agliconas e antraciclinas

TLC

1. 0,5 agua Milli-Q



2. 0,1 HCOOH
3. 25 MeOH

4, 75 CHCl;, misturar cuidadosamente com as solugbes 1, 2 e

HPLC
Equipamento: Equipamento cromatografico da Hewlett-Packard

da série 1100 com deteccdo por matriz de diodos.

Coluna Zorbax, SB-C8, Agilent, 4,6 x 150 mm 3,5-Micrones

Solventes utilizados: 0,05% de TFA, e 1:1 MeCN -
tetrahidrofurano

Temperatura da coluna: 30°C

Velocidade do fluxo: 1 ml/min

Deteccdo: 25448 nm, comprimento de onda de referéncia 600
nm+50 nm

Volume de injeccgdo: 5 Ul

Pressdo: min. 20 bar, max. 300 bar

Parametros utilizados:

Tempo (min) $—quantidade de %—quantidade de
0,05% de TFA MeCN-THF
0 76,0 24,0
0,1 76,0 24,0
13,0 32,0 68,0
16,0 1,0 99,0
19,0 1,0 99,0
20,0 76,0 24,0
24,0 76,0 24,0
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Reivindicacgdes

1. Uma estirpe microbiana seleccionada a partir do género
Streptomyces a qual converte metabolitos de antraciclinas em
antibidéticos antraciclinicos ndo naturais, caracterizada por
a estirpe apresentar um Dblogueio na biossintese das
daunomicinas naturais e conter o gene de resisténcia

heterdlogo snorO.

2. A estirpe de acordo com a reivindicacdo 1, em que o0s
referidos metabolitos de antraciclinas sdo seleccionados a
partir do grupo que consiste em epidaunorrubicina, 13-
dihidroepidaunorrubicina, 4’ —epi-feudomicina e €—

rodomicinona.

3. A estirpe de acordo com qualguer uma das reivindicagdes
1 ou 2, em que os referidos antibidéticos antraciclinicos ndo
naturais sdo seleccionados a partir do grupo que consiste em

epirrubicina e idarrubicina.

4, A estirpe de acordo com a reivindicagdo 1, em que a
referida estirpe ¢é seleccionada a ©partir da espécie

Streptomyces peucetius.

5. A estirpe de acordo com a reivindicagédo 4, em dque a
referida estirpe ¢é seleccionada a partir da subespécie

Streptomyces peucetius var caesius.

6. A estirpe de acordo com a reivindicagdo 1, em gque o©

referido gene ¢ isclado a partir do género Streptomyces.

7. A estirpe de acordo com a reivindicagdo 6, em que o©
referido gene ¢ 1sclado a partir da espécie Streptomyces

nogalater.



8. A estirpe de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 7, em que a referida estirpe apresenta uma taxa de
conversao dos metabolitos de antraciclinas nos antibidticos

antraciclinicos ndo naturais > 20%.

9. A estirpe de acordo com a reivindicagdo 8, em que a
referida estirpe apresenta uma taxa de conversdo dos
metabolitos de antraciclinas nos antibidticos antraciclinicos

ndo naturais > 30%.

10. A estirpe de acordo com a reivindicacdo 9, em que a
referida estirpe apresenta uma taxa de conversdo dos
metabolitos de antraciclinas nos antibidticos antraciclinicos

ndo naturais > 40%.

11. Um processo para converter metabolitos de antraciclinas
em antibidticos antraciclinicos que utiliza uma estirpe
microbiana de acordo com qualguer uma das reivindicagbes 1 a

10.

12. Um processo de acordo com a reivindicag¢do 11, em que ©s
referidos metabolitos de antraciclinas sdo seleccionados a
partir do grupo que consiste em epidaunorrubicina, 13-
dihidroepidaunorrubicina, 4’ —epi-feudomicina e €-

rodomicinona.

13. O processo de acordo com a reivindicacdoc 11 ou 12, em
que oF! referidos antibidticos antraciclinicos sao
seleccionados a partir do grupo que consiste em epirrubicina

e idarrubicina.

14. O processo de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 11 a 13, em que a referida estirpe apresenta



uma taxa de conversao dos metabolitos de antraciclinas nos

antibidéticos antraciclinicos ndo naturais > 20%.

15. O processo de acordo com a reivindicagdo 14, em que a
referida estirpe apresenta uma taxa de conversdo dos
metabolitos de antraciclinas nos antibidticos antraciclinicos

ndo naturais > 30%.

16. O processo de acordo com a reivindicagdo 15, em que a
referida estirpe apresenta uma taxa de conversdo dos
metabolitos de antraciclinas nos antibidticos antraciclinicos

ndao naturais > 40%.

17. 0 processo de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 11 a 16, em gque o grau de pureza dos
metabolitos de antraciclinas Dbrutos wutilizados para a

biotransformacdo ¢ > 60%.

18. O processo de acordo com a reivindicag¢do 17, em que o
grau de pureza dos metabolitos de antraciclinas Dbrutos

utilizados para a biotransformacdo é > 80%.

19. O processo de acordo com a reivindicacdo 18, em que ©
grau de pureza dos metabolitos de antraciclinas brutos

utilizados para a biotransformagdo ¢ > 90%.

20. O processo de acordo com gualgquer uma das
reivindicag¢bes 11 a 19, em gque uma resina é utilizada a
qualquer momento para adsorver 0s metabolitos de

antraciclinas ou os antibiéticos antraciclinicos.

21. O processo de acordo com a reivindicacdo 20, em que a
referida resina é seleccionada a partir do grupo que consiste

em adsorventes idénicos e ndo idnicos.



22, O processo de acordo com a reivindicagdo 21, em que a
referida resina ¢ seleccionada a partir do grupo dos

poliestirenos.

23. O processo de acordo com a reivindicagdo 21, em que a
referida resina ¢ seleccionada a partir do grupo gque consiste

em XAD-7 e Diaion HP-20.

24. 0 processo de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 21 a 23, em que a referida resina é adicionada

numa guantidade compreendida entre 1 e 100 g/1.

25. O processo de acordo com a reivindicacdo 24, em que a
referida resina ¢ adicionada numa quantidade compreendida

entre 10 e 50 g/1.

26. O processo de acordo com a reivindicagdo 25, em que a
referida resina ¢ adicionada numa quantidade compreendida

entre 15 e 30 g/1.

Lisboa, 16/03/2010
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