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RESUMO



Bioconversdes sao reagdes de compostos organicos realizadas por enzimas que
podem estar isoladas ou no interior de microrganismos. Esta tecnologia tem trazido
resultados promissores, principalmente com o uso de fungos filamentosos dotados de
monoxigenases. As reagdes de bioconversdo sédo frequentemente aplicadas na
sintese de derivados dificilmente obtidos pelos métodos classicos da quimica
organica. Outra possibilidade é que as substancias obtidas pela biotransformagao
microbiana sejam iguais aos produtos do metabolismo do farmaco em mamiferos,
possibilitando a realizagdo de estudos “in vitro”. As reagdes de bioconversdo sao
enzimaticamente catalisadas, e sendo assim, sua velocidade e performance é
influenciada por diversos fatores, como a temperatura, concentragédo do substrato e
pH. A utilizagdo de microrganismos como modelos enzimaticos requer ainda a
avaliagdo de outros parametros, relacionados a viabilidade das células, como a
concentragcdo de nutrientes e oxigénio. O monitoramento destes parametros e a
avaliagdo da influéncia destes no rendimento das reagdes tem se tornado essencial.
Neste trabalho, foi realizada a bioconversao do anti-retroviral zidovudina (AZT) por
Cunninghamella echinnulata ATCC 9244 em escala laboratorial semi-preparativa com
diferentes condi¢cbées reacionais na tentativa de otimizar a reacdo e possibilitar a
transposicdo dos experimentos desenvolvidos para escala preparativa (biorreator).
Para isso foram realizadas seis incubacdo com diferentes condicbes reacionais e o
parametro variado em cada uma delas analisado. Os parametros que possibilitaram
maior rendimento foram: interrupcdo da incubacdo em 120 horas, temperatura de
29°C, velocidade de agitagao 250 rpm, meio de cultura PDSM Padréo e pH 4,0 a 5,5.
O monitoramento das reagdes foi feito por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)
e os diferentes produtos formados purificados por “flash” cromatografia em coluna de
vidro e recristalizacdo. O derivado obtido, denominado LaBioCon 66 foi caracterizado
por Espectroscopia de Infravermelho (El) e Ressonancia Magnética Nuclear de
Carbonos (RMN '*C) e Hidrogénios (RMN "H). As analises sugerem a formacdo de
um derivado da zidovudinina funcionalizado pelo carboidrato 3-D-ribopiranose.

Palavras chaves: Bioconversao, Cunninghamella echinnulata ATCC 9244,
Zidovudina,

ABSTRACT



Bioconversions are reactions of organic compounds carried out by enzymes that can
be isolated or inside of microorganisms. This technology has brought promising
results, mainly with the use of filamentous fungi equipped with monoxigenases. The
reactions of bioconversion are frequently applied in the synthesis of derivatives hardly
obtained by traditional methods of organic chemistry. Another possibility is that
substances produced by microbial biotransformation are equal to the products of
metabolism of the drug in mammals, allowing the completion of studies "in vitro".
Bioconversion reactions are enzymatically catalyzed, and thus, their speed and
performance are influenced by various factors such as temperature, substrate
concentration and pH. The use of microorganisms as enzymatic models still requires
the evaluation of other parameters, related to the viability of cells, as the concentration
of nutrients and oxygen. The monitoring of these parameters and the evaluation of
their influence in the yield of reactions has become essential. In this current thesis, the
bioconversion of anti-retroviral zidovudine (AZT) by Cunninghamella echinnulata
ATCC 9244 was performed in preparative laboratory scale with different reaction
conditions in an attempt to optimize it and enable the scale-up implementation of the
experiments developed. To this end, six incubations were held with different conditions
and the parameter varied in each of them was examined. The parameters that allowed
higher yields were: interruption of incubation in 120 hours, temperature of 29° C, 250
rom speed of agitation, the culture medium PDSM Standard and pH 4.0 to 5.5. The
reactions were monitored by Thin Layer Chromatography (TLC) and the products
formed purified by column chromatography and recrystallization. The derivative
obtained, named LaBioCon 66, was characterized by Infrared Spectroscopy (IR) and
Nuclear Magnetic Resonance of Carbons (NMR '*C) and Hydrogen ("H NMR). The
analyses suggest the formation of a derivative of zidovudine functionalizated by the
carbohydrate -D-ribopyranose.

Keywords: Bioconversion, Cunninghamella echinnulata ATCC 9244, Zidovudine.
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1 INTRODUGAO

Bioconversbes sao reagdes em compostos quimicos realizadas por
enzimas que podem estar isoladas ou no interior de microrganismos (bactérias,
fungos e/ou leveduras). Por razbes de ordem técnica e econbmica, O0s
microrganismos tem sido a fonte mais importante para a obtencdo de produtos
biotransformados, uma vez que eles apresentam uma taxa de crescimento rapida e
toda a maquinaria enzimatica esta disponivel. Os resultados tém sido satisfatérios,
principalmente com o emprego de fungos filamentosos dotados de monoxigenases
(LACROIX e AZERAD, 1997; HAUER e ROBERTS, 2004).

Atualmente, o uso de biocatalisadores para o desenvolvimento de
moléculas organicas tem se destacado frente aos processos quimicos classicos. A
escolha da bioconversao em relagdo a sintese quimica, além de ser justificada pela
capacidade catalitica especifica e diversidade dos compostos formados, também esta
fundamentada no maior rendimento, facilitando ensaios posteriores para deteccéo da
atividade farmacoldgica e toxicidade, na rapidez e reprodutibilidade do método e no
fato de que as enzimas sdo catalisadores que ndo agridem o ambiente (FABER,
2000; RASOR e VOSS, 2001).

Outra caracteristica € que a bioconversao é realizada em meio aquoso nao
agredindo o meio ambiente. Dentre as vantagens do uso de células comparado a
enzimas isoladas e purificadas, pode-se destacar o rendimento da producdo que
pode ser aumentado de maneira consideravel pelo aprimoramento das linhagens
microbianas e a otimizagdo das condigdes reacionais (ABOURASHED et al.,1999;

PAZINI, 20086).
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Inicialmente, a bioconversdo microbiana de farmacos foi realizada,
principalmente em hormonios e antibidticos, no esforco de se obter substancias mais
ativas e menos téxicas. Os estudos com esterdides desenvolvidos por Peterson e
Murray (1952) impulsionaram o interesse pelos métodos de bioconversao e podem
ser referidos como marco histérico na obtencdo de derivados através de sintese
microbioldgica. O microrganismo Rhizopus nigricans realizou a partir da progesterona
a hidroxilagao quimio, régio e estereosseletiva, obtendo a 11 a-hidroxiprogesterona,
visualizada na figura 1 (PETERSON e MURRAY, 1952; STOUDT, 1960; CHARNEY e

HERZOG, 1967).

HO,,,

Rhizopus nigricans
>

@) @)

Progesterona 110-hidroxiprogesterona

Figura 1: Bioconversdo da progesterona em 11 a-hidroxiprogesterona por R.
nigricans, adaptada de Peterson e Murray 1952.

Atualmente, na biotransformacgdo de farmacos, tem-se trabalhado com o
objetivo de obter derivados de farmacos langados no mercado ha varias décadas e
com patentes ja em dominio publico, procurando obter compostos que ndo tenham
sido produzidos na fase de pesquisa original do farmaco e com isto obter compostos
com propriedades farmacoldgicas melhores do que o farmaco original (ALEXANDRE

et al., 2004; DE OLIVEIRA, 2007).
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Outra possibilidade é que as substancias obtidas sejam iguais aos produtos
do metabolismo do farmaco em mamiferos (SMITH e ROSAZZA, 1983; HAN et al.,
2002). Neste caso os metabdlitos obtidos podem auxiliar na compreensdo da
farmacocinética e farmacodinamica do farmaco original (LACROIX, 1997; AZERAD,

1999).

1.1 ASPECTOS GERAIS DA BIOCONVERSAO

A escolha da metodologia a ser utilizada nas reagdes de bioconversoes,
leva em conta a estabilidade do substrato, o pH do meio e a viabilidade do sistema
enzimatico microbiano. Todos os métodos apresentam vantagens e desvantagens
que devem ser analisadas. Salienta-se que 0s microrganismos inteiros sdo mais
empregados atualmente (BASTOS, 2005).

A selegado dos microrganismos para a bioconversdo de um determinado
substrato é uma etapa muito importante do procedimento. O “screnning” deve ser feito
analisando os resultados disponiveis na literatura para o composto com o qual se
deseja trabalhar ou para compostos semelhantes. As cepas podem ser obtidas em
colecdes de culturas de instituicbes de pesquisa ou serem isoladas da natureza —
solo, plantas, ambientes marinhos, etc (GLAZER e NIKALDO, 1995).

Define-se o meio de cultura a ser utilizado e realizam-se entao,
experimentos em pequena escala com os microrganismos disponiveis, procedendo-se
a analise das aliquotas obtidas do meio reacional, comparando-as a um controle ao
qual nado foi adicionado o substrato. Se houver a formacdo de novos metabdlitos
significa que aquele microrganismo realizou alguma transformagdo no substrato

(GLAZER e NIKALDO, 1995).
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Definida a cepa a ser empregada deve-se escolher a forma adequada para
adicdo do substrato. Rotineiramente, ele é adicionado apds a fase de crescimento da
cultura. Inicialmente, o microrganismo € cultivado sob condi¢des 6timas e o substrato
€ adicionado a biomassa na forma de solugdo em solvente hidrossoluvel nao téxico
(HANSON, 1992; AZERAD 1995).

Outro fator a ser considerado para que a bioconversdo ocorra é garantir
que o substrato entre em contato com as enzimas produzidas pelo microrganismo. As
enzimas podem ser extracelulares, nesse caso estdo dispersas no meio de cultura, ou
intracelulares. Neste ultimo caso, o substrato deve ser capaz de atravessar a
membrana celular da cepa. Quando o substrato é insoluvel em agua é necessario
realizar uma dispersdao no meio liquido para que o composto organico entre em
contato com a enzima que ira transforma-lo (CRUEGER e CRUEGER,1993).

Os produtos finais da biotransformacdo sdo normalmente extracelulares e
sédo encontrados dissolvidos no meio de cultura. O micélio dos fungos é separado do
meio por filtracdo e o material celular deve ser lavado repetidas vezes com solvente
organico apropriado, uma vez que parte dos produtos formados pode estar adsorvido
nas células do micélio. Os metabdlitos presentes no meio podem ser recuperados por
extracado usando solventes adequados. Para a purificagdo dos metabdlitos se utilizam
as diversas técnicas cromatograficas e estando puros, pode-se realizar a elucidagao
estrutural e ensaios biolégicos (CRUEGER e CRUEGER,1993).

O desenvolvimento de uma metodologia de monitoramento apropriada para
esse fim é essencial para as reacbdes de bioconversées. No acompanhamento das
reagdes, as técnicas cromatograficas séo tradicionalmente empregadas, como a
cromatografia em camada delgada (CCD) (HOLLAND et al., 1999), cromatografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE) (KIM et al., 2005) e cromatografia gasosa (CG)
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(VIAZZO et al., 1996). Estas técnicas sdo bastante utilizadas, tanto na etapa de
triagem, permitindo a selegdo do microrganismo de interesse de acordo com a
producao de cada cepa, quanto no monitoramento dos diversos derivados produzidos
por uma unica cepa. Para identificagcdo dos compostos formados, sdo necessarias
técnicas mais especificas. Na maioria das vezes, emprega-se espectroscopia de
infravermelho (El) e ressonancia magnética nuclear de carbono (RMN '3C) e
hidrogénio (RMN 'H) e espectrometria de massas (EM) para a caracterizagdo dos

produtos formados (AZERAD, 1999; ALEXANDRE et al., 2004).

1.2 APLICACOES DA BIOCONVERSAO

A bioconversao representa, hoje, uma ferramenta util no desenvolvimento
de novos compostos que podem apresentar atividades farmacoldgicas melhoradas ou
diferentes em relacdo a seus compostos de partida, ou aprimoramento das
propriedades fisico-quimicas facilitando processos de absorcdo e distribuicdo dos
farmacos (FOSTER et al., 1991; DE OLIVEIRA, 2007).

A bioconversao esta sendo aplicada também nos estudos do metabolismo,
que tradicionalmente s&o realizados em modelos animais, perfusdo em o6rgaos e
culturas de células normais ou malignas (AZERAD, 1999). Modelos microbioldgicos
podem constituir uma alternativa ou pelo menos um complemento aos estudos em
sistemas animais, uma vez que podem mimetizar o metabolismo de mamiferos e
fornecer algumas informagdes pertinentes sobre o destino metabdlico de um farmaco,
podendo ainda, fornecer maiores quantidades dos produtos formados em relacéo aos
modelos animais favorecendo a deteccdo, identificacdo e elucidagao estrutural

(SMITH e ROSAZZA, 1975; GRIFFITHS et al., 1991).
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Um bom exemplo da ampla aplicacdo da bioconversao é relatado por Xiao-
Chi e colaboradores, com Penicillium aurantigriseum AS 3.4512 utilizando trés
bufadienolideos tradicionalmente usados na medicina chinesa no tratamento de
hepatomas e neoplasias da prostata. Foram obtidos dez metabdlitos sendo que cinco
foram exatamente iguais aos metabdlitos formados por microssomos hepaticos “in
vitro”, demonstrando que o sistema enzimatico deste fungo filamentoso & similar as
enzimas citocromo P-450 do figado. Além disto, ensaios de citotoxicidade realizados
com células de hepatoma humano (Bel-7402) sugeriram que os produtos obtidos
foram menos citotoxicos em relagdo aos substratos analisados, indicando que a
substituicdo por grupos hidroxila, cetona, ou diacetil podem significar um decréscimo
“in vitro” da citotoxicidade, ressaltando que a transformacao microbiana proporcionou
a formacgao derivados menos téxicos (XIAO-CHI et al., 2007).

Assim, Xiao-Chi e colaboradores demonstraram que a bioconversdo com
fungos filamentosos representa um modo simples e eficiente de estudo do
metabolismo humano, além de possibilitar a obtencdo de novas moléculas com

atividade bioldgica otimizadas. A figura 2 ilustra os derivados obtidos neste trabalho.
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Figura 2: Proposta da rota de biotransformacdo da Cinobufagina, Bufalina e
Resinobufogenina pelo fungo P. aurantigriseum AS 3.4512, adaptada de Xiao-Chi et
al., 2007.
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1.2.1 Modificagao Estrutural

A utilizacdo de fungos filamentosos para sintese quimio, régio e
estereosseletiva de farmacos, sobretudo pela quimiodiversidade, determinando a
biodiversidade gerada por estes microrganismos, € bem documentada na literatura
(PAZINI, 2006).

Podemos enumerar algumas vantagens do uso de microrganismos nas
reagdes de bioconversao na obtencéo de derivados (FABER, 2000):

1. S&o catalisadores muito eficientes;

2. Sdo ambientalmente aceitaveis (biodegradaveis);
3. Trabalham em condi¢des reacionais brandas;

4. Possuem uma alta tolerancia aos substratos;

5. Podem catalisar diferentes reacdes quimicas.

Através da utilizagdo da bioconversao como uma estratégia de modificagéo
estrutural é possivel obter modificacbes moleculares complexas que seriam
laboriosas por métodos convencionais de sintese quimica (STRATHOF et al., 2002).

Charney e Herzog relatam os trabalhos desenvolvidos nessa area que
conseguiram produzir a corticosterona, através da acado de microrganismos na
desoxicorticosterona. Com a transformacao microbiana foi possivel funcionalizar o C-
11 de forma muito mais simples que a proposta por sintese quimica, conforme
ilustrado na figura 3. A corticosterona possui agao anti-inflamatoria, por isso esta
metodologia teve aplicagdo industrial tanto pela Merck quanto pela Schering

(STOUDT, 1960; CHARNEY e HERZOG, 1967).
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CH,OH CH,OH
Corynebacterium simplex J?/E?jj
Desoxicorticosterona (DOC) Corticosterona

Figura 3: Obtencao da corticosterona por bioconversao da desoxicorticosterona por C.
simplex, adaptada de Stoudt, 1960.

Para a quimica dos corticosteroides, esta metodologia foi de grande
aplicabilidade pela industria farmacéutica a partir da preparagao da testosterona pela
deidroepiandrosterona utilizando microrganismos (figura 4), viabilizando o
desenvolvimento da producdao dos hormdnios sintéticos (CHARNEY e HERZOG,

1967; BASTOS, 2005).

0 0 OH

Corynebacterium Levedura Q‘
%
0]

HO 0

Deidroepiandrosterona Testosterona

Figura 4: Obtencdo da testosterona a partir da deidroepiandrosterona por
bioconversdo com o microrganismo Corynebacterium, adaptada de Charney e
Herzog, 1967.

A biotransformacao de esterdides por fungos filamentosos tornou-se um
marco na industria farmacéutica, pois a oxidacado nas posicdes 6 € 11 é muito dificil
de ser feita por métodos quimicos, mas alguns fungos, como por exemplo o Rhizopus

arrhizus, conseguem hidroxilar a progesterona na posigdo desejada. Outros fungos
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como Epicoccum oryzae realizam reducdo de grupos cetonas, Fusarium solani é
capaz de promover desidrogenagéo na posi¢cao 1, 2 ou epoxidagdo, assim como a
Curvularia lunata (STOUDT, 1960; CHARNEY e HERZOG, 1967).

A partir desses estudos, as transformagdes microbianas passaram a ter
grande aplicacédo na industria farmacéutica no desenvolvimento de novos farmacos e
hoje cerca de 200 processos semelhantes ja estdo em uso (FABER, 2000).

Geralmente a bioconversao € util comercialmente quando as reacgdes
quimicas convencionais sdo0 muito caras ou laboriosas. A bioconversdo em escala
industrial envolve o crescimento do organismo em grandes fermentadores ou
biorreatores, seguidos pela adi¢do, ha um tempo apropriado, do composto quimico a
ser convertido. Apesar de todas as criticas hoje, as novas tecnologias tém gerado um
impacto no mercado farmacéutico e em nossa habilidade para usar e desenvolver
novos tipos de reagdes de biotransformagdes (RUSHMORE et al., 2000; LERESCHE

e MEYER, 2006).

1.2.2 Estudo do Metabolismo

Outra aplicacao interessante para as transformagdes microbianas é a
comparagao entre os metabdlitos produzidos pelos microrganismos e os gerados
pelos mamiferos, apés a administracdo de farmacos. Smith e Rosazza (1974)
notaram a similaridade entre os metabdlitos de alguns microrganismos e o0s
metabdlitos de mamiferos, principalmente os de fase |, e entdo sugeriram que fungos
e mamiferos provavelmente possuiriam um sistema enzimatico de monoxigenases
similar (FERRIS et al., 1973; SMITH e ROSAZZA, 1974; JEZEQUEL, 1998). Desde

entdo, a utilizagdo de microrganismos para estudo do metabolismo de xenobidticos e
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muitos outros processos bioquimicos vem sendo explorada com grande eficacia,
minimizando os custos por ser de facil manipulacdo e por diminuir o numero de
animais utilizados em comparagdo com os métodos convencionais (AZERAD, 1999;
LI et al., 2006).

O metabolismo dos farmacos compreende o processo enzimatico capaz de
produzir modificacbes estruturais nessas moléculas. No organismo humano,
geralmente, resulta em substancias mais polares e se da por transformacdes
enzimaticas em duas fases, classificadas em fases | e Il, conforme esquematizado na

figura 5 (AZERAD, 1999).

Farmad o ealnes de Fase | Fdetabihins Feajaes de Faze || setatbohins
Hidrafabe o) —— 1000 AZA00 — 100 LA 0D
rHidrafil s tEvcrean)
Faoacoss b Faze ||
Metatiiltog
Chon U andos Eropolirneris
(Excrecant CToC1dacdes

Figura 5. Transformagao metabdlica de farmacos, adaptada de Azerard, 1999.

A primeira fase do metabolismo, denominada de funcionalizagdo, é onde
um grupo funcional é adicionado ou modificado ao composto e engloba reacdes de
oxidacao, reducdo e hidrélise, transformando-o em derivados mais polares. Nas
reacdes de oxidagao catalizadas por citocromo P-450, que sao responsaveis pelo
maior numero de metabdlitos de Fase |, ocorre a introdugcao de um atomo de oxigénio
em diferentes substratos (BARREIRO e FRAGA, 2001; WILLIAMS, 2001).

A fase Il, denominada conjugacgdo, envolve reagdes de glicuronidagao

sulfatacao, acilagdo, metilagdo e formagédo de adutos com glutationa. Nessa fase, o
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composto é conjugado com grupos hidrofilicos, geralmente, tornando-o bioinativo e
facilitando sua excregdo (BARREIRO e FRAGA, 1996; LEVSEN et al., 2005).

Entretanto, em alguns casos, este metabolismo, capaz de produzir
modificagdes estruturais nas moléculas, pode conduzir para uma ativagao, produzindo
substancias farmacologicamente mais ativas ou metabdlitos reativos toxicos,
justificando, assim, a necessidade de estudos farmacologicos e toxicologicos
detalhados do metabolismo dos farmacos (AZERAD, 1999; WILLIAMS, 2001).

O resultado final das reagdes envolvidas no processo de biotransformacgéao
ou metabolismo dos farmacos leva a formacdo de metabdlitos em pequenas
quantidades nos tecidos (sangue) e nos produtos de excregao (urina) (BARREIRO e
FRAGA, 2001; VEZINA, 2004).

O metabolismo de xenobidticos em humanos é realizado por reacoes
diferentes, catalisadas por enzimas de natureza diversa, com atividade de
monoaminoxidases; flavinas; oxidases e alcool desidrogenase, aldeido
desidrogenase, amino oxidases, aromatases, epoxido hidrolases; esterases,
amidases hepaticas e plasmaticas; e por monoxigenases citocromo P-450
(WILLIAMS, 2001; URLACHER e SCHMID, 2006).

Destas, o citocromo P-450 é o mais importante e amplamente estudado.
Ele tem grande participacdo no metabolismo oxidativo de xenobidticos,
particularmente de farmacos (figura 6) e na biossintese de compostos endogenos.
Esse grupo de enzimas esta envolvido com a hidroxilagdo de inumeras substancias,
através de uma cadeia transportadora de elétrons nao fosforilante cuja finalidade é
bioconverter diferentes compostos (MONTELLANO e CORREIA, 1995; SONO et al.,

1996; ABOURASHRED et al., 1999).
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Figura 6: Exemplos de reagdes de p-hidroxilagdo, epoxidacdo e N-desmetilagcédo
realizadas pelo citocromo P-450, adaptada de Abourashed et al., 1999.

O citocromo P-450 apresenta varias isoformas. Dentre elas, o CYP3A4 ¢ a
mais abundante no figado, estando presente também na parede intestinal. Esta
isoforma é responsavel pelo metabolismo de diversos farmacos como a ciclosporina,
nifedipina, diltiazem, verapamil, celecoxibe, teofilina, lovastatina, indinavir, dentre

outros e esta envolvida em reac¢des de hidroxilagdo e N-O-S-dealquilagdo, que podem
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ser induzidas pelo rifampicina, carbamazepina, fenitoina e inibidas pela cimetidina,
cetoconazol, amiodarona (GUENGERICH, 1995).

Uma avaliacdo do mecanismo de “clearance” metabdlico de 315 farmacos
diferentes revelou que 56% sao eliminados primariamente através da acao das varias
isoformas do citocromo; a CYP3A4 foi a mais importante (50%), seguida pela
CYP2D6 (20%), CYP2C9 e CYP2C19 (15%) e o restante era biotransformado pelas
CYP2E1, CYP1A2, CYP2AG6 entre outras, de modo que pode-se estimar que 90% das
reacoes de oxidagdo dos farmacos em humanos podem ser atribuidas a estas sete

enzimas principais (OMURA, 1999; ABOURASHRED, 1999).

As reacdes de Fase Il sdo catalisadas por enzimas transferases, que
conjugam o farmaco ou metabdlitos de Fase | com o acido glicurdnico ou grupamento
sulfato, na maioria das vezes. A glicuronidacdo é provavelmente a maior e mais
importante rota de formacdo de metabdlitos de Fase Il hidrossoluveis, e sua alta
ocorréncia € devido ao suprimento de acido glicurénico disponivel no figado e a
habilidade deste composto enddégeno de conjugacédo com diferentes grupos
funcionais, dentre eles fendis, alcodis, acidos carboxilicos e aminas. Esta reacéo é
catalisada pela enzima UDP-glicuronil-transferase (UGT) e gera como produto um
derivado glicuronado com configuragdo  no C-1 (WILIAMS, 2001). A glicuronidagao

do anti-inflamatdrio ndo-esteroidal ibuprofeno esta esquematizada na figura 7.
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Figura 7: Glicuronidacéo do Ibuprofeno catalisada pela enzima UGT, adaptada de

Williams, 2001.

A presenca de citocromo P-450 em fungos foi descrita desde 1964, em
cepas de Sacharomyces cerevisae. Esta cepa, assim como Candida glabrata e C.
albicans promoveram a 14a-demetilacdo do lanosterol, uma etapa fundamental na
biossintese do colesterol, fitosterol ou ergosterol, sendo que esta reacao é catalizada
pelo CYP 14DM (BRINK et al., 1998; KAMBLE et al., 2005).

A participagdo das enzimas do citocromo P-450 de C. elegans, C.
echinulata, Mortierella isabelina e Beauveria bassiana na hidroxilagdo de
hidrocarbonetos poli aromaticos foi concluida de maneira indireta pelo uso de
inibidores especificos do complexo enzimatico citocromo P-450, devido a dificuldade
de purificacdo destas enzimas (CERNIGLIA et al.,, 1997; OKUNO e MIYAZAWA,
2004).

A habilidade de fungos filamentosos em promover hidroxilagdes aromaticas
em acetanilida, anilina, benzeno, acido benzdico, bifenil, clorobenzeno, cumarina,
naftaleno, nitrobenzeno, tolueno e trés isémeros de xilenos foram avaliados em
trabalho realizado por Smith e colaboradores (1983). Para tal, foram testadas as

capacidades metabolizadoras de C. blakesleeana ATCC 8688a, Aspergillus niger
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ATCC 9241, A. ochraceous ATCC 1158w, Rhizopus stolonifer NRRL 1477 e C.
echinulata ATCC 9244. A selecao dos substratos em estudo se baseou no fato de que
cada um destes compostos ja tinha sido estudado em mamiferos, permitindo sua
comparagcao com os resultados encontrados pelos modelos microbianos sugeridos.
Foi detectado um alto grau de paralelismo entre produtos gerados por mamiferos e os
formados por fungos filamentosos, demonstrando que o padrao de hidroxilagdo para
os substratos estudados mimetizava a hidroxilagdo ocorrida em mamiferos (SMITH e
ROSAZZA, 1983).

Foster e colaboradores estudaram a biotransformac¢do do bloqueador -
adrenérgico propranolol por C. echinulata e os derivados formados foram comparados
aos metabdlitos humanos. Trés caminhos principais conduzem aos metabdlitos
humanos de fase | (4-hidroxipropranolol, desisopropilpropranolol, 1-acido
nafitoxilatico, propranolol glicol e 1-acido nafoxiacético) sendo a oxidagdo da cadeia
lateral e a hidroxilagdo aromatica. Todos os cinco metabdlitos de fase | encontrados
pela biotransformacdo do propranolol em humanos também foram formados em
incubagdes com C. echinulata, demonstrando a importancia deste fungo filamentoso
em estudos do metabolismo (FOSTER et al., 1989).

A tabela 1 resume outros exemplos de farmacos, relacionando os
metabdlitos obtidos na biotrasformagcdo em mamiferos e em fungos filamentosos,
ilustrando suas estruturas quimicas e respectivas atividades farmacolégicas

(AZERAD, 1999).
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Tabela 1: Relagdo de alguns farmacos utilizados em bioconversdo para estudo do
metabolismo por apresentarem os mesmos metabdlitos tanto em mamiferos quanto

nos fungos filamentosos.

MICRORGANISMO

ESTRUTURA

MAMIFERO

FARMACO/ATIVIDADE METABOLISMO METABOLISMO

MICROBIANO

Aspergillus terreus
e
Beauveria
bassiana

Streptomyces sp.

Cunnighamella sp.

Cunninghamella
echinulata
e
Beauveria bassiana

HO,,

Ansiolitico/Diazepam

CHy

Analgésico/Codeina

(0]

S

CHy

Antihistaminico/
Ciproheptadina

N

Antimalarico/
Praziquantel

0——CH;

N-desmetilacao;
C3-hidroxilagéo;
hidroxilagao
aromatica em
c-4

N-desmetilagao;

glicuronidagao;

oxidacao para
cetona

N-desmetilagao;
hidroxilagao
aromatica; 10,11
epxidagao, N-
oxidacao

Mono e
dihidroxilacao
anéisB,CeD

N-desmetilagao;
C3-hidroxilacéao;
hidroxilagao
aromatica em
c-4
(AZERAD, 1999)

N-desmetilagao;
C-14 hidroxilacao
(AZERAD, 1999)

N-desmetilagao;
C-1, hidroxilacao
aromatica em C-
2 e C-3; 10,11
epxidagao, N-
oxidacao
(AZERAD,1999)

C-7 hidroxilagao
anel D,
hidroxilagées nao
identificadas
(AZERAD, 1999)
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Inicialmente, pensou-se que apenas metabdlitos de Fase | eram produzidos por
microrganismos. No entanto, recentemente os trabalhos vém demonstrando um certo
numero de metabdlitos de Fase Il isolados e caracterizados em modelos microbianos
(AZERAD, 1999). Fungos do género Cunninghamella sao considerados na literatura
como portadores de alta capacidade metabdlica, sendo capazes inclusive de produzir
tais metabdlitos (CUTRIGHT, 1995; IBRAHIM et al., 1997; NING et al., 2003)

Zhang e colaboradores demonstraram que C. elegans produzem varias
enzimas catalisadoras de reagdes de Fase Il, dentre elas UDP-glicosil-transferase,
UDP-glicuronil-transferase e PAPS Sulfo-transferase, detectadas através da
bioconversdao do 1-naftol, com formacdo dos derivados conjugados ilustrados na

figura 8 (ZHANG et al., 1996).

CO H CH OH
: C % \J/

Nt

A
/T o

G

PN HG H /L
SO s
\I:*“Q.-/' \7’% I e

1-Naftilsulfato 1-Naftil p DB-glicuronidec 1-Maftil 3-D-glicosideo

Figura 8: Bioconversao do 1-naftol por C. elegans em seus derivados conjugados,
adaptada de Zhang et al., 1996.
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A glicosilagdo € uma reagédo que merece destaque especial neste contexto.
Isto porque os microrganismos parecem conjugar a D-glicose em sitios de
glicuronidagdo em mamiferos, corroborando o paralelismo entre as biotransformagdes
presente também na Fase Il (AZERAD, 1999). Como exemplo, pode-se citar a
conjugacao com glicose das flavonas de Psiadia arabica por C. elegans NRRL 1392.
Este fungo glicosilou a psiadiarabina e seu analogo 6-desmetoxi em seus respectivos

derivados glicosilados, como ilustrada na figura 9 (IBRAHIM et al., 1997).

C. elegans
Q >

\
CHs

Figura 9: Glicosilagdo das flavonas de Psiadia arabica por C. elengans NRRL 1392,
adaptada de Ibraim et al., 1997.

Hsieh e colaboradores produziram um derivado do acido kdgjico
funcionalizado pelo carboidrato glicopiranose, conjugado em aq, através da
bioconversao utilizando bactérias mutantes de Xanthomonas campestris, como

representado na figura 10 (HSIEH et al., 2006).
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o) e} HO OH
HO H  Xanthomonas campestris HO H m%:
S l_d
O O
Acido Kojico Acido Kgjico 7-O-a-D-glicopiranosideo

Figura 10: Bioconversao do acido kgjico a acido kéjico 7-O-a-D-glicopiranosideo por
Xanthomonas campestris, adaptada de Husieh et al., 2006.

Portanto, a funcionalizagcdo de moléculas por carboidratos, em reagdes de
bioconversao, ocorre principalmente pela habilidade de alguns fungos filamentosos
em realizar conjugag¢des com a D-glicose, inclusive com a conformagéao a. A presenca
de 2’-desoxiribosil-transferase, enzima capaz de transferir 2’-desoxiribose para anéis
de purina ou pirimidina, permitindo a sintese de nucleosideos, foi demonstrada em
Bacillus coagulans CECT 12, Bacillus psychrosaccharolyticus CECT 4074,
Lactobacillus sp. CECT 4219 e Psychrobacter immobilis CECT 4492 (FERNANDEZ-

LUCAS et al., 20086).

1.3 PARAMETROS QUE INFLUENCIAM AS REACOES DE BIOCONVERSAO

Os fungos filamentosos s&do organismos morfologicamente complexos
podendo apresentar estruturas diferentes em determinados momentos do ciclo de
vida e de acordo com o ambiente fisico em que se encontram. Os principais fatores
que influenciam nas caracteristicas das colénias fungicas s&o: concentracéo de
carbono, niveis de nitrogénio e fosfato, tracos de minerais, oxigénio, monoxido de

carbono, temperatura, pH, agitagdo, reologia. Outro fator importante a observar é a
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relacéo entre a formagao do produto e a morfologia do fungo empregado, parametro
que sofre muita influéncia e que apesar de muitos estudos a respeito nas ultimas
décadas ainda possui muitos questionamentos (PAPAGIANNI, 2004).

O pouco conhecimento da diversidade microbiana aumenta a importancia
de se realizar mais pesquisas sobre bioconversdo. O desenvolvimento analitico dessa
técnica pode gerar muito lucro para as industrias incluindo quimica, farmacéutica e
biotecnoldgica. A biologia e a engenharia quimica terdo grande avango na sintese de
catalisadores biomiméticos nos proximos anos. Assim em todo o mundo, estdo sendo
realizados estudos do monitoramento dos parametros para otimizar a utilizagédo dos
fungos filamentosos nos processos de bioconversdao (FERNANDES et al., 1998;

IBRAHIN et al., 2000; CANOVAS et al., 2005).

1.3.1 Periodo de Incubagao

Estudos de bioconversdao microbiana demonstram a importancia de se
padronizar o periodo de incubacgado. Tradicionalmente, as reagcdes de bioconversio
sao interrompidas entre 3 a 14 dias ap6s administracdo do substrato, variando de
acordo com a sua sensibilidade, uma vez que pode ser degradado em periodos
extensos ou ndo ser metabolizados em periodos curtos. Assim, torna-se necessario
observar o tempo ideal de incubagao de acordo com os metabdlitos que se deseja

obter (ABEL et al., 2003; CARDUS et al., 2004),
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1.3.2 Morfologia do Microrganismo

A estrutura vegetativa de crescimento de um fungo filamentoso consiste em
um filamento tubular conhecido como hifa, que se origina da germinagdo de um unico
esporo, estrutura reprodutiva. As hifas continuam a crescer e forma uma massa de
filamentos conhecida como micélio. Quando esse crescimento ocorre em meio
liquido, como culturas submersas, os fungos podem exibir diferentes morfologias,
variando de hifas dispersas a massa amorfa densa conhecida como “pellets”,
aglomerados esféricos de uma ou mais hifas. A morfologia desenvolvida por cada
fungo nesses meios consiste de um equilibrio entre forgas de coesao e desintegracao
e isso ira depender de varios fatores, dentre eles a caracteristica genética de cada
espécie, a natureza do inéculo, do meio constituinte e das caracteristicas fisicas as

quais esse meio esta submetido (KOSSEN, 2000).

O monitoramento dos parametros que podem interferir nas reagdes de
bioconversdo ¢é de fundamental importancia, visto que elas determinam a
predominancia da morfologia do fungo a qual influenciara nos diversos metabdlitos
formados. A mudanga na morfologia do fungo afeta o consumo de nutrientes e
oxigénio do meio de cultura além de provocar mudangas significativas na reologia,
aumentando a viscosidade da massa micelar e dificultando analises como a liquido-

gas (PAPAGIANNI, 2004).

A formacao de “pellets” também é influenciada pelo pH. Observa-se que
alguns fungos como A. niger possui diferentes comportamentos dependendo do pH

do meio de cultura em que se encontram. Os espéros dessa espécie sdo capazes de
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formar coagulos em pH 5,0 o que ndo é observado em pH 2,0 (SCHUGERL et al.,
1998).

A variagdo na morfologia também ¢é afetada pela temperatura. Schigerl e
colaboradores (1998) demonstraram em seus estudos que o volume celular e as
formas morfolégicas eram determinados pela variagdo da temperatura na faixa de 25
a 35°C. O maior volume celular foi obtido a 25°C, onde apenas “pellets” foram
observados. Os “pellets” formados apdés 50 horas de incubagcdo a 30°C
decompuseram-se em massa amorfa, ja a 35°C formou-se principalmente massa
amorfa e uma pequena quantidade de “pellets” e agregados foram formados.
Segundo esses autores essa mudanga na morfologia se deu devido a suplementagao
de oxigénio ser inadequada para as células em temperaturas elevadas, sugerindo que
a variacdo na morfologia ocorreu devido ao estresse que a cultura foi submetida

(SCHUGERL et al., 1998).

1.3.3 Temperatura de Incubacgao

Estudos do efeito da temperatura no crescimento fungico e na produgéo de
metabdlitos sdo poucos com relagao a fungos filamentosos. Apesar de a temperatura
ser um parametro facil de controlar, mudancas bruscas produzem mudancas
simultdneas em outros fatores que interferem na cultura dos microrganismos, como o
requerimento nutricional e pH (PAPAGIANNI, 2004). De acordo com Abel e
colaboradores (2003), a didesmetilagao ocorrida na bioconversao da buprenorfina por
C. echinulata NRRL 1384 pode ser praticamente inibida a 32°C e que a 28°C ocorre a

formacao maxima dos metabdlitos.
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As diferentes espécies microbianas variam amplamente na sua faixa de
temperatura 6tima para o seu crescimento, mas a maioria dos microrganismos
consiste em formas mesoéfilas nas quais a temperatura 6tima para crescimento é de
aproximadamente 27°C. Em altas temperaturas, o suplemento de oxigénio as células
torna-se inadequado, com formagao de massa amorfa em 30°C e de agregados em
35°C devido ao estresse (GIBBS et al., 2000).

Os extremos de temperatura afetam a velocidade de crescimento e podem
matar o microrganismo. A temperatura pode influenciar na tensdo de oxigénio, pH e
crescimento fungico, além de interferir no sistema de transporte de soluto. As
temperaturas viaveis para um bom crescimento do fungo sao valores entre 27 a 35°C

(PAPAGIANNI, 2004).

1.3.4 Velocidade de Agitagao

A forga de agitacao utilizada vai depender do fungo, da sua necessidade de
suprimento de oxigénio e nutriente, capacidade de fermentagédo ou metabolizagédo e
do volume de produtividade, além da resisténcia da hifa ao mecanismo de forca
estabelecido. Ja foi observado que mudancgas na forga de agitagdo podem reduzir a
produtividade esperada (CHEN e LIU, 1997; GIBBS et al., 2000).

A utilizagdo de agitadores mecanicos nos processos de bioconversao por
microrganismos € justificada para assegurar uma transferéncia suficiente do oxigénio
durante toda a incubacéo. Este ndo € o unico nutriente que pode tornar-se limitante
devido a uma pobre agitagdo, mas €& provavelmente o mais importante
fisiologicamente, pois sua limitagao pode resultar na supresséo ou até na inibigcao total

da producdo de metabdlitos em fungos aerdbios, apesar de sua concentragao,
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quando dissolvido no meio reacional, exercer pouca influéncia na morfologia das hifas
(GIBBS et al., 2000).

A agitacdo do meio de cultura deve ser constante, sendo que uma pobre
agitacdo resulta também em uma ma homogeneizagcdo do sistema, levando ao
mesmo tempo a uma limitagdo nutricional e a elevagao do nivel de estresse celular,
podendo resultar na degradacdo e/ou mutagdo da cepa. Uma agitagdo precaria
também pode alterar a transferéncia de calor e de oxigénio por toda a biomassa
dentro do recipiente de incubagdo. Este ultimo, trata-se de um fator critico para o
crescimento de fungos aerobios, devido a baixa solubilidade do oxigénio nos meios

liquidos, que é de 8,69 mg/L em agua a 25°C (GIBBS et al., 2000).

1.3.5 Meio de Cultura

A composicdo do meio de cultura utilizado em culturas submersas € um
fator a ser avaliado por influenciar tanto no crescimento quanto na formacao de
produtos pelo microrganismo. Por serem organismos heterotréficos, eles utilizam
compostos organicos como fonte de carbono e de energia, sendo que os mais
empregados sdo os agucares, seguidos de polissacarideos, aminoacidos, lipideos,
proteinas, etc. A omissao de nitrogénio no meio afeta profundamente o crescimento
fungico e a produgédo de metabdlitos, sendo assim esse elemento pode ser fornecido
na forma de amodnia, nitrato, compostos organicos; aminoacidos e proteinas; e soja.
Extrato de levedura, dentre outros, enquanto os fosfatos sdo empregados como
fontes de fésforo. Sabe-se ainda que meios de cultura ricos em nutrientes facilmente
assimilaveis reduzem formacao de “pellets” em fungos filamentosos (PAPAGIANNI,

2004).
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Em estudos de bioconversdo podem ser empregados diversos tipos de
meios diferentes, desde que atendam a uma composi¢cdo minima dos nutrientes
necessarios para o crescimento do microrganismo. Assim, Freitag e colaboradores
(1997), realizaram estudos de bioconversdo com diferentes meios de incubagio:
caldo extrato de levedura, caldo acido casamino, caldo peptona, caldo soja tripticase,
caldo Sabouraud dextrose, caldo extrato de malte e caldo Czapek dox. Os resultados
demonstraram que a composi¢ao do meio influenciou no metabolismo e que o caldo
extrato de levedura foi o que apresentou a melhor biossintese dos metabdlitos
estudados, comprovando a relevancia do fator nutricional (FREITAG et al.,1997).

Além disso, a composi¢cdo do meio de cultura influencia diretamente as
variagcbes de pH durante o crescimento do fungo. A tabela 2 relaciona alguns
exemplos de farmacos bioconvertidos por microrganismos e seus respectivos valores

de pH reacionais nos meios de cultura utilizados (ABOURASHED et al., 1999).
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Tabela 2: Relacdo dos valores de pH observados durante a bioconversdo microbiana
de alguns farmacos com suas respectivas estruturas quimicas e meio de cultura.

SUBSTRATO

MICRORGANISMO

pH MEIO DE CULTURA

CHs

o =
H &
H YoH
O OCN
O o

Ebastina

0

Ciproheptadina

Daidzeina

OH
QL
o O

Warfarina

Q

Cunninghamella
elegans
ATCC 9245

Cunninghamella
echinulata
ATCC 9244

Cunninghamella
blakesleeana

Cunninghamella
elegans
ATCC 9245 e
ATCC 36112

Aspergillus niger

Cunninghamella
elegans

Sabouraud dextrose,
6,5 sucrose, peptona
(AZERAD,1999).

Glicose, polipetona,
extrato de levedura,
extrato de malte
(AZERAD, 1999).

6,3= 6,5

Peptona, soja, extrato de
levedura, cloreto de
5,0 sédio, fosfato de potassio
dibasico, glicose
(SCHWARTZ, 1996).

Caldo Sabouraud
5,6 dextrose
(ABOURASHED, 1999).

Sacarose, glicose,
polipetona, sulfato de
magneésio
heptahidratado, cloreto
de potassio, fosfato de
potassio dibasico, FeSO,
heptahidratado
(MIYAZAWA, et al 2004).

7,2

Dextrose, farinha de soja,
cloreto de sddio, fosfato
7,0 de potassio dibasico,
extrato de levedura, agua
destilada (PAZINI, 2006).
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1.3.6 pH

O pH é mensurado avaliando a quantidade de ions H* presentes na
solugdo. Fungos filamentosos geralmente crescem em uma faixa de pH entre 4,0 e
9,0 tendo seu crescimento e esporulagdo maxima em pH proximo ao neutro. A
avaliacdo do pH é importante no processo de bioconversdo por microrganismos
devido a relagdo pH-crescimento fungico a qual pode ser observada através do
transporte do nutrientes, solubilidade dos nutrientes, reagdo enzimatica e fenbmenos
de superficie (PAPAGIANNI, 2004).

E importante destacar que o pH do meio de cultura pode influenciar na
morfologia da colbnia, sendo que valores superiores a 5,5, de um modo geral,
minimizam a formacao de “pellets” em meios liquidos. Geralmente cada espécie de
fungo possui um pH 6timo para o crescimento, para a formagdo de determinadas
estruturas da sua morfologia e para a produgcédo de metabdlitos. Exemplificando, o
Penicillium chrysogenum, durante a producéo da penicilina, tem como pH 6timo para
crescimento fungico valores que nao ultrapasse 7,0 e com a produgéo da penicilina ha
um aumento do pH no qual o valor estimado é de 7,4 (PAPAGIANNI, 2004).

Apés estudos que demonstram que as enzimas produzidas pelos fungos séo
pH sensiveis, a utilizacdo de reatores melhorou a capacidade de se obter um
metabdlito especifico e a produtividade do mesmo, visto que pode se monitorar com
maior eficiéncia o pH. Mas o fator mais relevante a ser observado é a capacidade de
alguns fungos produzirem determinadas enzimas somente em uma faixa de pH. Por
exemplo, geralmente ha formagao de a-amilase por A. niger em pH préximo a 6,0 em
contraste com o crescimento do fungo que ocorre na faixa de pH de 3,0 a 7,0

(PAPAGIANNI, 2004).
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Abel e colaboradores demonstraram em seus estudos sobre o efeito do pH
na sintese dos intermediarios da buprenorfina que a otimizagcao da bioconversao por
C. echinulata NRRL 1384 correu com o pH entre 5,0 e 6,0, sendo que a produgao
maxima ocorreu com pH 5,0, sendo mais favoravel ao processo de N-demetilacdo
catalisado por este microrganismo. A cinética da produgdo demonstrou que ocorreu
uma diminuicdo dos derivados em pH 6,0 e que o melhor crescimento do fungo
ocorreu em pH mais acido em torno de 5,0. Ja em pH 3,0, o crescimento fungico é
completamente inibido (ABEL et al., 2003).

Estudos realizados por Freitag e colaboradores com RAC-Mexiletina, um
agente antiarritmico, demonstraram a importancia do pH para biossintese dos
metabdlitos p-hidroxilados e hidroximetilados. A variagdo do pH em caldo extrato de
levedura ocasionou um decréscimo na quantidade formada de 7,6 até 8,0 na qual nédo
se encontrava mais nenhum metabdlito. Entretanto, este trabalho nada constatou com
relagdo a variacdo da preferéncia de sintese pelo composto p-hidroxilado, embora
ocorresse variagao na quantidade de derivado encontrado de acordo com a mudancga

do pH (FREITAG et al., 1997).

1.4 ESCALAS DE PRODUGCAO DOS METABOLITOS FORMADOS PELA

BIOCONVERSAO POR MICRORGANISMOS

De acordo com a variacdo na quantidade dos derivados formados na
bioconversao por microrganismos pode-se dividir a produgdo dos metabdlitos em
escalas laboratorial e industrial. A escala laboratorial é realizada em laboratérios de
pesquisa cientifica e pode ser subdividida em escala analitica, escala semi-

preparativa e escala preparativa. Apesar dos varios estudos de bioconversao ja
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realizados, ainda ndo se padronizou a quantidade de substrato utilizado e produto
formado em cada uma destas etapas. Assim, cada laboratério, de acordo com o
volume de pesquisa realizado, previamente define as quantidades que serao
utilizadas no processo de bioconversao. Ja a escala industrial é realizada para
producdo de matérias-primas, por exemplo farmacos, com obtencdo dos metabdlitos

em quantidades para producéo industrial de medicamentos (NUNES et al., 2007).

1.4.1 Escala Laboratorial Analitica

No inicio dos estudos de bioconversao, deve-se descrever a metodologia
que sera empregada e decidir qual o microrganismo que melhor realiza a
bioconversao do substrato selecionado. No LaBioCon (Laboratério de Bioconverséo),
esta escala é realizada durante o “screening”, no qual os fungos sdo semeados em
meio liquido com concentragao final de 0,1 g/L de substrato. Amostras sao coletadas
de 24 em 24 horas apoés a adicdo do substrato para realizar analises por métodos de
monitoramento adequados, principalmente cromatograficos (CARNEIRO et al., 2005;

CIRILO, 2006; PAZINI, 2006).

1.4.2 Escala Laboratorial Semi-Preparativa

A Escala Semi-Preparativa é realizada com o microrganismo previamente
selecionado na escala analitica, que teve um melhor rendimento na bioconversao do
substrato a ser estudado, evidenciado por sua cinética de reag¢do. Nesta etapa, no

LaBioCon, utiliza-se concentragao final de substrato de 0,5 mg/L no intuito de se obter
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uma quantidade de metabdlitos suficiente para sua elucidagao estrutural (CARNEIRO

et al., 2005; CIRILO et al., 2005; PAZINI, 2006).

1.4.3 Escala Laboratorial Preparativa

A escala preparativa, também realizada em laboratérios de pesquisa de
bioconversao, visa obter quantidades de metabdlitos suficientes para ensaios
farmacoldgicos e toxicolégicos. Pode-se utilizar biorreatores que tém capacidade
média de cinco litros de meio de cultura, e atingem maiores rotagcbes que as
incubadoras do tipo “shakers”. A variabilidade na economia do processo de
bioconversao varia com varios fatores dependendo do reator especifico e das

configuragdes necessarias (NUNES et al., 2007).

1.5 SINDROME DA IMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA (SIDA) E ZIDOVUDINA

1.5.1 SIDA e Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), mais conhecida pela
sigla AIDS, do inglés “Acquired Immunodeficiency Syndrome”®, foi detectada
inicialmente em 1981 em pacientes homossexuais masculinos procedentes de
grandes cidades americanas, que apresentavam sarcoma de Kaposi e pneumonia por
Pneumocystis carinii (BALINT, 2001). A descoberta do agente causador da SIDA so6
ocorreu em 1984, sendo posteriormente classificado como um retrovirus e

denominado Virus da Imunodeficiéncia Adquirida Humana (HIV) (MOCK et al., 1999).
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A SIDA é uma doencga pandémica e no mundo inteiro, estima-se que 33,4
milhdes de pessoas sendo 32,2 milhdes de adultos e 1,2 milhdes de criangas com
menos de 15 anos portadoras desta sindrome (PHIMISTER, 2003). No Brasil, os
primeiros casos surgiram em 1982 e atualmente, através de inquéritos soroldgicos
feitos pelo Ministério da Saude, constatou-se que cerca de 536.000 pessoas estao
infectados pelo HIV (SOUZA e STORPIRTIS, 2004).

Atualmente sdo conhecidos os virus HIV tipos 1 e 2, e o alvo principal do
virus HIV durante a infecgéo é o linfécito T CD4 (figura 11). Por esta razdo, o quadro
clinico da SIDA é determinado em func&o da contagem sanguinea de linfocitos T CD4
no individuo infectado com o HIV e da caracterizagdo das condigdes clinicas
relacionadas a infecgao pelo HIV (GALLO e MONTAGNIER; 2003).

O mapa genético do HIV mostra trés regides principais: a regidao gag, que
codifica as proteinas estruturais internas p17 (MA), p24 (CA), p7 (NC) e p6, a regiao
pol, que codifica a protease (p11, PR), transcriptase reversa (p66/p51, TR) e integrase
(p31, IN) e, finalmente, a regido envelope, responsavel pela codificagdo das proteinas
do envoltorio, gp120 (SU) e gp41 (TM). O genoma do HIV-1 codifica ainda seis outras
proteinas acessorias, sendo duas (tat e rev) relacionadas com a regulagédo da
expressao génica (SIMON et al., 2001).

Internamente as glicoproteinas de superficie (gp120 e gp41) e a membrana
de lipidios, a proteina p17 completa o envelope viral. Ja o cerne ou capsideo viral é
envolvido pela proteina p24. No interior do capsideo ha duas copias do RNA
gendmico de mono-fita (35S RNA) que, supostamente, existe na forma de uma
ribonucleoproteina contendo transcriptase reversa (TR), Integrase (IN) e a proteina p7
(NC) de ligacao ao RNA. No interior do capsideo encontram-se ainda as proteinas p6,

Vif, Vpr e Nef, como pode ser visualizada na figura 11 (KILBY e ERON, 2003).
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Figura 11: Morfologia do virus HIV, desenhada no programa Chem Draw.

Apds o contato com o virus, a soro-conversao ocorre entre duas e trés
semanas apos a infeccdo primaria. A maior parte dos individuos passa a apresentar
sorologia positiva para o HIV entre quatro e dez semanas apds a exposigdo. Os
individuos com contagens de CD4 inferiores a 50 células/mm?® s&o considerados em
estagio avancado de infecgdo pelo HIV, estando esse estagio relacionado a uma
sobrevida mediana entre 12 e 18 meses quando a infecgdo nao é tratada (EGGER et.
al. 2002).

A sobrevida dos pacientes com SIDA aumentou com o advento da terapia
anti-retroviral que desde 1996 vem reduzindo a mortalidade por esta sindrome
(HADDAD et al., 2002). Atualmente, o Ministério da Saude adotou politica de controle
da disseminagdo da SIDA no Brasil e assisténcia farmacéutica aos individuos
infectados pelo HIV. Esta inclui, entre varias outras iniciativas, um programa de
acesso universal e gratuito aos medicamentos anti-retrovirais na rede publica de
saude (BRASIL, MS 2002).

O ciclo de replicagao do HIV apresenta diversos eventos exclusivamente

relacionados a componentes virais, que podem ser utilizados como alvos para
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intervencdo quimioterapica. Os compostos disponiveis como farmacos anti-HIV,
atuam na inibicdo no sitio de ligagdo da enzima transcriptase reversa, na inibi¢cao
alostérica da transcriptase reversa ou na inibicdo competitiva da protease. Sendo que,
uma eficacia clinica efetiva foi alcangada com a combinagao de diferentes inibidores
de transcriptase reversa e inibidores de protease (PARANG et al., 1998).

Apesar deste avango terapéutico efetivo, que permitiu o aumento da
expectativa de vida de pacientes soropositivos, a cura da SIDA ainda nao foi
alcancgada. O principal fator envolvido € a alta taxa de ocorréncia de mutagdes no HIV,
conferindo resisténcia aos quimioterapicos utilizados. Além disso, virus residentes em
linfocitos T de memoria ndo sdo erradicados através da terapia disponivel, e mesmo
os individuos que tornam sua carga viral indetectavel ndo estdo curados, pois se
suspenderem o emprego dos farmacos, o virus volta a aparecer (GOREMAKER,
2001).

Uma vez integrado ao genoma humano, o virus se torna realmente
inacessivel a qualquer tipo de medicamento; esta forma, denominada pré-virus, fica
escondida no genoma e, quando a célula na qual penetrou ativa-se, o virus volta a
replicar. Possivelmente esta é a explicagao para a ndo-resisténcia a farmacos aliada a
persisténcia do virus. Assim, o desenvolvimento continuo de farmacos ativos contra
cepas de HIV resistentes aos quimioterapicos disponiveis bem como a obtencao de
agentes anti-HIV que atuem por outros mecanismos de agdo se faz necessario e

urgente (MONTANER et al., 1998).
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1.5.2 Zidovudina (AZT) e Inibidores de Transcriptase Reversa (IsTRN)

Os farmacos inibidores de transcriptase reversa nucleosideo-nucleotideos
(IsTRN) foram assim qualificados com base em sua capacidade de interagcéo
especifica com a transcriptase reversa (TR) de HIV-1. A auséncia de uma enzima
analoga a TR em células humanas e o conhecimento prévio destes inibidores
utilizados no tratamento de retroviroses, tornaram a inibicdo da TR o alvo terapéutico
obvio para o tratamento da infecgéo por HIV. O local de atuagao dos IsTRN, o sitio de
ligacdo do substrato, € o de dominio catalitico da transcriptase reversa, o
heterodimero p66/p51, denominado de dominio palma (WEISS, 2002).

Dentre os IsTRN que estdo disponiveis comercialmente para o tratamento
da infecgéo por HIV pode-se destacar: zidovudina (AZT), didanosina (ddl), estavudina
(d4T), zalcitabina (ddC), lamivudina (3TC), abacavir (ABC) e tenofovir diisopropil
(viread), e a figura 12 mostra algumas de suas estruturas quimicas (MOORE et al.,

2000).
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Figura 12: Alguns dos farmacos inibidores da transcriptase reversa nucleosideo-
nucleotideo disponiveis no mercado: (A) ddl, (B) d4T, (C) ddC, (D) 3TC, (E) ABC, (F)
Viread, adaptada de Moore et al., 2000.
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O ponto chave para a atividade anti-HIV dos analogos de nucleosideos ¢é a
etapa inicial de fosforilagdo por quinases intracelulares. Estes farmacos precisam
sofrer fosforilagao intracelular que os converte a sua forma 5'-trifosfato, a qual atua
como um inibidor competitivo ou um substrato alternativo da enzima transcriptase
reversa. Se o inibidor for incorporado a cadeia de RNA, torna-se impossivel a
continuidade do crescimento desta. Assim, os ISTRN atuam como terminadores de

cadeia, como pode ser visualizado na figura 13 (SOUZA e ALMEIDA, 2003).
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Figura 13: Esquema geral da fosforilagdo dos farmacos inibidores da transcriptase
reversa, adaptado de Souza e Almeida, 2003.

Dentre os IsTRN, a zidovudina foi o primeiro farmaco para o tratamento da
SIDA aprovado para comercializagdo pelo 6rgdao americano de controle sobre
produtos farmacéuticos, o “Food and Drug Administratration” (F.D.A., 1995). Sua
estrutura quimica 3’-azido-2’,3’-didesoxitimidina, € semelhante a timidina endogena
(figura 14), diferenciando apenas pela presenca de um grupo nao reativo azido (N3),

no anel da ribose ao invés da hidroxila na posigéao 3’ (SOUZA e ALMEIDA, 2003).
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Figura 14: Estrutura Quimica da timidina, zidovudina e modelo bola-bastdo da
zidovudina, desenhada no programa ACD Labs, adaptada de Souza e Almeida, 2003.

A zidovudina foi sintetizada inicialmente como um agente anti-neplasico,
mas apresentou atividade anti-retroviral inibitéria do HIV-1 “in vitro”. A primeira rota
sintética da zidovudina, para preparacéao industrial, foi realizada por Horwitz (1964) no
laboratdrio Burroughs-Wellcome. Esta sintese tem como material de partida a timidina
e foi realizada em seis etapas com um rendimento global de 30%, possuindo como
etapa-chave a formagdo do intermediario ciclico 3, representada na figura 15

(HORWITZ et al., 1964 apud SOUZA e ALMEIDA, 2003).
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Figura 15: Primeira rota sintética desenvolvida por Horwitz (1964) na comercializagao
da zidovudina pelos laboratérios Burroughs-Wellcome, adaptada de Souza e Almeida,
2003.



59

Desde entdo, a zidovudina € amplamente utilizada para tratamento inicial
de adultos infectados pelo HIV, apresentando contagem de células CD4 inferior a 500
células/mL. Seu uso é indicado também para criancas com mais de trés meses de
idade e mulheres gravidas infectadas pelo HIV e seus recém-nascidos e em casos de
exposig¢ao ocupacional. Nos acidentes com materiais bioldgicos, o inicio imediato do
uso de profilaxia pos-exposicdao ao HIV com zidovudina esta associado a reducéo do
risco de transmissdo (MOODLEY et al., 1998).

A taxa de transmisséo vertical do HIV esta associada ao tempo de uso da
zidovudina, mesmo quando empregado tardiamente na gestacdo ou apenas no
recém-nascido. A mulher que apresenta teste rapido reagente deve receber
quimioprofilaxia com zidovudina aplicado por via intravenosa durante o trabalho de
parto e no parto, o recém-nascido deve receber xarope de zidovudina. Além disto,
seu uso esteve associado a reducdo na transmissao peri-natal do HIV, quando
utiizado durante a gestagdo, no trabalho de parto e pelo recém-nascido com
aleitamento artificial exclusivo (CARDO et al., 1997).

Devido a alta empregabilidade da zidovudina, desde a sua sintese, amplos
estudos de estrutura-atividade (SAR="Structure Activity Relationship") foram
realizados, o que permitiu a identificagdo das posi¢gbes e grupos farmacoforicos e

toxicoféricos que podem ser visualizados na tabela 3 (SOUZA e ALMEIDA, 2003).
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Tabela 3: Relacao estrutura-atividade em diferentes posicdes do nucleosideo.

POSIGAO ATIVO INATIVO

1 H, OH, NH; ou NHMe -

2 H, Me ou Halogénios OH, OMe ou OEt

3 Ligacdo N-C Ligagéao C-C

4 H OH

5 H, N3, F ou CH,OH, OMe, OEt, CN, NH,, SCN, alil, S-alquil,

CIBr ou I, Ligacao Dupla C-R;

Ligacao Dupla R¢-R>

6 Substituicdo do COH por S louN
ou O

7 OH CH2N3 ou Cabonilas

8 OH C,Nou$S

9 - S

10 - C,OouS

ESTRUTURA QUIMICA

a1 DI
_;\Ulllnn-

—
~ N
—
N
~

3)
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1.5.2.1 Mecanismo de Acao e Metabolismo da Zidovudina

Para exercer sua acao anti-viral contra o HIV, a zidovudina deve ser
fosforilada dentro dos linfécitos. Seu mecanismo de agao envolve a inibicdo da
incorporacdo da timidina dentro do RNA viral por meio da transcriptase reversa,
levando consequentemente ao fim da cadeia de RNA realizado pelo farmaco ativo
AZT-trifosfato (AZT-TP) (MOORE et al., 2000).

A efetiva acdo da zidovudina no tratamento da infeccdo pelo HIV se
concentra em torno de sua afinidade seletiva maior pela transcriptase reversa do HIV
do que pela polimerase do DNA humano (FURMAN et al., 1986; ST. CLAIR et al.,
1987). As polimerases a e 3 do DNA celular sdo enzimas importantes na sintese e
reparagao do DNA celular e sdo de 50 a 100 vezes menos sensiveis a zidovudina que
a transcriptase reversa, mas a polimerase y do DNA mitocondrial tem inibi¢cdo clinica
relevante a concentragcbes de zidovudina. Esta inibigdo da DNA polimerase y esta
envolvida na toxicidade hematolégica com o uso do farmaco “in vivo” (FURTADO et
al., 1999; TAYLOR, 2008).

A zidovudina apresenta trés vias importantes de metabolismo que podem
ser visualizadas na figura 16. E fosforilada no interior da célula para monofosfato de
zidovudina (AZT-MP) através da enzima timidina quinase celular; o monofosfato se
converte em difosfato (AZT-DP) pela agcdo da timidilato quinase celular e logo se
converte em trifosfato (AZT-TP) através da pirimidina nucleosideo difosfato quinase.
O trifosfato de zidovudina compete como substrato com o trifosfato de timidina natural
para se incorporar as cadeias do DNA viral, que se formam pela agao da transcriptase

reversa do retrovirus (DNA polimerase dependente de RNA) (VEAL e BACK, 1995).
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Figura 16: Esquema representando as trés vias de metabolismo da zidovudina em
humanos, adaptada de Veal e Back, 1995.
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Uma vez incorporado, os anabdlitos 5-trifosfato de zidovudina interrompem
prematuramente o crescimento da cadeia de DNA, ja que o grupo 3'-azido impede
novas unides fosfodiéster-5'-3' e, portanto, inibe a divisdo do virus. A afinidade da
zidovudina com a transcriptase inversa do retrovirus € maior que com a DNA-
polimerase humana e permite a inibicdo seletiva da replicagdo viral sem bloquear a
replicagao celular (PARANG et al., 1998).

Mensurar a fosforilagao intra-celular da zidovudina nos pacientes seria a
chave para o conhecimento de sua eficacia e citotoxicidade. Importantes e recentes
trabalhos demonstraram que pacientes HIV deteriorados (com contagem de linfocitos
CD4 abaixo de 100 células) tém um decréscimo correspondente da AZT-
monofosforilase intracelular o que acarretaria em implicagdes toxicolégicas.
(BERGER, et al., 1999; RIDDLER, 2008).

Entretanto, em termos quantitativos provavelmente menos de 1% do perfil
metabdlico segue esse caminho. Além da fosforilagdo, a zidovudina ainda tem mais
duas outras rotas metabdlicas que levam a formacado de dois outros metabdlitos. A
glicuronidagao é o caminho predominante do metabolismo da zidovudina, e em torno
de 30 a 40% do farmaco é conjugado com o acido glicurdnico, pela acdo da enzima
UDP-glicuronil transferase (UDPGT) resultando na formagédo do 3’-azido-3’-deoxi-5’-
beta-D-glicofuranosil-timidina ou 5’-glicuronil-zidovudina ou GZDV. Cerca de 60 a
70% do farmaco nao é metabolizado sendo eliminado inalterado pela urina (VEAL e
BACK, 1995).

A glicuronidagdo da zidovudina tem sido caracterizada por estudos em
microssomos hepaticos humanos, nos quais a indometacina, por exemplo, foi usada
para demonstrar a inibigdo “in vitro” da conjugacao da zidovudina. Alguns farmacos,

como o naproxeno, a probenicida e o fluconazol, que as vezes sao co-administrados
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em pacientes portadores do HIV, podem interferir na glicuronidacédo e ocasionar
aumento da atividade da zidovudina, bem como da sua tocixidade. Tanto a
zidovudina quanto o GZDV, seu principal metabdlito, foram determinados “in vivo” em
amostras clinicas por CLAE com boa reprodutividade (BEACH, 1998).

O terceiro passo metabdlico é ocasionado por uma reagao de redugdo com
a formagcdo de 3’-amino-3’-desoxitimidina (AMT). A formagdo do AMT é
provavelmente mediada por enzimas citocromo P-450 e por NADPH citocromo P-
450 redutase. O pico da concentragao plasmatica do AMT em pacientes usando
zidovudina é aproximadamente 10 a 15%. Este metabdlito € de grande importancia
devido sua potencial citotoxicidade (DOMS, 2004).

Eagling e colaboradores (1994) realizaram estudos do metabolismo da
zidovudina em microssomos de figado humano “in vitro” buscando a caracterizagao
das enzimas envolvidas nas etapas de sua redugcdo a AMT, pela avaliacdo de
inibidores de enzimas envolvidas nestas reagdes. A maior inibicdo foi observada com
cetoconazol (50% de inibigdo da concentragao produzida = 78,0 uM), que agiu como
inibidor ndo seletivo de varias isoenzimas CYP, sugerindo que a reducdo da
zidovudina seja provavelmente mediada tanto pelas enzimas do citocromo P-450,
quanto do NADPH citocromo P-450 redutase (VEAL e BACK, 1995).

Embora o AMT seja o metabdlito de menor quantidade a ser formado, ele é
de grande importancia, pois estudos usando células progenitoras hematopoiéticas
demonstraram que ele é cinco a sete vezes mais toxico ao homem que a zidovudina.
Além disso, observou-se em ratos um decréscimo do gene |IL-562 para transcri¢ao de
células leucémicas, com um correspondente decréscimo no sistema hemoglobinico
(EAGLING et al., 1994).

A maioria dos pacientes recebendo zidovudina tem toxicidade



65

hematoldgica, que resulta em anemia e granulocitopenia sendo importante
buscarmos a relacado entre a formacao do AMT e estes efeitos. Embora o citocromo
P-450 esteja normalmente associado com reac¢des de oxidagdo, tem sido relatado
que ele também esta envolvido com a reducéo de varios grupos, dentre eles o grupo
azido (URLACHER e SCHMID, 2006).

Com o conhecimento adquirido nestes 20 anos de epidemia, consegue-se
hoje transformar uma infeccdo potencialmente letal em uma doenca crbnica e
controlavel. Apesar do tratamento da SIDA por quimioterapia ter avangado muito nos
ultimos anos, a busca por farmacos mais potentes a diferentes tipos de HIV
resistentes, com baixos efeitos colaterais e custos reduzidos, tem sido objeto de
intensa pesquisa e continua a ser uma area muito promissora, buscando-se
proporcionar uma vida mais digna e produtiva para as pessoas soro-positivas
(SOUZA e ALMEIDA, 2003).

O conhecimento sobre a rota metabdlica é util ndo sé no desenho de novos
farmacos, mas no aperfeicoamento daqueles ja existentes (AZERAD, 1999). A
utilizacdo da bioconversdao como modelo microbiano do metabolismo de mamiferos
pode ser aplicada como uma ferramenta util para se compreender mais sobre o
metabolismo da zidovudina e obter derivados valiosos com farmacocinética
melhorada, menor toxicidade, com novas ou diferentes atividades, dado o grande
numero de reagdes que os fungos podem realizar no substrato.

A eficacia da bioconversdao da zidovudina por microrganismo foi
anteriormente demonstrada por Kruszewaska e colaboradores. Este trabalho
detectou a presenca de pequena quantidade de um composto por CLAE apds dois
dias de reagao microbiolégica com Stenotrophomonas maltophilia e apos dez dias

de transformacao somente 3% da zidovudina permanecia inalterada. O rendimento
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da reacgao foi em torno de 97% e um novo produto foi purificado e analisado por
métodos espectroscopicos; El, EM, RMN ®C e 'H. Através destas técnicas, foi
possivel comprovar a biotransformacédo da zidovudina em um novo produto, ainda
ndo relatado na literatura, o 3’-azido-3’-deoxi-p-ribosiltimina, um metabdlito
hidroxilado da zidovudina. A figura 17 mostra introdugdo de um grupo OH no atomo
do carbono C2’ no anel da ribose (KRUSZEWSKA et al., 2003).
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Figura 17: Estrutura quimica da zidovudina e seu metabdlito hidroxilado produzido por
bioconversao com S. maltophilia, adaptada de Kruszewska et al., 2003.

Estudos realizados no Laboratério de Bioconversdo na Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal de Goias indicaram que as distribuicbes dos
metabdlitos observadas na bioconversao da zidovudina para cada uma das cepas
testadas na triagem foram diferentes, sendo possivel selecionar a melhor cepa para
producéo dos derivados em grande quantidade. A analise do sobrenadante identificou
que a melhor produgcdo de metabdlitos da zidovudina ocorreu com o fungo
Cunninghamella echinulata ATCC 9244 e a presenga de zidovudina residual com
interrupcdo da incubacdo em um periodo de 96 horas apds administracdo do

substrato (RIOS et al., 2005).
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Assim, observou-se a viabilidade de aplicar os processos de bioconversao
com a finalidade de obter os principais metabdlitos microbianos formados em maior
escala para elucidacéo estrutural e futuros estudos farmacologicos e toxicoldgicos,

que podem vir a caracteriza-los como novos candidatos a protétipos de farmacos.
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2 OBJETIVOS

o Aplicacédo da bioconversdo da zidovudina por Cunninghamella echinulata
ATCC 9244.

o Avaliagcdo dos parametros reacionais empregados no processo de

bioconversdo da zidovudina por C. echinulata ATCC 9244 como: periodo de
incubagcdo, morfologia macroscopica, velocidade de agitacdo, temperatura,

composigao do meio de cultura e variagéo do pH.

o Identificacdo, purificacdo e caracterizacdo dos derivados funcionalizados

formados com a bioconversdo da zidovudina
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3 MATERIAIS E METODOS

No presente trabalho, para a bioconversao da zidovudina por Cunninghamella
echinulata ATCC 9244, foram feitas seis incubacbes em escala semi-preparativa,
sendo que em cada uma foi alterado pelo menos um dos parametros que podem
interferir no processo de bioconversao (tabela 4). Os parametros avaliados, na
tentativa de otimizagdo, foram: periodo de incubagao, temperatura, velocidade de
agitacdo, quantidade de componentes do meio reacional e variagdo do pH. Apéds a
identificagdo da melhor velocidade de agitacdo e temperatura de incubacédo na
bioconversao da zidovudina, no intuito de avaliar a influéncia do meio reacional, foram
testados, em escala semi-preparativa, o meio liquido PDSM com diferentes
concentragdes de fontes de carbono e nitrogénio. Foram observadas as alterages
macroscopicas que ocorreram na morfologia do fungo apdés os ensaios e a
interferéncia das condi¢des reacionais no rendimento da reacéo.

Tabela 4: Relagdo dos paradmetros alterados durante as incubacdes realizadas na
bioconversao da zidovudina por C. echinulata ATCC 9244.

A 10 20 30 40 50 60
PARAMETROS
Ensaio Ensaio Ensaio Ensaio Ensaio Ensaio

VELOCIDADE DE
N 200 200 250 250 250 250
AGITACAO (rpm)

TEMPERATURA DE
) 27 29 27 29 29 29
INCUBAGAO (°C)

PDSM PDSM PDSM PDSM PDSM PDSM
MEIO REACIONAL
Padrao Padrao Padrao Padrao | [

Legenda: Potato Dextrose Soy Medium
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3.1 SUBSTRATO

O substrato utilizado neste estudo foi o anti-retroviral zidovudina (AZT),
gentilmente fornecida pela Industria Quimica de Goias (IQUEGO), identificada com
lote da IQEGO 26902/004, lote de fabricacdo 28047/04 e validade 12/2010. Sua
caracteristica morfolégica é de um pé branco, amorfo, soluvel em etanol, com faixa de
pH que varia de 3,5 a 5,5 e pKa igual a 9,8, sua férmula molecular € C1oH13N504 €
seu peso molecular é de 267,24 (EUROPEAN PHARMACOPEIA, 1997; MESPLET et

al., 2001).

3.2 MICRORGANISMO

O microrganismo utilizado na bioconversdo da zidovudina foi a
Cunninghamella echinulata ATCC 9244, procedente da colecdo American Type
Culture Collection, selecionado baseando-se em estudos realizados anteriormente
por Rios e colaboradores (2005) no LaBioCon na Faculdade de Farmacia da

Universidade Federal de Goias.

3.3 TECNICAS MICROBIOLOGICAS

3.3.1 Meios de Cultura

Para as incubagdes deste trabalho, foram utilizados os meios Agar batata,

PDSM Padrao (Potato Dextrose Soy Medium), PDSM | e PDSM Il, cujos

componentes estao relacionados na tabela 5.
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Tabela 5: Relacdo das quantidades, marcas e lotes dos componentes utilizados na
preparacdo dos meios de cultura Agar Batata, PDSM Padrao, PDSM | com 25% a
mais de Dextrose e PDSM Il com 25% a mais de Lecitina de Soja.

COMPONENTES QUANTIDADE MARCA LOTE
Meio Agar Batata
Potato Dextrose Agar 39,09 Merck VM190530350
Agua Destilada gsp. 1000 mL
Meio PDSM Padrao
Peptona Bacteriologica 509 Synth 71943
Dextrose 20,0g CRQ 100001\05
Lecitina de Soja 509 Inlab 827700
Fosfato de Potassio Monobasico 5049 Synth 71753
Cloreto de Sadio 509 Dinamica 18042
Extrato de Levedura 3,09 Vetec 032958
Agua Destilada gsp. 1000 mL
Meio PDSM |
Peptona Bacterioldgica 50¢g Synth 71943
Dextrose 25049 CRQ 100001\05
Lecitina de Soja 5049 Inlab 827700
Fosfato de Potassio Monobasico 509 Synth 71753
Cloreto de Sodio 50¢g Dindmica 18042
Extrato de Levedura 3,049 Vetec 032958
Agua Destilada gsp. 1000 mL
Meio PDSM II
Peptona Bacteriologica 509 Synth 71943
Dextrose 20,0g CRQ 10000\05
Lecitina de Soja 6,25¢g Inlab 827700
Fosfato de Potassio Monobasico 509 Synth 71753
Cloreto de Sadio 509 Dinamica 18042
Extrato de Levedura 3,09 Vetec 032958
Agua Destilada gsp. 1000 mL
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3.3.1.1 Meio Sélido Agar Batata

Para preparar o meio de manutencao da C. echinulata ATCC 9244, foram
dissolvidos 39 gramas do agar batata em quantidade suficiente para 1000 mL de
agua destilada. O agar foi mantido em contato com a agua por cinco minutos e em
seguida levado ao forno microondas para total solubilizagdo. Foram distribuidos
aproximadamente 2 mL do meio em tubos de vidro, com tampa de rosca e foram
autoclavados por quinze minutos a 121°C e 1 atm para esterilizagdo. Os tubos foram
mantidos inclinados a temperatura ambiente, até a completa solidificagcdo dos meios,

e armazenados em geladeira a 4°C, para posterior repique e manutengao da cepa.

3.3.1.2 Meio Liquido PDSM Padrao

A lecitina de soja foi pesada e solubilizada previamente em um béquer com
auxilio de agitador magnético. O restante dos componentes do meio foi pesado
separadamente e solubilizado em pequena quantidade de agua destilada em um
outro béquer.

A solucado de lecitina de soja foi adicionada aos outros componentes do
meio e o volume de 1000 ml completado com agua destilada. Apdés completa
solubilizagao, foram distribuidos 100 mL do meio em dez Erlenmeyers de 250 mL de
vidro e boca larga, que foram entdo autoclavados a 121°C e 1 atm durante quinze

minutos para esterilizagcao do meio.
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3.3.1.3 Meio Liquido PDSM |

Para o preparo do PDSM | foram seguidos os mesmos procedimentos de
preparo do meio PDSM Padréo, alterando apenas a quantidade de dextrose utilizada,

que teve um acréscimo de 25%, correspondendo ao peso de 25,0 g.

3.3.1.4 Meio Liquido PDSM Il

Seguiu os procedimentos de preparo do meio PDSM Padrdo, alterando
apenas a quantidade de lecitina de soja utilizada, que teve um acréscimo de 25%,

correspondendo a um peso de 6,25 g.

3.3.2 Solugéo de Glicerol a 25%

O veiculo utilizado para o transporte dos esporos da C. echinulata ATCC
9244 foi solugéo de glicerol a 25%, preparada a partir de uma solugdo mae a 87%
(Merck, lote: Z759694414). Apdés a diluicdo, a solucdo de glicerol a 25% foi
autoclavada a 120°C e 1 atm durante quinze minutos e armazenada em geladeira a

4°C.

3.3.3 Manutencao e Repique do Microrganismo

Sub-culturas de C. echinulata ATCC 9244 foram continuamente repicadas

para manutencéo da cepa e composi¢cao da colegcao do microrganismo do LaBioCon,

que ficaram mantidas em geladeira a 4°C. A cepa foi semeada em tubos de ensaio,
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contendo agar batata inclinado, com auxilio de glicerol a 25% Merck e incubada por
sete dias a 25°C em camara germinativa climatizada BOD (modelo Fanem 345
Micronal), para crescimento da cultura e formagao dos esporos que serviram para o
inbculo do PDSM. Ao final desse periodo, observou-se as caracteristicas
macroscopicas das coldnias e os tubos empregados na inoculagdo foram vedados

com Parafilme e armazenados no refrigerador.

3.3.4 Escala Laboratorial Semi-Preparativa: Semeadura do Microrganismo nos

Meios PDSM Padrao, |, Il e Adi¢cao do Substrato

Foram realizadas inicialmente quatro incubagées com o meio PDSM
Padréo no incubador rotativo Tecnal (modelo TE-420) com variagdes nos parametros,
temperatura e velocidade de agitagdo. O primeiro ensaio foi realizado a 27°C e 200
rom, o segundo a 29°C e 200 rpm, o terceiro a 27°C e 250 rpm e o quarto a 29°C e
250 rpm. Apo6s analises que identificaram as melhores condicbes reacionais de
temperatura e velocidade de agitagdo para a bioconvergdo da zidovudina pela C.
echinulata ATCC 9244 realizou-se o0 quinto e o sexto ensaio variando o meio de
cultura, utilizando para as incubacbées o meio PDSM | e o meio PDSM I,
respectivamente.

Os seis experimentos seguiram os mesmos procedimentos de semeadura.
Foram semeados dez Erlenmeyers com o meio de cultura reacional, sendo que em
cada um dos experimentos um Erlenmeyer foi mantido como controle da reagéao, para
avaliar possiveis interacbes entre o meio de incubagdo, o0 microrganismo que

realizara a bioconversao e com substrato em estudo.
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Foi acrescentado 1 mL da solugéo de glicerol a 25% autoclavada ao tubo
de ensaio contendo a cepa repicada apés sete dias de crescimento a 27°C na BOD.
O glicerol foi homogeneizado superficialmente as colbénias e 0,5 mL da suspensao de
esporos resultante foi utilizada para inocular cada um dos nove Erlenmeyers de vidro
de 250 mL e boca larga, contendo 100 mL de meio liquido PDSM. Um Erlenmeyer foi
mantido apenas com o meio PDSM e zidovudina, uma aliquota deste foi retirada e
congelada para controle, como branco do meio de cultura.

Seguiu-se a incubacdo dos Erlenmeyers no incubador rotativo Tecnal
(modelo TE-420) por 65 horas. Decorrido este periodo, foram pesados 500 mg de
zidovudina em balanga analitica que foram, solubilizados em 10 mL de etanol e 1 mL
da solugdo AZT/Etanol (50 mg/mL) foi transferido a cada um dos dez Erlenmeyers,
sendo que um ficou apenas com o meio e o substrato. Cada Erlenmeyer ficou com
uma concentracao final de 0,5 mg AZT/mL de meio. Antes da adigdo do substrato foi
retirada uma aliquota do meio de cultura com a cepa para analise de possiveis
interagdes do microganismo com o meio reacional.

Durante as incubacgdes, foram retiradas aliquotas, de forma asséptica, a
cada 24 horas apos a adigao do substrato. As amostras de 24, 48, 72, 96, 120 horas
do sobrenadante do meio reacional foram utilizadas para monitorar a reacdo de
bioconversao por cromatografia em camada delgada (CCD).

As aliquotas, coletadas com o auxilio de pipeta Pasteur, foram transferidas
para “eppendorfs” devidamente identificados, e centrifugadas em microcentrifuga
Fanem (modelo 243), e os sobrenadantes de incubagao foram supersaturados com
cloreto de sodio (Dinamica, lote: 18042) e extraidos com acetato de etila (v/v agitados

em vortex). A fracao do acetato de etila foi aplicada nas placas para analise em CCD.
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O pH do meio reacional foi acompanhado durante todo o processo reacional com fita

reativa MERCK.

3.4 FILTRAGCAO E EXTRACAO

As incubagdes foram interrompidas para a extracdo dos possiveis
metabdlitos, apos cinco dias de incubagcdo com o substrato. A biomassa contida nos
Erlenmeyers foi separada por filtragdo com gase em funil de Blchner e Kitasato sob
vacuo. Os micélios retidos na gaze foram extraidos com acetona, sob agitacao
constante no agitador magnético, por cerca de trés horas, sendo a massa fungica
separada do extrato por filtragdo comum com papel de filtro. O material biolégico
resultante foi autoclavado e posteriormente descartado. A solucdo resultante foi
rotaevaporada sob vacuo, mas uma quantidade de agua residual permaneceu nesta
fracdo. Essa solucdo foi entdo transferida para um béquer, ao qual foi adicionado
sulfato seco de magnésio (Vetec, lote: 011288) para que o excesso de agua fosse
absorvido. Apds, realizou-se um filtracdo em funil de vidro sinterizado numero quatro
e o extrato foi novamente rotaevaporado sob vacuo, resultando em um material seco

denominado fragdo cetdnica. A metodologia utilizada esta representada na figura 18.
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Biomassa
I

Extragcdo com Acetona
1

Filtracao

Rotaevaporacao -

Solucao Aquosa

| Sulfato Seco de Magnésio o

l Filtracao

| Rotaevaporacao .

FRACAO CETONICA

Figura 18: Etapas de obtencéo da fragao cetbnica apds incubagao da zidovudina com
C. echinulata ATCC 9244.

O filtrado obtido no Kitasato foi supersaturado com cloreto de sdédio
(Dinamica, lote: 18042) para diminuir a solubilidade dos metabdlitos na fragdo aquosa
e evitar a formagao de emulsdes. A fase liquida supersaturada foi filtrada sob vacuo
por uma camada de celite (Synth, lote: 69004). Apos essa filtragdo, a solugao
denominada fragdo aquosa antes da extragao foi transferida para um funil de adigao
de bola e extraida com trés partes (300 mL) de acetato de etila sob agitacédo
mecanica manual, obtendo-se duas fragdes: uma fragcdo aquosa apods extracdo e uma
fragcdo acetato de etila (AcOEt). A fragdo aquosa apds extragdo foi mantida em
refrigerador e posteriormente descartada apés verificagdo por CCD da auséncia de
metabdlitos nesta. Na fragdo AcOEt foi adicionado sulfato de magnésio anidro (Vetec
lote 011288) para retirar o restante de agua que possa ter permanecido e esta sendo

entao filtrada em funil de vidro sinterizado niumero quatro e o solvente evaporado sob



78

vacuo, resultando em um material seco denominado fragdo AcOEt metodologia

utilizada esta representada na figura 19.

{ Cunninghamella echinulata ATCC 9244 |
. I
‘ Cultivo em meio PDSM sob agitagao durante 65h
' [
‘ Adicao do substrato - Zidovudina
I \
| Interrupgéo da incubacéo em 5 dias
, I '
J Biomassa
1
{ Filtragdo a vacuo

|7 Sobrenadante de incubagéo super- ’

FRACAO \ saturado
CETONICA |

I Filtracdo em celite \

Extracdo com acetato de etila

\ FRACAO AcOEt

Figura 19: Fluxograma da metodologia utilizada na obtengdo das fragbes AcOEt e
cetdnicas.

Todas as seis incubacgdes realizadas com variagdes nos parametros
velocidade de agitagdo, temperatura e meio de cultura seguiram o mesmo
procedimento para producao das fracbes AcOEt e cetdnicas, e as fracdes obtidas em
cada ensaio foram identificadas pelo numeral romano correspondente I, II, lll, IV, V e

VI.
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3.5 IDENTIFICACAO E PURIFICAGAO DOS METABOLICOS

Os metabolitos formados a partir da bioconversao da zidovudina por C.
echinulata ATCC 9244 foram identificados por cromatografia em camada delgada
(CCD) e purificados por cromatografia em coluna de vidro e recristalizagdo. Para a
realizagdo das técnicas cromatograficas e recristalizagdo, foram utilizados os

solventes relacionados na tabela 6.

Tabela 6: Relagao dos solventes, com suas respectivas marcas e lotes, utilizados nas
técnicas de cromatografia e recristalizagao.

SOLVENTES MARCA LOTE
Acetato de Etila Vetec 0480059
Acetonitrila Vetec 0654387
Acetona Synth 6827065
Diclorometano Vetec 126559
Etanol grau HPLC CRQ 493.04/2
Hexano Synth 9874626

Metanol grau HPLC Omnisol 43036307
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3.5.1 Técnicas Cromatograficas

3.5.1.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A CCD foi uma técnica empregada no monitoramento de reacgdes de
bioconversao e para a avaliagao qualitativa dos provaveis metabdlitos formados.

Na CCD, foram utilizadas como fase estacionaria cromatoplacas de
aluminio 20x20cm preenchidas com silica gel 60 F2s4, espessura da camada de silica
de 0,25cm (placa analitica) ALUGRAM SIL G/UV (Macherey-Nagel, Germany) e as
fases méveis testadas foram: AcOEt, acetato de etila/metanol (AcOEt/MeOH) 70:30,
AcOEt/MeOH 90:10 e AcOEt/MeOH 95:05. As placas cromatograficas foram
visualizadas em camara de luz ultra violeta (UV) a 254 nm e 365 nm e reveladas por

vapor de iodo. Diferentes valores de Rfs foram determinados.

3.5.1.2 Cromatografia de Adsor¢cao em Coluna de Vidro sob Vacuo

A cromatografia de adsorgdo em coluna de vidro sob vacuo foi uma
metodologia empregada na tentativa de separar os produtos presentes apenas nos
extratos brutos das fracbes AcOEt I, Il, Ill e IV, formados com a bioconversdo da

zidovudina pela C. echinullata ATCC 9244, representada na figura 20.



81

~,

Fracdo AcOEt Fracdo AcOEt
[l 1]

\

Fracao AcOEt
vV

Fracao

AcOE| Q

Cromatografiaem
Coluna

Figura 20: Fragbes AcOEt utilizadas na cromatogafia de adsorgdo em coluna de vidro
sob vacuo para purificacdo dos extratos obtidos na bioconversao da zidovudina pela
C. echinullata ATCC 9244.

Foi utilizada uma coluna de vidro com 26,5x2,0 cm de didmetro, torneira de
teflon e boca esmerilhada. A fase estacionaria utilizada foi silica gel 60 Vetec, 0,063 —
0,200 mm (70-230 mesh) e a fase mével AcCOEt/MeOH 95:05 a 25°C (temperatura
ambiente). A coluna cromatografica foi colocada em um suporte de metal, para iniciar
a sua preparacao e ao fundo da coluna foi adicionado |& de vidro e areia lavada e
calcinada em quantidade suficiente para cobrir toda a |& de vidro. Em um béquer,
misturou-se a silica gel para cromatografia em coluna na fase mével (AcOEt/MeOH
95:05) e toda a fase estacionaria foi transferida com auxilio de um funil para a coluna
de vidro. Posteriormente, fez-se a compactacdo dessa silica com vacuo até a
formacado de uma coluna uniforme com cerca de 20 cm e a fase movel ficou acima
dela em torno de 2 cm. Os extratos brutos foram solubilizados em pequena
quantidade de fase mével AcOEt/MeOH (95:05) e adicionados a coluna com auxilio

da silica que incorporou as amostras. Apos aplicacdo do extrato, foi adicionado mais
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um pouco de areia lavada e calcinada selando a coluna. Foi acoplada uma ampola de
vidro a coluna com a fase moével para que esta escoasse pela coluna de forma lenta e
continua. Foram coletados 2 mL da solugao que eluiu da coluna totalizando cinqlienta
fragdes.

O monitoramento da coluna foi feito por CCD, utilizando como fase
estacionaria placa de aluminio analitica de silica gel 60 Fys4 espessura 0,25 cm,
20X20 cm, da ALUGRAM SIL G/UV, fase movel AcOEt/MeOH 95:05, visualizadas em
UV 254 e 365 nm e revelados vapor de iodo. Pela similaridade dos derivados
apresentados na CCD, os tubos que continham os mesmos fatores de retencéo (Rfs)
foram agrupados, resultando em oito balées com diferentes manchas que foram

evaporados sob vacuo.

3.5.2 Recristalizagao

A recristalizagdo foi empregada no intuito de separar e purificar os
derivados, como uma metodologia adicional a cromatografia em coluna de vidro sob
vacuo. Foram utilizados solventes de diferentes polaridades para a separacao dos
produtos, e todo procedimento foi acompanhado por CCD.

A separacgao obtida na cromatografia em coluna de vidro realizada forneceu
um baixo rendimento o que inviabilizou as futuras analises de identificacdo das
moléculas, por isso foi necessario agrupar as oito fragdes resultantes da
cromatografia em coluna de vidro sob vacuo, fragdes AcOEt V e VI e fragbes
ceténicas I, Il, lll, IV, V e VI, reunindo assim os extratos dos seis experimentos,
formando um concentrado em um mesmo baldo, denominado extrato bruto |, que foi

realizadoa recristalizagao (figura 121).
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Fracdes da Fracbes AcOEt Fracoes
Cromatografia V, VI Cetbnicas
em Coluna [, 11, 1, IV, V, VI

4

Extrato Bruto |

4

Recristalizagao

Figura 21: Formagdo do extrato bruto | que foi utilizado para recristalizagdo e
obtencao dos produtos purificados formados a partir da bioconversdo do zidovudina
pela C. echinullata ATCC 9244.

A partir da obtencao desse extrato bruto, procedeu-se a recristalizagao por
diferenca de solubilidade seguindo a ordem crescente de polaridade da série
eluotropica dos solventes. A escolha dos solventes utilizados baseou-se nos
requisitos de que estes ndo deveriam reagir com a amostra, deveriam ser de facil
manipulacao, levando-se em consideracao também a volatilidade, a inflamabilidade e
a quantidade de substancia que seria capaz de dissolver os produtos em temperatura
ambiente e com temperatura elevada. A cada solvente empregado os precipitados
foram recuperados por decantacdo e separados dos sobrenadantes em balbdes de
vidros de fundo redondo distintos.

O primeiro procedimento iniciou-se com a solubilizagdo do extrato bruto |
em hexano a temperatura ambiente, para eliminar qualquer impureza apolar da

amostra. A seguir adicionou-se diclorometano, permanecendo um precipitado
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insoluvel no fundo do balédo, ao qual foi adicionado AcOEt. O precipitado foi separado
e solubilizado em metanol, o que provocou a formacao de cristais brancos insoluveis
que foram separadas em frasco ambar de vidro e denominados de LaBioCon 64, e o

sobrenadante foi chamado de extrato bruto I, (figura 22).

Extrato
Bruto |

=

PPT

Hexano

Insoluvel

Diclorometano

S —

PPT
Insoluvel

Acetato de
Etila

[ E—

PPT

Insoluvel

PPT
Insoluvel

LaBioCon 64 Sdl
Bruto |l

Porcao
Metanolica

Figura 22: Fluxograma das etapas envolvidas na formagao do LaBioCon 64.
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O extrato bruto Il foi seco a temperatura ambiente, foi adicionado
diclorometano sob aquecimento, observou-se a permanéncia de um precipitado
insoluvel no fundo do baldo e um sobrenadante escuro que foi separado em um outro
baldo de vidro. A este, foi adicionado acetona lentamente, que provocou uma
turvacdo na solugdo, ficando levemente amarelado. Esta solugdo foi resfriada
provocando a recristalizacdo de uma substancia levemente amarelada que foi
separada em frasco ambar de vidro denominada de LaBioCon 65 e um sobrenadante
denominado de extrato bruto Ill. As sequéncias desta etapa estdo esquematizadas na

figura 23.

Extrato
Bruto Il

Diclorometano

PPT Insollvel

+

Acetona

+

PPT Pouco
Souvel

Extrato
Bruto 11l

LaBioCon 65

Analise de El, J
RMN

Figura 23: Fluxograma das etapas da recristalizagdo do LaBioCon 65.

I._
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Ao extrato bruto Ill, seco a temperatura ambiente, foi adicionado acetonitrila
lentamente homogeneizando sob agitagdo manual, o que resultou em um precipitado
insoluvel ao fundo do baldo e um sobrenadante escuro. Apds a decantacio
solubilizou-se o precipitado com AcOEt, formando novamente um precipitado. O
sobrenadante foi separado, rotaevaporado e denominado de extrato bruto IV, e este
precipitado foi seco no dessecador de vidro com auxilio de silica azul formando um pé
acastanhado denominado LaBioCon 66 que foi separado em frasco ambar de vidro
(figura 24). Foi realizada analise de CCD e uma parte enviada para analise de
Espectrometria de Infravermelho (El) e Ressonancia Magnética Nuclear de carbono

(RMN "*C) e de hidrogénio (RMN "H).

Extrato
Bruto Il

Acetonitrina

Acetato de
Etila

S E—

PPT Pouco
Souvel

Extrato
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I_I

LaBioCon 66

Analisede EI,
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Figura 24: Fluxograma das etapas da recristalizagcdo do LaBioCon 66.
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3.6 CARACTERIZACAO DOS METABOLITOS

3.6.1 Técnicas Espectroscépicas

Uma vez purificados por recristalizacdo, os produtos obtidos foram
caracterizados por Espectroscopia no Infravermelho (V) e/ou Ressonancia Magnética

Nuclear de carbono (RMN "C) e hidrogénio (RMN "H).

3.6.1.1 Infravermelho

Para as andlises de El as pastilhas foram preparadas com KBr (Vetec,
Lote: 0054728) previamente dessecado em estufa a 120°C. Posteriormente, foram
colocados 100 mg no pastilhador seguido de compressdo em prensa hidraulica Perkin
Elmer (modelo 4037) com pressao de 10? toneladas por 2 minutos, para obtencao das
pastilhas finas e transparentes. As analises foram realizadas em aparelho de
Infravermelho BX/RX Perkin Elmer (modelo 60508). O equipamento foi mantido em
sala com temperatura e umidade controladas. A faixa espectral utilizada compreendia

ndmeros de onda entre 4000 e 4400 cm™, sendo utilizada resolucédo de 4 cm™.

3.6.1.2 Ressonancia Magnética Nuclear

As analises de RMN de "*C e 'H foram realizadas a temperatura ambiente,

no espectrémetro Mercury 300BB da VARIAN (7,05 T), utilizando sonda de 5 mm e

pulsos de 45,0. Foi operado nas frequéncias 75 MHz para carbono e 300 MHz para
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hidrogénio. A zidovudina, LaBioCon 65 e LaBioCon 66 foram analisados usando o

DMSO como solvente.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41AVALIACAO DOS PARAMETROS QUE INFLUENCIAM AS REACOES DE

BIOCONVERSAO DA ZIDODUDINA POR C. echinulata ATCC 9244

As reacgbes de bioconversdo sdo enzimaticamente catalisadas, e sendo
assim, sua velocidade e performance s&o influenciada por diversos fatores, como a
temperatura, concentragdo do substrato e pH. A utilizagdo de microrganismos como
modelo enzimatico requer ainda a avaliacdo de outros parametros, relacionados a
viabilidade das células, como a concentragdo de nutrientes e oxigénio. O
monitoramento destes parametros e a avaliagdo da influéncia destes no rendimento
das reacdes tem se tornado essencial. Neste trabalho, a bioconversao da zidvudina
por C. echinnulata ATCC 9244 foi realizada em escala laboratorial semi-preparativa
com diferentes condi¢cdes reacionais na tentativa de otimizar a reacéo e possibilitar a

transposigcao dos experimentos desenvolvidos para escala preparativa (biorreator).

4.1.1 Periodo de Incubagao

Estudos anteriores realizados no LaBioCon por Rios (2005), indicaram que
a 96 horas de incubagédo de C. echinulata com zidovudina a 27°C e 200 rpm ainda
restava substrato ndo metabolizado (RIOS, 2005). Assim, neste experimento o tempo
de incubagdo foi aumentado para 120 horas, ou seja, cinco dias. Neste periodo de
reacdo, pequena quantidade do substrato foi detectada nas aliquotas do meio
reacional. Em outros trabalhos de bioconverséao, as reagdes ocorriam de cinco a dez

dias (ABEL et al., 2003; MANOSROI, 2005).
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4.1.2 Morfologia do Microrganismo

O indculo utilizado nos ensaios realizados foram esporos de C. echinulata
ATCC 9244 foram obtidos com o repique e crescimento deste fungo em meio solido
agar batata. O aspecto morfolégico macroscopico foi observado e esta descrito na

tabela 7.

Tabela 7: Descricdo macroscopica das caracteristicas de C. echinulata ATCC 9244
em agar batata inclinado, apos sete dias de crescimento em camara germinativa
BOD.

MICRORGANISMO MORFOLOGIA DESCRIGAO MACROSCOPICA

|
|

Hifas bastante ramificadas,

formando colbnias cotonosas, de
C. echinnulatta ATCC 9244

coloragdo acinzentada, com

grande producao de esporos.

Os fungos filamentosos apresentam diferentes estruturas durante seu ciclo
de vida. Uma consiste em um filamento tubular conhecido como hifa a qual origina da
germinacdo de um esporo. A hifa continua a crescer e forma uma massa de
filamentos conhecida como micélio. Quando se desenvolvem em cultura submersa, os
fungos exibem varias formas morfologicas diferentes, variando de filamentos miceliais
dispersos a massa micelial densa conhecida como “pellets”. Essas morfologias nao
sdo determinadas apenas pelo material genético da espécie fungica, mas também

pela natureza do in6culo bem como pelas condigdes quimicas (constituintes do meio,
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concentragcao dos componentes) e fisicas (temperatura, pH, agitacédo) (PAPAGIANNI,
2004).

A mudanca na morfologia durante o crescimento afeta o consumo de
nutrientes, a taxa de oxigénio na cultura submersa e pode ter um efeito nas
propriedades fisicas dos meios de incubagao. Filamentos dispersos (massa amorfa)
geralmente s&o altamente viscosos e apresentam um comportamento nao
Newtoniano (proporgéo entre a lise por estresse e a taxa de lise ndo é constante).
Este comportamento é causado pelas interagbes entre os filamentos, como ligagdes
de hidrogénio e entrelacamento aumentando a estrutura do micélio e
consequentemente a viscosidade do meio. “Pellets” em suspensdo s&do menos
viscosos que filamentos dispersos pelo fato de comportarem-se como esferas
discretas e consequentemente exercerem menor influéncia nas propriedades de fluxo
(GIBBS et al., 2000; PAPAGIANNI, 2004).

No presente trabalho, as culturas submersas obtidas nos seis ensaios com
variagdo na temperatura de incubagdo, velocidade de agitacdo e meio de cultura

liquido estao descritas na tabela 8.
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Tabela 8: Aspecto morfolégico da C. echinulata ATCC 9244, apds 65 horas de
incubacgao orbital nos ensaios realizados e sua descricao macroscopica.

CONDIGOES ASPECTO X 2
REACIONAIS  MORFOLOGICOS DESCRIGAO MACROSCOPICA
Filamentos miceliais dispersos em uma
27°C massa amorfa, viscosa, com formacao de
halo de crescimento na parede do
200 rpm Erlenmeyer, turvacdo do meio nao

PDSM Padrao

29°C
200 rpm
PDSM Padrao

27°C
250 rpm
PDSM Padrao

29°C
250 rpm
PDSM Padrao

29°C
250 rpm
PDSM (1)

29°C
250rpm
PDSM (II)

alterando a coloracdo amarelada.

Filamentos miceliais dispersos em uma
massa amorfa, viscosa, com formacao de
halo de crescimento na parede do
Erlenmeyer, turvacdo do meio nao
alterando a coloracido amarelada

Filamentos miceliais dispersos em uma
massa amorfa, viscosa, com formacao de
halo de crescimento na parede do
Erlenmeyer, turvacdo do meio nao
alterando a coloragao amarelada.

Massa micelial densa, com formacido de
‘pellets”, em forma de pequenas esferas,
com formacgao de halo de crescimento na
parede do Erlenmeyer, turvacdo do meio
nao alterando a coloragdo amarelada.

Massa micelial densa, formacédo de
‘pellets”, em forma de pequenas esferas,
com formacgdo de halo de crescimento na
parede do Erlenmeyer, turvacdo do meio
com ligeira alteragdo da coloragdo para
avermelhado.

Massa micelial densa, “pellets” em forma de
esferas de tamanho pequeno, com
formacao de halo de crescimento na parede
do Erlenmeyer, turvagdo do meio com
ligeira alteracdo da coloragdo para
avermelhado.
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Foi observado que a 29°C e 250 rpm ocorreu uma mudanga na morfologia,
passando de massa amorfa para pequenos “pellets” com formagao de halo na parede
dos Erlenmeyers. E importante observar que este ensaio foi o que apresentou maior
rendimento, com relagcdo a diferentes temperaturas e velocidade de agitacéo,
podendo esta morfologia estar relacionada a maior eficacia bioconversora.

Informacgdes sobre a morfologia dos “pellets” produzidos € importante para
se ter uma estimativa dos rendimentos. Maiores rendimentos sdo esperados com a
formacao de “pellets” pequenos, ja que oferecem uma menor barreira para difusao de
O, e outros nutrientes em relagao a “pellets” compactos (GIBBS et al., 2000).

Sabendo que a morfologia dominante do microrganismo, a formagao de
“pellets” ou massa amorfa, em meio liquido pode interferir no desempenho dos
processos biotecnolégicos, o crescimento geral foi avaliado nos diferentes ensaios

realizados (tabela 8).

4.1.3 Temperatura de Incubagao

Variagbes na temperatura de incubacdo podem provocar mudancas
simultdneas em variaveis como taxa de crescimento, pH, nutrientes e oxigénio
dissolvidos. Um aumento na temperatura de incubagao dentro da faixa fisiologica
aumenta a taxa de crescimento, diferentemente da tensdo do oxigénio dissolvido que
varia de maneira inversa ao aumento da temperatura (PAPAGIANNI, 2004).

No primeiro ensaio, a bioconversao foi realizada a 27°C e 200 rpm, tendo
obtido um extrato bruto (fracdo acetato de etila + fracdo acetona) de 722 mg,

somando a fragado orgéanica e ceténica. Para avaliar a interferéncia da temperatura no
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processo de bioconversdo, o segundo ensaio foi realizado na mesma velocidade de
agitacao, porém com aumento de 2°C na temperatura, ou seja, a 29°C e 200 rpm,
sendo obtido o peso das fragdes AcOEt e cetbnica equivalente a 881 mg, indicando
gue o aumento da temperatura levou a um ganho de 159 mg do extrato bruto, o que

representa um aumento de 22,02% no rendimento (figura 25).
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27 29
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Figura 25: Grafico comparando o ganho no peso do extrato bruto com o aumento da
temperatura de 27°C para 29°C mantendo a velocidade de agitagdo constante a 200
rpm.

O terceiro ensaio foi realizado aumentando a velocidade de agitagdo para
250 rpm e com temperatura de 27°C, e foi observado que a quantidade obtida do
extrato bruto foi 1120 mg. O quarto ensaio foi realizado com velocidade de agitagao
de 250 rpm e aumento da temperatura para 29°C, e foi obtido 1810 mg de extrato
bruto, indicando um ganho de 690mg no aproveitamento dos extratos AcOEt e

cetbnicos, representando um acréscimo de 61,61% no rendimento, em relagao ao 3°

experimento (figura 26).
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Figura 26: Grafico comparando o ganho no peso do extrato bruto aumentando a
temperatura de 27°C para 29°C mantendo a velocidade de agitacdo constante a 250
rpm.

Assim como mencionado por Vecht e Lifshitz (1991) e Schugerl e
colaboradores (1998), neste estudo, também foi verificado que o aumento na
temperatura promoveu maiores rendimentos. Temperaturas maiores nao foram

ensaiadas, uma vez que ja estad bem estabelecido que fungos filamentosos ndo se

desenvolvem bem acima de 31°C.

4.1.4 Velocidade de Agitagao

Feita uma avaliagao da influéncia da velocidade de agitagdo no rendimento
obtido, observa-se que a temperatura constante de 27°C e aumento da velocidade de
agitacao de 200 para 250 rpm ocorrendo o aumento no rendimento de 722 mg para
1120 mg respectivamente, representando um acréscimo de 55,12% no peso dos

extratos (figura 27).
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Figura 27: Grafico comparando o ganho no peso do extrato bruto aumentando a
velocidade de agitagdo de 200 para 250 rpm, mantendo a temperatura constante
27°C.

Tal fato também foi observado quando a temperatura € mantida a 29°C e a
velocidade de agitacdo é aumentada de 200 para 250 rpm. Nestas condi¢des, foram
obtidos pesos de 881 mg e 1810 mg respectivamente, demonstrando que o aumento
da velocidade de agitacdo nestas condi¢gées leva a um aumento no rendimento de

105,45% (figura 28).
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Figura 28: Grafico comparando o ganho no peso do extrato bruto aumentando a
velocidade de agitagdo de 200 para 250 rpm, mantendo a temperatura constante
29°C.
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Uma otimizacdo simples é eficiente quando mais de dois fatores séao
simultaneamente mudados durante o experimento, com objetivo de encontrar o nivel
da variavel requerida para aumentar a eficiéncia da enantioseletividade oxidativa de
misturas racémicas (MOLINARI et al., 1999). Comparando a velocidade de agitagcéo
com a temperatura de incubagao, foi observado que foi obtido maior rendimento na

bioconversao da zidovudina pela C. echinulata ATCC 9244 a 29°C 250 rpm (figura

29).
250 rpm
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Figura 29: Grafico comparando os pesos dos extratos obtidos nas incubacbes
realizados com o meio de cultura PDSM Padr&o nas condigdes reacionais 27°C, 200
rom e 29°C, 250 rpm.

4.1.5 Composicao dos Meios de Cultura

O meio de cultura PDSM Padrao foi selecionado por mostrar-se o meio

mais adequado aos processos de bioconversdo para a cepa selecionada conforme

demonstrado em estudos anteriores no Laboratério de Bioconversdo da Faculdade de
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Farmacia da Universidade Federal de Goias (COSTA, 2004; CIRILO, 2006; PAZINI,
2006) e pela capacidade de proporcionar um melhor crescimento e adaptagdo da
cepa durante a incubacdo, além do menor custo, maior facilidade de preparo e
conservagao, facilidade de extracdo dos produtos formados, melhor expressdo das
enzimas bioconversoras, menor probabilidade de contaminagdo por -culturas
secundarias. A cinética de formacgéo dos derivados é realizada em periodos de tempo
compativeis com a rotina laboratorial, com a possibilidade de transposi¢do para
escala industrial; auséncia de lise e consequentemente de morte celular e
conservagao das caracteristicas do substrato, ndo causando degradacéo.

No quinto ensaio, a incubagcao foi realizada a 29°C, 250 rpm e PDSM |
enriqguecido com 25% de dextrose. O peso do extrato bruto foi de 1948 mg, sendo
observado um acréscimo no rendimento em relacédo a incubacgao realizada 29°C, 250
rom e PDSM Padréo (figura 30). Este aumento pode ser devido a maior biomassa
formada, provavelmente por ter um maior suprimento de fonte de energia (dextrose),
0 que possibilita maior niumero e viabilidade das células. Por serem organismos
heterotroficos, os fungos filamentosos utilizam compostos organicos como fontes de
carbono e de energia, sendo que os mais empregados sdo os agucares, seguidos de
proteinas. Tal fato pode ser evidenciado no maior peso obtido na fracdo cetbnica

deste ensaio (1244 mg), como ilustrado na figura 31.
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Figura 30: Grafico comparando os pesos dos extratos brutos das incubacbes
realizadas com temperatura de 29°C velocidade de agitagdo 250 rpm nos meios
PDSM Padrao e PDSM enriquecidos.

No sexto ensaio, a bioconversdo da zidovudina pela C. echinulata ATCC
9244 foi realizado a 29°C, 250 rpm e PDSM Il enriquecido com 25% de lecitina de
soja. O rendimento do extrato bruto foi de 1754 mg, evidenciando um rendimento
pouco menor em relagédo a incubacao realizada 29°C, 250 rpom e PDSM Padrdo como
pode ser visualizado na figura 30. A lecitina de soja pode eventualmente induzir
algumas enzimas com atividade monoxigenase (AZERAD, 1999). Foi observado,
neste experimento, que a diferenca dos rendimentos das fracbes obtidas na
incubacdo com PDSM Padrao e PDSM Il ndo foi relevante, sendo o peso da fracéo

AcOEt do ultimo pouco maior que o do primeiro (figura 31).
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Figura 31: Grafico comparando os pesos dos extratos das fragcbes AcOEt e fragdes
cetbnicas das incubagdes realizadas com temperatura de 29°C velocidade de
agitacédo 250 rpm nos meios PDSM e PDSM enriquecidos.

Assim ao comparar a quantidade dos extratos obtidos nas incubagdes
realizadas com as mesmas condi¢cdes reacionais de temperatura de incubacgao e
velocidade de agitagdo, pode-se concluir que o meio PDSM Padrao é adequado para
a realizagcdo das reacbes de bioconversdo, pois € menos oneroso e proporciona
rendimentos semelhantes aos dos meios enriquecidos. Apesar de o PDSM | ter
demonstrado maior quantidade da fracdo cetdnica, os metabdlitos foram detectados
principalmente nas fragdes orgéanicas, cujas quantidades nao sofreram diferenca
significativa nas incubagbes. De acordo com SCHMITZ e colaboradores o meio
suplementado teve os mesmos resultados, em relacdo ao crescimento e oxidacao da

terfenadina, que o meio padréo utilizado (SCHMITZ et al., 2000).
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4.1.6 Variagao do pH

Diferentes valores de pH de crescimento dos microrganismos podem ser
observados durante a incubagao e estar relacionados ao transporte e solubilizagdo
dos nutrientes, as reacbes enzimaticas e/ou a fenOmenos de superficie. A
composicao do meio pode afetar o pH inicial e a velocidade de variagdo deste valor
durante o crescimento dos fungos. Altas concentragdes de fosfatos sdo requeridos
para se alcangar pH estaveis, sobretudo quando se deseja medir a atividade bioldgica
como crescimento e atividade enzimatica (AZERAD, 1999).

O pH do meio antes da inoculagcdo da C. echinulata ATCC 9244 foi 6,0.
Apds 65 horas de incubacao com C. echinulata ATCC 9244, o pH medido foi 5,5,
mostrando pequena variagdo em relacéo ao pH s6 do meio PDSM. Os valores de pH
nos ensaios realizados durante os cinco dias de incubagdo estdo relacionados na

tabela 9.
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Tabela 9: Variagdo do pH nos seis ensaios realizados pela bioconversdao da
zidovudina pela C.echinulata ATCC 9244.

VARIAGAO DO pH

MEIO

1° 2° 3° 4° 5° 6°

ENSAIO ENSAIO ENSAIO ENSIAO ENSAIO ENSAIO

Agar Batata 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0

PDSM 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0

PDSM + cepa apos 5,5 5,5 5,5 5,5 5,5 5,5
65hrs

PDSM + AZT 24h 5,0 5,0 55 5,0 55 5,0

PDSM + AZT + cepa 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
24hrs

PDSM + AZT 48hrs 5,0 5,0 55 5,0 5,0 5,0

PDSM + AZT + cepa 4,0 4,5 4,5 4,0 4,5 4,5
48hrs

PDSM + AZT 72hrs 5,0 5,5 55 5,0 5,0 5,0

PDSM + AZT + cepa 4,0 4,0 4,0 4,0 4,5 4,5
72hrs

PDSM + AZT 96hrs 5,0 55 55 5,0 5,0 5,0

PDSM + AZT + cepa 4,5 4,5 4,5 4,5 5,0 4,5
96hrs

PDSM + AZT 120hrs ~ >C >0 >0 >0 >0 >0

PDSM + AZT + cepa 4,5 5,0 5,0 55 55 5,0
120hrs

O pH manteve-se entre 4,0 a 5,5 durante todos os processos de
bioconversdo. Houve uma queda do pH de 5,5 para 5,0 apds adigdo do substrato
zidovudina ao meio PDSM com a cepa C. echinulata ATCC 9244 durante o processo
de bioconversao, provavelmente devido ao carater acido fraco da zidovudina. Além
disso, a variacdo do pH nos meios de cultura durante os tempos reacionais é devido
ao metabolismo proprio do fungo bem como aos produtos formados pelos mesmos.

Esta variagao foi semelhante nos diferentes ensaios, mostrando uma queda do pH de
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72-96 horas, seguida de um aumento em 120 horas, como pode ser observado na

figura 32.
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Figura 32: Variagcao do pH nos seis ensaios realizados na bioconverséo da zidovudina
por C. echinulata ATCC 9244.

Os parametros que podem interferir nas reacdes de bioconversao

avaliados neste trabalho estio descritos de forma resumida na tabela 10.

Tabela 10: Variacdo dos parametros que podem influenciar no rendiménto das
fracdes AcOEt e cetbnicas obtidas via bioconversado da zidovudina.

PARAMETROS 1° 2° 3° 4° 5° 6°
ENSAIO ENSAIO ENSAIO ENSAIO ENSAIO ENSAIO

VELOCIDADE DE
AGITAGAO (rpm)
TEMPERATURA DE
INCUBAGAO

200 200 250 250 250 250
27°C 29°C 27°C 29°C 29°C 29°C

PDSM PDSM PDSM PDSM PDSM PDSM
Padrao Padrdao Padrdao Padrao I Il

MEIO REACIONAL
VARIAGAODO pH 4,050 4,050 4055 4,055 4555 4555
PESO (mg) FACOEt 241 293 429 731 665 784

PESO (mg) FC 481 588 691 979 1283 970
RENDIMENTO (mg)

EXTRTO BRUTO 722 881 1120 1810 1948 1754
(FACOEt + FC)
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4.2 MONITORAMENTO DOS METABOLITOS FORMADOS POR

CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

A metodologia analitica empregada possui um papel de extrema
importdncia no monitoramento de todo processo de bioconversdo. Apesar da
sensibilidade e eficacia das técnicas utilizadas, o monitoramento adequado dessas
reacdes trata-se de um desafio devido a variedade das modificagbes alcangadas
pelos fungos filamentosos, principalmente quando se deseja conhecer os derivados
formados.

Os trabalhos de bioconversdo disponiveis na literatura descrevem a
utilizacdo de varios métodos para o monitoramento das reacgdes, dentre eles a CCD
(HOLLAND et al., 1999; ZHAN et al., 2002). O método de CCD foi selecionado para
acompanhar as reacdes de bioconversao, por ser de facil compreenséo e execugao,
possibilitar separagcdes em breve espaco de tempo, versatilidade, reprodutibilidade e
baixo custo. Na obtencdo das melhores condicbes de separagcdao dos metabdlitos
formados, quatro fases moveis foram ensaiadas para padronizagdo da metodologia:
AcOEt, AcOEt/MeOH 70:30, AcOEt/MeOH 90:10 e AcOEt/MeOH 95:05.

AcOEt, como fase modvel, proporcionou boa separacdo dos diferentes
metabdlitos formados, contudo, os produtos eluidos apresentaram valores de Rf muito
proximos. Para que as manchas dos derivados ficassem mais afastadas, adicionou-se
MeOH ao AcOEt em trés diferentes proporgdes, pois este solvente € mais polar e
miscivel em AcOEt.

Apesar da fase mével AcOEt/MeOH 70:30 promover um aumento nos
valores de Rf dos compostos formados, ela nao foi capaz de executar boa separacgao,

sendo necessario diminuir a quantidade de metanol para testar uma nova fase movel.
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Ao diminuir a quantidade de MeOH de trinta para dez (AcOEt/MeOH 90:10) observou-
se boa separagao e maior diferenga nos valores de Rf dos produtos. Na tentativa de
aprimorar o processo de separacgao, diminuigao adicional da proporcao de metanol de
dez para cinco foi realizada. A fase movel AcOEt/MeOH 95:05, por levar a uma
melhor separagcdo em relagdo ao acetato de etila puro nas placas cromatograficas e
melhores valores de Rf em reacdo ao AcOEt/MeOH 90:10, foi a fase movel de
escolha.

A formagao dos metabdlitos pela bioconversdo da zidovudina foi avaliada
por CCD, visualizados em luz UV 254 nm e 365 nm e reveladas com vapores de iodo.
Para verificar a possivel produgcdo de interferentes foram realizados os seguintes
controles: analise do padrdao zidovudina em MeOH, do meio reacional, do
sobrenadante de incubac&o do meio com a C. echinulata ATCC 9244, representando
os brancos da reacéo.

Estes controles realizados em todas as seis incubacgdes estao sintetizados
em uma cromatoplaca apresentada na figura 33. Pode ser observada uma mancha
referente a solugdo padrdo do substrato com fator de retengédo (Rf=0,8) e nenhuma
mancha nas aliquotas dos brancos, indicando que ndo houve detec¢ao de produtos

do meio, nem de interagdo do microrganismo com o meio reacional.
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Figura 33: Cromatoplaca representando o padrdo do substrato, os meios de
incubagao e o meio PDSM Padrao com o microrganismo. Condigdes cromatograficas:
Fase estacionaria silica Alugram Sil G/UV, fase moével AcOEt/MeOH  95:5,
visualizadas sob luz UV a 254 nm.

Nos ensaios realizados, foram formados os mesmos derivados, que
sofreram variagcdo nas quantidades formadas devido as diferentes condigdes
reacionais empregadas. A revelagdao das cromatoplacas indicou a formagao de sete
manchas nas fragcbes AcOEt indicadas pelas setas vermelhas e quatro manchas nas
fracOes cetbnicas indicadas pelas setas pretas, que estao ilustradas na figura 34 e os

valores de Rf referentes estdo demonstrados na tabela 11.

(A) (B)

Figura 34: Placas obtidas pela analise por CCD das fragbes AcOEt e cetbnica
produzidas no 1° e 2° ensaios. Condigbes cromatograficas: Fase estacionaria silica
Alugram Sil G/UV, fase moével AcOEt/MeOH 95:5, visualizadas sob luz UV a 254 e
365 nm, (A) e (B) respectivamente.
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Tabela 11: Fator de retencao e intensidade das manchas da zidovudina e derivados
presentes nas fracbes AcOEt e cetbnica. Resultados correspondentes as analises de
CCD. Condigbes cromatograficas: Fase estacionaria silica Alugram Sil G/UV, fase
movel AcOEt/MeOH 95:5, visualizadas sob luz UV a 254 e 365 nm.

PRODUTO Rf FACOEt INTENSIDADE Rf FC INTENSIDADE
AZT 0,8 +++ 0,8 +
Derivado 1 0,15 + 0,15 +
Derivado 2 - - 0,20 +
Derivado 3 0,36 + - -
Derivado 4 0,53 ++ - -
Derivado 5 0,69 + - -
Derivado 6 0,75 + - -
Derivado 7 0,85 + 0,85 ++

Legenda: Quantidade relativa: + mancha fraca, ++ mancha moderada, +++ mancha intensa, - ausente.

4.3 PURIFICACAO E IDENTIFICACAO DOS METABOLITOS FORMADOS

4.3.1 Cromatografia de Adsor¢ao em Coluna de Vidro sob Vacuo

ApOs andlise das fracbes por CCD, estas foram purificadas por
cromatografia em coluna de vidro no intuito de separar os produtos formados nos
extratos organicos obtidos. A separacdao dos componentes foi evidenciada pela
analise por CCD dos tubos coletados, cujos componentes estdo descritos em fungao

de seus valores de Rf na tabela 12.



108

Tabela 12: Fatores de retengdo das manchas reveladas na analise por cromatografia
em camada delgada das fragbes coletados na coluna. Condigdes cromatograficas:
coluna de vidro 26,5x2, fase estacionaria silica gel 60 0,063-0,200 mm (70-230 mesh)
e fase mével AcOEt/MeOH 95:5; CCD: fase estacionaria silica Alugram Sil G/UV, fase
movel AcOEt/MeOH 95:5, visualizadas sob luz UV a 254 e 365 nm.

TUBOS Rf DAS MANCHAS REVELADOR
AZT 0,8 - - UV, lodo
2 - - - UV, lodo
4 0,85 - - UV, lodo
6 0,85 0,8 - UV, lodo
8 0,8 0,75 - UV, lodo
10 0,8 0,75 0,69 UV, lodo
12 0,8 0,75 0,69 UV, lodo
14 0,69 0,53 - UV, lodo
16 0,53 0,36 - UV, lodo
18 0,36 - - UV, lodo
20 - - - UV, lodo

A CCD evidenciou uma separacgao relativa, mas ndo adequada, dos derivados
formados. Mais ainda, os produtos puros foram obtidos em quantidade insuficiente
para a realizagdo dos ensaios posteriores. Assim, todas as fragdes obtidas (coluna e

ensaios posteriores) foram reunidas e seguiu-se a purificagado por recristalizagao.
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4.3.2 Recristalizagao

A recristalizacédo também foi monitorada por CCD. A figura 35 ilustra os
produtos soluveis em metanol durante o procedimento de recristalizagao do LaBioCon

66.

Figura 35: Monitoramento do processo de purificagdo por recristalizacdo, mostrando
analises da porgcao metandlica da recristalizagao. Condi¢gdes cromatograficas: fase
estacionaria silica Alugram Sil G/UV, fase moével AcOEt/MeOH 95:5, visualizadas sob
luz UV a 254 e 365 nm, (A) e (B) respectivamente.

O produto LaBioCon 64 foi obtido em pequena quantidade, ndo sendo portanto
identificado. Os LaBioCon 65 e 66, correspondentes ao Derivados 3 e 4,
respectivamente, foram enviados para analise espectroscépica para elucidacdo de

suas estruturas quimicas. A analise por CCD do derivado 4 puro esta representada na

figura 36.
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Figura 36: Cromatoplaca de andlise da zidovudina e LaBioCon 66 apos
recristalizagdao. Condi¢gdes cromatograficas: fase estacionaria silica alugram Sil G/UV,
fase movel AcOEt/MeOH 95:5, revelada em atmosfera de iodo (A) e visualizada em
UV 254 e 365 nm, (B) e (C) respectivamente.

44 CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA DA ZIDOVUDINA E LaBioCon 65

E LaBioCon 66

4.4.1 Zidovudina

A zidovudina foi caracterizada por El e RMN *C e 'H para avaliagdo do
seu grau de pureza e para comparagdo com o0s espectros dos derivados
funcionalizados. Os dados obtidos foram comparados e confirmados com os da
literatura (KRUSZEWSKA et al., 2003; ARAUJO et al., 2003).

As frequéncias caracteristicas do espectro de IV (infra-vermelho) da
zidovudina sdo 3462,97 cm™ referente a hidroxila (OH), 1685,79 cm™ atribuido ao
estiramento da carbonila (C=0) e um estiramento referente ao grupo azido (C-
N=N=N) localizada em 2116,97 cm™' (figura 37 e tabela 13).

Nos espectros de RMN, foram obtidos sinais caracteristicos

correspondentes a sua estrutura. Os deslocamentos quimicos (3) e seus carbonos ou
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hidrogénios correspondentes estdo demonstrados na representacgao fiel das analises,

visualizadas nas figuras 38, 39, 40, 41 e 42 e tabelas.
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Figura 40: Expanséo do espectro de RMN 'H da zidovudina, de 4,40 a 3,30 ppm.
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4.4.2 LaBioCon 65

O espectro de IV do LaBioCon 66 esta representado na figura 43 e tabela
13. A diferenca notavel entre o espectro deste derivado e o da zidovudina € a redugao
na intensidade da freqiiéncia caracteristica do grupamento azido, em 2116,97 cm™.
Pode-se sugerir que houve alguma modificacdo neste grupo funcional apds a
biotransformacéo.

Apesar do rendimento obtido (10mg), as analises de RMN *C e 'H do
LaBioCon 65 ndo foram conclusivas. Até o momento, ainda estdo sendo realizadas

analises para elucidar a sua estrutura.
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4.4.3 LaBioCon 66

O espectro de IV do LaBioCon 66 (figura 44) mostrou uma banda em
1667,21 cm™ atribuido ao estiramento da carbonila e uma banda referente ao grupo
azido localizada em 2108,69 cm™, comprovando que ndo houve modificagdo nestas
sub-unidades estruturais. Foi observado neste espectro uma banda forte em 3400,64
cm™'. Esta banda, presente na regido das hidroxilas, sugere que houve um aumento
de grupos —OH neste produto de biotransformacgéo, comparado a zidovudina. A tabela
13 compara as bandas caracteristicas obtidas pela analise por IV da zidovudina,

LaBioCon 65 e LaBioCon 66.

Tabela 13: Frequéncia (v) das bandas caracteristicas observadas no espectro de IV
da zidovudina, LaBioCon 65 e LaBioCon 66.

GRUPOS v (em™) v (em™) v (cm™)
FUNCIONAIS AZT LaBioCon 65 LaBioCon 66

OH 3.462,97 - 3.400,64

C=0 1.685,79 1.691,66 1.667,21

C-N=N=N 2.116,97 - 2.108,69
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O espectro de RMN ™C mostrou que os deslocamentos quimicos
apresentados na analise da zidovudina e do LaBioCon 66 correspondentes aos
carbonos da timina sdao quase idénticos. Foram observados sinais em 150,4 ppm;
163,8 ppm; 109,5 ppm; 136,2 ppm e 12,2 ppm referentes aos C2, C4, C5, C6 e C7,
respectivamente. Os carbonos do anel desoxiribose também apareceram no espectro
do metabdlito em deslocamentos semelhantes aos observados para a zidovudina.
Seus sinais foram 83,3 ppm; 36,2 ppm; 60,2 ppm; 84,0 ppm e 60,8 ppm para C1’, C2’,
C3, C4 e C5, respectivamente. No entanto, a analise de RMN "*C do derivado
mostrou cinco sinais de carbono adicionais, com deslocamentos quimicos né&o
observados no espectro do substrato. Estes carbonos apresentaram sinais similares
aos da B-D-ribopiranose. Estes sinais séo 96,6 ppm; 72,5 ppm; 76,7 ppm; 69,6 ppm e
63,0 ppm para os C17, C2”, C3”, C4” e C5”, respectivamente (tabela 14). O espectro

pode ser visualizado na figura 45.
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Tabela 14: Sinais evidenciados no espectro de RMN'® C da zidovudina e LaBioCon
66: 813¢c (75 MHZ, DMSO).

NUMERO DO ATOMO ZIDOVUDINA LaBioCon 66
C2 150,4 150,4
C4 163,7 163,7
C5 109,5 109,5
C6 136, 1 136,1
c7 12,2 12,2
cr 83,3 83,3
c2 36,2 36,2
C3’ 60,2 60,2
c4 84,0 84,0
C5’ 60,8 60,8
c1” - 96,6
c2” - 72,5
C3” - 76,7
c4” - 69,6

C5” - 63,0
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O espectro de RMN 'H do LaBioCon 66 foi similar ao da zidovudina, exceto
pelos sinais adicionais de hidrogénios de anel de carboidrato. Dentre estes sinais,
temos os correspondentes aos hidrogénios anomeéricos, observados como um dubleto
com 4,80 ppm, com uma constante de acoplamento J = 6,8 Hz. Este valor para J
confirma a configuracéo 3 para a D-ribopiranose. O sinal do hidrogénio ligado ao C1”
também foi evidenciado em 5,29 ppm. Os sinais dos outros hidrogénios da B-D-
ribopiranose foram observados na regidao entre 4,0 e 3,0 ppm, porém nao muito
definidos, pois os hidrogénios ligados ao C4’ e C5’ do anel da desoxiribose também
aparecem nesta regidao, além do solvente DMSO. O tripleto caracteristico do
hidrogénio da hidroxila ligada ao C5’ com sinal em 5,20 ppm presente no espectro da
zidovudina ndo apareceu no espectro do metabdlito, confirmando que a [-D-
ribopiranose foi adicionada ao substrato nesta posicdo. Os picos correspondentes ao
restante dos hidrogénios dos anéis da zidovudina apareceram de forma semelhante
nos dois espectros. O espectro evidenciou tripleto em 6,00 ppm (J = 6,3 Hz), dubleto
em 4,40 ppm (J = 5,1 Hz), multipleto em 3,80 ppm, multipleto em 3,60 ppm e
multipleto em 2,2-2,4, sinais correspondentes aos hidrogénios da desoxiribose. Os
hidrogénios do grupo metil, o hidrogénio ligado ao nitrogénio e ao C6 apareceram em
1,76 ppm, 11,26 ppm e 7,68 ppm, respectivamente. Estes sinais demonstram que nao
houve nenhuma modificagdo adicional na molécula.

A tabela 15 compara os sinais obtidos e nas figuras 46, 47 e 48 pode-se

visualizar os espectros do LaBioCon 66.
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Tabela 15: Sinais evidenciados no espectro de RMN'H da zidovudina e LaBioCon 66:
d1n (300 MHZ, DMSO).

NUMERO ZIDOVUDINA LaBioCon 66
AT[())?VIO (ppm)/n°H Multiplicidade J(Hz) (ppm)/n°H Multiplicidade J(Hz)
H(N3) 11,30/1H s - 11,26/1H s -
H(C6) 7,66/1H s - 7,68/1H S -
H(C7) 1,76/3H s - 1,76/3H S -
H(C1) 6,07/1H t 6,3 6,07/1H t 6,3
H(C2) 2,2-2,4/2H m - 2,2-2,4/2H m -
H(C3) 4,39/1H m 5,1 4,40/1H m 5,1
H(C4) 3,80/1H m - 3,79/1H m -
H(C5) 3,60/2H m - 3,60/2H m -
H(OC5’) 5,20/1H t 5,1 - - -
H(C1”) - - - 5,29/1H s -
H(C2”) - - - 3,59/1H s -
H(C3”) - - - 3,57/1H S -
H(C4”) - - - 3,77/1H s -
H(C5”) - - - 3,73/1H S -
H(OH) - - - 4,86/3H d 6,8

Legenda: J-constante de acoplamento, s-singleto, d-dubleto, t-tripleto, m-multipleto.
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A interpretacdo dos espectros permitiu a identificacdo do LaBioCon 66
como um derivado funcionalizado pelo carboidrato B-D-ribopiranose da zidovudina.

Este composto foi formado a partir da bioconversao por C. echinulata ATCC 9244

(figura 49).
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Figura 49: Estrutura quimica do LabioCon 66 obtido a partir da bioconversdo da
zidovudina por C.echinulata ATCC 9244 e suas respectivas nomenclaturas IUPAC.

A conjugacao com [-D-ribopiranose ocorreu na mesma posicdo que a
glicuronidagdo em mamiferos, rota metabdlica de 30-40% da zidovudina administrada
(VEAL e BACK, 1995). Tal fato demonstra o paralelismo entre as reagbes de
detoxificacdo de xenobidticos em microrganismos e mamiferos também na fase Il do
metabolismo, com a diferenga do composto conjugado em cada modelo (AZERAD,
1999). A obtencdo de metabdlitos de fase Il, dentre eles os funcionalizados por
carboidratos, principalmente pela glicose, tem sido conseguida em reacdes

biocatalisadas por microrganismos (IBRAHIM et al., 1997).
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A quimica de nucleosideos, visando principalmente o desenvolvimento de
novas substéncias de aplicagdo terapéutica, tem experimentado grande avango
recentemente. Este processo esta alavancado e orientado pela busca por novos
agentes anti-retrovirais. Neste sentido, como os grupos hidroxilas das posi¢des 3’ e 5’
dos ribonucleosideos sao indispensaveis para o crescimento da cadeia de DNA, pois
atuam como ponto de ligagdo para a formacdo da ligagdo quimica entre os
nucleosideos, modificagbes nestes grupos tém sido os alvos mais frequentes na
busca de novos analogos de nucleosideos (SOARES et al.,, 2001). Como a
funcionalizacao ocorrida no LaBioCon 66 foi na hidroxila 5, este derivado obtido por
transformacdo microbiana a partir da zidovudina pode representar um importante
novo candidato a farmaco.

Mais ainda, reagbes de conjugagao com a [B-D-ribopiranose ainda nao
foram observadas empregando Cunninghamella spp. O desenvolvimento deste tipo
de reacdo € um ramo relativamente recente e ainda em desenvolvimento pelos

pesquisadores da area, o que ressalta a importancia do produto obtido LaBioCon 66.
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5 CONCLUSOES

A bioconversdo da zidovudina por Cunninghamella echinulata ATCC 9244
mostrou-se promissora para a produg¢ao de derivados funcionalizados deste
substrato, sendo visualizados sete novos produtos, dos quais trés foram

purificados e um teve sua estrutura quimica elucidada.

Os parametros analisados interferem no rendimento da reacdo de
bioconversdo deste substrato, sendo possivel determinar as melhores
condi¢gdes reacionais, dentre as ensaiadas, que foram: interrup¢do da
incubagdo em 120 horas, temperatura de 29°C, velocidade de agitagao 250

rom, meio de cultura PDSM Padréo e pH 4,0 a 5,5.

A recristalizagcdo demonstrou ser uma metodologia mais adequada para a

purificagdo dos metabdlitos formados.

Dentre os produtos purificados, o LaBioCon 66 foi identificado como um

derivado da zidovudina, funcionalizado pelo carboidrato 3-D-ribopiranose.
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6 PERSPECTIVAS

« Purificacdo e caracterizacao estrutural dos demais metabdlitos observados.

» Identificagdo dos parametros reacionais para maior rendimento de cada um

dos metabolitos.

+ Ensaios de atividades bioldgicas para o LabioCon 66.

« Producdo em escala preparativa (5g) para ensaios farmacocinéticos e

toxicologicos.
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