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1. INTRODUCAO

Novas entidades quimicas sdo continuamente sintetizadas e sdo consideradas
novos candidatos a farmacos quando apresentam uma potencial atividade
terapéutica. No entanto, a aprovacdo para o uso em humanos como farmacos
depende de extensivos estudos que comprovem sua eficacia e seguranca. A
elucidacdo do metabolismo destes compostos constitui um importante e necessario
passo nesta avaliacdo, uma vez que 0 espectro de atividades dos metabdlitos
formados pode ser bastante amplo. Microrganismos simples, como actinomicetos ou
fungos filamentosos, podem mimetizar a maioria das reacfes de Fase | e algumas
de Fase Il observadas em mamiferos, representando uma alternativa para a
producdo in vitro em alta escala de certos metabdlitos. (AZERAD, 1999). Estes
métodos apresentam as vantagens da seletividade das reagBes enzimaticas, da
grande quantidade de metabdlitos geralmente produzida e da possibilidade de
obtencdo de novas moléculas com diferentes atividades biolégicas. O LASSBio 873
€ um novo candidato a farmaco originalmente desenhado para ser um modulador
seletivo dos receptores GABA. Os ensaios biologicos do LASSBio 873 foram
realizados in vivo e demonstraram sua habilidade em promover sedacdo e seu
potente efeito antinociceptivo central. No entanto, quando se modificava a via de
administracdo de i.p. para i.v., 0S animais passavam a apresentar convulsdes. Isto
poderia sugerir um metabolismo e acéo diferenciada dos metabdlitos formados na
biofase (MENEGATTI et al, 2006). Esta foi entdo uma boa oportunidade de produzir
0S provaveis metabdlitos humanos do LASSBio 873 por bioconversdo para
elucidagéo estrutural e para estudos farmacolégicos e toxicolégicos que podem
contribuir para a avaliacdo de sua acdo convulsivante. Os metabdlitos formados
poderdo servir como substancias de referéncia, e ainda podem apresentar uma
melhor solubilidade ou menor toxicidade que o composto de partida, possibilitando
uma otimizacao deste candidato a farmaco.

2. METODOLOGIA

2.1 — Andlise do substrato LASSBIio 873 por CLAE

As condicdes cromatograficas utilizadas foram: Cromatégrafo Gilson, injetor
Rheodyne com loop fixo de 20 ul, coluna Lichrospher 100 RP 18 MERCK (250 x 4,6
mm x 0,5um), fase movel metanol/tampéo 65:35 em sistema isocratico, fluxo de 0,5
ml/min e deteccdo a 260 nm.

2.2 — Triagem (Screening)

Foi realizada uma triagem com cinco diferentes cepas de fungos filamentosos

para avaliar a capacidade destas de metabolizar o substrato. As cepas utilizadas
foram Beauveria bassiana ATCC 7159, Cunninghamella echinulata ATCC 9244,
Mortierella isabelina NRRL 1757, Mucor plumbeus ATCC 4740 e Rhizopus arrhizus




ATCC 11145. Para os testes de screening, sub-culturas de cada uma das cepas
foram obtidas com repique em meio de cultura sélido 4gar batata estéril e incubacédo
por 7 dias em camara germinativa B.O.D. a 25°C. Os esporos formados foram
semeados em um meio de cultura liqguido PDSM (Potato Dextrose Soy Medium). A
biomassa obtida em 60-65 horas de incubacdo no Incubador Rotativo Tecnal a 27°C
e 200 rpm foi adicionada 10 mg do substrato, dissolvido em 1 mL de etanol. O
monitoramento das cinéticas de bioconversdo foi realizado com tomadas de
aliquotas do sobrenadante em 24, 48, 72 e 96 horas apos a adi¢cdo do substrato e
analise por CLAE. As condicbes cromatograficas usadas foram as mesmas ja
citadas anteriormente.

2.3 — Incubacdo de Cunninghamella echinulata ATCC 9244 e producdo dos
metabdlitos em escala semi-preparativa

A incubacédo ocorreu nas mesmas condicdes descritas na triagem, exceto pelo fato
de que foram usados 10 Erlenmeyers, todos com a cepa escolhida, e cada um com
uma concentracao final de 0,5 g LASSBIio 873/L. Com a interrupcao da incubacéao
em 96 horas apos a adicdo do substrato, o micélio foi separado do meio por filtracéo
a vacuo. O micélio foi entdo extraido com acetona, obtendo-se assim a fracao
cetdnica. O sobrenadante de incubacao foi supersaturado com cloreto de sédio e foi
novamente filtrado sob vacuo numa camada de celite. Apos, procedeu-se a extracao
da fracdo aquosa resultante com acetato de etila, cuja agua residual foi eliminada
com adicdo de sulfato de magnésio anidro. O acetato de etila foi rotaevaporado,
levando a obtencao da fragc&do organica.

2.4 — Purificacdo e Caracterizacdo dos metabdlitos produzidos

A purificacdo dos metabdlitos presentes nas fragBes obtidas foi efetuada
separadamente por flash cromatografia em coluna de vidro (26,5 x 2 cm), utilizando
silica gel como fase estacionaria e diclorometano-metanol 95:5 como eluente. Esta
etapa foi monitorada por Cromatografia em Camada Delgada (CCD), com placas de
silica gel ALUGRAM® Macherey-Nagel, diclorometano-metanol 95:5 como fase
movel e a luz ultravioleta nos comprimentos de onda 254 e 365 como reveladores. A
caracterizagcdo de um dos compostos obtidos foi realizada por Espectrometria de
Massas, com analise de varredura (scan) realizada em Espectrémetro de Massas
Varian Quadrupolo com ESI source (fonte elétron-spray) no modo positivo e argdnio
como gas de colisdo. Os metabdlitos purificados, cuja quantidade foi suficiente,
foram enviados para analise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de
hidrogénio (*H) e carbono (*3C) para elucidacéo de suas estruturas quimicas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 — Andlise do substrato LASSBIio 873 por CLAE

A analise do substrato por CLAE resultou em cromatogramas nos quais foi
observado um Unico pico no tempo de retencdo 4,97 minutos, identificado como
sendo o LASSBIo 873.

3.2 — Triagem (Screening)

Os cromatogramas obtidos demonstraram a formacdo de metabdlitos mais polares
gue o LASSBIio 873 por todas as cepas testadas, uma vez que apareceram em
tempos de retencdo menores que este no sistema cromatografico com fase reversa.
A resolucdo cromatografica mostrou-se satisfatéria para o objetivo proposto. As
analises mostraram que, dentre os metabdlitos formados, os metabdlitos Il e IV
foram produzidos por todos os fungos em quantidades moderadas. Os demais
metabolitos foram detectados em pequenas quantidades, na maioria das vezes.
Cunninghamella echinulata ATCC 9244 foi selecionada para incubacdo em escala




semi-preparativa. Este fungo formou predominantemente os metabdlitos | e IV de
48-96 horas. A possibilidade de extracdo destes derivados com bons rendimentos
motivou sua escolha. Além disso, membros do género Cunninghamella séo
considerados na literatura como portadores de alta capacidade metabdlica e séo
muito utilizados em experimentos de biotransformacao (AZERAD, 1999).
3.3 — Identificacéo e Caracterizacdo dos metabdlitos produzidos
Foram detectados por CLAE trés diferentes metabdlitos na fracdo organica e um na
fracdo cetdnica. O espectro de massas deste ultimo sugere a formacao do derivado
acido carboxilico do LASSBio 873 pelo metabolismo oxidativo do grupamento 1-
metil. Considerando M* como a massa do LASSBio 873 igual a 399,4, infere-se que
o ion molecular m/z 429 (M* + COOH — CHs).

NO> NO,

96 horas

LASSBIo 873 Metabolito

Fig. 1: Formacdo do metabdlito carboxilado do LASSBio 873 por Cunninghamella echinulata ATCC
9244,

4. CONCLUSAO

Conclui-se que todos as cepas de fungos filamentosos testadas foram capazes de
produzir metabolitos mais polares a partir do substrato LASSBio 873 e que
Cunninghamella echinulata ATCC 9244 produziu pelo menos 4 metabdlitos na
incubacdo em escala semi-preparativa, distribuidos nas fracdes orgéanica e cetonica,
sendo proposta a estrutura quimica de um deles.
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