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1. INTRODUCAO

A evolucdo do processo de descoberta de farmacos tem recebido a
contribuicdo de inUmeras ferramentas como por exemplo a quimica combinatéria e
0s métodos robotizados para a avaliagdo de ligantes a alvos macromoleculares. A
modificacdo estrutural de farmacos conhecidos e a abordagem fisiolégica séo
modernos processos de planejamento estrutural de novos farmacos (BARREIRO;
FRAGA, 2005). Os processos biotecnologicos fundamentados na utilizacdo do
arsenal enzimético microbiano apresentam grande aplicacdo na industria
farmacéutica. A biotransformacdo de substratos organicos pela utilizacdo de
enzimas microbianas apresenta grande potencial comercial devido a sua
estabilidade, enantioseletividade e especificidade ao substrato (CARDENAS et al.,
2001). Diferentes técnicas de biocatalise podem ser utilizadas, através do uso de
enzimas ou microrganismos inteiros livres ou imobilizadas. Modelos microbianos
podem representar uma alternativa ao uso de animais nos estudos de metabolismo
em mamiferos. Apresentando as vantagens do baixo custo, reducdo da utilizacédo de
animais de experimentacdo e maior quantidade de metabdlitos produzidos
(AZERAD, 1999;). Os benzodiazepinicos desde sua descoberta tornaram-se o0s
farmacos mais prescritos para o tratamento da insdnia, ansiedade, convulsdo e
como relaxantes musculares. Estes agentes ansioliticos apresentam o nucleo 5-
fenil-1,4-benzodiazepina-2-ona. O diazepam possui trés principais metabdlitos: N-
desmetildiazepam, oxazepam e temazepam, que sao conjugados e excretados
principalmente como um glicuronideo na urina. Nos ensaios utilizados para
avaliacdo da eficacia terapéutica de farmacos tanto na etapa de equivaléncia
farmacéutica quanto de bioequivaléncia, a determinagcdo de substancias
relacionadas e metabdlitos sdo solicitadas permitindo a deteccdo de substancias
toxicas, produtos de sintese indesejaveis e impurezas possivelmente presentes na
formulacdo. A identificacdo e quantificacdo destes farmacos e seus metabolitos
apresenta inumeras aplicacdes clinicas, toxicoldgicas e forenses. Dados da literatura
demonstram a possibilidade de obtencédo de N-desmetilacdo, hidroxilacdo em C-3 e
hidroxilacdo aromética em C-4' promovida por fungos filamentosos utilizando o
diazepam como substrato (GRIFFITS; BEST; JEZEQUEL, 1991). A producéo destes
compostos através de métodos biotecnologicos, como a biossintese microbiana é
uma alternativa promissora futuras aplicacdes.

2. METODOLOGIA

2.1 — Triagem (Screening)

Realizou-se triagem para escolha das cepas capazes de metabolizar o diazepam
com a producdo de maior variedade e/ou quantidade de produtos. Aspergillus
ochraceus ATCC 1009, Beauveria bassiana ATCC 7159, Cunninghamella elegans
ATCC 36112, Streptomyces rimosus NRRL 2234 foram as escolhidas. Realizou-se
repiques de culturas estocadas utilizando solugcédo de glicerol a 25% para obtencéo
de sub-culturas destes microrganismos em agar batata inclinado e crescimento a 25




°C por 7 dias em camara climatica BOD Fanem 345 Micronal. Apos este periodo
erlenmeyers de 250 mL, boca larga ,contendo 100mL de meio liquido PDSM (Potato
Dextrose Soy Médium) cada, foram inoculadas com 2 gotas da suspensdo de
esporos e mantidos sob agitacdo 200 rpm a 27 = 2 °C por 7 dias em shaker Tecnal
modelo TE-420. Foi realizado um controle negativo com auséncia de microrganismo
e adicdo do substrato nas mesmas condicbes. Apds 65 horas foram adicionadas a
biomassa 50mg do substrato diazepam dissolvido em volume minimo de etanol a 96
%, mantendo-se a agitacao de 200 rpm e 27°C por 168 horas. Aliquotas do meio
reacional foram retiradas de forma asséptica a cada 24 horas (24, 48, 72, 96 e 168
horas) utilizando-se pipetas de Pasteur e transferidas para erpendorfs. As amostras
coletadas foram centrifugadas em microcentrifuga Fanem modelo 243, o
sobrenadante congelado para posterior analise por CLAE (cromatografia liquida de
alta eficiéncia).O monitoramento da cinética de bioconverséo foi realizado em todas
as aliquotas empregando as condi¢des cromatograficas descritas em 2.2.

2.2 — Monitoramento por CLAE das bioconversdes

As condicbes 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 mével metanol (solvente A) e mistura de metanol/tampéo (fosfato
de potassio monobéasico 0,02M) 65:35 (solvente B), fluxo 0,8mL/min, deteccédo a
230nm, como especificado abaixo:

Tempo (min) Solvente A (%) Solvente B (%)

Oab 0a 100 100a0
6al2 100 0
12 a 15 100a0 0 al00

2.3 — Incubacédo de Aspergillus ochraceus ATCC 1009 e producdo dos metabdlitos
em escala semi-preparativa

A incubacao ocorreu nas mesmas condi¢cdes descritas na triagem, pela adicado de 2
gotas do inoculo da cepa de Aspergillus ochraceus utilizados 10 Erlenmeyers, com
uma concentracéo final de 0,5 g/L de diazepam. Com a interrup¢&o da incubacédo em
96 horas ap0s a adicdo do substrato, o micélio foi separado do meio por filtracdo a
vacuo. O micélio foi entdo extraido com acetona, obtendo-se assim a fracdo
cetbnica. O sobrenadante de incubacao foi supersaturado com cloreto de sodio e foi
novamente filtrado sob vacuo numa camada de celite. Realizou-se a extracdo da
fracdo aquosa resultante com acetato de etila, dessecado pela adicdo de sulfato de
magnésio anidro. O acetato de etila foi rotaevaporado, obtendo-se a fragéo organica.

2.4 — Purificacdo dos metabdlitos produzidos na escala semi-preparativa

A purificacdo dos metabdlitos presentes nas fracbfes obtidas foi efetuada
separadamente por flash cromatografia em coluna de vidro (28 x 2 cm), utilizando
silica gel como fase estacionaria e eluente acetato de etila/hexano 50:50. Esta etapa
foi monitorada por CCD (cromatografia em camada delgada), com placas de silica
gel ALUGRAM® Macherey-Nagel, acetato de etila/hexano 50:50 como fase mével e
cristais de iodo e luz ultravioleta em 254 e 365nm como reveladores.




3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 — Triagem (Screening)

Todas as cepas testadas foram capazes de metabolizar o diazepam. Foram
detectados por CLAE 17 diferentes provaveis metabdlitos na andlise das amostras
do screening, sendo que 13 apresentaram-se mais polares que o substrato. Nao foi
observada a metabolizacdo completa do substrato por nenhuma das cepas testadas.
O cromatograma do sobrenadante de incubacdo de bioconversdo do diazepam
realizada pelo Aspergillus ochraceus ATCC 1009 em 96 horas e a cinética reacional
estdo representados nas figuras 01 e 02.
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Figura 01: Perfil cromatografico do sobrenadante de incubacdo do diazepam com
Aspergillus ochraceus ATCC 1009 no tempo de 96 horas.Coluna Lichrospher 100
RP 18 MERCK (250 x 4,6 mm x 0,5um), fase mével metanol (solvente A) e mistura
de metanol/tampéo (fosfato de potassio monobasico 0,02M) 65:35 (solvente B), fluxo
0,8mL/min, detecg&o a 230nm.
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Figura 02: Cinética de bioconversdo do sobrenadante de incubacdo do diazepam
com Aspergillus ochraceus ATCC 1009 no periodo de 96 horas.

3.2 — Monitoramento dos metabdlitos produzidos durante triagem
Alguns dos metabdlitos foram produzidos simultaneamente por mais de uma das
cepas testadas. Em 96 horas de incubacéo pelo Aspergillus ochraceus ATCC 1009,




foram produzidos o metabdlito XIlI majoritariamente e o metabdlito X
exclusivamente se comparado as outras cepas. Os metabdlitos Xll e | tiveram uma
maior producdo com incubacdo de Cunninghamella elegans e Streptomyces rimosus
respectivamente (figura 03).
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Figura 3: Quantidade de metabdlitos (area do cromatograma referente ao pico obtido
por CLAE) formados em 96 horas de incubacgéo obtidos da andlise do sobrenadante
de incubacéo.

3.3 — Escala semi-preparativa com Aspergillus ochraceus ATCC 1009

Andlise por CLAE do sobrenadante de incubacdo do Aspergillus ochraceus ATCC
1009 mostrou a presenca de 9 metabdlitos, sendo que 7 foram majoritarios em
comparacao com os metabolitos formados pelas demais cepas.

4. CONCLUSAO

Conclui-se que todos os microrganismos testados até o momento foram capazes de
produzir metabdlitos mais polares a partir do substrato diazepam. Aspergillus
ochraceus ATCC 1009 apresenta-se como a cepa mais promissora para futuros
experimentos em escala semi-preparativa
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