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Introducéo

Reacdes de biotransformacao ou bioconversao referem-se ao metabolismo de substancias
estranhas ou xenobidticos, realizadas por seres vivos. O metabolismo dos mamiferos ocorre
no figado e pode ser dividido em duas fases: Fase 1, que engloba reacfes de oxidacéo,
reducdo e hidrdlise; e Fase 2, que envolve reagdes de conjugacdo do farmaco com moléculas
enddgenas. Normalmente, as duas vias resultam na formacdo de metabdlitos que sdo mais
hidrossoltveis e desse modo serdo mais facilmente excretados. (ABOURASHED, 1999,
AZERAD, 1999)

O uso de fungos filamentosos tais como Beauveria bassiana ATCC 7159,
Cunninghamella echinulata ATCC 9244 e Mortierella isabelina NRRL 1757 como modelos
“in vitro” para a realizagcdo de reacdes de oxidacdo, reducdo e glicosilagdo, entre outras, tem
se mostrado util na bioconversdo de uma grande variedade de compostos organicos.
(ALEXANDRE, 2004, CIRILO, 2005)

O 4-nerolidilcatecol (4-NRC) (Fig 1) € o metabolito secundario majoritario extraido de
raizes e folhas da Pothomorphe peltata e Pothomorphe umbellata tradicionalmente usada para
tratamento de desordens hepéticas no Brasil. Estudos farmacoldgicos demonstraram intensa
atividade antioxidante, antimalarica, anti-HIV e antiinflamatéria. (REZENDE, 2004; ROPKE,
2005) Tal composto, contudo, € extremamente labil em condicdes laboratoriais e solugdes

alcalinas devido a presenca de hidroxilas reativas no anel catecol. (PINTO, 2009)
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Figura 1: 4-nerolidilcatecol
O planejamento e a sintese de novos candidatos a prototipos de farmacos anti-
inflamatdrios a partir do nerolidilcatecol para foi descrita em Martins (2009) , obtendo-se

analogos mais estaveis e mais ativos (Figura 2 e 3).



Figura 2: LQFM 002
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Figura 3: LQFM 015

Objetivo

O objetivo deste trabalho foi a obtencdo de novos derivados funcionalizados de
analogos sintéticos do (4-NRC) sintetizados no laboratorio de Quimica Farmacéutica
Medicinal, denominados LQFM 002 e LQFM 015 e obtencdo dos metabdlitos desses
analogos.

Metodologia

As cepas de Cunninghamella echinulata ATCC 9244 foram repicadas em tubos vedados
contendo meio de cultura sélido agar batata inclinado e mantidos por 7 dias a 27°C em camara
germinativa BOD para crescimento da cultura. Em seguida foi adicionada ao tubo uma
solucgéo de glicerol a 25%, a suspensdo de esporos resultante foi inoculada em erlemmeyers
de 250 mL contendo 100 mL do meio de cultura liquido PDSM (Potato desxtrose soy
médium- 5 g de peptona bacterioldgica, 20 g de dextrose, 5 g de lecitina de soja, 5 g de
KH,POy,, 5 g de NaCl e 3 g de extrato de levedura para 1000 mL de &gua destilada) preparado

no mesmo dia e esterilizado em autoclave a 121°C e 1 atm.

Os Erlemmeyers contendo 0 meio PDSM e as cepas foram mantidos em incubadora
rotativa Tecnal a 27°C e 200 rpm por 65 horas. Em seguida os analogos do 4-NRC (LQFM
002 e LQFM 015) foram adicionados as culturas solubilizados em dimetilformamida obtendo-
se uma concentracdo final de 0,25 g/L e retornaram os erlmmeyers a incubadora onde foram

mantidos por 96 horas nas mesmas condigoes.



Para monitoramento da cinética da biotransformacdo aliquotas foram retiradas de um
erlemmeyer com o meio PDSM, substrato e o fungo e de outro controle sem o fungo a cada
24 horas e centrifugadas em Centrifuga FANEM modelo 243, o sobrenadante foi analisado
em Cromatografia em Camada Delgada (CCD) - placas de silica gel ALUGRAM® SIL G/UV
Macherey-Nagel.

Ap0s as 96 horas de incubacdo a extracdo foi realizada através de filtracdo e separagdo das
fracOes aquosa, acetato de etila e cetonica utilizando solventes. Estas foram rotavaporadas e
analisadas em Cromatografia em Camada Delgada (CCD), com o intuito de observar a

formacéo de possiveis metabdlitos.
Resultados e discussao

Foi utilizada a espécie Cunninghamella no trabalho devido ao fato de ja haver sido
utilizada anteriormente para biotransformar o 4-NRC, além de esta cepa ser capaz de
metabolizar uma grande quantidade de substratos usando mecanismos que envolvem tanto as
reacOes de fase | (oxidativas) quanto as de fase Il (conjugativas) e realizar biotransformagoes
regio- e estereoseletivas, semelhante as que ocorrem no sistema enzimatico de mamiferos
(ASHA,2009).

A analise dos sobrenadantes de incubacdo através de CCD indicou a formacédo de 2
possiveis metabdlitos para 0 LQFM 015 e 0 mesmo para 0 LQFM 002. Apoés a extracdo dos
micélios e da fracdo liquida uma nova cromatografia foi realizada, indicando a presenca de
outros possiveis metabdlitos cujo fator de retencdo (Rf) é apresentado na Tabela 1 e 2.

Tabela 1: Rf calculado para possiveis metabdlitos do LQFM 002, Fase movel:
diclorometano: metanol (80:20)

LQFM 002 Met. | Met. I11* Met. 111 Met. IV

0,92 0,83 0,71 0,53 0,28

*Presente somente na fragéo acetato de etila

Tabela 2: Rf calculado para possiveis metabdlitos do LQFM 015, Fase movel:
diclorometano: metanol (80:20)

LQFM 015 Met. I* Met. 11 Met. H11** Met. IV**

0,95 0,85 0,64 0,40 0,18

*Presente somente na fragéo acetato de etila
** Presente somente na fracdo acetona.




As fracGes acetato de etila e acetona de cada molécula reunidas e rotoevaporadas
resultaram em 766 mg de extrato bruto para o LQFM 002 e 319 mg para o LQFM 015.

A purificacdo dos metabolitos ndo foi possivel através de coluna cromatogréfica,

posteriormente pode-se utilizar a cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna

preparativa para a tentativa de purificacdo e posterior caracterizacdo dos metabolitos.

Concluséao

A cepa Cunninghamella echinulata ATCC 9244 foi capaz de bioconverter os analogos
LQFM 002 E LQFM 015. A cromatografia em camada delgada das fracdes acetato de etila e
acetona provenientes da extracdo indicaram a presenca de quatro possiveis metabdlitos para
cada molécula. A cromatografia em coluna ndo foi um método eficiente para a purificacdo dos
metabolitos, sendo necesséria a utilizacdo de um método alternativo, como a cromatografia
liguida de alta eficiéncia utilizando coluna preparativa ou alteracdo das condigdes

cromatograficas.
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