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1. INTRODUCAO

Apesar dos esforgcos consideraveis que tém sido feitos para o desenvolvimento de
analogos de dideoxinucleosideos e terapias envolvendo diferentes mecanismos de
acao dos inibidores da transcriptase reversa, a elucidagdo do mecanismo de acéo e
principalmente  do metabolismo, continuam incompletas. Reacdes de
biotransformagéo ou bioconverséo referem-se ao metabolismo de substancias
estranhas ou xenobioticos, realizadas por seres vivos. O metabolismo dos
mamiferos ocorre no figado e pode ser dividido em duas fases: Fase 1, que engloba
reacoes de oxidacdo, reducdo e hidrolise; e Fase 2, que envolve reacbes de
conjugacdo do farmaco com moléculas enddégenas. Normalmente, as duas vias
resultam na formacdo de metabdlitos que sdo mais hidrossoliveis e desse modo
serdo mais facilmente excretados. Nas reag0es de Fase 1 o aumento da solubilidade
em agua geralmente ocorre pela introducdo de grupamentos polares, tais como —
OH, -COOH e -SO3H, ou colocando em evidéncia grupamentos da prépria molécula
gue aumentam a solubilidade em agua, incluindo ai reagcdes como hidrolise. J& nas
reacoes de Fase 2 a hidrossolubilidade do farmaco € aumentada através da adi¢éo
de uma molécula endbégena, formando um conjugado (BRINK et all,1998). Os
metabolitos formados sdo geralmente mais polares e quimicamente distintos das
substancias que os originaram. Modificacbes moleculares funcionalizando a
molécula da lamivudina (Figura 1), podem alterar as suas propriedades bioldgicas,
ampliando a sua utilizacdo. Entretanto, a funcionalizacdo de moléculas complexas,
como a lamivudina, por métodos quimicos é dificil e, as vezes, impossivel.
Atualmente, as reacdes de bioconversao utilizando fungos filamentosos dotados de
monoxigenases capazes de hidroxilar moléculas, como Cunninghamella echinulata
ATCC 9244, Beauveria bassiana ATCC 7159, Rhizopus arrhizus ATCC 11145,
Mucor plumbeus ATCC 4740 (Figura 1), Mortierella isabelina NRRL 1757 tém sido
bastante exploradas (AZERAD, 1999) e os resultados obtidos sdo satisfatorios,
constituindo um método interessante para esse tipo de reacao.

2. METODOLOGIA

2.1-Manutencédo dos microrganismos.
Os fungos filamentosos foram repicados em agar batata inclinado e incubados a
27°C em camara germinativa BOD por 7 dias.
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2.2-Metabolismo microbiano da lamivudina (Screening).

Cinco erlenmeyers de 250 mL contendo cada um 100 mL de meio liquido (Potato
agar dextrose medium- PDSM) foram inoculados por uma suspensao de esporos de
fungos filamentosos, provenientes da cultura de 7 dias em meio solido agar batata.
Depois de 65 horas de crescimento em incubador rotativo a 27°C, 200 rpm, 50 mg
de lamivudina solubilizada em 1 mL de etanol foram adicionados a cada erlenmeyer.
Aliguotas foram coletadas e analizadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) em intervalos de 24 horas, durante 96 horas para determinar a cinética da
reacao.

Figura 1. Fotografias de uma cepa de fungo filamentoso(Mortierella isabelina NRRL
1757) em meio liquido. Estrutura quimica da lamivudina.

2.3-Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Foi realizado um método isocratico para a CLAE, injetando-se 20uL de uma solugéo
de lamivudina 0,2mg/mL em etanol, em cromatégrafo Gilson, bombas modelo 321,
injetor Rheohyne, coluna Lichrospher 100 RP-18 Merck, detector UV-260- modelo
152, comprimento de onda 280 nm, fase movel: metanol/agua 20:80, fluxo de 0,5
mL/min. e tendo sido a durag&o da corrida de 15 minutos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma variedade de metabdlitos foi observada (I-X), como mostra a tabela 1.

Tabela 1: Metabdlitos produzidos por varias cepas de fungos filamentosos
(screening), incubacdo de 24-96 horas em 27°C, detectados por CLAE em
Lichrospher 100 RP-18 MERCK(250x4,6mmx0,5um), MeOH/ Agua 20:80 por 15
minutos; a 280 nm.

Metabdlitos
Microrganismos I Il 11 v vV VI VIl vl IX X
Beauveria bassiana ATCC 7159 +++ - ++ - - - - ++ -
Cunninghamella echinulata ATCC 9244 ++ + + + + + - -+ -
Mortierella isabellina NRRL 1757 +++ + - - - 4+ - . -
Mucor plumbeus ATCC 4740 ++ - - - + - -+ - +
Rhizopus arrhizus ATCC 11145 ++ - + + - +++ - -

Legenda: -, ausente; +, tracos (< 5% do total) ++, 5-30%; +++, metabdlito maJorltarlo
(> 30%).
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A Figura 2 apresenta um dos cromatogramas obtidos no sobrenadante de incubacéo
com Rhizopus arrhizus (A), de uma maneira geral, no periodo de 24-96 horas, as
concentracfes dos metabdlitos majoritarios produzidos pelas cinco cepas de fungos
filamentosos permanecem sem variacdes consideraveis. O tempo de retencdo para
a lamivudina foi de 5,46 minutos. Os metabdlitos majoritarios observados em
praticamente todas as cepas, | e VIII, apresentaram um tempo de retencao de 4,05 e
10,06 minutos, respectivamente.
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Figura 2: Perfil cromatografico do sobrenadante de incubacdo de 48 horas com
Rhizopus arrhizus (A) e da lamivudina em solug&o etandlica (1mg/mL).

4.CONCLUSAO

Foram identificadas varias cepas capazes de promover funcionalizacdo da
lamivudina. O método utilizado foi adequado ao monitoramento da formacdo dos
metabdlitos da lamivudina.
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