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1. INTRODUCAO

Em todo o mundo existe uma necessidade crescente de antivirais 0 que tem
motivado a sintese de novos nucleosideos para o uso em triagem terapéutica desta
categoria de farmacos. O diversificado numero de reacgBes provenientes do
metabolismo microbiano permite a producédo de varios derivados dotados de maior
atividade, com melhor biodisponibilidade ou reduzida toxicidade quando comparados
a zidovudina e estavudina (Figura 1). Um aspecto essencial no estudo de compostos
visando seu emprego terapéutico e posterior desenvolvimento de novos
medicamentos refere-se a elucidacdo de seu metabolismo, incluindo
biotransformag&o in vivo. No caso da zidovudina, trés vias de metabolismo sé&o
descritas e a glicuronidacéo € a via principal, resultando na formacao do derivado 3’
azido (Eagling et al 1994). Microrganismos como fungos filamentosos (Figura 1),
possuem um perfil enzimatico similar ao da célula hepatica dos mamiferos, eles
podem constituir uma alternativa econdmica de produgcéo em escala preparativa de
metabolitos animais. Os modelos microbianos (Smith & Rosazza, 1979;
Azerad,1999) apresentam um grande numero de vantagens em relacdo ao uso de
modelos animais, como: menor demanda por animais de laboratorio, 0 processo é
simples e requer menor tempo, 0os meios de cultura sado de facil preparagdo, baixo
custo, facilitando o screening onde cepas com capacidade de produzir o tipo de
metabolito desejado s&o selecionadas. E possivel ainda o isolamento de metabdlitos
especificos e em maiores quantidades para estudos quanto a detalhes estruturais e
atividade farmacolégica e toxicolégica. Este estudo objetivou promover
funcionalizacdo régio e estéreoseletiva da zidovudina e estavudina utilizando
bioconverséao realizada por fungos filamentosos. A estratégia inicial adotada foi uma
triagem para identificacdo das cepas de fungos filamentosos capazes de metabolizar
estavudina e produzir in vitro provaveis metabdlitos ou derivados da zidovudina e
estavudina.
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Figura 1. Estruturas quimicas da zidovudina e estavudina (A e C) e aspecto
microscépicos dos fungos filamentosos, (B) Cunninghamella echinulata ATCC 9244
e (D) Mortierella isabelina NRRL 1757, empregados nas reacdes de
biotransformacgé&o.

2. METODOLOGIA

2.1-Manutencéo dos fungos:

Os fungos filamentosos Beauveria bassiana ATCC 7159, Cunninghamella
echinulata ATCC 9244, Mortierella isabelina NRRL 1757, Mucor plumbeus ATCC
4740 e Rhizopus arrhizus ATCC 11145 foram repicados em tubos de ensaio
contendo meio solido agar batata inclinado e incubados por 7 dias em camara
germinativa BOD para crescimento da cultura. Em seguida 2 mL de solugéo de
glicerol a 25% foram adicionados em cada tubo e 0,5 mL da suspensao de esporos
resultantes foi utilizada para inocular em Erlenmeyers de 250 mL contendo meio
liquido (Potato dextrose soy medium/ PDSM).

2.2-Screening, monitoramento e extracdo dos produtos obtidos:

Os Erlenmeyers foram mantidos em incubador rotativo a 27°C, 200 rotagées/min
para o screening. Depois de 65 horas de crescimento, 50 mg de estavudina ou
zidovudina dissolvida em 1 mL de alcool etilico P.A foi adicionada em cada
Erlenmeyer, retornando estes a incubadora. Aliquotas foram coletadas apos 24, 48,
72 e 96 horas, centrifugadas em microcentrifuga. O sobrenadante foi analizado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia/CLAE. As condi¢cdes cromatogaficas foram,
fase movel metanol/dgua 20:80, modo isocrético, coluna Lichrospher 100 RP 18
(250x4,6mmx0,5u), deteccdo UV/265nm, fluxo 0,5 mL/min, corrida de 15 minutos,
para determinacdo da cinética da reacdo de cada uma das cepas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Varios metabdlitos foram observados nos sobrenadantes de incubacdo das varias
cepas. A distribuicdo do tipo de metabdlitos observada para cada uma das cepas foi
diferente, sendo possivel selecionar a melhor cepa para producédo de cada um dos
derivados. A figura 2 apresenta o cromatograma obtido pela analise do
sobrenadante de incubacdo da Cunninghamella echinulata ATCC 9244, capaz de
produzir os metabdlitos | (1) e Il (3) da zidovudina em48 horas de incubagéo.
Podemos observar que o metabdlito | (1) € majoritario e que ainda resta pequena
guantidade de zidovudina ndo metabolizada. O grafico representativo da cinética de
reacado nos indica que a concentracdo dos dois metabdlitos formados permanece
estavel durante todo o periodo de incubacao.
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Figura 2. Cromatograma e gréfico representativo da cinética de biotransformacéo da
zidovudina.

A figura 3 apresenta o cromatograma obtido pela analise do sobrenadante de
incubacdo da Mortierella isabelina NRRL 1757, capaz de produzir os metabdlitos I,V
e VIII da estavudina em 24 horas de incubacédo. Podemos observar que o metabdlito
VIII. O gréfico representativo da cinética de reacdo nos indica que a concentracdo
dos metabdlitos formados permanece estavel durante todo o periodo de incubacéao.
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Figura 3. Cromatograma do sobrenadante de incubacdo e grafico da cinética de
biotransformacéo da estavudina pela Mortierella isabelina NRRL 1757.

4. CONCLUSAO

Entre as cepas testadas Cunninghamella echinulata ATCC 9244 e Mortierella
isabelina NRRL 1757 foram até o momento, as que demonstraram maior atividade
na producédo de derivados da zidovudina e estavudina respectivamente.
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