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Biotransformacgao da tacrina por biocatalise microbiana

Biotransformation of tacrine by microbial biocatalysis

RESUMO

Nos ultimos anos, o processo de biotransformacdo de compostos bioativos ganhou espaco
entre pesquisadores e atraiu interesse da indUstria, mostrando-se uma maneira viavel para
obtencdo e otimizacdo de substancias. A tacrina é um fdrmaco com atividade
anticolinesterasica empregado no tratamento da doenca de Alzheimer, sendo eficiente na
manuten¢do da concentragdo de acetilcolina no sistema nervoso. Por outro lado, possui
efeitos colaterais graves que muitas vezes inviabilizam a manuten¢do do farmaco. A
possibilidade de viabilizar o uso da tacrina modificando sua estrutura e assim, minimizar
seus efeitos colaterais, vem sendo estudada, e é o objetivo deste trabalho. Para isso, seis
espécies de bactérias foram selecionadas e submetidas ao contato com a tacrina, para a
biotransformacdo, e analisadas através da técnica de Cromatografia em camada
delgada(CCD) de silica gel 60 GF254. Os resultados mostraram que nenhuma das espécies
de microorganismos foi habil em biotransformar a tacrina no modelo testado.

PALAVRAS-CHAVE: Biocatalise. Anticolinesterasico. Bactérias. Alzheimer.
ABSTRACT

In recent years, the process of biotransformation of bioactive compounds has gained space
among researchers and has attracted interest from the industry, proving to be a viable way
to obtain and optimize substances. Tacrine is a drug with anticholinesterase activity used to
treat Alzheimer's disease, being efficient in maintaining the concentration of acetylcholine
in the nervous system. On the other hand, it has serious side effects that often make
maintenance of the drug unfeasible. The possibility of enabling the use of tacrine by
modifying its structure and thus minimizing its side effects, has been studied, and is the
objective of this work. For this, 6 species of bacteria were selected and subjected to contact
with tacrine, for biotransformation, and analyzed using the silica gel 60 GF254 CCD
technique. The results showed that none of the species of microorganisms was able to
biotransform the tracrine in the tested model.
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INTRODUGAO

O processo biocatalitico de transformacdo de compostos bioativos tem
atraido crescente interesse da comunidade cientifica e industrial nos ultimos anos,
tendo em vista o expressivo numero de artigos e patentes publicados
recentemente. A biotransformacdo ganha destaque por apresentar vantagens se
comparada a métodos quimicos convencionais para obtencdo de compostos,
como a ndo geracao de residuos industriais toxicos, condi¢cdes de reacdo suaves,
além de muitas vezes representar o Unico meio de obter determinado composto
(DE OLIVEIRA, DE OLIVEIRA, 2012).

Na medicina, algumas substancias bioativas, apesar de apresentarem
atividade para combater patologias, muitas vezes ndo estdo nas condicdes ideias
para serem aplicadas ou requerem complexo processo quimico para producao,
assim a metodologia da biocatdlise representa uma alterativa para a
transformacdo de farmacos e otimizacdo de suas condi¢cdes, como acontece na
producdo de esteroides, por exemplo (DE OLIVEIRA, DE OLIVEIRA, 2012).

A tacrina é um importante farmaco empregado no tratamento da Doenca
de Alzheimer (DA), possui atividade inibidora reversivel da enzima
acetilcolinesterase (AChE) auxiliando assim na manutencéo de altas concentragdes
de acetilcolina (ACh) no sistema nervoso e, consequentemente, retardando a
progressdo da doenca. A tacrina, foi a primeira droga aprovada para tratamento
da DA em 1993(MINETT; BERTOLUCCI, 2000), porém seus efeitos colaterais ainda
impedem a manutenc¢do do medicamento em alguns casos, por causar problemas
gastrointestinais graves e aumentar o nivel de enzimas hepaticas, além de
requerer altas doses didrias (ALMEIDA, 1998).

Ha grande interesse em estudar andlogos estruturais da tacrina, com o
objetivo de minimizar os seus efeitos colaterais e garantir melhor atividade do
farmaco no combate a DA (PISONI, 2011). Nesse sentido, este trabalho tem por
objetivo utilizar a biocatalise do inibidor como uma alternativa viavel para uma
possivel obtencdo de compostos mais eficientes e de melhor manutencdo para o
tratamento.

METODOLOGIA

1. METODOLOGIA
1.1 Obtencdo da tacrina para analise

O padrdo de tacrina utilizada nos ensaios foi adquirida da Cayman Chemical
Company, padrao comercial, item 70240.

1.2 Preparagao da cultura microbiana

Para o ensaio foram selecionadas 6 cepas ja preparadas contendo espécies
provenientes de plantas do sudoeste do Parand ndo cadastradas como fonte de
microorganismos.

Foi preparado meio mineral, utilizando fosfato dissédico 0,248 g, fosfato
monopotassico 0,1546 g, sulfato de amodnio 0,051 g, sulfato de magnésio hepta
hidratado 0,0204 g e cloreto de calcio diidratado 0,0051 g, para cada 100 ml de
agua destilada. A fim de evitar contaminagdes, os utensilios utilizados e o meio
mineral foram autoclavados por aproximadamente 15 minutos 4 121 °C. Apds
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resfriamento em estufa BDO, os tubos para inoculacdo das bactérias foram
preparados com 5 mL de meio mineral. Em cada tubo, foi adicionada uma pequena
parcela de microorganismos, retirada das cepas previamente preparadas, com o
auxilio de uma pinga. A quantidade de bactérias extraidas ndo foi determinada.
Posteriormente, os tubos contendo o indculo foram agitados em vorteéx por cerca
de 30 segundos e permaneceram em estufa incubadora BDO a 37 °C por 24 horas
para repouso e crescimento da cultura.

O monitoramento do crescimento do indculo, bem como a atividade
metabdlica se deu através do indicador colorimétrico resazurina.

Para adicionar a tacrina aos indéculos foi necessario submeté-la a um processo
de diluicdo. O solvente utilizado foi o dimetilsulféxido (DMSO), um solvente
organico de baixa toxicidade para os microorganismos (CARDOSO, 2011). Desta
forma, foi diluido 1 mg de tacrina em 2 mL de DMSO com o auxilio de banho de
ultrassom.

Em cada inéculo foi adicionado 0,2 mL da solucdo de tacrina, com
concentracdo 0,5 mg/mL, totalizando 100 pg por tubo, e sujeito a agitacdo em
vorteéx.

1.3 Analise e isolamento dos metabdlitos

Neste estudo, foram analisadas amostras diluidas de tacrina, em diversas
concentragdes, durante um determinado intervalo de tempo de exposi¢cao nos
microorganismos selecionados. Desta forma, o tempo de exposicdo foi de 3
semanas e as amostras foram tomadas com um intervalo de 48 h.

Ao longo do ensaio as cepas permaneceram em estufa BDO a 37 °C, com o
objetivo de manter as condi¢Ges propicias para o desenvolvimento das bactérias,
exceto no momento da extragdo.

A extracdo foi feita através da técnica de particdo liquido-liquido, utilizando
diclorometano para separar as substancias de interesse do caldo microbiano. Para
isso, a cada aliquota, foram retirados 100 pL do caldo e transferidos para um
microtubo de polietileno, nele foram adicionados 200 pL de diclorometano que
permaneceu em repouso até a separagdo das fases, e posteriormente foi feita a
coleta da fase superior. As aliquotas de extracdo foram armazenadas e
classificadas de acordo com o tempo de biocatalise e com a espécie de bactéria, e
foram armazenadas em freezer a -5 °C, a fim de conservar a amostra e diminuir a
possivel degradacdo por bactérias que pudessem estar presentes, permanecendo
congeladas até o momento de andlise.

As fragbes organicas foram analisadas por Cromatografia em camada delgada,
tendo como fase estaciondria silica gel 60 GF254 e utilizando o padrdo de tacrina
como controle. Como fase moével foi utilizado cloroférmio:metanol:acetona
(8,3:1,1:0,6) e como revelador solugdo de anisaldeido sulfurico seguido de
aquecimento a 105 °C.

Péagina | 3



£Q o Q i ) &
X Seminario de Extens3o e | ' ' I
oy SE [ 2020 XXV Seminé(rair:ge rlir?ici:gé);%]i:n?ifi:an:\?egcic:)légica rPR
S I CI , E 23 a 27 de Novembro | Toledo - PR~ —————

UTFPR - CAMPUS TOLEDO CAMPUS TOLEDO

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os ensaios foram conduzidos com o objetivo de fornecer condicGes
favoraveis a biotransformacao da tacrina pelos microoganismos. Assim, se justifica
a utilizacdo de um meio de cultura mineral, restringindo as fontes de carbono
presente e forcando uma interacdo das bactérias com o farmaco para a producdo
de energia (BUSHNELL; HASS, 1941). A tacrina foi diluida em solvente organico
DMSO, pois apresenta baixa toxicidade aos microorganismos (CARDOSO, 2011).
nas concentragoes utilizadas.

A atividade metabdlica das culturas foi monitorada através do uso do
indicador colorimétrico de oxirreducdo resazurina, que, ao entrar em contato com
cepas onde had respiracdo celular sofre reduc¢ao, modificando sua cor de azul para
rosa (RIBEIRO et al., 2004). Desta forma, os testes de viabilidade das culturas
preparadas foram satisfatorios mostrando que a atividade metabdlica estava ativa
para todas as bactérias durante o experimento.

A técnica utilizada para extrair os compostos de interesse do caldo
microbiano foi a particdo liquido-liquido, através do Diclorometano, por possuir
maior afinidade com possiveis derivados da tacrina, tendo assim maior interacdo
com ela do que o meio de cultura, e formando duas fases tornando possivel a
extracdo das amostras para andlise. As amostras foram armazenadas em
microtubos de polietileno em freezer a -5 °C, evitando que, caso houvesse
qualguer contaminacdo com as bactérias, ndo ocorresse modificacdo dos
compostos por acdo metabdlica. As amostras foram entdo aplicadas em placa de
silica gel 60 GF254.

Para a escolha da fase movel encontrou-se dificuldade na otimizacdo da fase
movel. Os varios testes de eluentes feitos ndo chegaram em uma opcéo ideal para
o composto, entretanto é possivel ver nitidamente a mancha caracteristica da
tacrina com fator de retencdo (Rf) de aproximadamente 1 (Figura 1). Ajustes da
fase mével deverdo ser feitos no futuro a fim de se obter um Rf proximo de 0,5.

Figura 1. CCD do teste de biotransformagdo da tacrina.

Péagina | 4



— BQOQ X Seminario de Extens3o e Inovagio
2020 S . 2 . e AQL r PR

XXV Seminario de Iniciagao Cientifica e Tecnolégica

S I C ITE 23 a 27 de Novembro | Toledo - PR ~ ———————

UTFPR - CAMPUS TOLEDO CAMPUS TOLEDO

Fonte: Autoral (2020)

Todas as seis bactérias foram submetidas as mesmas condi¢des de meio de
cultura, concentragdo de tacrina aplicada e tempo de exposicdo. Cada cepa foi
testada para atividade metabdlica ao longo do estudo, e todas foram identificadas
como vidveis. As aplicacdes foram separadas em placas de acordo com o
microorganismo, totalizando assim seis placas de CCD, cada uma com 8 aplicac¢des.
O padrao de tacrina foi aplicado em todas as placas, e a eluicdo se deu pela mesma
fase moével em todos os casos. Nao foi possivel observar a biotransformacao pela
metodologia testada.

As anadlises foram interrompidas em decorréncias da pandemia causada pelo
virus COVID-19. Quando as atividades forem retomadas ha o interesse em realizar
novo experimento, estabelecendo diferentes condicdes para a biocatdlise, e
abordar novo método de investigacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia
em coluna, dando assim outra alternativa para a obtencdo de resultados
satisfatorios.
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