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RESUMO

O estudo da bioconversdo de compostos biologicamente ativos por microrganismos,
principalmente fungos filamentosos, e seus possiveis derivados glicosilados tém sido
bastante explorado e tém trazido resultados promissores. Os modelos microbianos do
metabolismo animal, baseados na similaridade do metabolismo hepatico e enzimatico
microbiano, tornaram-se uma alternativa para a elucida¢cédo da rota metabdlica tanto de
farmacos bem como de candidatos a novos farmacos. Nesse contexto, o objetivo desse
trabalho foi explorar a capacidade dos fungos filamentosos em promover a
bioconversao da entacapona e realizar a identificacao, purificacdo e caracterizagédo dos
derivados formados. Foram selecionados oito fungos filamentosos Absidia
blakesleeana ATCC 26617, Aspergillus candidus ATCC 1009, Beauveria bassiana
ATCC 7159, Beauveria sp, Cunninghamella echinulata ATCC 9244, Cunninghamella
echinulata ATCC 9245, Cunninghamella elegans ATCC 26169 e Rhizopus arrhizuz
ATCC 11145, seis deles demonstraram ser eficazes na metabolizacdo da entacapona,
sendo a Cunninghamella echinulata ATCC 9245 a mais promissora. Foram detectados
5 diferentes derivados funcionalizados, dos quais um, o majoritario, foi caracterizado
por Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMN *3C) e Hidrogénio (RMN 'H),
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massa (CLAE-
EM/EM) e Espectroscopia no Infravermelho (IV) como derivado B-glicosilado da
entacapona (E, Z): 4 hidroxi-5-nitrofenil-3-O-(B8)-D-glicopiranose-(E)-2-ciano-N,N-dietil-
3-acrilamida.

PALAVRAS-CHAVE: Entacapona, fungos filamentosos, bioconverséo, glicosilacéo,
derivados funcionalizados.



ABSTRACT

The study of bioconversion of biologically active compounds by microorganisms, mainly
filamentous fungi and their possible glycosylated derivatives have been extensively
explored and have brought promising results. Microbial models of animal metabolism,
based on the similarity of the hepatic metabolism and microbial enzyme, became an
alternative for the elucidation of metabolic routes of both drugs as well as new drug
candidates. In this context, the objective of this study was to explore the ability of
filamentous fungi to promote the bioconversion of entacapone and perform the
identification, purification and characterization of derivatives formed. We selected eight
filamentous fungi Absidia blakesleana ATCC 26617, Aspergillus candidus ATCC 1009,
Beauveria bassiana ATCC 7159, Beauveria sp, Cunninghamella echinulata ATCC
9244, Cunninghamella echinulata ATCC 9245, Cunninghamella elegans ATCC 26169
and Rhizopus arrhizuz ATCC 11145, six of them proved to be effective in the
metabolism of entacapone, Cunninghamella echinulata ATCC 9245 being the most
promising. Were detected 5 different functionalized derivatives, one of which the
majority was characterized by Nuclear Magnetic Resonance of Carbon (}*C NMR) and
Hydrogen (*H NMR), High-Performance Liquid Chromatography coupled to Mass
Spectrometer (HPLC-MS/MS) and Infrared Spectroscopy (IR) as a B-glycosylated
derivative of entacapone (E, Z): 4 hydroxy-5-nitrophenyl-3-O-(8)-D-glucopyranose-(E)-
2-cyano-N, N-diethyl-3-acrylamide.

KEYWORDS: Entacapone, filamentous fungi, bioconversion, glycosylation,
functionalized derivatives.
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1. INTRODUCAO

O estudo da bioconversao de compostos biologicamente ativos por
microrganismos, principalmente fungos filamentosos, e seus possiveis derivados
glicosilados tem sido amplamente investigado. Como exemplo as flavonas de Psiadia
arabica, Psiadiarabin (1, Figura 1) e seu analogo 6-desmetoxi 5,3’dihidroxi-7,2’, 4’,5’-
tetrametoxiflavona (2, Figura 1) foram metabolizados por Cunninghamella elegans
NRRL 1392 resultando em dois glicose-conjugados altamente polares (3 e 4, Figura 1),
caracterizados por RMN (IBRAHIM et al., 1997).

OMe

OMe

1  R;=OMe, R,=O0OH

2 Ry=H,R;=OH

H
_ _ 0
3 R,=OMe, R,= HO o
o .
OH
OH
4  R;=H,R,= HO O o
o .
OH

Figura 1. Bioconversao por Cunninghamella elegans NRRL 1392 do Psiadiarabin (1) e
o analogo 6-desmetoxi 5,3’dihidroxi-7,2’, 4’,5’-tetrametoxiflavona (2) em dois derivados
glicosilados (3 e 4). Fonte: IBRAHIM et al., 1997.
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HUANG et al. utilizaram a etofesalamida, aplicada a acne, psoriase, dermatite de
sensibilizacdo, eczema crénico, e neurodermite no uso clinico, como substrato para
explorar a capacidade dos fungos filamentosos em converté-la em metabolitos de fase
2, comparando os resultados encontrados com os resultados do metabolismo em
mamiferos, visto que a etofesalamida em coelhos tem sido bem estudada e o
etofesalamida-2-glicuronideo é o principal metabdlito. Para estudar os metabdlitos de
fase 2, sete fungos foram selecionados para transformar a etofesalamida: Aspergillus
niger, Penicillium, Mucor circinelloides, Cunninghamella elegans AS 3.156,
Cunninghamella elegans AS 3.2028, Cunninghamella echinulata AS 3.2004 e
Cunninghamella blacksleeana AS 3.153 (HUANG et al., 2005).

Os metabodlitos da etofesalamida foram analisadas por CLAE-EM. A
etofesalamida foi convertida em dois metabdlitos de fase 2: glicosideo e ribosideo
conjugados. O glicosideo conjugado foi o principal produto com um rendimento superior
a 90%, ndo foram detectados metabolitos de fase 1 (Figura 2). Eles concluiram que as
conjugacdes glicosidicas e ribosidicas da etofesalamida obtidas por fungos
filamentosos diferiram da glicuronidacdo do metabolismo de fase 2 em mamiferos
(HUANG et al., 2005).

H
©) N
HO
OCH,CHs
Etofesalamida
CH,OH
O H
OH @) N
HOH,C o OCH,CH;3
HO 0]
OH CH,CHs o N
H
HO OH
Glicosideo conjugado Ribosideo conjugado

Figura 2. Metabdlitos de fase 2 da Etofesalamida. Fonte: HUANG et al., 2005.
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Por via quimica as reacbes de glicosilacdo podem ser bastante dificeis,
envolvendo varias etapas de protecdo e desprotecdo, reduzindo consideravelmente os
rendimentos. Geralmente as reacdes de glicosilagdo necessitam de per-O-acetilagéo
da glicose com anidrido acético e iodeto (MUKHOPADHYAY et al., 2004) sobre
halogenacgdo da posicdo anomérica usando HBr 30% em &cido acético (RUTTENS et
al., 2007). Como resultado a molécula glicosilada reage com metéxido de sédio para
desproteger as hidroxilas (CAMPO & CARVALHO, 2008).

1.1 GLICOSILACAO DE FARMACOS

Os carboidratos sdo normalmente definidos como aldeidos e cetonas
poliidroxiladas ou substancias que hidrolisam para produzir aldeidos e cetonas
poliidroxiladas. Faz-se importante ressaltar que devido aos carboidratos conterem
grupos C=0 e grupos —OH, eles existem principalmente como hemiacetais, ou seja,
grupo —OH e um grupo —OR ligados ao mesmo atomo de carbono da carbonila do
aldeido ou cetona, ou acetais que possuem dois grupos —OR ligados ao mesmo atomo
de carbono (Figura 3) (SOLOMONS & FRYHLE, 2002).

OH OR'
R—C —0OR R C OR'
RII R"
Hemiacetal (R"pode ser H) Acetal (R" pode ser H)

Figura 3. Hemiacetais: grupo —OH e um grupo —OR ligados ao mesmo atomo de
carbono da carbonila do aldeido ou cetona. Acetais: que possuem dois grupos —OR

ligados ao mesmo atomo de carbono.
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O sistema D-L das designacdes estereoquimicas esté totalmente embutido na
literatura da quimica dos carboidratos. As formas ciclicas da D-(+)-glicose sao
hemiacetais formados por um reacéo intramolecular do grupo —OH em C5 com o grupo
de aldeido. A ciclizacao cria um novo estereocentro em C1 e este estereocentro explica
como duas formas ciclicas sdo possiveis. Estas duas formas ciclicas sao
diastereoisomeros que diferem entre si apenas na configuragdo do C1. Os
diastereoisbmero deste tipo sdo chamados de anémeros, e o atomo de carbono
hemiacetal € chamado de atomo de carbono anomérico (SOLOMONS & FRYHLE,
2002).

Cada anbmero de glicose é designado como um anémero a ou B, dependendo
do grupo —OH do C1. Quando desenhamos as formas ciclicas de um acgucar D na
orientacdo mostrada na figura 4, o anémero a possui o0 —OH trans em relagéo ao grupo
—CH,OH; e o0 anémero 8 possui o —OH cis em relagdo ao grupo —CH,OH (SOLOMONS
& FRYHLE, 2002).

Alfa-D-(+)-Glicopiranose Beta-D-(+)-Glicopiranose

Figura 4. Forma ciclica da Glicose mostrando o anémero a: —OH trans em relacdo ao

grupo —CH,OH e o0 anémero B: —OH cis em rela¢éo ao grupo —CH,OH.

Os acetais de carboidratos sdo chamados, em geral, de glicosideos: um acetal
de glicose é chamado glicosideo, acetais da manose sdo manosideos, acetais da
frutose sao frutosideos etc. Os glicosideos sdo estaveis nas solucbes basicas por

serem acetais. Nas solu¢des acidicas, porém, os glicosideos sofrem a hidrolise para
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produzir agucar e alcool. O alcool obtido pela hidrolise de um glicosideo é conhecido
como um aglicénio. (SOLOMONS & FRYHLE, 2002).

Tem-se estimulado a busca de novas estratégias no tratamento da Doenca de
Parkinson, uma delas recorre aos derivados glicosilados da dopamina capazes de
penetrar na barreira hematoencefalica, através da utilizacdo de sistemas de transportes
especificos (FERNANDEZ et al., 2000; FERNANDEZ et al, 2003).

E sabido que a glicose, fonte de energia do cérebro, e outras hexoses sdo
transportadas através da barreira hematoencefalica pelo transportador glicose GLUT-1.
Este transportador protéico esta localizado na membrana das células capilares
endoteliais cerebrais que compdem a barreira hematoencefalica. Assim, poderiamos
ter uma nova abordagem para liberar dopamina no SNC através de um
neurotransmissor ligado a uma molécula de acucar, resultando em um glicoconjugado,
capaz de atravessar a barreira hematoencefalica, utilizando o transporte carreador-
intermediado. Ao atingir o SNC, o pré-farmaco deveria ser enzimaticamente clivado
para liberar o composto ativo (Figura 5). Alguns autores tém estudado este método em
peptideos e agentes citotoxitos para liberacdo destes compostos no SNC
(FERNANDEZ et al., 2000; FERNANDEZ et al., 2003; SIVAKUMAR et al., 2009).

i |
@® Dopamina / = DI_ ® -
o—[1

I

L—[ GLUT-1 . lBioativaqéo
Pré farmaco

L] Glicose 4 @ |

Cérebro

Figura 5. Representacdo esquematica da nova estratégia para liberar dopamina no
SNC. Fonte: FERNANDEZ et al., 2000.
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Apls esta estratégia, foram sintetizados vérios derivados glicosilados da
dopamina como potentes agentes antiparkinsonianos, no qual o acucar e o
neurotransmissor estao ligados através de ligacdo éster, amida e glicosidicas (Figura 6)
(FERNANDEZ et al., 2000).

NH
Ho
HO OH
HO 0O
H H
HO
OH
Esterase
NH,
0 HOH
Oy, (CH2)2 ( Ho
(AW VoW HO
. OH NH2 HO 20
NH OHs OH
H H
Protease Glicosidase
ou
- Amidase HO
OH OH

Dopamina HO
Ho
O

Figura 6. Derivados glicosilados da dopamina. Fonte: FERNANDEZ et al., 2000.
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Essas ligagdes podem ser clivadas, enzimaticamente, no tecido cerebral para a

liberacdo de dopamina. Uma série de compostos apresenta 0 grupo amino da
dopamina ligado ao agucar na posicado C-6 (1 e 2, Figura 7) ou C-1(B) (3, Figura 7),

através de uma ligagdo succinil.

Em outra série, o aclcar € anexado aos grupos

fendlicas da dopamina através de uma ligacdo glicosidica (4 e 5, Figura 7)

(FERNANDEZ et al., 2000).

0]
o} (CHy); (
Y -acgucar
NH
HO
OH
AcUcar
0]
(1) HO
HO ~OH
OH OH
0]
2)
HO OH
OH
OH
3 0]
®) HO
HO
OH

NH,
R'O
OR?
R'e R
OH
o)
(4) R*= HO . R?=H
HO
OH
OH
o)
5) R'=H |, R®=HO
HO
OH

Figura 7. Derivados glicosilados da dopamina. Fonte: FERNANDEZ et al., 2000.
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1.2 METODOS DE BIOTRANSFORMACAO

Ha varios métodos de biotransformacao disponiveis para gerar metabdlitos. Nos
meétodos in vivo, o farmaco € administrado a animais de laboratorio ou seres humanos,
e seus fluidos biolégicos sdo examinados quanto a presenca e identificacdo dos
metabdlitos. Os métodos in vitro incluem o uso de fragdes subcelulares elaborados a
partir de sistemas de células e 6rgdos intactos e enzimas isoladas. Os métodos
microbianos podem também ser utilizados para gerar metabdlitos. E os métodos in
silico sdo softwares capazes de prever as reacdes metabdlicas (FURA et al., 2004;
ASHA & VIDYAVATHI, 2009).

A elucidacdo e identificacdo da estrutura de metabdlitos de mosaprida foi
investigada em ratos. Ap0s administracdo oral, as amostras de urina, bile, fezes e
plasma de ratos foram coletadas e analisados por CLAE-EM/EM, 18 metabdlitos foram
encontrados. As estruturas moleculares de nove metabolitos de fase 1 e
de seis metabolitos de fase 2 da mosaprida foram elucidadas por CLAE-EM/EM. Os
metabolitos de fase 1 foram, principalmente, bioconvertidos por desalquilacdo, N-
oxidacdo, clivagem do anel morfolina e hidroxilagdo, enquanto que na fase 2
metabolitos foram principalmente formados por glicuronidacao (Figura 8) (SUN, et al.,
2009, ).
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Figura 8. Proposta do perfil metabdlico de mosaprida em ratos. Fonte: SUN, et al.,
2009,
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Smith e Rosazza (1974) propuseram pela primeira vez que biotransformacdes
microbianas poderiam ser utilizados para a preparacdo de metabdlitos mamiferos de
farmacos. Uma vez identificados, geralmente por CLAE/EM, estes metabdlitos
poderiam ser preparados em quantidades suficientes para a preparacdo de padrdes
analiticos, para ter sua atividade biologicamente testada e para elaboracdo de
farmacos. Entre as vantagens da utilizacdo de microrganismos para a producdo de
metabdlitos podemos citar que as culturas séo relativamente faceis de manutencao e
crescimento. Em alguns casos, ndo € possivel obter todos os metabdlitos mamiferos
pela transformacdo microbiana, mas por causa da simplicidade do meétodo e a
capacidade de fornecer grandes quantidades de metabdlitos, a técnica permanece
como uma util opcao (FURA et al., 2004; ASHA & VIDYAVATHI, 2009).

As vantagens do uso do modelo microbiano sobre o uso de animais de
laboratorio e culturas de células ou tecidos em estudos do metabolismo sdo (FURA et
al., 2004; ASHA & VIDYAVATHI, 2009; SUN et. al., 2009y,):

— Teécnica simples, facil e de baixo custo;

— A triagem para um grande numero de cepas € um simples processo repetitivo;

— A grande quantidade de metabdlitos formados permite facil deteccéo,

isolamento e identificacao estrutural;

— Novos metabdlitos podem ser isolados;

— Pode ser utilizado para as reacfes de sintese, envolvendo muitas etapas;

— Uteis nos casos em que régio- e estéreo-especificidades sio necessarios;

— A manutencdo de estoques de culturas de microrganismos € mais simples e

mais barata do que a manutencdo de culturas de células ou tecidos ou de

animais de laboratorio;

— Facilidade de manutencao, crescimento e manipulacao;

— Resultados reprodutiveis.

O uso de animais de laboratério e culturas de células ou tecidos apresenta as
seguintes desvantagens (FURA et al., 2004; ASHA & VIDYAVATHI, 2009; SUN, et. al.,
2009, p):

— O custo da manutencao de culturas de células ou tecidos;

O custo dos animais experimentais;

VariacOes das espécies;

Preocupacdes éticas;
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— A toxicidade do farmaco limita a quantidade que pode ser administrada e,

portanto, apenas uma pequena quantidade de metabdlito pode ser isolada.

Os biocatalisadores empregados nos processos de bioconversdo, também,
apresentam vantagens quando comparados aos catalisadores quimicos usuais, dentre
as quais podemos citar (FABER, 2004):

— Enzimas séo catalisadores eficientes, a velocidade das reagfes aumenta
cerca de 10%-10% o que é muito além da aceleracdo observada por
catalisadores quimicos;

— E uma técnica que se enquandra dentro da “quimica verde”, definida pela

concepcao, desenvolvimento e aplicacdo de processos e produtos quimicos para

reduzir ou eliminar o0 uso ou a geracdo de substancias perigosas a saude
humana e ao meio ambiente. Diferente dos metais pesados, por exemplo, os
biocatalisadores sdo completamente degradados no meio ambiente (PRADO,

2003; HAI-FENG et al., 2008);

— As enzimas sdo compativeis entre si, uma vez que atuam sob condicbes

similares, diversas reacdes biocataliticas podem ser realizadas em um

recipiente. Assim, reacdes sequenciais podem ser desenvolvidas usando
sistemas multienzimaticos a fim de simplificar processos reacionais;

— As enzimas sao capazes de atuar em uma grande variedade de substratos

sintéticos ndo naturais. Muitas delas apresentam uma elevada especificidade

para um determinado tipo de reacdo, aceitando uma ampla diversidade
estrutural em seus substratos;

— A biodiversidade enzimatica fungica pode ser demonstrada pela geracdo de

moléculas que podem apresentar atividade farmacologica diferente do farmaco

original.

As enzimas sao catalisadores altamente seletivos, apresentando todos os tipos
de seletividade quimica essenciais a quimica organica sintética, que sdo a
guimiosseletividade, a regiosseletividade e a estereosseletividade:

— Quimiosseletividade: as enzimas agem em grupos funcionais especificos,

assim, outros sitios da molécula permanecem inalterados. Observa-se uma

menor ocorréncia de reacdes paralelas indesejadas, resultando em produtos



29

mais puros e com uma purificacdo menos trabalhosa quando comparadas as
catalises quimicas;

— Regiosseletividade: devido a estrutura tridimensional complexa das enzimas,
podem distinguir grupos funcionais idénticos situados em regides diferentes da
molécula do substrato;

— Estereosseletividade: as enzimas sdo formadas por L-amino acidos e assim
séo catalisadores quirais. Dessa forma, qualquer tipo de quiralidade presente na
molécula do substrato é reconhecido formando o complexo enzima-substrato.
Substratos pré-quirais podem ser transformados em produtos opticamente ativos
e ambos estereoisdmeros de um substrato racémico podem reagir em diferentes
velocidades e serem separados por resolucéo cinética (ABOURASHED, et. al.,
1999; FABER, 2004).

As desvantagens do uso de biocatalisadores sao:

— A dificuldade de se encontrar um biocatalisador adequado e por isso 0
emprego de extensos procedimentos de selecdo (AZERAD, 1999);

— Poucos solventes podem ser utilizados, ndo podendo trabalhar com pH
extremos;

— As enzimas sao encontradas apenas em uma forma enantiomeérica. Assim,
nao € possivel inverter a quiralidade de um processo enzimatico simplesmente
substituindo o catalisador por seu outro enantibmero, estratégia utilizada na
sintese quimica (FABER, 2004);

— Os baixos rendimentos obtidos podem ocorrer devido a grande variedade de
produtos formados (FABER, 2004).

As reacdes de bioconversdo utilizando fungos filamentosos, dotados de
monoxigenases capazes de hidroxilar moléculas, como Cunninghamella echinulata,
Beauveria bassiana, Rhizopus arrhizus, Mucor plumbeus, Mortierella isabelina, tém
sido bastante utilizadas por serem uma alternativa promissora para a elucidacédo da
rota metabdlica de farmacos de diferentes classes farmacolégicas (AZERAD, 1999;
ASHA & VIDYAVATHI, 2009). O desenvolvimento de uma metodologia analitica de
monitoramento da reacdo apropriada € essencial para o sucesso deste estudo, as
técnicas mais utilizadas sdo CCD, CG, CLAE, CG-EM ou CLAE-EM e a RMN.
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1.3 CUNNINGHAMELLA

O fungo Cunninghamella, da familia Cunninghamellaceae pertence a seguinte
taxonomia simplificada, sugerida por Dixon e Fromtling, 1995 (KONEMAN et al., 2001,
ASHA & VIDYAVATHI, 2009):

Classe: Zygomycetes

Ordem: Mucorales

Género: Cunninghamella

O género Cunninghamella contém espécies de importancia em
micologia médica e em processos biotecnolégicos (KONEMAN et al., 2001, ASHA &
VIDYAVATHI, 2009). E um fungo filamentoso encontrado no solo e material vegetal,
especialmente no Mediterraneo e zonas subtropicais. Também foi recuperado a partir
de material animal, queijo e castanhas do Brasil (ASHA & VIDYAVATHI, 2009).

O género Cunninghamella contém atualmente 16 espécies, detacadas a seguir
(UNIPROT CONSORTIUM, 2010; ZHENG & CHEN, 2001; ASHA & VIDYAVATHI,
2009):

Cunninghamella bainieri

Cunninghamella bertholletiae

Cunninghamella binariae

Cunninghamella blakesleeana

Cunninghamella clavata

Cunninghamella echinulata

Cunninghamella elegans

Cunninghamella homothallica

Cunninghamella intermedia

Cunninghamella multiverticillata

Cunninghamella phaeospora

Cunninghamella polymorpha

Cunninghamella septata

Cunninghamella sp A18

Cunninghamella sp CL023

Cunninghamella vesiculosa
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Dentre as espécies a C. bertholletiae, a C. elegans e a C. echinulata sdo as mais
encontradas, porém C. bertholletiae € conhecida apenas como patdégeno humano e
animal. As espécies de Cunninghamella sdo capazes de metabolizar uma grande
variedade de xenobidticos, utilizando tanto reacdes de biotransformacdo de fase 1
como de fase 2. Tém a capacidade de metabolizar uma grande variedade de
xenobioticos, em posicdes régio- e estéreo-seletivas, semelhante aos sistemas
enzimaticos de mamiferos (Quadro 1) (DAVIS, 1988; ASHA & VIDYAVATHI, 2009).
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Quadro 1. Género Cunninghamella - Exemplos de metabolismo microbiano x metabolismo
mamifero de farmacos farmacologicamente ativos.

Cunninaha FArmaco Atividade Metabolitos de  Metabdlitos
mellg Farmacolégica mamiferos microbianos
Furosemida
o ol N-desalquilagéo; N-
E)_\ o formacgéo de o
i 10 g - desalquilagéo;
1 o oxido de areno; ~
C. elegans NH, Diurético ~ formagcdo  de
formacéao de . 7>
o ) . glicosideo 1-O-
OH glicuronideo  1- il
O-acil
Etofesalamida
o N
C. \©\ Conjugactes
blakesleeana oo, Antipsoriase  Glicuronidacdo  glicosideos e
AS 3.153 ribosideos
Lapachol Hidroxilag&o o
o Hidroxilac&o
alilica grupo  _ ...
0 ) alilica grupo
: metila e )
= Antitumor, i~ metila e
. 0 oxidacao do ~
C. echinulata antibidtico, . formacéo de
. L acido .
OH antimalarico e éster de
carboxilico; )
O f ~ lactato;
ormagao licosilacéo
glicuronideo 9
Propranolol N- N-
. .~ . deisopropilacao
~ deisopropilacdo; . d A
\ desaminacéo » _desaminacao
7 ¢ oxidativa de
C. oxidativa de OH L
. ) 5 ., ... OH ou A&cido
echinulata; B-bloqueador ou acido P
o I carboxilico;
C. bainieri o carboxilico; ) o
. o hidroxilacdo do
hidroxilacdo do
Hio M anel C-4 e C-8
anel C-4 e

CHs

glicuronidacédo

e conjugacao
indeterminada

Fonte: ASHA & VIDYAVATHI, 2009.
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1.4 METABOLISMO

Antes que os farmacos sejam aprovados para uso em humanos, amplos estudos
sdo exigidos para estabelecerem eficacia e seguranca. A elucidacdo do metabolismo
dos farmacos constitui um importante e necesséario passo para esta evolugao, levando
a um completo conhecimento de fatores farmacocinéticos, essenciais para 0 uso
adequado e seguro. Utilizam-se técnicas analiticas sensiveis e eficazes, aliadas a
procedimentos de extracdo eficientes e quantitativos, de maneira a permitir a
elucidacdo da estrutura quimica dos metabdlitos, inclusive de centros estereogénicos
guando presentes (ABOURASHED et. al., 1999; AZERAD, 1999; FABER, 2004).

Para alguns autores, metabolismo é o estudo do destino total do farmaco na
biofase, incluindo as etapas de absorcéo, distribuicdo, biotransformacdo e excrecao.
Outros consideram o metabolismo apenas como biotransformacéo do farmaco, isto é
as modificagcbes quimicas, enzimaticamente promovidas, que o farmaco sofre na
biofase, distinguindo, portanto do aspecto farmacocinético (absorcao/distribuicao).
Atualmente, o termo metabolismo é empregado para descrever as transformacdes
enzimaticas de substancias endodgenas, a exemplo acetilcolina, enquanto
biotransformacdo compreende a metabolizacdo de xenobidticos, como os farmacos
(THOMAS, 2003; ASHA & VIDYAVATHI, 2009).

A bioconversdo envolve, principalmente, reacfes de detoxificagcdo, onde o
farmaco metabolizado no interior de células do figado, rins, entre outros 6rgaos, produz
metabolitos mais polares, hidrossolluveis, a fim de serem eliminados do organismo. Tal
processo pode envolver as reacdes de fase 1 (oxidacao, reducéo e hidrélise) e de fase
2 (conjugacdao) catalisadas por uma variedade de enzimas (AZERAD, 1999, THOMAS,
2003; FURA, 2006).

Na maioria dos casos, o0 metabolismo de farmacos leva a inativacado
farmacologica do composto através da biotransformacdo em moléculas inativas. No
entanto, o metabolismo de farmacos pode também resultar em ativacéo farmacoldgica,
onde metabolitos farmacologicamente ativos sdo formados. A formacdo de metabdlitos
ativos (bioativacdo) pode ser mediada, como descrito acima, tanto pela fase 1 como
pela fase 2. As reacdes de fase 1 sdo mediadas por enzimas tais como CYP450,
flavina monoxigenase, esterases e amidases, sendo a bioativacdo resultante do
CYP450 a via mais comum. Nas reacgfes de fase 2, pequenas moléculas enddgenas

polares (por exemplo, acido glicurbnico e sulfato) sdo conjugadas com 0S grupos



34

funcionais formados durante as reacbes de fase 1. Mas a conjugacdo direta das
moléculas enddgenas também pode ocorrer se o composto ja tiver grupos funcionais
adequados. Estas reacdes de conjugacdo sdo mediadas por enzimas, tais como

glicuronosiltransferase, sulfotransferase e acetiltransferase (Figura 9) (FURA, 2006).

F4rmaco ) Metabolitos ~ Metabalitos
(Hidrofobico) Reacdes de Fase 1 funcionalizados ~ Reacbes de Fase 2» conjugados
(Hidrofélicos) (Excregao)

Biopolimeros
(Toxicidade)

Metabdlitos
» Conjugados
(Excrecéao)

Fase 2

Figura 9. Transformacdo metabdlica de farmacos. Fonte: AZERAD, 1999; FURA, 2006.

O metabolismo dos farmacos, ou seja, suas biotransformacdes, sdo as reacdes
guimicas responsaveis pela conversdo de farmacos em outros produtos dentro do
organismo antes e depois de atingir seus sitios de acdo. A quantidade de um farmaco
gue atinge um receptor dependera da quantidade incorporada pelos outros tecidos e
também da quantidade do farmaco que é metabolizada antes que este atinja seu sitio
de acdo. Quase todas essas reacdes sao catalisadas por enzimas, portanto, tenderéo
ser estereoespecificas. Em consequéncia, o conhecimento sobre metabolismo faz-se
importante tanto no desenho de novos farmacos, bem como para o aperfeicoamento
dos ja existentes (FABER, 2004; THOMAS, 2003).

Willians (1959) classificou a biotransformacdo em duas fases, considerando a
primeira fase do metabolismo de um farmaco na biofase, as reacfes de oxidacoes,
reducdes e hidrdlises; e a fase 2, compreendendo a etapa de conjugacéo, envolvendo

reacoes de glicuronidagéo, sulfatagéo, acilagdo, metilagéo e a formacéo de adutos com
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glutationa. Normalmente, ambos os tipos de rea¢des produzem metabdlitos que séo
mais hidrossoliveis e desse modo mais facilmente excretados que o farmaco original
(WILLIANS, 2001).

Nas reacdes de fase 1 o aumento da solubilidade em agua geralmente ocorre
pela introducdo de grupamentos polares que aumentam a solubilizacdo em agua, tais
como -OH, -COOH e -SOzH. Por exemplo, a procaina, anestésico local, é
metabolizada na corrente sanguinea por hidrélise catalisada por esterases, gerando
compostos com grupamentos acidos e alcodlicos mais polares (Figura 10) (WILLIANS,
2001; THOMAS, 2003).

CH,CH;
H,N COOCHZCHZN/
CH,CHs
Procaina
Esterases
CH,CHj
H,N COOH + HOCHZCH2N<
CH,CHj
Acido 4-aminobenzoico 2-Dietilaminoetanol

Figura 10. Bioconversao da Procaina. Fonte: THOMAS, 2003.

A oxidacdo € provavelmente a reacdo mais comum no metabolismo dos
xenobidticos. Esta reacdo € catalisada pelo sistema enzimatico monoxigenase CYP
P450. O principal sistema enzimatico envolvido no metabolismo dos farmacos
compreende as enzimas microssomais hepaticas, em que destacam o CYP450, uma
hemoproteina oxidativa e uma flavoproteina, NADPH-Citocromo C Redutase, que
associadas a lipideos, formam o sistema MFO (oxidases de funcdo mista). Embora o

figado seja o principal sitio de metabolizacdo dos farmacos, outros 6rgaos e tecidos
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também podem biotransformar, a exemplo o trato gastrintestinal, os pulmdes e o0s rins
(AZERAD, 1999; WILLIANS, 2001).

As reacfes de fase 2, que também sdo conhecidas como reacfes de
conjugacao, aumentam a hidrossolubilidade através da combinacdo de um reagente
gue aumenta a solubilidade em 4gua com o farmaco, formando um derivado altamente
polar, algumas vezes chamado de conjugado. Estas reacfes sdo sinteses enzimaticas
através das quais um grupo funcional, tais como alcool, fenol, amina, € mascarado pela
adicdo de um novo grupo, por exemplo, acetil, sulfato, &cido glicurbnico, ou certos
aminoacidos, que aumentam a polaridade do farmaco ou do xenobiético (WILLIANS,
2001; THOMAS, 2003).

As reacfes de conjugacao representam provavelmente a mais importante
reacdo de biotransformacdo dos xenobibticos. Somente depois das reacbes de
conjugacao ter acrescentado uma subunidade idnica hidrofilica nos xenobidticos, tais
como, acido glicurdnico, sulfato ou glicina, a solubilidade em agua € aumentada e a
solubilidade em lipidios diminui o suficiente para tornar possivel a eliminagéo pela urina
e pela bile. A maioria das substancias sofre reacbes de fase 1 e fase 2,
sequencialmente (WILLIANS, 2001).

Os xenobidticos reagem com a forma ativa do acido glicurbnico, o acido
glicurénico difosfato de uridina (UDPGA), formando um conjugado glicuronideo
altamente soluvel em agua. Essa reacédo € catalisada pelas uridina difosfato glicuronil
transferases (UDPG transferases) (Figura 11) (WILLIANS, 2001; THOMAS, 2003).
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UDPG-dehidrogenase (UDPGA)

COO
HO Hs
oo——< >—N——<
UDPGT oH H 5
HO
OH

N_C_CH3
|
O

Acetaminofeno

Hs COOH coo ﬁ CHs
CoO o—C
o}
O OH
OH n UDPGT
HO
HO O-UDP OH
OH H3C H3C
C CHs

UDP-glicuronato Ha

Ibuprofeno

coo H

H,oN
+ UDPGT oN COOH
—— > (/OoH

COOH
OH HO OH
OH

Acido p-aminosalicilico

Figura 11. Via glicuronidacdo catalisada por UDP-glicuronosil transferases (UDPG
transferases). Fonte: WILLIANS, 2001.

Para a maioria dos xenobibticos, a conjugacdo € um mecanismo de
detoxificacdo, porém alguns compostos formam intermedidrios reativos, 0s quais tém
sido implicados em carcinogénesis, reacdes alérgicas, e danos no tecido (WILLIANS,
2001).
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1.5 METABOLITOS

Metabdlitos ativos podem ser superiores as respectivas moléculas de origem
guanto a parametros farmacolégicos, farmacocinéticos e perfis de seguranca. Como
resultado, uma série de metabdlitos ativos tém sido desenvolvidos e comercializados
como farmacos com perfis superiores em relacdo as suas moléculas de origem.
Exemplos de metabdlitos ativos desenvolvidos e comercializados como farmacos
incluem acetaminofeno, oxifenbutazona, oxazepam, cetirizina (Zyrtec®), fexofenadina
(Allegra®) e desloratadina (Clarinex®). Cada um desses farmacos proporciona um
beneficio especifico sobre a molécula de origem e € superior em um ou mais dos
parametros descritos acima (FURA et al., 2004).

A completa caracterizacdo dos perfis de seguranca e a elucidacdo das
estruturas de metabdlitos de novas entidades quimicas muitas vezes nao séo
concluidas até o inicio ou até mesmo no final do estagio de desenvolvimento do
farmaco, isto pela dificuldade de deteccdo e caracterizacdo de metabdlitos dentro de
um prazo compativel com o ritmo acelerado da descoberta do farmaco. Além disso,
uma rapida sintese quimica de metabolitos por métodos tradicionais € muitas vezes
dificil. Também é frequentemente dificil ou impossivel prever se um determinado
composto pode formar um metabdlito farmacologicamente ativo. Por exemplo, a
mesma biotransformacéao, a hidroxilacdo de cadeia lateral alquila, produz um metabdlito
farmacologicamente inativo de fenobarbital, ao passo que a hidroxilacdo na cadeia
lateral alquila de flutamida leva a um metabdlito que € mais ativo e duradouro do que o
composto de origem. A sulfatacdo de minoxidil leva a formacdo de um metabdlito
farmacologicamente ativo, enquanto que a sulfatacdo do acetaminofeno leva a
bioinativacdo. O metabdlito 6-O-glicuronideo da morfina € farmacologicamente ativo,

enquanto a morfina 3-O-glicuronideo néo é (Figura 12) (FURA et al., 2004).
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Figura 12. Exemplos de reacBes de biotransformacdes que levam a metabdlitos

farmacologicamente ativos ou inativos. Fonte: FURA et al., 2004.
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A morfina-6-O-glicuronideo, amplamente usada como analgésico, é um
metabdlito ativo da morfina possuindo atividade farmacoldgica superior ao composto de
origem. No tratamento crénico, o perfil farmacocinético de morfina-6-O-glicuronideo
atinge concentracdes plasmaticas mais elevadas que a morfina, contribuindo para uma
melhor eficicia clinica. E também, demonstrou um melhor desempenho quanto ao
efeito secundario, com menor incidéncia de nauseas e vémitos, que o farmaco de
origem (RITTER, 2000; FURA et al., 2004).

Assim, 0os métodos experimentais s80 necessarios para gerar, detectar e
caracterizar importantes metabdlitos ativos. A concentracdo do composto de origem
normalmente é a Unica medicdo feita. Por conseguinte, ndo ha informagdes sobre o
namero, identidade e significado farmacolégico dos metabdlitos que podem ter sido
formados. Mesmo quando o perfil metabdlico € concluido e seus metabdlitos séo
identificados, a informacédo é normalmente utilizada para a sintese direta de analogos
com estabilidade metabolica superior (FURA et al., 2004).

Ha vérias vantagens para selecionar metabolitos ativos como candidatos a
novos farmacos. O processo pode levar a descoberta de um candidato apresentando
melhor farmacodinamica, farmacocinética, perfil de seguranca, propriedades fisico-
quimicas como solubilidade, entre outras. A exemplo, a desloratadina (Clarinex®),
agora comercializada como um anti histaminico de segunda geracao, € um metabdlito
ativo da loratadina (Claritin®). E aproximadamente 10 vezes mais potente, in vivo, em
humanos do que o farmaco de origem (FURA et al., 2004; FURA, 2006).

Faz-se necessario ressaltar que dentro de uma espécie fatores biolégicos como
a idade, o sexo, a genética, e fatores ambientais como o estilo de vida, ou seja, dieta
precaria, bebidas alcodlicas, tabagismo, automedicacdo, abuso de drogas, afetam o
metabolismo dos farmacos (THOMAS, 2003; BARREIRO & FRAGA, 2008).

1.6 PARKINSONISMO

O Parkinsonismo é uma sindrome clinica denominada por quatro sinais cardeais:
tremor, bradicinesia, rigidez e instabilidade postural. As manifestacbes menos

proeminentes relacionam-se com o humor e o intelecto, fungdo anatdmica e sistema
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sensorial. Dentre os distarbios ndo motores na Doenga de Parkinson, podemos citar as
seguintes manifestacdes (JANKOVIC, 2005):

Anormalidades neurocomportamentais:

Alteracbes na personalidade (apatia, falta de confianca, medo excessivo, ansiedade,
abstinéncia social, dependéncia);

Deméncia (desorientacdo espacial, paranodia, psicose, alucinacoes);

Bradifrenia (lento processo de pensamento, perda de concentracdo, dificuldade na
formacéo de conceitos);

Depresséo;

Distarbio do sono;

Disfuncéo sexual,

Efeitos colaterais psiquiatricos do tratamento.

Outras manifestacbes ndo motoras:

Disfuncdo autonémica (hipotenséo ortostatica, desregulacéo respiratoria, vermelhidao,
constipacao, disfuncdes esfincteriana e sexual);

Sintomas sensoriais (parestesias, dores, acatisia, disfuncbes visual, olfativa e
vestibular);

Seborréia, fadiga, perda de peso.

A média de idade do inicio dos sintomas é de 55 anos, com cerca de 1% das
pessoas com 60 anos ou mais apresentando a doenca. Os homens séo afetados mais
frequentemente que as mulheres em uma relacéo de 3:2 (JANKOVIC, 2005).

A concentracdo normalmente elevada de dopamina nos ganglios da base do
cérebro encontra-se reduzida no parkinsonismo, e as tentativas farmacoldgicas de
restaurar a atividade dopaminérgica com levodopa e com agonistas dopaminérgicos
foram bem sucedidas no alivio de muitas das manifestacfes clinicas da doenca
(AMINOFF, 2003).

Foram identificados pelo menos dois subtipos principais da doenca de
Parkinson: um subtipo é caracterizado pelo tremor como caracteristica parkinsoniana, e
outro € dominado pela instabilidade postural e pela dificuldade na marcha. Varios

outros disturbios além da doencga de Parkinson podem causar pelo menos parte da
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sindrome parkinsoniana, e podem ser distinguidos clinicamente pela presenca de
achados atipicos, auséncia ou paucidade do tremor e pobre resposta a levodopa
(JANKOVIC, 2005).

As causas da Sindrome Parkinsoniana podem ser (JANKOVIC, 2005):

Parkinsonismo Primério (ldiopatico):
Doenca de Parkinson;

Parkinsonismo juvenil.

Parkinsonismo Secundario (Adquirido, Sintomatico):
Infeccioso: pds-encefalico, virus lento;
Farmacos: neurolépticos, reserpina, litio, flunarizina, cinarizina;
Toxinas: metanol, etanol, CO;
Vascular: multiinfarto, choque hipotensivo;
Trauma,
Outros: anormalidades paratireoideanas, hipotireoidismo, degeneracao

hepatocerebral, tumor cerebral.

Parkinsonismo heredodegenerativo:
Doenca de Wilson;
Doenca do corpusculo de Lewy autossémica dominante;
Neuroacantocitose;

Parkinsonismo familiar com neuropatia periférica.

Degeneracao de Multiplos Sistemas (Parkinsonismo-Plus):
Paralisia supranuclear progressiva;
Atrofia de mdultiplos sistemas;
Degeneracao nigroestriada;

Doenca de Alzheimer.
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1.7 DOENCA DE PARKINSON

Embora varias hip6teses estejam sendo atualmente investigadas, a causa da
doenca de Parkinson (DP) é ainda desconhecida, podendo ocorrer apds isquemia
cerebral, encefalite viral ou induzida por farmacos, sendo os principais farmacos
envolvidos os que reduzem a quantidade de dopamina no cérebro (reserpina), ou que
bloqueiam os receptores de dopamina (farmacos antipsicéticos, como a clorpromazina)
(RANG et al., 2004; JANKOVIC, 2005; RAUTIO et al., 2010).

Os sinais mais tipicos da doenca de Parkinson sdo a perda neuronal com
despigmentacdo da substancia negra e a presenca de corpusculos de Lewy, que séo
inclusGes eosinofilicas citoplasmaticas nos neurdnios consistindo em agregados de
proteinas normais e anormais. Pelo menos uma perda de 60% dos neurbnios
dopaminérgicos na substancia negra e o mesmo grau de deplecdo de dopamina no
estriado tem de aparecer antes que os sintomas clinicos da doenca de Parkinson se
tornem evidentes (RANG et al., 2004; JANKOVIC, 2005; RAUTIO et al., 2010).

Os sintomas motores resultam principalmente da degeneracdo da via
nigroestriada, que provoca deficiéncia de dopamina; alguns sintomas
neurocomportamentais e deficiéncias cognitivas tém sido atribuidos a degeneracao das
vias dopaminérgicas mesocorticais e mesolimbicas; a disfun¢cdo autonémica associada
pode ser causada pela deplecdo de dopamina no hipotalamo e pela neurodegeneracéo
de alguns nucleos do tronco cerebral. O comprometimento de outros
neurotransmissores pode ser responsavel por alguns dos achados associados, como a
degeneracéao do locus cerules noradrenérgico pode contribuir para alguns dos sintomas
autondmicos e pela depressdo, e a degeneracdo do nucleo basal colinérgico se
relaciona provavelmente com a deméncia que compromete eventualmente um terco
dos pacientes com doenca de Parkinson (JANKOVIC, 2005).

O tratamento da DP envolve administracdo oral de levodopa, um precursor da
dopamina, combinado com um inibidor de DOPA decarboxilase, tais como carbidopa,
para inibir a descarboxilacdo de levodopa na periferia. Durante esse tratamento,
catecol-O-metiltransferase (COMT) passa a ser a principal enzima para metabolizar
levodopa (RAUTIO et al., 2010).

Porém, a levodopa € degradada pela enzima COMT no sistema nhervoso
periférico, resultando em discinesias e oscilagbes motoras. A inibicdo da atividade da

COMT pode prolongar a acdo do levodopa e diminuir as oscilagdes na resposta. A



44

entacapona, um seletivo e reversivel inibidor da COMT, € amplamente utilizada como
complemento levodopa/inibidor DOPA descarboxilase no tratamento da doenga de
Parkinson. Ela reforca a absorcdo e reduz o metabolismo periférico da levodopa,
levando a uma maior disponibilidade do farmaco no cérebro (SAVOLAINEN et al.,
2000; YADAV et al., 2009).

A COMT é uma enzima amplamente distribuida encontrada em tecidos
neuronais e ndo neuronais; sendo encontrada principalmente no citosol das células
hepaticas e renais, bem como nas células cromafins (Figura 13) (RANG et al., 2004;
O’CONNOR, 2005).

Figura 13- Representacdo esquematica da estrutura tridimensional da COMT. A S-
adenosil-L-metionina-co-substrato (SAM), o inibidor 3,5-dinitrocatecol (3,5-DNC), os

fons de magnésio, e as moléculas de agua coordenadas sdo representados. Fonte:

CHEM4513, 2010.

A COMT adiciona um grupo metila a um dos oxigénios hidroxilicos nos anéis
diidroxifenil das catecolaminas, produzindo metanefrina (metoxiepinefrina a partir de
epinefrina), normetanefrina (metoxinorepinefrina a partir de norepinefrina) ou
metoxitiramina (a partir de dopamina) (RANG et al., 2004; O’'CONNOR, 2005).

A seguir, as metanefrinas podem ser desaminadas pela MAO, produzindo acido

vaniliimandélico (VMA), enquanto a desaminacdo da metoxitiramina pela MAO resulta
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na formacdo do acido homovanilico. Por conseguinte, a degradacdo enziméatica
completa das catecolaminas a VMA (a partir da epinefrina ou norepinefrina) ou &cido
homovanilico (a partir da dopamina) envolve a acdo sequencial de duas enzimas (MAO
e COMT), que podem iniciar o processo, seguido de uma etapa da alcool
desidrogenase no figado (O'CONNOR, 2005).

Na corrente sanguinea, as catecolaminas apresentam meia- vida muito curta, da
ordem de um a dois minutos, sdo depuradas da circulacdo em grande parte por
captacdo neuronal, mas também estdo sujeitas a excrecdo renal direta ou a

sulfoconjugagao no trato gastrointestinal (O’'CONNOR, 2005).

1.8 INIBIDORES DA COMT: TOLCAPONA E ENTACAPONA

A inibicdo da dopa descarboxilase esta associada a ativacdo compensatoria de
outras vias do metabolismo da levodopa, especialmente a COMT, aumentando os
niveis plasmaticos de 3-O-metildopa (30OMD). A presenca de niveis elevados de 30OMD
tem sido associada a uma resposta terapéutica deficiente a levodopa, talvez, pelo fato
da 30MD competir com a levodopa por um mecanismo transportador ativo, que
controla seu transporte através da mucosa intestinal e da barreira hematoencefélica
(LEHTONEN et al., 1999,,; MANNISTO & KAAKKOLA, 1999; KAAKKOLA, 2000;
AMINOFF, 2003; FORSBERG et al., 2005;).

Os inibidores seletivos da COMT, como tolcapana e entacapona, prolongam a
duracéo da levodopa ao diminuir o seu metabolismo periférico. Logo, a depuracao de
levodopa encontra-se diminuida, com consequente aumento na sua biodisponibilidade
relativa. Em geral, prefere-se o uso de entacapona ao uso de tolcapona, visto que

entacapona ndo tem sido associada a hepatotoxicidade (AMINOFF, 2003).
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1.9 ENTACAPONA
1.9.1 Férmula estrutural e Mecanismo de acéo

A entacapona (Ci4HisN3Os) - (E)-2-ciano-N,N-dietil-3-(3,4-dihidroxi-5-nitrofenil)
acrilamida, cuja massa molecular é 305,3 (Figura 14) (MOFFAT et al.,, 2004), € um
potente, seletivo e reversivel inibidor da COMT, ICso (MERELLO et al.,, 1994;
NISSINEM et al., 1997; KESKI-HYNNILA et al., 2001;).

O

HO
AN N/\CH3

HO CN

CHs

NO,

Figura 14. Formula estrutural da entacapona (Ci4H15N3Os) - (E)-2-ciano-N,N-dietil-3-

(3,4-dihidroxi-5-nitrofenil) acrilamida.

Foi aprovado na Unido Europeia como adjuvante para as preparacdes padréo de
levodopa/benserazida e levodopa/carbidopa para utilizagdo em pacientes com doenca
de Parkinson. Foi sugerido que a acao benéfica acrescentando a entacapona ha
terapia padrdao € baseada numa maior biodisponibidade do levodopa (LEHTONEM et
al., 1999,). Levodopa, o farmaco mais comumente utilizado em doenca de Parkinson, &
fortemente inativado pela COMT, entdo a adicdo de entacapona no esguema
terapéutico diminui a perda metabdlica da levodopa para 3-O-metildopa, aumentando a
guantidade de levodopa disponivel no cérebro (LEPPANEN et al.,, 2000; KESKI-
HYNNILA et al., 2001; LEPPANEN et al., 2001).

A enzima COMT catalisa a transferéncia do grupo metil da S-adenosil-L-

metionina para o grupo de substratos fendlicos que contenham uma estrutura catecol.
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Substratos fisiolégicos da COMT incluem dopa, catecolaminas (dopamina,
norepinefrina e epinefrina) e seus metabdlitos hidroxilados. Esta enzima & importante
na eliminacdo de catecdis biologicamente ativos e alguns outros metabdlitos
hidroxilados, ou seja, na inativacao extraneuronal das catecolaminas, e em farmacos
com estruturas catecol (Figura 15) (RANG et al., 2004; O'CONNOR, 2005;
MUKARRAM, et al., 2007).

Re
HO Rs
HO Ry
R3
Catecol
Entacapona: Carbidopa:
R3: NO, R4: CH,C(NHNH,)(CH3)COOH
Rs5: CH=C(CN)CON(CH,CHy),
L-dopa: Dopamina:
R, CH,CH(NH,)COOH R,: CH, CH,NH,

Figura 15. Estrutura catecol de farmacos: Entacapona, Carbidopa, Levodopa e

Dopamina.

Na presenca de um inibidor da descarboxilase, COMT passa a ser a principal
enzima de metabolizacdo de levodopa, que catalisa 0 metabolismo de 3-metoxi-4-
hidroxi-L-fenilalanina (3-OMD) no cérebro e na periferia. Esta presente na maioria dos
tecidos, em ambos sistema nervoso central e periférico. A mais alta atividade é
encontrada no figado, intestino e rins (MUKARRAM, et al., 2007).
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1.9.2 Farmacocinética

A presenca de grupo nitro na posi¢do orto do grupo hidroxila é critico para
poténcia da entacapona e para a capacidade em inibir a COMT. E rapidamente
absorvida ap6s a administracdo oral com biodisponibidade de 35%, secundario ao
‘clearance” de primeira passagem, e quase completamente metabolizado antes da
extracdo (0,1-0,2% da dose inalterada na urina). O farmaco apresenta um perfil
farmacocinético linear ao longo da média de dose de 5-800 mg. Entacapona é 98%
ligado a proteinas plasmaticas in vitro, principalmente a albumina na concentracéo de
0,4-50 pg/mL (YADAV et al., 2009).

E um écido fraco (pKa 4,5) e é, portanto, ionizado no pH do intestino delgado.
Em geral, as moléculas que tenham um grupo ionizavel sdao melhores absorvidas
através da parede intestinal do que quando estdo em uma forma nao ionizada. Por
outro lado, sendo um acido fraco, a solubilidade aquosa da entacapona diminui com o
pH diminuido, e assim a baixa solubilidade da entacapona em pH baixo pode dificultar
a sua absorcao no esttmago (SAVOLAINEN et al., 2000).

Leppanen et al. fizeram um estudo propondo sintetizar um fosfato éster de
entacapona, a fim de aumentar a solubilidade aguosa e a velocidade de dissolucéo. O
fosfato éster 2 foi suposto para ser enzimaticamente hidrolisado por fosfato esterases
e assim servir como um pro-farmaco de entacapona (Figura 16) (LEPPANEN et al.,
2000).

Entacapona

1) POCI; Piridina
2) NaOH, MeOH/H,0

(0] 0]
R0 § N/\ O\ P N N/\
T N L
R, | | HO @) | |
NO, N NO, N

1 R1: R2 =H
2 R, =P0Oz% 2Na* R, =Na"

Figura 16. Sintese de monofosfato da entacapona. Fonte: LEPPANEN et al., 2000.
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Foi desenvolvido recentemente um método de Cromatografia Capilar
Eletrocinética Micelar para a separacao do 3-O-glicuronideos de entacapona e seu (2)-
isdmero (Figura 17). Estes glicuronideos séo os dois principais metabdlitos urinarios da

entacapona em seres humanos (LEHTONEN et al., 1999,).
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Figura 17. Estrutura do glicuronideo da entacapona (1) e de seu (Z) Isébmero (2). Fonte:
LEHTONEN et al., 1999..

Wikberg et al. (1993) identificaram quatro metabdlitos da entacapona em seres
humanos e oito metabdlitos em urina de rato. Os glicuronideos da entacapona (70%) e
seu (Z)-isbmero (25%) foram os principais metabdlitos urinarios formados. O (2)-
isbmero de entacapona e dois menos abundantes metabdlitos urinarios foram obtidos
pela reducdo da cadeia lateral carbono-carbono da dupla ligacdo. O (Z)-isbmero foi
encontrado somente na fase 1 do metabolismo em adicdo da entacapona no plasma
humano (YADAV et al., 2009).

Poucos métodos bioanaliticos séo relatados para a separacao e quantificacdo do
(E)- e (2)-isbmeros da entacapona em matrizes biolégicas (Figura 18). Keski-Hynnila et
al.,, 1998, 2000 e 2001, relataram a analise do tipo nitrocatecol-glicuronideos em
amostras de urina por CLAE-EM e eletroforese capilar acoplada a espectrometria de
massa respectivamente. O limite de deteccdo de 3-O-glicuronideos da (E)-entacapona
e (Z)-entacapona em ambos os métodos foi de 100 ng/mL. Em outro método eles
descreveram a quantificacdo de glicuronideos da entacapona e isbmeros em plasma
de rato por CLAE-EM. A separacao cromatografica foi atingida em um tempo de corrida
de 20 minutos e a quantificacdo foi possivel em uma extensa faixa de 0,0025-100
pg/mL (YADAV et al., 2009) .
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Figura 18. Formula estrutural do (E)-isbmero e do (Z)-isbmero da entacapona. Fonte:
SANMARTI et al., 2008.

Dois métodos baseados na cromatografia capilar eletrocinética micelar foram
desenvolvidos por Lehtonen et al. para a separacdo de dois principais metabolitos
urinarios da entacapona em seres humanos. O eletrograma em ambos 0s métodos
requerem 18 minutos para completa resolucao do 3-O-glicuronideo isémeros (E e Z) da
entacapona. O limite de quantificacéo foi de 2 pg/mL para ambos os analitos e 0 ensaio
foi linear no intervalo de 2-100 pg/mL e 2-150 pg/mL, respectivamente ( LEHTONEN
et al.,1999,; YADAV et al., 2009).

Ramakrishna et al., 2005, desenvolveram um método seletivo para quantificacdo
de (E)-entacapona em plasma humano por CLAE-UV. E Karlsson e Wikberg, 1992,
apresentaram um meétodo fase reversa de CLAE com deteccdo amperométrica para

analisar entacapona e seu Z-isbmero em urina e plasma humano (YADAYV et al., 2009).
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2. OBJETIVOS

No ambito de uma linha de pesquisa que visa a biossintese de novos compostos
biologicamente ativos e considerando a importancia da glicose na funcionalizacao de
farmacos ativos no SNC, objetivamos neste trabalho:

e Selecionar fungos filamentosos para bioconversédo da entacapona;

e Identificar, purificar e caracterizar os derivados formados pela bioconverséo

da entacapona.
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3. MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento da bioconverséo da entacapona foram utilizadas cepas
de fungos filamentosos mantidas no Laboratério de Bioconversdo (LABIOCON) da
Faculdade de Farmacia — UFG, obtidas da colecdo ATCC: American Type Culture
Collection, Rockville, MD, USA, e uma delas sendo isolada do Cerrado pertencente ao
género Beauveria.

As cepas de fungos filamentosos utilizadas foram:

Absidia blakesleeana ATCC 26617
Aspergillus candidus ATCC 1009
Beauveria bassiana ATCC 7159
Beauveria sp

Cunninghamella echinulata ATCC 9244
Cunninghamella echinulata ATCC 9245
Cunninghamella elegans ATCC 26169
Rhizopus arrhizuz ATCC 11145

3.1 SUBSTRATO

O substrato utilizado neste estudo foi a entacapona, procedéncia Synfine
Research, lote A-1215-135, validade junho/2010.

3.2 MICRORGANISMO

Os microrganismos utilizados na bioconversdo da entacapona foram Absidia
blakesleeana ATCC 26617, Aspergillus candidus ATCC 1009, Beauveria bassiana
ATCC 7159, Cunninghamella echinulata ATCC 9244, Cunninghamella echinulata ATCC
9245, Cunninghamella elegans ATCC 26169, Rhizopus arrhizuz ATCC 11145 e

Beauveria sp.
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3.3 MEIOS DE CULTURA

3.3.1 Meio S6lido Agar Batata Modificado

Para o preparo do meio de manutencédo das cepas foram dissolvidos 39 g de agar
glicose batata (marca Merck, lote VM190530350), 5 g de extrato de malte (marca BD,
lote 7159036), 5 g de extrato de levedura (marca BD, lote 7116730), 5 g de bacto
peptona (marca BD, lote 7344708) em quantidade suficiente para 1000 mL de agua
destilada (KONEMAN et al., 2001; DIAS et al., 2005; NUNES, 2008).

Foram transferidos 5 mL do meio para tubos de vidro, com tampa de rosca e
autoclavados por 15 minutos a 121°C e 1 atm.

Apos refriar, os tubos foram mantidos inclinados a temperatura ambiente até a
completa solidificacdo dos meios e armazenados em geladeira a 4 °C, para posterior

repique e manutencao da cepa.

3.3.2 Meio liquido PDSM

Para o preparo do meio liquido PDSM foram pesados 5 g de peptona
bacteriol6gica (marca BD, lote 7344708), 5 g de fosfato de potassio monobasico (marca
Synth, lote 71753), 5 g de cloreto de sddio (marca Vetec, lote 802040), 20 g de
dextrose (glicose, marca Synth, lote 105435), 5 g de extrato de levedura (marca BD,
lote 7116730) e dissolvidos em quantidade suficiente para 1000 mL de agua destilada
(KONEMAN et al., 2001; DIAS et al., 2005; NUNES, 2008).

Foram distribuidos 100 mL do meio em 10 frascos Erlenmeyrs de vidro de 250

mL, de boca larga, e autoclavados a 121°C e 1 atm por 15 minutos.
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3.4 MANUTENCAO E REPIQUE DAS CEPAS

Para o repique dos microrganismos no agar batata modificado, apds 7 dias de
incubacgéo a 25°C em incubadora BOD, foi realizada uma suspensao dos esporos com
glicerina a 25%. Depois foi acrescentado 1 gota desta suspenséo de esporos no meio
liguido PDSM. Em seguida os Erlenmeyers foram submetidos a incubacéo de 72 horas

em incubador rotativo Tecnal, a 27°C, sob agitagcao de 200 rpm.

3.5 TRIAGEM

Foi realizada uma triagem com as cepas para avaliar a capacidade delas em
bioconverter a entacapona.

A metodologia aplicada para o desenvolvimento da bioconversao foi a seguinte
(Figura 19):
Cutivo em meio s6lido — Agar batata modificado
Incubacéo por 7 dias a 26°C
Cultivo em meio liquido PDSM
Incubacéo por 72 horas com agitacdo a 27°C /200 rpm
Adicdo do substrato, 50 mg — entacapona — o0 substrato foi dissolvido em etanol :
dimetilformamida, 1:1, 2 mL foram acrescentados em cada Erlenmeyer.
Coleta das amostras de 24 em 24 horas: 24, 48, 72 e 96 horas

Término da incubacao
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Adicdo da entacapona

72 horas "o

27°C/200 rom
Agar batata

modificado Cultivo em meio PDSM

27°C/

96 horas 200 rpm

Extracao
(micélio + meio aquoso)

Fracdo . Coletas de 24, 48,

Fracao cetonica -,
acetato de etila 72 e 96 horas

Figura 19. Metodologia aplicada para o desenvolvimento da bioconversdo da
entacapona, LABIOCON-FF-UFG.

Foram utilizados 2 Erlenmeyers de 250 mL para cada cepa. Foram coletadas
amostras para branco: branco 1 (meio liquido PDSM), branco 2 de cada cepa (meio
liquido PDSM + microrganismo), branco 3 (meio liquido PDSM + substrato), e amostras
para cada cepa (meio liquido PDSM + microrganismo + entacapona). As amostras
foram congeladas para posterior analise por CCD.

As condicdes foram padronizadas pelo Laboratério de Bioconversao
(LABIOCON) da Faculdade de Farmacia — UFG.

3.6 FILTRACAO E EXTRACAO

As incubagdes foram interrompidas para a filtracdo e extragdo dos metabdlitos
formados apds 96 horas de cultivo a 27°C, 200 rpm.
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Os 16 frascos Erlenmeyers foram filtrados a vacuo, utilizando Kitasato e funil de
Buchner coberto por gases, tipo queijo, em cruzes.

Na extracao fracdo Acetato de Etila, o filtrado obtido foi saturado com cloreto de
sédio e a fase liquida supersaturada foi filtrada sob vacuo em funil de Buchner
preparado com papel de filtro e uma camada de celite umedecida com agua destilada.
O filtrado foi transferido para funil de separacéo e extraido com 3 por¢des de acetato
de etila (200 mL em cada extracao) sob agitagdo mecanica manual, resultando em uma
fracdo aquosa e uma fracdo acetato de etila. Foi adicionado sulfato de magnésio anidro
e deixou-se decantar por 24 horas para absorver a agua. A solucdo resultante foi
filtrada em funil de vidro sinterizado n°4 e depois rotaevaporada sob vacuo.

Na fragéo cetbnica, os micélios retidos nas gases foram extraidos com acetona
sob agitacdo constante (agitador magnético + barra magnética) por 1 hora. A massa
fungica foi filtrada em funil de vidro com papel de filtro usando acetona. A solucao

resultante foi rotaevaporada sob vacuo.

3.7 MONITORAMENTO E PURIFICACAO DOS DERIVADOS DA ENTACAPONA

3.7.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A CCD foi empregada durante o monitoramento das reacdes de bioconverséo e
na avaliacdo qualitativa dos provaveis derivados formados.

As amostras de 24, 48, 72 e 96 horas, a temperatura ambiente, foram saturadas
com cloreto de sodio e extraidas com acetato de etila. As fracdes acetato de etila
resultantes de cada cepa foram submetidas a andlise por CCD.

Para a andlise por CCD foi utilizada como fase estacionaria cromatoplacas de
aluminio preenchidas com silica gel 60 Fy4 e foram testadas as seguintes fases
moveis: acetato de etila : metanol (95 : 5) e acetato de etila : metanol (70 : 30).

As placas cromatograficas foram reveladas em atmosfera de iodo, seguida pela
determinacao dos valores de Rf, calculando a distancia percorrida no centro da mancha
pela distancia percorrida pelo solvente (AQUINO NETO et al., 2003).
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3.7.2 Cromatografia em Coluna

A Cromatografia por adsor¢do em coluna de vidro, ou seja, a cromatografia
liquido-sélido (JEFFERY et al.,1992) foi utilizada para separar os metabdlitos
encontrados no monitoramento por CCD.

Para a Cromatografia em coluna foram utilizadas: coluna de vidro de 35 cm de
comprimento, 1,5 cm de didmetro, 30 g de fase estacionéria silica gel Vetec, 0,063 —
0,200 mm (70-230 mesh), propor¢cdo 1 g extrato bruto : 40 g de silica, fase movel
acetato de etila: metanol, na proporcdo 70:30, temperatura ambiente. No preparo da
pastilha foi utilizado o extrato bruto (fracéo acetato de etila) e silica.

Foram coletadas aliquotas de aproximadamente 10 mL em tubos de ensaio,
numerados de 1 a 50. Na CCD foi utilizada como fase estacionaria cromatoplacas de
aluminio preenchidas com silica gel 60 F2s4 € a fase movel utilizada foi acetato de etila :
metanol, proporgéo 70 : 30. As cromatoplacas foram reveladas em atmosfera de iodo.

As solucbes resultantes dos tubos de ensaio foram separadas em baldo de
fundo redondo conforme a intensidade da mancha e os valores de Rf encontrados,

depois foram rotaevaporadas sob vacuo.

3.8 CARACTERIZACAO DOS DERIVADOS DA ENTACAPONA

3.8.1 Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMN **C) e Hidrogénio (RMN
1
H)

Para caracterizacdo da entacapona e do derivado | da entacapona foi utilizado o
equipamento Bruker Avance Il 11,75 T (500 MHz *H), sonda TBI de 5 mm.

Os espectros de RMN via HR-MAS foram obtidos no Laboratério de RMN do
IQ/UFG no espectrometro Bruker Avance Il — AV500 de 11.75 Teslas, operando a 500
MHz (frequéncia do hidrogénio) equipado com os seguintes acessoérios: TBI ( Sonda
multinuclear para tubo de 5 mm de didmetro com deteccdo inversa e gradiente de

campo no eixo z.); BBO (Sonda multinuclear para tubo de 5mm de diametro com
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deteccéo direta e gradiente de campo no eixo z.); HR-MAS (Sonda HR-MAS de 4 mm
com deteccao inversa e gradiente de campo na direcao z.); MAS (Sonda CP-MAS,
multinuclear de 4mm, para andlise de solidos).

O solvente deuterado utilizado para a preparacdo da amostra foi Metanol-D4
(99,8%), DLM 24-50, CAS 811-98-3, lote 8C-105, Fabricante CIL (Cambridge Isotope
Laboratories).

3.8.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de
Massa (CLAE-EM/EM).

As analises da CLAE-EM/EM foram realizadas em um Varian 1200L triplo
guadrupolo EM/EM. Todos os experimentos foram conduzidos no modo negativo
(ESI-). As condi¢des cromatograficas foram otimizadas em uma coluna ZORBAX Rapid
Resolution High Definition (RRHD) SB-C18 (50 mm x 2.1 mm, 1.8 um) a fim de
descobrir a proporcao da mistura de diastereoisomero.

As condicbes reacionais foram: Solvente A: Agua, 10 mM formiato de aménio,
pH 4.3; Solvente B: Acetonitrila; Fluxo: 0.4 mL/min; Gradiente: 0 min—9 min, 0 %B; 9
min-11 min, 25 %B; Tempo de corrida: 11 min; Intervalo de injecdo: 5 min; Volume de
injecdo: 1 yL de amostra.

Para caracterizar as estruturas dos compostos foram realizadas infusées com
uma bomba mantendo o fluxo na seringa de 20 yL/min. Foram feitas varreduras de
massas de 50-700 Da. Foram testatos os modos de ionizacdo positivo e negativo. Os
ions de interesse foram selecionados e foi realizada uma quebra com energia potencial

no cone de 30 Volts. Os ions filhos foram analisados e as estruturas foram elucidadas.

3.8.3 Espectroscopia no Infravermelho (V)

As andlises foram realizadas por transmissdo, em equipamento FTIR espectro
400 da Perkin Elmer, na regido IV médio de 400 — 4000 cm™, com resolucéo de 4 cm™

fazendo 12 varreduras.
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No preparo da amostra foi utilizado brometo de potassio (KBr) na proporgédo de
1%.

3.9 PONTO DE FUSAO

Para a determinacdo do ponto de fusdo da entacapona e do derivado | da
entacapona foi utilizado o equipamento GEHAKA PF 1500.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 BIOCONVERSAO DA ENTACAPONA

Os derivados formados na fracdo acetato de etila a partir da bioconversdo da
entacapona pelas cepas Absidia blakesleeana ATCC 26617, Aspergillus candidus
ATCC 1009, Beauveria bassiana ATCC 7159, Beauveria sp, Cunninghamella
echinulata ATCC 9244, Cunninghamella echinulata ATCC 9245, Cunninghamella
elegans ATCC 26169 e Rhizopus arrhizuz ATCC 11145 foram monitorados por CCD, a
fase movel escolhida foi acetato de etila : metanol na proporcao 70 : 30. Na fracdo
cetbnica ndo houve formacgédo de metabdlitos.

As cepas dos fungos filamentosos Absidia blakesleeana ATCC 26617, Aspergillus
candidus ATCC 1009, Beauveria sp, Cunninghamella echinulata ATCC 9244,
Cunninghamella echinulata ATCC 9245 e Rhizopus arrhizuz ATCC 11145 foram
eficazes na transformacdo da entacapona e formaram metabdlitos, denominados
metabolito | para a cepa Cunninghamella echinulata ATCC 9245, metabdlito Il para
Beauveria sp, metabdlito Il para Rhizopus arrhizuz ATCC 11145, metabdlito IV para
Cunninghamella echinulata ATCC 9244, e metabdlito V para Absidia blakesleeana
ATCC 26617 e Aspergillus candidus ATCC 1009. Os metabdlitos da entacapona
formados foram separados pelos valores de Rf e intensidade de coloracdo da mancha
(Tabela 1).

Tabela 1. Bioconversao da entacapona por cepas de fungos filamentosos.

Metabalitos (Rf)

Microrganismos I Il 1] v \
0,40 0,44 0,54 0,57 0,66
Absidia blakesleeana ATCC 26617 - - - - +
Aspergillus candidus ATCC 1009 - - - - +
Beauveria bassiana ATCC 7159 - - - - -
Beauveria sp - ++ - - -
Cunninghamella echinulata ATCC 9244 - - - ++ -
Cunninghamella echinulata ATCC 9245 +++++ - - - -
Cunninghamella elegans ATCC 26169 - - - - -
Rhizopus arrhizuz ATCC 11145 - - + - -
Legenda: Quantidade relativa dos metabdlitos (I, II, I, IV e V) formados apds 96 horas

de incubacgao a 27°C, 200 rpm e monitorados por CCD, com 0s respectivos Fatores de
Retencdo e intensidade de coloragdo da mancha: + baixa; ++ média; +++++ alta
intensidade.
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Com o objetivo de elucidar a estrutura quimica dos metabdlitos foi realizada uma
extragdo com o “pool” das misturas reacionais dos microrganismos: Absidia
blakesleeana ATCC 26617, Aspergillus candidus ATCC 1009, Beauveria bassiana
ATCC 7159, Beauveria sp, Cunninghamella echinulata ATCC 9244, Cunninghamella
echinulata ATCC 9245, Cunninghamella elegans ATCC 26169 e Rhizopus arrhizuz
ATCC 11145. Para a separacdo dos metabdlitos foi utilizada a cromatografia de
adsorcdo em coluna de vidro. Apos determinacao dos valores de Rf foram encontrados
metabdlitos da entacapona nos tubos 9 e 10 (Rf 0,61), 12 a 16 (Rf 0,41 e 0,61), 17 a 26
(Rf0,41) (tabela 2).

Tabela 2. Bioconversdo da entacapona resultante do “pool” das misturas
reacionais dos microrganismos.

Metabolitos (Rf)

Tubos de ensaio I

0,41 0,61
9el0 - +
12 a 16 +++++ +
17a20 +++++ -
24 a 26 +++++ -

Legenda: Quantidade relativa dos metabdlitos formados nas aliquotas coletadas da
cromatografia de adsorcdo em coluna, em tubos de ensaio numerados de 1 a 50 e
monitoradas por CCD. Com os respectivos Fatores de Retencéo e intensidade de
coloracdo da mancha: + baixa; ++ média; +++++ alta intensidade.

Os metabdlitos da entacapona monitorados por CCD foram comparados com 0s
metabolitos separados por cromatografia de adsorcdo em coluna de vidro, quanto aos
parametros valores de Rf e intensidade da coloracdo da mancha.

Apés andlise minuciosa dos valores de Rf encontrados para os derivados |, I,
lll, IV e V, observou-se que o valor de Rf do derivado |, majoritario, da entacapona (Rf
0,40) formado a partir da cepa Cunninghamella echinulata ATCC 9245 foi compativel
com o valor de Rf separado no “pool” das misturas reacionais dos microrganismos,
tubos 17 a 26 (Rf 0,41) e esta isolado em uma Unica mancha cromatografica, o peso do

extrato formado foi de 111,4 mg, rendimento 18,1% (Figura 20).
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Rf=0,40 Rf=0,41

SQR ATCC 9245  Tubos 17-26
entacapona

Figura 20. CCD do derivado | formado a partir da cepa Cunninghamella echinulata
ATCC 9245 e dos tubos 17 a 26.

4.2 CARACTERIZACAO DOS DERIVADOS

A estrutura de uma molécula € a base para compreensdo de mecanismos,
previsdo de propriedades fisicas e organizacado dos conhecimentos sobre reatividade e
atividade biolégica. Embora existam outros métodos para determinar a estrutura de
uma molécula, tais como confirmacdo por uma sintese independente ou correlacéo
com materiais conhecidos, as ferramentas espectroscopicas sdo normalmente mais
praticas (SOLOMONS & FRYHLE, 2001; LOPES & FASCIO, 2004). O derivado | obtido
a partir da bioconversado da entacapona foi caracterizado por Ressonancia Magnética
Nuclear de Carbono (RMN **C) e Hidrogénio (RMN *H), Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massa (CLAE-EM/EM) e Espectroscopia no

Infravermelho (1V).
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4.2.1 Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMN **C) e Hidrogénio (RMN
1
H)

Para ajudar na elucidacdo do derivado | da entacapona foram realizadas as
analises de RMN 'H e RMN *C da entacapona, substancia quimica de referéncia
(Figura 21). As estruturas dos compostos foram identificadas com base nos dados
espectrais *H NMR, *C NMR, HMBC e HSQC.

A RMN 'H fornece informacBes sobre o nimero, o tipo e a vizinhanca dos
hidrogénios, o que auxilia na determinacgéo estrutural, bem como, pode dar informacdes
sobre a estereoquimica da substancia analisada. Cada hidrogénio, em seu
deslocamento quimico tipico, pode aparecer no espetro com um sinal inico ou mdaltiplo,
dependendo do numero de hidrogénios vizinhos e da sua condicdo quimica e
magnética. A RMN *3C indica o nimero de carbonos do esqueleto e, dependendo da
técnica utilizada, o numero de hidrogénios ligados a cada um dos atomos de carbono
(KAISER, 2000; ANDREI et al., 2003).

Figura 21. Entacapona (Ci14H15N305) (E)-2-ciano-N,N-dietil-3-(3,4-dihidroxi-5-nitrofenil)

acrilamida.

O espectro de RMN 'H da entacapona em metanol deuterado apresentou os
seguintes deslocamentos quimicos (&) em ppm: 6 8.00 (1H, d, Hg), 7.74 (1H, d, Hy),
7.50 (1H, s, Hg), 3.57 - 3.38 (4H, m, -CH,), 1.33 — 1.10 (6H, m, -CHgs). Os valores
obtidos dos deslocamentos quimicos e 0s sinais caracteristicos correspondentes a sua

estrutura podem ser observados na Tabela 3 e no espectro da Figuras 22.
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Tabela 3. Dados espectrais de RMN *'H (500 MHz) da entacapona em metanol
deuterado

N° de

Carbono H o (ppm) H Multiplicidade
1 - - - -
2 - - - -
3 Hs 7,5 1 s, Hligacdo dupla
1 - - - -
2' Hoy 7,74 1 d, J=1,5Hz, Hx
3 - - - -
4' - - - -
5' - - - -
6' He: 8,00 1 d, J=1,5Hz, He
CHa -CH3 3,57-3,38 4 m, 2 CH;
CHs -CH3 1,33-1,10 6 m, 2 CHs

Legenda: Carbono (C), Hidrogénio (*H), Deslocamento quimico (8), Numero de
hidrogénios (N°. H).
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Figura 22. Expans&o do espectro de RMN *H da entacapona, de 8,0 a 0.5 ppm.

Os sinais dos hidrogénios da porc¢ao alifatica -CH; e -CHgs, da por¢cdo aromatica

H, e Hg juntamente com a porcdo alifatica Hs da entacapona encontram-se,
respectivamente, expandidos nas figuras 23 e 24.
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Figura 23. Expans&o do espectro de RMN *H da entacapona, de 3,8 a 0,9 ppm (porcao

alifatica -CH, e -CHy).
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Figura 24. Expansdo do espectro de RMN 'H da entacapona, de 3,8 a 0,9 ppm (porcéo

aromatica Hy e Hg, porcéo alifatica Hs).
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O espectro de RMN C da entacapona em metanol deuterado apresentou 0s
seguintes deslocamentos quimicos () em ppm: 6 165.5 (C-1), 149.1 (C-3), 146.5 (C-
3’), 147.7 (C-1"), 145.0 (C-4’), 136.8 (C-5’), 120.4 (C-2’), 119.5 (C-6’), 116.9 (CN), 107.0
(C-2). Os valores obtidos dos deslocamentos quimicos e 0s sinais caracteristicos
correspondentes a sua estrutura podem ser observados na Tabela 4 e no espectro da
Figura 25.

Tabela 4: Dados espectrais de RMN **C da entacapona em metanol deuterado

Carbono Deslocamento Quimico (ppm)
1 165,5
2 107

CN 116,9
3 149,1
1 147,7
2' 120,4
3 146,5
4' 145
5' 136,8
6' 119,5

CH> 41,6

CHs 13,8
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Figura 25. Expansao do espectro de RMN **C da entacapona, de 180 a 95 ppm.

Para ajudar na elucidacdo da entacapona e do derivado f-glicosilado da
entacapona foram obtidos espectros unidimensionais e bidimensionais. As técnicas 2 D
permitem correlacionar hidrogénios ou carbonos que possuem alguma relacédo escalar
ou espacial entre si. Desta forma é possivel fazer um mapeamento estrutural mais
preciso do que utilizando as técnicas 1 D (KAISER, 2000). Os espectros HMBC e

HSQC da entacapona estéo representados nas figuras 26 a 30.
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Figura 26. Expansdo do espectro HMBC da entacapona, eixo horizontal

correspondendo aos &4 (8,5-0,0 ppm) e o eixo vertical correspondendo aos &¢ (180-40
ppm).
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Figura 27. Expansdo do espectro HMBC da entacapona, eixo horizontal

correspondendo aos 0y (8,4-7,2 ppm) e o eixo vertical correspondendo aos d¢ (170-110
ppm).
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ppm).
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Figura 30. Expansdo do espectro HSQC da entacapona, eixo horizontal

correspondendo aos &y (8,7-7,1 ppm) e o eixo vertical correspondendo aos &¢ (155-110

ppm).

O derivado | da entacapona foi caracterizado por RMN *H, RMN **C, HMBC e
HSQC e apresentou em sua estrutura molecular a forma ciclica da D-(+)-glicose. As
formas ciclicas da D-(+)-glicose sdo hemiacetais formados por uma reacéo
intramolecular do grupo —OH em C5 com o grupo de aldeido; e o acetal de glicose &
chamado de glicosideo. A ciclizacdo cria um novo estereocentro em C1l e este
estereocentro explica como duas formas ciclicas sdo possiveis. Estas duas formas
ciclicas sao diastereoisbmeros que diferem entre si apenas na configuracdo do C1. Os
diastereoisomero deste tipo sdo chamados de andmeros, e o atomo de carbono
hemiacetal é chamado de atomo de carbono anomérico e cada anémero de glicose &
designado como anémero a ou B (SOLOMONS & FRYHLE, 2002). A estrutura
molecular do derivado | da entacapona, ou seja, da 4 hidroxi-5-nitrofenil-3-O-(8)-D-

glicopiranose-(E)-2-ciano-N,N-dietil-3- acrilamida esta representada pela Figura 31.
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NO,

Figura 31. Férmula estrutural do derivado | da entacapona: 4 hidroxi-5-nitrofenil-3-O-
(B)-D-glicopiranose-(E)-2-ciano-N, N-dietil-3-acrilamida.

O espectro de RMN 'H do derivado | da entacapona em metanol deuterado
apresentou os seguintes deslocamentos quimicos (&) em ppm: 6 8.06 (1H, d, Hg), 7.78
(1H, d, H2), 7.54 (1H, s, Hs), 4.92 (1H, d, HyB), 3.96 (1H, dd, He), 3.76 (1H, dd, He),
3.52 -3.38 (4H, m, H-CHy), 1.26 — 1.10 (6H, m, H-CH3). Os valores obtidos dos
deslocamentos quimicos e 0s sinais caracteristicos correspondentes a sua estrutura

podem ser observados na Tabela 5 e nos espectros das Figuras 32 a 35.
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Tabela 5: Dados espectrais de RMN *H do derivado | da entacapona em metanol

deuterado

C 'H 3 (ppm) N°. H Multiplicidade

1 - - - -

2 - - - -

3 H3 7,54 1 s, Hligacdo dupla

1 - - - -

2' Hy 7,78 1 d, J=2,09 Hz, H»

3 - - - -

4' - - - -

5' - - - -

6' He: 8,06 1 d, J=2,02 Hz, Hg
CH2 H-CH,  3,52-3,38 4 m, CH»>-N
CH3 H-CH3 1,26-1,10 6 m, CHs

1" Hi- B 4,92 1 d, J=7,4 Hz, H1- B

2" - - - -

3" - - - -

4" - - - -

5" - - - -

6" He- 3,96 1 dd

6" He- 3,76 1 dd

Legenda: Carbono (C), Hidrogénio (*H),
hidrogénios (N°. H).

Deslocamento quimico (6), Numero de
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Figura 32. Expanséo do espectro de RMN 'H do derivado | da entacapona, de 8,0 a 0,5
ppm.
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Figura 33. Expansdo do espectro de RMN *H do derivado | da entacapona, de 1,75 a
1,0 ppm.
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Figura 35. Expanséo do espectro de RMN *H do derivado | da entacapona, de 8,2 a 7,4

ppm.
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O espectro de RMN *H do derivado glicosilado da entacapona apresentou 0s
sinais correspondentes ao hidrogénio anomérico, observado como um dubleto com
4,92 ppm, com uma constante de acoplamento J = 7,4 Hz. Este valor para J confirma
a configuragéo (B para a B-Glicosilagao da entacapona.

FERNANDEZ et al., 2000 determinaram derivados B-glicosilados da dopamina, o
3,4-dihidroxi-3-O-(8)-D-glicopiranose-feniletilamonio trifluoroacetato e o 3,4-dihidroxi-4-
O-(B)-D-glicopiranose-feniletilamodnio trifluoroacetato, os quais apresentaram resultados
para os deslocamentos quimicos por RMN *H 54,96 (d, 1 H, J 7,4 Hz, H-1) e 4,91 (d, 1
H, J 7,6 Hz, H-1) respectivamente, compativeis com aqueles encontrados para o
derivado B-glicosilado da entacapona, 4 hidroxi-5-nitrofenil-3-O-(B)-D-glicopiranose-(E)-
2-ciano-N,N-dietil-3-acrilamida (6 4.92 (d, 1H, J 7,4, Hy).

Os espectros de RMN **C, HMBC e HSQC do derivado | da entacapona em
metanol deuterado apresentou os seguintes deslocamentos quimicos (8) em ppm: &
166.1 (C-1), 150.6 (C-3), 147.7 (C-1"), 146.5 (C-3’), 145.0 (C-4’), 136.8 (C-5’), 120.4 (C-
2"), 119.5 (C-6’), 116.9 (CN), 107.0 (C-2), 102.9 (C-1"), 77.7 (C-2"), 77.1 (C-3"), 74.4
(C-4”), 70.5 (C-5”), 61.7 (C-6"), 41.4 (CH,) e 20.5 (CHz). Os valores obtidos dos
deslocamentos quimicos e 0s sinais caracteristicos correspondentes a sua estrutura

podem ser observados na Tabela 6 e nos espectros das Figuras 36 a 45.
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Tabela 6: Dados espectrais de RMN **C do derivado | da entacapona em metanol
deuterado.

Carbono Deslocamento Quimico (ppm)
1 166,1
2 107

CN 116,9
3 150,6
1 147,7
2' 120,4
3 146,5
4' 145
5' 136,8
6' 119,5

CH2 41,4

CH3 20,5
v 102,9
2 77,7
¥ 77,1
¢ 74,4
> 70,5
6"

61,7
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Figura 37. Expansdo do espectro de RMN **C do derivado | entacapona, de 168 a 102

ppm.
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Figura 38. Expansdo do espectro de RMN **C do derivado | entacapona, de 78 a 12

ppm.
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Figura 39. Expansado do espectro HMBC do derivado | da entacapona, eixo horizontal

correspondendo aos &y (8,5-0,7 ppm) e o eixo vertical correspondendo aos 6¢ (140-0

ppm).
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Figura 40. Expanséo do espectro HMBC do derivado | da entacapona, eixo horizontal
correspondendo aos 64 (5,0-1,0 ppm) e o eixo vertical correspondendo aos 6¢ (140-0

ppm).
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Figura 41. Expansado do espectro HMBC do derivado | da entacapona, eixo horizontal

correspondendo aos &y (8,5-7,0 ppm) e o eixo vertical correspondendo aos &¢ (140-80

ppm).
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Figura 42. Expanséo do espectro HSQC do derivado | da entacapona, eixo horizontal

correspondendo aos &4 (8,5-1,5 ppm) e o eixo vertical correspondendo aos &¢ (160-20

ppm).
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Figura 43. Expansado do espectro HSQC do derivado | da entacapona, eixo horizontal

correspondendo aos 6y (5,5-2,5 ppm) e o eixo vertical correspondendo aos 6¢ (110-30

ppm).
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Figura 44. Expanséo do espectro HSQC do derivado | da entacapona, eixo horizontal

correspondendo aos &y (2,3-0,6 ppm) e o eixo vertical correspondendo aos &c¢ (35-5

ppm).
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Figura 45. Expansado do espectro HSQC do derivado | da entacapona, eixo horizontal

correspondendo aos &y (9,2-6,4 ppm) e o eixo vertical correspondendo aos 6¢ (170-110

ppm).
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Os derivados [-glicosilados da dopamina apresentaram resultados de
deslocamentos quimicos por RMN *3C, porcdo da glicose, compativeis com aqueles
encontrados para o derivado B-glicosilado da entacapona, o 4 hidroxi-5-nitrofenil-3-O-
(B)-D-glicopiranose-(E)-2-ciano-N,N-dietil-3- acrilamida (102.9 (C-17), 77.7 (C-2"), 77.1
(C-3”), 74.4 (C-4"), 70.5 (C-5"), 61.7 (6-6")), cujos resultados para o 3,4-dihidroxi-3-O-
(B)-D-glicopiranose-feniletilambnio  trifluoroacetato e o  3,4-dihidroxi-4-O-(8)-D-
glicopiranose-feniletilamonio trifluoroacetato sao respectivamente & 104,4 (C-1), 78,7,
77,9, 75,1, 71,8 (C-2, -3, -4, -5), 62,9 (C-6) e 104,3 (C-1), 78,2, 77,5, 74,8, 71,2 (C-2, -
3, -4, -5), 62,3 (C-6) (FERNANDEZ et al., 2000).

4.2.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de
Massa (CLAE-EM/EM)

A caracterizacao do derivado | da entacapona por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massa (CLAE-EM/EM) sugeriu, assim como
determinado por RMN, que houve a inclusdo de uma molécula de glicose (B-
glicosilacéo) na posigao 3’ da entacapona - (E)-2-ciano-N,N-dietil-3-(3,4-dihidroxi-5-
nitrofenil) acrilamida, identificando 2 derivados o (E)-entacapona glicosideo e o (Z2)-
entacapona glicosideo (Figura 46).

HO OH

O
HO O
AN

e N
HO— HO INJ I\

NO>
(E )-entacapona glicosideo

+

HO ©OH

Ho—d—o X N
0O
HO— HO O N

(Z )-entacapona glicosideo

Figura 46. Bioconversao da entacapona formando o (E)-entacapona glicosideo e o (Z)-

entacapona glicosideo, determinado por CLAE-EM/EM.
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Obteve-se uma boa separacdo dos isdmeros derivados (E)-entacapona
glicosideo e o (Z)-entacapona glicosideo por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectromeria de massas CLAE-EM/EM (Figura 47).

Relagdo diastereoisomérica dos produtos (E) / (2)

—~—

-

0

2 3 4

Figura 47. Separacdo cromatografica de alta eficiéncia acoplada a espectromeria de
massas (CLAE-EM/EM) da entacapona glicosilada (E) / (Z), eixo horizontal

corresponde ao tempo em minutos e o eixo vertical corresponde a intensidade.

A CLAE separa os componentes de uma mistura, enquanto o espectrémetro de
massa da informacao estrutural de cada um (SOLOMONS & FRYHLE, 2001; CHEN,
2007). No espectrbmetro de massa, ao invés da emissdo de energia, ocorre um
bombardeamento da amostra com um feixe de elétrons, sendo que a quantidade de
energia pode alcancar até 70 eV (elétron-volt). Como resultado direto da aplicacao
dessa energia, ocorre fragmentacdo da molécula em espécies positivas, que Sao
registradas quantitativamente originando, dessa forma, um espectro. Trata-se de um
espectro, ou grafico, de distribuicdo das massas dos ions correspondentes ao peso
férmula de uma molécula, aos fragmentos derivados da molécula, ou a ambos. A
separacdo dos fragmentos positivos é feita pela relacdo massa/carga (m/z)
(SOLOMONS & FRYHLE, 2001; ANDREI et al., 2003; CHEN, 2007).
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A analise por CLAE-EM/EM do derivado | glicosilado da entacapona, 4 hidroxi-5-
nitrofenil-3-O-(B)-D-glicopiranose-(E)-2-ciano-N,N-dietil-3-acrilamida, massa molecular
igual a 467,4, apresentou espectro de massa com picos principais em m/z igual a
468,1, 306,0 e 233,1 (Figura 48).

Motes:

422->100-500(+) 50.0=V ESI Tic:4575e8

1318 (2 uscans) 20 averaged Scale:3473e7
- 306.0

233.1
] 468.1
- 215.2
n 158.8
1311
mi= " i 1| " Li. l‘ l L [ ]
1JD l 2&0 I Séﬂ | 4&0 SE!D

Figura 48. Espectro de massa do derivado glicosilado da entacapona: pico ion

molecular m/z=468,1 e pico base m/z=306,0, varredura de 100 a 500 u.m.a.

Estes picos correspondem m/z=468,1 [M’] ao pico ion molecular do derivado
glicosilado da entacapona, m/z=306,0 [M - 162,1]" (100%) pico base com perda da
glicose, correspondendo a massa molecular da entacapona aproximadamente igual a
mais 1, e m/z=233,1 [M - (162,1 + 72,9)]" com perda de dietilamina (Figura 49).
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Figura 49. Proposta de fragmentacao do derivado glicosilado da entacapona por EM.

Frequentemente, a conformacdo de uma molécula desempenha um papel
importante na natureza de sua atividade. Os estereoisdmeros possuem conformacgdes

diferentes, sendo assim os estereoisdbmeros biologicamente ativos exibirdo diferencas
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em suas poténcias e/ou atividade. Além de um efeito sobre a atividade, os diferentes
estereoisdbmeros também alteram outras propriedades fisicoquimicas, tais como a
absorcdo, o metabolismo e a eliminagdo. Por exemplo, o (-) —norgestrel é absorvido
com uma velocidade duas vezes maior do que o (+)-norgestrel através das membranas
vaginal e bucal (THOMAS, 2003).

A formacgéo de analogos pela introducdo de novos substituintes na estrutura de
um protétipo pode resultar num andlogo com propriedades quimicas e, por
conseguinte, farmacocinéticas significativamente diferentes. Por exemplo, a introdugéo
de um novo substituinte pode causar alteraces significativas na lipofilicidade, o que
afeta o transporte do analogo através das membranas e dos varios liquidos no corpo.
Isto também mudaria a conformacdo, o que poderia resultar em restricdes
conformacionais que afetam a ligacdo ao sitio alvo. Ademais, a presenca de um novo
grupamento pode introduzir uma nova via metabodlica para o analogo. Logo, estas
alteracoes alteram as propriedades farmacodinamicas do analogo. Por exemplo, elas
podem ter como consequéncia um analogo com aumento ou diminuicdo de poténcia,
duracdo de acéo, estabilidade metabolica e efeitos colaterais indesejaveis (THOMAS,
2003).

Os picos sobre o0 eixo x de um espectro de massa referem-se a distribuicdo das
massas produzidas pelas moléculas do composto que esta no espectro de massa. A
altura do pico € medida ao longo do eixo y e indica a quantidade relativa de cada ion
gue é produzida pela molécula. Juntos, o peso e a abundancia de cada ion podem
elucidar a estrutura da molécula (SOLOMONS & FRYHLE, 2001).

RAMAKRISHNA et al. (2005) desenvolveram um método simples, sensivel e
seletivo por CLAE com deteccdo UV (315 nm) para quantificacdo da entacapona em
plasma humano.

YADAV et al. (2009) desenvolveram e validaram uma técnica seletiva, sensivel
e com alto rendimento separacdo cromatografica com posterior quantificacdo de (E)-
entacapona e (Z)- entacapona em plasma humano, utilizando cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa. O composto de origem e o produto ion de
transicdo para ambos os isébmeros (m/z 306,1 — m/z 233,0 (eliminacéo de dietilamina))
foram monitorados em um espectrémetro de massa triplo quadripolo, operando com
monitoramento de reacdes mutiplas por RMN e modo ion positivo. O efeito da matriz foi
avaliado pela experiéncia de infusdo pds-coluna dos analitos e a eficiéncia encontrada
no processo / extracdo foi de 94,3% e 89,3% para (E) e (2)-isbmeros respectivamente
(Figura 50).
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Figura 50. Espectro de massa do produto ion (A) - (E)-entacapona (m/z 306,1 — 233,0,
varredura 100-400 u.m.a) e (B) — (Z2)-entacapona (m/z 306,1 — 233,0, varredura 100-
400 u.m.a.) em modo de ionizacao positiva. Fonte: YADAV et al., 2009.
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4.2.3 Espectroscopia no Infravermelho (1V)

Os espectros na regiao do infravermelho da entacapona e do derivado | da
entacapona foram sobrepostos na figura 51.
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Figura 51. Espectros de absorcdo na regido do infravermelho da entacapona e do
derivado | - entacapona glicosideo em pastilhas de KBr.

As absorcdes de infravermelho encontradas caracteristicas de grupos funcionais
da entacapona foram IV max. (cm™): 3337 (v OH); 3088 (v CH); 2210 (v CN); 1628 (v
CO). E as absorcdes de infravermelho caracteristicas de grupos funcionais da

entacapona glicosideo foram 3427 (v OH); 3148 (v OH-acucar); 3108(v CH); 2200 (v
CN); 1631 (v CO).
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SOUKHOVA et al. (2010) identificaram a entacapona por FT-IV, encontrando
nos espectros uma banda de absorcéo acentuada em 2217 cm™ devido ao grupo CN,
bandas de absorcdo em 3000 cm™ devido ao estiramento CH e uma banda em 3340

cm* devido ao fenol OH, consistentes com a estrutura da molécula.

4.3 DERIVADO | DA ENTACAPONA

Aplicando os modelos “in vitro” do metabolismo foi possivel a obtencédo e
caracterizacao do derivado |, majoritario, da entacapona o 3- glicosideo da entacapona
(E, Z): 4 hidroxi-5-nitrofenil-3-O-(B)-D-glicopiranose-(E)-2-ciano-N,  N-dietil-3-
acrilamida, cuja faixa de fusdo encontrada foi de 134,0 — 137,0°. O ponto de fuséo
encontrado para entacapona foi de 153,1°, estando dentro do intervalo de 153° - 156°
(MOFFAT et al., 2004).

E bem reconhecido que reacbes de conjugacdo sdo importantes vias
metabolicas de muitos compostos tanto em microrganismos como em mamiferos.
Metabolitos conjugados (glicuronideos, glicosideos e sulfatos) podem ser formados por
modelos microbianos em farmacos. Em comparacdo com glicuronidacéo, sulfatacao,
glicosidacao representa um numero relativamente menor de conjugacdes nos seres
humanos (CERNIGLIA et al., 1982; XIE et al., 2005).

A glicosilacao microbiana da entacapona abre um novo e valioso caminho para o
estudo da entacapona, assim como podemos observar com outros farmacos, a

exemplo:

- O diurético furosemida foi metabolizado pelo fungo Cunninghamella elegans (ATCC
36112) formando o conjugado de fase 2 Furosemida 1-O-acil glicosideo, caracterizado
por H' RMN, EM, UV e CLAE (HEZARI & DAVIS, 1992).

- Absidia coerulea, 3.3382, promoveu a bioconversdo de quatro antraquinonas do
ruibarbo: crisofanol, fisciona, emodina e aloeemodina, aos seus correspondentes
metabdlitos glicosilados. As estruturas dos produtos foram caracterizados por *H e *C

RMN e IV em crisofanol 8-O-B-D-glicosideo, fisciona 8- O-B-D-glicosideo, emodina 6-O-



91

B-D-glicosideo e aloe-emodina-1-O-B-D-glicosideo. Estas antraquinonas livres
representam as principais ac¢des farmacolégicas da substancia bruta, possuem
atividades bacteriostatica, antiinflamatéria, purgativo e antitumoral (ZHANG et al.,
2004).

- Dois glicosideos conjugados do pantoprazol foram formados por Cunninghamella
blakesleeana AS 3.153 e foram identificados como novos metabdlitos. A transformacéo
microbiana do pantoprazol tem algumas semelhangas com o metabolismo de farmacos
em mamiferos. Ap6s 96 h de incubacdo, o pantoprazol foi metabolizado a seis
metabdlitos: pantoprazol sulfona, pantoprazol tioéter, 6-hidroxi-pantoprazol tioéter, 4’-0-
demetil-pantoprazol tioéter, pantoprazol tioéter-1-N-B-glicosideo e o glicosideo
conjugado do pantoprazol tioéter, sendo que dos metabdlitos de pantoprazol de fase 1
produzidos por C. blakesleeana quatro eram essencialmente similares aos obtidos em
mamiferos (XIE et al., 2005).

- O metoprolol foi bioconvertido por Cunninghamella blakesleeana AS 3.153 em 7
metabolitos: O-desmetilmetoprolol, acido metoprolol, a-hidroximetoprolol, N-
desalquilmetoprolol, metoprolol desaminado, hidroxil-O-desmetilmetoprolol e
conjugados glicosideos do O-desmetilmetoprolol. As estruturas dos metabdlitos e as
vias de biotransformacao proposta por C. blakesleeana sdo comparadas com aquelas
gue foram identificadas em mamiferos. Um conjugado glicosideo foi detectado neste
estudo, em consonéancia com anteriores, 0s quais demonstram que a glicosilacdo de

farmacos pode ser formada por modelos microbianos (MA et al., 2007).

- Flavondis (3-hidroxiflavona) foi eficientemente O-glicosilado pelo fungo filamentoso
Cunninghamella echinulata CBS 596.68. Esta bioconversdo esta prevista para ser
aplicavel no preparo de flavondides glicosilados, os quais sdo comumente encontrados
em plantas e metabodlitos mamiferos de compostos relacionados. Os flavondides sao
biologicamente sintetizadas em plantas e mostram varias atividades bioldgicas como
agentes antimicrobianos, antioxidantes, antiinflamatorios, agentes antitumorais, bem
como pigmentos naturais. Recentemente, flavonodides e seus derivados glicosilados
demonstraram inibir glicosidases, podendo ser util para o tratamento da obesidade
(MIYAKOSHI et al., 2010).
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A capacidade dos fungos filamentosos para simular o metabolismo dos
mamiferos e realizar bioconversdes tem demonstrado claramente que o0s sistemas
microbianos podem prever rotas potenciais da biotransformacdo de mamiferos em
candidatos a novos farmacos, e também podem ser usados para a compreensado da
guimica e da biologia no metabolismo, com facilidade de deteccao e isolamento. Assim,
os modelos podem ser ampliados com facilidade para a preparacdo de metabdlitos

para posterior estudos farmacoldgicos e toxicologicos (MA et al., 2007).
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5. CONCLUSOES

e Absidia blakesleeana ATCC 26617, Aspergillus candidus ATCC 1009,
Beauveria sp, Cunninghamella echinulata ATCC 9244, Cunninghamella
echinulata ATCC 9245 e Rhizopus arrhizuz ATCC 11145 foram eficazes
na bioconversdo da entacapona possibilitando a deteccdo de cinco

derivados funcionalizados;

e Cunninghamella echinulata ATCC 9245 demonstrou ser a cepa mais

promissora para a producdo do derivado majoritario da entacapona;

e A bioconversdo com Cunninghamella echinulata ATCC 9245 possibilitou a
obtencao e caracterizacdo do derivado B-glicosilado da entacapona (E,
Z): 4 hidroxi-5-nitrofenil-3-O-(8)-D-glicopiranose-(E)-2-ciano-N,N-dietil-3-

acrilamida.
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6. PERSPECTIVAS

e Identificacdo e caracterizacao dos derivados minoritarios da entacapona;

e Otimizacdo das condi¢cdes analiticas empregadas para obtencdo em

maiores quantidades dos outros derivados;

e Estudos farmacolégicos e das propriedades fisico-quimicas do novo

derivado funcionalizado da entacapona;

e Aplicagdo de modelagem molecular nos estudos de relagéo

estrutura/atividade;

e Glicosilacdo como estratégia de latenciagcdo para transporte da

entacapona.
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