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BIOCATALISADORES ENZIMATICOS SUPORTADOS EM NANOPARTICULAS MAGNETICAS PARA
USO NA RESOLUCAO CINETICA DO FARMACO IBUPROFENO (OPTICAMENTE ATIVO)

JosE Erick da Silva Souza !, Maria Cristiane Martins de Souza >

RESUMO

O uso de Lipases de Candida antarctica do tipo B (CALB) tém despertado interesse industrial devido a sua
especificidade ao substrato, sua enantiosseletividade e por gerar menor impacto ambiental se comparado ao
uso de catalizadores quimicos convencionais. Tais aplicagdes tém sido reportadas na literatura como uma
abordagem em potencial para reacdes organiccas como esterficacdo assimétrica, hidrélise assimétrica e
transesterificagcdo assimétrica. Essas reacoes sao importantes do ponto de vista farmacolégico, pois os
enantiomeros de algumas drogas demonstram diferentes efeitos terapéuticos. Nesse sentido, o (S)-
enantiomero do farmaco ibuprofeno racémico (objeto de estudo deste projeto) é 160 vezes mais ativo que o
(R)-enantiomero exercendo inibigao in vitro da sintese de prostalglandina. Consequentemente, a aplicacdo do
(S)-enantiomero puro ao invés do ibuprofeno racémico permite a reducdo do montante total de droga
necessaria para alcancar o efeito terpéutico esperado. Para que ocorra a separagao enatiométrica dos
componentes quirais do farmaco ibuprofeno, foi usada Lipase de Candida antarctica do tipo B imobilizada em
nanoparticulas magnéticas. A escolha do biocatalisador foi feita com base na sua entiosseletividade e
estabilidade da atividade enzimatica em condicdes brandas de reacdo. O intuito deste projeto é analisar a
resolugao cinética do farmaco iburofeno catalisada por CALB imobilizada em nanoparticulas magnéticas. A
estratégia de imobilizacdo enzimética usada neste projeto permite a remocao das particulas do meio
reacional e, consequentemente, pode reduzir os custos da reagdo, o qual é um fator determinante para as
industrias quimica e farmacoldgica.
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INTRODUCAO

A crescente demanda por substdncias opticamente puras das industrias farmacéutica e quimica pode ser
explicada por dois motivos: (i) a atividade bioquimica e bioldgica geralmente estd associada a apenas um dos
enantiomeros; (ii) o enantiomero indesejado é considerado impureza e potencializa os efeitos colaterais no
uso da substancia racémica. Considerando o ibuprofeno, apenas o (S)-enantidomero é conhecido por sua
atividade bioldgica. Tabulagdes anteriores mostraram que o (S)-enantiomero é 160 vezes mais eficaz que o
(R)-enantiomero. Nesse sentido, existem muitos métodos pelos quais é possivel obter enantidomeros
opticamente puros, isto é, cromatografia, sintese assimétrica e cristalizacdo. Mas essas técnicas geralmente
sdo caras e, portanto, é necessario desenvolver outra estratégia. Os processos biotecnolégicos oferecem
alternativas economicamente e ambientalmente mais interessantes para obter tais compostos opticamente
ativos. Uma dessas alternativas é o uso de lipases para a resolugdo cinética desses compostos. Neste
trabalho, foi estudado o desempenho da lipase B covalentemente imobilizada de Candida antarctica em
nanoparticulas magnéticas na resolugao enzimatica de ésteres racémicos de ibuprofeno.

Lipases produzidas por Candida sp. sdo enzimas bem estabelecidas para fins de biocatélise, especialmente
Lipase de Candida antarctica do tipo B (CALB) (Dominguez de Maria, et al., 2005). A CALB foi estudada para
possiveis aplicacOes nas industrias alimenticia, detergente, farmacéutica, téxtil, cosmética, de papel e
oleoquimica (Hasan, Shah & Hameed, 2006). Essas aplicacdes sdo possiveis devido a sua ampla gama de
especificidade para substratos, alta atividade sob condicdes de reacao leves, estabilidade contra solventes
organicos, alta estabilidade térmica e pH e estereoespecificidade (Rodrigues, Mendes, Adriano, Gongalves e
Giordano, 2008; McCabe, Rodger , & Taylor, 2005; Deng, Fang, Liu & Yu, 2011).

Os materiais magnéticos nanoestruturados podem ter um grande interesse como suporte para imobilizar
enzimas, pois podem evitar problemas de difusdo e permitir a atividade contra substratos insoluveis ou muito
grandes e podem ser recuperados mesmo se o substrato for uma suspensao contendo alguns sélidos.
Dependendo da metodologia de producdo. Como principal desvantagem, a enzima é exposta ao meio e as
enzimas podem ser inativadas por processos intermoleculares, necessitando do processo de imobilizagdo
para que ndo seja desnaturada durante a reagdo na qual se propde a catalisar. Além disso, as nanoparticulas
magnéticas exibem o fendmeno do superparamagnetismo, ou seja, ndo permanecem magnetizadas apos a
acdo do campo magnético, oferecendo a vantagem de menor risco de agregacdo de particulas e que, ademais,
possibilita a separacdo do complexo enzimatico do meio reacional (Ruiz-Hernandez, Lopez-Noriega, Arcos &
Vallet-Regi, 2008). As nanoparticulas magnéticas, usadas em aplicacdes bioldgicas, geralmente sdo feitas de
materiais biocompativeis, como a magnetita (Shaw, Chen, Ou, & Ho, 2006). Essas propriedades permitem
seu uso eficiente como portadores de enzimas (Ashtari et al., 2012; Tran, Chen, & Chang, 2012; Andrade,
Rebelo, Netto, & Toma, 2010; Netto, Andrade, & Toma, 2009; Kim, Youn, & Shin, 2006; Bai, Guo, Liu & Sun,
2006). Os biocatalisadores (enzimas nanoparticulas) sdo faceis de recuperar por um campo magnético, o que
pode otimizar o custo operacional e aumentar a pureza dos produtos (Jiang, et al., 2009).

Neste trabalho, foi avaliada a imobilizacdo do CALB em nanoparticulas de ferro magnético. Foi abordada a
influéncia das condicOes operacionais, como velocidade de agitacdo, carga enzimatica, tempo de contato e
presenca de aditivos durante a imobilizacdo. O biocatalisador foi testado na resolugédo enzimatica de ésteres
racémicos de ibuprofeno. Os resultados obtidos com CALB imobilizado em nanoparticulas de ferro magnético
foram comparados com resina acrilica lipase de Candida antartica tipo B (Novozym® 435).

METODOLOGIA
Materiais

Os reagentes quimicos para este estudo sao FeCl,.6H,0 (99% granulado puro), FeS04.7H20 (99% granulado
puro) e solugdo de amonia a 30%. A lipase da Candida antartica (CALB) referida como Lipozyme CALB L® foi
adquirida da Codexis (Redwood, EUA). A resina acrilica lipase de Candida antartica tipo B (Novozym® 435),
aminopropiltrietoxissilano (APTS), solugao de glutaraldeido Grau II 25% (m/v), butirato de p-nitrofenil (pNPB)
e p-nitrofenol (pNP) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Todos os outros reagentes (grau
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analitico) foram adquiridos da Synth (Sao Paulo, Brasil) e Vetec (Sao Paulo, Brasil).

Sinese de nanoparticulas magnéticas e funcionalizacao com Polietilenoimina (PEI)

A sintese de nanoparticulas magnéticas (NPM) de Fe,0, e funcionalizagao com polietilenoimina (PEI) foram
formadas em duas etapas, utilizando um banho ultrassénico (Unique Inc., modelo USC 2800A, Brasil) com
frequéncia de 40 kHz e poténcia de 220 W. Inicialmente, duas solugdes foram preparadas. A primeira foi uma
solucao de sais de ferro (Solucao A) e a segunda, uma solucao aquosa de PEI (Solugdo B). A solugao A foi
composta por 1,16 g de FeSO, - 7H,0 e 1,85 g de FeCl, - 6H,0 dissolvido em 15 mL de agua deionizada,
enquanto que B foi constituida por 1,0 g de PEI em 4,0 mL de dgua desionizada. Para remover o excesso de
NH,OH e de agente de funcionalizacao, as NPMs resultantes foram lavados varias vezes com &gua destilada.
Entdo, as NPMs foram dispersas em agua destilada e centrifugados por 10 min e 3000 rpm para remover as
NPMs fracamente funcionalizados. Finalmente, NPM@ PEI foram secas sob vécuo.

Reticulacao com glutaraldeido

NPM (0,01g) foram suspendidas em solugao garu II 25% (m/v) de glutaraldeido na proporcdo de 2,5 (solugdo
(ml)/suporte (g)). A mistura foi mantida sob agitacdo (45 rpm) por 2 horas a 25 °C. Finalmente o suporte foi
lavado com tampao bicarbonato de sédio 100 mM, pH 10,0 para remover o excesso de glutaraldeido.

Imobilizacao

O processo de imobilizagao foi realizado pelo contato de 0,01 g de nanoparticulas (tratada por EPI e
reticulada com solucdo de glutaraldeido) com 0,5 mL de solucao tampao de bicarbonato de sédio, 100 mM,
pH 10,0. O sistema foi mantido sob agitacao controlada: 20-45rpm (agitacao rotacional) e 20-250 rpm
(agitacao orbital). A enzima CALB imobilizada foi removida da solugao por magnetismo.

Condicoes cromatograficas

A fase moével foi composta por n-hexano/2-propanol/acido acético (99,6/0,4/0,15 v/v/v) a uma vazdo de 1
mL/min. A coluna cromatografica do HPLC usada foi a The Lux Cellulose-1 (4.6 mm x 250 mm x 5 um). O
processo cromatografico foi operado a 25 °C e a deteccdo por luz UV foi obtida usando um comprimento de
onda de 254 nm.

Esterificacao do (R,S)-ibuprofeno catalisado por CALB-NPM

A reagao foi performada em tubos plasticos de 2 mL. A mistura de reagédo foi composta por hexano (700 uL),
ibuprofeno racémico (8,25 mg) e 1-propanol (9 uL). A reacao foi iniciada pela adigao desta solugao nos tubos
contendo 0,01g de biocatalizador (CALB-NPM). A suspenséao foi incubada a 37 °C, agitada (600 rpm) durante
60 horas em um termomisturador. Amostras (50 pL) foram retiradas nos tempos de 4 horas, 6 horas, 12
horas, 24 horas. O sobrenadante coletado (25 pL) foi dissolvido em 0,7 mL de fase mdvel em HPLC.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos foram interpretados por meio de cromatogramas que mostram o excesso enantiomérico
do produto, a conversdo e a enantioseletividade do biocatalizador. Por hora, foi conseguido os resultados
apenas das reagoes nas quais foram usadas a CALB comercial. A CALB imobilizada em nanoparticulas
magnéticas, que ja tinha sido utilizada em reacdes anteriores, usada na esterificacdo do ibuprofeno
apresentou instabilidades e, por consequéncia, ndo apresentou resultados satifatérios. Portanto, fez-se
necessario repetir a reacdo, e posterior analise, usando uma enzima recém imobilizada. Contudo, ainda
espera-se esses novos resultados para a concluisdo da anélise.

CONCLUSOES

Os resultados da pesquisa ainda estdo sendo analisados e computados devido a falta do equipamento HPLC
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, traduzindo), necessario a todas as analises, na Univesidade. Os
resultados finais, portanto, ainda estdo subjugados ao equipamento da UFC.
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