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BIOCATALISE APLICADA A RESOLUCAO CINETICA DE FARMACOS (IBUPROFENO): ENZIMA-
NANOPARTICULAS MAGNETICAS MULTIFUNCIONAIS

Francisco Diego Martins da Silva ', José Erick da Silva Souza 2, José Cleiton Sousa dos Santos *, Maria Cristiane Martins de Souza *

RESUMO

O uso de Lipases do tipo B de Candida Antarctica (CALB) tém despertado interesse industrial devido a alta
especificidade ao substrato, enantiosseletividade e por gerar menor impacto ambiental se comparado ao uso
de catalisadores quimicos convencionais. Tais aplicagdes tém sido reportadas na literatura como uma
abordagem em potencial para reagées organicas como esterificacdo assimétrica, hidrdlise 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-racemato é 160 vezes mais ativo que o (R)-enantiomero exercendo
inibicdo in vitro da sintese de prostalglandina. Consequentemente, a aplicacdo do (S)-enantiémero com alta
pureza ao invés do racemato-ibuprofeno permite a reducao do montante total de droga necesséria para
alcancar o efeito terapéutico esperado. Para que ocorra a separagao enatiométrica dos componentes quirais
do farmaco ibuprofeno, foi usada Lipase do tio B de Candida Antarctica imobilizada em nanoparticulas
magnéticas funcionalizadas. A escolha do biocatalisador foi feita com base na sua enantiosseletividade 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

Lipase do tipo B de Candida antarctica (CALB)

A CALB é uma enzima da familia das hidrolases, seu sitio ativo consiste em espago aonde o substrato se
“acopla”, nesse mesmo espaco o produto é formado e sua evacuacao é procedida. O espaco aonde o substrato
se acopla é bastante hidrofébico com o formato de funil, porém a partes do sitio ativo que tem somente
pequenas areas, o que favorece a ndo formagao de camadas sobrepostas (SOUZA, 2013).

A CALB possui uma especificidade muito vasta, com afinidade reacional alta em condicoes diferentes (pH,
entre outros parametros), sendo potencial para varias aplicagoes em setores industriais (MONTEIRO, 2019).

Imobilizacao enzimatica

Para utilizacdo de enzimas como catalisadores industriais, é necessério a mesma esta estavel. A estabilidade
¢é alcancada através de métodos de imobilizacdo, que facilitam o reuso do biocatalisador (MONTEIRO, 2019).
O método é escolhido a partir dos parametros da enzima, custo do procedimento de imobilizagdo e dos
reagentes a serem usados (SANTOS, 2011).

Nanoparticulas magnéticas de ferro (NPM) (Fe304)

As Nanoparticulas magnéticas de ferro (NPM), como o prefixo ressaltar, sao mintsculas unidades da matéria
com 10° de fator, as NPM sdo especificamente entre 10 a 20 mm exibem propriedades magnéticas (NETTO
et al., 2009).

A separagdo da enzima imobilizada do bioproduto ou produto, é uma das dificuldades dos métodos de
imobilizacdo. A “juncao” das enzimas com nanoparticulas magnéticas (NPMs) de ferro facilidade a retirada
do biocatalisador enzimético do bioproduto ou produto por atracdo eletromagnética, a separacdo magnética
pode ser vista na imagem abaixo, possibilitando reutilizacdao do biocatalisador (SOUZA et al., 2017).

Imagem 1 - Ferrofluido formado por particulas magnéticas diluidas em agua.

(]

Fonte: Francisquine et al., 2014.

METODOLOGIA

Materiais

Nanoparticulas magnéticas de ferro (NPM) (Fe304) foram produzidas pelo método de co-precipitacao. Lipase
de Candida antarctica do tipo B (CALB) foi adquirida da Codexis (Redwood, USA). A CALB imobilizada em
resina acrilica (Novozym® 435), Universidade da Integragdo Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira Pro-
Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduagdo Coordenagdo de Pesquisa polietilenoimina (PEI), solucdo de
glutaraldeido grau II 25% (m/v) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Os demais reagentes de
grau analitico foram obtidos da Synth (Sdo Paulo,Brasil) e Vetec (Sdo Paulo, Brasil).

Sintese de nanoparticulas magnéticas e funcionalizacao com polietilenoimina

A sintese de nanoparticulas magnéticas (NPM) de Fe304 e funcionalizacdo com polietilenoimina (PEI) foram
formadas em duas etapas, utilizando um banho ultrassonico (Unique Inc., modelo USC 28004, Brasil) com
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frequéncia de 40 kHz e poténcia de 220 W. Inicialmente, duas solugoes foram preparadas. A primeira foi uma
solucao de sais de ferro (Solucao A) e a segunda, uma solucao aquosa de PEI (Solugdo B). A solucao A foi
composta por 1,16 g de FeS0O4 - 7H20 e 1,85 g de FeCl3 - 6H20 dissolvido em 15 mL de dgua deionizada,
enquanto que B foi constituida por 1,0 g de PEI em 4,0 mL de dgua deionizada (NETTO et al., 2009). Para
remover o excesso de NH40H e de agente de funcionalizagao, as NPMs resultantes foram lavados varias
vezes com agua destilada. Entdo, as NPMs foram dispersas em agua destilada e centrifugados por 10 min e
3000 rpm para remover as NSPMs fracamente funcionalizados. Finalmente, NPM@ PEI foram secas sob
vacuo.

Reticulacao com glutaraldeido

NPM (0,01g) foram suspendidas em solugdo 25% (m/v) de glutaraldeido na proporgao de 2,5 (solugao (mL)
/suporte (g)) (BEZERRA et al., 2017). A mistura foi mantida sob agitacao (45 rpm) por 2 horas a 25 °C.
Finalmente o suporte foi lavado com tampéao bicarbonato de sédio 100 mM, pH 10,0 para remover o excesso
de glutaraldeido (SOUZA et al., 2017).

Imobilizacao

O processo de imobilizacao foi realizado pelo contato de 0,01 g de nanoparticulas (tratada por EPI e
reticulada com solugdo de glutaraldeido) com 0,5 mL de solucdo tampao de bicarbonato de sédio, 100 mM,
pH 10,0. O sistema foi mantido sob agitacao controlada: 20-45rpm (agitacdo rotacional) e 20-250 rpm
(agitacao orbital). A enzima CALB imobilizada foi removida da solucdao por magnetismo (SOUZA et al., 2017).

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 cromatogréfica 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 detecgao por luz UV foi obtida usando um comprimento de
onda de 254 nm (SIODMIAK et al.,2015).

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

A reacao foi performada em tubos plasticos de 2 mL. A mistura de reagao foi composta por hexano (700 uL),
ibuprofeno racémico (8,25 mg) e 1-propanol (9 uL). A reacao foi iniciada pela adigao desta solugédo nos tubos
contendo 0,01g de biocatalisador (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 mével em HPLC
(MARSZAII et al.2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds a caracterizacdo das nanoparticulas de Fe304 e do biocatalisador enzima-nanoparticulas, foi realizada a
esterificagao catalisada por lipase-nanoparticulas do ibuprofeno (R, S). Como pode ser visto na tabela 1,
quando se utiliza Novozym® 435, ha conversées acima de 50% nas primeiras 24 horas de reagao, mostrando
que a lipase comercial é uma interessante catalisadora, capaz de separar a enantiomeros a partir do
substrato racémico. Os resultados obtidos para o catalisador enzima-nanoparticula nao foram comparaveis ao
biocatalisador comercial, novos ensaios estdao sendo realizados. O efeito do tempo de armazenamento do
biocatalisador pode ter influenciado no resultado.

Tabela 1 - Resultados para a reacao catalisada por enzimas imobilizadas em suporte comercial e
nanoparticulas.
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CONCLUSOES

O presente trabalho realizou uma anéalise de biocatalisadores enziméaticos imobilizados em nanoparticulas
magnéticas, no caso entre CALB imobilizada em resina acrilica (Novozym® 435) e a CALB imobilizados em
nanoparticulas magnéticas de ferro. A CALB imobilizada em resina acrilica teve conversdo em esterificagao ja
consideravel em 24 horas. A CALB imobilizados em nanoparticulas magnéticas de ferro nao foram
compativeis, possivel causador da baixa conversdo tenha sido o tempo que a mesma ficou armazenada.
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