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RESUMO

7z

O tacrolimo é um potente imunossupressor produzido por meio da fermentagdo por
bactérias do gé€nero Streptomyces, sendo a Streptomyces tsukubaensis a primeira do
género a comprovadamente produzir o tacrolimo. A maltose e a glicose foram avaliadas
como fontes primdrias de carbono neste trabalho, bem como a peptona de soja e licor
ingreme de milho como fontes de nitrogénio. As fontes de carbono e nitrogénio foram
avaliadas quanto a sua razdo presentes no meio fermentativo. Ainda, com o intuito de
avaliar o processo fermentativo, foram realizadas alteracdes de processo como,
velocidade de agitacdo da incubadora (shaker) e temperatura de fermentacdo. As
fermentagdes foram conduzidas em frascos erlenmeyer no Laboratério de Engenharia
Bioquimica, Biorrefino e Produtos de Origem Renovéveis, as andlises analiticas foram
realizadas no Laboratorio de Processos de Transferéncia de Massa do Departamento de
Engenharia de Processos da Faculdade de Engenharia Quimica na Universidade
Estadual de Campinas. Os resultados obtidos apontaram que a reducdo da temperatura
inicial de 30 para 28 °C acarretou em uma variacao na produ¢do méixima de tacrolimo,
saindo de 9,12 mg L' para 116,30 mg L' (fermentacdo preliminar) e para 75 mg L'
(fermentacdo posterior). Com estes resultados, decidiu-se realizar variagdes e adi¢des ao
meio de cultivo. Foram adicionados 0,0025% de acido picolinico e 0,1 % de L-lisina. A
suplementa¢do do meio com dcido picolinico levou a redu¢do na producao, sendo 71,93
mg L' a producdo méxima de tacrolimo. A L-lisina nido apresentou desempenho
satisfatorio, como o descrito na Literatura. A glicose, como fonte primdria de carbono,
apresentou producdo maxima de 35,91 mg L™, o que representa uma reducio de 3,23
vezes, quando comparamos com a maltose para a mesma razdo carbono/nitrogénio,
0,5:1,0. Notou-se que, para a glicose, a razdo 0,75 e 1,0:1,0 apresentaram producdes
nominais maiores 58,74 e 51,55 mg L’l, com a razdao 0,75:1,0, apresentando a melhor
producdo especifica, 9,06 mg de tacrolimo por grama de biomassa. Dentre as variagdes
da razdo de maltose estudadas, a razdo 0,75:1,0, apresentou os melhores resultados: 74,
15 mg L™ de produgdo nominal e 10,47 mg g"' como producio especifica. As producdes
especificas para a maltose e glicose apresentaram a mesma ordem de grandeza, porém,

com meios suplementados, 0 meio com maltose obteve os melhores resultados.

Palavras-chave:  tacrolimo, imunossupressdo, fermentacdo,  Streptomyces.



ABSTRACT

Tacrolimus is a potent immunosuppressant produced by fermentation by bacteria of the
genus Streptomyces, with Streptomyces tsukubaensis being the first of its kind to
produce tacrolimus. Maltose and glucose were evaluated as primary carbon sources in
this work, as well as soy peptone and steep corn liquor as nitrogen sources. The sources
of carbon and nitrogen were evaluated for their ratio present in the fermentation
medium. Also, in order to evaluate the fermentation process, some process changes
were performed, such as shaker speed and fermentation temperature. The fermentations
were conducted in Erlenmeyer flasks at the Laboratory of Biochemical Engineering,
Biorefining and Products of Renewable Origin, the analytical analyzes were carried out
in the Mass Transfer Processes Laboratory of the Department of Process Engineering
School of Chemical Engineering at the State University of Campinas. The results
elucidated that the reduction of the initial temperature from 30 to 28 ° C resulted in a
variation in the maximum production of tacrolimus, from 9.12 mg L™ to 116.30 mg L™
(preliminary fermentation) and to 75 mg L' (subsequent fermentation). With these
results, it was decided to carry out variations and additions to the culture medium.
0.0025% picolinic acid and 0.1% L-lysine were added. Supplementation of the medium
with picolinic acid led to a reduction in production, with 71.93 mg L being the
maximum production of tacrolimus. L-lysine did not perform satisfactorily, as described
in the literature. The glucose as a primary source of carbon had a maximum production
of 35.91 mg L™, which represents a reduction of 3.23 folds when compared to maltose
for the same carbon / nitrogen ratio, 0.5:1.0. It was observed that, for glucose, the ratio
0.75 and 1.0: 1.0 presented higher nominal yields 58.74 and 51.55 mg L™, with the ratio
0.75: 1.0, showing the best specific yield, 9.06 mg of tacrolimus per gram of biomass.
Among the variations of the maltose ratio studied, the 0.75: 1.0 ratio showed the best
results: 74, 15 mg L' of nominal production and 10.47 mg g as specific production.
The specific productions for maltose and glucose presented the same order of
magnitude, but with supplemented media, the medium with maltose obtained the best

results.

Key words: tacrolimus, immunosuppression, fermentation, Streptomyces.
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Capitulo 1

1. INTRODUCAO

1.1  APRESENTACAO DO PROBLEMA

A utilizagdo da imunossupressao clinica comegou no inicio da década de 1950,
com o uso de glucocorticéides combinados a azatioprina e/ou globulinas antilinfociticas
€ permaneceram como o principal tratamento imunossupressor até o come¢o da década
de 1980, quando a ciclosporina (CsA) foi langada no mercado norte americano, e
representou ganho substancial para a sobrevida de pacientes com transplantes de rim.
Entretanto, mesmo utilizada com rigoroso controle, a ciclosporina pode causar
nefrotoxicidade cronica, hipertensdo, dislipidemia, hiperplasia gengival e tremores
(ABBUD FILHO E RAMALHO, 1997; GUERRA JUNIOR, 2010).

Em 1984, cientistas da Fujisawa Pharmaceutical Co. separaram o tacrolimo
(FK506) a partir de amostra de caldo fermentado pela bactéria Streptomyces
tsukubaensis, isolada de uma amostra de solo da regido do monte Tsukuba, no Japao.
Em 1987 o grupo havia elucidado a estrutura quimica do tacrolimo, além de seu potente
efeito imunossupressor, as condi¢des de fermentacdo, técnicas de purificacdo do
farmaco, caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas (KINO et al., 1987a; KINO et al.,
1987b; TANAKA et al., 1987). Ap6s anos de estudos clinicos, em 1994, o Food and
Drug Administration (FDA) aprovou o uso do tacrolimo como imunossupressor em
transplantes renais. Desde entdo, o fairmaco vem sendo muito utilizado no tratamento
terapéutico contra rejeicdo de 6rgdos, tomando o lugar da ciclosporina (TURLO et al.,
2012; WANG et al, 2017, MEIER-KRIESCHE er al., 2006). Além da funcdo
imunossupressora, o tacrolimo ainda possui aplicacdes topicas em doencas como
vitiligo (GRIMES et al. 2004), doengas autoimunes como liquen plano (SANCHEZ et
al. 2004), e doengas oculares como uveites (HOGAN et al., 2007; SOUZA, 2012).

Os produtos derivados do tacrolimo produzidos pela Astellas Pharma Inc. sdo o

Prograf® , Advagraf®, Graceptor®, ASTRAGRAF XL°, Prograf XL® e Protopic®.
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Foram comercializados, em 2016, US$ 1,841 bilhdo destes medicamentos em todo o
mundo, este valor representa 15,4 % do mercado de imunossupressores mundial
(Relatério Anual Astellas Pharma Inc. 2016, disponivel em:
https://www.astellas.com/en/ir/library/pdf/2016 AR _en.pdf).

O Brasil possui o maior sistema publico de transplantes de 6rgaos do mundo, no
qual cerca de 95 % dos transplantes sio feitos com recursos piiblicos. O Sistema Unico
de Saidde (SUS) prové assisténcia integral ao transplantado e, em 2002 foram
estabelecidos protocolos clinicos e diretrizes terapéuticas para o uso de medicamentos
excepcionais e de alto custo pelo SUS. Inicialmente, em junho de 2002, o tacrolimo foi
aprovado para comercializacdo no Brasil com indica¢do especifica de resgate de
rejeicdo em pacientes que sofreram transplantes alogénicos de rins e figado (GUERRA
JUNIOR, 2010).

Entre 2010 e 2014, o InCor-HC/FMUSP estudou o uso do tacrolimo em
transplantes cardiacos, a pedido do Comité Nacional de Incorporacdo de Tecnologias
SUS (CONITEC), e em 2015, o farmaco passou a incorporar os protocolos de
imunossupressdo de transplantes cardiacos. O estudo ainda evidenciou que a
probabilidade de sobrevida do transplantado tem uma acentuada melhora com o uso de
protocolos imunossupressores que utilizam tacrolimo combinado as demais drogas
previamente prescritas. Os efeitos no sistema nervoso central e um risco maior de
rejeicdo celular aguada, em decorréncia de resposta imunoldgica, causados pelo uso da
ciclosporina na populacido pedidtrica, recomenda-se a utilizacdo do tacrolimo como
primeira op¢do entre os inibidores da calcineurina. (Relatério de Recomendacdo, n° 175,
disponivel em:
http://conitec.gov.br/images/Relatorios/2015/Imunossupressores_TransplanteCardiaco_
final.pdf).

A relevancia clinica e econdmica do tacrolimo fez com que diversas companhias
desenvolvessem programas para isolar suas proprias cepas produtoras do fairmaco, além
de diversos estudos em diferentes fontes de carbono e nitrogénio (YOON e CHOI,
1997; SINGH e BEHERA, 2009; MISHRA e VERMA, 2012), em modificacao genética
de cepas (MO et al., 2013; CHEN et al., 2015). Adicionalmente, a rota biossintética do
tacrolimo foi proposta por Motamedi et al., (1996) e Motamedi e Shafiee (1998) o que
deu suporte para estudos de precursores do farmaco como o 4cido picolinico e dcido
nicotinico (MISHRA e VERMA, 2012; TURLO et al., 2012, HUANG et al., 2013;
SUN e YE, 2016).


https://www.astellas.com/en/ir/library/pdf/2016AR_en.pdf
http://conitec.gov.br/images/Relatorios/2015/Imunossupressores_TransplanteCardiaco_final.pdf
http://conitec.gov.br/images/Relatorios/2015/Imunossupressores_TransplanteCardiaco_final.pdf
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1.2 OBJETIVO GERAL
A partir da fermentagcdo da glicose, maltose, peptona de soja e licor ingreme de
milho pela bactéria Streptomyces tsukubaensis, avaliar a produ¢do do tacrolimo em

meio liquido.

1.2.1 Objetivos especificos
Com o intuito de melhor avaliar a produgdo e a caracterizacdo do farmaco

produzido, devem-se tragar as seguintes etapas, explicadas de forma mais detalhada nos

capitulos seguintes:

. avaliar, qualitativamente, por meio de técnicas distintas o padrdo de tacrolimo
tais como: analise de calorimetria diferencial de varredura, analise
termogravimétrica, método cromatogrifico e espectroscopia de infravermelho
com Transformada de Fourier (FT-IR);

. avaliar a maltose como fonte de carbono vidvel para a produ¢do do tacrolimo em
fermentacdo agitada em frascos;

° avaliar a glicose como fonte de carbono alternativa a maltose;

. variar a razdo carbono/nitrogénio no meio liquido e analisar a resposta para
assim definir o meio mais adequado para a produgao;

. monitorar o consumo de maltose e glicose durante a fermentacao.
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Capitulo 2

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

21 TACROLIMO, PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS E MECANISMO

DE ACAO

O tacrolimo, também conhecido como FK506 ou Fujimicina, é uma lactona
macrolidea, altamente hidrofilica e pouco solivel em dgua (4-12 pg ml™), porém,
altamente solivel em solventes organicos. A massa molar de 822,05 g mol ™, cuja
formula empirica € C44HgoNO;2.H,O, a estrutura molecular monodidrata do farmaco
estd representada na Figura 2.1.

O FK506 foi inicialmente isolado a partir do caldo fermentado de uma cepa de
bactérias coletada no monte Tsukuba, Japdo, por pesquisadores da Fujisawa
Pharmaceutical Co., em 1984. A denominacao “tacrolimus” ¢ a combinagdo das letras
“r’, de Tsukuba, “acrol”, de macrolideo, e “imus”, devido ser um imunossupressor

(TAMURA et al., 2001; AMAYA et al., 2002).

Figura 2.1 — Estrutura molecular do tacrolimo monohidratado
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O ponto de fusdo do tacrolimo se encontra na faixa de 127-130 °C e, em estado
sOlido, € estavel em temperaturas de 24 a 30 °C por um periodo de até 6 meses. Como
evidenciado na Figura 2.1, o firmaco possui em sua estrutura quimica grupos funcionais
hidroxila, carbonila e amida, que podem ser identificados através de espectro de FT-IR.
Na Tabela 2.1 apresentam-se os estiramentos e comprimentos de onda para os grupos

funcionais (VENKATARAMANAN et al., 1987; KINO et al., 1987a).

Tabela 2.1 — Estiramentos de grupos funcionais do espectro de infravermelho do

tacrolimo
Estiramento Comprimento de onda (cm'l)
OH 3.450
C=0 de éster e cetona 1.741, 1.725 ¢ 1.690
C=CeN-H 1.639
C-O de éster 1.194
C-0O-C de éter 1.172 ¢ 1.093
C-H de alcanos 2.810

Fonte: KINO et al., 1987a; NAMIKI et al., 1993; YAMASHITA et al., 2003.

Kino et al. (1987a) foram os primeiros a publicar sobre o efeito imunossupressor
do tacrolimo, os autores relataram que, se comparado a ciclosporina A (CsA), o farmaco
mostrou-se de 50 a 100 vezes mais potente em diferentes ensaios de células in vitro.
Embora estruturalmente ndo relacionados, o tacrolimo e a CsA possuem efeitos
celulares similares e caracteristicos, ambos exercem sua atividade via uma proteina de
ligacdo intracelular, conhecida como imunofilina. O mecanismo de ac¢do do tacrolimo
foi inicialmente tido com a inibi¢do da ativagdo das células T nos primeiros ciclos do
estagio celular, Gop a G;. O mecanismo de acdo do tacrolimo e CsA sdo similares,
entretanto o tacrolimo se liga a imunofilina FK-binding protein isoenzyme 120 (FKBP-
12), ao passo que a CsA se liga a ciclofilina (AMAYA et al., 2002; GARCIA et al.,
2004).

Devido sua eficdcia imunossupressora, o tacrolimo possui diversas aplicacdes na
medicina. Inicialmente ele foi empregado no tratamento de pacientes com casos de
rejeicao refratdria e/ou com intolerancia a ciclosporina e, posteriormente, como droga

imunossupressora primdria e imunossupressdo de resgate em transplante de 6rgdos
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sOlidos como figado e rim (STARZL et al, 1989; AMAYA et al, 2002).
Adicionalmente, o tacrolimo foi utilizado com sucesso no transplante de outros 6rgaos
solidos, incluindo coracdo (MEISER et al., 1998), pancreas (BARTLETT et al., 1996),
pulmdo (REICHENSPURNER et al., 1999) e intestino (GRANT, 1996).

2.1.1 Tacrolimo em uso topico

O tacrolimo administrado como pomada surgiu no Japao em 1999, nos Estados
Unidos em 2000, e no Brasil em 2005, e é comercializado no mercado sob 0 nome
comercial de Protopic®, contendo 0,1% do farmaco para uso adulto e 0,03% para uso
pediatrico (GONTUO et al., 2008).

O mecanismo de ac@o do tacrolimo em inibir a funcio da calcineurina permitiu
estudos de produtos em aplicagdes topicas, pois ele controla o processo inflamatorio de
maneira eficaz com baixo desenvolvimento de efeitos colaterais sistémicos (CASTRO,
2006). Adicionalmente, a supressdo da ativacdao de células T sugere que o tacrolimo
interfere com a imunopatogénese da psoriase pela diminui¢io de mediadores pré-
inflamatorios, IL-8, em seus queratindcitos (RUZICKA et al., 1999). De acordo com o
mencionado, estudos com o tacrolimo administrado de forma topica mostraram que o
farmaco penetra na pele em quantidades excedentes a ciclosporina tépica, por exemplo
(LAUERMA et al., 1992).

Dentre as aplicagdes tdpicas do tacrolimo, pode-se citar a dermatite atopica
(DA), que é uma dermatose inflamatoria cronica de etiologia multifatorial, caracterizada
por prurido intenso e xerose cutanea, que afeta cerca de 10% das criangas e 4,7% dos
adolescentes. Pomadas contendo 0,03% e 0,1%, de tacrolimo apresentaram resultados
satisfatorios no tratamento da DA (HANIFIN e RAJKA, 1980; RUZICKA et al., 1999;
GONTIO et al., 2008).

Além da DA, os inibidores da calcineurina podem ser utilizados no tratamento
de uma dermatose grave de dificil tratamento e de significativo impacto psicossocial, o
vitiligo, dermatose essa que acomete até 2% da populagdo. O tratamento com pomada
contendo 0,1% de tacrolimo mostrou-se altamente eficaz na repigmentacdo da pele, bem
como no retardamento do avanco da doenca (TAMLER er al., 2009; ROKNI et al,
2017).
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2.2 BREVE PANORAMA DE TRANSPLANTES DE ORGAOS NO BRASIL

O Brasil possui um lugar de destaque no programa de transplantes de 6rgdos no
mundo. De acordo com os dados da Associagao Brasileira Transplante de ()rgﬁos, em
2015, o Brasil ficou em segundo lugar no nimero absoluto de transplantes renais e
hepdticos, atrds apenas dos Estados Unidos da América. Quando estes dados sobre
transplantes sdo apresentados com uma fracdo do PIB, o Brasil € aquele que apresenta o
melhor desempenho no mundo (GARCIA e PACHECO, 2016).

A doagdo de 6rgdos no Brasil é regulamentada pelo Sistema Nacional de
Transplantes (SNT), criado pelo Decreto N° 2.268 de 30 de junho de 1997. O SNT ¢é
responsavel pelo controle e monitoramento do processo de doacdo de 6rgaos e tecidos e
transplantes, bem como acOes de gestdo politica, promocdo da doacdo, logistica,
credenciamento das equipes e hospitais para a realizacdo de transplantes, definicdo do
financiamento e acompanhamento dos pacientes transplantados.

O ndmero de doadores efetivos por milhdo de pessoas (pmp) apresenta tendéncia
crescente. Em 2009, o Brasil apresentava 9,0 doadores efetivos (pmp), ao passo que em
2017 (entre janeiro e setembro), foram registrados 16,6 doadores efetivos (pmp). Os
estados de Santa Catarina e Parand apresentaram as maiores taxas de doadores (pmp),
38 e 37,7. Como comparativo, a lista de espera de transplantes renais no Brasil, em
dezembro de 2016, era de 21.264 pacientes, o que representaria 104 (pmp). A Tabela
2.2 apresenta os dados do Registro Brasileiro de Transplantes e sua tendéncia crescente,

entre 2010 e 2016 (GARCIA e PACHECO, 2017).

Tabela 2.2 — Dados brasileiros de transplantes de 6rgdos

Nuamero

absolutode 7010 2011 2012 2013 2014 2015 2016
transplantes

Cornea 12778 14726 15280 13.744 13.036 13.861 14.534
Rim 4.662 4.993 5.435 5.464 5.657 5.588 5.492
Figado 1.413 1.496 1.601 1.722 1.757 1.809 1.880
Pancreas 133 181 153 143 128 120 134
Coragao 166 160 228 271 311 353 357
Pulmao 61 49 69 80 67 74 92

Fonte: GARCIA e PACHECO, 2017.
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Apesar da crescente tendéncia nos transplantes de 6rgdos no Brasil, os valores
apresentados para 2016 ficaram abaixo da necessidade estimada para o0 mesmo ano. De
acordo com o Registro Brasileiro de Transplantes, os nimeros da necessidade estimada

para 2016 sao como apresentados na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 — Necessidade estimada para transplantes em 2016

Orgio Numero de transplantes
Cérnea 18.401

Rim 12.267

Figado 5.111

Coracdo 1.636

Pulmao 1.636

Fonte: GARCIA e PACHECO, 2016.

Outro indicador dessa tendéncia crescente nos transplantes de 6rgaos no Brasil
foi o numero de transplantes realizados em 2017 no Hospital de Clinicas da UNICAMP
(HC), 485 transplantes de diferentes 6rgdos. Este aumento estd diretamente ligado ao
aumento de notificacdes de possiveis doadores e captacdo (disponivel em:
http://www.unicamp.br/unicamp/noticias/2018/01/11/hospital-de-clinicas-da-unicamp-
bate-recorde-de-transplantes). A Tabela 2.4 apresenta os dados absolutos de transplantes

entre 2012 e 2017.

Tabela 2.4 — Transplantes realizados no HC entre 2012-2017

Numero

absoluto de 2012 2013 2014 2015 2016 2017
transplantes

TMO 68 43 37 42 37 43
Rim 91 115 120 127 136 148
Figado 39 50 44 51 47 70
Cérnea 89 70 75 97 123 218

Cardiaco 14 12 5 6 8 6



http://www.unicamp.br/unicamp/noticias/2018/01/11/hospital-de-clinicas-da-unicamp-bate-recorde-de-transplantes
http://www.unicamp.br/unicamp/noticias/2018/01/11/hospital-de-clinicas-da-unicamp-bate-recorde-de-transplantes
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Os dados de doadores por milhdo de pessoas e das Tabelas 2.2, 2.3 e 2.4
apontam aspectos positivos no sistema de transplantes no Brasil como, um sistema
consolidado e melhora progressiva no nimero de doadores (pmp). Entretanto, mesmo o
recente crescimento € insuficiente para suprir toda a demanda de transplantes. Outro
ponto importante € a recusa familiar para os transplantes, em 2009 a recusa ficava na
faixa de 1.390 doadores potenciais, ao passo que em 2016 este ndmero subiu para 2.571
(GARCIA e PACHECO, 2016).

O Portal da Saide do Governo Federal (disponivel em:
http://portalsaude.saude.gov.br/index.php/oministerio/principal/secretarias/sas/transplan
tes) disponibiliza os dados de gastos anuais com procedimentos hospitalares, producdo
ambulatorial, imunossupressores e gastos com liquido de preservacdo. Em 2008 os
gastos totais com transplantes situavam-se ao redor de 720 milhdes de reais. De 2008
até 2015 estes gastos tiveram elevacao de 74,8%, passando para mais de 1 bilhdo e 258
milhdes de reais. Do total dos 720 milhdes de recursos do Sistema Unico de Saiide
(SUS) utilizados em 2008 para os transplantes no Brasil, 265 milhdes foram destinados
a imunossupressao terapéutica. Em 2015 o custo com imunossupressao passou para 362
milhdes de reais.

A Lei n° 12.401, publicada em 28 de abril de 2011, dispde sobre a assisténcia
terapéutica e a incorporacao de tecnologias em satde no ambito do SUS. A referida Lei
define, ainda, que o Ministério da Saude, assessorado pela Comissdo Nacional de
Incorporacdo de Tecnologias (CONITEC), tem como atribuicdo a incorporacio,
exclusdo ou alteragdo de novos medicamentos, produtos e procedimentos, além da
constituicdo ou alteracdo de protocolo clinico ou de diretriz terapéutica (Relatério de
Recomendagao do Ministério da Saude, 2015. Disponivel em
http://conitec.gov.br/images/Consultas/Relatorios/2015/Relatorio_Imunossupressores_T
ransplantePulmonar_CP.pdf).

Em se tratando de transplantes renais, o Protocolo Clinico e Diretrizes
Terap€uticas para imunossupressdo no transplante renal, admite o uso do tacrolimo
como medicamento participante da diretriz triplice para a terapéutica da
imunossupressdo. O protocolo de imunossupressido para cada paciente serd dado pelo
profissional da sadde, considerando: diagndstico de rejeicdo, a proveniéncia do érgio
(de doador vivo ou doador falecido), histérico do paciente, paciente com alguma outra
doenca grave. Para o inicio da imunossupressdo o protocolo sugere o uso do tacrolimo,

azatioprina, prednisona e timoglobulina (ATG), salvo para pacientes


http://portalsaude.saude.gov.br/index.php/oministerio/principal/secretarias/sas/transplantes
http://portalsaude.saude.gov.br/index.php/oministerio/principal/secretarias/sas/transplantes
http://conitec.gov.br/images/Consultas/Relatorios/2015/Relatorio_Imunossupressores_TransplantePulmonar_CP.pdf
http://conitec.gov.br/images/Consultas/Relatorios/2015/Relatorio_Imunossupressores_TransplantePulmonar_CP.pdf
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hipersensibilizados, para os quais sugere-se o anti corpo monoclonal anti-CD3 (PICON,
GADELHA e ALEXANDRE, 2014).

A imunossupressdo de manutengdo ¢é dada conforme o esquema de
imunossupressao triplice com prednisona, azatioprina e ciclosporina ou tacrolimo.
Apesar do mecanismo de ag¢do do tacrolimo ser equiparado a ciclosporina, ele tem sido
utilizado em razdo da evidéncia de melhores resultados e menores taxas de rejeicdo
aguda quando comparado com esquema imunossupressor composto por ciclosporina
(CHOCAIR et al. 1993; PICON, GADELHA e ALEXANDRE, 2014). Em tratamentos
de rejeicdo aguda, o tacrolimo € recomendado ser utilizado em associagdo a
metilprednisolona. O esquema imunossupressor para idosos, criancas e adolescentes em
casos de rejeicdo aguda e em casos de rejei¢do refrataria, recomenda-se a substitui¢ao
da ciclosporina pelo tacrolimo (PICON, GADELHA e ALEXANDRE, 2014).

Os esquemas propostos pelo SUS apontam que 93 % de pacientes receptores de
doadores vivos possuem uma sobrevida além do sétimo ano, ao passo que 84 % dos
receptores de doadores falecidos alcancam o sétimo ano. A sobrevida do enxerto, ou
seja, do orgao é de 84 % para doadores vivos e 70 % para doadores falecidos (GARCIA
e PACHECO, 2016). O Ministério da Saide admite o uso do tacrolimo em esquemas
imunossupressores para receptores em transplantes cardiacos, hepaticos e pulmonares,

além do tratamento de sindrome nefrdtica primdria em criangas e adolescentes

(GARCIA e PACHECO, 2016).

2.3 Streptomyces E BREVE BIOSSINTESE DO TACROLIMO

Actinobactérias sdo bactérias Gram-positivas que crescem em diversos
ambientes, principalmente no solo (10* - 10° esporos de actinomicetos por grama de
solo). O solo € o habitat natural da maioria dos estreptomicetos, onde desempenham um
papel fundamental na mineralizacdo da matéria organica. Taxonomicamente estdo
classificadas no dominio Bacteria, classe Actinobacteria e ordem Actinomycetales. O
principal integrante desta classe € o género Streptomyces (DYSON, 2009; MENDES,
2010; PROCOPIO et al., 2012). Muitos Streptomyces produzem uma substincia volatil,
a geosmina, que lhes confere um odor caracteristico, o pretrichor, mais conhecido como

‘cheiro de terra molhada’ (SCHRADER e BLEVINS, 1993).
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A semelhanca dos fungos, o género Streptomyces possui forma filamentosa, que
colonizam o meio particulado do solo com o crescimento desses filamentos e
ramificagdes. As ramificacdes buscam nutrientes, metabolizando a matéria orgénica
pela acdo de enzimas extracelulares (DYSON, 2009). As ramifica¢des primdrias, hifas,
que formam o micélio vegetativo originam hifas aéreas, formando o micélio aéreo, este
passa por uma diferenciacdo incluindo septacdo e formacdo de esporos, nesta fase o
metabolismo secunddrio produz antibidticos e pigmentos. Os antibidticos possuem a
funcdo de protecdo dos microrganismos e competi¢do por nutrientes (DEMAIN, 1999;
CHATER, 2006).

A histdria de antibidticos derivados de Streptomyces comecgou com a descoberta
da estreptomicina, o que intensificou a pesquisa de antibidticos entre o género. Entre
1945 e 1962 por volta de 80 % dos antibidticos originavam-se de actinomicetos, dentre
0s quais o género Streptomyces contribuiu grandemente (BERDY, 1974; PROCOPIO et
al., 2012). A importancia industrial dos metabdlitos secunddrios do género
Streptomyces € imensa, pois nao se restringem a antibidticos € imunossupressores, mas
incluem diversos compostos de diferentes atividades bioldgicas. Para a producio de
antibidticos, os intracelulares intermedidrios comuns como aminodcidos, agucares,
acidos graxos e terpenos sdo condensados em estruturas mais complexas, por meio de
uma rota bioquimica definida. Aproximadamente 5 % do genoma dos estreptomicetos,
entre 23 e 30 clusters de genes, € dedicado para a sintese de metabolitos secundarios.
Tais metabdlitos ndo se restringem a antibidticos e imunossupressores, como pode ser
evidenciado na Tabela 2.5 (BARRIOS-GONZALEZ, FERNANDEZ E TOMASINI,
2003; NEWMAN e CRAGG, 2007; SANCHEZ et al., 2010).



30

Tabela 2.5 — Atividade bioldgica de metabdlitos secundarios de importincia industrial

de Streptomyces

Atividade Exemplo Microrganismo produtor
Cefamicina Streptomyces clavuligerus

Antibacteriana Cloranfenicol Streptomyces venezuelae
Canamicina Streptomyces kanamyceticus
Anfotericina B Streptomyces nodosus

Antiflingicos Aureofacina Streptomyces aureofaciens
Candicidina Streptomyces griseus
Actinomicina D Streptomyces antibioticus, S.

parvulus

Antitumorais
Bleomicina Streptomyces verticillus
Doxorrubicina Streptomyces peucetius

Inseticidas e Avermectina Streptomyces avermitilis

antiparasitarios Milbemicina Streptomyces hygrsocopicus

Fonte: BARRIOS-GONZALEZ, FERNANDEZ E TOMASINI, 2003.

Os metabdlitos secundarios produzidos pela Streptomyces podem ser divididos
em duas grandes classes: policetideos e peptideos nao ribossomais, estes possuem uma
ampla faixa em variedades estruturais e funcdes fisiolégicas (HWANG et al., 2014). A
sintase policetideo (PKSs), complexo enzimatico que produz metabolitos secundarios
pode ser ordenado em trés grupos, dependendo de suas estruturas e funcdes. Os
policetideos (Grupo I PKSs) representam extenso grupo de produtos naturais com
variedade em atividades bioldgicas, incluindo a funcdo imunossupressora. Eles sao
sintetizados por meio da condensa¢do descarboxilativa do dcido carboxilico pela PKSs
(YU et al., 2012).

O metabolismo secundério das bactérias é regulamentado de maneira diferente
do primério, porém o metabolismo primdrio possui influéncia na regulamentacdao do
metabolismo secundario, provendo os metabdlitos precursores e reduzindo equivalentes.
Os metabodlitos primdrios servem como blocos precursores para os metabolitos
secundérios, incluindo acetilcoenzima A (Acetil-CoA), glicose-6-fosfato, gliceraldeido-
3-fosfato (G3P), a-cetoglutarato e oxaloacetato, em sua maior parte no metabolismo do

carbono central (MARTIN ¢ DEMAIN, 1980 ROKEM et al., 2007; VAN WEZEL e
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MCDOWALL, 2011; HWANG et al., 2014). Unidades extensoras como malonil-CoA e
metilmalonil-CoA, em geral, estdo envolvidas na formacdo de policetideos.
Adicionalmente, a biossintese do tacrolimo envolve a incorporacdo de duas unidades
extensoras incomuns derivadas da methoxymalonyl-ACP (envolvida também na

biossintese da ascomicina) e allylmalonyl-CoA (especifica do tacrolimo) (BARREIRO e

MARTINEZ-CASTRO, 2014).

24 FERMENTACAO

A fermentacdo € o caminho catabdlico pelo qual a energia necessdria para a
manutencdo das células € obtida, por meio da oxidacdo parcial de fontes de carbono,
quando a respiracao nao € possivel (CIANI, COMITINI e MANNAZZU, 2008).

O metabolismo fermentativo € generalizado entre organismos vivos, € sua total
compreensdo € particularmente complicada, devido a capacidade dos organismos em
fermentar uma variada abundancia de substratos em diferentes condi¢cdes ambientais. E,
com o advento de industrias de biotecnologia e engenharia genética, foi possivel
aumentar a producdo de metabdlitos secunddrios, reduzir custos e diminuir efeitos
adversos para o meio ambiente (CIANI, COMITINI e MANNAZZU, 2008)

O processo de industrializagdo, a construcdo de equipamentos apropriados,
desenvolvimento de métodos microbioldgicos e o uso de ci€ncias mais precisas,
direcionaram processos de fermentacao, transformando um grande nimero de processos
fermentativos naturais em processos de escala industrial (CIANI, COMITINI e
MANNAZZU, 2008; ALMEIDA, AMARAL e LOBAO, 2011).

Algumas vantagens de processos fermentativos industriais sdo: as reacdes sao
brandas e em meio aquoso, além de a maior parte das reagdes ocorrer em um Unico
vaso; os coprodutos gerados no processo S0 menos agressivos ao meio ambiente
quando comparados a coprodutos de manufatura quimica. (ANDERSON, 2009).
Entretanto, os processos fermentativos apresentam algumas desvantagens, como: a
dificuldade e o alto custo do processo de purificagdo, uma vez que os produtos oriundos
de fermentacdes estdo presentes em meios complexos e em baixas concentragdes,
processos de biossintese microbioldgico sdo mais lentos que processos quimicos. Por
fim, raramente o efluente de uma industria biotecnoldgica conterd produtos téxicos, mas

sdo ricos em demanda bioquimica de oxigénio (DBO), o que requer tratamento de
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efluentes mais rigoroso (CIANI, COMITINI e MANNAZZU, 2008; ANDERSON,
2009).

Os produtos derivados de fermentacdo industrial derivam de diversas fungdes
celulares, podendo ser divididos em dois grandes grupos: os resultantes de metabolismo
primdrio e os resultantes de metabolismo secundiario (OKAFOR, 2007). Alguns
metabolitos primdrios, presentes no cotidiano, incluem aminoécidos (KINOSHITO,
AKUDA e SHIMONO, 1957), vitaminas (VANDAMME, 1992; PANDEY et al.,
1999), dcidos organicos (SAUER et al., 2008), solventes e combustiveis (ZVERLOV et
al., 2006). Alguns metabdlitos secunddrios oriundos de Streptomyces ja foram
anteriormente citados, entretanto ha classes de metabdlitos secunddrios de grande
importancia no mercado provenientes de plantas, como compostos fendlicos,
terpendides, oligossacarideos e alcaloides (WINK, 2010).

Outra grande vantagem da fermentacdo industrial reside em poder utilizar
produtos de origem renovavel, como biomassas residuais. Em se tratando de bioenergia
proveniente de fontes renovaveis, como o etanol, a biomassa tem um papel importante
na reducdo de emissOes de gases estufa (LIN e TANAKA, 2006; JOHN,
NAMPOOTHIRI e PANDLEY, 2007)

2.4.1 Fermentacio para a producao do tacrolimo

O tacrolimo € um metabolito secundério e € descrito que sua producdo acontece
ap6s a maior parte das células ter crescido (WANG et al., 2017). As conexdes entre
metabolismo primdrio e secunddrio sugerem que o metabolismo primdrio deve ser
analisado sistematicamente para a otimizacdo do metabolismo secunddrio, e uma
investigacao na relacdo entre fluxos de carbono e nitrogénio com variacdo de fontes
primdrias de ambos, pode ser um estudo relevante para a producdo dos metabdlitos
secundarios (YOON e CHOI, 1997; HWNAG et al., 2014).

Meios de cultura adequados promovem a produ¢do do tacrolimo em diversas
espécies de Streptomyces. Entre estas espécies, € reportado que a S. fsukubaensis €
capaz de catabolizar diversas fontes de carbono como glicose, maltose glicerol, amido,
dextrana e dleos vegetais, entretanto na biossintese do tacrolimo pela Streptomyces ha a
producdo de andlogos ao farmaco, em geral, possuem uma estrutura similar, como a

ascomicina, que pode chegar a até 20% do total de tacrolimo produzido, como exposto
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na Figura 2.2 (JUNG et al, 2011; MISHRA e VERMA, 2012; BARREIRO e
MARTINEZ-CASTRO, 2014).

Figura 2.2 — Andlogos tipicamente produzidos na biossintese do tacrolimo

(B)

©

(a) Ascomicina (b) Meridamicina (c) Prolina

Adaptada de JUNG et al. 2011.

A primeira fermentacdo para a produgdo exclusiva do tacrolimo foi descrita no
trabalho de Kino ef al. (1987a), este trabalho fo1 a parte I de II artigos publicados sobre
o recém descoberto farmaco. A parte I trata da fermentacdo, isolamento, caracteristicas
fisico-quimicas e bioldgicas do tacrolimo, ao passo que a parte Il consiste em estudar os
efeitos imunossupressores do FK-506 in vitro.

Em 1994, ano da aprovacdo do tacrilomo pelo FDA, o primeiro artigo sobre
producdo do farmaco foi publicado por um grupo ndo pertencente a Fujisawa

Pharmaceutical Co. Shafiee, Motamedi e Chen (1994). Pesquisadores da Merck
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Research Laboratories, os autores utilizaram uma cepa diferente da original, e com isso
produziram um precursor do tacrolimo, e subsequentemente por via catalitica, o
tacrolimo. O meio de producdo baseou-se em trabalhos prévios na Merck, descritos em
Nielsen et al. (1991), e divergiu muito pouco do meio original proposto por Kino et al.
(1987a).

Yoon e Choi (1997) estudaram o efeito dos nutrientes provenientes do meio de
cultivo na produgdo do tacrolimo. Os autores utilizaram diversas fontes primdrias de
carbono como, amido soldvel, glicose, maltose e arabinose, além de fontes orgénicas e
inorganicas de nitrogénio e a cepa de bactéria foi a Streptomyces sp. MAS868. Os
autores realizaram diversas combinagdes de meios de cultura, porém a produgdo
maxima atingida se situou em 30,6 mg L. Além das cepas de S. tsukubaensis e S. sp.
MAS5968, outras ja foram utilizadas para a produgdo do tacrolimo, a Tabela 2.6 expde as

algumas cepas € 0s autores que as empregaram.

Tabela 2.6 — Resumo de cepas produtoras de tacrolimo descritas na literatura

Referéncia Nome da cepa

Kino et al. (1987a); Martinez-Castro et al. Streptomyces tsukubaensis 9993,
(2013); Muramatsu et al. (2005) NRRL18488

Shafiee, Motamedi e Chen (1994) Streptomyces sp. MA6858

Streptomyces kanamycetius KCC S-

Muramatsu et al. (2005); Mo et al. (2011) -
0433 (=KCTC 9225)

Streptomyces clavuligerus

Kim e Park (2008) CKD 1119

Jung et al. (2009) Streptomyces sp. TSTS8

Streptomyces clavuligerus

Park et al. (2009) KCTC 10561BP

Singh e Behera (2009) Streptomyces sp. MA6858 B3178
Mishra e Verma (2012) Streptomyces sp.

Turlo et al. (2012) Streptomyces tsukubaensis
Huang et al. (2013) Streptomyces tsukubaensis

Mo et al. (2013) Streptomyces sp. RM7011

Wang et al. (2017) Streptomyces tsukubaensis

Adaptada de BARREIO e MARTINEZ-CASTRO, 2014.
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Apenas a escolha da cepa ndo garante aumento na produgdo do farmaco, um
aprofundamento no estudo dos meios produtivos se faz necessario. Neste caso, a
proposta da rota de producdo sintética do tacrolimo por Motamedi er al. (1996) e
Motamedi e Shafiee (1998), juntamente com os estudos de status taxondmicos da S.
tsukubaensis conduzidos por Martinez-Castro et al. (2011) e Martinez-Castro et al.
(2013) e, ainda, o sequenciamento gendmico da S. tsukubaensis NRRL 18488 reportado
por Barreiro et al. (2012) ajudou a elucidar diversos nutrientes requeridos, bem como
elementos regulatérios para a produgdo do farmaco. Os estudos levaram a utilizagcdo de
precursores e estratégias para o incremento na produgdo do tacrolimo (MARTINEZ-
CASTRO et al., 2009; GORANOVIC et al., 2012).

Baseando-se no trabalho de Motamedi e Shafiee (1998), os autores Turlo et al.
(2012) testaram no meio de producdo compostos ciclicos de 6 membros com um
nitrogénio como heterodtomo em sua estrutura, por exemplo a piridina e seus derivados.
Esses tipos de anéis heterociclicos sdo encontrados na estrutura do tacrolimo e ainda o
acido piridinocarboxilico, obtido pela o-desaminacdo e ciclizacdo da L-lisina, €
incorporado a cadeia completa de acila na ultima fase da biossintese do tacrolimo
(TURLO et al., 2012). Outros compostos, supostos precursores, do tacrolimo em sua
biossintese sdo: propanol, &4cido propidnico e propileno glicol (GAJZLERSKA,
KURKOWIAK e TURLO, 2015).

Além de compostos precursores e promotores de crescimento ja citados, das
variacOes de fontes de carbono e nitrogénio com o intuito de uma maior producdo do
farmaco, ha também modificacOes genéticas realizadas no género Streptomyces (KIM e
PARK, 2007; CHEN et al., 2012), bem como estudos de metabolomica e protedmica
(WANG et al, 2017), que sao ferramentas importantes para descrever perfis
metabolitos e identificar biomarcadores associados com as aparentes diferencas
metabolitos entre diversos metabolitos secundarios (CHEN et al., 2012; WANG et al.,,
2017).

2.4.2 Ciclo de crescimento bacteriolégico
O crescimento e a producdo de metabolitos secundarios sdo divididos em duas

fases: a trofofase (do grego, tropho, nutriente), fase na qual o metabolismo primario
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ocorre; e a idiofase (do grego, idio, peculiar) que durante esta, fase os metabdlitos
secundérios peculiares a cada organismo sdo sintetizados (OKAFOR, 2007).

A Equagao 2.1 € a bésica utilizada para descrever crescimento microbiano. Ela
implica que a razdo da formacdo de biomassa (x) altera-se em func¢do do tempo (t) e
que razdo da formacdo € diretamente proporcional a um fator particular (a), como
substratos de crescimento e temperatura, entretanto, ¢ inversamente proporcional ao
fator (b), como inibidores. Ambos os fatores (a) e (b) s@o independentes do fator tempo

(EL-MANSI, WARD e CHOPRA, 2012).

dx ax
— 2.1
dt b @D

Em uma fermentacdo em modo batelada, inevitavelmente o crescimento
bacterioldgico atinge um 4dpice, € um ponto onde para de crescer e comeca a decair,
indicando a fase estaciondria. A Figura 2.3 exemplifica uma curva de crescimento

microbiano padrio para uma fermentacdo em batelada.

Figura 2.3 — Ciclo de crescimento microbiano padrao em fermentagdo do tipo batelada
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Adaptada de KOLTER, SIEGELE, TORMO, 1993.

Observa-se na Figura 2.3 um numero de diferentes fases no ciclo de
crescimento, que podem ser diferenciados como (KOLTER, SIEGELE, TORMO, 1993;
EL-MANSI, WARD e CHOPRA, 2012):
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L fase lag;
II.  fase de aceleracdo de crescimento;
111 fase exponencial (ou fase logaritmica);
1V. fase de desaceleragao;
V. fase estacionaria;
VI.  fase de decaimento exponencial;

VII. morte celular ou fase de sobrevida.

A fase lag corresponde ao adiamento da fase exponencial, onde as células se
dividem a taxa constante. Na fase /ag ocorre um processo bioldgico fundamental, a
adaptacdo fisiolégica da bactéria ao meio inserido, como a adapta¢do a fonte de carbono
presente; adicionalmente, o microrganismo pode efetuar reparos em danos celulares e a
sintese de componentes necessdrios para o crescimento. A fase de aceleracdo de
crescimento, também conhecida como lag 11, € o processo onde se inicia a geracdo de
células (ROLFE et al., 2012; MADAR et al., 2013).

A Figura 2.4 apresenta a fase exponencial. Durante a fase exponencial as células

crescem em tamanho e, se 0 meio prover os nutrientes necessdrios, as células se dividem

e crescem (WAITES ez al., 2001; MADAR et al., 2013).

Figura 2.4 — Determinagdo grifica do tempo médio de geracdo durante cultivo em

batelada
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A fase exponencial de crescimento bacterioldgico pode ser descrito pela

Equacdo (2.2).

log(n) — log(no) _ log(2) (2.2)
t T

onde (n) é o nimero total de células ap6s dado tempo (t) desde o inicio da fermentagdo;
(ng) € o nimero de células no inicio da fermentacdo; e (T') € definido como o tempo
médio de duplicagdo (WAITES et al, 2001; EL-MANSI, WARD e CHOPRA, 2012).

Ainda na fase exponencial ocorre a transformagdo das fontes primérias de
carbono em precursores biossintéticos, que sao utilizados em diversas rotas
biossintéticas para a producdo de mondmeros (aminodcidos, dcidos graxos e actcares),
posteriormente transformados em um dado polimero (EL-MANSI, WARD e CHOPRA,
2012).

Um dos fatores utilizados para caracterizar a fase exponencial de crescimento
microbiano € a velocidade de crescimento especifico (u), que pode ser obtida pela

Equacdo (2.3) (NIELSEN, 2012)

p==— (2.3)

A velocidade de crescimento especifico se relaciona com o tempo médio de
duplicacdo (T) por meio da Equacdo (2.4) (EL-MANSI, WARD e CHOPRA, 2012;
NIELSEN, 2012).

In2 =uT 2.4)

Nos cultivos em batelada, ao decorrer de todo o processo de fermentacdo os
substratos presentes no meio fermentativo sdo consumidos e, consequentemente ocorre
a exaustdo de um ou mais substratos necessdrios para 0S microrganismos, com isso
inicia-se a fase estaciondria, que pode ser expressa pela Equacdo (2.5), que apresenta o

balanco entre crescimento e declinio celular (KOLTER, SIEGELE, TORMO, 1993).
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dx
ax (2.5)
dt 0

Por fim, atinge-se na curva a fase de declinio celular, que possui uma
caracteristica exponencial. Embora a razdo de declinio celular seja relativamente mais
lenta que a fase exponencial de crescimento. A Equacdo (2.6) descreve a fase de morte

celular (MAIER, 2009).

dx_ (2.6)
ac ~ ¢

em que (k,) representa a razdo especifica de morte celular.

Entretanto, mesmo na fase de declinio, ocorre que algumas células ainda se
dividem e, em caso de algumas bactérias Gram-positivas, nota-se a esporulacdo, mas
notadamente a perda é maior que o ganho em células vidveis a producdo de metabolitos

(MAIER, 2009; EL-MANSI, WARD e CHOPRA, 2012).

2.4.3 Regulacao pela fonte de carbono

A natureza dos materiais utilizados para o meio de fermentacdo pode ser
classificada como meio quimicamente definido ou meio complexo. Meio definido é
composto de material quimico puro, de propor¢des precisamente conhecidas, ao passo
que meio complexo € formulado pela inclusdo de ingredientes de origens naturais, e a
composi¢do precisa ndao € completamente conhecida (ZHANG e GREASHAM, 1999).

Usualmente a glicose é uma das fontes de carbono mais empregadas para o
crescimento bacteriano e demais microrganismos. H4 fontes de carbono conhecidas
como ‘rapidas’ e ‘lentas’. Em meios contendo ambas as fontes, rdpidas e lentas, ocorre
que a fonte ‘rapida’ ¢ utilizada para o crescimento celular e pouco ou muito pouco,
metabolito secundério € produzido. Apds essa assimilacdo primdria, a fonte secundaria
de carbono é consumida para a producdo dos metabélitos secundérios (SANCHEZ et
al., 2010).

O controle de metabdlitos secunddrios se da pela repressdo da sintese de enzimas
envolvidas no processo. Portanto, o emprego de substratos rapidamente assimilédveis,

como a glicose, pode levar a uma menor produgcdo de metabdlitos secundarios, bem
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como ao acumulo de metabdlitos intermedidrios das rotas catabdlicas (DEMAIN e
FANG, 1995; OLAVO, 2006).

Kim et al. (2001) estudaram a repressdo por glicose na produ¢do do antibidtico
actinorodina em S. lividans. Os autores reportaram que a biossintese do fairmaco, na
bactéria estudada, estd ligada condicionalmente a fonte de carbono presente no meio, e
ainda que a glicose suprime o crescimento e a producdo. Substituindo a glicose por
glicerol, os autores alcangaram maior producdo do farmaco.

A variedade de farmacos que possuem supressdo por glicose reportados na
literatura € extensa, apenas em antibidticos hd mais de 20 exemplos, porém outros
carboidratos também possuem influéncia comprovada na producao de fairmacos, como o
glicerol, maltose, manose, sucrose etc. Por exemplo, a glicose suprime a formagdo de
antibidticos PB-lactdmicos, como a cefamicina C (LIBRIHI, LEFEBVRE e GERMAIN,
1988) e de policetideos macrociclicos (SAN CHEZ et al., 2010).

2.4.4 Regulacao pela fonte de nitrogénio

Assim como o carbono interfere diretamente na biossintese de metabdlitos
secundérios, o nitrogénio também o faz. Algumas rotas metabdlicas sdo afetadas
negativamente por fontes de nitrogénio que favorecem o crescimento celular, como
exemplo, sais de amonio (DEMAIN e FANG, 1995). Fontes complexas de nitrogénio
contendo proteinas, como o farelo de soja e peptonas possuem efeito benéfico para a
producdo de metabdlitos secundarios, se comparados a fontes definidas e de rapida
assimilacdo, como aminodcidos. Entretanto had poucas informagdes sobre os
mecanismos negativos envolvidos pelo fon amdnio em biossintese de metabolitos
(AHARONOWITZ, 1980).

O local de maior incidéncia de bactérias do género Streptomyces, o solo,
tipicamente € um ambiente pobre em nitrogénio e, consequentemente, diversas rotas
catabdlicas de nitrogénio sdo expressas, desenvolvendo um senso de mecanismo
regulatério que permite o uso da melhor fonte de nitrogénio (SANCHEZ e DEMAIN,
2002; DYSON, 2009). Na maior parte das bactérias, a enzima-chave para o
metabolismo do nitrogénio, a glutamina sintetase (GS), possui duas funcdes, na

biossintese da l-glutamina e do nitrogénio (DYSON, 2009).
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Mishra e Verma (2012) realizaram uma série de estudos de otimiza¢do de meio
de producdo do tacrolimo em Streptomyces sp., onde usaram fontes organicas e
inorgénicas de nitrogénio, como sulfato de amdnia, nitrato de amonia, peptona e farelo
de soja. Os autores, por meio de delineamento experimental, avaliaram as interacdes
entre as fontes citadas. Percebe-se que, isoladamente como fonte de nitrogénio, o sulfato
de aménia obteve a maior producdo, 82, 5 mg L™, porém a associacio do farelo de soja

a L-lisina resultou em incremento de 1,73 vezes a producdo anterior.

2.4.5 Regulacio pela fonte de fosfato

A producdo de enzimas e metabdlitos secunddrios € regulada por fontes
inorganicas de fosfato. Entretanto, no solo, fontes inorganicas de fosforo se apresentam
como o fator limitante ao crescimento bacteriolégico, o que levou o sistema bioldgico
bacteriano a evoluir diversas maneiras de respostas para a modulacio do fosfato
requerido ou mesmo a aprimorar seu uso (SANCHEZ e DEMAIN, 2002).

Na produgdo da candicidina por S. griseus o fosfato é consumido na fase de
crescimento celular, quantidades extracelulares de fosfato ficam bem baixas em toda a
idiofase (MARTIN e DEMAIN, 1980). Aharonowitz e Demain (1977) estudaram o
efeito do fosfato de potdssio na producdo da cefalosporina em S. clavuligerus. Os
autores concluiram que em altas concentracdes de fosfato de potdssio hd extenso
crescimento celular, porém a producao do farmaco fica afetada.

O fosfato regula a biossintese de antibidticos, mesmo os pertencentes a grupos
funcionais diferentes, como peptideos antimicrobianos ciclicos, macrolideos e
tetraciclinas (SANCHEZ e DEMAIN, 2002). De acordo com Martin e Demain (1980),
em concentracdes de fosfato acima de 10 mM, alguns antibidticos t€ém sua produgdo
suprimida. Para que isso ndo ocorra, a fermentacdo deve, preferencialmente, ser
conduzida em baixas concentragdes de fosfato livre. Outros meios de evitar o efeito
negativo por excesso de fosfato incluem mutagdes genéticas de cepas produtoras de
farmacos (SANCHEZ e DEMAIN, 2002). O fosfato de potdssio monobisico e fosfato
de potéssio dibdsico sdo fontes comuns de fosfato empregadas na producdo do
tacrolimo (MISHRA e VERMA, 2012; TURLO et al., 2012; HUANG et al., 2013).

Desde a publicacdo original da produ¢do do tacrolimo por Kino et al. (1987a)

diversos grupos de pesquisa se esforcaram elevar a produ¢do do tacrolimo tanto pelo
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aperfeicoamento genético das cepas escolhidas, como anteriormente citado, além de

enriquecimento ¢ mudanca de meios de produgdo. A Tabela 2.7 resume meios de

producdo utilizados, expondo as fontes de carbono, nitrogénio e fosfato.

Tabela 2.7 — Fontes de carbono, nitrogénio e fosfato para a producao do tacrolimo

Referéncia

Meio de producao Produ¢do média (mg Lh

Turlo et al

(2012)

maltose (2%), peptona de soja (3%), licor
ingreme de milho (1%), MgS0O,4.7H,0O
(0,05%), KH,PO4 (0,2%), K,HPO4 (0,4%),
CaCOs; (0,3%), pH 72 e 30 °C
(&cido picolinico, 4cido pipecodlico, &dcido
nicotinico e nicotinamida — 0,001, 0,0025,

0,005 € 0,01%)

33,28

Mishra e Verma

(2012)

6leo de soja (1,5%), farelo de soja (1,2%),
CaCOs3 (0,35%), (NH4)2SO4 (0,05%), pH 7 e
temperatura 28°C. (L-lisina 0,1%).

135,6

Huang et al
(2013)

amido (6%), extrato de levedura (0,2%),
peptona (0,25%), farelo de soja (0,5%),
K>HPO, (0,05%), MgSO.4 (0,05%), CaCOs
(0,05%), pH 7,0 e 28 °C.

34,3

Wang et al
(2017)

dextrana (4%), glicose (2%), NaCl (0,1%),
(NH4),S04 (0,2%), K,HPO, (0,1%), CaCOs
(0,2%), MgS04.7H,O (0,1%), MnCl,.H,O
(0,0001%), ZnS0O4.7H,0O (0,0001%), FeSO4
(0,0001%), MOPS (0,5%), pH 6,5, 28 °C
(6leo de soja (0,1%) adicionado apos 24h de

cultivo)

56,35

25 METODOS ANALITICOS PARA A QUANTIFICACAO DO
TACROLIMO

O tacrolimo exibe propriedade estrutural diferenciada. O fairmaco apresenta duas

heterogeneidades conformacionais, sendo a primeira a isomerizagdo cis-trans que
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envolve a restri¢do rotacional da amida ligada a por¢do pipecdlica. Mierke et al. (1991)
e Namiki er al. (1993) elucidaram a segunda heterogeneidade conformacional do
tacrolimo que, em solucdo aquosa, epimeriza para o tautdmero I (cis) que € convertido
para o tautdomero II (cis-trans) alcangando um equilibrio contendo as trés formas, como

apresentado na Figura 2.5 (SOUZA, 2012).

Figura 2.5 — Tacrolimo, tautdmero I e tautomero II, processo de epimerizagao

+ H,0
-H,0

Tautomero 1

+H,0

Tautdomero 11

Adaptada de AKASHI et al. 1996.

As mudancgas conformacionais do tacrolimo requerem uma modesta energia, ao
redor de 3 Kcal mol™, necessita-se de mais energia para ligar o farmaco a FKBP que
para dissociar. A associacdo com a FKBP, que confere a atividade imunossupressora ao
farmaco, € associada a conversao cis-trans (AKASHI et al., 1996; ROSEN et al., 1990;
VAN DUYNE et al., 1991).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia é reconhecidamente uma ferramenta

importante dentro das familias de técnicas de separacdo, uma vez que ela propicia
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separar misturas que cont€ém grande nimero de compostos com alta similaridade
(JARDIM, COLLINS E GUIMARAES, 2006). Para a quantificacio de macrolideos
imunossupressores hd uma diversidade de métodos propostos na literatura, incluindo
detectores com ultravioleta (UV) ou com espectrometria de massas (LC-MS). Em geral,
tais métodos estdo focados em monitorar farmacos imunossupressores residuais em
fluidos corporais. Porém, tais métodos podem ndo ser aplicados para monitorar a
producdo de farmacos por rota de biossintese, isso devido a similaridades do tacrolimo
com outros macrolideos produzidos, e a possivel presenca dos isomeros (DAI et al,
2006; SALM, TAYLOR e ROONEY, 2008; PARK et al., 2009).

Amostras provenientes de um caldo fermentado podem apresentar uma
composi¢do variada, desde dgua, proteinas, sais, solventes a coprodutos de valor
agregado, como a ascomicina que € um coproduto conhecido na producdo do tacrolimo
(AKASHI et al., 1996; JUNG et al, 2011; BARREIRO ¢ MARTINEZ-CASTRO,
2014).

O preparo das amostras € uma etapa crucial para que o método analitico tenha
bom desempenho. Na literatura € possivel encontrar um conjunto de operacdes que
definem o método descrito por cada autor. De modo genérico, a amostra coletada da
fermentacdo € adicionado um solvente organico (acetona e acetato de etila) na
propor¢do 1:1; apds transcorrer certo tempo, a amostra € filtrada em papel filtro e/ou
membrana (0,44 um), centrifugada e entdo injetada no HPLC (JUNG et al., 2009;
SINGH e BEHERA, 2009; TURLO et al., 2012; WANG et al., 2017).

Chen et al. (2012) realizaram coletas periddicas de amostras, 2 ml de volume, no
decorrer da fermentacdo. As amostras foram centrifugadas por 10 min. a 12.000 rpm.
Ao sobrenadante, adicionava-se 2 mL de acetato de etila, ao passo que a micela foi
extraida com 2 mL de acetona. Os extratos organicos foram combinados e evaporados
em pressdo reduzida, até a formagdo de um ‘6leo’ de tom amarelo, e entdo redissolvido
em acetonitrila e injetado no HPLC.

A epimerizacdo do tacrolimo, como anteriormente citada, ocorre por dois
mecanismos, € um deles ocorre em solucdo aquosa. Uma vez que a fermentagdo ocorre
em meio aquoso, a quantificagdo do farmaco durante o processo fermentativo seria
comprometida. Com isso, um método analitico rdpido e robusto faz-se necessario
(WANG, MAGILL e VICENT, 2005).

Nishikawa et al. (1993) analisaram os efeitos da variagdo de temperatura na

cinética de conversao dos tautomeros do tacrolimo. Os autores utilizaram uma coluna de
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silica recoberta com um grupo ocatadecil como fase estaciondria, acetonitrila e dgua
(75:25 v/v) como fase movel. As temperaturas estudadas variaram de 0 a 60 °C. A
conclusdo é que a baixas temperaturas nao € possivel se observar um pico de tacrolimo
apenas no cromatograma, ao passo que a 60 °C observa-se o pico do tacrolimo bem
definido.

Akashi et al. (1996) conduziram estudos com variacdo da proporcdo de dgua
presente na fase moével, variagdo de pH e temperatura. A fase estaciondria utilizada no
trabalho consistia em uma silica recoberta com um grupo octadecil. A fase mével era
uma mistura terndria de acetonitrila/dgua/acido fosfério (60:40:1 v/v/v). Percebe-se no
trabalho dos autores que na medida em que se aumenta a proporcdo de 4gua no sistema,
a quantificac@o do tacrolimo diminui e a de seus tautdmeros aumenta.

A Tabela 2.8 apresenta um resumo dos métodos analiticos utilizados por alguns
autores. Tais métodos sdo baseados nos estudos de Nishikawa er al. (1993) e Akashi et

al. (1996).

Tabela 2.8 — Resumo dos métodos analiticos empregados pelos autores para a

quantificac@o de tacrolimo produzido por fermentagao

Autores M¢étodo analitico

coluna C18, vazdo 2,0 mL min'l, temperatura 50 °C,
Singh e Behera (2009) fase mével composta por acetonitrila/dgua (60:40, v/v),

detec¢do em 210 nm.

coluna Sinergy Polar RP, vazdo 1,0 mL min‘l,

Jung et al. (2011) temperatura 55 °C, fase moével composta por

acetonitrila/dgua (50:50, v/v), deteccao a 220 nm.

coluna C18, vazdo 1,0 mL min'l, temperatura 60 °C,
Turlo et al. (2012) fase movel composta por acetonitrila/dgua (75:25, v/v),

deteccao em 214 nm.

coluna C18, vazao 1,0 mL min'l, temperatura 60 °C,

fase mével composta por 0,1 % de 4cido fosférico e
Huang et al. (2013)
acetonitrila/dgua (65:35, v/v), deteccao em 210 nm.
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Capitulo 3

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS
3.1.1 Material biologico

A cepa de bactérias Streptomyces tsukubaensis foi utilizada para obter o farmaco
tacrolimo, adquirida junto ao Instituto Leibniz DSMZ - Colecio Alema de
Microrganismos e Culturas Celulares, onde encontra-se armazenada sob a sigla DSM
42081. A cepa foi encaminhada a Colecdo Brasileira de Microrganismos de Ambiente e
Indistria (CBMAI), localizada no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Bioldgicas e Agricolas (CPQBA) da UNICAMP, onde se encontra preservada sob o
codigo CBMAI — 1832.

3.1.2 Meios para cultivo em placa e meios de pré-inoculacio e inoculacao
O meio de cultivo utilizado para crescimento e posterior armazenamento da cepa

foi o recomendado pela DSMZ, como descrito na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Meio Streptomyces GYM*

Composto Proporcao (g)
Glicose 4,0

Extrato de levedura 1,0

Extrato de malte 10,0

CaCO; 2,0

Agar 12,0

Agua destilada 1000%**

*pH ajustado para 7,2 antes da adi¢@o de dgar. **mililitros de dgua
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Os meios utilizados para pré-inoculacdo, inoculagdo e fermentagdo foram

descritos em Turto et al. (2012) e Mishra e Verma (2012) e estdo apresentados na

Tabela 3.2.

Tabela 3.2 — Relacdo de compostos utilizados para a pré-inoculagdo, inoculacio e

fermentacdo
Compostos CAS/REF Fornecedor
Glicose anidra 492-62-6
D(+) Maltose purissima 6363-53-7
Fosfato de potdssio monobdsico 7778-77-0
Fosfato de potassio dibasico 7758-11-4 Dindmica®
Sulfato de magnésio heptahidratado 10034-99-8
Carbonato de célcio 471-34-1
L-lisina 657-27-2
Peptona de soja K25-612501*
Extrato de malte K25-611006*

KASVI
Extrato de levedura K25-611005*
Agar K25-611001*
Licor ingreme de milho 66071-94-1 . e
, Sigma-Aldrich
Acido picolinico 98-98-6

* referéncia do fornecedor

3.1.3 Equipamentos, solventes, coluna analitica e padrao do tacrolimo

As fermentagdes foram conduzidas no Laboratério de Engenharia Bioquimica,
Biorrefino e Produtos de Origem Renovdveis no Departamento de Engenharia de
Processos na Universidade Estadual de Campinas, em incubadora do tipo shaker orbital
(Shel Lab, USA). As amostras (10 mL) coletadas ao longo da fermentacdo foram
filtradas em papel filtro (INLAB Tipo 10, porosidade 3,0 um) e evaporadas em pressao
reduzida em um evaporador rotativo da marca Fisatom e Modelo 803, por fim
centrifugadas a 10 °C (centrifuga Hettich, modelo Rotina 420R).

A quantificagdo do tacrolimo foi realizada no Laboratério de Processos de

Transferéncia de Massa do Departamento de Engenharia de Processos da Universidade
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Estadual de Campinas. Para quantificar o tacrolimo produzido, 20ul de cada amostra era
injetada em um cromatografo liquido de alta eficiéncia da marca Shimadzu, composto
por uma bomba (LC-20AT), um detector UV-Vis (SPD-20A) e uma placa controladora
(CBM-20A). A fase movel utilizada consistia em uma mistura bindria de acetonitrila
(Scharlau, grau HPLC) e agua deionizada (18,2 Q), como fase estacionaria foi utilizada
a octadecilsilano (C18), empacotada originalmente em uma coluna ThermoQuest
Hyperbond (300 x 3,9 mm). A temperatura de operacao mantida a 60 ° C, com o auxilio
de um banho termostatico da marca Quimis (Q-2142M) com sensibilidade de + 0,1 °C.
As amostras foram monitoradas em 210 nm.

O padrao do tacrolimo foi gentilmente cedido pelo professor Dr. Paulo César
Pires Rosa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNICAMP, e foi originalmente

adquirido junto a Sigma-Aldrich (CAS 109581-93-3, pureza > 98%).

3.1.4 Materiais para a determinacao de aciicares

O consumo de maltose ao longo da fermentagdo foi determinando pelo método
de Somogyi-Nelson (SHAFFER e WILLIAMS, 1935; NELSON, 1944; SOMOGY],
1945a; SOMOGY]I, 1945b; SOMOGY]T, 1951) e os materiais utilizados estao listados na
Tabela 3.3.

Tabela 3.3 — Lista de materiais para a determinacao de acucares redutores pelo método

de Somogyi-Nelson

Composto CAS Fornecedor
Carbonato de s6dio anidro 497-19-8
Bicarbonato de sédio 144-55-8 Exodo Cientifica

Sulfato de sddio anidro

Tartarato duplo de sédio e potdssio 304-59-6

Vetec
tetrahidratado
Sulfato de cobre pentahidratado 7758-99-8
- Synth
Acido sulfarico concentrado 7664-93-9
Molibdato de amonio anidro 12027-67-7 Ecibra

Arseniato dibasico de s6dio anidro 7784-46-5 Exata
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32  METODOS
3.2.1 Placas de Petri

Os componentes e propor¢des usados para a confec¢do dos meios utilizados para
as placas de Petri seguiram a Tabela 3.1. A mistura dos componentes, com exce¢do ao
agar, teve seu pH ajustado para 7,2, com NaOH (2M) e solucdo de cloreto de potéssio
saturada com AgCl (3M). Ap6s a correcao, adicionou-se o dgar a mistura e aquecida sob
agitacdo, para completa solubilizacio. O meio completamente solubilizado era
esterilizado em autoclave (aproximadamente 120 °C) por 20 minutos.

O meio esterilizado era vertido em placas de Petri, de tal maneira a formar uma
camada homogénea de aproximadamente 1 cm de espessura. As placas foram
inoculadas com o auxilio de uma al¢a contendo amostra das bactérias. Entdo, as placas
eram lacradas e levadas a estufa incubadora por 5-7 dias, a 28 °C, para crescimento das

coloOnias.

3.2.2 Pré-inoculacio e inoculacao

O pré-inéculo foi preparado de acordo com os meios e propor¢des descritos em
Turlo et al. (2012), como descrito na Tabela 3.4. Posteriormente ao preparo, o meio era
esterilizado em autoclave e somente utilizado apds seu resfriamento. Eram preparados 3
erlenmeyers de 250 mL, contendo 100 mL de meio liquido, e uma al¢a de bactérias era
transferida assepticamente para 2 erlenmeyers; 1 era usado como controle, ou seja, nao
era inoculado, mas utilizado para averiguar possiveis contaminacoes. Os erlenmeyers
eram levados a estufa incubadora por 24 horas, sob agitacdo de 110 rpm e 28 °C. Uma
aliquota era coletada apds 24 horas de in6culo, e a densidade 6tica (DOggp) avaliada a

600 nm (INNES e ALLAN, 2001; JUNG et al., 2009).

Tabela 3.4 — Meio de pré-inoculacdo e inoculacao*

Composto Proporgao (%)
Extrato de malte 0,6

Glicose 0,6

Maltose 0,6

Extrato de levedura 0,12

*pH ajustado para 7.2
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O meio liquido preparado para o indculo foi idéntico em compostos e
proporcdes ao meio de pré-inoculacdo. Para esta etapa foram utilizados erlenmeyers de
500 mL, contendo 135 mL do meio e 15 mL de meio oriundos do pré-in6culo (10 % do
volume total). Os erlenmeyers foram incubados por 24 horas, a 110 rpm e 28 °C.
Transcorridas as 24 horas, uma aliquota era retirada e sua densidade 6tica avaliada,
procedimento idéntico ao seguido para a etapa de pré-inoculacgao.

Assim como no pré-inéculo, 3 erlenmeyers eram preparados, sendo 2 inoculados
com bactérias e 1 apenas para controle. O erlenmeyer que apresentasse maior densidade
Otica era utilizado para a proxima etapa: a fermentacdo. O segundo frasco inoculado era
utilizado para armazenar linhagens de bactérias em criotubos. Cada criotubo continha
3,2 ml do meio inoculado e 0,8 mL de glicerol. Os criotubos foram mantidos em

ultrafreezer a -80 °C.

3.2.3 Fermentacao em frascos

Baseando-se na cepa de bactérias utilizada, o meio escolhido para a producdo
neste trabalho foi o de Turlo et al. (2012). Entretanto, usou-se também o acido
picolinico (0,0025%) e L-lisina (0,1%) como aditivo. Estes sdo citados na literatura
como precursores e agentes de crescimento (TURLO ef al.,2012; MISHRA e VERMA,
2012). Com isso pode-se compor os meios que foram utilizados para a produgdo do
farmaco nesta Tese. Tais meios foram denominados MPL (maltose, peptona de soja e
licor ingreme de milho) e GPL (glicose, peptona de soja e licor ingreme de milho),

observa-se suas composicoes na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 — Composigado e parametros utilizados para a producao do tacrolimo

Meio Composicdo e parametros

maltose (2%), peptona de soja (3%), licor ingreme de milho (1%),
MPL MgS0,4.7H,0 (0,05%), KH,PO4 (0,2%), K;HPO4 (0,4%), CaCOs3 (0,3%).
Fermentacao conduzida por 10 dias, a 28 °C, 130 rpm, e pH inicial de 7,2.

glicose (2%), peptona de soja (3%), licor ingreme de milho (1%),
GPL MgS0.4.7H,0 (0,05%), KH,PO4 (0,2%), K;HPO4 (0,4%), CaCOs3 (0,3%).
Fermentacdo conduzida por 10 dias, a 28 °C, 130 rpm, e pH inicial de 7,2

* foi realizada uma fermentacdo com esse meio a 30 °C e 110 rpm.
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Os meios possuiam maltose e glicose como fontes primdrias de carbono e, como
fonte de nitrogénio, peptona de soja e licor ingreme de milho. A razdo
carbono/nitrogénio nominal encontrada em cada meio era de 0,5:1,0. Com o intuito de
avaliar os efeitos da razdo nominal de carbono/nitrogénio foram preparados meios com
diferentes razdes C:N, por meio da variacdo da porcentagem da fonte de carbono no
meio. As demais razdes C:N utilizadas foram de 0,25:1, 0,75:1 e 1:1. A porcentagem da
fonte de nitrogénio e demais componente foram mantidos como descritos na Tabela 3.5.

O preparo dos meios se deram como o pré-indculo e inéculo, 3 erlenmeyers
eram preparados, porém apenas 2 inoculados, 1 apenas como controle, para averiguar
possiveis contaminacdes. Todos os ensaios foram realizados em frascos erlenmeyer de
500 mL, os quais foram preenchidos com 225 mL de meio liquido e 25 mL do in6culo,
correspondendo a 10 % do volume total em cada frasco erlenmeyer. Os frascos foram
posteriormente condicionados em incubadora por 10 dias, a 28 °C e 130 rpm de
agitacdo. Desde o momento da inoculacido dos frascos destinados a fermentacdo, uma
aliquota era coletada assepticamente e periodicamente a cada 24 horas.

A Figura 3.1 representa como ocorreu a fermentacdo a partir da placa até a
producdo em frascos. A etapa (a) na Figura 3.1 representa o processo inicial, pré-
inoculacdo, com frascos de 250 mL contendo o meio e as bactérias provenientes da
placa; a etapa (b) representa a etapa de inoculacdo, por fim; a etapa (c) onde os frascos
eram incubados por 10 dias, em condi¢Oes previamente citadas.

Como anteriormente citado, as fontes primérias de carbono foram a maltose e a
glicose, e a fonte de nitrogénio a peptona de soja e o licor ingreme de milho. Entretanto,
fontes complexas de nitrogénio possuem carbono em sua estrutura e, com o intuito de
entender as razdes C/N utilizadas nesta Tese, foram realizados ensaios de carbono
organico total e teor de nitrogénio total (Kjeldahl) em ambas as fontes de nitrogénio.
Esses ensaios laboratoriais foram conduzidos no Centro de Qualidade Analitica — CQA-

Campinas.
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Figura 3.1 — Representacdo esquemdtica da pré-inoculacdo, inoculacdo e

fermentacdo
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3.24 Curva analitica

Para a determinacdo do tacrolimo presente nas amostras coletadas ao decorrer da
fermentacdo € necessdario uma curva analitica. Tal procedimento consiste em injetar
amostras do padrdao em diferentes concentragdes, € assim, construir um grafico na forma
de concentragdo vs drea.

A curva de calibragado para este trabalho foi feita a partir de uma amostra padrao
de tacrolimo de 1000 mg L™ e serd apresentada no Capitulo 4. A solucdo padrio foi feita
por meio da dissolu¢do de 50 mg do padrdo de tacrolimo em 50 mL de uma solugdo
bindria de acetonitrila e d4gua (60:40 v/v). A solucdo mae de 1000 mg L™ foi diluida nas
seguintes concentracoes: 5, 15, 25, 50, 100 e 200 mg L. O volume de cada amostra
injetada era de 20 pL, e avaliada em 210 nm, com fase movel constituida de acetonitrila
e dgua (60:40 v/v) e fase estacionaria (C18), e temperatura controlada em 60 °C. Cada
amostra foi injetada em triplicata, e a média aritmética foi utilizada para a construcio da

curva analitica.
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3.2.5 Preparo das amostras e método analitico

Para avaliar o crescimento bacteriolégico e a produgdo do farmaco, logo apds a
inoculagdo do meio de fermentacdo com as bactérias, uma aliquota de 10 mL era
coletada e, periodicamente, a cada 24 horas, coletava-se outra aliquota de mesmo
volume, iniciando no tempo 0 hora até 240 horas. As amostras adicionava-se 10 mL de
acetona, com o intuito de extrair o tacrolimo intracelular e, ainda, interromper o
processo fermentativo (TAKESHI et al., 1994; TURLO et al,2012). As amostras
repousavam a temperatura ambiente por um periodo de, no minimo, 5 horas, e entdo,
eram filtradas em papel filtro previamente pesado. O filtrado era evaporado em pressao
reduzida até a formac¢do de um 6leo de cor amarela. Ao 6leo, adicionava-se 3,5 mL da
fase movel, o sobrenadante gerado com a separagdo das fases era coletado,
posteriormente centrifugado e armazenado para andlise em HPLC. O papel filtro com
células era lavado com 100 mL de 4dgua destilada e levado a estufa a 70 °C por 24 horas.

Com os resultados de crescimento bacterioldgico e a producdo do farmaco é
possivel obter um importante dado, a producao especifica (p.e.). A producio especifica
€ dada pela razdo da produg¢do maxima de tacrolimo e a producdo de biomassa no
referido tempo, e tem por unidade massa de tacrolimo por massa de biomassa (mg g™).

O tratamento das amostras baseou-se em procedimentos encontrados na
literatura, principalmente Singh e Behera (2009), Jung et al. (2011), Mishra e Verma
(2012); Turlo et al. (2012), Martinez-Castro et al. (2013). Para evitar problemas com as
heterogeneidades conformacionais apresentadas na Figura 2.5, utilizou-se uma
combinacdo dos métodos descritos na Tabela 2.8. A coluna utilizada neste trabalho era
empacotada com silica C18, a fase movel composta por acetonitrila e 4dgua, na
propor¢ao de 60:40 (v/v), vazao constante de 1 mL min”, temperatura de 60 °C e

detec¢do em 210 nm, o volume de injecdo era de 20 pL.

3.2.6 Determinacao de maltose

A determina¢do do consumo de maltose ao longo da fermentacdo foi realizada
pelo método colorimétrico de Somogyi-Nelson (SHAFFER e WILLIAMS, 1935;
NELSON, 1944; SOMOGYI, 1945a; SOMOGYI, 1945b; SOMOGYI, 1951;
MALDONADE et al., 2013).
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Maldonade et al. (2013), pesquisadores e técnicos da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecudaria (EMBRAPA), publicaram um Comunicado Técnico com o
protocolo para a determinacdo de maltose pelo método de Somogyi-Nelson. O
procedimento descreve o preparo da solucdo Somogyi-Nelson I (SN-I) e Somogyi-
Nelson II (SN-II). A solucao SNI-I consiste em dissolver 4 g de sulfato de cobre anidro
(CuS0y), 24 g de carbonato de sédio anidro (Na,COs), 16 g de bicarbonato de sédio
(NaHCO:s3), 12 g de tartarato de sédio e potédssio (KNaC4H404.4H,0) e 18 g de sulfato
de sédio anidro (Na,SO,) em 600 mL de dgua destilada e aferir o volume para 1 L em
um baldo volumétrico. A solucio deve permanecer em repouso por um dia em ambiente
escuro. Apds esse tempo, deve-se filtrar a solu¢do em papel filtro.

O reagente SN-II é composto por duas solucdes distintas: A e B. O preparo da
solucio A consiste na dissolucdo de 50 g de molibdato de amodnio anidro,
(NH4)sM070,4.4H,0, em 900 mL de dgua destilada e, lentamente, adicionando-se 42
mL de 4cido sulfdrico (H,SO4) concentrado. A solugdo B é composta por 6 g de
arseniato dibasico de sodio anidro (NaHAsO4.7H,0) dissolvidos em 50 mL de dgua
destilada. As solucdes A e B devem ser misturadas e deixadas em repouso, encubando
por 24 horas a 37 °C. A solucdo SN-II deve ser armazenada em frasco ambar e tem um
prazo de validade de 30 dias.

As amostras coletadas ao longo da fermentacio foram centrifugadas logo apds a
coleta. O sobrenadante gerado com a centrifugacdo, aproximadamente 2 mL, foi
refrigerado a -10 °C. A andlise pelo método de Somogyi-Nelson requer 500 uL de
amostra, este volume era transferido para um tubo de ensaio ao qual adicionava-se 2 mL
da solugdo SN-I, o tubo era agitado e condicionado em banho com 4gua fervente por 6
minutos. Transcorrido o tempo, resfriava-se o tubo em banho de dgua/gelo e adicionava-
se 2 mL da solugdo SN-II, o tubo era deixado em repouso por 5 minutos. Por fim, ao
tubo foram adicionados 25 mL de 4gua destilada, agitado vigorosamente e a leitura
realizada a 540 nm. A amostra correspondente ao padrdo inicial de leitura (branco)
consistia em substituir o 500 uLL da amostra por 500 uL de agua destilada.

A concentragdo foi obtida com o auxilio de uma curva de calibracdo,
apresentada no Apéndice A. A curva foi construida a semelhanga do procedimento
descrito para a determinagao da maltose. Para tal, uma solucdo padrao de maltose com
concentragdo 2 g L™, foi diluida entre 0 ¢ 2,0 g L' com passo de 0,4 g L. As amostras

foram feitas em triplicatas e as leituras realizadas em 540 nm.
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3.2.7 Determinacao de glicose

O consumo da glicose ao longo do processo fermentativo foi monitorado por
meio do método enzimatico colorimétrico da marca Laborclin (KEILIN e HARTREE,
1948). Assim como para a determinacdo da maltose, as amostras foram centrifugadas e
o sobrenadante coletado e imediatamente resfriado a -10 °C. Para a andlise de cada
amostra coletada, uma aliquota de 10 pL era separada. A amostra adicionava-se 1 mL
da solu¢dao do método enzimdtico. A amostra entdo era incubada a 37 °C por 10
minutos. Apds rdpida agitacdo e resfriamento, a absorbancia foi lida em 505 nm em
espectrofotometro digital UV-Vis, marca Geneys-10 UV.

Assim como ocorreu com a determinacdo da maltose, com a glicose também foi
realizado uma curva de calibragcdo, nas concentracoes entre 0 € 2,0 g L'l, com passo de

04gL™.
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Capitulo 4

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

41 CARACTERIZACAO DO PADRAO DE TACROLIMO

4.1.1 Analises térmicas e calorimétricas

O padrio do tacrolimo foi analisado no Laboratério de Caracterizacdo de
Biomassa, Recursos Analiticos e de Calibragao (LRAC) — Universidade Estadual de
Campinas. Para a caracterizacdo do padrio de tacrolimo foram realizados os testes de
calorimetria exploratdria diferencial (DSC) e andlise termogravimétrica (TGA).

A Figura 4.1 apresenta a curva de DSC do padrdo do tacrolimo, realizada entre
25-300 °C, com taxa de aquecimento de 20 °C min'l, em atmosfera de nitrogénio com

vazao de 50,0 mL min’! e massa inicial de 5,2870 mg.

Figura 4.1 — Curva de DSC do padrao do tacrolimo
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Nota-se na Figura 4.1, proximo a 90 °C, um evento endotérmico de pequena
intensidade, tal evento estd associado a desidratacdo da 4dgua presente na estrutura do
tacrolimo monohidratado. O evento endotérmico, evidenciado em 129,54 °C representa
o ponto de fusdao do tacrolimo. O evento endotérmico, associado a evaporagao, situa-se
em 266,18 °C (TANAKA et al., 1987; YAMASHITA et al., 2003; JOE et al., 2010;
BOER et al., 2013).

A andlise térmica de TGA ¢ utilizada com a finalidade de medir a variagao de
massa de uma dada substancia em fun¢ao da temperatura. Tal teste é realizado em uma
atmosfera controlada, com rampa de aquecimento previamente determinada. Na &rea
farmacolégica, de acordo com Oliveira, Yoshida e Gomes (2010), a TG tem por
finalidade a determinagdo de pureza do composto, umidade, identificacio de
polimorfismo e estudo de estabilidade e cinética de degradacdo de farmacos e
medicamentos.

A curva termogravimétrica do padrio do tacrolimo foi realizada em atmosfera de
nitrogénio com vazdo de 50 mL min™; entre 25-300 °C com uma taxa de aquecimento
de 20 °C min™'; a massa utilizada na andlise foi de 9,6177 mg. A curva esta representada

na Figura 4.2.

Figura 4.2 — Curva termogravimétrica do padrdo de tacrolimo
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De acordo com Boer et al. (2013) a curva termogravimétrica derivada (DTG) do
padrdo de tacrolimo apresenta 4 eventos térmicos caracteristicos. Os autores realizaram
testes em 4 medicamentos diferentes de tacrolimo, com taxas variadas de aquecimento.

A Figura 4.3 apresenta a DTG do padrao de tacrolimo utilizado nesta Tese.

Figura 4.3 — Curva termogravimétrica derivada do padrdo de tacrolimo (DTG)
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Nota-se na Figura 4.3, entretanto, que ndo € possivel observar os 4 eventos
térmicos, como reportado por Boer et al. (2013). Nesta Tese, nota-se que ha um evento
térmico na regido entre 40-190 °C, e corresponde a perda de massa de 1,9 %, que é
caracteristica do tacrolimo monohidratado. O segundo evento térmico evidenciado
situa-se entre 193-299 °C, que representa uma perda de massa na ordem de 20 %. O
ultimo evento presente no padrdo utilizado para a DTG da Figura 4.3 apresentou um
evento entre 303-550 °C com uma perda de massa ao redor de 74 %. Os eventos
descritos em Boer er al. (2013) situam-se entre 25-200 °C, 200-285 °C, 285-470 °C e

470-700 °C. O ultimo evento relatado pelo autor ndo pode ser percebido nesta Tese.
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4.1.2 Espectro de FT-IR

A Tabela 2.1 expOs alguns comprimentos de ondas para bandas caracteristicas
de grupos funcionais presentes na estrutura quimica do tacrolimo. A andlise de
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) do padrdo de

tacrolimo resultou no espectro apresentado pela Figura 4.4.

Figura 4.4 — Espectro de FT-IR do tacrolimo
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E possivel observar na Figura 4.4 uma banda em 3.448 cm™ referente ao
estiramento O-H, as bandas presentes em 1.741 e 1.724 cm’! sdo caracteristicas de
estiramentos C=0 de ésteres e cetonas, o estiramento da amida presente na estrutura do
tacrolimo pode ser observada em 1.640 cm’, a banda presente em 1.194 cm’' é referente
ao estiramento C=C e em 1.173 e 1.090 cm™' sdo bandas referentes a estiramentos C-O-

C de éter (TANAKA et al., 1987; NAMIKI et al., 1993; YAMASHITA et al., 2003).
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42 AVALIACAO DA FASE MOVEL E IDENTIFICACAO DOS

TAUTOMEROS DO PADRAO DE TACROLIMO

Como anteriormente descrito, na Tabela 2.5, € possivel encontrar diversos
métodos de quantificacdo do tacrolimo, em geral, utiliza-se um solvente organico e dgua
como fase movel, e a temperatura de trabalho varia entre 50-60 °C (CVAK et al., 2008).

A fase movel eleita para esta Tese foi constituida de uma mistura bindria de
acetonitrila e d4gua (SINGH e BEHERA, 2009; TURLO et al., 2012). Porém, ndo ha um
consenso sobre a propor¢ao de cada componente da fase mével, levando a cada autor a
desenvolver seu método analitico, usualmente baseado em métodos ja utilizados e
consolidados por mais autores. Dado essas informacdes, fez-se necessario um estudo
mais aprofundado da propor¢do de dgua, acetonitrila e temperatura de trabalho.

A avaliagdo da fase mdvel e temperatura deu-se pelo estudo nas propor¢des dgua
e acetonitrila de 20/80, 40/60 e 60/40 (v/v), e nas temperaturas de 20, 40 e 60 °C. Em
cada configuracdo de propor¢do e temperatura foram realizadas injecdes de 20 uL de
uma solu¢@o padrdo de tacrolimo (100 mg L") em coluna analitica empacotada com
silica C18.

A Figura 4.5 representa as injecdes do padrio do farmaco com as variagdes
acima citadas. Com estas variagdes, de acordo com Akashi et al. (1996), torna-se

possivel observar, no cromatograma, os tautdmeros do tacrolimo.

Figura 4.5 — Efeito da temperatura e 4gua no equilibrio tautomérico
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A Figura 4.5 demonstra o efeito de tautomerizagdo do tacrolimo em meio
aquoso. Percebe-se que, a fase moével composta de 20/80 dgua e acetonitrila nas
temperaturas 20, 40 e 60 °C permite visualizar o tacrolimo e suas duas formas
tautoméricas, variando apenas na razao de cada componente. As proporcoes 40/60 e
60/40 a 20 °C nao apresentaram o tautomero II, apenas o tacrolimo e seu tautdmero 1.

A fase mével 60/40 a 40 °C apresentou uma propor¢dao menor que 0,5 % de
tacrolimo em seu cromatograma resultante, a mesma fase mével a 60 °C ndo apresentou
tacrolimo em seu cromatograma, apenas o tautdmeros I.

As proporcdes de 40/60 a 40 a 60 °C apresentaram os resultados mais aceitdveis
para a quantificacdo do tacrolimo, pois com essa configuracdo pode-se perceber apenas
um pico no cromatograma, referente ao tacrolimo. Entretanto, o pico cromatografico do
tacrolimo na fase mével composta por 40 % de dgua e 60 % de acetonitrila a 40 °C
apresenta efeito de cauda muito acentuado o que inviabiliza a sua utilizacdao
rotineiramente. Desta maneira, a fase movel eleita para as quantificacdes
cromatograficas nesta Tese foi a solugdo bindria de 40 % de dgua e 60 % de acetonitrila
e dgua a 60 °C, pois apresenta apenas o pico do tacrolimo sem efeito de cauda.

Notou-se que a ordem de eluicdo do tacrolimo € alterada com a variacdo de
temperatura, entretanto, os tempos de retencdo das impurezas inicias do cromatograma
se mantiveram inalterados, o que causa uma dificuldade em subsequente processo de
purificagdo do farmaco, uma vez que o tempo de retencdo do tacrolimo fica muito
préximo ao tempo das impurezas.

Um fato importante que deve ser ressaltado € que a Figura 4.5 propiciou
condig¢des para a separacao dos tautdbmeros do tacrolimo e, com isso, torna-se possivel a

avaliacdo termodinidmica e atividade bioldgica de cada um.

43 METODO ANALITICO PARA A QUANTIFICACAO DO TACROLIMO
Fica claro que os métodos de andlises térmicas e FT-IR sdo técnicas de alta
precisdo e robustez, por outro lado, ndo sdo técnicas de fécil acesso em todos os
laboratdrios e, ainda, possuem um alto custo envolvido, o que torna invidvel a sua
utilizacdo rotineira para a caracterizagdo do caldo fermentado, bem como a

quantificagc@o do tacrolimo produzido ao longo do processo fermentativo.
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Um método analitico de grande importancia na avaliacio de produgdo de
metabolitos secunddrios € a cromatografia liquida de alta eficiéncia. Neste aspecto a
cromatografia possui amplo destaque, por sua capacidade de separar misturas
complexas, além de prover diretamente informacdes quantitativas e qualitativas
(MEYER, 2004).

No Capitulo 2, a Tabela 2.5 exp6s um resumo de métodos analiticos aplicados a
andlise de quantificag¢do de tacrolimo. O método utilizado nesta Tese foi um hibrido dos
apresentados pelos autores citados na referida Tabela. De acordo com a fase movel e
temperatura definidas anteriormente, foram realizadas injecdes de 20 uL do padrao de
tacrolimo com concentra¢io de 200 mg L™ em coluna analitica C18 (ThermoQuest
Hyperbond 300 x 3,9 mm) em vazao constante de 1 mL min” e monitoramento em
comprimento de onda em 210 nm. A Figura 4.6 representa o cromatograma de uma

injecdo do padrio.

Figura 4.6 — Cromatograma do padrdo de tacrolimo em coluna analitica C18
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A partir dos dados de é4rea e tempo de retencdo obtidos por meio do
cromatograma da Figura 4.6, assumiu-se que o pico apresentado em cada amostra
coletada durante a fermentacdo, com o mesmo tempo de reten¢do do padrdo da Figura

4.6, era o tacrolimo.
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Porém, para a quantificacdo do farmaco produzido era necessdria uma curva de
calibracdo analitica. Para tal, uma solucdo padrao de tacrolimo foi diluida em
acetonitrila e dgua (60:40 v/v) nas concentracdes de 5, 15, 25, 50, 100 e 200 mg Lt
Cada concentracdo foi injetada em replicatas de 3 e os valores apresentados na Figura

4.7 representam as trés injecoes realizadas monitoradas em 210 nm.

Figura 4.7 — Curva de calibragdo do tacrolimo
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A partir dos valores apresentados na Figura 4.7 foi possivel quantificar o
farmaco nas amostras coletadas.

A Figura 4.8 apresenta o cromatograma de uma amostra coletada ao longo de
uma fermentacao por S. tsukubaensis para a produgao do tacrolimo, tendo maltose como
fonte de carbono e peptona de soja e licor ingreme de milho como fontes de nitrogénio.
A amostra da Figura 4.8 representa uma aliquota coletada apds 144 h de fermentagdo.
Entretanto, como a produc¢do do tacrolimo por biossintese da S. tsukubaensis possui
baixo rendimento, para que o pico do tacrolimo pudesse ser observado no
cromatograma, foi utilizado o método o padrio interno, onde se aplica uma quantidade

do padrdo dissolvido no mesmo solvente e observa-se o aumento na drea do tacrolimo
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para o seu tempo de residéncia na coluna. Caso tal método ndo fosse utilizado, apenas

constaria o valor da 4rea referente a producao.

Figura 4.8 — Amostra de fermentacdo por S. tsukubaensis para a produgdo de

tacrolimo
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Percebe-se na Figura 4.8 que o processo de preparo das amostras descrito no
Capitulo 3, apesar de ter proporcionado a quantificagdo do tacrolimo, ndo foi
suficientemente bom para remover as impurezas geradas no decorrer da biossintese dos
metabdlitos secundarios. O aglomerado de picos no inicio do cromatograma pode ser
atribuido a proteinas, aminoacidos, 4cidos graxos € metabdlitos primarios (WANG et
al., 2017).

As proteinas presentes no caldo fermentado podem ser removidas com adsor¢ao
utilizando carvao ativado, terra diatomdacea e/ou algumas resinas como a Diaion® HP-
20. Entretanto, tais resinas sozinhas ndo conseguem separar os compostos andlogos ao
tacrolimo, como a Figura 2.2 exemplifica. Para a separacdo dos andlogos faz-se
necessario a utilizagdo de resinas com propriedades mais especificas, como a CG161M,
silica C18 e cromatografia com fons de prata, além de processos de cristalizacdo (KINO

et al., 1987; KERI et al., 2006; CVAK et al., 2008; CHOI et al., 2013). Todavia, ndo
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estd no escopo desta Tese a purificacdo do tacrolimo de suas impurezas, mas apenas, a

avaliacdo de meios e aditivos para a producao do farmaco.

44 AVALIACAO DAS FONTES PRIMARIAS DE CARBONO E DE

NITROGENIO

Em se tratando de meios quimicamente definidos para fermentagdo, ou seja,
meios em que todos os componentes sao solidamente conhecidos, a preocupagido com o
valor real da razdao carbono/nitrogénio € inexistente (CORUM et al., 1954). Entretanto,
a maior parte dos meios sdo constituidos de um ou mais componentes oriundos de
fontes complexas (KINO ez al., 1987; SINGH e BEHERA, 2008; TURLO et al., 2012;
XIA et al., 2013).

Desta forma, faz-se necessdrio testes adicionais que possam quantificar a
porcentagem de carbono e nitrogénio em fontes complexas. Os ensaios de Carbono
Organico Total (COT) e Nitrogénio Kjeldahl (N — Kjeldahl) atendem as necessidades
acima citadas. Nesta Tese, as fontes primdrias de carbono foram maltose e glicose, ao
passo que as fontes de nitrogénio foram peptona de soja e o licor ingreme de milho. Os
ensaios realizados nas fontes de carbono e nitrogénio foram conduzidos no CQA —
Centro de Qualidade Analitica, Campinas/SP. Os laudos relativos as andlises
encontram-se no Anexo A desta Tese. Os resultados dos ensaios laboratoriais estdo
expostos na Tabela 4.1. De acordo com o laudo técnico enviado pelo CQA, o limite de

quantificagdo é de 0,01 para o ensaio de COT e 0,2 para nitrogénio Kjeldahl.

Tabela 4.1 — Resultados de analise de COT e nitrogénio Kjeldahl em peptona de soja e

licor ingreme de milho

Ensaio
Amostras COT N - Kjeldahl
% de carbono % de nitrogénio
Peptona de soja 44,4 9,89

Licor ingreme de milho 12,5 1,6
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45 FERMENTACOES PRELIMINARES

4.5.1 Fermentaciao com maltose a 30 °C e duracio de 10 dias

Os resultados a partir deste topico da Tese estdo agrupados em ordem
cronoldgica, além de apresentados em blocos divididos em meios de cultivo.

Baseando-se nos meios e parametros descritos no Capitulo 3, Tabela 3.5, foi
iniciada a primeira fermentacdo por S. tsukubaensis com o intuito de produzir o
tacrolimo. A fonte primdria de carbono foi a maltose (2%) e, como fonte de nitrogénio a
peptona de soja (3%). A fermentagcdo foi conduzida a 30 °C, 110 rpm por 10 dias
(TURLO et al.,, 2012). A Figura 4.9 representa a dinamica de producdo do tacrolimo e

biomassa.

Figura 4.9 — Fermentacao por S. tsukubaensis com meio MPL a 30 °C por 10 dias
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O meio utilizado na Figura 4.9 foi o mesmo descrito em Turlo er al. (2012),
entretanto, a produgdo de tacrolimo nesta Tese foi superior ao descrito pelos autores.
Nesta Tese a producio mdxima com o meio MPL situa-se ao redor de 9 mg L™ e, a
producio relatada pelos autores ficou entre 5-6 mg L™, porém, a produgio de biomassa
relatada no trabalho dos autores estd entre 3-5 g L'], muito inferior a biomassa

apresentada na Figura 4.9, o que faz com que a producdo especifica dos autores seja
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maior que a obtida na Figura 4.9. Tal variagdo pode ser explicada devido aos
componentes do meio, como a Tabela 4.1 apresentou, fontes complexas de nitrogénio e
carbono possuem distin¢cdes em suas composicoes.

A biossintese maxima do tacrolimo no meio MPL sem suplementagao descrito
nesta Tese deu-se em 168 horas, o que estd de acordo com o encontrado na Literatura,
situando-se entre 120 e 168 horas, variando de acordo com os meios utilizados (SINGH
e BEHERA, 2008; TURLO et al., 2012; XIA et al., 2013; WANG et al., 2017).

Além do meio MPL sem suplementacdo, foi realizada uma fermenta¢do nas
mesmas condi¢des, porém com a adicdo de L-lisina, que € citada como um aditivo a
biossintese do tacrolimo (SINGH e BEHERA, 2009). A porcentagem utilizada baseou-
se em Singh e Behera (2009), que suplementaram o meio com 0,1 % de L-lisina. O
resultado em termos de producdo de tacrolimo e biomassa estdo expostos na Figura

4.10.

Figura 4.10 — Fermentacao por S. tsukubaensis com meio MPL e 0,1 % de L-lisina a

30°C por 10 dias
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A Figura 4.10 se comparada a Figura 4.9 mostra uma tendéncia muito similar.

Ambas possuem a producdo maxima de biomassa em 96 horas. Porém, o valor maximo
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da biomassa com L-lisina foi de 17,9 g¢ L', o que representa redugio de 17,45 % com
relacdo a producdo como meio nao suplementado. A biossintese mdxima do tacrolimo
deu-se em 168 horas para ambos 0s casos, entretanto, a L-lisina suprimiu a producao do
tacrolimo em 19,34 % quando comparado a produ¢do do meio sem a adi¢do da L-lisina,
tal efeito ndo pode ser observado no trabalho de Singh e Behera (2009), onde a L-lisina
quando suplementada ao meio, incrementou em mais de 20 % a producao do farmaco.
Entretanto, deve-se ressaltar que a cepa utilizada foi desenvolvida no laboratério dos
autores, a Streptomyces spp. MA6858 B3178, a diferenca entre as cepas produtoras
pode ter sido o fator preponderante para tal variacio em produgdo, sugerindo rotas de
metabolismos diferentes entre as cepas produtoras do tacrolimo.

Turlo et al., 2012, propuseram o uso de compostos como acido picolinico, dcido
nicotinico e nicotinamida como possiveis precursores do tacrolimo. Os autores
realizaram fermentacdes com meios suplementados € ndao suplementados com os
compostos citados. Baseado na proporcio de melhor resultado apresentada pelos
autores, decidiu-se utilizar 0,0025 % de acido picolinico suplementando o meio MPL. A

dindmica de produg¢do do tacrolimo e de biomassa estd exposta na Figura 4.11

Figura 4.11 — Fermentagdo por S. tsukubaensis com meio MPL e 0,0025 % de 4cido

picolinico a 30°C por 10 dias
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Percebe-se na Figura 4.11 que o &cido picolinico fez com que a biossintese
maxima do tacrolimo tivesse uma reducdo de 24 horas, se comparado com os casos
anteriormente citados. Nominalmente, o meio MPL com 4acido picolinico apresentou a
maior produ¢do, ao redor de 12 mg L. Porém, também apresentou maior acimulo de
biomassa, 36,41 % que o meio sem suplementacdo e 60,22 % maior que o0 meio
suplementado com a L-lisina. A produ¢do de biomassa, afeta diretamente a produgdo
especifica, que é dada pela razdo entre a produg¢do do farmaco e a producdo da
biomassa. A producdo especifica do tacrolimo, para os 3 casos anteriormente

apresentados estd exposto na Figura 4.12.

Figura 4.12 — Producio especifica do tacrolimo via fermentacao por S. tsukubaensis

em meio MPL a 30 °C
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Nota-se que em todos os casos apresentados na Figura 4.12 o valor inicial de
producdo especifica € muito similar. A razdo pela qual no tempo 0 o valor de tacrolimo
presente no caldo ndo ser nulo, da-se pelo fato de que cada erlenmeyer € inoculado com
10 % de in6culo proveniente de uma cultura ja crescida.

Ainda pode se perceber que o meio suplementado com L-lisina apresentou o
melhor valor de producdo especifica, ficando ao redor de 0,55 miligrama de tacrolimo

por cada grama de biomassa produzida.
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Os meios MPL e os parametros de temperatura, agitacdo e pH ndo foram bons o
suficiente para atingir uma producdo especifica préxima ao relatado na literatura para a
S. tsukubaensis, entre 2-17 mg g'l. Pode-se perceber que os parametros claramente
foram em auxilio ao crescimento das bactérias em detrimento a producao de tacrolimo

(TURLO et al, 2012; XIA et al., 2013; WANG et al., 2017).

4.5.2 Fermentacio com maltose a 28 °C e duracao de 10 dias

Ap6s os resultados apresentados na Figura 4.12, optou-se pela alteragdo da
temperatura de fermentacdo, reduzindo de 30 °C para 28 °C e a alteracdo de 110 para
130 rpm, com o intuito de avaliar se a temperatura seria um fator limitante para a
biossintese do tacrolimo ou crescimento celular (XIA et al., 2013; WANG et al., 2017).
Com excec¢do a temperatura, todos os demais mantiveram-se como descritos na Tabela
3.5.

A Figura 4.13 representa os dados obtidos na fermentagdo por S. tsukubaensis

com meio MPL a 28 °C e com duracdo total de 10 dias.

Figura 4.13 — Fermentacgao por S. tsukubaensis com meio MPL a 28 °C por 10 dias
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Com a reducgdo de 2 °C na temperatura do processo fermentativo e o aumento na
agitacdo de 110 para 130 rpm, ocorreu um incremento acentuado no processo de
biossintese do tacrolimo, e ainda, houve uma reducdo na produgdo de células, tal feito
leva a uma producao especifica mais elevada. Se comparar os valores obtidos a 28 °C
com os apresentados a 30 °C, a producdo maxima de tacrolimo a 28 °C deu-se em 144
horas, 116,30 mg L™, este valor é 12,74 vezes maior que a producdo maxima a 30 °C,
alcancada em 168 horas. Comparando os valores de tacrolimo a 168 horas para ambos
os casos, a redugao de 30 para 28 °C acarretou aumento de 7,23 vezes.

Os autores Wang er al. (2017) alcancaram 106,42 mg L' como producio
maxima de tacrolimo utilizando a cepa S. tsukubaensis, dextrana e glicose como fontes
de carbono e sulfato de amo6nio como fonte de nitrogénio. Os parametros de processo
dos autores diferem dos utilizados nesta Tese, uma vez que a velocidade de agitacdo foi
de 200 rpm, 28 °C como temperatura de fermentacao e pH inicial de 6,5.

Assim como nas fermentacdes a 30 °C houve a suplementa¢do do meio com L-
lisina e acido picolinico, o mesmo deu-se a 28 °C. A porcentagem de L-lisina
suplementada ao meio MPL foi o mesmo, ou seja, 0,1 %. A Figura 4.14 apresenta o

comportamento da fermentagdo com o meio anteriormente citado.

Figura 4.14 — Fermentacao por S. tsukubaensis com meio MPL e 0,1 % de L-lisina a

28 °C por 10 dias
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A tendéncia de crescimento bacterioldgico e de producdo de tacrolimo expostos
na Figura 4.14 difere do apresentado Figura 4.13, uma vez que a producao do tacrolimo
deu-se em 144h com o meio nao suplementado e em 120h com o meio suplementado
com 0,1 % de L-lisina. Ambos os meios apresentaram a mesma ordem de grandeza na
produgio do tacrolimo, 116,30 mg L' para o meio MPL e 102,09 mg L™ para o meio
MPL suplementado com L-lisina. Percebe-se que a L-lisina levou a uma redug¢do em
13,91 % na producdo mdxima do tacrolimo e acréscimo de 1 % na producdo de
biomassa.

O 4cido picolinico é formado por um anel heterociclico de seis membros
contendo um heterodtomo de nitrogénio, assim como apresentado na estrutura do
tacrolimo, por esta razdo Turlo et al., 2012 o estudaram como precursor ao fairmaco. A
Figura 4.15 apresenta o meio MPL acrescido de 0,0025 % de acido picolinico e a

fermentagdo conduzida a 28 °C.

Figura 4.15 — Fermentagdo por S. tsukubaensis com meio MPL e 0,0025 % de 4cido
picolinico a 28 °C por 10 dias
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Nota-se que dentre as fermentacdes conduzidas a 28 °C o meio suplementado
com o 4cido picolinico foi o qual apresentou a menor producdo, 71,93 mg L', Os autore
Turlo et al., 2012 obtiveram produgao, com meio contendo 4cido picolinico, 2,7 vezes
menor que o relatado nesta Tese, porém, os autores conduziram a fermentagao a 30 °C.

Com os valores de produ¢do e biomassa torna-se possivel tragcar a dindmica da

producdo especifica para o meio MPL a 28 °C, como exposto na Figura 4.16.

Figura 4.16 — Producdo especifica do tacrolimo via fermentagdo por S. tsukubaensis em

meio MPL a 28 °C (a) e producdo de biomassa (b)
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Assim como ocorreu com os resultados apresentados na Figura 4.12, percebe-se

que o valor inicial de produgdo especifica para os trés casos € muito parecido, isso se da
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devido, como anteriormente explanado, a inoculacdo ser a partir de um meio com
células crescidas e em fase de producdo do tacrolimo.

A variacdo da temperatura e agitacdo agiram de forma benéfica para a
biossintese do farmaco, ou seja, atenuou a produgao de células e acentuou a producao
do farmaco. O incremento na producgdo especifica foi observado em todos os casos aqui
estudados, o aumento foi de 22,3 vezes para o caso de meio sem suplementacio alguma,
15,54 vezes maior no caso do meio MPL acrescido de L-lisina, e 12,58 vezes maior no
caso do meio com dcido picolinico.

Niveis de producgdo especifica encontrados na Literatura para fermentagdes
conduzidas a 28 °C e com a bactéria S. tsukubaensis, ficam entre 3,2 ¢ 16 mg g, o que
revela que os valores encontrados nesta Tese, ao redor de 10 mg g'l, estdo em
conformidade com os valores descritos na Literatura (TURLO et al, 2012;

MARTINEZ-CASTRO et al., 2013; XIA et al., 2013; WANG et al., 2017).

46 FERMENTACAO COM MALTOSE E VARIACAO NA RAZAO C:N

CONDUZIDA POR 7 DIAS.

Os resultados aqui apresentados foram de fermentagdes conduzidas com
varia¢des na razao carbono/nitrogénio. Esta variacdo foi realizada para avaliar a causa e
efeito de um meio com maior suplementacio de carbono. As razdes nesta etapa da Tese
foram: 2,0:1,0 e 3,0:1,0, além da realizagdo de uma fermentacdo com razao 3,0:1,0,
porém, sem o uso do licor ingreme de milho como fonte de nitrogénio.

Como descrito no Capitulo 3, faz-se necessario conhecer melhor as fontes de
carbono e/ou nitrogénio provenientes de origem complexa. A Tabela 4.1 apresentou a
composi¢do percentual de carbono orgénico total e nitrogénio Kjeldahl. De acordo com
os dados apresentados na Tabela 4.1, pode-se construir a Tabela 4.2, que apresenta as
razdes de C:N estudadas. As razdes nominais sdo as quais ndo levam em consideracio
os dados da Tabela 4.1, mas apenas as porcentagens das fontes de carbono e nitrogénio
utilizadas na composicdo do meio de fermentacdo, ao passo que a razdo real considera

as porcentagens de carbono e nitrogénio reais em cada compontente.
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Tabela 4.2 — Razdes carbono/nitrogénio nominais e reais para fermentacao conduzida

por 10 dias

Razao nominal Razao real
2,0:1,0 30:1,0
3,0:1,0 43:1,0
3,0:1,0* 35:1,0

* raz@o carbono/nitrogénio sem o uso do licor ingreme de milho

Os dados apresentados na Figura 4.16 apontaram que a produ¢cdo mdxima do
tacrolimo ocorreu entre 120 e 144 horas, portanto, optou-se por conduzir as
fermentacdes deste Item por 7 dias. Os demais pardmetros do processo fermentativo
foram mantidos: temperatura de 28 °C, 130 rpm de agitacdo e 7,2 como pH inicial do
meio de produgdo. O meio utilizado foi o MPL, com as variagdes nas razdes C:N
anteriormente descritas.

A Figura 4.17 apresenta os resultados obtidos com o meio MPL e razao

carbono/nitrogénio de 2,0:1,0.

Figura 4.17 — Fermentagao por S. tsukubaensis com meio MPL e razdo C:N nominal

de 2,0:1,0
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A produgdo maxima do tacrolimo deu-se apds 144 horas de fermentagdo, e
apresentou valor méaximo de 28,15 mg L™, valor baixo quando comparado a resultados
ja apresentados nesta Tese. Entretanto, quando se compara com os valores obtidos nas
fermentagdes conduzidas a 30 °C, observa-se que o valor exposto na Figura 4.17 ¢é
superior em mais de 3 vezes aos resultados obtidos com o meio MPL, e em mais de 2
vezes ao meio MPL suplementado com 4cido picolinico. Observa-se que a produgdo de
células méxima foi de 30,4 g L. Contudo, notou-se que havia maltose residual no papel
filtro, mesmo ap6s o mesmo ser lavado trés vezes com um volume de, no minimo 100
mL de 4gua destilada por vez. Este fator leva a um resultado erroneo de producio de
células, desta maneira, a curva de crescimento bacteriolégico serve apenas como
ilustracdo de uma tendéncia e efeitos de comparacdo entre as fermentacdes aqui
apresentadas.

Foi realizada uma fermentacdo com o meio MPL e razio nominal de
carbono/nitrogénio na propor¢cdo 3,0:1,0. A Figura 4.18 apresenta graficamente os

resultados desta fermentagao.

Figura 4.18 — Fermentacgdo por S. tsukubaensis com meio MPL e razdo C:N nominal de

3,0:1,0
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Quando comparadas as Figuras 4.17 e 4.18, nota-se claramente o aumento
significativo na produgdo. O incremento na produ¢do nominal foi de 1,65 vez, saindo de
28,15 mg L' para 46,64 mg L. Outro fator relevante é o tempo necessdrio para a
produc¢do méxima do farmaco, que ocorreu no terceiro dia, a0 passo que com a razao
2,0:1,0 foi no sexto dia. Os resultados da Figura 4.18 mostraram que o aumento na
proporcdo de carbono no meio fermentativo, acarretou em uma elevacao na produgdo do
tacrolimo, contudo, a producdo maxima em massa de tacrolimo € menor do que as
anteriormente relatadas.

Com o intuito de avaliar o efeito do licor ingreme de milho no processo
fermentativo, foi realizada uma fermentacdo com a razdo 3,0:1,0, porém, sem o

acréscimo do licor. Os resultados estdo representados na Figura 4.19.

Figura 4.19 — Fermentacao por S. tsukubaensis com meio MPL e razao C:N nominal

de 3,0:1,0 sem a adi¢do de licor ingreme de milho
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A produgdo nominal méaxima de tacrolimo ficou na ordem de 31,47 mg L™, o
que representa uma reducdo de 48% se comparado com o0 meio composto por peptona

de soja e licor ingreme de milho como fontes de nitrogénio. Outro fator importante que
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0 ndo uso do licor ingreme de milho apresentou foi o tempo para a produ¢do maxima do
tacrolimo; alterado de 72 horas para 96 horas. Apesar de o valor da biomassa nao
corresponder com exatidao a realidade, nota-se que o excesso de maltose leva a uma
producdo excessiva de biomassa, mas ndo necessariamente a uma maior biossintese do

tacrolimo pelas células.

47 FERMENTACOES COM MEIO GPL E VARIACOES NA RAZAO

CARBONO/NITROGENIO.

Apo6s os resultados apresentados nos itens 4.5.2 e 4.6, percebeu-se que razdes
carbono/nitrogénio baixas favorecem a biossintese do tacrolimo pela bactéria estudada
nesta Tese, S. tsukubaensis. A maltose, como fonte primaria de carbono, mostrou ser
capaz de favorecer a produgcdo do tacrolimo. Além do efeito da temperatura nos
resultados das fermentagdes, optou-se por estudar os efeitos da glicose como fonte de
carbono alternativa a maltose (KINO er al., 1987a; MARTINEZ-CASTRO et al., 2013;
WANG et al., 2017).

Para avaliar o efeito da glicose na dindmica de producdo de biomassa e
tacrolimo foram realizadas fermentagdes com variagdes na razao carbono/nitrogénio. A
porcentagem das fontes de nitrogénio foram mantidas as mesmas das fermentagdes
anteriores, ou seja, 3 % de peptona de soja e 1 % de licor ingreme de milho. As razdes
carbono/nitrogénio utilizadas foram 0,25:1,0, 0,50:1,0, 0,75:1,0 e 1,0:1,0, entretanto,
tais razdes ndao levam em consideracio a composicdo complexa das fontes de
nitrogénio. A Tabela 4.3 apresenta as razdes carbono/nitrogénio nominais e reais do

meio GPL.

Tabela 4.3 — Razdes carbono/nitrogénio nominais e reais

Razdo nominal Razao real
0,25:1,0 7,82:1,0

0,50:1,0 11,05:1,0
0,75:1,0 14,25:1,0

1,0:1,0 17,45:1,0
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As fermenta¢des com o meio GPL foram realizadas a 28 °C e conduzidas pelo
periodo de 10 dias, para ter efeito de comparacdo da tendéncia com as fermentacdes
apresentadas no item 4.5.2. As coletas de amostras foram mantidas periodicamente a
cada 24 horas. As andlises de producdo de tacrolimo e biomassa se deram da mesma
foram que as anteriormente citadas, apenas houve o acréscimo da andlise de consumo da
glicose do meio no decorrer do processo fermentativo. A Figura 4.20 apresenta os dados
de producdo de tacrolimo, biomassa e consumo de glicose para o meio GPL com razao

C:N nominal de 0,25:1,0.

4.20 — Fermentacdo com meio GPL com razdo C:N nominal de 0,25:1,0
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A Figura 4.20 apresenta a biossintese maxima do tacrolimo em 144 horas, assim
como ocorreu com o meio MPL sem suplementagdo de L-lisina e 4cido picolinico.
Entretanto, a produgdo ficou ao redor de 36 mg L', muito abaixo do valor encontrado
com a maltose como fonte primdria de carbono, 116 mg | Porém, quando o valor de
tacrolimo e biomassa sdo comparados com valores relatados na Literatura com meios
utilizando glicose e S. tsukubaensis, os resultados aqui apresentados estdo em

conformidade. Martinez-Castro et al. (2013) e Wang et al. (2017) apresentaram uma
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producio média entre 18-55 mg L' com biomassa méaxima na ordem de 7-9 g L. Os
autores ndo relataram a razdo carbono/nitrogénio real, porém, a razao nominal fica em
3,54:1,0 para os autores Martinez-Castro et al. (2013) e, para os autores Wang et al
(2017) a razdo foi de 20:1,0.

Os resultados apresentados na Figura 4.21 representam uma razdo
carbono/nitrogénio nominal de 0,5:1,0, que é a mesma razao utilizada na Figura 4.13

onde apresenta-se os resultados obtidos com maltose como fonte primdria de carbono.

Figura 4.21 — Fermenta¢do com meio GPL com razdo C:N nominal de 0,50:1,0
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Tragando um paralelo com a Figura 4.13, houve reducdo em 2,31 vezes a
producdo especifica do tacrolimo, entretanto, a produ¢do méxima na Figura 4.21
ocorreu em 120 horas, ao passo que na Figura 4.13 a biossintese maxima foi registrada
em 144 horas ap6ds o inicio do processo fermentativo. Quando comparado a producdo
especifica para ambos os casos em 144 horas, a reducao fica na ordem de 2,85 vezes. Os
valores nominais de produgdo de tacrolimo para as Figuras 4.20 e 4.21 foram os

-1 . A . . P
mesmos, 36 mg L, a diferenca se deu na dinamica de consumo da glicose e biossintese
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de tacrolimo. A variagcdo de 0,25:1,0 para 0,5:1,0 acarretou em atraso de 24 horas na
maxima biossintese do farmaco.

A Figura 4.22 apresenta os resultados de consumo de glicose, biossintese de
tacrolimo e producdo de biomassa, para uma razdo carbono/nitrogénio nominal de

0,75:1,0 e razdo real de 14,25:1,0.

Figura 4.22 — Fermenta¢do com meio GPL com razdo C:N nominal de 0,75:1,0
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A razdo apresentada na Figura 4.22 resultou em uma produg¢do méixima de
biomassa em 72 horas e tacrolimo em 168 horas. Os resultados expostos nas Figuras
4.20 e 4.21 apresentaram a tendéncia de crescimento celular, consumo de glicose e
producdo de tacrolimo parecidas. Entretanto, a produ¢do maxima do tacrolimo deu-se
em 144 horas para a razdo carbono/nitrogénio 0,25:1,0 e, para a razao 0,5:1,0, apés 120
horas de fermentacdo. Ainda, pode-se ressaltar que a producdo maxima de células foi
observada em 72 horas, com excecdo a Figura 4.21 que teve o crescimento maximo
registrado em 96 horas.

Os autores Wang et al (2017) utilizaram glicose na formulagdo do meio de
fermentacdo, a razao carbono/nitrogénio foi de 30:1,0. O valor méximo de produgdo de

tacrolimo alcancada pelos autores ficou em 56,35 mg L'e a producdo de células em
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6,5 ¢ L', 0 que acarreta em uma producio especifica de 8,7 mg g'. A producio
especifica apresentada na Figura 4.22 é de 9,06 mg g este valor aponta que razdes
carbono/nitrogénio menores favorecem a biossintese do tacrolimo.

Para avaliar a tendéncia de produc¢do com razdo carbono/nitrogénio diferentes,
decidiu-se por conduzir fermenta¢des com razdao C:N nominal de 1,0:1,0. A Figura 4.23

apresenta a compilacao dos resultados destas fermentagdes.

Figura 4.23 — Fermenta¢do com meio GPL com razdo C:N nominal 1,0:1,0
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A Figura 4.23 demonstra que a razdo C:N utilizada propiciou a méxima
producdo de tacrolimo com o menor tempo de fermentacdo, quando comparado as
demais razdes estudadas. Os autores Singh e Behera (2009) com um meio utilizando a
razdo C:N de 2,12:1,0, e a bactéria Streptomyces spp MA6858 B3178 reportaram
produgdo méxima de tacrolimo na ordem de 82,5 mg L. O resultado dos autores
aponta que a glicose € uma fonte de carbono viavel para diversas Streptomyces, uma vez
que os autores Mishra e Verma (2012) utilizaram a glicose como fonte principal de

carbono e a bactéria foi a Streptomyces sp.
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A Tabela 4.4 apresenta os valores de producdo especifica para cada razdo

carbono/nitrogénio estudadas.

Tabela 4.4 — Producdo especifica do tacrolimo em relacdo as razdes

carbono/nitrogénio avaliadas

Razao C/N nominal Producio especifica (mg g")
0,25:1,0 543
0,50:1,0 4,27
0,75:1,0 9,06
1,0:1,0 5,83

De acordo com o apresentado na Tabela 4.4 evidencia-se que a razdo 0,75:1,0
foi a qual apresentou o resultado mais satisfatorio, em média tal razdo foi 1,77 vezes
maior que as demais apresentadas. Em comparacdo com os autores Singh e Behera
(2009) que obtiveram producdo especifica de 4,71 mg L', mesmo com a producdo
nominal de 82,5 mg L' o meio utilizado pelos autores mostrou-se mais propenso a
favorecer o crescimento celular que a biossintese do tacrolimo.

Realizando uma comparacdo entre os resultados apresentados nesta Tese entre
os meios MPL e GPL, ambos na razdo C:N 0,50:1,0, pode-se observar a diferenca entre
ambos. O meio MPL alcangou uma producao especifica na ordem de 2,32 vezes maior,
porém a producdo celular foi de 34,08 % acima do alcangado com a glicose como fonte
primdria de carbono. Outra diferenca observada consiste no tempo levado para se obter
a produ¢do maxima do tacrolimo, com o meio MPL o pico da producdo ocorreu em 144
horas, ao passo que o meio GPL apresentou a produ¢cao maxima em 120 horas.

A diferenca entre as producdes especificas pode ser atribuida a supressdo por
glicose, como apresentado no Capitulo 2. Fontes de carbono de facil assimilagdo
tendem a suprimir a producdo de metabdlitos secundérios e, apds a exaustdo da fonte
primdria, o microrganismo passaria a consumir as fontes secunddrias, que nesta Tese
estdo presentes nas fontes complexas de nitrogénio, e assim passaria a produzir os
metabélitos (SANCHEZ et al., 2010).

Realizando uma comparacdo entre os consumos de glicose ao longo da
fermentacdo e tracando um paralelo com a produc¢do do tacrolimo, pode-se perceber que

as razoes 0,25:1,0 e 0,75:1,0 apresentam o consumo méiximo da glicose em 72 horas e
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144 horas, entretanto o pico da producao do tacrolimo ficou em 144 horas e 168 horas,
para as razdes citadas. A razdao 0,5:1,0 tem o consumo de glicose e a producdo do
tacrolimo em tempos iguais, em 120 horas. A razdo 1,0:1,0 apresentou o consumo
maximo de glicose em 192 horas, muito apds a biossintese médxima do tacrolimo
registrada em 72 horas, isso pode ser explicado devido ao excesso de glicose presente

no meio.

48 FERMENTACOES COM MEIO GPL SUPLEMENTADO COM L-

LISINA E ACIDO PICOLINICO.

Assim como ocorreu a suplementacdo do meio MPL, o meio GPL também foi
suplementado com L-lisina e 4cido picolinico nas proporcoes 0,1 e 0,0025 %. A Figura
4.24 apresenta os resultados de producdo de tacrolimo, acumulo de biomassa e o
consumo de glicose ao decorrer de 240 horas de fermentacdo por S. tsukubaensis do

meio GPL com L-lisina.

Figura 4.24 — Fermentacdo com meio GPL com razdo C:N nominal de 0,5:1,0

suplementado com L-lisina
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A suplementa¢do do meio GPL, na razao C:N nominal de 0,5:1,0 com 0,1 % de
L-lisina, ndo demonstrou ser favordavel, uma vez que a producdo especifica teve uma
redugdo de 1,77 vezes, quando comparada a producao especifica apresentada na Tabela
4.3 com meio nao suplementado na razao 0,5:1,0. Ainda se evidencia que mesmo apds o
consumo maximo da glicose, ainda houve um leve crescimento bacteriolégico, o que
pode ser atribuido a presenca de carbono nas fontes de nitrogénio. Os autores Singh e
Behera (2009) utilizaram L-lisina e glicose na formulacdo do meio de cultivo, porém,
obtiveram uma produgdo especifica de 5,10 mg g'l, 2,40 vezes superior ao alcangado
nesta Tese. Ressalta-se que a bactéria utilizada pelos autores ndo foi a S. tsukubaensis.

A suplementacdo com 4cido picolinico, ao meio GPL, ocorreu na mesma
propor¢do estudada a adicionada ao meio MPL, 0,0025 %, e os resultados estdo

apresentados na Figura 4.25.

Figura 4.25 — Fermenta¢cdao com meio GPL com razdo C:N 0,5:1,0 suplementado com

acido picolinico
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Os meios suplementados com L-lisina e 4cido picolinico apresentaram maiores

valores de producdo de biomassa, quando comparados com meio sem suplementacdo
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com razdo C:N 0,5:1,0 utilizado nesta Tese. O meio com L-lisina apresentou uma
producdo maxima celular na ordem de 5,25 % e o meio com &cido picolinico, 3,31 %
superior ao meio nao suplementado.

Em se tratando de produ¢cao maxima do tacrolimo, os meios suplementados nao
apresentaram resultados satisfatérios. Produgdo maxima de 21,77 mg L' para o meio
suplementado com 0,1% de L-lisina; e 21,60 mg Lt para o meio contendo 0,025% de
acido picolinico. O uso do 4cido picolinico como precursor do tacrolimo foi citado por
Turlo et al., 2012 e, na formulagao dos meios utilizados pelos autores, a fonte primaria
de carbono era a maltose. Porém, apenas a titulo de comparacao ilustrativa, fazendo um
paralelo com os resultados obtidos pelos autores e os apresentados nesta Tese, percebe-
se que o valor de producao maxima de tacrolimo estd na mesma ordem de grandeza, ao
redor de 20-22 mg L, entretanto, a concentra¢io mdxima de biomassa relatada pelos
autores € inferior a descrita na Figura 4.25, os autores obtiveram concentracdo de
biomassa média entre 2-2,5 g L'; o que torna a producio especifica 3 vezes maior que a
apresentada nesta Tese.

O meio GPL quando suplementado com L-lisina ou 4cido picolinico tende a
atenuar a produgdo do tacrolimo, porém, ndo possui efeitos significativos na producdo
de células, o que torna a producdo especifica menor. Além disso, os meios
suplementados apresentaram atraso na producdo mdxima do tacrolimo. O meio
contendo L-lisina apresentou o dpice de producdo em 144 horas e, o meio com 4cido
picolinico em 168 horas, ao passo que o meio sem suplementacdo obteve a producao
maxima em 120 horas. Este fator € um fator relevante para a projecdo de ampliacdo de

escala.

49 FERMENTACOES COM MEIO MPL E VARIACOES NA RAZAO
CARBONO/NITROGENIO
Ap6s as fermentacdes preliminares com o meio MPL com razdo C:N nominal de
0,5:1,0 e com meios suplementados com L-lisina e acido picolinico, optou-se por
realizar fermentagdes com variagdes na razdo C:N, como o ocorrido com o meio GPL.
As proporcdes estudadas foram as mesmas descritas na Tabela 4.2, entretanto, devido a
ndo observagdo de uma melhora significativa com os meios suplementados com L-lisina

e acido picolinico, tanto com o meio GPL como nas fermentacGes apresentadas nas
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Figuras 4.13, 4.14 e 4.15, decidiu-se por ndo realizar fermentacdes com meio MPL e
suplementacao.

As condi¢des das fermentagdes com variacdo na razao C/N e meio MPL foram
as mesmas ja descritas: pH inicial de 7,2, temperatura constante de 28 °C e 130 rpm
com duragdo de 10 dias. Ressalta-se que as fontes de nitrogénio usadas sdo do mesmo
lote que as quais foram analisadas no Centro de Qualidade Analitica, Tabela 4.1.

A Figura 4.23 apresenta os dados referentes a fermentagdo com meio MPL e

razdo C:N nominal de 0,25:10.

Figura 4.26 — Fermenta¢do com meio MPL com razdo C:N nominal de 0,25:1,0
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Percebe-se que, a fermentacdo com meio MPL na razdo 0,25:1,0, foi pouco
superior a fermentagdo com as mesmas condi¢cdes com glicose como fonte primdria de
carbono. A produ¢do méxima para ambos os meios ocorreu as 144h, o meio MPL
apresentou uma produgdo especifica de 6,19 mg g’l o que representa ganho de 13,99 %,
quando comparado ao meio GPL.

Os trabalhos de Turto et al. (2012) e Gajzlerska, Kurkowiak e Turlo (2015)
utilizaram a maltose como fonte principal de carbono, na propor¢do nominal de 0,5:1,0,

utilizando a peptona de soja e o licor ingreme de milho como fontes de nitrogénio.
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Gajzlerska, Kurkowiak e Turto (2015) utilizaram 0,25% de propileno glicol como
suplemente¢do ao meio. A suplementacdo aumentou a produ¢do nominal, porém a
producdo especifica teve uma redugdo, ficando em 4,7 mg g'l, com a sintese maxima de
tacrolimo em 168 horas.

A Figura 4.27 representa os dados de uma fermentacdo conduzida por 10 dias,
130 rpm e 28 °C, com uma razdo C:N nominal de 0,5:1,0, como a apresentada pelos

autores Turlo et al. (2012) e Gajzlerska, Kurkowiak e Turto (2015).

Figura 4.27 — Fermenta¢do com meio MPL com razdo C:N nominal de 0,50:1,0
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Fazendo uma comparagdo com os resultados apresentados por Turto et al.
(2012), que utilizaram o mesmo meio com variacdes de processo, 30 °C e 110 rpm,
nota-se que os resultados apresentados na Figura 4.27 tiveram um ganho em produc¢do
muito expressivo, na ordem de 10 vezes a produgdo dos autores. Turlo et al. (2012)
obtiveram, ao redor de 7 mg L', como produ¢do maxima de tacrolimo e 3 g L' de
biomassa. A produgdo especifica apresentada na Figura 4.27 € quatro vezes maior que a
relatada pelos autores. Tal efeito demonstra que a temperatura tem uma forte influéncia

na dindmica de fermentagdo por S. tsukubaensis para a produgdo do tacrolimo.
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A Figura 4.13 representa uma fermentacdo com as mesmas condi¢des da Figura
4.27, porém com uma produ¢do maxima de tacrolimo 54,6 % acima, essa varia¢ao pode
ser atribuida as bactérias. As bactérias utilizadas para a fermentagdo da Figura 4.13
foram as quais vieram diretamente no CPQBA, ao passo que as quais foram utilizadas
na Figura 4.27 eram provenientes de uma placa mais velha. Entretanto, a producdo
especifica de ambas as fermentagdes ficou no mesmo patamar, 9,91 mg g’ ¢ 9,37 mg g’
para as Figuras 4.13 e 4.27. A producdo médxima de tacrolimo ocorreu em periodos
diferentes do processo fermentativo, na Figura 4.13 deu-se em 144 horas, ao passo que
na Figura 4.27 ocorreu em 120 horas.

Os resultados da fermentagdo com razdo C:N 0,75:1,0 é apresentada na Figura
4.28, a qual expde os valores médios de produ¢do de tacrolimo no decorrer do processo
fermentativo, bem como o crescimento celular e o consumo de maltose ao longo da

fermentacao.

Figura 4.28 — Fermenta¢do com meio MPL com razdo C:N nominal de 0,75:1,0
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A produgdo alcangada com a razdo entre carbono e nitrogénio de 0,75:1,0 foi
similar a apresentada com a condic@o anteriormente estudada, na ordem de 75 mg L™,

assim como a producgdo de células foi equiparada, o que leva a uma producao especifica
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com pouca variacdo: 9,37 mg g e 10,5 mg g para as Figuras 4.27 e 4.28. A producio
maxima de tacrolimo ocorreu em tempos distintos para os casos estudados, o meio com
razdo C:N maior levou mais tempo para atingir o pico da produgdo, 168 horas; 48 horas
a mais que o meio com razao 0,5:1,0.

A razdo C:N 1,0:1,0 também foi avaliada nos mesmo moldes ja descritos para as
demais fermentagdes. Os resultados obtidos estdo representados graficamente na Figura

4.29.

Figura 4.29 — Fermenta¢do com meio MPL com razido C:N nominal de 1,0:1,0
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A produgdo média de tacrolimo com a razdo C:N 1,0:1,0 foi a mesma obtida
com a razdo 0,25:1,0, ambas as produgdes na ordem de 75 % abaixo da média da
producdo maxima de tacrolimo para as razdes 0,5:1,0 e 0,75:1,0.

Em se tratando da fermentagdo com razao 1,0:1,0, com fontes primadrias distintas
de carbono apresentadas nesta Tese, pode-se analisar que a produ¢do nominal com
maltose ficou 21,29 % abaixo do valor encontrado para a glicose, Figura 4.23, e a
producdo especifica apresentou um valor na ordem de 31,24 % a menos. Outro fator

preponderante € o tempo da producdo maxima de tacrolimo pelas bactérias, a glicose
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apresentou o pico de producdo em 72 horas, e com a maltose como fonte primaria de
carbono a produ¢do méxima ocorreu em 168 horas, o que poderia caracterizar a glicose
como uma fonte de carbono de assimilagdo mais rapida. Entretanto, tal comportamento
foi visualizado apenas para a razao 1,0:1,0, com as demais razdes a producdo méaxima
de tacrolimo ocorreu no mesmo tempo, tanto para a glicose como para a maltose,

variando apenas a produc¢do de células.

410 ANALISE DE RAZAO DE CRESCIMENTO ESPECIFICO PARA A
FASE EXPONENCIAL DA FERMENTACAO
Como apresentado no Capitulo 2, durante a fase exponencial pode ser calculado
a velocidade de crescimento especifico, por meio da Equagdo (2.3). A semelhanca da

Equacdo (2.3), pode ser obtida a velocidade de produgdo especifica, por meio da

Equacgdo (4.1) (NIELSEN, 2012).

1dP

== (4.1)

Up

em que (up) representa a velocidade de producdo especifica para o tacrolimo ao longo
do processo exponencial de crescimento; e (P) representa o valor de produgdo do

tacrolimo.

Tabela 4.5 — Dados de velocidade de crescimento especifico para biomassa e tacrolimo

Meio Velocidade de crescimento Velocidade de produgao
especifico de biomassa p (h™) especifica tacrolimo pp (h™)
0,0042 0,049

MPL
0,0065 0,017

MPL com L-Iisina 0,0028 0,012

MPL com dacido 0,0034 -

picolinico

MPL (0,75:1,0) 0,0041 0,015

GPL (0,75:1,0) 0,0025 -
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Os dados utilizados para a obten¢do da velocidade de crescimento especifico e
velocidade de producdo especifica ficaram restritos aos valores de biomassa e tacrolimo
obtidos entre 24 e 72 horas para todos os valores apresentados na Tabela 4.5.

A Tabela 4.5 demonstra que a maltose apresenta melhor velocidade de
crescimento especifico em todos os casos. A razdo carbono/nitrogénio 0,75:1,0
apresentou um resultado 64 % mais favordvel. A velocidade de producdo especifica ndao
foi possivel ser calculada, no intervalo de tempo de crescimento exponencial, devido a
configuracdo irregular de producdo neste periodo. A L-lisina incorreu em uma redugdo
na velocidade de producdo especifica, quando comparada ao meio MPL com razao

0,5:1,0 carbono/nitrogénio.

411 - ANALISE DE CUSTOS DAS MATERIAS PRIMAS PARA A
PRODUCAO DE TACROLIMO COM OS MEIOS ESTUDADOS
As fontes de carbono, glicose e maltose, sd3o 0os compostos com maior peso na
variacdo do valor final de cada meio de producdo. Isso se déd pelo fato de a maltose ser

40 vezes mais cara que a glicose, com base em orcamentos do més de novembro de

2017.

Tabela 4.6 — Custos para a produgdo de 1 grama de tacrolimo

Produgao Producgao especifica

Meio ; » Custo (R$)

(mg L) (mgg)

116,30 9,91 474,17
MPL

75 9,37 735,27
MPL com L-lisina 102,08 8,61 539,04
MPL com 4cido picolinico 71.93 6.29 791.68
MPL (0,75:1,0) 74,15 10,5 903,38
GPL (0,75:1,0) 58,74 9,06 614,45

A Tabela 4.6 apresenta o custo das matérias primas para a producdo de 1 grama
de tacrolimo. Entretanto, o valor apenas representa o custo para as matérias primas para

a producdo do tacrolimo ndo purificado, ou seja, apenas o firmaco contido no caldo



93

fermentado. A Tabela 4.6 ndo contempla os custos para o processo necessirio para a
quantificacdo analitica em HPLC.

A Tabela 4.6 aponta que o meio MPL apresentou o menor custo efetivo para a
producdo de 1 grama de tacrolimo ndo purificado. O meio MPL apresentou duas
producdes distintas, como evidencia-se na Tabela 4.6, os custos entre ambas as
producdes variam em 55,06 %.

O custo do meio MPL suplementado com 0,0025 % de acido picolinico, de
acordo com a Tabela 4.6, apresentou o pior resultado, uma vez que a producdo
especifica ficou muito abaixo das demais apresentadas e, ainda, tem um custo de
producdo relativamente elevado.

De acordo com or¢amento pedido junto a Sigma-Aldrich em novembro de 2017,
o padrdo de tacrolimo (= 98 %) custa 1765,00 reais cada 5 mg. Os custos para a
producdo das 5 mg, ndo purificadas, variou entre 2, 37 e 4,52 reais.

O medicamento Prograf® da Astellas Pharma Inc. contém 1 mg de tacrolimo em
sua formulacdo. Baseando-se nos dados apresentados na Tabela 4.5, pode-se constatar
que o valor para a producdo de 1 mg de tacrolimo varia entre 0,47 e 0,90 reais,
lembrando que este valor € referente apenas para o custo de produgdo e nao contempla o
processo de purificagdo do farmaco. O custo de farmdcia do Prograf® situa-se entre 400-
685 reais a caixa contendo 100 cdpsulas, ou seja, cada cdpsula varia entre 4 e 6,85 reais.
Estes valores apontam que o grande custo do tacrolimo para a producdo com pureza
necessdria para fins farmacoldgicos, pode estar associado as etapas do processo de

purificagdo.
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS
FUTUROS

Este trabalho teve como principal objetivo a producdo do tacrolimo via
fermentagdo pela bactéria Streptomyces tsukubaensis, sendo o primeiro do género no
Laboratério de Processos de Transferéncia de Massa, DEPro, FEQ, UNICAMP e, com
excecdo a Libbs farmacéutica que passou a produzir o farmaco no Brasil, trata-se da
primeira Tese na drea de producao.

A fermentagdo preliminar, conduzida a 30 °C, foi uma reprodugdo do trabalho
de Turlo ef al. (2012), porém com a adicdo da L-lisina em uma batelada. A produgio
nominal dos autores ficou abaixo da alcancada nesta Tese, entretanto, a producdo
especifica dos autores foi ao redor de 5 vezes a aqui reportada. Essa discrepancia pode
ser atribuida as fontes de nitrogénio, uma vez que os autores ndo especificaram a marca
e, como ficou claro pelos testes realizados na peptona de soja e licor ingreme de milho,
ambas possuem elevada quantidade de carbono, e este resultado pode ter favorecido
apenas ao crescimento bacterioldgico e ndo ao metabolismo secundario, nas condi¢des
avaliadas. Os meios fermentativos suplementados com a L-lisina e 4cido picolinico ndo
apresentaram o desempenho reportado pela Literatura, tendo os trés meios: meio sem
aditivos, meio com 0,1 % de L-lisina e meio com 0,0025 % de &4cido picolinico
apresentaram producdo especifica maxima na ordem de 0,50 mg g'l, valor muito baixo
quando comparado a valores descritos na Literatura. Entre os dados das fermentacdes
preliminares vale ressaltar que o 4cido picolinico fez com que a producdo maxima do
tacrolimo ficasse em 144 horas, ao passo que os meios sem suplementacdo e com L-
lisina, 168 horas.

Posteriormente as fermentacOes preliminares foram conduzidas fermentagdes a
28 °C e 130 rpm de agitagcdo, com maltose como fonte de carbono, na razao 0,5:1,0 de
carbono/nitrogénio e meios com 0,1 % de L-lisina e 0,0025 % de 4cido picolinico.
Pode-se perceber que a pequena variacdo de processo acarretou incremento significativo
na produgdo, partindo de 9,13 mg L' a30°C para 116,3 mg L' a28°C, para os meios
nao suplementados. Ressalta-se ainda que a variacdo na temperatura levou a uma
reducdo significativa na producdo de células sem que isso interferisse no metabolismo
secundério, uma vez que a média da produgdo especifica a 28 °C foi 17 vezes maior que

a alcancada a 30 °C.
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As condi¢des de processo para os resultados obtidos com as razdes C:N
avaliadas, basearam-se nos testes preliminares, ou seja, 130 rpm e 28°C. Os dados
alcancados para a maltose e glicose apresentaram resultados de producdo especifica
variados. O maior valor alcancado foi com a razdo 10,47 mg g'l, este na razao 0,75:1,0
com maltose como fonte primdria de carbono. Entretanto, a mesma razdo com glicose
entregou uma producio especifica de 9,06 mg L™, pouca diferenca entre ambas.
Contudo, quando considera-se o valor da glicose e da maltose, percebe-se que apenas a
producdo especifica ndo tem sustentacdo para delinear um projeto em larga escala da
producdo do tacrolimo.

Outro fator crucial para o projeto de ampliagdo de escala de produgdo estd no
tempo maximo de producdo pelas bactérias, o maior valor obtido situou-se entre 120 e
168 horas, contudo, a razdo 1,0:1,0 com glicose demonstrou uma sintese mais rapida, 72
horas. Além disso, as andlises realizadas no CQA comprovaram a elevada presenca de
carbono organico em ambas as fontes de nitrogénio utilizadas nesta Tese, o que torna
necessdrio um total conhecimento das fontes complexas de nitrogénio, sendo relevante
um estudo de agucares fermentesciveis presentes em cada uma.

Conclui-se, portanto, que a bactéria Streptomyces tsukubaensis é capaz de
catabolizar tanto a maltose quanto a glicose para a geracdo do tacrolimo e, que em
termos de producdo nominal, a maltose apresentou os melhores resultados. Entretanto,
quando considera-se a produgdo especifica, ambas as fontes apresentaram um resultado

semelhante.

Como sugestoes para trabalhos futuros pode-se deixar:
. realizar estudo do impacto do pH na producdo do tacrolimo na bactéria
Streptomyces tsukubaensis, uma vez que na Literatura (Mishra e Verma, 2009; Xia et
al., 2013; Wang et al., 2017) encontra-se uma vasta gama de fermentacOes com
variacoes de pH;
. analisar a peptona de soja e o licor ingreme de milho com o intuito de identificar
possiveis acucares fermentesciveis e amino acidos;
. avaliar o uso de outros agucares como fontes de carbono como a frutose;
. conduzir fermentacdes com bactérias do género Estreptomicetae encontrada em
solo brasileiro, e com isso, deixar o produto o mais nacional possivel. Bem como,

substituir a peptona de soja (de origem italiana) utilizada nesta Tese por alguma
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equivalente, de origem nacional, assim como estudar o efeito do uso da édgua de
maceracao de milho;

. avaliar o uso de 6leos como fonte primdria de carbono, como exemplo o dleo de
castanha do Brasil, 6leo de milho, 6leo de soja e demais 6leos encontrados no mercado

de origem vegetal;

. realizar fermentagdes com variagdo em micro nutrientes;

. realizar estudos cinéticos na fermentagdo, para com isso avaliar melhor as fases
log elag;

. estudar a possibilidade de suplementacdo de fontes de carbono e/ou nitrogénio

ao longo do processo fermentativo;
. reproduzir os melhores dados apresentados nesta Tese em um biorreator, para

com isso obter uma melhor no¢do de ampliagdo de escala.
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APENDICE A

CURVA DE CALIBRACAO DA GLICOSE E MALTOSE

Com o intuito de avaliar o consumo da glicose ao longo do processo
fermentativo, foi construida uma curva de calibracdo do padrio de glicose. As
concentracdes utilizadas respeitaram o valor maximo de deteccdo do método do kit
enzimatico colorimétrico da Laborclin/Bioliquid.

As concentracdes utilizadas foram 0,2, 0,4, 0,8, 1,2, 1,6 e 2 g L. Cada amostra
foi feita em triplicata, e os valores de absorbincia demonstrados na Figura Al
representam a média entre a triplicata.

A curva de calibracdo foi feita pelo método enzimatico, este método consiste em
adicionar 1 mL do kit enzimdtico a 10 pL. das amostras. Apds a adicao do 1 mL do kit,
as amostras eram incubadas a 37 °C por 10 min, transcorrido o tempo, agitava-se as
amostras e realizava-se a leitura em espectrofotdbmetro, com comprimento de onda

ajustado para 505 nm.

Figura A.1 — Curva de calibragdo para a glicose
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A Figura A.1 apresenta 0,975 como coeficiente de determinacdo, € um
coeficiente angular de 3,565, por meio do qual foi possivel obter os valores de consumo
de glicose ao longo do processo fermentativo. As amostras coletadas ao logo de todo o
processo fermentativo apresentaram um valor médio de concentra¢do de glicose muito
superior as concentragdes utilizadas para a curva. Portanto, para que se avaliasse o
consumo de glicose em cada amostra foi necessario realizar diluicdes em cada ponto.

Assim como ocorreu com a glicose, foi necessdrio tracar uma curva de
calibragao padrao para a maltose. As concentracdes utilizadas para tal foram de 0,5, 1,
2,3,4e5¢gL", e estd exposta graficamente na Figura A.2. A curva apresenta 0,9901

como coeficiente de determinagdo e 3,7087 como coeficiente angular.

Figura A.2 — Curva de calibrag¢do para a maltose
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00 02 04 06 08 1,0 12 14
Absorbancia (540 nm)



117

ANEXO A

LAUDOS DE ENSAIOS CQA.

Figura A.3 — Ensaio de carbono orgéanico total e nitrogénio Kjeldahl em licor

ingreme de milho
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Figura A.4 — Ensaio de carbono orgénico total e nitrogénio Kjeldahl em peptona de

soja
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ANEXO B

ARTIGOS PUBLICADOS EM ANAIS DE CONGRESSOS

ANALYTICAL METHOD FOR QUANTIFYING TACROLIMUS IN
FERMENTATION BROTH OF Streptomyces tsukubaensis

Jean Vinicius Moreira’, Wilson Murilo Ferrari', Telma Teixeira Franco’,
Marco Aurélio Cremasco*

! University of Campinas, School of Chemical Engineering.

E-mail: jeanvmoreira@yahoo.com.br

The quantitative determination of tacrolimus was studied by using reversed-phase high
performance liquid chromatography (RP-HPLC). Due to tacrolimus two kinds of
conformational heterogeneity a series of mobile phases were tested, in order to
achieve the most suitable one. Each test was performed in a C18 column at 20, 40, and
60 °C. An increasing in temperature and acetonitrile content on mobile phase led to a
suitable system to quantify tacrolimus in fermentation broth.

1. INTRODUCTION

Tacrolimus, also known as FK-506 or Fujimicyn, is a 23-membered polyketide
macrolide with immunosuppressant activity, it is produced by several Streptomyces
species. However, it was first reported by Kino et al. (1987) as a product in a culture
broth of Streptomyces tsukubaensis. Since its approval by U.S. Food and Drug
Administration for use in therapeutic treatment of liver transplantation, tacrolimus has
been licensed as immunosuppressive drug, and several uses have been reported, such
as atopic dermatitis (Park et al., 2009).

Liquid chromatography (LC) methods for quantifying macrolides immunosuppressants
have been reported, nevertheless, most of them are focused on therapeutic drug
monitoring of the residual immunosuppressant macrolides in biological fluids from
clinical trials. Even though these are attractive methods, most of them are unsuitable
in monitoring FK-506 production in biosynthesis (Park et al., 2009). In this way, this
paper reports the investigation of a suitable quantitative chromatographic method to
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evaluate tacrolimus production during fermentation process. However, it does not aim
to elucidate impurities, such as proteins, salts and by-products.

2. MATERIALS AND METHODS

A standard of tacrolimus (Sigma-Aldrich) was used to prepare a stock solution (100 mg
L'l) in acetonitrile (Scharlau, Spain. HPLC grade). The injections were performed in a
C18 column (ThermoQuest Hyperbond 300 x 3.9 mm) in a high performance liquid
chromatography system (HPLC, Shimadzu) equipped with UV detector (SPD-20A),
pump (LC-20AT) and controller (CBM-20A). The flow rate maintained at 1.0 mL mint
and column temperature set at 20, 40, and 60 °C. The injection volume of the sample
was 20uL and UV detector monitored at 210 nm. In order to evaluate the efficiency of
the method, samples of crude broth fermentation were taken and analyzed.
Fermentation was carried out for 10 days, and a 10-ml-sample was taken each 24
hours. Streptomyces tsukubaensis was used as inoculum.

To ensure that tacrolimus would be measured in fermentation broth, a series of
mobile phases were tested, the proportions of water in acetonitrile was as it follows
20, 40, and 60%. Each mobile phase performed in three temperatures (20, 40, and 60
°C).

Each 10-mL fermentation sample had to be prepared before injecting. Sample
preparation was a hybrid method of the ones found in literature (Turto et al., 2012).
The extraction and clean up procedure of samples began with adding 10 mL of
acetone, in order to extract the tacrolimus, after 1 hour stirring, the sample was
filtered in pre-weighted filter paper. The filtered sample was vacuum dried until a
yellow oily compound, to the oily phase 3.5 mL of acetonitrile and water phase were
added and then, centrifuged, the supernatant was injected into HPLC system.

3. RESULTS

Quantitative determination of tacrolimus is complicated, due to its two kinds of
conformational heterogeneity. One of these conformational is the cis-trans
isomerization involving restricted rotation of the amide bond in pipecolic moiety.
Figure 1 shows that at low water content on mobile phase it is not possible to measure
tacrolimus itself. At aqueous solution, tacrolimus epimerizes to an intermediate
tautomer | (cis) which is converted into tautomer Il (cis-trans) and then it reaches an
equilibrium containing the three forms (Namiki et al., 2006). The three forms are noted
in 20/80 water/acetonitrile content in every temperature evaluated, it is an interesting
data if tautomers resolution is desired. The 60/40 ratio of water/acetonitrile presented
less than 0.5% of tacrolimus.
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Figure 1. Effect of water concentration and temperature variation on tautomeric equilibrium of
a tacrolimus solution.

At 40 °C and 40/60 proportion of water/acetonitrile, tacrolimus was detected;
however, this chromatogram showed a problem in peak shape, a long tail. Figure 2
summarizes an injection of tacrolimus standard and a sample of fermentation broth of
S. tsukubaensis.
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Figure 2. HPLC chromatogram of tacrolimus standard (a), and acetone extract of culture broth
of Streptomyces tsukubaensis (b).

The chromatogram at Figure 2 (b) is an acetone extract, using water/acetonitrile
(40/60) as mobile phase, at 60 °C. It indicates that the method was suitable to identify
tacrolimus in extract of fermentation broth. However, it is clear that further studies to
purify the samples are indispensable. It was evidenced that as one increases water
content on mobile phase the elution order of tacrolimus and its tautomers is reversed,
nevertheless, impurities are not affected.
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4. CONCLUSION

The temperature and water content plays an important role on defining a suitable
analytical method to quantify tacrolimus. The water content on mobile phase may lead
to an inversion in elution order of tacrolimus and impurities, it would difficult any
attempt of the drug purification, once they both elute practically at the same time. To
avoid this problem, it was necessary to work at high temperatures (60 °C) and high
acetonitrile content on mobile phase (40/60 water/acetonitrile). Low temperatures
and low water ratio on mobile phase allowed to elute tautomers separately, it may be
interesting to further studies in the biological activity of each tautomer individually.
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Tacrolimus, also referred as FK-506, is a potent immunosuppressant approved for the
prophylaxis of rejection of allogeneic transplant recipients. It is more potent than
Cyclosporine A. FK-506 production is carried out by fermentation. This study aims to
select a suitable organic solvent for extracting tacrolimus from treated fermentation
broth of Streptomyces tsukubaensis. The solvents that showed the best results were
acetonitrile and hexane. Acetonitrile presented the best extraction capacity, while
hexane showed the best selectivity.

1. INTRODUCTION

Tacrolimus was discovered by Fujisawa Pharmaceutical Co in 1984 from a culture broth
of Streptomyces tsukubaensis. Kino et al. (1987) first reported tacrolimus molecular
structure consisted of a 23-member macrolide lactone with a hemiketal-masked a, -
diketoamide function. It is found usually in its monohydrate form, CssHeoHO1, H,0
(822.05 g/mol).

Product recovery in the downstream process aims to achieve the specified purity level,
as well as maximize yield and reduce costs. This task is often challenging since each
kind biotechnological process require a specific process. In addition, the downstream
process has a high cost. Liquid-liquid extraction is a unitary operation frequently used
in the pharmaceutical industry for the recovery and purification of a desirable
ingredient from the solution in which it is prepared. The extraction may also be used to
remove impurities from a feed stream and it is an important step for purification and it
affects all subsequent steps.
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This work aims to evaluate which solvent is most the suitable for the liquid-liquid
extraction in the purification of tacrolimus produced from Streptomyces tsukubaensis.
Chromatography techniques were used. In this way, area percent and extraction
capacity were taken as reference to study the extraction solvents.

2. MATERIALS AND METHODS

HPLC (high performance liquid chromatography) determination of tacrolimus was
carried out using a Shimadzu system (pump model LC-20AT and controller model CBM-
20A) with UV-Vis detector (SPD-20A). A C18 column 300 mm x 3.9 mm (ThermoQuest
Hyperbond, 5 um) was used. The standard of tacrolimus was purchased from Sigma.
Acetonitrile, acetone, ethanol, isopropanol, hexane and ethyl acetate, all HPLC grade
were purchased from Scharlau. The Streptomyces tsukubaensis 42081 used in this
study was purchased from Leibniz Institute DSMZ.

Fermented broth was produced according to Turlo et al (2012) and it was interrupted
on the sixth day. Acetone was added in the volumetric ratio of 1:1. The procedure was
necessary to prevent cell growth and to extract the intracellular drug. After a 24-hour-
stirring, 200 mL from solution with acetone was evaporated under reduced pressure
until an oily compound. Tacrolimus concentration in oil was at 100 mg/L. The final
volume of the oil was approximately 6 mL. Tacrolimus from oil was extracted by an
organic solvent at 1:1 ratio. When organic solvent was added to oil, a second phase
was formed. Supernatant formed from oil was centrifuged to remove traces of
impurities. Acetonitrile, acetone, ethanol, isopropanol, hexane, and ethyl acetate were
employed as organic solvents.

Tacrolimus concentration in organic phase was measured by direct method by HPLC.
An isocratic program was carried out at flow rate of 1 mL/min, and temperature was
maintained at 60 °C. The mobile phase was composed by acetonitrile and water in
volumetric proportion at 60:40 (Chen et al. 2012).

Calibration curve was carried out with standard of tacrolimus. Area percent from
chromatogram was evaluated to extraction. The sum of all areas was adopted as the
total area of the chromatogram, and area percent of tacrolimus was determined. This
method provides information about solvents selectivity used.

3. RESULTS

Tacrolimus concentration in all solvent can observed (Table 1). Acetonitrile showed the
greater ability to extract tacrolimus removing almost 95% of tacrolimus from oil.
Hexane also presented an interesting extraction capacity. Ethyl Acetate and acetone
showed low capacity to extract the tacrolimus from oil.

Table 1. Results of the extraction of tacrolimus with different organic solvents.
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Acetone 27.46 2.50 1.61%
Acetonitrile 94.58 7.81 0.47%
Ethanol 45.66 0.60 -

Isopropanol 58.11 1.49 -
Ethyl Acetate 17.69 1.09 0.07%
Hexane 72.25 5.52 9.32%

Area percent of both alcohols cannot be determined because the detector system was
saturated by impurities. Hexane showed the best selectivity with tacrolimus area of
9.32% in relation to the total area of the chromatogram, as shown in Table 1. Figure 1
presents the chromatograms of extraction with acetonitrile (best extraction capacity)
and hexane (best selectivity).
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Figure 1. Comparison of the chromatographic areas of extraction between acetonitrile and
hexane.

Figure 1 shows both chromatograms in the same graph to illustrate the difference
between the areas, as well as each chromatogram separately. The difference of scale
in intensity of impurities between the chromatograms is remarkable. Impurities area
from acetonitrile extraction is 28 times larger than impurity area from hexane
extraction. The high selectivity of hexane is evident in the chromatogram, however, it
is important to note that tacrolimus solubility is relativity low in hexane (Kino et al.
1987). In addition, isolated chromatographic peaks, are observed in the chromatogram
from hexane extraction.

4. CONCLUSION

Acetonitrile and hexane were the two solvents for extraction of tacrolimus from the
fermentation broth of Streptomyces tsukubaensis 42081. For extraction with
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guantitative purposes it is interesting to use acetonitrile due to its greater extraction
capacity. However, if purification is the focus, hexane is indicated due to high
selectivity. This characteristic of hexane is relevant for next steps for the purification.

Furthermore, only one wash was performed with the solvents, so extraction with
hexane could be optimized. new Peaks in the chromatogram of hexane was observed.
There is strong indication that these chromatographic peaks are similar compounds to
tacrolimus and, in future works, it would be interesting to identify them.
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