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Introducao

Os microrganismos, principalmente fungos, podem
biotransformar estereosseletivamente farmacos e
reproduzir as vias de metabolizagdo in vivo. A
cromatografia liquida de alta eficiéncia com fases
estacionarias quirais pode ser usada para a resolucédo
das espécies quirais formadas.

A tioridazina (THD), farmaco quiral, possui atividade
antipsicética e tem como principais metabdlitos a
tioridazina-2-sulfoxido (THD-2-SO) e tioridazina-5-
sulféxido (THD-5-SO), metabdlitos com 2 centros
quirais. Portanto, este trabalho tem por finalidade o
desenvolvimento de um método de andlise
estereosseletiva da THD-2-SO e THD-5-SO em meio
de cultura para avaliagdo do potencial de
biotransformacéo da THD por alguns fungos.

Resultados e Discussao

O método de preparacdo das amostras foi baseado
na extragdo liquido-liquido, conforme Figura 1.

1 mL de meio

+200 L. NaOH 4 mol L™
+ 3 mL de éter etilico
- Agitar em vortex 2 minutos

- Centrifugar 5 minutos

- Separar 2 mL

- Secar sob fluxo de nitrogénio

- Ressuspender em 100 ni de fase mével

4 y
Injetar 50 L no HPLC Desprezar

Figura 1. Fluxograma de extracdo liquido-liquido
empregado na preparacdo das amostras de meios de
cultura de fungos adicionados de tioridazina.

A analise foi realizada empregando HPLC e as
melhores condi¢gbes para resolucdo simultanea dos
isbmeros da THD-2-SO e THD-5-SO foram obtidas
com coluna quiral CHIRALPAK® AS, fase movel
hexano etanol metanol (92:6:2) + 0,5% de
dietilamina, vazéo de 1,4 mL min” e deteccdo em
262 nm, conforme Figura 2. Depois de otimizadas as
condi¢Bes, o método foi validado (somente para os
isbmeros: Fast Eluted - FE da THD-2-SO e Slow
Eluted - SE da THD-5-SO) e as caracteristicas de
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desempenho como linearidade (25 a 5000 ng mL*,
r 3 0,999) recuperacao (100% para todos os isbmeros
com CV < 15%), limite de quantificagdo (25 ng mL™
com CV e erro inferior a 15 %), exatiddo e precisdo
intra (n - 5) e interensaios (n - 3) (com erro e CV,
respectivamente, inferior a 15%) foram avaliadas.
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Figura 2. Separagdo  cromatografica  dos

diastereoisbmeros da THD-2-SO e da THD-5-SO. (A)
Solucédo-padréo (THD-2-SO — FE — picos 1 e 4) (THD-
5-SO — SE - picos 5 e 6) e (B) Produtos formados no
metabolismo da THD pelo fungo Penicillium
wasksmanii.

O método desenvolvido foi empregado para avaliar o
metabolismo in vitro da THD pelos fungos Penicillium
wasksmanii (Figura 2B), Glomerella cingulata e
Phomopsis sp.

Conclusdes

Com base nos parametros analiticos avaliados, o
método desenvolvido mostrou ser eficaz para analise
da THD-2-SO e da THD-5-SO em meio de cultura. Os

3 fungos avaliados, Penicillium wasksmanii,
Glomerella cingulata e Phomopsis sp.,
biotransformaram o] farmaco de forma

estereosseletiva.
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