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INTRODUCAO

cultura do tomateiro, Solanum lycopersicum L., é originario

da parte ocidental da América do Sul. E uma das olericolas
de maior importancia econdémica, sendo também uma das mais
difundidas no mundo, devido a sua grande aceitabilidade e con-
sumo.! No Brasil, a cultura do tomateiro para consumo in natura
tem sido uma importante fonte de renda e ocupagio de mao de
obra rural. O tomate pode ser cultivado em regides tropicais e
subtropicais no mundo inteiro, tanto para consumo in natura, no
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cultivo tutorado, como para a inddstria de processamento, através
do cultivo rasteiro.?

No Nordeste brasileiro, a drea utilizada para a produgao des-
sa cultura é correspondente a 21% da area nacional, aproximando-
se da drea produtora do estado de Goids, correspondente a 24,7%.
No entanto, enquanto em Goias a produtividade é por volta de
31,8% da produgao total, o Nordeste apresenta uma produtividade
de 12,8%.% O cultivo de tomate no Nordeste brasileiro se apresenta
como uma atividade agricola de expressiva importancia socioeco-
noémica.*Ja no estado da Paraiba, a produgao corresponde a 0,3%,
com uma area de 0,8% do total, sendo um valor muito abaixo da
média nacional.?

Devido as condi¢oes edafoclimaticas favoraveis e a incorpora-
¢ao de novas tecnologias, o Estado do Paraiba tem se apresentado
promissor no cultivo do tomate. Entretanto, com a expansao da
area cultivada, foram observadas perdas significativas em todas
as areas produtoras, a maioria por problemas fitossanitarios.’
Dentre os problemas fitossanitarios na cultura do tomateiro,
destacam-se as doengas causadas por virus, que podem variar
amplamente em termos de severidade, incluindo respostas to-
lerantes que pouco alteram a fisiologia da planta hospedeira; até
respostas severas, que podem culminar com a morte da planta.
Medidas de controle, na maioria das vezes, nao sao eficientes.®
Varios sao os virus que podem infectar a cultura do tomate, en-
tretanto, os Geminivirus possuem grande importancia econdmica,
devido as perdas ocasionadas a agricultura.” A interagao Gemini-
virus-tomate inicia-se geralmente com clareamento acentuado
nas nervuras foliares, acentuando manchas cloréticas na forma
de mosqueado e um intenso mosaico amarelo. Quando a infec¢ao
ocorre precocemente, a planta tem seu crescimento e desenvol-
vimento paralisado.® Um dos géneros de maior importancia da
familia geminividae, sendo o maior deles, é o género Begomovirus.’

A ocorréncia de epidemias cada vez mais severas de begomo-
viroses, aliada a dificuldade de controle dessa doenga, faz com
que ela seja considerada um dos maiores problemas fitossanita-
rios da cultura do tomateiro®. Os Begomovirus apresentam uma
grande variabilidade de espécies, sendo que as espécies encon-
tradas no Brasil n3o sio relatadas em outros paises, sugerindo
que estes sejam nativos.*

Além da diversidade de espécies virais encontradas em toma-
teiro e a alta incidéncia de diferentes viroses, o maior problema
que os agricultores possuem em relagio as viroses é o seu con-
trole, ja que nao ha como controlar as viroses sem causar algum
dano a planta hospedeira. Assim, uma boa medida no controle
de doengas causadas por virus no campo depende de diagndstico
preciso e de um manejo efetivo da praga.

No diagnéstico de viroses vegetais, sao utilizados métodos
bioldgicos, sorologicos e moleculares. Uma premissa basica para
auxiliar o diagnéstico de virus s3o os estudos de incidéncia no
campo. Entretanto, uma simples observagao visual de sintomas
de incidéncia de virus em plantio de tomateiro no campo nao é
suficiente para atestar a presenga desses virus, uma vez que os
sintomas podem ser facilmente confundidos com os causados por
desequilibrios nutricionais, diferengas varietais e infec¢ao por
outros virus. Nesse contexto, surgem para auxiliar no diagnéstico
os métodos moleculares, através da reagao de polimerizagiao em
cadeia (PCR), 0 que acelera o desenvolvimento de novas classes de
marcadores moleculares.*

SOLANUM LYCOPERSICUM
Pertencente a familia Solanaceae, o tomateiro (Solanum lyco-

persicum L.) é uma planta pilosa e herbicea que, quando jovem,
possui caule flexivel, tornando-se fibroso com o passar do tempo.



Apresenta dois habitos de crescimento que podem ser indetermi-
nado e determinado. Nas cultivares de habito indeterminado, as
plantas s3o tutoradas e desbrotadas, e os frutos s3o destinados
diretamente ao consumo humano. Ja no cultivo de habito deter-
minado, as plantas s3o adaptadas para cultivo rasteiro e s2o des-
tinadas a agroindustrias.” O melhor desempenho das plantas é
observado em temperaturas diurnas de 18°C a 25°C; e noturnas
de 13°C a 24°C?, sendo preferivel realizar o plantio em regides ou
épocas de temperaturas amenas.* Segundo estudos realizados
anteriormente, o numero de flores e o pigmento do fruto podem
ser afetados de acordo com as condi¢des ambientais as quais a
planta estd submetida, sendo intimamente influenciadas por
temperaturas acima ou abaixo dos limites recomendados para
seu cultivo, fazendo com que a qualidade e a quantidade dos fru-
tos sejam afetadas?.

Originario da América do Sul, mais precisamente onde hoje
sao localizados Peru, Chile e Equador, o tomate (solanum lycoper-
sicun L.) é uma das culturas mais difundidas no mundo, devido
a sua grande aceitabilidade e consumo.! O tomateiro apresenta
grande importancia econdmica, social e nutricional. Sua impor-
tancia econdmica vem do valor de producao arrecadado; a impor-
tancia social se da pelos empregos diretos e indiretos que o seu
cultivo gera;” ja nutricionalmente, o tomate e seus produtos sao
uma fonte rica em vitamina C, provitamina A (betacaroteno) e an-
tioxidantes (licopeno e outros carotenoides),' além de ser rico em
glicose, frutose, lipideo, proteina e sais minerais, como fésforo,
calcio, potassio e magnésio.’

Sendo uma das hortali¢as mais difundidas mundialmente,
o tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é, principalmente, cultiva-
do nas regides tropicais e subtropicais do mundo." Acredita-se
que o cultivo do tomateiro teve inicio na Itdlia, por volta de 1550,
levando a crer que os italianos foram os primeiros a utiliza-lo na

alimenta¢ao humana no século xviiL.** No Brasil, o tomate foi
introduzido no final do século x1x através dos imigrantes euro-
peus.” O Brasil ocupa a nona posi¢ao de maior produg¢ao de toma-
te, com uma producao aproximada de 4,15 milhdes de toneladas
por ano. Com 1,04 milhao de toneladas produzidas anualmente,
o estado de S3o Paulo é o maior produtor do pais.”’

O tomate é uma hortalica que faz parte, diariamente, da
alimentag¢ao da maioria da populagao brasileira. Dentre as hor-
talicas, é uma das mais importantes, nao somente no ambito
produtivo, mas também em valor socioecondmico. Sua cultura
é formada por duas cadeias produtivas distintas, caracterizadas
pelo segmento de mesa, destinado ao consumo in natura, e a fins
industriais. Cada cadeia produtiva possui caracteristicas intrin-
secas na produgdo, no beneficiamento, no processamento e na
comercializagao.?

Nos tltimos anos, a cultura do tomate tem obtido ganhos com
o melhoramento genético,> em que foram priorizadas caracteris-
ticas relacionadas ao aumento de produtividade, dando pouca
atengao as defesas fisicas (e.g. pilosidade) e quimicas (metabdlitos
secundarios toxicos a herbivoros) da planta. Por isso, as variedades
utilizadas no cultivo s3o susceptiveis a insetos e doengas, dificul-
tando a produgao em sistemas organicos.’ Para reverter esta situa-
cdo, diferentes espécies do género Solanum vém sendo utilizadas
em programas de melhoramento genético, visando a introdugao
de genes que conferem resisténcia a pragas e doengas, melhoria
da qualidade nutricional dos frutos e tolerancia a estresses abidti-
cos.'® Porém, apesar das melhorias genéticas ocorridas no tomate,
a planta é suscetivel ainda a pragas como, por exemplo, broca-pe-
quena, traga, dcaros, mosca-branca, tripes, pulgdes e burrinho,
além de doengas causadas por virus e bactérias.”

No Estado da Paraiba, apesar de possuir condigdes de culti-
vo favoraveis e se apresentar promissor na produgao de tomates,



foram observadas perdas significativas em todas as dreas produ-
toras, a maioria por problemas fitossanitarios.® Esta perda pode
ser decorrente da monocultura intensiva do tomate, gerando pro-
blemas fitossanitarios decorrentes das viroses, como as tospovi-
roses e geminiviroses'. Em pesquisa realizada anteriormente,
foi averiguado que a producao de tomate na Paraiba foi de 8.995
toneladas, tendo um total de area plantada de 331 ha e uma area
coletada de 287 ha, possuindo assim um rendimento de 31202 Kg/
ha. Estes dados nos mostram que houve uma redugao entre o to-
tal de area plantada para colhida de 44 ha, podendo essa redugao
ser ocasionada por fatores abidticos (clima) e bidticos (doengas e
insetos).

Doengas provocadas por virus de tomate possuem um dificil
controle e manejo. Sendo assim, os principais virus que infectam
o0 tomateiro, pela sua importancia econémica, s3o: Tobamovirus;
Tospovirus; Potyvirus; Crinivirus; Begomovirus, que possuem inime-
ras espécies relatadas em todo o Brasil'.

GEMINIVIRUS

Varios sao os virus que podem infectar a cultura do toma-
teiro, entretanto, os Geminivirus possuem grande importancia
econdmica, devido as perdas ocasionadas na agricultura®. A
interagao Geminivirus-tomateiro inicia-se geralmente com cla-
reamento acentuado nas nervuras foliares, acentuando-se por
inimeras manchas clordticas na forma de mosqueado e mosaico,
além de um intenso mosaico amarelo. Quando a infecgao ocorre
precocemente, a planta tem seu crescimento e desenvolvimento
paralisado®.

Os Geminivirus infectam tanto plantas monocotiledoneas
quanto plantas dicotiledoneas e, apesar de haver epidemias de
geminivirose com mais frequéncia em cultivos presentes em re-

gides tropicais e subtropicais, este virus tem surgido em todo o
mundo®.

O primeiro relato de Geminivirus em tomateiro no Brasil foi
feito na década de 70*. Seis diferentes virus transmitidos por
mosca-branca (Bemisia tabaci) foram identificados, porém sem
causar danos de importincia econdmica®. A partir de 1992, no
Estado de Sao Paulo, constatou-se a presenca do biotipo B de B.
tabaci, provavelmente introduzido pela importagao de plantas or-
namentais da Europa ou dos EUA%. O biotipo B apresenta maior
grau de adaptacgao e dispersao, além de gama de hospedeiro mui-
to mais ampla, que inclui solaniceas, como o tomateiro, e diversas
espécies de plantas silvestres e/ou daninhas?. Apds o relato da
presenga do biotipo B, sintomas tipicos de infecgiao por begomovi-
rus em tomateiro foram descritos no Distrito Federal**, no Trian-
gulo Mineiro®*, no Rio de Janeiro”, em Sao Paulo® e na regiao
Nordeste”. Na regido Nordeste do Brasil, os estados da Bahia e
Pernambuco s20 as principais regides produtoras de tomate, onde
foram registrados os primeiros diagndsticos do Begomovirus®.

A presenca do Begomovirus em tomateiros no Brasil pode ter
sido favorecida pela rapida disseminagao do biotipo B de B. taba-
ci. Agindo como vetor, o inseto teria permitido que os virus que
estavam infectando plantas silvestres e daninhas chegassem ao
tomateiro e, por meio de recombinagao e/ou reagrupamento de
componentes do genoma, se adaptassem ao novo hospedeiro em
um processo evolutivo rapido, que culminou com o surgimen-
to de novas espécies. Estudos anteriores realizados no México e
nos EUA sugerem que esse processo de evolu¢ao e adaptagio pode
ocorrer em periodos relativamente curtos?'.

Os virus pertencentes a familia Geminivirdae s3o caracteri-
zados pela morfologia de particulas icosaédricas geminadas e
genoma composto por DNA de fita simples circular® com um ou
dois componentes gendmicos, monopartidos ou bipartidos, res-



pectivamente. Esses componentes genémicos possuem tamanho
de 2,5 a 3 Kb, denominados de DNA-A e DNA-B*. Atualmente a fa-
milia é formada por nove géneros: Begomovirus, Curtovirus, Mastre-
virus, Topocuvirus, Becurtovirus, Evagrovirus, Capulavirus, Grablovirus
e Turncurtovirus*. Os principais critérios para a separac¢ao desses
géneros 830 a organizagao do genoma, as plantas hospedeiras e
o tipo de inseto vetor®.

Por possuirem como genoma o DNA, 08 geminivirus, em alguns
casos, incorporam o DNA viral no genoma da planta hospedeira,
podendo permanecer por muito tempo inativado, sendo “ativado”
por um fator abidtico ou bidtico. Em outros casos, podem au-
xiliar outros virus que nao possuem a capacidade de replicagao,
causando maiores perdas. Esse tipo de associagdo faz com que a
ocorréncia desse virus seja bastante imprevisivel’. Desta forma,
medidas de controle s3o realizadas para controlar o agente ve-
tor e a influéncia do virus na planta, como, por exemplo, rotagao
de culturas, retirada e destruicao de restos culturais, manejo de
ervas invasoras, periodos livres de plantios, barreira viva, cultura-
-armadilha, estande mais denso, cobertura de solos com plasticos
ou com outras substdncias refletivas ou ainda coberturas vivas®.
Porém, essas medidas n3o se tornam eficazes para combater o
agente vetor (inseto), bem como o agente infeccioso (virus) nas
plantas.

Sendo assim, é notavel a importancia fitopatogénica da fami-
lia Geminiviridae, pois viroses causadas por espécies dessa familia
estdo sempre surgindo no mundo todo, causando severos danos
econdmicos em importantes culturas?.

BEGOMOVIRUS

Os Begomovirus infectam plantas dicotiledoneas, possuem
gama de hospedeiros relativamente restritas, e a maioria possui

dois componentes gendmicos, com excec¢ao de alguns isolados da
espécie TYLCV*, sendo que cada componente genémico tem entre
2,5 e 2,6 kb de tamanho, além de, em alguns casos, possuir DNAs
satélites. As fungdes dos DNAs satélites ainda nao estao totalmen-
te elucidadas, dependendo, em grande parte, de quais Begomovirus
os satélites estao ligados, porém ha estudos que apontam uma
ligagao com o aumento da viruléncia do patdgeno e a supres-
sdo do silenciamento génico da planta. Entre os Begomovirus de
maior importancia econémica, podem-se citar 0 BGMV, 0 ACMV
e 0 TYLC”.

Na grande maioria dos Begomovirus, o componente genémico
denominado DNA-A é responsavel pela replicacdo e encapsida-
mento do genoma viral; enquanto o componente genémico de-
nominado DNA-B contém os genes requeridos para o movimento
célula-a-célula e alonga distancia, gama de hospedeiros e desen-
volvimento de sintomas. Para que ocorra a infecgao sistémica, é
necessaria a presenga de ambos os componentes. Os componen-
tes A e B nao possuem homologia de sequéncia, exceto por uma
regido intergénica com aproximadamente 200 nucleotideos, de-
nominada regido comum (RC), que é altamente conservada entre
os dois componentes de uma determinada espécie viral (acima de
90% de homologia)*. A identificagio do virus é baseada na analise
e comparagao do genoma do DNA-A dos isolados™.

Atualmente o género Begomovirus possui 424 espécies des-
critas®. Essas espécies de Begomovirus, geralmente, apresentam
uma distribui¢io geografica bem definida, em que os virus com
um componente genémico encontram-se no Velho Mundo (paises
da Europa, Africa e Asia) e os virus com dois componentes gend-
micos encontram-se no Novo Mundo™.

As espécies de Begomovirus relatadas no Brasil nao sao encon-
tradas em nenhum outro local, sugerindo que estas s3o nativas,
sendo todas bipartidas. Sabe-se que ha uma aparente distribuigao



diferenciada de espécies dentro do pais, sendo o Tomato Severe Ru-
gose Virus (Tosrv) encontrado predominante na regido centro-sul;
e por outro lado, o Tomato Mottle Leaf Curl Virus (TMOLCV) parece ser
predominante na regido Nordeste. Entretanto, é preciso ressaltar
que o estudo de diversidade e distribuigiao dos Begomovirus ainda
¢ deficiente para a regiao Nordeste brasileira’.

Além da diversidade viral e da alta incidéncia de virus en-
contrados em tomateiros, o maior problema encontrado pelos
agricultores é o seu controle, j& que n3o é possivel elimina-los
sem prejudicar a planta hospedeira'’. Assim, como o Begomovirus
possui grande influéncia na cadeia produtiva do tomate, progres-
sos consideraveis na identificagdo e caracterizacao bioldgica-mo-
lecular do virus foram realizados, contribuindo assim para o de-
senvolvimento de materiais resistentes, sendo esta a forma mais
eficiente de combater o aumento da incidéncia e da severidade
das infecg¢oes por Begomovirus em tomateiro no Brasil*®.

DIAGNOSTICO VIRAL

Uma boa medida no controle de doengas causadas por virus
no campo depende do diagndstico preciso. No diagnédstico de vi-
roses vegetais, s20 utilizados métodos bioldgicos, sorolégicos e
moleculares. Uma premissa basica para auxiliar o diagndstico de
virus s3o os estudos de incidéncia no campo. Entretanto, uma
simples observagao visual de sintomas de incidéncia de virus em
plantio de tomateiro no campo nio indica a presenca desses vi-
rus, uma vez que estes podem ser facilmente confundidos com
os causados por desequilibrios nutricionais, diferengas varietais
e infecgdo por outros virus.

A diagnose exata de uma doenca é um requisito essencial
para a recomendagao de medidas de controle. O ideal é que um

teste diagndstico proporcione resultados rapidos e precisos a bai-
X0 custo, 0 que geralmente n3o acontece na pratica, umavez que a
rapidez e a precisdo dos testes s3o inversamente proporcionais ao
seu custo. Os testes mais comumente utilizados para a diagnose
das fitoviroses podem ser divididos em trés grupos: a) bioldgicos
baseados nas propriedades bioldgicas dos virus, como morfolo-
gia da particula e gama de hospedeiros; b) sorolégicos, com base
na detec¢ao da proteina capsidial do virus; c) testes moleculares,
os quais s2o fundamentados na detec¢io e/ou analise do acido
nucleico viral *.

Com o desenvolvimento da biologia molecular, virias técnicas
foram evidenciadas como ferramenta auxiliar para identificagao
de fitopatdgenos, o que elevou consideravelmente a eficiéncia e a
seguranca, principalmente no que diz respeito a sua taxonomia e
classificagao®. Por meio de estudos moleculares, é possivel detec-
tar individuos e suas diferengas, que muitas vezes sao causadas
por alteragdes de um tinico par de bases, tendo aplicagdes imedia-
tas na identificagdo e caracterizagao de linhagens e genotipos®.
Uma vantagem observada na utilizagao das técnicas moleculares
é o grande aumento da sensibilidade em comparacao a outros
métodos, como o teste de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent As-
say), no qual a sensibilidade pode ser de cem a mil vezes maior*.

Os marcadores moleculares podem ser definidos como ca-
racteristicas de DNA que diferenciam dois ou mais individuos e
que s2o herdados geneticamente, sendo um marcador genético
ao ser comprovado que seu comportamento esta de acordo com
as leis de Mendel da heranga®.

O método molecular mais utilizado no diagndstico é a PCR, em
que sao empregados oligonucleotideos universais e a hibridagao de
acidos nucleicos, utilizando fragmentos clonados do DNA viral®.

O RAPD, AFLP, microssatélites, SCAR e STs s3o exemplos de
técnicas moleculares derivados da aplica¢ao da técnica de pcr.



Outras técnicas que se destacam s30 RFLP e os minissatélites, que
sao baseados em hibridiza¢ao®.

No melhoramento genético de plantas, tem-se buscado, cada
vez mais, a manipulagdo assistida por marcadores moleculares,
visando obter maior eficiéncia na transferéncia de fatores gené-
ticos. Marcadores moleculares ligados a diferentes caracteristicas
de importincia econdmica tém sido desenvolvidos, permitindo a
sele¢do indireta de caracteristicas desejaveis em geracoes segre-
gantes precoces. Esta estratégia reduziria tempo, fontes e energia
necessarios nao sé para desenvolver grandes populagoes segre-
gantes por varias geragdes, mas também para estimar parametros
usados na sele¢do indireta. Nesse contexto, marcadores molecu-
lares s3o ferramentas tGteis para detectar variagdes no genoma,
aumentando o poder de analise genética das plantas®.

Diante do que foi apresentado anteriormente, foi possivel
deduzir que um levantamento das areas produtoras de tomate é
necessario, buscando diagnosticar corretamente a etiologia viral
de infecgdo através de métodos moleculares em conjunto com a
anilise da severidade dos sintomas nelas encontrados, proporcio-
nando uma precisao no diagndstico e na avaliagao de diferentes
niveis de influéncia do Begomovirus, auxiliando, assim, futuras
pesquisas e objetivando um melhor entendimento da relagao da
cultura do tomateiro com esse virus no Estado da Paraiba.

METODOLOGIA

CARACTERIZAQAO DA AREA DE ESTUDO E COLETA DO MATERIAL

Duas areas produtoras de tomate do tipo italiano (solanum
lycopersicum) foram selecionadas na regiao do Cariri Paraibano,

abrangendo os municipios de Serra Branca (07° 29' 00” S e 36°
39'54” W — Area1) e Amparo (07° 34 05” S € 37° 03’ 49" W — Area
2). Buscou-se padronizar as areas escolhidas quanto ao tipo de
solo, sendo Brunos Nao Calcico vértico, fase pedregosa, com caa-
tinga hiperxerdfila e relevo suave ondulado, associado com solos
litdlicos eutrdficos, com fraca textura arenosa e/ou média fase
pedregosa e rochosa. A temperatura média anual nestas areas é
de 24,5°C.

Com as duas areas definidas, amostras foliares apresentando
sintomas virais caracteristicos foram coletadas e armazenadas
em sacos do tipo flip-flop. As amostras foram fotodocumentadas
para comparagao dos sintomas, embaladas, etiquetadas e levadas
para o Laboratério de Biologia Molecular do Centro de Desenvol-
vimento Sustentavel do Semidrido da Universidade Federal de
Campina Grande (CDSA/UFCG), onde foram armazenadas a—20°C
para posterior analise molecular. Duas folhas sintomaticas por
individuo foram coletadas, totalizando 83 individuos amostrados,
sendo, respectivamente, 51 amostras de plantas sintomadticas em
Serra Branca e 32 em Amparo.

Os sintomas foram avaliados com base na literatura, obser-
vando deformacdes foliares em tomateiro (Solanum lycopersicum)
provocados por virus. Os sintomas mais caracteristicos sao: (i)
clareamento das nervuras foliares; (i) mosaico amarelo; (iii) de-
formagao foliar; e (iv) rugosidade foliar (enrolamento das bordas
para cima) (11). Com base nesses sintomas, o clareamento das
nervuras nas folhas em tomateiro é provocado sobretudo por Be-
gomovirus, enquanto os outros sintomas podem ser provocados
por mais de um tipo de virus®. Dessa forma, as coletas foram pa-
dronizadas de acordo com os sintomas relatados pelos autores
citados acima e foi tomado nota das folhas que apresentaram
clareamento nas nervuras.



ANALISE ESTAT{STICA DOS DADOS OBTIDOS

Para explorar diferencas nas duas areas de plantacoes de to-
mateiro (Amparo x Serra Branca), com base nos sintomas virais
observados, analises multivariadas nao paramétricas foram rea-
lizadas usando o Primer 6 (v. 6.1.13) com a extensao PERMANOVA+
versao 1.0.3**%, Uma matriz qualitativa com dados bindrios (pre-
senca/auséncia), de individuos infectados por area, foi montada
e feita uma andlise de agrupamento pelo vizinho mais préximo e
mais distante, pretendendo realcar em grupos as duas areas, por
meio da andlise de similaridade de correspondéncia simples (sim-
ple Matching). Para testar o efeito das interaces das similaridades
entre os locais estudados (fator fixo), uma analise permutacional
de variancia (PERMANOVA), com 999 permutagoes aleatdrias nao
restritivas, foi aplicada para testar diferencas entre os sintomas
observados nos tomateiros. O teste de Monte-Carlo foi aplicado
para valida¢ao da PERMANOVA. Verificou-se também a percenta-
gem de contribui¢ao por cada sintoma nos locais estudados, no
intuito de analisar quais sintomas estavam mais ocorrentes por
plantagdo e qual o grau da influéncia do Begomovirus nos toma-
teiros. A contribui¢2o de cada sintoma foi determinada pela per-
centagem de similaridade (SIMPER), e foram considerados apenas
individuos infectados®*.

Uma andlise de redundancia (RDA) com a matriz de simila-
ridade dos dados bindrios foi realizada para discriminar quais
as variaveis sintomaticas que mais contribuiram na varia¢ao dos
individuos das plantagbes de tomate coletadas, e que percenta-
gem desta variancia é explicada por tais sintomas. Esse teste foi
realizado utilizando o Primer 6 (v. 6.1.13) com a extensio PERMA-
NOVA+ versao 1.0.3*%,

EXTRA(;AO TOTAL DE DNA

As analises moleculares foram realizadas em parceria com o
Laboratério de Biologia Molecular do Departamento de Bioqui-
mica da Universidade Federal de Pernambuco. Para a diagnose do
Begomovirus, as amostras coletadas foram submetidas a extragao
de DNA total utilizando-se os métodos cTABY, com algumas mo-
dificagdes. A metodologia consistiu, inicialmente, na maceragao
das folhas até a formagao de um pé bem fino, incubado em tubos
eppendorfde 1,5 mL.

Apds a maceragdo das folhas, utilizou-se o método CTAB para
a extragao de DNA viral, ao qual foi adicionado em cada eppendorf
0,5 g de tecido com 800 L de solugio tampao de extragao (20
mM EDTA; 100 mM Tris-HCL pH 8,0; 2 M NaCl; 2% CTAB; 2% PVP;
2% Bmercaptoetanol) que foram submetidos a incubag¢ao em ba-
nho-maria a 65°C durante 1 hora. Para a separa¢ao do DNA viral,
utilizou-se extragao por precipitagao com a adi¢ao de 600 uL de
clA (cloroférmio: alcool isoamilico 24:1) e agitado vigorosamente
por 5 mim com Vortex. Em seguida, os tubos foram submetidos
a centrifugagao com centrifuga ck-12 Kitlab, por 10 min, a 14000
rpm; com o fim deste processo, o sobrenadante foi transferido
para um novo eppendorfe foram adicionados 500 uL de cIA e no-
vamente centrifugados. O sobrenadante foi transferido para um
novo eppendorfe foram adicionados 500 pLisopropanol. Os tubos
foram agitados manualmente por inversao, resfriados a -20°C,
pernoitados e centrifugados a 9000 rpm por 5 min. O sobrena-
dante foi descartado e o precipitado lavado duas vezes com 800 pL
de etanol 70%. Nova centrifugacao foi realizada por 4 min a 9000
rpm com o sobrenadante descartado e adicionado 790 L de alcool
absoluto. O preparado foi centrifugado por 4 min a 9000 rpm; e



o precipitado seco, a temperatura ambiente (25°C), por aproxi-
madamente 50 min. O DNA foi ressuspendido em tampao TE (10
mM Tris-Hcl pH 8,0; 1imM EDTA), tratado com RNAse (10 mg/mL)
a37°C por 30 min e armazenado a -20°C até o momento do uso do
preparado para realizar a PCR (reagao de cadeia de polimerase). A
quantificacao do DNa foi realizada em gel de agarose 0,8%.

DIAGNOSTICO DO DNA VIRAL VIA PCR ESPECIFICO

Apds a extracao do DNA, a identificagao viral foi realizada com
reagao de PcR especifica utilizando oligonucleotideos PAL1v1978
(5GCATCTGCAGGCCCACTYGTCTTYCCNGT3') e PARIC496 (5AATAC-
TGCAGGGCTTYCTRTACATRGG3') que amplificam o fragmento de
aproximadamente 1,2 Kb do DNaA-A do Begomovirus*. As reagoes
de amplifica¢ao foram realizadas em volume final de 25 uL con-
tendo 2.5 uL de tampao 10X da enzima Taq DNA Polimerase (100
mM Tris-Hcl, pH 8,3 e 500 mM Kkcl (invitrogen,), 1.0 pL de MgCl2
(50 mM, Invitrogen), 0.5 uL dNTPs (2,5 mM, Invitrogen), 1.0 uL
de cada primer PALV1978/PARC715 (10uM), 0.3 uL da enzima Taq
DNA Polimerase (5U/uL, Invitrogen), agua MiliQ e 100ng de DNA.
As amostras foram submetidas a amplificagao em termociclador
Master Cycler, nas condi¢bes de desnaturagao inicial a 94°C por
4 min, seguida de 25 ciclos (95°C por 30s; 48°C por 40s e 72°C por
1 min) e extensao final a 72°C durante 3 min. A quantificagiao do
DNA foi realizada em gel de agarose 0,8%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

ANALISE ESTATISTICA

Com os dados da matriz binaria (presenga/auséncia) e os re-
sultados de similaridade Simple Matching utilizando o fator fixo

(amparo x Serra Branca), a andlise de permuta¢ao multivariada
(PERMANOVA) mostrou diferengas significativas (p = 0,001) entre
oslocais, havendo assim divergéncias na severidade dos sintomas
virais por cada plantagao de Solanum lycopersicum. Os resultados
da PERMANOVA se encontram na Tabela 1.

Observa-se também que o nimero de permutagdes foi infe-
rior ao esperado (999), sendo realizadas 550 permutagoes, indi-
cando resultados aceitaveis, porém nao ideais.

TABELA 1- ANALISE DE PERMUTAGAO MULTIVARIADA (PERMANOVA) ENTRE OS
LOCAIS TRABALHADOS (AMPARO X SERRA BRANCA). ONDE: GL = GRAUS DE
LIBERDADE; DP = DESVIO PADRAO; MP = MEDIA PADRAO; P(MC) = TESTE DE

SIGNIFICANCIA DE MONTE-CARLO.

Fonte de gl DP MP _Pseudo- P(perm) Permutacoes p(MC)
Variacao F

Locais 1 79114 79114 41,101 *0,001 550 *0,001
Residuos 71 13667 19249

Total 72 21578

De acordo com a analise de percentagem de similaridade
(SIMPER), a qual calcula a contribui¢ao percentual de cada sinto-
ma ocorrido nas plantagdes, a Tabela 2a mostra que os sintomas
com maior contribui¢ao foram rugosidade e deformacao foliar,
com contribui¢ao de 31,94% e 59,03%, respectivamente. Outro
sintoma observado foi o clareamento das nervuras, com 9,03%,
indicando a influéncia do Begomovirus nos individuos na plan-
tacao de tomate, em Amparo, de maneira mais forte. Na Tabela
2b, para os individuos de Solanum lycopersicum avaliados em Serra
Branca, os sintomas mais frequentes foram rugosidade, manchas
amareladas e deformacao foliar, com 75,11%, 18,45% € 6,44%, res-
pectivamente. Percebeu-se que n3o houve uma influéncia maior
do Begomovirus na plantagao de Serra Branca quando comparada
com a planta¢ido de Amparo, o que pode indicar a presencga de



outros patdgenos que causam sintomas semelhantes encontrados
no presente estudo. A exemplo, a grande frequéncia do sintoma
rugosidade pode ser caracteristica dos virus dos géneros Toba-
movirus e Cucumovirus*, e dos virus ToyTV (Tomato yellow top virus)
e TBYLV (Tomato bottom yellow leaf virus) da familia Luteoviridae®.

TABELA 2A - PERCENTAGEM DE SIMILARIDADE (SIMPER) DOS SINTOMAS VIRAIS
PARA PLANTA(;AO DE AMPARO

Amparo
Sintomas Contribuig¢ao Contribuigio
(%) Cumulativa (%)
Manchas Amareladas 0 0
Clareamento 9.03 9.03
Rugosidade 31,94 40,97
Deformacgao 59,03 100

TABELA 2B - PERCENTAGEM DE SIMILARIDADE (SIMPER) DOS SINTOMAS VIRAIS
PARA A PLANTAQAO DE SERRA BRANCA

Serra Branca

Sintomas Contribuicio

Contribuicao
(%) Cumulativa (%)
Clareamento 0 0
Deformagao 6,44 6,44
Manchas Amareladas 18.45 24,89
Rugosidade 75.11 100

A analise de redundancia (dbrpA) mostrou uma variagao total
de 71,5% explicada para o eixo 1 e de 50,1% para o eixo 2 (Fig. 1),
enquanto a variagao individual no eixo 1 foi de 59,28% e no eixo

2 de 41,56% (Tabela 3). Os sintomas que contribuiram com maior
representatividade da variancia nos eixos foram clareamento das
nervuras, deformagao foliar e rugosidade (Tabela 4). Assim, tem-se
a demonstragao de que as duas areas apresentaram frequéncia de
sintomas diferentes, variando de acordo com a severidade. No mu-
nicipio de Amparo, observamos maior influéncia do Begomovirus
nas plantacoes de tomate quando comparado com Serra Branca.

FIGURA1 - ORDENAQZ\O DOS EIXOS DA ANALISE DE REDUNDANCIA EXPLICANDO
A INFLUENCIA DOS SINTOMAS ENTRE OS LOCAIS ESTUDADOS
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TABELA 3 - PORCENTAGEM DE VARIAQZ\O EXPLICADA PARA OS EIXOS DA
ANALISE DE REDUNDANCIA (DBRDA) DOS SINTOMAS VIRAIS ENTRE OS LOCAIS

dbRDA
Eixos Variacio por Eixo (%) Variacio Total (%)
Individual Cumulativa Individual Cumulativa
1 59,28 59,28 71,46 71,46
2 41,56 100,84 50,11 121,57
3 2,03 102,87 2,45 124,02
4 2,87 100 -3,46 120,56




TABELA 4 - CORRELAGAO PARCIAL MULTIPLA DA ANALISE DE REDUNDANCIA
(DBRDA) ENTRE AS COORDENADAS DAS VARIAVEIS MEDIDAS (SINTOMAS VIRAIS)
E OS LOCAIS ESTUDADOS (AMPARO X SERRA BRANCA)

dbRDA (correlacio parcial multipla)

Variaveis dbRDA1 dbRDA2 dbRDA3 dbRDA4
Clareamento -0,198 0,047 -0,681 0,703
das Nervuras
Manchas 0,051 0,387 -0,655 -0,647
Amareladas
Deformagao -0,566 0,758 0,312 0,092
Foliar
Rugosidade -0,799 -0,524 -0,094 -0,281

Como mostrado na Tabela 1, a qual contém o resultado da
PERMANOVA, houve uma diferenca significativa na severidade
dos sintomas entre as areas estudadas. Esta diferenca pode ser
proveniente de diversos fatores. Por exemplo, a frequéncia e a
intensidade de doencas no tomateiro podem ser influenciadas
por distintas causas, como: a forma de implanta¢ao e condugao da
lavoura; a qualidade da semente, a localizagao da drea plantada e
o estado nutricional da planta®. Outro aspecto a ser observado é
o fato de que, na plantacao de Amparo, a cultura de tomateiro era
feita em conjunto com cultura de pimentao, o que nao acontecia
em Serra Branca, sendo isso um fator a ser considerado. De acor-
do com a literatura, espécies de Begomovirus também infectam
outras culturas economicamente importantes, como o pimentao,
o0 que possibilitaria a manutengao do virus nas épocas em que o
tomateiro nio esta presente no campo, servindo de reservatdrio
de in6culo para o préximo plantio®.

Deve-se ponderar também o fator climadtico, tendo em vista
que as plantagdes foram analisadas em diferentes épocas do ano:
a coleta de Serra Branca foi feita no més de janeiro de 2017; e a co-

leta de Amparo, em julho de 2017, podendo assim ter influenciado
na severidade dos sintomas. Um estudo anterior também realizou
seus experimentos com andlise de sintomas de Toyvsv, uma es-
pécie de Begomovirus, e averiguou que, apesar de as coletas terem
sidas realizadas no mesmo local, porém em épocas diferentes,
foi observado um aumento da influéncia viral junto as variagoes
ambientais, interferindo nos sintomas avaliados?. Outra pesquisa
apontou que uma mesma espécie de virus pode causar respos-
tas diferentes em um mesmo hospedeiro se estiver em ambien-
tes distintos’, corroborando, assim, os resultados apresentados
neste trabalho. Neste mesmo experimento, elucidou-se que as
diferengas de sintomas podem ser expressas, em determinadas
situagdes, devido ao estresse abidtico e a interagdo com outros pa-
tégenos. Desta forma, pode-se supor a possibilidade de ter havido
outros patégenos presentes nas amostras coletadas, resultando
nas diferencas de frequéncia dos sintomas nas dreas apresentadas
nas Tabelas 2a e Tabela 2b.

Alguns autores citam que espécies de tospovirus podem cau-
sar deformacao foliar; j& as espécies de tobamovirus e cucumovi-
rus apresentam, como um dos sintomas, o enrolamento foliar
(rugosidade); os sintomas caracteristicos de crinivirus sao as
manchas clordticas/amareladas*, e que os virus TOYTV e TBYLV
da familia Luteoviridea sdo causadores do sintoma enrolamento
foliar (rugosidade)®. Outro autor cita a familia Potyviridae como
causadora dos sintomas deformagao foliar e manchas clordticas/
amareladas®.

Mesmo o Begomovirus estando presente na plantacao de Ser-
ra Branca, os sintomas apresentados nesta area foram brandos,
sendo necessaria a realizagao de novos estudos que possam eluci-
dar a diversidade viral presente e a influéncia da interagao desses
patdgenos na sintomatologia.



ANALISE MOLECULAR

Até a conclusio deste trabalho, s foram realizadas as anali-
ses moleculares das amostras coletadas na area de Serra Branca.

Através do método cTAB, foi possivel realizar a extra¢ao de DNA

das amostras coletadas na Area 1 e, posteriormente, sua quanti-
ficagao (Fig. 2).

FIGURA 2 - QUANTIFICAQAO DE DNA PROVENIENTE DE TOMATEIRO EM GEL DE
AGAROSE

Fonte: Arquivo da pesquisa.

E notavel, na Fig. 4, que o DNA apresentou um padrio de ar-
raste no gel, o que demonstra a sua degradagao. Esta pode ser
proveniente de diversos fatores, como o tempo de armazena-
mento das amostras ou possiveis contaminantes. Entretanto, é
possivel visualizar bandas, evidenciando a extragao do DNA viral.

Logo apds, foi realizada a reagao PCR especifica utilizando os
marcadores moleculares PAL1V1978 e PAR1C496, ocorrendo a quan-
tificagao posteriormente 2 amplificac¢ao (Fig. 3).
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FIGURA 3 - AMPLIFICAQAO DE DNA VIA PCR QUANTIFICADO EM GEL DE AGAROSE

Fonte: Arquivo da pesquisa.

E possivel visualizar, na Fig. 3, que hd um arraste no gel
comprometendo o resultado da amplifica¢io, sendo proveniente
da degradagio do DNA anteriormente mencionado. Entretanto,
ainda é aparente a presenca de bandas amplificadas no tamanho
aproximado de 1,2 Kb, corroborando o diagnéstico do DNA viral
para Begomovirus.

Esta anilise se faz necessaria, ja que a presenga ou a ausén-
cia de sintomas, e seus diferentes niveis de severidade, nio s3o
suficientes para afirmar a infec¢ao do tomateiro por Begomovirus,
apesar de ser um forte sinalizador. O resultado deste estudo mos-
tra a eficiéncia da andlise molecular para identificagdo viral. Es-
tudos realizados anteriormente mostram que testes sorolégicos
nao sao tao conclusivos na identificagio de virus, ja que diversas
identifica¢des podem apresentar um resultado falso-positivo®.
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Outro estudo também realizou o diagndstico molecular para
detec¢ao de Begomovirus presente em amostras de tomateiro e
conclui que a sintomatologia visual nao é parametro suficiente
paraidentifica¢do de fitopatégenos, sendo assim necessaria a uti-
lizagao de técnicas moleculares, ja que permite com eficiéncia e
rapidez a detecgdo e o estudo de variabilidade genética de virus®.

CONCLUSOES

Através das anilises realizadas no presente estudo, concluiu-
se que os sintomas avaliados nas plantagoes de tomate em Ampa-
ro e Serra Branca n3o sao exclusivos para o Begomovirus, apenas o
clareamento de nervura ocorrido em Amparo, o que caracterizou
a baixa frequéncia sintomatica do virus diagnosticado nas duas
planta¢des. Considerando as diferengas das estagdes de coleta,
quanto a periodo do ano, formas do cultivo e diferencas climati-
cas, por exemplo, fatores que podem ter contribuido nos resul-
tados apresentados, faz-se necessaria uma nova avalia¢ao nas
planta¢Oes de tomateiro na regido do Cariri paraibano, princi-
palmente com a realiza¢ao de uma diagnose viral mais conclusiva
para o virus estudado e para outros nao diagnosticados aqui. Ob-
jetiva-se assim uma investigagao mais precisa quanto 2 influéncia
do Begomovirus nas plantacdes estudadas, o que corrobora a anali-
se molecular realizada com os marcadores PALIVI978 e PALIVI97S,
que se apresentou conclusiva para o diagndstico de Begomovirus
na plantacao de Serra Branca.

Dessa forma, este trabalho traz informagoes pertinentes so-
bre aidentificagao e influéncia dos virus nas plantagoes de toma-
te na regiao do Cariri paraibano. Apesar do seu viés amostral, é
assim uma primeira evidéncia da influéncia viral nestas planta-
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¢oes, o que pode contribuir para a baixa produtividade, afetando
a economia da regido.
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INTRODUCAO

oengas relacionadas com vetores transmissores de epide-

mias se categorizam como uma preocupag¢ao mundial e s3o
responsaveis por um alto nimero de mortalidade e mobilidade
humana. O agravante disso é antecedido por alguns fatores, como:
ciclo de vida do mosquito, condigbes ambientais e sanitrias onde
estes se desenvolvem, e hospedeiros e/ou reservatdrios que sao
diretamente responsaveis por encabecar a cadeia de transmissao
das doencas!. Focando no Brasil, infelizmente o pais ainda vive
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uma época de caréncia em termos de saneamento basico, pois
mesmo dez anos apos a inser¢ao da Lei de Saneamento Basico (Lei
n° 11.445/2007), tem-se 48% da populagao brasileira sem acesso a
coleta de esgoto e 57,3% sem esgoto tratado?, um néimero consi-
deravel e agravante em termos de proliferagio de doengas virais.

O zika virus (z1kv) é um arbovirus transmitido pela picada
dos mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus, e recentes evidén-
cias apontam também o mosquito Culex quinquesfasciatus como
vetor. Também pode ser transmitida por relagoes sexuais e trans-
fusdo sanguinea, mesmo com parceiros e doadores assintomati-
cos. Os meios de transmissio saliva, urina e leite materno ainda
nao foram confirmados. O primeiro registro desta doenca foi em
1947, na Floresta Zika, em Uganda, detectado inicialmente em
macacos. Em 1954, na Nigéria, foram registrados os primeiros
casos humanos°.

A confirmacao de transmissao da febre causada pelo zika vi-
rus surgiu no Brasil em meados de abril de 2015, apresentando-se
inicialmente nos estados do Rio Grande do Norte e da Bahia, na
regido Nordeste do pais. A Semana Epidemiolégica (sE) alertou,
no mesmo ano, sobre a sinalizag3o de 19 unidades da Federacao
sobre a confirmacao laboratorialmente da doenga, porém nao
foram divulgados dados quantitativos. Ja em 2016, a sE divulgou
nao sé as unidades (13) como também os dados quantitativos, que
se mostraram alarmantes: 35.505 casos da doenca na regido Su-
deste, seguida pelo Nordeste, com 30.286 casos; e, no geral, foram
91.387 casos de zika no Brasil *.

A epidemia causada pelo zKv comega a se propagar entre 3 e
12 dias ap0s a picada e tem como sintoma marcante a febre baixa
(entre 37,8° € 38,5°C), que vem acompanhada de sintomas gerais,
dores articulares, conjuntivite, erupgdes cutineas com coceiras,
dor muscular e dor de cabeca. Apesar de os sintomas parecerem
ser triviais, surgiram casos mais severos no Brasil e na Polinésia

Francesa ligados a microcefalia, e uma doenga neurolégica con-
génita (sindrome de Guillain-Barré) tem sido catalogada. Dentro
desse contexto, com o aumento exponencial de casos, surgiu a
preocupagao dos 6rgaos publicos em respeito a sattide mundial,
além da imprescindibilidade em vigiar sindromes neuroldgicas
em pacientes febris agudos, também existe a necessidade de mais
estudos relacionados ao virus da zika e pesquisas voltadas a cessar
o culmino de seu efeito sobre a populagao’.

Até o momento nao existe vacina disponivel para o ZIKV e o
tratamento é sintomatico, ou seja, nao ha tratamento especifico
para a doenga, apenas medicamentos para amenizar os sintomas.
No entanto, diversos estudos focam em desenvolver vacinas e me-
dicamentos especificos. Em uma recente pesquisa, foi elucidada
a estrutura tridimensional da z1kv NS5 RdRp, uma proteina as-
sociada ao RNA polimerase e a importante ativadores do processo
de replicagao*.

A estrutura tridimensional de uma proteina alvo, preferi-
velmente com um ligante para a possivel elucidagao do seu sitio
receptor, é o segredo para o desenho de firmacos com base na
estrutura; uma vez definida a estrutura do sitio receptor, pode ser
utilizada para determinar um farmacéforo para a triagem virtual
em bibliotecas de compostos e em pesquisas de docking molecular,
que podem ser usados para aclarar e aperfeigoar a estrutura dos
compostos lideres’.

Com a elucida¢ao da estrutura da zikv Ns5 RdRp, proteina
associada a replicagdo viral, surgem possibilidades de tornar esta
enzima um alvo de novos firmacos, intentando a busca de ini-
bidores e experimentos in silico, como o docking molecular (atra-
camento), os quais podem ser extremamente (teis para a sina-
lizacao de possiveis moléculas com potencial para inibigao da
proteina NS5. Logo, este artigo teve como objetivo selecionar in
silico possiveis inibidores da proteina de replicacao Nss.



METODOLOGIA
ESTRUTURA DO ZIKV NS5 RDRP

As coordenadas atomicas da z1kv NS5 RARp foram obtidas no
banco de dados pDB-Protein Data Bank através do cédigo de acesso
5UoB*. Vale salientar que o artigo que disponibilizou a estrutura
apontava os aminoacidos ASP535 e ASP665 como ancoras, ou seja,
essenciais para a ativagao funcional da proteina. A estrutura foi
analisada visualmente pelo software Discovery Studio®.

FIGURA 1-VISUALIZAGCAO DO ZIKV NS5 RDRP, EM DESTAQUE OS AMINOACIDOS
ANCORAS 665 (AMARELO) E O 535 (VERDE)

Fonte: Autoria propria.

ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DOS LIGANTES

As estruturas tridimensionais da quercetina e do linalol,
mostradas na Fig. 2 a seguir, foram obtidas no banco de dados
Chemspider” através dos respectivos cédigos de identificagao,
“8280343” € “6549” no formato de arquivo molz.
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FIGURA 2—A) ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DA QUERCETINA E B) ESTRUTURA
TRIDIMENSIONAL DO LINALOL. EM DESTAQUE OS AMINOACIDOS ANCORAS 665

A B

Fonte: Chemspider.
DOCKING MOLECULAR

Os experimentos de docking proteina-ligante ZIKv Ns5 RdRp
+ Ligante foram realizados no programa Autodocki1.5.6*, no qual
ocorreu um pré-dimensionamento da grade ctibica de energia de
volume 126 x 126 x 126 A, que foi centrada no receptor. Utilizou-
se 0 algoritmo genético Lamarckiano (LGA). No programa Auto-
dock4, a proteina foi previamente considerada rigida em todas
as simulagoes de docking, enquanto os ligantes flexiveis, ao fim,
foram obtidos dez conformagbes de cada intera¢ao proteina-li-
gante testada neste trabalho. Destacaram-se quatro parametros
que foram considerados mais importantes para a busca do obje-
tivo proposto, estes foram: a intera¢ao direta com o sitio ativo da
proteina composto pelos aminodcidos Asps35 e Asp665; a constan-
te de dissociagao (Ki); a energia intermolecular final e a energia
livre de ligagao (kcal/mol) estimada pelo programa.

DETERMINAQAO ENERGETICA DOS COMPLEXOS PROTEINA-
LIGANTE OBTIDA ATRAVES DO MFCC

Os calculos de energia entre os ligantes e os aminoacidos da
proteina Ns5 RdRp foram realizados através da técnica do MFcc,
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a qual possibilita os calculos que envolvem proteinas, macromo-
léculas bioldgicas e DNa, tendo como foco o fornecimento de in-
formagoes exatas sobre a energia de interag¢ao entre os comple-
Xos9-10-11.

Para realizagao dos calculos de energia de interagao, utili-
zou-se o software computacional Materials Studio, empregando
o cdédigo Dmol3, bem como o funcional de troca e correlagao:
Aproximacao do Gradiente Generalizado (GGa), calculadas atra-
vés do método de fracionamento molecular com capas conjugadas
(MFcC).

Para verificar a distincia entre os residuos de interagao do
receptor (como o ligante utilizou o software Discovery studio, atra-
vés dos monitores Centroid, que marca o centro geométrico dos
atomos selecionados (BI0VIA, 2016), o raio de corte atribuido ao
software foi R=12A, possibilitando levar em conta todos os residuos
de potencial interagao. A otimizag¢ao das estruturas foi realizada
através do mesmo software, com adi¢ao de hidrogénios por meio
da opgao chemistry -hydrogens —add. Isto foi necessario para fechar
todas as camadas de valéncia nas estruturas obtidas, inicialmente
por difracao de raio X ou ressondncia nuclear, o que ocorre ge-
ralmente por causa da falta de resolu¢ao da imagem, que seria
necessario 1,2 A,

Determinou-se a molécula do ligante como L e o residuo de
aminodacidos que interage com o ligante como R'. O cap C™* (c*)
é formado a partir dos residuos vizinhos do residuo R' ao longo
da cadeia de proteina. Empregou-se a linha de investigacao em
que os dois fragmentos de aminodcidos mais proximos de cada
lado do residuo R'foram usados para construir o cap C*e C*,
proporcionando uma melhor exposi¢ao do ambiente eletrénico.
Para estas estruturas fragmentadas, a energia de interagdo entre
o ligante e os fragmentos individuais é calculado de acordo com
a seguinte equagao’:
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EI(L-R)=E (L+C" R C*")~E (" RIC*") — E (L +C" C*) +
E (cC*) Eq. (1)

Onde EI (L - R)) representa a energia quantica total do sis-
tema, que serd igual a E (L + C" R C*!) energia do ligante mais
o residuo R junto a seus Caps conjugados (Fragmento 1 da Fig.
3), menos E (¢ R C*), que equivale ao Rimais os aminoacidos
Caps (Fragmento 2 da Fig. 3), menos E (L + C** C*)), que serd o
ligante mais os Caps conjugados (Fragmento 3 da Fig. 10) e, por
fim, somam-se a E (c** C*!) apenas os aminoacidos conjugados
Caps (Fragmento 4 da Fig. 3). O cilculo de energia de interagao E1
(L - RI) expressa-se em kcal/mol, e a Fig. 3 traz de forma ilustrativa
como essa equagao foi utilizada.

FIGURA 3—-METODO DE FRACIONAMENTO MOLECULAR COM CAPUZES
CONJUGADOS (MFCC) EXEMPLIFICADO PELO CALCULO ENERGETICO DA
INTERAQAO PROTEINA-LIGANTE ENTRE A NS5 RDRP E O LIGANTE INDA, ONDE EI
(L— R") = FRAGMENTO 1-FRAGMENTO 2 — FRAGMENTO 3 + FRAGMENTO 4.

! AzpS36 i)
) | AspB36ctty f \ g
J | Ligante (L}

Aspa34 (Y
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R A28 {01y

Fragaieuts } Fragmento 4

Fonte: Autoria propria a partir do software Discovery Studio.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
DOCKING DA NS5 COM O COMPOSTO QUERCETINA

Através do docking molecular entre a proteina NS5 RdRp e o
flavonoide quecertina, foram obtidos os resultados evidenciados
na Tabela 1, ordenados na disposi¢ao dos complexos formados.
A energia livre de ligagdo foi negativa em basicamente todos os
complexos, tendo atingindo -5.28 kcal/mol. Enquanto, a energia
intermolecular final apresentou resultados expressivamente ne-
gativos, atingindo -6.85 kcal/mol, esses dados implicam a afirma-
¢ao de que é termodinamicamente mais favoravel a existéncia das
moléculas em um complexo do que separadas umas das outras.
Em outras palavras, de maneira geral, ocorre uma atragao e efi-
caz interagdo proteina-ligante'. O docking simulado no AutoDock
4.2 também foi utilizado anteriormente para simular a interagao
entre a NS5 RARp do zIkv com os farmacos indinavir e acyclovir,
obtendo menores energias livres entre -0,37 e -2,85 kcal/mol, e
energias intermoleculares entre -2,16 e -6,65 kcal/mol, respecti-
vamente'.

Com relagao as constantes de dissociagao (ki) calculadas para
os complexos gerados, segundo a literatura, o Ki nao é essencial
para predi¢ao da correta estrutura do complexo proteina-ligante,
mas é uma importante informacao para prever a atividade biol6-
gica®. Nesse caso, a menor constante obtida para o complexo NS5
junto a quercetina foi o complexo 10 com 2.20 uM. Esse resultado
pode sugerir que essa conformagao seja a de maior atividade com
relacao a Ns5 RdRp.

TABELA 1- KI OU CONSTANTE DE INIBIGAO EXPRESSA (CIE) EM UM, ENERGIA
ESTIMADA LIVRE (EEL) EM KCAL/MOL E ENERGIA INTERMOLECULAR FINAL (EIF)
ESTIMADA PELO PROGRAMA AUTODOCK4 ENTRE A NS5 RDRP E O COMPOSTO

FLAVONOIDE
Complexo Energialivre deligagido Energia intermolecular Ki
1 -4.26 -6.05 753.20
2 -3.42 -5.51 3090
3 -4.67 -6.46 377.39
4 -3.17 -4.96 4720
5 -5.06 -6.85 194.77
6 -3.83 -5.62 1560
7 -5.28 -3.49 2760
8 -3.02 -4.81 6110
9 -3.17 -4.96 4720
10 -3.62 -5.41 2.20

Fonte: Autoria propria.

Com os calculos de docking da quercetina, utilizando o Disco-
very Studio, foi possivel identificar as ligacGes ocorridas entre os
aminodcidos de maior proximidade. Na Fig. 4A, s3o apresentadas
as ligagdes moleculares resultantes dessa interagao: ligagao de
hidrogénio com os aminoacidos Thré93, Ser699 e curiosamente
ligada fortemente em trés pontos ao aminodacido ancora Asps3s,
além de apresentar atragdo eletrostatica com Asp 534. A fim de
identificar o perfil energético que cerca essa interagao, foi gera-
da uma nuvem energética na Fig. 4B, que representa através da
coloragao: Azul — perfil positivo; Transparente — perfil neutro; e
Vermelho — perfil negativo, e se notou que o local de atracamen-



to estd situado em uma regiao de interagao neutra. As regioes
mais préximas a ligacio mostram-se negativas, demonstrando a
atragdo da proteina pelo ligante em questao. O Asps35 é um dos
aminoacidos responsaveis nessa interacao.

FIGURA 4—A) DIAGRAMA BIDIMENSIONAL DA QUERCETINA E OS AMINOACIDOS
INTERAGENTES DA PROTEINA NS5 RDRP. B) NUVEM ENERGETICA DE INTERA(;AO
DO LIGANTE (DENTRO DA NUVEM) COM OS AMINOACIDOS DO RECEPTOR.

Fonte: Autores a partir do software Discovery Studio.

Com a andlise da interagao molecular feita através do doc-
king, é possivel constatar a interac¢ao direta da quercetina com
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o sitio da proteina, sendo assim um potencial inibidor da agao
da proteina Ns5 RdRp. Essa analise compactua com a literatura,
sendo a quercetina um composto que apresenta atividade anti-
viral contra arbovirus. Um estudo na Malasia confirmou que a
quercetina operava como inibidor do virus da dengue, pois tem
a capacidade de diminuir a abertura do virus nas células, devido
a interferéncia na ligagao entre o virus e a membrana da célula.
Segundo o mesmo estudo, caso o virus adentre a célula, a querce-
tina atua sobre a enzima responsavel pela replica¢ao viral** Tam-
bém foi demonstrada, em ensaios in vitro, a atividade virucida
da quercetina sobre o parvovirus canino para avaliagio do efeito
antiviral: a reduc¢ao do titulo viral foi de 93% para concentragao de
3 micrograma/ml de quercetina incubada com virus. No mesmo
estudo, foi observada também a redugao do titulo viral na dose
dependente na concentragao de 1,5 micrograma/ml em testes de
determinacao de atividade sobre a células®.

DOCKING NS5 COM O COMPOSTO LINALOL

Na Tabela 2, esta exposta a analise referente ao linalol, o
qual indicou energias intermolecular e livre expressivamente ne-
gativas nos dez complexos, obtendo respectivamente -5.34kcal/
mol e -4.16kcal/mol, e mostrando uma evidéncia forte de boa in-
teracdo termodindmica proteina ligante. Através de uma meto-
dologia semelhante, foi demonstrada in silico a detoxificagao do
herbicida Metsulfuron por uma enzima da superfamilia Glutatio-
na-Stransferases (GsT) de arroz, obtendo uma menor energia livre
de ligagao entre o Metsulfuron e o modelo da OsGsTu4 de -3,74
kcal/mol*. Essa metodologia também foi eficiente para avaliar
a atividade de uma proteina PRr-5 de Poncirus trifoliata, que teve
atividade de beta-glucanase corroborada pelo docking com dife-
rentes glucanas’. Esses trabalhos reforcam as amplas aplicagoes
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da metodologia de docking molecular utilizada. A menor constante
de dissociagao (ki) foi obtida no complexo 3 com 1520 uM.

TABELA 2—KI OU CONSTANTE DE INIBIGAO EXPRESSA (CIE) EM UM, ENERGIA
ESTIMADA LIVRE (EEL) EM KCAL/MOL E ENERGIA INTERMOLECULAR FINAL (EIF)
ESTIMADA PELO PROGRAMA AUTODOCK4 ENTRE A NS5 RDRP E O COMPOSTO

TERPENO 3
Complexo Energialivre deligacio  Energia intermolecular Ki
1 -3.51 -5.00 2670
2 -3.63 -5.12 2180
3 -3.84 -5.34 1520
4 -3.05 -4.54 5850
5 -3.83 -5.33 1550
6 -3.22 -4.71 4360
7 -3.20 -4.69 4510
8 -3.01 -4.51 6170
9 -4.16 -5.65 893.30
10 -3.25 -4.75 4120

Fonte: Autoria propria.

Na Fig. 5A, é possivel identificar as ligagdes ocorridas entre
os aminoacidos de maior proximidade, apresentando ligagao de
hidrogénio com os aminodacidos LYS691 e o residuo ancora Asps3s,
além de apresentar atragao eletrostatica com TRP702. A Fig. 5B
evidencia a anilise da nuvem eletrostatica do receptor (Ns5), feita
a partir do Discovery Studio, permitindo notar que o local de atra-
camento esta situado em uma regido de interacao neutra, porém
as regiOes mais proximas a ligacao mostram-se negativas, sendo
0 Asp535, mais uma vez, um dos aminodcidos responsaveis nessa
interacao.
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FIGURA 5—-A) DIAGRAMA BIDIMENSIONAL DO LINALOL E OS AMINOACIDOS
INTERAGENTES DA PROTEINA NS5 RDRP. B) NUVEM ENERGETICA DE INTERAQAO
DO LIGANTE (DENTRO DA NUVEM) COM OS AMINOACIDOS DO RECEPTOR

A

Fonte: Autores a partir do software Discovery Studio.

Até o presente momento, nao se tem registros da utilizag¢ao
do linalol como composto antiviral. Alguns trabalhos evidenciam
que a utilizagao do extrato vegetal fornece maior efeito larvicida
contra Aedes aegypti®®. A atividade antimicrobiana e antioxidante
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do 6leo essencial de ho-sho foi comprovada como ag¢ao antimi-
crobiana do éleo essencial sobre as bactérias testadas, além de
comprovar a atividade antioxidante, atingindo valor maximo de
97,49%". Sendo assim, o trabalho atual mostra indicios claros de
uma possivel a¢ao deste composto também como antiviral .

MEFCC PARA O COMPOSTO QUECERTINA

Os aminoacidos que apresentaram distincia maior que 12A
foram desconsiderados para a etapa de realizagao dos calculos
utilizando MFcc. Através de calculos de mecanica quintica e do
método de fracionamento molecular com capuzes conjugados
(MFcC), as energias de interagao entre a proteina de replicagao
viral (Ns5 RdRp) e os ligantes foram determinadas. A Fig. 6 evi-
dencia todos os aminodacidos que se destacaram na interagao en-
tre a NS5 € 0 composto quecertina, estes foram: ARG690, ASP534,
ASP535, GLY701, LYS691, LYS697, SER699, THR693, THR700 € TYR532..

FIGURA 6—ENERGIA DE LIGAQZ\O DOS PRINCIPAIS AMINOACIDOS DA PROTEINA
NS5 COM O LIGANTE QUECERTINA.
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Fonte: Autoria propria.
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Partindo daldgica de analise do aminoacido que menos inte-
ragiu para o que mais interagiu, 0 THR693 e 0 THR700 obtiveram
respectivamente 0,78 kcal/mol e 0,88kcal mol, demonstrando
uma leve repulsdo pelo ligante. O fato de estarem em um raio me-
nor que 6A do centroide do ligante indica que a variavel distancia
nem sempre é primordial para a atratividade entre as moléculas.
A SER 699 apresentou -0,28 kcal/mol de energia e distincia de
6,99A; 0 TYR532 demonstrou -0,86 kcal/mol e 9,624 de distincia;
a LYS697 obteve -0,92 kcal/mol e 9,274 de distincia; a GLY701 de-
monstrou -1,01 kcal/mol de energia, o Asps35 indicou -1,22 kcal/
mol de energia e 5,78A de distincia; a LYS 691 apresentou -1,54
kcal/mol de energia e 6,47A de distancia; a ARG690 indicou -1,62
kcal/mol e 6,45A de distancia; e 0 aminoacido com maior energia
de interagado foi 0 ASP534, com -5,42 kcal/mol de energia e uma
distancia de 4,86A do centroide do receptor (Nss) até o ligante
em questao.

Claramente o aminodacido AsP (acido aspartico) obteve maior
nivel de atratividade, sendo responsavel por 48,30% da interagao
entre a NS5 e o ligante quercetina, seguido da ARG (arginina) com
14,44%; e da Lys (lisina) com 13,72.%.

MFCC PARA O COMPOSTO LINALOL

As energias evidenciadas na Fig. 7 demonstram que os ami-
noacidos em destaque na ligagao participam de forma atrativa
no complexo de interac¢do entre a Nss e o ligante linalol, tendo
em vista as fortes energias negativas entre os seis aminoacidos
(ALA533, ALA537, ASP535, LYS691, PRO709, TRP702) do receptor (NS5)
com o ligante em quest3o.
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FIGURA 7-ENERGIA DE LIGA(;AO DOS PRINCIPAIS AMINOACIDOS DA PROTEINA
NS5 COM O LIGANTE LINALOL.
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Fonte: Autoria propria.

A ALA537 obteve valor energético de 0,78 Kcal/mol, demons-
trando uma leve repulsa pelo terpeno (3), e sua distancia do centro
de massa foi de 9,57A de distincia; o PRO709 apresentou -0,16
Kcal/mol de energia e 9,26A de distancia; a ALA533 indicou -1,00
Kcal /mol de energia e 6,19A de distancia; a LYS 691 obteve -1,12
Kcal/mol de energia e 6,09A de distincia; o TRP702 apresentou
-1,55 Kcal/mol de energia e 9,12A de distancia; e 0 aminoacido com
maior participagao nesta interagao foi o ASP535, com -3,24 Kcal/
mol de energia e distancia de 5,44A do centro de massa do ligante.

Desse modo, o dcido aspartico (AsP) foi o aminoacido com
maior participacao efetiva na atratividade entre o complexo for-
mado pela NS5 e 0 composto linalol, representando 51,58% da ener-
gia do sistema; os outros dois aminoadcidos de maior interacao
foram o TRP (triptofano) com 24,60% e a Lys (lisina) com 17,77%.
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ENERGIA TOTAL OBTIDA ATRAVES DO METODO DE
FRACIONAMENTO DE CAPS E CONJUGADOS (MFCC)

Os calculos ab initio descrevem propriedades de transporte
eletronico de jungbes moleculares (ALBUQUERQUE et al., 2014). A
disposi¢ao do balango de energia final (e1 (L — R) =E (L + C*' R'C™*)
—E (¢ RiIC*™) - E (L+ C* C*) + E (c* C*!) reflete a contribui¢ao
individual de cada aminoacido na interacao entre a o receptor
(proteina NS5) e os ligantes quercetina e linalol. Os dois ligantes
mostraram-se eficientes naligacao com o receptor, tendo em vista
os valores altamente negativos em sua energia quantica de inte-
racao. De acordo com os calculos realizados, o balango energético
total do linalol obteve -6,30 Kcal/mol, e da quercetina, -11,22 Kcal/
mol de energia total.

Outra forma interessante para interpretagao destes resulta-
dos é a transformacao da unidade Kcal/mol para eV (eletrovolts);
para a quimica, a partir de -1eV, a ligagao entre as moléculas
pode ser considerada do tipo covalente®. O linalol com -0,27eV e
a quercetina obtiveram em seu balango quantico de energia final
de -0,48eV. Com isto, é possivel afirmar que todos os seis compos-
tos se mostraram negativamente expressivos, sendo demonstrado
quanticamente que os ligantes tém alta afinidade pela proteina
(MOTA, 2016), entretanto os dois compostos nao apresentaram
evidéncia in silico da formacao de ligacao covalente no sitio ativo
da Ns5 RdRp, o que nao caracteriza, stricto sensu, como uma ini-
bicao irreversivel*.

CONSIDERACOES FINAIS
A partir da anilise dos dados obtidos, considerando os as-

pectos da metodologia utilizada e do sistema em estudo, pode
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ser concluido que a metodologia aplicada foi capaz de selecionar
e testar compostos para a elucidacao de possiveis moléculas com
potencial antiviral. Os dois compostos testados apresentaram
baixas constantes de inibi¢ao (Ki); a energia livre de ligagdes e a
energia intermolecular de todos os complexos foram altamente
negativas, podendo-se afirmar que s3o termodinamicamente fa-
voraveis, ou seja, a existéncia destas moléculas em um complexo
é preferivel (em quesitos de gasto energético) do que a proteina
sozinha; Os compostos tiveram interagao direta com o sitio ativo
da proteina; o aminoacido ancora Asp535 foi o responsavel por
todas as interagdes evidenciadas no docking, estabelecendo liga-
¢ao de hidrogénio; o balango energético, mesmo sem alcangar o
ambito de ligagao covalente, demonstrou que os ligantes linalol e
quercetina apresentam aminodcidos ligados, apontando a ener-
gia total do complexo proteina ligante negativa.

Os resultados deste trabalho mostraram-se altamente pro-
missores, indicando estes dois compostos com potencial antiviral
para inibi¢ao da proteina NS5 RdRd, tendo em vista as varias evi-
déncias de excelente e favoravel interagao demonstradas através
das técnicas de docking molecular e fracionamento de caps con-
jugados. Logo, estes podem auxiliar no desenvolvimento de um
futuro farmaco que possa intervir na efetividade do virus da zika.
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INTRODUCAO

biotecnologia é uma area multidisciplinar que visa ao desen-

volvimento de produtos ou processos bioldgicos com a ajuda
da ciéncia e da tecnologia, podendo ser definida como qualquer
aplicacao tecnoldgica que utilize sistemas bioldgicos, organismos
vivos, ou seus derivados, para fabricar ou modificar produtos ou
processos para utiliza¢ao especifica. Dessa forma, o estudo dos
biomateriais (dispositivos que entram em contato com sistemas
biolégicos) surge como uma das inimeras ramificacoes dessa
ciéncia, apresentando potencial promissor devido as indmeras
contribui¢des para a evolu¢ao da medicina®2.

Os biomateriais poliméricos estao entre os mais empregados
na medicina regenerativa, principalmente quanto ao tratamento
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de feridas e a liberagao controlada de fairmacos, devido as suas
vantagens no que diz respeito a maleabilidade, custo, proprieda-
des mecanicas, biocompatibilidade e biodegradabilidade, permi-
tindo o desenvolvimento de materiais alternativos com baixa to-
xicidade e que apresentam eficiéncia no reparo de tecidos***¢7,

A quitosana, por exemplo, é um biopolimero composto por
cadeias de N-acetil-D-glucosamina e D-glucosamina ligadas por
meio de ligagdes [ > (1-4), insolivel em dgua e meio basico e sola-
vel em solugdes dcidas. Esse polimero é obtido a partir da desace-
tilagao da quitina, principal constituinte dos micélios dos fungos
e do exoesqueleto de insetos e crustdceos. Apresenta propriedades
interessantes para aplicacao em engenharia de tecido, tais como
biocompatibilidade e biodegradabilidade, acelera a recuperagao
de lesodes, reduz o nivel do colesterol sanguineo, estimula os efei-
tos do sistema imunoldgico, além de possuir um comportamento
bactericida e fungicida*®°.

Entretanto, algumas das propriedades desse polimero nao
sdo adequadas o suficiente para que seja capaz de competir com
alguns polimeros sintéticos ja disponiveis no mercado. Uma pos-
sivel alternativa a este problema seria a formulagao de um novo
material através da utilizagio de quitosana em conjunto com ou-
tros polimeros, como o colageno, a fim de adquirir um biomate-
rial que apresente as caracteristicas desejadas® ™.

O termo colageno é utilizado para denominar uma familia de,
pelo menos, 27 isoformas de proteinas que podem ser encontra-
das em tecidos conjuntivos ao longo do corpo de varias espécies,
como o0ssos, tendoes, cartilagem, veias, pele, dentes e muasculos.
Esse polimero constitui cerca de 30% de toda a matéria-prima or-
ganica do corpo dos animais e 60% das proteinas totais do corpo™.

Sendo constituido por trés cadeias polipeptidicas, unidas
por pontes de hidrogénio e enroladas uma em torno da outra em
um arranjo helicoidal na sua por¢ao central e nas extremidades

aminica e carboxilica, permanecendo na forma globular. O cola-
geno do tipo I é o mais abundante e o principal componente da
matriz extracelular, sendo um substrato natural para as células,
orientando e estimulando a formacao tecidual. Estas caracteris-
ticas, juntamente com a biocompatibilidade e a estabilidade do
colageno, o tornam atrativo para a confec¢ao de biomateriais de
diferentes formas e aplicagdes, como membranas e esponjas para
revestimento de queimaduras, géis para hemostasia e suporte
para o crescimento de células> 12,

Diversas s30 as alternativas de promover uma interagao entre
dois polimeros, podendo-se partir desde uma simples solubiliza-
¢ao destes em um solvente comum, até a indugao para formagao
de liga¢Oes de entrecruzamento. As ligagdes de entrecruzamento,
crosslinking ou reticulagao sao um processo que pode ocorrer de
duas formas: I) Reticulagao fisica (RF), i6nica ou reversivel, que se
da através de interagOes de carater reversivel, como ligacGes idnicas
ou interagoes secunddrias; e 11) Reticulagao quimica (RQ), covalente
ouirreversivel, quando ocorre a formagao de uma rede polimérica,
ou seja, uma reagao entre uma unidade estrutural de um polimero
e outra unidade estrutural do mesmo ou de outro polimero> >,

A RQ se sobressai em relagao a RF, pois, ao contrario da reticu-
lagao reversivel, a irreversivel melhora as propriedades mecanicas
e reduz a sua dispersao do local, além de que outras propriedades
como gelificacao, tamanho de poros, velocidade de degradagao e
dissolugao sao mais faceis de controlar®.

Entre as inimeras possibilidades de realizar a reticulagao
quimica, hd uma limita¢do no uso de determinados agentes,
como o glutaraldeido, principalmente devido a suas propriedades
toxicas. Entretanto, a genipina—biomolécula extraida do jenipapo
(Genipa americana L.) tem apresentado um enorme potencial, pois,
além da biocompatibilidade, ela fortalece a estrutura do biomate-
rial por meio da formagao de liga¢Ges covalentes intermoleculares



permanentes, adicionando ou adequando propriedades que sao
de interesse para a engenharia de tecidos® 6.

A reticula¢ao com genipina é influenciada pelo pH do meio
reacional, sendo que, de modo geral, em pHs proximos da neutra-
lidade, a genipina reage com materiais que contém grupos amina,
como a quitosana e alguns outros polimeros, através de duas rea-
¢Oes principais: na primeira, por meio de um ataque nucleofilico,
ha a substitui¢ao do grupo éster da genipina por uma ligagao do
tipo amida secunddaria; na segunda, por meio de outro ataque
nucleofilico, hd a formagao de um grupo aldeido intermediario
seguido da formagao de uma amina tercidria na estrutura ciclica
da genipina. Dessa forma, a reticulagiao de quitosana/colageno
com esta biomolécula pode fortalecer a estrutura do biomaterial
por meio da formacao de ligacoes covalentes intermoleculares
permanentes, adicionando ou melhorando propriedades que
sdo de interesse para a area médica, como estabilidade térmica,
taxa de degradacao, propriedades mecanicas, hidrofilicidade e
porosidade, permitindo, por exemplo, a liberagao controlada de
farmacos® 1”18

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efei-
to da reticulagido com genipina em membranas de quitosana/co-
lageno, utilizando o extrato alcodlico do jenipapo como rota alter-
nativa a obteng¢ao de biomateriais de baixo custo para utiliza¢ao
na engenharia de tecidos.

METODOLOGIA

Procedeu-se com a extragao do colidgeno a partir de membra-
nas da casca do ovo, previamente higienizadas, através de uma
solu¢ao de hidréxido de sédio 1 M, seguido da neutraliza¢ao com
acido latico'® e produ¢ao das membranas de quitosana/colageno

por meio da técnica de evaporagao do solvente (Acido acético 1%)
em duas formula¢des diferentes: membranas de quitosana (MQ)
a 2% (m/v) e membranas de quitosana a 2% (m/v) com 5% de co-
lageno (m/m) (MmQc)™.

Para a reticulagio desses materiais, foram consideradas trés
situagoes: I) controle negativo (G1), membranas sem reticula¢ao;
11) reticulagdo com genipina comercial (G2) diluida em alcool iso-
propilico a 0,25% (m/v); e 111) reticulagiao com o extrato alcodlico
do jenipapo (G3), obtido através da submersao da polpa do jeni-
papo em alcool isopropilico na propor¢ao de 1:2,5 (m/v). Buscou-
se a formagao das ligacoes de entrecruzamento através da sub-
mers3o das membranas nas solugdes reticulantes por 6 horas, a
temperatura ambiente e com exposi¢ao a luz. Foram utilizadas as
seguintes denominagdes: MQl e MQC1 — membranas submetidas
a condigao G1; MQ2 e MQC2 — membranas reticuladas com G2; e
MQ3 e MQC3 — membranas reticuladas com G3.

Por fim, as MQ e MQC, nas condig¢des G1, G2 e G3, foram padro-
nizadas (tamanho das amostras) de acordo com as necessidades
de cada ensaio, levadas a estufa numa temperatura de 40°C por
24 horas e encaminhadas para caracterizag¢ao por Espectroscopia
na Regido do Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR);
Microscopia Optica (MO); Termogravimetria (TGA); Calorimetria
Exploratdria Diferencial (Dsc); Ensaio Mecinico de Tra¢ao; Mo-
lhabilidade; Intumescimento; Biodegradagao; e Citotoxicidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a produ¢ao das membranas, as MQ apresentaram
uma maior homogeneidade na sua estrutura, quando compara-
das as MQc. Entretanto, as membranas diminuiram, em média,
11,79 mm apds a neutralizacdo em atmosfera de hidréxido de



amonia a 4%, retornando ao seu tamanho original quando ab-
sorvem umidade. Essa diminuicao esta associada diretamente a
insolubilidade da quitosana em meio alcalino, pois, ao entrarem
em contato com este meio, as moléculas tendem a se contrair.

Antes de proceder com a reticulacao das membranas, o ex-
trato alcodlico do jenipapo (G3) foi submetido a um FTIR (Fig. 1),
cujas ligagbes correspondentes as bandas foram identificadas e
comparadas as bandas caracteristicas da genipina pura. No es-
pectro, identificou-se o grupamento hidroxila (0-H) por volta de
3350 cm-1; entre 2750 e 3000 € em 1640 cm-1 uma conformagao
vibracional de estiramento (deformacao axial) do grupo C=C;nas
bandas entre 1200 e 1500 cm-1, observaram-se vibragdes que po-
dem ser atribuidas a liga¢bes como CH2, CH3, NH e a presenga de
anéis heterociclicos; em meio as bandas que compreendem de
1050 a 1200 cm-1, notou-se a presenga de vibragdes que corres-
pondem ao co (éteres ciclicos), caracteristico de alcoois e fendis;
por fim, nas bandas em torno de 815 e 950 cm-1, uma deformacao
angular (dobramento) fora do plano, relacionado a anéis aroma-
ticos e alcenos (RCH=CH2), respectivamente?" %,

FIGURA I—- FTIR DO EXTRATO ALCOOLICO DO JENIPAPO (G3)
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Dessa forma, observa-se que o espectro da solugao G3 apre-
senta bandas caracteristicas da genipina, como alcenos, alcanos,
dlcoois, ésteres, éteres ciclicos e anéis heterociclicos, porém apa-
recem em menor intensidade quando comparado a genipina co-
mercial. Isso acontece devido a realizagao do ensaio no extrato
nao desidratado, ou seja, diluido em alcool isopropilico, como
também 2 presenca de outras substancias do fruto que também
sdo solaveis em alcool. Contudo, pode-se afirmar que a genipina
encontra-se diluida na solugao e misturada a outras substancias
presentes no jenipapo.

Apés os procedimentos de reticula¢ao, MQ1 e MQC1 nao apre-
sentaram nenhuma modificago aparente; MQ2 e MQC2, por sua
vez, demonstraram uma leve alterac¢ao na sua colorag¢ao para um
tom mais amarelado; enquanto que as MQ3 e MQC3 apresenta-
ram uma coloragao esverdeada. Essas altera¢Oes nas membranas
aconteceram porque a genipina reagiu com algumas proteinas na
presenca de luz e oxigénio, mudando a sua coloragao.

CARACTERIZAgaES DAS MEMBRANAS

ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

O FTIR foi realizado com o intuito de determinar a presenga
dos grupos funcionais nas amostras, utilizando o equipamento
Spectrum 400 Perkin Elmer FTIR/FTNIR Spectrometer & tempera-
tura ambiente, com faixa de varredura que foi de 4000 a 60ocm™.
As membranas de quitosana (MQ1) e quitosana/coligeno (MQC1)
sem reticula¢ao apresentaram vibragdes caracteristicas na regiao
do infravermelho a membranas de quitosana, sendo que, na MQci,
houve um aumento na intensidade das vibragoes de ligagdes que



estao presentes tanto na quitosana quanto no colageno, indicando
que houve a incorporagao do colageno a estrutura da quitosana.

Como pode-se observar na Fig. 2, a banda I, com compri-
mento de onda entre 3361 e 3280 cm-1, corresponde as vibragoes
de estiramento dos grupos OH e NH; a banda 11, com 2876 cm-
1, é atribuida a vibragao de estiramento do grupo cH; a 111, com
1649 cm-1, corresponde a0 modo de vibragdo por estiramento da
ligagao C=0 ou a deformacao axial C=O da amida primaria; ja
no comprimento de onda equivalente a 1580 cm-1, é atribuida a
deformagado da ligagao —NH da amina; na regido 1v, 1378 cm-1,
esta relacionada a deformagdo angular simétrica do grupo -cH3;
na banda V, 1150 cm-1, 890 cm-1 e 1064 cm-1 estao atribuidas as
vibracoes de estiramento do grupo C-O-C, caracteristica da estru-
tura sacaridica da quitosana. A presenga das bandas C=0 e N-H,
bem como a banda de absor¢iao em 1378 cm-1, que é caracteristica
da deformacao angular simétrica do grupo —CcH3, em conjunto,
indicam a presenca de grupos acetamidos, pois a quitosana nao
esta 100% desacetilada® %,

FIGURA 2—FTIR DAS MEMBRANAS MQI E MQC1
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Ao observar a Fig. 3a, pode-se afirmar que a solu¢ao G2 e a G3
proporcionaram a reticula¢ao das membranas de quitosana (MQ2
e MQ3, respectivamente), sendo que a reticulagio com G3 foi mais
perceptivel, provavelmente devido a diferenca de concentragao do
agente reticulante (genipina) na solu¢2o, uma vez que houve um
aumento na intensidade de absor¢ao na banda 111 e 1v, associado
ao ataque nucleofilico, onde ha a substitui¢ao do grupo éster da
genipina por uma liga¢ao do tipo amida secundaria da quitosana;
em seguida, no aparecimento da banda V, indicando a introdu-
¢do de um grupamento amina terciaria no anel diidropirano da
genipina'”**,

FIGURA 3— A) FTIR DAS MEMBRANAS MQI, MQ2 E MQ3; E B) MQC1, MQC2 E MQC3
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No FTIR das membranas de quitosana/coligeno (MQC1, MQC2
e MQc3), conforme apresentado na Fig. 3b, também indica que
houve a reticula¢ao na MQc3, uma vez que foram observados os
mesmos eventos descritos anteriormente nas bandas 111, 1ve V,
entretanto, na MQC2, a reticulagio nao foi perceptivel através da
analise da FTIR, pois houve uma diminui¢ao na intensidade de
algumas vibragoes, resultado que pode estar associado a baixa
concentragao de genipina na solugao G2, contudo a reticulagao
pode ser comprovada através da andlise dos demais resultados.



MICROSCOPIA OPTICA

A microscopia 6ptica foi realizada para analisar a superficie
da amostra em relagdo a sua topografia e morfologia, utilizando
o microscopio Hirox KH-1300, com aumento de 120x, através do
método de iluminagao por transmissao de luz visivel. As imagens
obtidas foram tratadas com o software Gwyddion e analisadas.
Nas membranas de quitosana, a analise microscdpica revelou
uma maior homogeneidade na superficie da MQ3, quando com-
parada a MQ1 e MQ2, indicando que a reticula¢ao com genipina al-
terou pardmetros como ondulacao e rugosidade das membranas.
As membranas de quitosana/coldgeno, por sua vez, apresentaram
resultados semelhantes as membranas de quitosana, pois MQC3
também apresentou maior homogeneidade quando comparada
a MQC1 e MQC2.

Essas alteragdes nos parametros morfoldgicos nas membra-
nas de quitosana e quitosana/colageno estao evidenciados na Ta-
bela 1, na qual se nota que ocorreu uma diminui¢gao nanométrica
da espessura do material, a qual estd relacionada ao processo de
reticulacao, pois quanto maior a concentrac¢ao do agente reticu-
lante menor é a expansiao do polimero reticulado®?. Além disso,
é possivel evidenciar que a condigao de reticulagao G3 proporcio-
nou maior eficiéncia na compactacao das amostras, resultado que
pode ser observado através da andlise de variagao da rugosidade
(Ra) e ondulagio (wa), sendo que a MQc3 foi a mais suscetivel a
essa compactac¢ao quando comparada a MQ2, MQ3 e MQC2, indi-
cando que a presenga do colageno na estrutura também influen-
ciou no processo de reticulagao.

TABELA 1- PARAMETROS MORFOLOGICOS DAS MEMBRANAS

Membranas mgcﬁgo—si{la ag;e m) Ruig?‘s:?diile - rggggl i% rrcl);:grlrlll:? ?K(;y

p (nm) (nm) (nm)

MQ1 80,16 227,09 49,97 171,68
MQ2 71,31 168,51 37,72 191,54
MQs3 19,29 78,71 34,56 167,90
MQC1 110,24 274,69 35,32 151,61
MQC2 63,20 140,89 30,63 104,17
MQC3 30,97 115,86 22,82 80,90

TERMOGRAVIMETRIA (TGA)

A TGA foi efetuada para avaliar o percentual de perda de mas-
sa das amostras e, consequentemente, a estabilidade térmica das
membranas. Para isso, utilizou-se o PYRIS 1 TGA da Perkin Elmer a
uma taxa de aquecimento de 10°C/min, aumentando a tempera-
tura de 30 2 600°C em meio atmosférico (71% de nitrogénio e 29%
de oxigénio) com fluxo de 20 mL/min.

Com base nas curvas termogravimétricas das membranas
de quitosana (Fig. 4a) e com auxilio de suas derivadas (Fig. 4b),
pode-se afirmar que a MQ1 apresentou duas etapas de perda de
massa (P.M), enquanto as membranas reticuladas (MQ2 e MQ3)
apresentaram trés etapas. A primeira etapa estd relacionada a vo-
latizacao do solvente e desidrata¢ao das membranas. Na segunda
etapa, ocorre a desacetila¢ao e despolimerizagao dos compostos,
em outras palavras, ocorre a degradagio do material. A terceira



etapa, por sua vez, esta relacionada a perda de cinzas resultante
da degradagao dos compostos™*%.

Em uma andlise detalhada da TGA/DTG, pode-se aferir as eta-
pas em que houve perda de massa e seus respectivos ranges de
temperatura, evidenciando que a reticula¢ao proporcionou uma
redug¢do na temperatura de transi¢ao da etapa I para a 11 e a intro-
dugdo de uma terceira etapa no processo de degradagio das mem-
branas de quitosana, indicando que a reticulagao influenciou na
estabilidade térmica do material, diminuindo a sua resisténcia a
temperatura.

FIGURA 4— A) CURVA TERMOGRAVIMETRICA (TGA) DAS MEMBRANAS DE
QUITOSANA; E B) SUA DERIVADA (DTG)
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As curvas termogravimétricas das membranas de quitosana/
colageno (Fig. 5a) e suas respectivas derivadas (Fig. 5b), por sua
vez, apresentaram trés etapas na perda de massa em MQC1 e ape-
nas duas etapas em MQC2 e MQC3.

Dessa forma, ao contrdrio das membranas de quitosana, a
reticulagao nas membranas de quitosana/colageno proporcionou
um aumento na temperatura de transicao da etapa I para a eta-
pa II e a remogao da etapa 3 do range de temperatura utilizado,
indicando que a reticula¢ao também influenciou na estabilidade
térmica desse material, aumentando a sua resisténcia a tempera-

tura, pois, como sabemos, o processo de reticulagio é diretamente
proporcional a estabilidade térmica da amostra, ou seja, quando
a reticulagao é baixa, a tendéncia é diminuir a estabilidade tér-
mica, porém, quando a reticulagio é aumentada até certo ponto,
essa estabilidade também tende a aumentar, influenciando na
temperatura de decomposi¢ao do material**?.

FIGURA 5— A) CURVA TERMOGRAVIMETRICA (TGA) DAS MEMBRANAS DE
QUITOSANA/COLAGENO; B) SUA DERIVADA (DTG).
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CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DsC)

A Calorimetria Exploratéria Diferencial (Dsc) foi realizada
em um DSCQ20 da TA Instruments, com uma temperatura que
variou de 30 a 400°C, sob taxa de aquecimento de 10°C/min e at-
mosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL/min, com o objetivo
de complementar a TGA, avaliar as transic¢oes de fases e observar
se houve mudancas nas propriedades térmicas das membranas
proporcionadas pela reticulagao.

As curvas do DscC para as membranas de quitosana apre-
sentaram dois picos: um endotérmico, alusivo a evaporagao de
substancias volateis; e outro exotérmico, relacionado a degrada-
¢ao do material, como se observa na Fig. 6a. O primeiro pico, en-
dotérmico, ocorreu na temperatura de 122,78°C para MQl, 119,57°C



para MQ2 e 109,94°C para MQ3, mostrando-se compativel com o
resultado obtido pela termogravimetria, comprovando que a re-
ticulagao diminuiu a estabilidade térmica da membrana de qui-
tosana, sendo que a solu¢ao G3 proporcionou uma redug¢ao mais
consideravel quando comparada a G2. Os picos exotérmicos fo-
ram observados nas temperaturas de 300,63, 299,26 e 289°C para
MQ1, MQ2 e MQ3, respectivamente.

FIGURA 6— A) CURVA DE DSC DAS MEMBRANAS DE QUITOSANA E B) QUITOSANA/

COLAGENO
a) M3 b) MQC3
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
. Moz = MQC2
[= ]
2 2
5 k=
E 3
g © Y
E =
- E 1 1 1 1 1 1 1 1
M M
—
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 il 1 1 1 1
0 S50 100 150 200 3250 300 350 400 450 500 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Temperatura (*C) Temperatura (°C)

Nas membranas de quitosana/colageno, as curvas do DSC
também apresentaram dois picos: um endotérmico e outro exo-
térmico (Fig. 6b). Os picos endotérmicos e exotérmicos foram ob-
servados nas temperaturas de 99,37 e 300,56°C para MQC1, 109,27 €
301,98°C para MQC2 e, 131,13 € 292,57°C para MQC3. Resultado que

também se mostra compativel com o obtido pela termogravime-
tria, indicando que a reticulagao nas membranas de quitosana/
colageno, ao contrario das membranas de quitosana, aumentou
a estabilidade térmica do material e, consequentemente, a sua
resisténcia a temperatura, sendo que, mais uma vez, a solugao
G3 supera o resultado obtido por G2.

Em uma abordagem mais ampla, observa-se que a reticulagao
com genipina diminuiu a temperatura do pico endotérmico das
membranas de quitosana, a0 mesmo tempo em que aumentou
nas membranas de quitosana/colageno, indicando que a presenga
do colageno na estrutura das membranas influenciou no processo
de reticulacdo. Nota-se também que a genipina, em ambas as so-
lugdes (G3 e G2), proporcionou um maior grau de reticulagio (GR)
na MQC e menor na MQ. Essa altera¢io ocorre, pois, com a eleva¢io
do GRr, reduzindo a porosidade do material, a permeabilidade a
dgua e a difusdo de substincias aprisionadas nas redes poliméri-
cas. Por outro lado, a reticulagao promoveu uma diminui¢ao nas
temperaturas dos picos exotérmicos, com exce¢io da MQC2, que
apresentou um leve aumento (nao relevante).

A selecao de métodos de esteriliza¢ao para materiais desti-
nados a area médica deve levar em considerac¢ao aspectos fisi-
cos e quimicos do material, uma vez que os dispositivos médicos
costumam ser sensiveis a altas temperaturas apresentadas pela
esterilizagdo por vapor de autoclave, tornando a técnica raramen-
te empregada para esterilizagao de filmes poliméricos utilizados
na producao de bandagens adesivas®. No entanto, a MQC3, como
ja foi mencionado, apresentou um pico endotérmico de 131,13°C,
caracteristica que aumenta as possibilidades de esteriliza¢ao des-
se material para meios que utilizam alta temperatura, como a
autoclavagem, sem que haja o comprometimento da sua estrutura
polimérica.



ENSAIO MECANICO DE TRAGCAO

O ensaio mecinico de tragao, por sua vez, foi realizado com
trés amostras por grupo em uma INSTRON, modelo 3366, com cé-
lula de carga de 500N e uso de extensdémetro mecanico a tempe-
ratura ambiente e velocidade de deslocamento do travessao de 5
mm/min, seguindo a norma ASTM D882-91%.

De acordo com as propriedades mecanicas das membranas
obtidas neste ensaio (Tabela 2), as membranas de quitosana/co-
lageno sem reticulagao (MQC1) apresentaram resisténcia a tensao
inferior as membranas de quitosana sem reticulagao (MQ1), entre-
tanto uma taxa de deformagdo superior. Isso acontece porque o
colageno perde resisténcia mecdnica apds sua extragao, proprie-
dade que pode ser melhorada através da reticulagao®.

Apds submeter as membranas de quitosana as condigoes G2
e G3, observou-se que a reticulagao com genipina aumentou a
resisténcia a tensao das membranas de quitosana (MQ2 e MQ3), di-
minuindo a sua taxa de deformacao. Por outro lado, a reticulagao
das membranas de quitosana/coligeno com G2 ndo apresentou
resultado expressivo quanto ao parametro de resisténcia a tensao,
embora também tenha diminuido a taxa de deformacao do bio-
material G3, que, por sua vez, aumentou a resisténcia a tensao das
membranas de quitosana/coligeno (MQc3), assim como diminuiu
a sua taxa de deformacao.

De forma a validar os resultados apresentados, realizou-se
uma analise de varidncia (ANOVA) com intervalo de confianga de
95% através do software IBM SPss Statistics Subscription, em que
se constatou que houve efeito da reticulagao tanto na resisténcia
a tensdo das membranas [F(5,12)=4,869; p < 0,05] quanto na de-
formacao [F(5,12)=4,377; p < 0,05]. Além disso, por meio dos testes
de Shapiro-Wilk e Levene, verificou-se que as amostras possuem
distribui¢ao normal e suas varidncias sao homogéneas, uma vez
que p>0,05 em ambos.

TABELA 2— VALORES MEDIOS DAS PROPRIEDADES MECANICAS DAS
MEMBRANAS DE QUITOSANA E QUITOSANA/COLAGENO PARA OS DOIS ENSAIOS

Membranas Resisténcia a Tensiao (MPa) Deformagao (%)
MQ1 65,71 £ 3,49 7,94 £1,57
MQ2 69,92 + 6,53 6,92 +0,77
MQ3 70,39 +9,98 5,07+0,85

MQC1 49,12 + 5,14 9,82.+£3,04
MQC2 47,61+ 7,49 5,23+0,74
MQC3 59,34 £11,85 4,98 +1,44

Levando em consideragao a utilizagao do biomaterial para
aplicacoes médicas, tem-se que as membranas com menor de-
formacao e valores razoaveis de resisténcia a tragao possuem
elevado potencial, tendo em vista que a produg¢ao do bioadesivo
deve basear-se na sua finalidade de utilizagao, para qual tipo de
ferimento ele serd utilizado, area do corpo, fase de cicatrizagao,
entre outros parametros, pois o biomaterial desenvolvido deve
ser utilizado em superficies onde a sua tensao de ruptura seja
compativel com a do tecido® 2.

MOLHABILIDADE

Essa caracterizagao foi realizada com o intuito de analisar
o grau de hidrofobicidade das amostras através do gotejamento
com 4dgua destilada nas membranas, observando-se a tensao su-
perficial entre a membrana e a gota através de um goniémetro. A
verificagao do dngulo de contato foi realizada através do software
Angle Calculator 1.0 para determinar se o material é hidrofilico
ou hidrofébico.

A solucao G2 diminuiu a hidrofilicidade das membranas de
quitosana, a0 mesmo tempo em que aumentou a hidrofilicidade
nas membranas de quitosana/colageno. A solugao G3, por sua vez,



aumentou a hidrofobicidade das membranas de quitosana/colage-
no, diminuindo esse parimetro nas membranas de quitosana, pois
quanto maior o angulo obtido, menor é a hidrofilicidade da super-
ficie. Entretanto, como se observa na Fig. 7, ambas as membranas
apresentaram uma caracteristica hidrofilica, com alta molhabili-
dade, pois os angulos de contato foram inferiores a 90° **3* .

A hidrofilicidade da quitosana estd relacionada aos gru-
pamentos amina presentes ao longo de sua estrutura*. Com a
adi¢ao do colageno a estrutura da quitosana, hd uma interagao
eletrostatica entre os grupos carboxilicos do colageno com os gru-
pos amino protonados presentes na quitosana, ocasionando uma
reducdo na densidade da carga positiva e, consequentemente, o
aumento do dngulo de contato!* %%,

Durante a reticula¢ao das membranas, hd a formacao de liga-
¢oes cruzadas com a cadeia polimérica principal em alta ou baixa
propor¢ao, a depender da concentragao do agente reticulante, ha-
vendo um bloqueio dos grupos amino livres presentes na estrutura
da membrana, ocasionando um aumento ou diminuigao do dngulo
de contato baseado no grau de reticulagao sofrido pelo material***.

FIGURA 7-MOLHABILIDADE POR ANGULO DE CONTATO DAS MEMBRANAS DE
QUITOSANA E QUITOSANA/COLAGENO
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INTUMESCIMENTO

O grau de intumescimento (GI) foi determinado com o objeti-
vo de verificar o comportamento das membranas em meio liquido
semelhante ao do organismo (solugao tampao fosfato — PBSs).

Como apresentado na Fig. 8, as membranas MQ1, MQ2 e MQ3
apresentaram um intumescimento maximo no tempo de 6 horas,
enquanto as membranas MQC1, MQC2 e MQC3 apresentaram re-
sultado semelhante no tempo de 24 horas.

FIGURA 8—GRAU DE INTUMESCIMENTO DAS MEMBRANAS DE QUITOSANA E
QUITOSANA/COLAGENO
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As membranas reticuladas MQ2, MQ3 e MQC3 intumesceram
mais que as membranas n3o reticuladas MQ1 e MQci, resultado
que diverge do exposto por Carange e Rigo** e Smaniotto e Rigo®,
quando afirmam que a reticula¢ao por imersao diminui conside-
ravelmente a capacidade de intumescimento da membrana. No
entanto, MQC2 apresentou resultado compativel com o menciona-
do, pois intumesceu menos que MQc1. Por outro lado, resultados
semelhantes foram obtidos por RIGO e HABITZREUTER*, mostran-
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do que ainda existe divergéncia sobre a influéncia da reticulagao
na analise do grau de intumescimento, levando em consideracao a
concentracao dos constituintes na forma¢ao da membrana, como
também o agente promotor da reticulagao.

Além disso, a absor¢ao maxima observada nas membranas
foi de 111,97% (MQ2), resultado que também diverge do valor re-
portado por Carange e Rigo* e Smaniotto e Rigo*, cujas absor-
¢Oes variaram de 100 até 600%.

BIODEGRADAGAO

A biodegradagao foi realizada com o objetivo de verificar a
degradacao das membranas em meio bioldgico e foi baseada nas
normas ASTM F1635-04 Standard Test Method for in vitro Degrada-
tion Testing of Hydrolytically Degradable Polymer Resins and Fabricated
Forms for Surgical Implants*' e a ASTM F2103-01 Standard Guide for
Characterization and Testing of Chitosan Salts as Starting Materials
Intended for Use in Biomedical and Tissue-Engineered Medical Products
Applications*.

Como ¢é possivel observar na Tabela 3, as membranas de
quitosana/coligeno degradaram menos que as membranas de
quitosana, tanto na solu¢ao de PBS quanto na de PBS+Lisozima,
resultado que indica que a inser¢ao do coldgeno influenciou na
velocidade de degradagao do material. Por outro lado, nota-se que
a reticulagio com genipina acelerou o processo de degradacao
das membranas nos dois meios utilizados. Isso acontece porque
o grau de reticula¢ao das membranas possui importincia no pro-
cesso de degradagao, uma vez que os pontos de reticulagao res-
tringem a passagem das moléculas de PBs e de lisozima para den-
tro de sua estrutura, dificultando ou favorecendo a degradagao®.

TABELA 3—BIODEGRADAGAO DAS MEMBRANAS DE QUITOSANA E QUITOSANA/
COLAGENO

Perda de massa das membranas em 7 dias (%)

Membranas ..
PBS PBS + Lisozima

MQ1 4,2 2,21

MQ2 5,3 2,66

MQ3 15,16 19,37
MQC1 2,58 1,09
MQC2 3,68 1,8
MQC3 14,39 17,36

Resultados semelhantes foram obtidos por Fernandes* e Ca-
margo® nos seus ensaios de biodegradac¢ao para membranas de
quitosana, quitosana com sulfato de condroitina e quitosana com
alginato. Entretanto, os valores da degradacao das membranas
de quitosana/colageno reticuladas com genipina obtidas neste
trabalho foram bastante inferiores quanto aos valores reportados
pelos trabalhos citados, confirmando que a interag¢ao quitosana/
colageno-genipina demonstra ser promissora para utilizagao na
medicina regenerativa, uma vez que a velocidade de degradacao
provocada pela reticulagdo é um fator relevante para sua aplicabi-
lidade na drea médica, pois é possivel controlar a duragao de um
sistema de liberagao de farmaco no organismo através da variagao
deste parimetro*.

CITOTOXICIDADE
A avaliacao da viabilidade celular dos fibroblastos (citotoxi-

cidade) in vitro foi realizada com o intuito de observar os efeitos
bioldgicos adversos agudos provenientes do biomaterial por meio



do teste de avaliagao da viabilidade celular de fibroblastos por
MTT [brometo de 3-(4,5dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio],
de acordo com a IS0 10993-5:2009*, através do método direto de
contato entre o substrato do material e as células L929.

Abiocompatibilidade da quitosana e do colageno, como tam-
bém de materiais constituidos por esses polimeros ja sio com-
provados cientificamente®** contudo as membranas confec-
cionadas neste trabalho apresentaram efeitos citotéxicos, com
exce¢ao da MQcz, de acordo com a classificagao estabelecida pela
I1SO 10993-5:2009, como podemos observar na Fig. 9.

FIGURA 9— VIABILIDADE DE FIBROBLASTOS L929 NAS MEMBRANAS DE
QUITOSANA E QUITOSANA/COLAGENO
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3
1

MQ1 MQ2 MQ3 MQC1  MQC2  MQC3
Membranas

As membranas de quitosana sem reticula¢ao (MQ1) apresen-
taram uma viabilidade celular média de 54 + 27% (citotdxico para
a L929) que, ao analisar em conjunto com o FTIR da Fig. 2, perce-
be-se a auséncia de bandas intensas em 1550 e 1414 cm™ — alusivo
ao acetato de quitosana, indicando que a neutralizagao com o hi-
dréxido de amonio foi efetiva?*®. Dessa forma, a citotoxicidade
identificada nas membranas de quitosana confeccionadas neste
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trabalho esta atribuida ao processo de neutralizac¢ao utilizado,
uma vez que a quitosana possui um grande potencial para a ad-
sor¢ao de amonia* >,

A presenca de amonia e ions de amonio na estrutura do bio-
material é responsavel por uma grande por¢ao da sua toxicidade
aguda®~*°*!, entretanto, nota-se que a adigao do colageno a es-
trutura da membrana diminuiu a citotoxicidade identificada na
MQ1, pois MQC1 apresentou viabilidade celular média de 75 + 15%.

A reticulagio com genipina, por sua vez, também aumentou
a biocompatibilidade da MQ1, uma vez que MQ2 e MQ3 apresen-
taram viabilidade celular préximas as exigidas pela 150 10993-
5:2009, com valores de 87 +19% e 79 + 13%, respectivamente.

Nas membranas de quitosana coligeno (MQC2 e MQC3), a reti-
culagio nas condi¢des G2 e G3 também proporcionou um aumen-
to da biocompatibilidade do material, porém de maneira mais
expressiva, pois MQC2 apresentou viabilidade celular de 88 +18%,
encaixando-se nas exigéncias da norma utilizada, enquanto MQc3
apresentou uma viabilidade celular de 87 + 22%.

Na analise dos resultados mencionados, alguns autores di-
zem que 50% é o minimo da viabilidade celular que o biomaterial
deve apresentar para nao ser citotéxica, afirmativa que tornaria
as membranas, com exce¢ao da MQ1, biocompativeis®™.

A averiguagdo da biocompatibilidade de materiais com po-
tencial aplicagao médica tem inicio nos ensaios de citotoxicidade,
cujo resultado negativo sinaliza auséncia ou quantidades insufi-
cientes de componentes prejudiciais no material avaliado, ou seja,
sem potencial de estimulo de efeitos agudos em células isoladas,
sob condi¢Oes extremas. Um resultado positivo, ao contrario, in-
dica a presencga de uma ou mais substincias que sao extraidas e
podem ter importdncia clinica, sendo necessarias outras investi-
gacOes para a determinac¢ao da utilidade do material®.
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CONCLUSOES

No processo de produgiao do material a base de quitosana/
colageno, evidenciou-se que houve uma incorporagao do colageno
aestrutura da quitosana, influenciando diretamente no processo
de reticulagao.

Entre as duas solugoes utilizadas para formacao das ligagoes
de entrecruzamento (G2 e G3), pdde-se constatar que o extrato
alcodlico da polpa do jenipapo (G3) foi mais eficiente na atribuigao
de novas propriedades ao material proposto que a reticulagao com
genipina a 0,25% (G2). Este acontecimento pode estar associado
a diferencga de concentragao da genipina nas duas solugoes, bem
como a presenga de outras substincias diluidas no extrato que
possam ter contribuido positivamente neste processo.

Em meio a essas propriedades, com as andlises térmicas (TGA
e DsC), foi notdrio que a reticulagao com G3 aumentou a resistén-
cia a temperatura das membranas de quitosana/colageno, esten-
dendo as possibilidades de esteriliza¢ao dessas membranas a mé-
todos que usam altas temperaturas, como a autoclavagem. Além
disso, a presenga do colageno no biomaterial também influenciou
na aquisi¢ao de novas propriedades, como a reducao da velocida-
de de biodegradacao—parametro inversamente proporcional ao
processo de reticulagao com ambas as solugdes.

Por outro lado, 0 método para neutralizagio utilizado (hi-
dréxido de amdnio) provocou um encolhimento consideravel nos
diametros de todas as membranas, além de conferir carater ci-
totéxico ao material para a cultura de células L929. Contudo, a
presenca do colageno no biomaterial e a reticulagao com genipina
diminuiram a sua toxicidade, tornando-o biocompativel para as
finalidades propostas neste trabalho.

Baseando-se nisso, observa-se um potencial promissor na
utilizagdo do extrato bruto da polpa do jenipapo como rota al-
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ternativa para a reticula¢ao e obtengao de biomateriais de baixo
custo, destinados a engenharia de tecidos como forma de trata-
mento e cicatrizacao para ferimentos de pele.
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DE ALGINATO/QUITOSANA PARA IMOBILIZAGAO
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INTRODUCAO

iante da crescente geragao de residuos e consequente preo-
cupagao global sobre a questao, é notdria a demanda cienti-
fica mundial de desenvolvimento de tecnologias alternativas para
o tratamento de efluentes visando ao retiso de aguas residudrias.
Abiotecnologia surge no ambito cientifico para auxiliar na busca
por alternativas viaveis que reduzam ao maximo o impacto am-
biental gerado pelo homem no meio ambiente, utilizando-se para
tal dos microrganismos como ferramenta principal. Partindo des-
se principio, a técnica de aprisionamento em gel vem ganhando
espago nos mais diversos segmentos industriais, mas principal-
mente no que diz respeito a imobilizagdo de microrganismos em
bioprocessos, como a fabrica¢ao de firmacos, a produgao de en-
zimas, a fermentagao de mostos, as reag¢oes de biotransformagao
e biodegradagio, entre inimeros outros'.
O lixiviado, composto resultante da decomposi¢gao da matéria
organica do lixo quando em contato com a dgua da chuva, apre-
senta grande potencial poluidor de corpos hidricos superficiais e
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subterrineos?, o que se da devido as elevadas concentragdes de
compostos organicos, amonia e sais inorganicos, podendo incluir
também metais pesados?, além de apresentar baixa biodegradabi-
lidade*. Tais condi¢oes tornam os métodos convencionais adotados
atualmente para tratar o lixiviado, principalmente lagoas de esta-
bilizacao, ineficientes devido a incapacidade de os microrganismos
atuarem de forma eficaz em ambientes de elevada toxicidade. O
mecanismo de imobilizagao celular (1c) apresenta inimeras vanta-
gens ao ser utilizado na biorremediagao desses residuos, uma vez
que conserva o metabolismo celular devido a sua maior tolerancia
as altas concentragdes de compostos téxicos, gerando um aumento
da produtividade dos processos bioldgicos envolvidos®.

O alginato, polimero ja bastante empregado na formagao de
esferas para tratamento de efluentes, apresenta algumas limita-
cOes, entre as quais a baixa estabilidade destes géis na presenga de
certos componentes, os quais podem promover rupturas e disso-
lugdo das esferas formadas, a exemplo do fosfato e do citrato. Esse
problema pode ser contornado pelo tratamento com quitosana,
outro biopolimero, para aumentar a resisténcia dos biocatalisa-
dores formados®.

Uma infinidade de polimeros vem sendo estudada no intuito
de aprimorar matrizes utilizadas para compor esferas imobiliza-
das, entre elas a quitosana. Polimero natural oriundo do exoesque-
leto do inseto e da carapaga de crusticeos, a quitosana apresenta
inimeras caracteristicas necessarias para obtencao de sucesso na
IC, entre elas: capacidade de formar gel; baixa toxicidade; alta es-
tabilidade; porosidade uniforme. Além disso, através de sua modi-
ficagao fisica e/ou quimica, ou ainda, sua associagao a outros ma-
teriais, torna-se possivel obter melhorias em suas propriedades®.

A adigao de quitosana as esferas de alginato tem como obje-
tivo acrescentar caracteristicas vantajosas na composicao das mi-
croesferas para aumento da eficiéncia nos processos relacionados

a biorremediagao. O trabalho em questao teve como finalidade
avaliar a influéncia de diferentes concentracoes de quitosana na
porosidade, no intumescimento e na degradagao de esferas de
alginato/quitosana para sua posterior utiliza¢ao nas técnicas de
IC, objetivando o tratamento de efluentes.

RESIDUOS SOLIDOS: UM PROBLEMA AMBIENTAL

Segundo o art. 3 da Lei n°12.305, de 2 de agosto de 2010 (Po-
litica Nacional de Residuos Sélidos), os residuos sélidos se ca-
racterizam como “substdncias resultantes de atividades humanas em
sociedade cujas caracteristicas tornem inviavel o seu langamento na rede
publica de esgotos ou em corpos d’agua, ou exijam para isso solugoes técni-
ca ou economicamente inviaveis em face da melhor tecnologia disponivel”.

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Es-
tatistica (IBGE), a produgao média per capita de residuos sélidos
urbanos para a populagao brasileira é de 0,74kg (hab.dia)*. O
Ministério do Meio Ambiente garante que implicagdes da gestao
inadequada dos residuos sdlidos no meio ambiente resultam na
degradacao do solo, no comprometimento de mananciais, na po-
lui¢ao do ar e na satude publica’.

Com o objetivo de minimizar possiveis danos ao ambiente e
a satde publica, esses residuos sao destinados a aterros sanita-
rios, locais construidos sob normas técnicas especificas, onde sao
confinados com seguranga, conforme a NBR 8419, norma da ABNT
que fixa as condi¢des minimas exigiveis para a apresentagao de
projetos de aterros sanitarios de residuos sélidos urbanos.

Resultante da decomposi¢ao da massa orgénica do lixo, o
chorume, quando em contato com a dgua da chuva em aterros,
gera o lixiviado. Residuo com grande potencial poluidor, coloca
em risco de contaminagdo aguas superficiais e subterraneas, o



que o torna responsavel por um dos impactos mais significantes
no que diz respeito a deposicao de residuos®. Em corpos hidricos,
o acimulo de nutrientes proveniente do lixiviado reduz a quanti-
dade de oxigénio ali dissolvido, gerando um fen6meno conhecido
como eutrofiza¢ao, no qual a d4gua adquire uma cor turva, ocasio-
nando a morte de diversas espécies animais e vegetais.

O lixiviado caracteriza-se por apresentar, em sua composicao,
concentragoes elevadas de compostos organicos, amonia e sais
inorganicos, podendo incluir também metais pesados®. Apresenta
baixa biodegradabilidade*, sendo o tratamento bioldgico em lagoas
de estabilizagao majoritariamente utilizado devido as condigoes
climaticas favoraveis e a disponibilidade de area territorial. Esse
tipo de processo pode ser considerado eficiente no primeiro instan-
te, ou seja, no lixiviado de aterro novo, rico em acidos graxos vola-
teis e elevado valor de Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO). No
entanto, com o passar do tempo, surgem inimeros problemas rela-
cionados ao lixiviado das celas mais antigas, que passa a apresentar
reduzida disponibilidade de matéria organica biodegradavel, altas
concentragoes de nitrogénio amoniacal, metais potencialmente t6-
xicos e substincias humicas’. Uma vez que se torna inviavel econo-
micamente a utilizagao de um tnico método que reduza todos os
parametros ambientais relevantes do lixiviado, tém sido propostos
métodos fisico-quimicos e bioldgicos integrados, de forma a redu-
zir custos e alavancar a eficiéncia do processo como um todo.

TRATAMENTO BIOLOGICO DE LIXIVIADO
EM LAGOAS DE ESTABILIZAQAO

Para o sucesso do tratamento biolégico de residuos, é necessa-
ria a presenca de uma expressiva microbiota. Nas lagoas de estabi-
lizagao, as bactérias heterotroficas sao os principais componentes

responsaveis pela estabiliza¢ao da matéria organica. Os protozoa-
rios alimentam-se de bactérias, algas e outros microrganismos,
sendo essenciais para manutengao do equilibrio entre os diversos
organismos presentes'. Se presentes nas lagoas de estabilizagao, as
algas servem de indicadores da fertilidade das dguas, pela capaci-
dade de sintetizar matéria organica e pelo rapido desenvolvimento,
multiplicacao e desaparecimento™. No entanto, existem duas pro-
blematicas principais relacionadas aos microrganismos no trata-
mento biol6gico em lagoas de estabiliza¢ao: dificuldade no controle
da populagio de microrganismos ali presentes e necessidade de um
tempo relativamente longo para que atinjam padroes aceitaveis.

Além disso, a capacidade de degradar compostos toxicos des-
ses microrganismos é limitada'?. Se sujeitos a ambientes dema-
siadamente adversos com grandes variagoes de pH, temperatura
ou cargas toxicas, podem ter o metabolismo alterado, incapaci-
tando-os assim de realizar a decomposi¢ao almejada, ou ainda,
em condi¢Oes extremas, leva-los a morte; e ainda, dificuldade no
controle da populacao de microrganismos e necessidade de um
tempo relativamente longo para que os efluentes atinjam o volu-
me necessario para inicio dos processos de degradagao®.

Tendo em vista que os processos convencionais de remog¢ao
por desinfec¢cao ou diminui¢ao da concentra¢io de patégenos
sao, em partes, ineficientes, devido a toxicidade dos subprodu-
tos gerados, alguns até mesmo carcinogénicos, a exemplo dos
organoclorados, faz-se necessario o incentivo a pesquisas que
encontrem formas mais eficientes no tratamento de residuos.

A BIOTECNOLOGIA E OS SISTEMAS IMOBILIZADOS

A utilizac¢ao de microrganismos imobilizados no tratamento
de residuos traz beneficios a medida que possibilita o tratamento



de esgotos em menor area, diminuindo os custos de construgio da
lagoa. A imobilizagao de células objetiva conservar o metabolismo
celular e/ou enzimatico com a inten¢ao de aumentar a produtivi-
dade dos processos biolégicos envolvidos e, consequentemente,
diminuir os custos das operagdes em escala laboratorial e, prin-
cipalmente, industrial’. Dentro desse contexto, a biotecnologia
surge como ciéncia multidisciplinar que utiliza como ferramenta
os microrganismos na obten¢ao de produtos, geracao de servigos,
ou ainda, na otimizagao daqueles ja existentes. Desde entao, os
processos de imobilizagao tém alcancado consideraveis avancos
no que diz respeito a descoberta de novos materiais para matri-
zes, bem como ao aprimoramento das técnicas de imobilizac¢ao
em si. Tal afirmagado pode ser elucidada conforme mostra a Fig. 1.

Imobilizar células consiste em confina-las fisicamente em
uma regido definida de espaco, na qual serao mantidas suas ati-
vidades cataliticas, possibilitando a sua reutilizag¢ao, além da
possibilidade de se trabalhar com elevada concentragao de célu-
las, 0 que permite um aumento consideravel no rendimento de
processos”.

FIGURA 1-EVOLUGCAO DO NUMERO DE PESQUISAS CIENTIFICAS RELACIONADAS
A IC PUBLICADAS NOS ULTIMOS 50 ANOS
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Fonte: Web of Science Data Base “on-line”.
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Uma das principais vantagens da 1c é o reciclo de células, ou
seja, seu redso, principalmente se a matriz utilizada for um ma-
terial inerte que apresente resisténcia mecanica. Tal tecnologia
pode ser empregada em diversos segmentos, conforme mostra
a Tabela1.

TABELA I—APLICAgéES DE MICRORGANISMOS IMOBILIZADOS E SUPORTES
UTILIZADOS EM PROCESSOS BIOTECNOLOGICOS

Processo Microrganismo Suporte Utilizado
Produgio de etanol S. cerevisiae bucha vegetal
Fermentagao de mostos de uvas  S. cerevisiae Maga
Biotransformacao Rhodococcussp. Alginato
Biodegradacao P chrysosporium PUF¥, cerdmica e serragem
Producdo de enzimas N. frowardii PUF

*PUF: fibra de poliuretano.

Fonte: Adaptado de Covizzi (2007).

Atualmente muitas técnicas estao disponiveis para a imo-
bilizagao de enzimas ou células em uma variedade de suportes
naturais e sintéticos. A escolha do suporte, assim como da técni-
ca, depende da natureza da enzima/célula, do substrato e de sua
aplicagao final.

Podem-se classificar as técnicas de 1c em dois grupos princi-
pais: a) naturais—relacionadas a formagao de biofilmes e a adesao/
adsor¢ao microbiana em suportes sintéticos ou naturais; e b) arti-
ficiais—as quais compreendem a encapsulagao em matrizes como
alginato de calcio ou uso de agentes ligantes. Nas Ic naturais, as
ligagbes ocorrem de forma espontinea por meio de interagoes
eletrostaticas. J& nas artificiais, as células se ligam as matrizes
covalentemente através de um agente ligante®.
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Diversos sao os trabalhos comprovando a resisténcia de cé-
lulas imobilizadas a compostos toxicos e ambientes hostis, fator
que tem possibilitado o seu uso na biotransformag¢io dos mais
variados compostos, conforme demonstrado na Tabela 2.

O uso de biomassa imobilizada no tratamento de efluentes
tem gerado diversos estudos pela sua possibilidade de aplicagao
na remo¢ao de DQO (demanda quimica de oxigénio) em reatores
anaerdbicos em batelada sequencial’. Nesse caso, de acordo com
Ratuszne?, a 1c visa melhorar a retengdo de sélidos e eliminar a
etapa de sedimentagdo, diminuindo significantemente o tempo
de operacgao’.

TABELA Z—UTILIZAQAO DE CELULAS IMOBILIZADAS NA BIODEGRADAQAO DE
COMPOSTOS TOXICOS

Composto Microrganismo imobilizado Matriz de imobiliza¢do
Organoclorados P. chrysosporium espuma de poliuretano
O-ftalato Bacillus sp. espuma de poliuretano
Sulfato BRS carvao vegetal
Hi%ﬁicjﬁﬁgzms P. chrysosporium suporte sélido
Oleo Bactérias halotolerantes fibras de polipropileno

Fonte: Adaptado de Silva et al. (2006).

No tratamento de aguas residuais, o método de 1c mais ado-
tado tem sido o encapsulamento utilizando polimeros sintéticos,
tendo em vista que os naturais apresentam menor estabilidade
quando inseridos em ambientes com elevado grau de contamina-
¢do. Os polimeros sintéticos também apresentam maior resistén-
cia a0 rompimento, porém os polimeros naturais afetam menos
o metabolismo da célula imobilizada’.

Durante a escolha da matriz ou suporte a ser utilizado, é ne-
cessario levar em consideragao alguns pré-requisitos que devem
ser preenchidos, caracteristicas fundamentais a fim de tornar o
processo o mais eficaz. Algumas delas sdo: apresentar porosidade
uniforme a fim de permitir trocas gasosas, entrada de substra-
to e fluxo de cofatores e produtos do metabolismo microbiano®;
ter boa estabilidade mecinica, quimica, térmica e bioldgica®; ser
estavel a mudancas drasticas de pressao, temperatura e pH do
meio®; e proporcionar imobilizagao facil, acessivel e viavel para
uso em escala industrial*.

IC: METODO DE APRISIONAMENTO EM GEL NA FORMA DE ESFERAS

O aprisionamento em gel é o método mais utilizado para
imobilizag¢ao de células vivas®. A imobilizagao celular visa pre-
servar a atividade metabdlica e/ou catalitica das células vivas ou
enzimas com a inten¢ao de aumentar a produtividade dos biopro-
cessos envolvidos e de diminuir os custos das operagdes labora-
toriais e, principalmente, industriais. Uma vez que a matriz de
imobiliza¢ao resulta, geralmente, na maior protegao das células,
encontram-se na Tabela 3 algumas vantagens do uso de células
imobilizadas sobre as células livres.

Aprisionamento ou microencapsulagio, como também
pode ser chamado, é um método classico que consiste no confi-
namento fisico de células em uma matriz polimérica formadora
de gel. Nessa técnica, as células microbianas s3o adicionadas a
um material polimérico que pode ser de origem sintética como
a acrilamida, o poliuretano ou o gel de alcool polivinilico (pva-
gel), ounatural, como o agar, o alginato e a quitosana (ver Fig. 2).



De acordo com Wang et al.,” tais polimeros apresentam em sua
composi¢ao cargas negativas que, quando gotejadas em solugao
catiénica, ocasionam a troca de ions por cations bivalentes, tais
como Ca*, Cu*, Zn* ou Mn*, formando ligag¢des idnicas, o que
gera um gel de formato consistente e insoltvel, aprisionando as-
sim 0s microrganismos.

Visto que a matriz de aprisionamento geralmente resulta em
limitaces no que diz respeito a transferéncia de massa, a imobi-
lizagao na forma de esferas é preferivel devido a elevada area su-
perficial®. O tamanho da esfera depende de fatores como a veloci-
dade do fluxo, a densidade da matriz polimérica e a concentragio
da solugdo catiénica na qual a solugao polimérica serd gotejada.

TABELA 3-VANTAGENS DO USO DE CELULAS IMOBILIZADAS SOBRE AS CELULAS
LIVRES

Vantagens

Capacidade de operagdo na presenga de uma maior densidade celular
Aumento da estabilidade e do tempo de atividade do biocatalisador
Maior afinidade pelo substrato

Maior tolerdncia as altas concentragdes de compostos t6xicos
Fonte: covizzI et al. (2007).

A matriz formada deve permitir ao microrganismo a possibi-
lidade de troca de gases e de massa (nutrientes, metabdlitos, etc.)
com o meio, mesmo que limitada. Caso a difusao de oxigénio nao
seja uniforme, as células da superficie do gel migram para o meio
externo, ocasionando o rompimento da matriz’. Portanto, faz-se
necessario escolher previamente o tamanho da particula e a con-
centragao celular a serem utilizadas no processo. A tecnologia da
imobilizac¢ao de microrganismos em matriz de alginato de célcio
adicionada de quitosana.

FIGURA 2—CONFINAMENTO DE QUITOSANA SOLUVEL EM AGUA EM
MICROESFERAS DE QUITOSANA DE TAMANHOS VARIADOS

Fonte: DANG et al. (2017).

Os progndsticos recentes quanto a utilizagao dos recursos
naturais demonstram uma situagao preocupante no que diz res-
peito a disponibilidade de dgua para as futuras geragdes, pelo
aumento do consumo aliado ao agravante da polui¢ao doméstica
e industrial. Assim, o processo de descontaminagao que empre-
ga microrganismos livres, imobilizados, ou ainda, os produtos
destes, é considerado uma tecnologia ecologicamente correta e
alternativa, que pode ser empregada na biorremediagao®.

O alginato apresenta propriedades singulares, que permitem
seu uso em diferentes areas do conhecimento”. Em fungdo de
suas caracteristicas fisico-quimicas, que permitem sua geleifica-
¢do, o polimero tem sido amplamente utilizado para confinamen-
to de microrganismos na realizagao de processos fermentativos,
produgao de firmacos, tratamento de efluentes, ou ainda, na li-
beracao de fairmacos de forma controlada. A tecnologia de 1c em



alginato surgiu como uma importante ferramenta na manuten-
¢ao da atividade biocatalisadora quando aplicados a biorreatores.
E o polimero mais empregado em tais situagdes em decorréncia
das suas vantagens: baixo custo, baixa toxicidade e ndo compro-
metimento da fisiologia das células imobilizadas.

Polissacarideo linear, o alginato apresenta em sua consti-
tuigao quimica subunidades monoméricas de dcido manuréni-
co ligado por ligagdes glicosidicas do tipo beta 1,4 e, também, de
dcido glucurénico, unidas por ligagdes do tipo alfa 1,4, o que os
enquadra como um heteropolimero (Fig. 2). A primeira forma de
isolamento desses carboidratos se deu a partir de algas marrons
pertencentes aos géneros Laminaria e Macrocystis, sendo poste-
riormente também produzidos por bactérias dos géneros Pseudo-
monas e Azotobacter. A proporg¢ao de B-manurato e a-guluronato
depende da origem do alginato®.

Como ja descrito anteriormente, a IC por aprisionamento se
da pela mistura de células microbianas com um composto polimé-
rico de carga negativa. No caso do alginato, a formacao de esferas
da inicio com a sua preparagao com concentragao que pode variar
de 2 a 4%(m/v), preparado em agua destilada. Para obtengao da
solubilizagao do polimero, é necessaria sua agitacao por cerca de
6 horas em agitador magnético, ou 12 horas em agitador orbital
em temperatura ambiente. A solugao é entao gotejada em uma
solucao idnica de concentragao adequada para obtengao do gel,
que deve apresentar porosidade dependente das condigoes pre-
viamente estabelecidas.

Dentre algumas limitagoes descritas para o uso da matriz
de gel de alginato, destaca-se a baixa estabilidade destes géis na
presenga de certos componentes, os quais podem promover rup-
turas e a dissolu¢ao das esferas formadas, a exemplo do fosfato e
do citrato. Este problema pode ser contornado pelo tratamento

com quitosana, outro biopolimero, para aumentar a resisténcia
dos biocatalisadores®.

Dentro desse cendrio, a quitosana surge como um polimero
com elevado potencial biotecnoldgico aplicavel as mais diversas
dreas. Obtida a partir da desacetilagiao da quitina, geralmente re-
sultante da hidrdlise parcial dos grupos acetamida, a quitosana
pode ser encontrada naturalmente na parede celular de fungos,
que apresentam até 50% deste polimero na sua estrutura. Ja a
quitina, considerada o segundo biopolimero mais abundante na
natureza, ficando atras apenas da celulose, é encontrada atuando
como elemento estrutural em artrépodes, exoesqueleto de crus-
taceos, e em algas diatomaceas, como também na formacao da
parede celular de fungos®.

Isolada pela primeira vez em 1859, a partir do aquecimento da
quitina em solug¢ao concentrada de hidréxido de potassio®, a qui-
tosana (poli[f-(1-4) -2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose]) possui
estrutura quimica molecular similar a celulose, diferindo apenas
nos grupos funcionais, sendo os grupos hidroxila (0H) dispostos
para a celulose e o grupamento amino (NH2) para a quitosana®,
conforme exemplificado na Fig. 4. Solubiliza-se apenas na pre-
senga de acidos organicos com pH inferior a 6, sendo o acido acé-
tico e o formico os mais utilizados.

Alguns fatores afetam a eficiéncia da desacetilagdo e, conse-
quentemente, as caracteristicas da quitosana obtida, tais como:
a) temperatura e tempo de reagdo; b) concentragiao da solugao de
alcali e adigao de diluente (alcoois de cadeia curta e cetonas sao
empregadas); ) razao quitina/alcali; d) tamanho das particulas de
quitina;e) atmosfera da reagdo e presenga de agentes que evitem
a despolimerizagao®.

O alginato apresenta-se como um polidnion, e a quitosana
é um polication; quando dissolvidos em condicdes apropriadas,



ocorre a interagao eletrostatica dos grupos carboxilicos do algi-
nato com os grupos amina da quitosana e o resultante entrela-
camento dos dois, formando assim a membrana que envolve os
microrganismos®. Um fator bastante atraente na quitosana é a
possibilidade de modificagao fisica e/ou quimica, como também
sua associag¢ao com os outros materiais, buscando melhorias em
suas propriedades®.

FIGURA 3—COMPOSICAO DO ALGINATO: (A) CADEIA DE RESIDUOS DE ACIDOS
MANURONICOS; (B) CADEIA DE RESIDUOS DE ACIDOS GULURONICOS; (C)
CADEIA DE RESIDUOS DE ACIDOS MANURONICOS E ACIDOS GULURONICOS

ALTERNADOS

Fonte: Rodrigues (2010).

O incremento da quitosana as esferas de alginato tem como
objetivo adicionar suas caracteristicas vantajosas na composi¢ao
das microesferas. Tais propriedades sao: a) porosidade uniforme
da superficie ao interior, garantindo, dessa forma, uma grande
difusao do substrato; b) disponibilidade de muitos grupos amina
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altamente reativos, o que permite imobilizar diversas biomolécu-
las através de ligagoes covalentes; c) alta estabilidade em ambien-
tes hostis e hidrofilicidade dos produtos formados.

INFLUENCIA DA CONCENTRAQAO E POROSIDADE NA
DIFUSAO DE MICROESFERAS DE ALGINATO/QUITOSANA

Devido a crescente utilizagao da quitosana na formacao de
matrizes, diversos pardmetros relacionados a sua presenca tém
sido extensamente estudados sob varias condi¢des, como a con-
centrag¢ao e a massa molar da quitosana, o grau de desacetilagao,
o pH e a temperatura no processo de geleificagao®.

Apesar das inimeras pesquisas que vém sendo realizadas
acerca das diferentes formas de se imobilizar células, ainda nio
se chegou a um consenso sobre qual material ou metodologia é
ideal para cada tipo de 1c. Dependendo da aplicagao, algumas ca-
racteristicas devem ser mensuradas quanto a escolha do suporte
e a0 método de imobiliza¢ao, levando em consideragao os seguin-
tes aspectos: a) fisicos: area superficial disponivel, forma, poro-
sidade, volume de poro, densidade; b) quimicos: disponibilidade
de grupos reativos e hidrofobicidade; estabilidade: estabilidade
mecanica e estocagem; resisténcia: pH, temperatura, solventes
organicos; c) econdmicos: disponibilidade e custo da matriz e dos
reagentes, equipamentos, impacto ambiental; d) reacionais: limi-
tacoes difusionais, cinética da reagao®.

Considerando o tratamento de dguas residudrias, no que diz
respeito a morfologia do suporte, a porosidade é uma fator deter-
minante para a otimizagao da cinética do bioprocesso, ja que ela
permite, ou ndo, o acesso das células ao meio e consequentemente
as moléculas a serem removidas e/ou biorremediadas, a exemplo
do fésforo, coliformes termotolerantes, matéria organica, entre
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outros. Isso leva a procura por matrizes com alta porosidade, o
que permite uma grande area superficial interna e poros com
didmetro suficiente para que as células realizem suas atividades
bioquimicas de forma eficiente sem escapar para o meio*.

FIGURA 4—~COMPARAGAO DAS ESTRUTURAS MOLECULARES DE (1) — CELULOSE,
(2) — QUITINA E (3) — QUITOSANA
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Fonte: Azevedo et al. (2007).

A propriedade que um fluido apresenta de resistir a deforma-
cio por tensdes cisalhantes é denominada viscosidade. E possivel
conferir as solug¢des poliméricas aumento de viscosidade com a
adigao de pequenas concentragdes de quitosana, em meio acido,
devido a sua alta massa molecular e estrutura linear”.
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Conforme ja explicitado anteriormente, na interagao algina-
to/quitosana, ha a jun¢io de um polimero catidnico, o alginato,
com um polimero catidnico, a quitosana. Juntos em solu¢ao aquo-
sa, eles formam o PEC, Complexo Polieletrolitico. No caso do algi-
nato de calcio e da quitosana, esses compostos se ligam através de
interac¢ao idnica, o que confere mais estabilidade e resisténcia aos
dois polimeros, diminuindo os poros das microesferas®.

Com o auxilio de um microscépio eletronico de varredura, ja
foi possivel observar a morfologia dos tipos de poros encontra-
dos na estrutura da quitosana®, no entanto, ha uma caréncia de
trabalhos cientificos que relacionem concentrag¢des de quitosana
com a porosidade das microesferas. Torna-se, assim, necessario
encontrar uma concentragao de quitosana ideal que auxilie na
estabilidade e resisténcia das microesferas, sem interferir na sua
porosidade, contribuindo para o acontecimento das reagoes bio-
quimicas e consequentemente a otimizac¢ao do tratamento dos
residuos.

ESTUDO DE CASO

Neste momento, iremos avaliar um estudo experimental do
uso da alginato/quitosana, enfocando a influéncia das diferentes
concentragoes de quitosana na morfologia das esferas, sua carac-
terizagao e comparagao com relagao as esferas formadas somente
por alginato. Os géis usados no experimento foram com concen-
tragoes inferiores a 3% de quitosana, ja que, em concentragdes
superiores, pode-se observar uma maior resisténcia a passagem
pela bomba, mostrando que o aumento da viscosidade da solugao
dificulta a extrusao, podendo ocasionar seu entupimento, fator
determinante para se trabalhar apenas em concentragoes infe-
riores ou iguais a tal porcentagem.
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As esferas formadas apresentaram diversidade de tamanho,
coloragao bege e formato tendendo a esférico, demonstrado na
Fig. 5. Conforme a Tabela 4, o didmetro médio das esferas foi in-
fluenciado pelo aumento da concentragio de quitosana, mostran-
do que as duas variaveis sao inversamente proporcionais, confor-
me uma cresce, a outra decresce diferentemente do exposto por
Tange et al.*, que demonstrou que quanto maior a concentragao
total de polimero, maior o didmetro de microesferas produzidas.

FIGURA 5—-FOTOGRAFIA DE ESFERAS DE ALGINATO/QUITOSANA APOS SECAGEM,
PRODUZIDAS A UMA VAZAO DE 15 ML/MINCOM QUITOSANA NAS SEGUINTES
CONCENTRAGOES: (4) 1%; (B) 2% E (C) 3%

A microscopia eletrénica de varredura fornece informagoes
sobre as caracteristicas morfoldgicas das microesferas, como a
presenca de fissuras e poros, permitindo uma andlise rapida e
direta da eficiéncia da técnica de aprisionamento em gel.
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TABELA 4-DIAMETRO MEDIO DAS ESFERAS DE ALGINATO/QUITOSANA COM
DIFERENTES CONCENTRAgéES DE QUITOSANA

Concentragoes Diametro Médio Esferas Desvio Padrio
1% 3,91 10,86
2% 3,52 +0,7
3% 3,48 +0,45

As diferentes concentragdes de quitosana ocasionaram mu-
dancas significativas na morfologia da superficie das esferas, con-
forme exposto na Fig. 6. As esferas (b) e (c), escolhidas aleatoria-
mente, apresentaram irregularidades quanto ao formato esférico
se comparadas a esfera (a). Provavelmente, a maior concentragao
de quitosana observada em (c) favoreceu a manutengao da forma
esférica, fato que se deve a forca de interagdo idnica entre os po-
limeros, o que confere mais estabilidade e resisténcia as esferas,
pois resulta na diminuic¢ao de seus poros®. Além disso, a esfera
(c) n3o apresentou deformagoes, o que é considerado o ideal para
o tratamento de efluentes, j4 que o formato esférico é uma estra-
tégia para incrementar a capacidade de adsor¢do da quitosana,
uma vez que microesferas possuem uma area superficial cerca de
100 vezes maior do que a quitosana em flocos?.

FIGURA 6—MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DAS ESFERAS DE
ALGINATO/QUITOSANA APOS SECAGEM COM DIFERENTES CONCENTRAGOES DE
QUITOSANA: (A) 1% DE QUITOSANA; (B) 2% DE QUITOSANA E (C) 3% DE
QUITOSANA. AUMENTO 155 X. ESCALA 500 UM
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Quanto a porosidade da superficie das esferas, elucidada na
Fig. 7, uma menor concentragao de quitosana mostrada em (a)
resultou na obtenc¢ao de um material mais compacto e menos
poroso, o que é uma caracteristica indesejavel, segundo Cunha e
Beppu*, ja que pode comprometer a interagao da matriz com o
adsorbato, nesse caso das células com o efluente liquido. Em (c), é
possivel observar uma estrutura bastante rugosa, o que, de acordo
com Silva®, indica uma estrutura mais resistente que serve de
protecao para a parte interna da esfera. Além disso, as rugosida-
des encontradas podem determinar um significativo aumento
da area superficial para processos tanto de adsor¢ao quanto de
absorcao, é tal que alguns polimeros que apresentam superficie
lisa recebem tratamentos quimicos na inddstria para se torna-
rem rugosos*. Os fatos levantados corroboram a ideia de que o
aumento da concentra¢ao de quitosana também é determinante
nao sé na porosidade das esferas, mas também na formacao de
estruturas rugosas que aumentam sua area superficial.

FIGURA 7—MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DA SUPERFICIE DAS
ESFERAS COM DIFERENTES CONCENTRAGCOES DE QUITOSANA COM AUMENTO
DE 6.67 KX E ESCALA 10 UM: A) ESFERA CONTENDO 1% DE QUITOSANA; B) 2% DE
QUITOSANA E C) 3%
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GRAU DE INTUMESCIMENTO (GI)

A Fig. 8 apresenta os graficos de intumescimento em fun¢ao
do tempo para as esferas de alginato/quitosana em dgua destilada
a 25°C, contendo as trés diferentes concentragdes de quitosana.
As esferas de alginato/quitosana na proporgao 4:1 (m/m) exibi-
ram um intumescimento maximo de 80,57% no tempo de 4 horas,
enquanto as esferas na propor¢ao 2:1 (m/m) obtiveram valor ma-
ximo de intumescimento de aproximadamente 680% no tempo
de 2 horas; e na propor¢ao 4:3 (m/m), o intumescimento maxi-
mo chegou a 750% no tempo de 24 horas. Segundo Vieira et al.*,
confirmaram-se que a variavel com maior efeito sobre o grau de
intumescimento em esferas de alginato é a concentragdo do poli-
mero. Neste estudo em questao, nao ha variagao da concentragao
de alginato, apenas de quitosana, de forma que todas as esferas
foram submetidas as mesmas condicoes de preparacao, secagem
e imers3o. Dessa forma, pode-se afirmar que o aumento da por-
centagem de quitosana nas esferas de alginato esta diretamente
ligado a sua capacidade de absorgao de dgua, pois quanto maior a
concentragao de quitosana, maior a concentra¢ao de grupos ami-
na ainda nao reticulados, ou seja, livres, formando uma estrutura
menos rigida e, por conseguinte, com maior poder absortivo.

Na Fig. 9, esta sendo apresentado um significativo decrésci-
mo na capacidade de intumescimento das esferas imersas em es-
goto, em relagdo as submersas em dgua destilada, possivelmente,
devido a quantidade de sélidos suspensos presentes na amostra
utilizada que acabaram por bloquear alguns dos poros responsa-
veis pela passagem do efluente para dentro da esfera, ou ainda,
pela adsor¢do de particulas na superficie da membrana e/ou no
interior de seus poros, devido a interagdes entre os solutos pre-
sentes na solugao a ser tratada e o material da esfera, dificultando
assim o seu intumescimento®.
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FIGURA 8—VARIA(;Z\O DO GRAU DE INTUMESCIMENTO COM O TEMPO PARA FIGURA 9—VARIAQAO DO GRAU DE INTUMESCIMENTO COM O TEMPO PARA

ESFERAS CONTENDO (A) 1%, (B) 2% E 3% DE QUITOSANA IMERSAS EM AGUA ESFERAS CONTENDO (A) 1%, (B) 2% E (C) 3% DE QUITOSANA IMERSAS EM
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As esferas de alginato/quitosana na propor¢ao 4:1 apresenta-
ram um intumescimento maximo de 341% no tempo de 24 horas,
enquanto na proporgao 2:1 de 435% em 4 horas, e as na propor-
cao 4:3, 413% em 24 horas. Mesmo sob as condigoes geradas pelo
efluente, as esferas contendo as maiores concentragoes de quito-
sana apresentaram um maior grau de intumescimento, indicando
mais uma vez que a concentragao do polimero e o intumescimento
sao variaveis diretamente proporcionais até certo ponto. Levando
em consideracao apenas esse pardmetro de forma isolada, no caso
de ensaios realizados com efluentes, as esferas contendo 2% de
quitosana apresentaram um comportamento melhor no que diz
respeito ao intumescimento por atingirem uma absor¢ao maior
em um menor periodo de tempo em relagao as esferas contendo
3% de quitosana.

A Fig. 10 apresenta as imagens das esferas intumescidas em
agua destilada contendo respectivamente 1%, 2% e 3% de quito-
sana. E possivel observar o formato irregular da esfera formada
a partir da menor porcentagem de quitosana (1%), além da sua
superficie densa, sem a presenga de poros, enquanto as esferas
com as maiores concentragdes se apresentam com formato bem
mais regular, tendendo a esfericidade com superficies altamen-
te rugosas, demonstrando que a concentragao de quitosana esta
relacionada 2 manuten¢ao da forma esférica também durante o
processo de intumescimento.

FIGURA 10—MICROSCOPIA ELETRONICA DE ESFERAS CONTENDO 1%, 2% E 3%,
RESPECTIVAMENTE, INTUMESCIDAS EM AGUA DESTILADA

-
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Os testes de degradagdo analisaram a influéncia da concen-
tracao de quitosana na perda de massa das esferas imersas em
dgua destilada e esgoto no decorrer de 7 dias. Conforme os dados
obtidos e trazidos na Tabela 5, as esferas a 1% quitosana tiveram
um elevado percentual de biodegradagiao média: 50,1% para as
imersas em agua destilada; 63,9% para as imersas em esgoto. Ja
as esferas contendo uma concentragao de 2% de quitosana apre-
sentaram uma biodegrada¢ao média relativamente menor se
comparadas com a amostra relatada anteriormente: 49,55% para
as imersas em agua destilada; 59,53% para as esferas em esgoto.
As esferas a 3% quitosana apresentaram os seguintes resultados:
46,49% para as esferas em dgua destilada; 51,70% em esgoto.

Os ensaios mostraram que, para as maiores concentracoes de
quitosana, hd uma menor perda de massa das esferas, tanto para
0 esgoto quanto para a agua destilada, para um mesmo periodo
de tempo, o que correlaciona diretamente duas novas variaveis:
concentragao de quitosana e biodegradagao. No entanto, as esfe-
ras imersas em esgoto sofreram maior biodegradabilidade, fato
que provavelmente se deve a presenca de alguns minerais quela-
tos como cdlcio, ferro, zinco e magnésio, que se ligam aos grupos
amino por liga¢des covalentes*. A quitosana, por apresentar mui-
tos grupos amino, se ligou a esses minerais, possibilitando a sua
desintegracgao e eventual perda de massa.

TABELA 4—-TABELA CONTENDO OS DADOS DE BIODEGRADAQZ\O PARA AS
ESFERAS COM CONCENTRAQAO DE 1% EM QUITOSANA, IMERSAS EM AGuA
DESTILADA E ESGOTO, EM PORCENTAGEM, RESPECTIVAMENTE

Concentragao 1% 2% 3%
BH20 (%) BESGOTO (%) BH20 (%) BESGOTO (%) BH20 (%) BESGOTO (%)
E1 28,57 50,00 68,93 89,01 34,62 14,29
E2 50,00 66,67 78,31 80,10 49,06 15,09
E3 64,00 66,67 38,24 57,14 15,00 50,70
E4 40,00 69,23 42,50 72,22 80,45 47,83
Es 60,00 58,33 38,78 25,37 41,67 94,85
... E6 58,06 72,41 30,56 33,33 58,14 87,50
Média (MQC1) 50,10 63,89 49,55 59,53 46,49 51,70
Desvio Padrdo 13,56 8,25 19,27 25,73 22,14 34,34
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Logo, como conclusdes do estudo, obtivemos as seguintes

explicagOes:

As maiores concentragdes de quitosana influenciaram no ta-

manho das esferas, sendo que, para maiores niveis de quitosana,
o tamanho das esferas foi menor, aumentando a area superficial;

9

Maiores concentragdes de quitosana resultaram em superfi-
cies mais porosas;

Maiores concentragdes de quitosana foram responsaveis pelo
aparecimento de enrugamentos nas esferas, o que configura
uma maior area de adsorg¢ao e/ou absor¢ao;

Maiores concentragdes de quitosana foram responsaveis pelo
maior grau de intumescimento, mostrando que as duas va-
ridveis estdo diretamente interligadas;

A perda de massa foi menor para esferas, contendo maiores
concentragdes de quitosana e mostrando que essas esferas
degradam menos na presenca de maiores niveis do polimero.
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INTRODUCAO

uso de produtos naturais, mais precisamente os de origem

vegetal, é uma das praticas mais antigas usadas no trata-
mento e cura das enfermidades. Nesse sentido, as plantas s3o
consideradas como um dos primeiros recursos terapéuticos uti-
lizados pela humanidade'.

As plantas s3o importantes fontes e precursoras de substan-
cias com grande potencial terapéutico, nao apenas pela grande
variedade de espécies vegetais com propriedades medicinais
ainda nao exploradas, mas pela grande variedade de metabdlitos
primarios e secundarios por elas sintetizadas?. Os metabdlitos
secundarios produzidos pelas plantas sao de natureza quimica
e tém como fungao a defesa contra herbivoros, microrganismos,
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prote¢ao contra raios UV (ultravioleta), atragao de polinizadores e
animais dispersores de sementes, assim como produg¢ao de subs-
tancias alopaticas, como nutrientes, dependendo das especifici-
dades de cada planta’.

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades do planeta
distribuida em toda a sua extensao territorial: cerca de 55 milhoes
de espécies de plantas superiores e uma farmacopeia com enorme
variedade de plantas medicinais*. Um dos grandes desafios da
ciéncia e da sociedade é a explora¢ao desse patriménio quimico e
biolégico de forma sustentavel’. O crescente interesse em drogas
de origem vegetal é devido, entre outros fatores, a ineficiéncia da
medicina convencional, aos efeitos colaterais de algumas drogas
sintéticas e ao fator social, uma vez que grande parte da popula-
¢ao pobre do mundo n3o tem acesso ao tratamento farmacoldgico
convencional®.

A caatinga é um bioma com grande diversidade, sendo exclu-
sivamente brasileiro, é constituido por um patrimdnio biolégico
que, em muitos casos, nao se encontra em outro lugar do planeta,
apresenta inimeras plantas medicinais usadas em tratamentos
caseiros’. Entre as espécies vegetais utilizadas pela populagao,
destaca-se a Cnidoscolus urens (L). Arthur, conhecida popularmente
como urtiga branca. Na medicina popular, ¢é utilizada no trata-
mento de reumatismo, apendicite, inflamac¢ao na préstata, he-
morragia e cancer®.

A Cnidoscolus urens (L). Arthur é uma espécie pertencente a fa-
milia Euphorbiaceae, género Cnidoscolus, caracterizada como um
arbusto ou subarbusto, latescente, podendo atingir cerca de 0,5-
2,5 m de altura’. A espécie é conhecida pela presenca de pelos
urticantes, chamados de tricomas urticantes; estes, quando en-
tram em contato com a pele, liberam instantaneamente cristais
de oxalato de calcio, promovendo urticirias®™.

Nas espécies pertencentes ao género Cnidoscolus, sdo eviden-
ciados dois tipos de tricomas: urticantes e nao urticantes. Os tri-
comas urticantes sao unicelulares, com forma tubular, alongada
e apresentam paredes silicosas, dispostas sobre uma base mul-
ticelular e com abertura obliqua no apice'. Tais estruturas pos-
suem nao somente fungao secretora de exsudatos quimicos, mas
também constituem base mecanica de resisténcia'?. Os tricomas
nao urticantes sao simples, unicelulares e formam indumento
pubescente, velutino, tomentoso, pubérulo, viloso, revestindo a
maioria das espécies nas partes vegetativas e florais®.

Dentro do cenario de utilizagao de plantas medicinais, como
alternativa para o tratamento de doengas, a Cnidoscolus urens foi
bastante relatada em levantamentos etnofarmacolégicos, quanto
ao seu uso pela populagao, como fonte alternativa de tratamento
para cancer, sendo essa doenca a segunda principal causa de morte
no mundo*. Diante do crescente niimero de casos de cancer, evi-
denciados a cada ano em todo o mundo, torna-se necessaria a bus-
ca por novas moléculas que apresentem atividade antitumoral®.

Em outras areas, os compostos advindos de fontes naturais
apresentam bastante relevancia, como na area anti-infecciosa, a
qual é dependente dos produtos naturais ou de suas estruturas®.
Nesse sentido, as substancias produzidas por plantas represen-
tam uma importante fonte para a descoberta de antibiéticos mais
eficazes.

Perante o exposto, este trabalho teve como objetivo promover
a purifica¢ao dos extratos da Cnidoscolus urens, por meio da Cro-
matografia Liquida de Alta Eficiéncia em Coluna de Fase Reversa
(CLEA-FR); avaliar a atividade antibacteriana e citotdxica in vitro
das fragoes purificadas, com o intuito de assegurar seu uso e fu-
turamente servir de parimetros para o isolamento de substincias
ativas.



MATERIAIS E METODOS

LOCAL DA REALIZAQAO DO TRABALHO

O presente experimento foi realizado no Laboratério de Bio-
tecnologia da Unidade Académica de Engenharia de Biotecnologia
e Bioprocessos (UAEB), sob as seguintes coordenadas de latitude e
longitude: -7.660452455692277 e—36.893180150389135, respectiva-
mente, localizado no Centro de Desenvolvimento Sustentavel do
Semiarido (cDsA) da Universidade Federal de Campina Grande,
na cidade de Sumé-Paraiba.

MATERIA-PRIMA

O material vegetal foi coletado no Sitio Serra Pelada, sob
as coordenadas geograficas de latitude e longitude: -7,474655,
-36,839302, respectivamente, localizado a 25,9 km da cidade de
Sumé-Paraiba.

TRATAMENTO DA MATERIA-PRIMA

O objetivo desta etapa foi promover o fracionamento da plan-
ta, com a finalidade de reduzir, mecanicamente, o material ve-
getal a fragmentos de pequenas dimensdes, assim preparando o
material para a etapa seguinte—a extragio—e, consequentemente,
o arraste dos metabdlitos secundarios presentes na Cnidoscolus
urens. Nessa etapa, o material vegetal foi submetido ao trata-
mento com etanol a 46% e fracionado em um liquidificador por
5 minutos; o processo foi repetido diversas vezes até que todo o
material vegetal fosse fracionado e concentrado.
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CONCENTRA(;AO DO EXTRATO ETANOLICO DA CNIDOSCOLUS URENS

O extrato etandlico bruto foi fracionado e centrifugado a
1580xG, por 3 minutos, em uma centrifuga (marca Logen, mo-
delo LsDTL40B) e depois filtrado em sistema de filtragao a vicuo.
Apds afiltragdo, o extrato foi distribuido em béqueres e congelado
em ultrafreezer a -70°C por 48 horas. As amostras resultantes do
processo acima mencionado foram liofilizadas para a obtencao
do material em forma de pé.

DILUIQAO E FILTRA(;ZXO DO MATERIAL LIOFILIZADO

O material liofilizado foi submetido ao tratamento com
metanol até que todo o extrato em poé fosse solubilizado com o
solvente; apds a extragdao com o solvente, o material obtido foi
filtrado, em um filtro de seringa nylon, com didmetro de 2s mme
poro 0,20 um, e armazenado em tubo conico de 1,5 mL, sendo es-
tocado em geladeira para posterior purificagao por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia em Coluna de Fase Reversa (CLAE-FR).

PURIFICAQAO DOS EXTRATOS POR CLAE-FR

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Coluna de
Fase Reversa (CLAE-FR) foi conduzida no Laboratério de Biotec-
nologia do Centro de Desenvolvimento Sustentavel do Semidrido
CDSA-UECG.

Para a purifica¢do das amostras resultantes do extrato me-
tanodlico, foi utilizada uma Coluna PelkinElmer C18 (1somm x
4,6mm). No processo de purificagdo, foi programado um gradien-
te de dgua (Tampao A) e metanol (Tampao B) a um fluxo de 1mL/
min. Foi mantido um volume de coluna com 100% do Tampao A,
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durante 4 minutos, com um gradiente de 0 2 100% do Tamp3ao B,
durante 15 minutos, seguido de uma lavagem da coluna com 100%
do Tamp3ao B por 3 minutos.

O detector foi ajustado a um comprimento de onda de 254nm
e o cromatograma gerado foi registrado e armazenado em um
microcomputador interligado ao cromatégrafo. Apés a avaliagao
dos cromatogramas gerados e o ajuste da técnica de separagao,
a coleta do material foi realizada manualmente, de acordo com
as areas de interesse representadas no cromatograma gerado. O
material purificado foi armazenado em recipientes esterilizados
e identificados de acordo com o tempo de reteng¢ao na coluna.

CONCENTRAQAO DAS FRAQéES PURIFICADAS

As amostras resultantes da etapa de purificacao foram leva-
dasao ultrafreezer e congeladas a-70°C, por 96 horas. Apds a eta-
pa de congelamento, as amostras foram levadas ao liofilizador em
uma temperatura de -90°C até que todo o liquido fosse sublimado.
Em seguida, as amostras liofilizadas foram ressuspensas em dgua
destilada, congeladas e levadas novamente ao liofilizador com a
finalidade de concentrar ao maximo as amostras.

ENSAIO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O teste antibiograma é utilizado para identificagao de com-
postos com agao antimicrobiana. Para a avaliagdo da atividade
antimicrobiana, foram utilizadas cepas bacterianas obtidas no
Laboratorio de Biotecnologia do Centro de Desenvolvimento Sus-
tentavel do Semiarido cDsA — UFCG. Os extratos foram testados
contra as cepas Staphylococcus aureus (Gram positiva) e Escherichia
coli (Gram negativa).

MEIO DE CULTURA

O meio de cultura utilizado nos testes antibiograma foi o
Agar Mueller-Hinton, sendo este o meio de cultura microbiolé-
gico usualmente utilizado nos testes de susceptibilidade antimi-
crobiana.

PREPARAQAO DOS DISCOS

Os discos de papel foram preparados conforme descrito na
Farmacopeia Brasileira'’, com algumas adaptagoes. Os discos
foram confeccionados com papel filtro e furador de papel, ob-
tendo discos com 6mm;em cada disco, foram adicionados 20 uL
do extrato obtido, aguardando a secagem e, consequentemente,
a absorg¢ao do material; repetindo o processo novamente, sendo
adicionados mais 20 uL. Os discos foram identificados como 1
(Referente a Fragao 1, eluigdo 1-3 minutos da cromatografia), 2 (10-
15 minutos) e 3 (15-20 minutos). O Disco 1 recebeu 92,96 mg; para
o Disco 2, foram adicionados 93,68 mg; e o Disco 3 recebeu 93,96
mg. Com o intuito de comparar o potencial antibacteriano dos
extratos obtidos, foram realizados controles positivos e negativos
para cada teste. No controle positivo, foram preparados discos
contendo amoxicilina 500 mg, que foi diluido em 2 mL de meta-
nol, sendo adicionados 40 uL por disco. Desse modo, cada disco
continha 10 mg de amoxicilina. O controle negativo foi realizado
apenas com metanol, na mesma quantidade por disco.

PREPARO DO INOCULO BACTERIANO

Com o auxilio de uma al¢a de platina, devidamente flambada,
foi retirada uma pequena quantidade de bactérias e inoculada



diretamente em meio Agar Mueller-Hinton; as placas inoculadas
foram incubadas em estufa de cultura bacteriolégica modelo sx-
-DTMC, fabricante Prolab (BoD) por 12 horas a 37C. Apds 12 horas
de crescimento das culturas bacterianas, as placas foram lavadas
com 1 mL de solugao salina (0,9%) e armazenadas em tubo coni-
co de 1,5 mL, sendo esta solugao, rica em bactérias, denominada
solu¢ao mae.

A partir da solugao mae, foi realizada uma diluigao seriada na
ordem de 107; todas as dilui¢des foram inoculadas em meio Agar
Mueller-Hinton e incubadas em estufa de cultura bacteriolégica
modelo SX-DTMC (BOD) por 12 horas a 37°C; e as Unidades Forma-
doras de Colonias (Urc) foram contadas. A Tabela 1 representa o
namero de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) obtidas da
solu¢io inicial, quando inoculadas em meio Agar Mueller-Hinton,
para as cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

TABELA 1-NUMERO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS EM UMA
DILUI(;AO DE 107 OBTIDA POR MEIO DE CULTIVO EM MEIO AGAR MUELLER-HINTON

CEPAS BACTERIANAS  UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS (UEC/mL)

Staphylococcus aureus 3,9x108 UFC/mL
Escherichia coli 5,7x 108 UFC/mL

Para a obten¢ao de um volume de células igual a 1x 10" UFC, a
partir da solugdo padrao de bactérias, retiraram-se os volumes de
25 uLparaacepadeS. aureus, e 17 uL para E. coli, e foram diluidos
em 975 1L e 983 uL, respectivamente.

TESTE ANTIBIOGRAMA

A partir da solugao de bactérias estabelecida, foi semeado 1
mL de cada solu¢ao padrio de bactérias em placas de Petri conten-

do o meio Agar Mueller-Hinton, aguardando secar; em seguida,
foram adicionados os discos contendo o extrato sobre as placas
com o auxilio de uma pinga, devidamente esterilizada. As placas
foram identificadas e incubadas em BoD, a 37°C, por 12 horas. Os
respectivos experimentos foram realizados em triplicata.

ENSAIO DE ATIVIDADE ANTICARCINOGENICA IN VITRO

O ensaio de citotoxicidade foi realizado no Instituto de Pes-
quisas Energéticas e Nucleares — CNEN/sp, na Universidade de
Sao Paulo. As linhagens utilizadas no ensaio foram as células de
adenocarcinoma de prostata (LNcaP). As células foram mantidas
em 10 mL de meio RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, usa), suple-
mentado com 10% de soro fetal bovino (s¥B) (cultilab, Campinas,
Brasil), 1g/L bicarbonato de s6dio (sigma-Aldrich, Missouri, USA)
e 1% de solu¢ao penicilina/estreptomicina (Gibco, Carlsbad, usa)
em frasco plastico estéril para cultura de 75 cm? de rea de cultura.

VIABILIDADE CELULAR

A metodologia utilizada para a avaliagao da viabilidade ce-
lular foi o método colorimétrico baseado no ensaio MTS/PMsS
(promega Corp, Madison, Wi, EUA). Nesse ensaio, é realizada a
determinag¢do do nimero de células viaveis por meio da capaci-
dade de converter o sal MTS [3-4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-car-
boximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio] na presenca de
metanossulfonato de fenazina (PMs; Sigma, St. Louis. MO, EUA),
em um composto Formazan puarpura, que é solivel no meio de
cultura. Essa conversao ocorre a partir de enzimas mitocondriais
presentes apenas em células metabolicamente ativas.



ENSAIO DE CITOTOXICIDADE DAS FRAQ@ES DA C. URENS CONTRA
LNCAP

As amostras foram tratadas com a adi¢ao de 1 mL de meio
RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, usa), suplementado com 10% de
soro fetal bovino (sFB) (cultilab, Campinas, Brasil), 1g/L bicar-
bonato de sédio (sigma-Aldrich, Missouri, usa) e 1% de solugao
penicilina/estreptomicina (Gibco, Carlsbad, usa) em cada amos-
tra. Devido ao aparecimento de sedimentos nas Amostras 1 e 2,
foi necessario, ap6s a solubilizagao, realizar uma centrifugagao a
10.000xG por 5 minutos. O sobrenadante foi filtrado em filtro de
seringa 0,22 pm (corning™ Syringe filters) e o volume final dimi-
nuiu de 1 mL para 600 uL.

Para realizac¢ao do ensaio de citotoxicidade, as células foram
tripsinizadas e semeadas em placa de 96 pogos, na concentragao
de 5x10° células por pogo e mantidas durante 24 horas, a 37°C, com
5% de co2. Apoés esse periodo, as células foram incubadas com
diferentes concentragdes por 48 horas. O periodo de incubagao foi
estabelecido de acordo com a metodologia usada por Monteiro™.

A densidade celular foi verificada por meio da adi¢ao de 20
1L/ pogo de MTS (2 mg/mL em PBS) e PMS (0,92 mg/mL em PBS)
na propor¢ao de 20:1 (vol/vol). Duas horas apés a adi¢ao da mis-
tura, a placa foi lida num leitor de microplacas (Thermo Scientific
Multiskan Ex, Thermo Fisher, Vantaa, Finland). A quantifica¢ao
de Formazan no meio foi determinada por absorbancia a 490 nm.
As concentragdes das amostras foram testadas em triplicata e os
resultados foram expressos como porcentagem de células vidveis,
com 100% referente a células controle, sem tratamentos.

136 | AVANCOS EM BIOTECNOLOGIA E BIOPROCESSOS

RESULTADOS E DISCUSSAO
PURIFICAQAO DOS COMPOSTOS CONTIDOS NOS EXTRATOS

O resultado do CLAE-FR, decorrente do composto obtido pela
separagao das fragoes em fungao do tempo do extrato da Cnidos-
culos urens, revelou aproximadamente dezesseis picos, ou seja, a
presenca de cerca de 16 compostos diferentes, que podem ser res-
ponsaveis pelas atividades antibacteriana e citotdxica avaliadas
nesse trabalho. A Fig. 1 mostra o cromatograma gerado a partir do
processo de purificacao do extrato da Cnidoscolus urens, com seus
respectivos picos gerados em fung¢ao do tempo.

FIGURA 1- CROMATOGRAMA GERADO A PARTIR DA CLAE-FR DOS EXTRATOS
PROVENIENTES DA CNIDOSCULOS URENS
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A purificacao dos extratos foi realizada de acordo com o tem-
po de reteng¢do na coluna. Foram testadas as areas coletadas no
periodo de 1a 3 minutos, 10 a 15 minutos e 15 a 20 minutos. Todos
os extratos coletados decorrentes das respectivas dreas do croma-
tograma gerado apresentaram atividade bioldgica para os ensaios
realizados nesse estudo. Os compostos coletados nas dreas do cro-
matograma foram denominados Fragao 1, Fragao 2 e Fragao 3.

Os extratos obtidos a partir do processo de purifica¢ao das
areas do cromatograma, mencionado anteriormente, foram tes-
tados quanto a atividade antibacteriana. Os resultados obtidos
do presente estudo demonstraram que as fra¢oes purificadas
conferem atividade antibacteriana, inibindo o crescimento das
bactérias testes em diferentes zonas de inibig3o. A atividade
antibacteriana foi avaliada contra as estirpes bacterianas Gram-
-positiva (staphylococcus aureus) e Gram-negativa (Escherichia Coli),
adquiridas da colegao ATCC® 25923™ e ATCC® 25922™, respectiva-
mente. Na Tabela 2, estao representados os halos (mm) de inibi-
¢ao, formados a partir da atividade antibacteriana exercida pelas
fragoes purificadas.

Quando comparado com o antibidtico amoxicilina, os extra-
tos metanolicos apresentaram eficiéncia de inibigao, tanto para
bactérias Gram-positivas quanto para Gram-negativas. As bacté-
rias Gram-negativas possuem parede celular rica em lipopolissa-
carideos, conferindo-lhe resisténcia a a¢ao de antimicrobianos®.
Bactérias Gram-positivas nao possuem parede celular, sendo
mais sensiveis a agao de substincias antibacterianas, as quais
provocam a destrui¢ao da membrana e decorrente coagulagao®?,

As FragOes 1 e 3 apresentaram eficiéncia para S. aureus de
76,9% e 48,0%, respectivamente, e para a espécie bacteriana de
E. coli, a eficiéncia da Frac¢ao 1 foi de 32,73%; e da Fracao 3, 27,2%
em relagdo a eficiéncia desempenhada pelo antibiético controle
(amoxicilina) no respectivo ensaio.

TABELA 2— DIAMETRO MEDIO DOS HALOS DE INIBI(;AO ANTIBACTERIANA DAS
FRAQ@ES PURIFICADAS DA CNIDOSCOLUS URENS

LINHAGENS BACTERIANAS
TESTES Escherichia Coli (ATCC Staphylococcus aureus
25922) — (mm) (ATCC 25923) — (mm)
Fracao1 12 13,33
Fracao 2 3 6,67
Fracio3 10 8,33
Amoxicilina 10mg 36,67 17,33

De acordo com os resultados descritos na Tabela 2, obser-
va-se que os extratos purificados apresentaram atividade anti-
bacteriana frente as estirpes testadas, com formacao de halos de
inibicao, tanto para E. coli quanto S. aureus. As Fragdes 1(1-3 min) e
3 (15-20 min) demonstraram maior potencial antibacteriano, com
formagao de maiores halos de inibigao. A Fragao 2 (10-15 min) nao
apresentou atividade antibacteriana igual ou superior ao eviden-
ciado nas Fragbes 1 e 3.

Sobrinho® avaliou a atividade antibacteriana de espécies da
caatinga, a partir da medigao de halos de inibicao, pela técnica de
pocos e pela concentragdo inibitdria minima (C1m). Nesse estudo,
foi evidenciado que o extrato etandlico da Cnidoscolus urens apre-
sentou atividade antibacteriana contra as cepas de Staphylococcus
aureus e Staphylococcus coagulase negativa, na concentrag¢ao de 10
mg/pogo, apresentando halos de inibi¢ao de 10 mm.

Em estudos realizados por Souza*, foi analisado o perfil qui-
mico e bioldgico do extrato etandlico bruto e de suas fragoes, he-
xanica, acetato de etila (Aceot) e Hex/AcEot, obtidas por parti¢ao
liquido-liquido do extrato etandlico, a partir das partes aéreas da
Cnidoscolus urens. Nesse estudo, foi identificada a presenga de ta-
ninos, cumarinas, lignanas, onoterpenos, diterpenos, esteroides e
flavonoides. A avaliagao antibacteriana foi realizada pelo método



de microdilui¢do. O extrato etandlico e as fra¢oes apresentaram
efeito antibacteriano para todas as cepas testadas.

O extrato etandlico bruto apresentou melhor agao bacterios-
tatica frente a Serratia marcescens, e 2 melhor a¢ao bactericida foi
evidenciada para as cepas Bacillus cereus e Escherichia coli. Para a
fragao hexanica, a melhor acao bactericida foi frente as cepas de
Escherichia coli Serratia marcescens e Shigella flexneri. A fase Hex/
Aceot apresentou a melhor agao bactericida frente ao Bacillus ce-
reus e Escherichia coli.; e AcEOt apresentou melhor agio contra a
cepa Shigella flexneri**.

Bezerra® determinou o perfil fitoquimico e a atividade anti-
bacteriana das espécies Euphorbia hirta, E. hyssopifolia e E. thymi-
folia, pertencentes a familia Euphorbiaceae. Os extratos etandlicos
brutos (Eh-EEB), (Ehy-EEB) e (Et-EEB) foram obtidos das partes
aéreas das plantas e, posteriormente, particionados para obten-
¢ao das fragoes hexanicas, cloroférmicas, acetado de etila e meta-
ndlicas. A triagem fitoquimica realizada para os extratos brutos e
fragoes mostraram a presenca de terpenos, esteroides e flavonoi-
des. O extrato diclometanico das flores da espécie Euphorbia hirta
foi submetido a métodos de cromatografia, sendo isoladas duas
substancias, benzoato de lupeolila e Heptacosan-1-ol. A partir do
extrato das flores de E. hirta, foi isolada a Quercetina-3-B-Oram-
nosideo. A atividade antibacteriana foi determinada pelos méto-
dos de Concentragdo Inibitéria Minima (cim) e de Concentrag¢ao
Bactericida Minima (CBM). Os extratos etandlicos e metandlicos
mostram-se ativos para as cepas bacterianas de Enterococcus fae-
calis, Staphylococcus aureus e Bacillus cereus, e para bactérias E. coli
como Gram-Negativa.

Os trabalhos mencionados mostram que a atividade antibac-
teriana evidenciada nos extratos da espécie Cnidoscolus urens cor-
robora os resultados obtidos para diversas espécies pertencentes
a familia Euphorbiaceae.

ENSAIO DE CITOTOXICIDADE IN VITRO

Para avaliar o efeito citotdxico das fragoes purificadas da
Cnidocolus urens, foi utilizada a linhagem LNcaP, proveniente das
células de adenocarcinoma de préstata. As células foram tratadas
por um periodo de 48 horas, com diferentes concentragoes das
fragoes purificadas da Cnidoscolus urens, como descrito na Tabela
3, e posteriormente submetidas ao ensaio de MTs. Os experimen-
tos foram analisados segundo a média + desvio padrao da média.

De acordo com os resultados obtidos no ensaio de MTS, as
FracOes 1 e 3 apresentam alto efeito citotdxico sobre a linhagem
testada. Entretanto, a Fragao 2 nao apresentou citotoxicidade so-
bre as células de LNcaP.

TABELA 3—CONCENTRA(;AO DAS FRAQf)ES PURIFICADAS DA CNIDOSCOLUS
URENS UTILIZADAS NO ENSAIO DE MTS PARA CADA DILUI(;JAO

Cnidoscolus urens (mg/mL)

Fragoes 100% 50% 25% 12,5% 6,25%
1 855,9 427,9 213,9 106,9 53,5
2 805,7 402,8 201,4 100,7 50,3
3 808,3 404,1 202,1 101,0 50,5
DMSO 5%
Latex 0,2 mg/L * # *

*= Concentragdo constante; %= porcentagem referente dilui¢do realizada para cada amostra.
A concentragdo adotada para os controles no ensaio de MTs foi padrdo em todas as repeti¢des

utilizadas para validar o ensaio.

A Fracdo 1, quando em contato com as células, apresentou
alto efeito citotéxico, influenciando na viabilidade celular para
trés concentragdes analisadas no ensaio de MTs, sendo capaz de
provocar a morte de todas as células de LNcaP na concentragao de
100% (855,9 mg/mL); com 50% (427,9 mg/mL) da concentragao, foi



capaz de causar mortalidade de 91,9%+7,3 das células; e com 25%
(213,9 mg/mL), provocou a mortalidade de 76,5%%+11,8 das células,
como mostrado na Fig. 2. O indice de viabilidade celular foi me-
nor que 50% em trés concentragdes, com exce¢ao das concentra-
coes de 12,5% (106,9 mg/mL) e 6,5% (53,5 mg/mL), em que pode ser
evidenciado alto indice de viabilidade celular, e assim as amostras
nessas concentragoes apresentam baixo efeito citotéxico sobre a
linhagem de LNcaP.

FIGURA 2—EFEITO CITOTOXICO DA FRAGAO 1 DO EXTRATO DA CNIDOSCOLUS
URENS, CONTRA A LINHAGEM DE LNCAP, APOS 48 HORAS DE INCUBAGAO, EM
DIFERENTES CONCENTRAGOES, ATRAVES DO ENSAIO DE MTS. OS CONTROLES
SAO REPRESENTADOS POR CC (APENAS CELULAS) E NACL. A CONCENTRAGAO DO
DMSO FOI DE 5% E PARA O LATEX FOI DE 0,2 MG/ML, USADOS COMO CONTROLE
POSITIVO.
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A Fragdo 2 nio apresentou efeito citotdxico efetivo em nenhu-
ma das concentragdes testadas. Para todas as diluicdes, o indice
de viabilidade celular foi maior que 50%, como representado na
Fig. 3, apresentando baixo efeito citotéxico sobre a linhagem de

LNCaP. A amostra integra, ou seja, com 100% (805,7 mg/ mL) da
concentragao, nao obteve resultado estatisticamente significativo,
pois seu desvio padrao foi alto. O baixo efeito citotéxico apre-
sentado pela amostra pode ser decorrente da redu¢ao do volume,
apods a filtragdo, ou seja, os trés pogos ndo apresentavam a mesma
quantidade em volume, influenciando assim o resultado final do
teste para a Fragao 2.

FIGURA 3—EFEITO CITOTOXICO DA FRACAO 2 DO EXTRATO DA CNIDOSCOLUS
URENS, CONTRA A LINHAGEM DE LNCAP, APOS 48 HORAS DE INCUBAGAO, EM
DIFERENTES CONCENTRACOES, ATRAVES DO ENSAIO DE MTS. O CONTROLE
NEGATIVO ESTA REPRESENTADO POR CC (APENAS CELULAS) E NACL. A
CONCENTRAGAO DO DMSO FOI DE 5% E PARA O LATEX FOI DE 0,2 MG/ML,
USADOS COMO CONTROLE POSITIVO.
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A Fracao 3 apresentou atividade citotdxica para duas concen-
tragoes com indice de viabilidade celular inferior a 50%; nas de-
mais concentragoes das amostras, o indice de viabilidade celular
apresentou valor superior a 50%, demonstrando assim pouca ca-



pacidade citotéxica contra a linhagem de LNcaP. Na concentragao
de 100% (808,3 mg/mL) do extrato, foi evidenciada a mortalidade
86,5%+16,5 das células; e para 50% (404,1mg/mL) da concentra-
¢ao da fracao, a mortalidade de 48,0%+25,5 das células, como de-
monstrado na Fig. 4.

FIGURA 4—EFEITO CITOTOXICO DA FRAGAO 3 DO EXTRATO DA CNIDOSCOLUS
URENS, CONTRA A LINHAGEM DE LNCAP, APOS 48 HORAS DE INCUBAGAO, EM
DIFERENTES CONCENTRACOES, ATRAVES DO ENSAIO DE MTS. O CONTROLE
NEGATIVO E REPRESENTADO POR CC (APENAS CELULAS) E NACL, COMO
CONTROLE POSITIVO FOI UTILIZADO DMSO E LATEX.
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Em estudos realizados por Tavares et al.?, foi avaliado o efeito
citotoxico do extrato bruto de espécies do género Cnidoscolus. O
estudo revelou que o extrato bruto da Cnidoscolus urens apresentou
atividade citotéxica frente as linhagens Hep-2 (cincer de laringe),
NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide pulmonar humano), HT-
29 (adenocarcionoma de célon humano). O potencial de inibigao

para o extrato das partes aéreas da Cnidoscolus urens foi de 50% +
8,3 para HT-29; a inibicao contra Hep-2 foi de 88,2% + 2,1; e de 85,3
+1,8 para NCI-H292.

Souza* avaliou o perfil fitoquimico e a atividade antitumoral
in vivo dos extratos aquoso, N-butandlico, etandlico e acetato de
etila, obtidos das partes aéreas da Cnidoscolus urens. A atividade
antitumoral foi avaliada através da indug¢ao de tumores carcinoma
de Ehrlich experimentais em camundongos Swiss. A avaliagao dos
constituintes metabdlitos secundarios produzidos por Cnidoscolus
urens foi realizada através do método de cromatografia de camada
delgada (ccD). Para os extratos aquoso, N- butandlico e acetato
de etila, foi identificada a presenca de flavonoides, agticares re-
dutores e terpenoides, além de cumarinas e taninos em menor
quantidade. Os extratos aquosos e etandlicos foram efetivos na
inibi¢ao do crescimento do tumor sélido de carcinoma de Ehr-
lich (84,4% e 79,2%, respectivamente), pois os animais tratados
apresentaram melhora significativa nos pardmetros bioquimicos
e assim melhora na resposta imunolégica.

Oliveira-Junior 2 analisou o efeito citotéxico dos extratos e
das fracoes obtidas das folhas e do caule de Cnidoscolus quercifolius
(género Cnidoscolus), e de seus constituintes isolados, em células
de melanoma humano (linhagemA2058). A composi¢ao quimica
dos extratos foi determinada por andlises por CG-EM (cromato-
grafia gasosa acoplada a espectrometria de massas) e CLAE-DAD
(cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de
arranjos de diodo). Foi identificada a presencga de diterpenos, tri-
terpenos e flavonoides. A frac¢ao cloroférmica apresentou o menor
valor de c150 (15,05 +1,04 ug/mL), na qual foi possivel identificar
triterpenos cinamato de lupeol, diidrocinamato de lupeol e he-
xanoato de lupeol, além dos diterpenos filacantona e favelanona.
Entre as substincias isoladas, filacantona e favelanona apresen-
tam alto efeito citotdxico. O extrato cloroférmico (CHcl3-Cascas)



foi capaz de induzir a formagao de corpos apoptdticos, podendo o
efeito citotoxico dessa fragao ser mediante a indugao a apoptose.

Corréa-Paula et al.”, a partir do extrato hexanico do caule
de Cnidoscolus phyllacanthus, isolaram os oito compostos a se-
guir: 3-O-nanoil-lupeol, a mistura de 3-f-O-cinamoil-lupeol
e 3-B-Odiidrocinamoil-lupeol, lupeol, a mistura de sitosterol e
estigmasterol, deoxofavelina e favelina metil éter. As estruturas
dos compostos foram determinadas por técnicas espectrais e por
comparagao com a literatura. Os compostos isolados foram tes-
tados quanto a atividade citotdxica contra as linhagens celulares
HL-60 (leucemia promielocitica humana), Nc1-H292 (carcinoma
de pulmao humano) e mcr-7 (adenocarcinoma de mama huma-
no). O estudo revelou que o composto deoxofavelina apresentou
maior atividade citotdxica, entre todos os compostos testados,
com valores de c150 variando de 2,7 a 8,9 pug/mL.

O potencial citotéxico relevado no ensaio de MTS e os traba-
lhos mencionados sobre a atividade citotdxica dos constituintes
isolados e investigados das espécies do pertencentes ao género
Cnidoscolus mostram que nao sé a espécie Cnidoscolus urnes, mas
o0 género Cnidoscolus como um todo, pode ser considerada uma
fonte promissora para o isolamento de compostos com a¢ao an-
titumoral.

POTENCIAL PARA PRODUQAO DE UM ANTIBIOTICO

A Fragdo 2 apresentou efeito antibacteriano para as classes
de bactérias: Gram-positiva e Gram-negativa. Apresentou baixo
efeito citotdxico celular, demonstrando seu potencial para produ-
¢do de um antibidtico com ag¢do para as duas classes de bactérias
avaliadas, que nao apresenta toxicidade para humanos. No perfil
biotecnoldgico, a Fra¢ao 2 representa uma fonte promissora para

produgao de um antibidtico efetivo e com menor possibilidade
de provocar toxicidade, em relagao as demais fracoes avaliadas.
As Fragles 1 e 3 mostraram efetiva atividade para as duas
classes de bactérias testadas, porém apresentaram alto efeito ci-
totéxico. Devido a auséncia de testes mais detalhados que deter-
minem o indice de seletividade das fragdes, apenas para linhagens
tumorais, as fracoes podem ser téxicas para humanos.

POTENCIAL ANTINEOPLASICO DAS FRAQ@ES

As Fragdes 1 e 3 apresentaram alto efeito citotdxico frente a
linhagem tumoral de adenocarcinoma de préstata, mostrando-
se como uma fonte promissora para o isolamento de substancias
que apresentem a¢io antineoplasica. E necessaria a realizacio de
mais testes para determinag¢ao do potencial de seletividade dos
compostos presentes nas fracoes, em relagao a células normais,
e o indice de citotoxicidade, porém n3o podemos descartar seu
futuro promissor no que diz respeito a possibilidade de isolar
substincias com a¢ao antitumoral.

CONCLUSAO

O presente estudo colaborou para ampliagao dos conheci-
mentos a respeito do potencial de isolamento de substancias ati-
vas advindas da espécie Cnidoscolus urens (L.) Arthur. As Fragoes 1,
2 e 3 apresentaram atividade antibidtica contra Escherichia Colie
Staphylococcus aureus, mostrando-se como uma fonte promissora
para o isolamento de compostos com agao atividade antibidtica.
Em relagdo a atividade citotdxica in vitro, as Fragdes 1 e 3 apresen-
taram maior efeito citotéxico contra a linhagem de LNcaP nas



diferentes concentragdes testadas no ensaio realizado. Porém, a
Fragdo 2 nao apresentou efeito citotoxico frente a linhagem de LN-
caP utilizada no ensaio de MTS, em nenhuma das concentragdes
avaliadas neste ensaio.
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INTRODUGAO

desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos vai desde

a identificacao da espécie vegetal, a avaliagdo, a andlise das
atividades farmacolégicas, toxicolégicas, microbioldgicas e bio-
logicas, a determinagao de critérios de qualidade até chegar a sua
produgao farmacéutica em maiores escalas.!
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No Brasil, esse tipo de medicamento tem ampla importancia
na economia; do ponto de vista cultural, o pais tem uma estimati-
va de mais de 22% das espécies vegetais do planeta® e, em fun¢ao
da grande diversidade, o potencial exploratério do pais para ob-
ten¢ao de medicamentos a base de produtos naturais vegetais é
bastante elevada. A medicina popularja confirma esse direciona-
mento tendo em vista a grande utilizag3o de espécies vegetais na
cultura popular com eficiéncia consideravel em seus resultados.’

As plantas sao uma importante fonte de substincias bio-
logicamente ativas, pois apresentam constituintes quimicos
conhecidos como metabdlitos, que exercem atividades sobre o
metabolismo de outros organismos,* podendo ser primarios ou
secundarios. Metabdlitos primarios sao descritos como compos-
tos necessariamente ligados a sobrevivéncia da planta, como, por
exemplo, DNA, RNA, aglicares, proteinas e aminoacidos’; os meta-
bélitos secundarios sdo importantes com relacao a sobrevivéncia
e propagacao das plantas, tanto pela defesa contra herbivoros ou
competidores e patdgenos como pela protecao a radiagao solar;
ou ainda como fator de contribuic¢ao para a dispersao de pélen e
sementes. Muitas vezes, as substancias sintetizadas em um ou
varios 6rgaos da planta podem atuar como fitoterdpicos, ou seja,
expressar potencialidades terapéuticas.

Apesar dos avangos e da instigagao a pesquisa com medica-
mentos oriundos de produtos naturais vegetais, ainda existem
diversas dificuldades com relag¢ao a matéria-prima de origem,
pois muitas espécies utilizadas como fitoterapico, direta ou indi-
retamente, ainda nio possuem dados oficiais que comprovem a
sua autenticidade; muitas vezes, inimeras espécies sao confun-
didas ou adulteradas pelo fato de, em regides distintas, serem
denominadas e conhecidas de formas diferentes, ou seja, falta
padroniza¢do.’ O comércio de plantas nativas medicinais encon-
tradas em feiras livres e mercados também apresenta riscos aos

consumidores no que diz respeito a comprovagao da toxicidade
e seus reais efeitos farmacoldgicos.” O aumento no consumo de
diferentes produtos a base de plantas medicinais e fatores como
a precariedade na fiscaliza¢ao da produgao e da venda tém com-
prometido a qualidade desses itens.®

Neste cenario, a caatinga ganha protagonismo tendo em vista
que é o principal ecossistema existente na regiao Nordeste, esten-
dendo-se pelo dominio de climas semiaridos, que compreende
os estados do Ceard, mais da metade da Bahia, Paraiba, Pernam-
buco, Piaui e Rio Grande do Norte, quase metade de Alagoas e
Sergipe, além de pequenas dreas de Minas Gerais e do Maranhao,
com um bioma caracterizado por grande variedade de paisagens,
riqueza biolgica e endemismo.’ Esse bioma possui espécies que
apresentam adaptagdes a deficiéncia hidrica e a elevadas tem-
peraturas, entretanto existem poucos estudos sobre o potencial
biotecnoldgico de microrganismos dessa regiao de condigoes ex-
tremas, havendo a hipétese de que os microrganismos também
desenvolvem mecanismos de adaptagio para sobrevivéncia as
condicdes adversas, assim como as plantas dessa regido.*

Vistas a diversidade de formagdes fisiondmicas e a vasta con-
centragao de espécies endémicas encontradas nesse bioma, sao de
grande valia estudos, agdes e planos de manejo que sejam imple-
mentados para garantir a existéncia de espécies ainda nao estu-
dadas e que apresentam potencial elevado para diversas pesquisas
e fins. Vale salientar que o uso e a potencialidade da vegetagao sao
bastante variados, dependendo da regido onde ocorrem.

Entre as espécies com grande potencial para producdo de
drogas de origem vegetal existentes na caatinga, destacam-se
as plantas do género Erythrina, as quais s3o extensivamente co-
nhecidas pelo seu potencial farmacolégico com base na cultura
popular, que a utiliza para diversos fins medicinais desde muito
tempo." O género Erythrina, por pertencer a familia Leguminosae,



é bastante notado devido a produgdo de alcaloides, flavonoides,
pterocarpanos, cumarinas, isoflavonoides, triterpenos e esteroi-
des, que apresentam uma elevada utilidade farmacolégica, sendo
as principais fontes de alcaloides tetraciclicos. Informacoes bota-
nicas, como aspectos morfoldgicos e anatdmicos, s3o de extrema
importancia na caracteriza¢ao de espécies do género Erythrina,
vista a semelhanca destas e a denominagao popular, que apresenta
variagdo de acordo com a regido de origem, cultura ou uso, poden-
do ocasionar equivocos que comprometam estudos e/ou produg¢ao
de drogas vegetais.® Erythrina verna apresenta mesma indicacao
popular e grande semelhanca com a E. velutina, porém ocorre em
diferentes regides brasileiras. A E. verna esta presente na Relagao
Nacional de Plantas de Interesse do SUS (RENISUS) e é empregada
em associacao a outros géneros durante a produgao de trés medi-
camentos fitoterdpicos ansioliticos pela indastria brasileira. S3o
eles: Maracugina Composta® (Hypermarcas), Calmapax® (Delta) e
Passaneuro® (Bunker). Os fitoterapicos hipnéticos sedativos repre-
sentam 63,73% das vendas totais de medicamentos fitoterapicos
no Brasil, dos quais 21,67% s3o os medicamentos acima citados.?

O género Erythrina também apresenta aspectos toxicologi-
cos. Ocorre a presenga de lectinas que levam a gastroenterites,
diarreias e nduseas. Alguns aminoacidos que ocorrem livremente
em leguminosas também trazem efeitos toxicos a seres huma-
nos, estando concentrados nas sementes, mas podendo ocorrer
em toda a planta, o que causa a limitagao desse tipo de vegetal
no uso como alimento. Dessas substancias téxicas, as mais rele-
vantes s30 os compostos latirogénicos, que estao presentes em
sementes de algumas espécies de Leguminosae, os quais acarretam
condigoes patoldgicas (latirismo) que podem ocorrer de trés for-
mas diferentes: neurolatirismo (paralisia de membros inferiores,
fraqueza, dificuldades respiratérias e tremores dos musculos),
angiolatirismo (ruptura da aorta) e osteolatirismo (caracterizado
por deformacdes esqueléticas que sao relacionadas a desordens

no crescimento em o0ssos e cartilagens, devido ao distiirbio na
sintese de compostos elasticos em tecidos mesenquimais e no
sistema esqueletal).”

Fatores anutricionais como inibidores de proteases e inibido-
res de tripsina também se fazem presentes no género Erythrina,
sendo a principal causa de animais em experimentos alimentados
com ra¢ao crua. Homoélogos do inibidor de tripsina da soja foram
isolados em sementes de eritrinas. Estes compostos s3o capazes
de causar depressao no crescimento de animais em estudo; re-
duzir a absor¢ao de enxofre e nitrogénio, quando utilizado em
racOes cruas; interferir na digestibilidade de proteinas de soja em
roedores; impulsionar hiperplasia e hipertrofia do pancreas (ex-
cessiva secre¢ao de enzimas); bem como impulsionar a sintese de
tripsina e quimiotripsina no pancreas, aumentando a demanda
de metionina e cisteina.'

Erythrina cristgalli é considerada téxica devido a presenga de
alcaloides pela via administragao parenteral, podendo levar a um
quadro neurolégico de astenia, paresia ou paralisia muscular. Essa
paralisia é resposta dos alcaloides sobre a acetilcolina, obedecendo
a sequéncia seguinte: misculos enervados pelos nervos cranianos,
musculos do tronco e das extremidades e musculatura respirat6-
ria.* Porém quando os alcaloides de Erythrina cristgalli sao absor-
vidos pelo tubo gastrointestinal, s3o excretados pelos rins de ma-
neira rapida, de modo que, por essa via, nao ocorre intoxicagao.?

O Nordeste é uma area onde sao encontradas arvores da espé-
cie E. velutina. Por ser uma area de escassez hidrica e temperatu-
ras elevadas, os organismos que habitam nesta regiao apresentam
potencial excepcional de sobrevivéncia a adversidades climaticas,
favorecendo a investigacao e o estudo de espécies e metabdlitos
que estes produzem, gerando um grande interesse para a desco-
berta de novas substincias com atividade farmacoldgica.

Aespécie E. velutina Willd (Fig. 1) se apresenta botanicamente
com porte arbdreo, aculeada ou espinhenta; normalmente apre-



senta de 10-15m de altura e 8ocm de DAP (didmetro & altura do
peito, medido a 1,30m do solo) na idade adulta; tronco reto, le-
vemente tortuoso, apresenta ramificagao dicotémica com copa
aberta e arredondada; tem comportamento decidua, heliéfila,
ramos e troncos de 40-7ocm de didmetro; a casca mede até 25
mm de espessura; folhas compostas trifolioladas, flores verme-
lhas ou laranjas ocorrem em fasciculos axilares, medindo de 12
a 20cm de comprimento e com trés flores; fruto tipo legume um
tanto curvo, de dpices e bases agudas, internamente n2o septado,
com1a3sementes de coloracao vermelha, que tem sua dispersao
anemocorica (pelo vento) e zoocérica (por animais); plantulas do
tipo fanerocotiledonar-epigeal-de-reserva.***

FIGURA1- ERYTHRINA VELUTINA WILLD

Fonte: APNE/CNIP

Presente na América Central e do Sul, no Brasil do Nordeste
até Minas Gerais, possui ampla ocorréncia em areas semiaridas e
secas,® ocorrendo de forma natural nos seguintes estados: Bahia,
Ceard, Maranhao, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte,
Sergipe e Piaui E. velutina é a tinica espécie do género Erythrina
que esta presente no bioma Caatinga.*
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A etimologia do nome cientifico E. velutina tem origem do
grego erythros, devido a sua coloragao avermelhada das inflores-
céncias, e velutina, do latim, devido a textura aveludada para o
epiteto especifico oriundo dos indumentos delicados e pelos ma-
cios das folhas. O nome vulgar, mulungu, tem origem africana
e apresenta como significado pandeiro. Acredita-se que se deve
ao som produzido pela batida do seu tronco oco.'* Popularmente
denominada suina, mulungu, canivete, corticeira, eritrina-mu-
lungu e bico-de-papagaio,’” apresenta sinonimia botdnica com
Chirocalyx velutinus Walp., Corallodendron velutinum (willd.) Kuntze,
Erythrina aculeatissima Desf., Erythrina splendida Diels.

Na medicina popular, a E. velutina tem destaque pelo uso de
suas folhas, cascas e frutos. A infusio das cascas é utilizada como
calmante natural sedativo, indicada para problemas no sistema
nervoso, como depressdo, ansiedade, insonia, epilepsia, estres-
se,’* tosse, bronquite, tratamento de verminoses e hemorroidas;*
também possui efeito hipotdnico, além de estabilizar altos niveis
de enzimas do figado. O efeito calmante da planta pode ser bené-
fico a pessoas que sofrem pela abstinéncia de nicotina ou drogas,”
bem como a decoc¢ao das cascas é usada para precipitar a matu-
racao de abcessos gengivais,”” embora a eficicia e a seguranca de
seu uso ainda n3o tenham sido confirmadas cientificamente."
As folhas s3o utilizadas em infusdes ou através de decocgao como
tranquilizantes, também s3o indicadas no tratamento de sono-
léncia e convulsdes.™ Ao fruto seco, é atribuida a capacidade de
acao anestésica local, sendo utilizada na forma de cigarro.”

Estudos farmacoldgicos realizados em animais mostram que
o extrato de E. velutina apresenta atividades espasmolitica, curari-
zante, antimuscarinica e depressora do sistema nervoso central,
de modo que ocorre compatibilidade com a utilizagao na medi-
cina popular.’” Os extratos hidroalcodlicos das cascas do caule de
E. velutina e E. mulungu apresentaram atividade anticonvulsivante
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como resposta a um aumento consideravel na laténcia da con-
vulsdo no modelo induzido por estricnina, sendo E. velutina mais
potente que E. mulungu neste aspecto.”

O extrato aquoso das folhas de E. velutina ampliou o tempo
de sono induzido pelo pentobarbital, nao havendo disting¢ao entre
as doses utilizadas, de maneira dose-dependente, levando a um
efeito sedativo e hipnético, porém doses elevadas reduziram a
atividade motora no campo aberto.” Esses resultados, em geral,
sdo analogos ao Diazepam, que, em doses baixas, atua como an-
siolitico; e em doses mais elevadas, age como relaxante muscular
e sedativo. Na avalia¢ao do alcaloide hipaporfina, proveniente de
E. velutina, diante de atividade indutora do sono, foi evidenciado
que este alcaloide aumentou significativamente os movimentos
oculares nao rapidos (NREM) na primeira hora de tempo de sono
ap6s a sua administragdo. O tempo de sono foi aumentado em
33% em camundongos experimentais em comparag¢ao com o do
controle.”? Este estudo confirmou a propriedade que esta espécie
vegetal tem na promogao do sono.

No teste de formalina, caracterizado por duas fases, em que
a primeira é resultado da atividade quimica direta de fibras afe-
rentes nociceptivas, mielinizadas ou ndo;e a segunda é resultado
de mudangas de longa duragao provocadas por estimulos danosos
nos neurénios do colo dorsal da medula, foi possivel constatar
que a inibi¢do foi superior na segunda fase (resposta inflamaté-
ria). Portanto os autores sugeriram que o extrato pode produzir
uma atuagao modulatéria no nivel do sNC, que por sua vez possui
efeitos antinociceptivos.'® E. velutina apresentou atividade anesté-
sica no extrato aquoso das folhas, em que foi demonstrado efeito
analgésico, cuja eficicia foi correspondente a morfina em um dos
modelos de indug¢ao de dor.”? Santos et al. (2007) demonstraram a
acao relaxante em ducto deferente de ratos do extrato aquoso de
folhas de E. velutina.

Das sementes de E. velutina, foi extraida uma lectina que
incentivou a migrac¢ao de neutréfilos no peritdnio e bolsa de ar
dorsal em ratos, levando a possibilidade de desenvolvimento de
medicamentos anti-inflamatdrios com base na estrutura de lec-
tinas desse tipo.’? Também das sementes foram extraidos varios
alcaloides, como hipaforina, um alcaloide indélico,? além de
eritralina, 8-oxoeritralina, erisotrina, erisodina, erisovina e gli-
coerisodina.” De E. velutina, foram isolados os alcaloides (+)-eri-
tralina e a (+)- eritratina; % e a avalia¢ao da composi¢ao quimica
das cascas de E. velutina apresentou os flavonoides faseolidina e
homoesperetina, sendo que a tltima ainda nao havia sido relatada
para espécies de Leguminosae”, como também a erivelutinona e a
3’- O- etilsigmoidina.?

Sendo assim, fica demonstrado que o interesse farmacold-
gico dos pesquisadores pela E. velutina nao é em vao, pois esta ji
é muito utilizada e apresenta resultados benéficos e eficazes na
medicina popular. Com este embasamento da cultura popular,
a ciéncia alia suas tecnologias para que novos farmacos sejam
desenvolvidos a partir da utilizagido dessa matéria-prima rica e
abundante em nossa regiao. Com bases nos estudos acima cita-
dos, pode-se considerar a E. velutina como uma espécie vegetal
que tem relevancia farmacolégica, visto que é provavel seu efeito
tanto sobre a ansiedade quanto sobre a dor, o que impulsiona a
necessidade de estudos de investigacao quimica com a finalidade
de compreender melhor o papel de seus constituintes quimicos
nas respostas farmacoldgicas obtidas.

O estudo dos componentes quimicos vegetais denomina-se
fitoquimica. Com auxilio da purificagio por métodos cromato-
graficos e da identificac¢do por técnicas espectrais, tais como res-
sonancia magnética nuclear (RMN), infravermelho (1v), espectro-
metria de massas (EM) e espectroscopia nas regides do ultravioleta
(UV), juntamente com técnicas como cromatografia em fase ga-



sosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), bem como
acoplamento da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
com EM e RMN, facilita a melhoria e a otimiza¢ao das analises,
visto que as informagdes e os resultados obtidos sobre a estrutu-
ra dos componentes da matriz vegetal s3o altamente confidveis.>?
Para isso, a utilizagao de técnicas hifenadas é de grande valia,
pois fornece numerosas informagoes estruturais dos metabdlitos
antes mesmo do seu isolamento.

Diante da necessidade de um aprofundamento da investi-
gacao quimica motivado pelas poucas informacoes na literatura
especializada sobre a presenca, interferéncia ou alteragoes das
caracteristicas quimicas, principalmente in natura, das plantas
medicinais comumente utilizadas, este trabalho tem como obje-
tivo geral caracterizar alcaloides das cascas do caule de E. velutina
Willd (Fabaceae) por cromatografia liquida e gasosa, acoplada a
espectrometria de massas através do desenvolvimento de meto-
dologias de extracao dos alcaloides, de métodos analiticos para
cromatografia gasosa e liquida; e propor mecanismos de frag-
mentagoes para os alcaloides identificados por espectrometria de
massas e, desta forma, facilitar novas perspectivas para interesses
farmacolégicos/biotecnoldgicos.

METODOLOGIA
COLETA E DESINFESTAQAO DAS CASCAS DO CAULE

As cascas do caule de E. velutina Willd foram coletadas, em
maio de 2017, na zona rural do municipio de Serra Branca, estado
da Paraiba. A identificagao boténica foi realizada e uma exsicata
foi depositada no herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JpB) do Centro
de Ciéncias Exatas e da Natureza—UFPB, apresentando-se como
c6digo AGRA et al. 2554. Este trabalho foi cadastrado no Sistema
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Nacional de Gestao do Patrimdnio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SISGEN) sob niimero de cadastro ADDI1O7E.
As cascas foram higienizadas para que microrganismos que vivem
nas superficies (epifitos) fossem eliminados de modo que nao hou-
vesse nenhuma contaminagao. A lavagem das cascas do caule foi
realizada com dlcool a 70% por 1 minuto, seguida de banho com
hipoclorito de sédio 3% por 2 minutos, alcool a 70% novamente por
1 minuto e, para finalizar, foi realizado um banho com dgua desti-
lada estéril para remover resquicios dos agentes de desinfestagio.”

OBTENQAO DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO

O material botanico foi desidratado em estufa com ar circu-
lante, a temperatura média de 45°C, durante 72 horas. Em segui-
da, o material foi triturado em forrageira obtendo-se 2,72 kg de
po. Posteriormente o pod foi submetido a macerag¢ao com etanol
(EtOH) a2 95%, em macerador de ago inoxidavel, por 72 horas, sendo
este processo repetido por trés vezes. A solugao extrativa obtida
foi concentrada em evaporador rotativo sob pressao reduzida a
temperatura de 40°C, com objetivo de eliminag¢ao do solvente para
obtengao do extrato etandlico bruto (EEB) (Esquema 1).

ESQUEMAI1- OBTENQAO DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO DAS CASCAS DO
CAULE DE E. VELUTINA

‘ Cascas do caule de Erythrina velutina ‘

l Desidratadas em estufa com ar circulante

etrituradas em forrageira

[ PG (2,72kg) J

Maceragao com EtOH 95%, concentracao
sob pressio reduzida

[ Extrato Etanélico Bruto (EEB) ]
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EXTRAGAO ACIDO-BASE

A extragao acido-base (EAB) foi utilizada para obtengao de
fragoes enriquecidas com alcaloides do extrato etandlico de E. ve-
lutina, conforme ilustrado no Esquema 2. Em soluc¢ao diclorome-
tano (DCcM): metanol (MeoH) (8:2), foi realizada a solubiliza¢ao do
extrato etandlico com auxilio de banho de ultrassom por 20 min.
Posteriormente, a fracao organica (F1) foi extraida com solugao de
acido cloridrico (Hcl) 5% (v/v). Em seguida, a fracdo aquosa 4cida
foi alcalinizada com NH40H em volume suficiente para atingir
pH =10. Por fim, a fragao aquosa foi extraida com DCM (F2). Apds
essa marcha quimica, a fragao enriquecida com alcaloides (FAT)
obtida foi utilizada nos testes.’

ESQUEMA 2 - EXTRAGAO ACIDO — BASE (EAB)

[ EEB solubilizado em DCM:MeOH ]

l

r [ Extracao com solucao de HCla 5% viv (pH=2) ] ﬂ

Fracio aquosa alcalinizada
com NH,OH

Fragio organica
(F1)

Extracio com solucio de HCla 5% v/v (pH=2)

l Fracao aquosa alcalinizada l

com NH,OH
Fracao organica

) F [ Extragio com DCM ]

[ Fragao aquosa ] l

Fragio aquosa [ FAT ]
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DESENVOLVIMENTO DE METODOS ANALITICOS PARA
IDENTIF ICAQAO DOS ALCALOIDES DE E. VELUTINA WILLD

ANALISE EM CG-EM

As fragOes obtidas foram analisadas em cG-EM (cromato-
grafia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas), em
sistema Shimadzu GcMs-Qp2010 Ultra, operando em energia de
ionizagao de 70 eV, equipado com coluna capilar de silica fundida
(3omx 0,25smm d.i.) com fase estacionaria RT-sMS (0,25um de es-
pessura do filme). O método cromatografico em fase gasosa em-
pregado foi desenvolvido utilizando inje¢ao no modo Split (1/10),
temperatura de inje¢ao 250°C; o gas carreador usado foi o hélio
ao fluxo de 1,1 mL/min e o gradiente de temperatura empregado
foi o seguinte: de 100 2 200°C a 6°C/min, 220°C por 10min, de 220
a290°C a 6°C/min e, por fim, 290°C por 11min (FEITOSA, 2014).
O filtro quadrupolo com varredura de m/z de 40 a 400 Da, com
volume de injegao de 1uL.

As amostras foram preparadas diluindo-as em MeoH 3mg/
mL), seguidas de banho de ultrassom no aparelho usc-1600 da
marca Unique, para favorecer a solubiliza¢ao; e por fim, filtradas
em filtro de PvDF com poro de 0,45 um de didmetro.

Aidentificagao das substancias foi efetuada de acordo com a
comparagao dos espectros de massas (massa molecular e padrao
de fragmentac¢ao) com o banco de dados do sistema cG-EM (Nist.
2008) e com espectros e padroes de fragmentagao existentes na
literatura.>*
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ANALISE EM CLAE-IES-EM/EM

Para as andlises na CLAE, foram utilizados dgua ultrapura
(purificada em sistema Milli-Q®) acidificada com acido férmico
(0,1%) (solvente A) e metanol grau de pureza CLAE (Tedia®) (solvente
B). As amostras foram solubilizadas em MeoH (1img/mL) com au-
xilio de banho de ultrassom (Usc-1600 Unique). Por fim, a amostra
foi filtrada em filtro de PvDF com poro de 0,45 um de didmetro.

O equipamento utilizado para as andlises de CLAE-IES-EM/EM
foi da marca Shimadzu®, composto por duas bombas de solven-
te LC20AD, autoinjetor SIL-20A HT, detector de arranjo de diodo
(DAD) SPD-M20A, desgaseificador DGU-20A sz e controlador siste-
ma CBM20A acoplado a um espectrometro de massas com analisa-
dor tipo Ion-Trap modelo AmazonX-Bruker®em modo positivo. A
coluna utilizada na separagao cromatografica foi uma C18 de fase
reversa (Kromasil; 250 mm x 4,6 mm x 5 micrémetros).

O método analitico desenvolvido para FAT consistiu em um
sistema gradiente com os eluentes dgua acidificada (0,1% acido
férmico) (a) e MeoH (B) com detecgao em 245 nm. Assim, o gra-
diente foi iniciado 0-35 min (5-35% B); 35-75 min (35-50% B); 75-140
min (50-90% B); 140- 141 min (90-100% B), finalizando a corrida
com uma eluigdo isocratica de 100% de B 2100% de B de 141 até 160
min. O volume de inje¢ao foi de 20 pL com fluxo de 0,6 mL/min.

Os parametros de aquisi¢ao de Ion Trap foram: voltagem do
capilar-4,5 kV, voltagem da placa offset—500V, pressao do gas
nebulizador-20 psi, vazao e temperatura do gas de secagem-8
L/min e 300°C, respectivamente e modo de ionizag¢ao positivo. A
fragmentagao na célula de colisdo (cID) foi obtida no modo auto-
-EM/EM com resolugdo aprimorada para obteng¢ao dos espectros
EM e EM/EM. Os espectros foram registrados com um intervalo
entre m/z 100-1000 a cada 2 segundos.

RESULTADOS E DISCUSSAO
IDENTIFICA(;AO DOS ALCALOIDES ERITRINICOS POR CG-IE-EM

Na andlise do cromatograma da FAT de E. velutina, foi obser-
vada a presenca de 48 picos, dos quais 9 sao putativos alcaloides
eritrinicos no intervalo de tempo de 31 a 38min, também obser-
vados por cG-EM? utilizando a mesma metodologia. Os dados
obtidos por cG-EM da FAT estao na Tabela 1.

TABELA 1-PADRAO DE FRAGMENTAQAO ALCALOIDES DE E. VELUTINA

Pico Tentativa de identificacdo Tr (min) m/z (IE-EM) (intensidade)
299 (37), 284 (36), 269 (27),

A Er1s?é111:1§2/ g\}*gc;vma 31,92 268 (100), 266 (19), 253 (12),
} 241 (11), 228 (13), 215 (23)
B Eritrascina (C21H2s0sN) 33,29 371(42), 356 (42), 340 (100), 329 (12)

297 (31), 282 (32), 266 (100),
264 (24), 239 (10), 226 (16)
299 (37), 284 (36), 268 (100), 253

C Eritralina (C18H1wNO:s) 33,77
Erisovina ou Erisodina

D (CsHaNOy) 3463 (1Y 241(11), 228 (13), 215 (23)
. E;terﬁ?rilt?jlgg 4500 331(2),300(13),273 (50), 272 (1),
(CisHaNO3) 257 (100), 256 (54), 244 (60), 242 (15)
Eritratidina ou
F epieritratidina 3633 33t (2),300 (13), 273 (50), 272 (15),

(CoHxNO3) 257 (100), 256 (54), 244 (60), 242 (15)

312 (50), 297 (36), 281 (100), 279
(28), 221 (49)
317 (10), 286 (11), 259 (46),

G Erimelantina (C1s8H2003N2) 36,72
Erisotina ou Erisosalvina

El (C18H23NO4) 37,58 258 (10), 243 (100), 242 (40)
I Erisotina ou Erisosalvina 3788 317 (7), 286 (11), 259 (66),
(C18H23NO4) ’ 258 (10), 243 (100), 242 (40)

De acordo com os fundamentos da espectrometria de mas-
sas, é possivel prever padroes de fragmentacao de substancias de
acordo com seus analogos. Com base nisso, foi possivel propor a
analise dos perfis de fragmentac¢ao dos possiveis alcaloides en-



contrados na fragao de alcaloides totais de acordo com os padroes
de fragmentacao para as subclasses dienoides e alcenoides.?

Deste modo, foi possivel perceber que, em sistemas dienoides
(ligagbes duplas entre os carbonos 1 e 2, 6 e 7 respectivamente),
hd uma facilidade para ejecao de um elétron, sendo assim a frag-
mentagao para este tipo de subclasse ocorre por clivagem a-alilica
(Fig. 2), dando origem a um ion di-alilico estavel, normalmente
sendo este o fragmento majoritario do espectro (FEITOSA, 2014;
MILLINGTON ef al., 1974). Assim, para ocorrer a formagao do pico
base em um espectro de alcaloides eritrinicos da subclasse die-
noide que apresentam metoxila na posi¢ao 3 (R3 = OCH3), ocorre
uma clivagem a-alilica [M**-31] do ion molecular com perda do
radical metdxi nesta posicao. Isso pode ser observado na Fig. 2,
que mostra o padrao de fragmentacao de derivados eritrinicos
da subclasse dienoide de acordo com Amer et al. (1991). Enquanto
que, para alcaloides eritrinicos da subclasse dienoide que apre-
sentam hidroxila na posi¢ao 3 (R3=0H), 0 pico base do espectro de
massas se da devido a fragmentag¢io do ion molecular a partir de
clivagem a-alilica [M**—17], perdendo o radical hidréxi, o pode ser
observado na Fig. 2.?

Para a subclasse alcenoide (ligagao dupla entre os carbonos
1e 6), a ocorréncia da reagao retro Diels-Alder (RDA) [M**—58] é
caracteristica para esses derivados eritrinicos (Fig. 2). Barton e
colaboradores (1968) e Millington e colaboradores (1974) também
apresentaram a proposta de fragmentagao por reagao de RDA em
alcaloides eritrinicos alcenoides. Alguns derivados eritrinicos al-
cenoides por meio da reagao de RDA geram o pico base do espec-
tro, s3o exemplos: dihidroerisotrina, eritroculina, eritroculinol e
eritraulina; enquanto outros geram ions de elevada intensidade,
porém nao o pico base do espectro como, por exemplo, erisotina,
erisosalvina e eritatidina. O padrao de fragmentagao é essencial

para distingdo das subclasses dos alcaloides eritrinicos, visto que
ocorrem de forma diferente para ambas as classes.

FIGURA 1-PADRAO DE FRAGMENTAGAO IE-EM PARA ALCALOIDES ERITRINICOS
DAS SUBCLASSES DIENOIDES (A) E ALCENOIDES (B)

Subclasse dienoide (A)

er

Clivagerm
alilica

i
£
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Baseado nos estudos de fragmentag¢ao em IE-EM para alcaloi-
des eritrinicos e nos padroes de fragmentagao com ionizagao por
elétrons, discutidas anteriormente neste estudo, foram propos-
tos os mecanismos de fragmentac¢ao de alguns ions das vias que
envolvem reacao de RDA e clivagem « nas subclasses alcenoides
e dienoides de acordo com os substituintes ligados ao carbono 2
(paraalcenoides), o que contribuiu para identificagao destes alca-
loides na fragao alcaloidica do extrato etandlico de E. velutina.**"*2

Os ions moleculares das substancias E, F, H e  fragmentam-
se por reagao de RDA [M*-58], perdendo uma molécula neutra
(- 58 u) e originando o cation radical em m/z 273 ( e F) e m/z 259 (H
e I). Posteriormente o cation radical resultante da fragmentagao
doion molecular fragmenta-se por meio de clivagem guiada pelo
radical, com perda de um ion hidrogénio radicalar, originando



os ions em m/z 272 (E e F) e m/z 258 (4 e I). Esses ions ainda so-
frem fragmentagao por meio da perda de uma metila radicalar,
em fung¢do do aumento do comprimento da ligacao de C-O.? Essa
fragmentagdo dd origem aos ions majoritarios nos espectros de
massas dos alcaloides encontrados em m/z 257 (Ee F) e m/z 243 (H e
I). Outra proposta de fragmentagao ocorre com os ions originados
pela reagao de RDA em m/z 273 (E e F) e m/z 259 (H e 1), os quais
também podem perder uma metila radicalar, originando os ions
de m/z 258 (E e F) e m/z 244 (H e I). Para os isdbmeros erisotina e
erisosalvina, a perda da metila radicalar é a da metoxila.

Paraaclivagem «, a fragmentagao das substincias E e Fou H
e I teminicio com a eje¢ao de um elétron do oxigénio da hidroxila
que estd ligada ao carbono 2, caracterizando uma outra via de
fragmentagdo. A baixa intensidade dos ions moleculares de eri-
tratidina e seu epimero, erisosalvina e erisotina pode ser justifica-
da pela presenca dessa via de fragmentagao. A clivagem a dos ions
moleculares de m/z331 (E e F) e m/z317 (H e ) dd origem aos cation
radicais em m/z 273 (E e F) e 259 (H e I) por meio da perda de uma
molécula neutra de 58 u. Posteriormente esses ions radicais po-
dem fragmentar-se por clivagem guiada pelo radical com a perda
de um hidrogénio radicalar; em fungao disso, tem-se a formagao
dos ions de m/z 272 (E e F) e m/z 258 (H e I), ou fragmenta-se pela
perda uma metila radicalar (-15 u) e forma os ions majoritarios
dos espectros em m/z 257 (E e F) e m/z 243 (H e I). Ambos os meca-
nismos citados anteriormente sugerem que, tanto na via iniciada
por reagao de RDA quanto por clivagem o, originam-se os mesmos
ions do espectro de massas dessas substancias.

Alcaloides dienoides encontrados na fragao de alcaloidica de
E. velutina no pico majoritario do cromatograma, pico D, suge-
rem como sendo erisodina ou erisovina de acordo com o padrao

de fragmentagdo destas substincias neste trabalho, bem como*?
os alcaloides dienoides deste estudo possuem metoxila ligada ao
carbono 3; em fungao disso, sugere-se que sofrem fragmentagao
via clivagem a-alilica [M*-31], visto que tendem a ejetar elétrons,
gerando o pico base do espectro de massas.*>>*

Para o derivado eritrinico referente ao pico D e A, foi sugerido
que o ion molecular em m/z 299 fragmenta-se por clivagem o- ali-
lica [M**-31], com perda do radical metdxi gerando o ion di-alilico
estavel em m/z 268 referente ao pico majoritario do espectro de
massas. O ion molecular também sofre fragmentagao de [M*-15]
com perda de metila radicalar para formar o ion em m/z 284 com
elevada intensidade no espectro de massas.

FIGURA 2—ALCALOIDES ERITRINICOS IDENTIFICADOS NA FAT DO EXTRATO DE
E. VELUTINA

~0

(A/D) Erisodina (R1=OH, R2= OCH3)
(A/D) Erisovina (R1= OCH3, R2=0H)

(E/F) Eritratidina ou epi-eritratidina ~ (G) Erimelantina  (H/I) Erisotina (R1=OH, R2= OCH3)
(R2=Me02C) (H/I) Erisosalvina (R1= OCH3,
R2=0H)



IDENTIFICAQAO DOS ALCALOIDES ERITRINICOS POR CLAE-IES-EM

A caracterizagao estrutural dos alcaloides encontrados na FAT
do extrato etandlico de E. velutina realizada por CLAE-IES-EM no
modo de ionizagao positivo (1IES*) é apresentado na Tabela 2. Os
constituintes da FAT foram identificados com base no padrao de
fragmentagao destes comparados com os obtidos na literatura,
assim foi possivel sugerir a presenga de 23 possiveis alcaloides
eritrinicos.

Como proposta para as fragmentagdes sofridas pelos alcaloi-
des eritrinicos presentes na FAT de E. velutina, tem-se um padrao
de mecanismos que ocorre de forma intensa para estas substin-
cias, visto que as perdas de H.O, CH;0H, CHs" e CO acontecem em
todos os alcaloides estudados, nio necessariamente na ordem cita-
da. Com base nos estudos de fragmentacao, foi possivel propor as
fragmentacOes mais comuns para as substancias estudadas.>*%

TABELA Z—CARACTERIZA(;AO DOS ALCALOIDES IDENTIFICADOS NA FAT DE E. VELUTINA POR CLAE-IES-EM-EM

Composto Tr(min)/(Pico) Férmula molecular [M+H]+ MSn (m/z) Tentativa de identifica¢io Referéncia
1 17,8 (1) C18H24NO4 318 300, 286, 268 Erisotina ou Erisosalvina 3
2 19,5 (2) C18H24NO4 318 300, 286, 268 Erisotina ou Erisosalvina 3
3 19,5 (2) C18H24NOs 334 316, 284, 256, 302 Hidroxierisosalvina ou hidroxierisotina 26
4 20,5 (3) C18H24NO4 318 300, 286, 268 Erisotina ou Erisosalvina 3
5 20,5 (3) C18H24NOs 334 316, 284, 256, 302 Hidroxierisosalvina ou hidroxierisotina 26
6 21,3 (4) C18H24NO4 318 300, 286, 268 Erisotina ou Erisosalvina 3
7 21,3 (4) C18H24NOs 334 316, 284, 256, 302 Hidroxierisosalvina ou hidroxierisotina 26
8 22,3 (5) C18H24NO4 318 300, 286, 268 Erisotina ou Erisosalvina 3
9 22,3 (5) C18H24NOs 334 316, 284, 256, 302 Hidroxierisosalvina ou hidroxierisotina 26
10 23,8 (6) C18H22NO4 316 298, 284, 266 Erisotinona, erisosalvinona, eritroculinol, eritratina e epieritratina 3
11 23,8 (6) C18H20NO3 298 266, 251 Eritralina 3
12 24,3 (7) C18H20NO3 298 266, 251 Eritralina 3
13 24,3 (7) C18H22NO4 316 298, 284, 266 Erisotinona, erisosalvinona, eritroculinol, eritratina e epieritratina 3
14 25,5(8) C18H20NO3 298 266, 251 Eritralina 3
15 25,5 (8) C18H22NO4 316 298, 284, 266 Erisotinona, erisosalvinona, eritroculinol, eritratina e epieritratina 3
16 27,3 (9) C18H22NO3 300 268, 253, 225 Erisovina ou erisodina ou eritramina 3
17 30,5 (10) C18H22NO4 316 298, 284, 266 Erisotinona, erisosalvinona, eritroculinol, eritratina e epieritratina 3
18 31,4 (11) C18H22NO4 316 298, 284, 266 Erisotinona, erisosalvinona, eritroculinol, eritratina e epieritratina 3
19 33,7 (12) C21H26NOs 372 340 Eritrascina 26

20 33,7 (12) C18H20NO4 314 282,267 Erisotrina ou 8-oxoerisodina

21 36,5 (13) C18H19NO4 296 281, 264 Eritrinina 3
22 38,3 (14) C20H26NO4 344 329,312 Eritroculina ou eristemina 3
23 39,1(15) C19H24NOs5 346 331 Eritratina n-oxido 26
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Para iSSO, fOI utilizada como exemplos a fragmentagéo dOS FIGURA 3—ALCALOIDES ERITRINICOS IDENTIFICADOS NA FAT DE E. VELUTINA
alcaloides hidroxierisosalvina e erisodina. Estes foram selecio- POR CLAEIESEN
nados porque, em suas fragmentagoes, é possivel demonstrar as
perdas mais frequentes em alcaloides do género Erythrina. Para
o alcaloide erisodina, ocorre a perda de uma molécula de cH;0H
(32 u) de acordo com o mecanismo proposto por Stévigny e cola-
boradores (2004) com a formag¢ao de um epé6xido, formando o ion

em m/z 268, seguido da perda de metila radicalar para formagao (D Erisoslvina ( Hidroxierisosalvina/ (10) Eritratina (12) Exitralina
do ion em m/z 253; e por fim, ocorre a perda de um co, gerando (R‘ [ Ei??’;i‘_‘i, 1;)
o ion em m/z 225. Estes s30 mecanismos comuns para alcaloides S o
aporfinicos.*”* o™
A fragmentacao proposta para o alcaloide hidroxierisosalvina = O
tem inicio com a perda de uma molécula de H.O (18 u), gerando ~o "
o0 ion em m/z 316 por meio de rearranjo remoto de hidrogénio,* ~o0 ‘
seguido da perda de uma molécula de cH:;0H (32 u), formando o (16) Erisovina (19) Eritratina (20) Erisotrina (21) Eritrinina
ion em m/z 284, seguido da perda de co com a formagao do ion em z‘g%:sir{g%;dz%}:i
m/z 256.*” Outra via de fragmentag¢ao do ion molecular em m/z 334 T OH
ocorre para geragao do fragmento em m/z 302, a partir da perda = O 0 o
de uma molécula de CH;0H (32 u). Estes so mecanismos comuns ~oo " ~o :
para alcaloides aporfinicos. Todos 0s compostos tentativamente o ‘ <o

identiﬁcados estaona F lg . 3. (22) Eritroculina (23) Eritratina N- Oxido



CONCLUSOES

A combinagdo da ionizag¢ao por impacto de elétrons com a
ionizagao por eletrospray, juntamente com os dados de espectro-
metria de massas, permitiu a identificagio de 9 possiveis alcaloi-
des eritrinicos por meio CG-1E-EM e de 23 possiveis alcaloides nas
analises por CLAE-IES-EM, presentes na fra¢ao de alcaloides totais
do extrato das cascas do caule de E. velutina. Os resultados obtidos
pela combinag¢do dos dados cromatograficos, unidos a espectro-
metria de massas, permitiram a identificacao das substincias
citadas neste trabalho sem a necessidade do seu isolamento, de
acordo com os padroes de fragmentagOes previamente descritos
na literatura, bem como o mecanismo de fragmentagao sofrido
pelos alcaloides eritrinicos.

Dessa forma, o presente estudo foi de grande valia para o
conhecimento do arsenal de constituintes quimicos da espécie e
a obtencao de dados quimicos de marcadores do género Erythri-
na, uma espécie muito utilizada na medicina popular pelas suas
atividades no sNc, porém pouco estudada. Apesar de as subs-
tancias mencionadas neste trabalho ja terem sido descritas na
literatura, este estudo contribuiu evidenciando que esta espécie
apresenta alcaloides com potencial ansiolitico, antinociceptivo e
anticonvulsivante, visando a estudos mais detalhados para tra-
balhos posteriores.
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INTRODUGAO

s regides Norte e Nordeste do Brasil possuem grande des-

taque no que diz respeito ao cultivo de frutas tropicais, que
suportam as variagoes climaticas presentes nos estados produto-
res e apresentam potencial para o desenvolvimento de produtos
com valor agregado’.

Uma dessas frutas é a seriguela (Spondias purpurea), que é ori-
gindria da América Central, também conhecida como ceriguela,
ciriguela, entre outras denominagdes; e pertence a familia das
Anacardiaceae. O género Spondias apresenta um elevado destaque
comercial por produzir frutas de sabor agradavel, encontradas
no mercado principalmente na forma in natura ou como polpaZ.

E caracterizada por ser um fruto de coloragio vermelho-es-
curo, quando estd madura, e apresenta sabor agradavel, com ele-
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vado nivel de aceita¢ao no mercado’*, por ser rica em agticares.
Essa quantidade vai aumentando de acordo com a maturidade da
fruta. Entre esses aglicares, glicose, frutose e sacarose s3o encon-
trados em maior quantidade®.

O fruto possui bastante valor nutritivo por apresentar em sua
composigao 6,70% de agticares redutores, 1% de amido, 70,22% de
rendimento médio de polpa, 21,25°Brix, 0,62% de acidez titulavel
(acido citrico), com indice de maturagao de 34,32 e pH 3,44%". A
seriguela apresenta, em sua composi¢ao, carboidratos, fésforo,
ferro, vitaminas A, B e C, e metabdlitos secundarios, como os
compostos fendlicos®”.

As frutas que apresentam maiores teores de agticares podem
ser utilizadas para a producao de bebidas fermentadas, desde que
contenham teores de sais, umidade e nutrientes adequados para
o processo fermentativo™. A fermentagao ocorre por meio de mi-
crorganismos, principalmente leveduras e bactérias. As leveduras
desempenham uma fungao essencial para o desenvolvimento de
um fermentado de frutas''. Tal microrganismo atua convertendo
o agtcar da fruta em alcool etilico, gis carbdnico e outros elemen-
tos secundarios, que sao formados durante o processo fermenta-
tivo em parcela variada e contribuem para a qualidade do fermen-
tado™. Através do estudo cinético dos processos fermentativos,
é possivel determinar alguns parimetros importantes, como a
velocidade em que um substrato é consumido, a formagao do pro-
duto e, no caso de processos que ocorrem por meio de leveduras,
é obtido o conhecimento da velocidade de crescimento celular e
como a levedura pode influenciar o processo fermentativo®.

As concentragoes dos componentes do meio de cultivo, em
um determinado tempo de processo, podem ser relacionadas en-
tre si, fornecendo os fatores de conversio de substrato em con-
centracao celular (YX/S), concentragao celular em produto (YX/P)

e substrato em produto (YP/S), como mostrados respectivamente
nas Equacgoes 1, 2 e 3™.

X-Xp Equaci
- quagao (1)
X—Xo B
YX/P = PP, Equagao (2)
Y __P-Py
P/S — K5 Equagio (3)

Industrialmente é essencial ter o conhecimento dos dados
cinéticos de um processo fermentativo, pois é possivel analisar os
perigos, os pontos criticos do processo e determinar o tempo de
vida ttil do produto®?. A importancia também estd no fato de que,
quando o processo é realizado em escala laboratorial, é possivel
amplid-lo para nivel industrial, realizando esta ampliagao através
das comparagdes das variaveis quantitativas do processo entre as
duas escalas™.

Quando o mosto, apds o processo fermentativo, passa pelo
processo de destilagao, tem-se como produtos bebidas destiladas,
também conhecidas como aguardentes. Através da destilagao do
mosto fermentado ou da destilagao alcodlica simples do fruto, é
possivel obter uma aguardente com aspectos diferenciados e mar-
cantes. Caracteristicas como sabor, aroma e todos os elementos
formados durante o processo fermentativo devem ser preservadas
no produto®.



A aguardente é um produto caracterizado por possuir uma
elevada graduacao alcéolica’, sendo este elevado teor de etanol
um diferencial das bebidas fermento-destiladas com relagio ao
fermentado de fruto. As aguardentes de frutas sao conhecidas
como fermento-destiladas, tendo como principais componentes
adguae o etanol®.

Existe uma diversidade enorme de matérias-primas que
sdo utilizadas para a producao de bebidas destiladas. No Brasil,
as matérias-primas sao selecionadas pela presenca de agticares
ou amido, seja de origem animal ou vegetal, cujas substincias
por meio da agdo das leveduras sao quebradas e convertidas em
etanol”®. A aguardente de cana-de-agtcar é conhecida como ca-
chaca e possui graduagdo alcodlica variando de 38 a 54% a 20°C?..
Ja as aguardentes provenientes de frutos devem possuir um teor
alcodlico de 36 a 54% a 20°C*.

Assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver uma bebida
fermentada utilizando como substrato a polpa da seriguela, por
ser uma fruta que apresenta elevados teores de agticar; durante
0 processo, realizar a anilise cinética da fermentagao alcodlica,
comparando os resultados obtidos quando se conduz o processo
em dois tipos de reatores, um com agitagao e outro sem agitagao;
e em seguida, realizar a destila¢ao do fermentado para obtengao
da aguardente de seriguela, com o propdsito de desenvolver um
produto que apresente potencial para a comercializagao.

MATERIAL E METODOS
O trabalho foi conduzido no laboratério de Biotecnologia do

Centro de Desenvolvimento Sustentavel do Semiarido da UFcG,
entres os meses de dezembro de 2017 e abril de 2018.

MATERIA-PRIMA

Para a realizacdo do trabalho, foram utilizados cerca de 4,0
kg de polpa de seriguela, obtidos em estabelecimento comercial
situado no municipio de Campina Grande-pB, tendo em vista a
dificuldade em obter o fruto in natura durante o periodo de desen-
volvimento da pesquisa. O material ficou armazenado em conge-
lador até o inicio do trabalho.

MICRORGANISMO

O microrganismo utilizado foi a levedura Sacharomyces cerevi-
siae — fermento bioldgico comercial em pd, sendo este o respon-
savel por metabolizar os agticares anaerobicamente.

MOSTO: PREPARO E CORREQ@ES

A polpa da fruta foi processada em um liquidificador domés-
tico (da marca Arno), com o uso de 750,0 mL de dgua mineral
para cada kg de polpa, adquirindo-se 7,8 L de mosto para os 4,0
kg de polpa. O volume total do mosto passou por um processo de
aquecimento até o inicio da ebuli¢do, seguido de uma filtracao,
em filtro de tecido, para remogao das particulas sdlidas de ta-
manhos maiores. Em seguida, foi realizada a chaptalizacao, um
processo utilizado para corre¢ao da quantidade de agtcar pre-
sente no mosto por meio da adigao de sacarose, quando o agticar
contido no fruto nio se encontra na quantidade adequada para
atingir a graduagao alcodlica minima desejada para o fermenta-
do®. Foi realizada a analise do brix inicial do mosto por meio do
refratdbmetro ABBE de bancada, modelo Q767B da marca Quimis;
e em seguida, foram adicionados 850g de agticar cristal a0 volume



total do mosto, alcancando-se um teor de sélidos solaveis totais
de 16°Brix.

A préxima etapa da preparagao do mosto foi a corre¢io do
pH. Por meio da utiliza¢ao do pHmetro digital PH 2600 da marca
Instrutherm, foi realizada a visualizagao do pH do mosto de se-
riguela apés a chaptaliza¢ao. Em seguida, para redu¢ao da acidez
do mosto, foi utilizada uma solugao de hidréxido de sédio (NaoH)
a 0,2 M.Apds as etapas de corre¢ao, o mosto foi autoclavado a
121°C e 1 atm, por 30 minutos, em Erlenmeyers e no reator de
bancada, para garantir a assepsia do processo.

FERMENTAGAO ALCOOLICA

Nesta etapa, foram realizados dois processos em batelada,
sendo um com agitagao e outro sem. Para a fermenta¢ao com agi-
tagdo, utilizou-se o reator de bancada com capacidade de1,2 L, da
marca TECNAL modelo Biotec-C (Fig. 1).

FIGURA 1-REATOR UTILIZADO NO PROCESSO FERMENTATIVO COM AGITAQAO

188 [ AVANGOS EM BIOTECNOLOGIA E BIOPROCESSOS

O processo fermentativo realizado em modo descontinuo
com agitagao ocorreu no reator agitado por meio de dois impe-
lidores, no qual foi inoculado 1200 mL do mosto com 6¢g da leve-
dura (5 gL™). O indculo foi realizado em cimara de fluxo laminar,
mantendo toda a assepsia do processo. Apds o término do in6culo,
o reator foi ligado para dar inicio ao processo fermentativo. Um
recipiente de vidro contendo dgua foi conectado ao reator, por
meio de uma mangueira, para impedir a entrada de ar durante a
liberagao de gis carbdnico que ocorre no processo fermentativo.
A fermentagao ocorreu sob uma agitagao de 350 rpm. A cada 2 ho-
ras, aliquotas de 10 mL do mosto eram retiradas em uma seringa
para determinacao da concentragao celular, do °Brix e do pH do
mosto por um periodo de 24 horas. Apds esse periodo, as amostras
eram retiradas, a cada 12 horas, até o término do processo.

Para a condugdo do processo sem agitacao, foi utilizada como
reator uma garrafa PET, com capacidade de 10 L. Na parte infe-
rior, foi instalada uma torneira para coleta de amostras do mosto,
como apresentado na Fig. 2:

FIGURA 2—REATOR UTILIZADO NO PROCESSO FERMENTATIVO SEM AGITA(;,AO
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O inéculo foi preparado em cimara de fluxo laminar, adi-
cionando um volume de 6L do mosto com 30g da levedura (s5g
de levedura por Lde mosto). O mosto permaneceu no reator por
7 dias, em temperatura ambiente. Durante este periodo, foram
determinadas as concentragoes de células e de sélidos totais em
°Brix, além do pH do meio reacional. Inicialmente, aliquotas de
10 mL foram coletadas a cada 2 horas nas primeiras 24 horas. Nos
demais dias, foi coletada apenas uma amostra a cada 24 horas.

PARAMETROS CINETICOS DO PROCESSO FERMENTATIVO

Para a obtenc¢ao dos pardmetros cinéticos do processo fer-
mentativo, os resultados obtidos por meio da coleta das aliquotas
de 10mL, em intervalos de tempo definidos, foram utilizados.

CRESCIMENTO CELULAR

A concentragdo de células foi determinada a partir da filtra-
¢do avacuo das amostras em papel em filtro, sendo os papéis pre-
viamente submetidos a secagem em estufa a 50°C por 24 horas
para determinag¢ao da sua massa (m1). O papel filtro contendo as
células retiradas também passou por um processo de secagem em
estufa a 55°C por 24 horas. Apds a secagem, com o auxilio de uma
balanca analitica, foi possivel determinar a massa do conjunto
(papel + células) (M2). Os calculos para obter a massa celular (x),
em gramas por litro, para cada amostra filtrada foram realizados
através da Equagao (4)*.

X(gL ) = (My;—M;) x 100 Equacio (4)

CONSUMO DO SUBSTRATO

Para determinagao do teor de sdlidos solaveis totais (TSS) ex-
pressos em °Brix, foi utilizado o refratdmetro de bancada (abbe
EEQ90006B), previamente calibrado. A partir do resultado obtido,
foi calculada a concentragao de sacarose do mosto expressa em
gramas de sacarose por litro de mosto, com base na Equacao (5)*:

sacarose (gL™') = 10,13 x TSS + 1,445 Equacio (5)
PRODUQAO DE ETANOL

A determinagao do teor de etanol do fermentado foi realizada
utilizando-se dados coletados com o refratémetro, que mede o
°Brix. A partir desta medida, foi estimada a concentragao de al-
cool etilico por meio da conversao do valor em °Brix, apresentado
pelo refratdmetro, para %ABv (mL de alcool por 100 mL de solu-
¢do), utilizando-se a ferramenta disponivel em: http://onebeer.
net/refractometer.shtml. O cilculo se baseia nas relagdes entre a
quantidade de sélidos solaveis, presentes no inicio e ao término
do processo, e a densidade do meio. Para um menor teor de s6-
lidos solaveis, a solugio apresenta uma menor densidade, o que
indica um maior teor de etanol.

DETERMINAQAO DO RENDIMENTO E DA PRODUTIVIDADE

A fermentagao alcodlica pode ser representada pela equagao
quimica:

C,H,,0,+H,0>CH,0 +CH,O,~4C, HOH + 4C0, + Energia



A partir da estequiometria da reac¢ao e conhecendo-se a den-
sidade do etanol, é possivel determinar a concentrag¢ao de etanol
maxima tedrica (Qt). Com os dados coletados durante o processo,
pode-se determinar a concentragao de etanol experimental (Q.).
Os resultados, expressos em (g/L), foram encontrados por meio
da utilizac¢ao das Equagoes (6) e (7):

de sacarose mlL de etanol de etanol 3
Q, = LE9N0% 4 0,682 Sy 0,789 L Equacao (6)
L de mosto g de sacarose mL de etanol
mlL de etanol de etanol 1000 mL de mosto =
Qe =————x 0,789 g Equacio (7)
100 mL de mosto mlL de etanol 1 L de mosto

Para determinar o rendimento (R) e a produtividade (p), fo-
ram utilizadas as Equacoes (8) e (9), respectivamente, em que Qe
= concentra¢ao de etanol experimental (gL™), Qf = maxima con-
centragdo de etanol tedrica (estequiométrica) (gL?), e t = tempo
de fermentacao (h).

R(%) = g—i x 100 Equacio (8)
P(gL'h™Y) = % Equagio (9)
CENTRIFUGAGAO

Ao término do processo fermentativo, foi realizada a centri-
fugacao do fermentado com o uso da centrifuga da marca Lo-

gen Scientific. Processo foi realizado com o objetivo de atingir
um produto livre a0 maximo de impurezas, promovendo a sedi-
mentagao das particulas mais espessas. Logo apds a separagao, o
fermentado foi armazenado em garrafas PET de 1,5 L, que foram
acondicionadas em geladeira.

DESTILAGAO

A destilagao foi realizada com o auxilio de um destilador ar-
tesanal, formado por um sistema de aquecimento, composto por
uma chapa da marca Logen, a caldeira do destilador, sendo uma
panela de pressao com capacidade para 4,5L; e o sistema de res-
friamento, composto por um balde e uma mangueira conectada a
uma torneira e a uma serpentina de condensacao feita com tubo
de cobre. Um béquer foi utilizado para a coleta do destilado e um
densimetro alcodmetro (alcoolometro Gay-Lussac-Incoterm),
para determinagao do teor alcodlico.

Foram coletados os 10% iniciais, referentes a fragao cabega. A
fragao coracgao foi obtida de acordo com o teor alcodlico desejado,
sendo este correspondente a 41%. O volume restante, que corres-
ponde a frag3o cauda, foi descartado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo fermentativo utilizando polpa de seriguela como
substrato foi conduzido em reatores em batelada, com e sem agi-
tacdo. O fermentado obtido quando o processo foi realizado com
agitagdo apresentou uma cor mais escura com a presenca de tur-
bidez, como se observa na Fig. 3(a); por outro lado, o produto obti-
do no reator em batelada sem agitagao apresentou uma coloragao
mais clara e uma aparéncia menos turva, conforme apresentado
na Fig. 3(b).



FIGURA 3—FERMENTADO DE SERIGUELA OBTIDO NO PROCESSO COM (A) E SEM
AGITAGAO (B)

Essa cor turva geralmente surge pela presenca de proteinas,
também conhecida como “nuvem proteica”. Essas proteinas vao
sendo desnaturadas e formando agregados proteicos insoliveis
durante todo o processo fermentativo, o que pode gerar a turbidez
presente na amostra®.

CINETICA DOS PROCESSOS FERMENTATIVOS EM BATELADA COM E
SEM AGITAGAO

Por meio do estudo cinético de uma fermentagao, é possivel
construir as curvas de cinética e adquirir os pardmetros que per-
mitem avaliar o desempenho do processo. Além disso, é possivel
observar a velocidade em que o substrato estd sendo consumido
e a formagado do produto em fung¢do do tempo, bem como o cres-
cimento celular e a influéncia da levedura utilizada no processo®.

NaFig. 5, é apresentada a curva cinética do processo fermen-
tativo com agitacao. Através da andlise desta curva, é possivel
compreender os perfis de crescimento celular (gL?), de consumo
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de substrato (°Brix) e da producao de etanol (%ABV) em fungao
do tempo de fermentagao. Para este modo de operag¢ao, o mosto
permaneceu no reator por 89 horas.

FIGURA 4-REPRESENTAGAO DO PERFIL CINETICO DA PRODUGAO DO

FERMENTADO DE SERIGUELA EM REATOR COM AGITAQAO
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Verifica-se, durante o processo fermentativo com agitagao,
que a fase de adaptagio celular ocorreu até a oitava hora de fer-
mentacao, quando o crescimento celular foi mais lento; sendo que
durante esse periodo, a concentragio celular variou de 24,5 a 37,0
gL, A fase de transi¢do, em que ocorre o inicio da reprodugao,
seguiu até as 16 horas de processo fermentativo, havendo um au-
mento gradual do crescimento, sendo alcangada uma concentra-
¢do de 82,5 gL. O elevado crescimento celular dessa fase ocorre
devido a grande quantidade de substrato presente no meio e a au-
séncia de inibidores?”. Em seguida, ocorreram o declinio e a morte
celular, em que se obteve uma concentragao de 20,9 gL™* como valor
final. A fase de declinio indica a perda da capacidade de divisdo
celular, o que leva a uma elevada taxa de morte da levedura?.
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Em estudo sobre a fermentagao do mosto de cagaita, foi ve-
rificado que a fase lag ocorreu entre o inicio do processo até a 52
hora, em que ocorre o periodo de adaptac¢ao do microrganismo. A
segunda fase, caracterizada pela transi¢ao e pelo inicio do cresci-
mento celular, ocorreu entre a 5* e a 122 hora; e a fase exponencial
(log) situou-se apds as 12 horas®, sendo este comportamento um
pouco diferente do observado na Fig. 5.

O consumo do substrato ocorreu de forma rapida até as 16
horas de fermentagdo, o que permite afirmar que a levedura uti-
lizada no processo se adaptou ao meio. Em seguida, o substrato
apresentou tendéncia a atingir uma concentrag¢ao constante, ve-
rificando-se um decaimento mais lento, provavelmente devido ao
aumento da concentragao de etanol no meio, o que inibe a atuagao
do microrganismo. No final do processo, o fermentado atingiu
um valor de 6,0° Brix, equivalente a 62,225 gL! de sacarose, sen-
do que esse resultado foi obtido através da conversao do teor de
solidos solaveis para sacarose, aplicando a Equagdo 5. Esse rapi-
do decaimento do teor de sélidos solaveis no inicio do processo
indica que, no mosto, estao presentes altas quantidades de agi-
cares fermentaveis, que favorecem o processo fermentativo®. E
importante a verificagiao da velocidade em que o substrato esta
sendo consumido, pois através desses valores é possivel analisar
e controlar a qualidade e a eficiéncia do processo®.

Em outro estudo, os pesquisadores encontraram valores em
torno de 5,0°Brix para o fermentado de ata (fruto também conhe-
cido como pinha); e entre 5,4 e 6,5°Brix para a fermentagao do
mosto de mangaba, sendo estes valores proximos aos apresenta-
dos no presente estudo. As fermentagdes, em ambos 0s processos,
foram conduzidas em vasilhames de ago inox, sob temperaturas
de 18 a2 21°C, pelo periodo de 21 dias®.

Com base no monitoramento cinético, a produgao de etanol
foi verificada e o teor de etanol, expresso em %ABV, foi aumen-

tando gradativamente em fun¢ao do tempo de fermentagao, até
a estabilizacao decorridas 20 horas, apresentando um valor final
de 8,78%aBV. Valores préximos foram encontrados para outros
fermentados de frutos, relatados na literatura. Em um estudo da
obten¢ao do fermentado a base de jambolao e do caldo de cana-de-
-aglicar, com fermentacao realizada em recipientes de vidro com
capacidade para um litro, foi observado um teor alcodlico médio,
para cinco tratamentos, de 8%ABV*'. Em outros estudos, foi en-
contrado para o fermentado de jabuticaba o valor de 12 %ABV?,
sendo o mesmo valor obtido para o fermentado de caja*. Essas
diferengas ocorrem em fungao da quantidade, inicial e final, de
acticar presente em cada processo fermentativo®.

Na Fig. 6, é apresentada a curva cinética do processo fermen-
tativo sem agitacao. Para este modo de opera¢io, o mosto perma-
neceu no reator por 88 horas.

FIGURA 5-REPRESENTACAO DO PERFIL CINETICO DA PRODUGAO DO
FERMENTADO DE SERIGUELA EM REATOR SEM AGITACAO
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O crescimento celular para o processo em batelada sem agi-
tacao ocorreu de forma exponencial até as 12 horas de fermen-
tacdo. Apos este tempo, houve um decaimento do crescimento
celular em funcao da morte das células presentes do meio. Das
22 3s 24 horas de processo, houve um aumento de concentragao
celular. Isso pode ter sido ocasionado devido ao consumo de al-
gumas fragoes de células, em fase de morte celular, por algumas
células vivas ainda presentes no mosto, sendo assim utilizadas
para multiplicagao*.

A diminuigao do teor de aglicares presentes no mosto ocorre
em func¢ao da atuagao do microrganismo inoculado no meio, con-
vertendo este substrato em etanol e diéxido de carbono. As anali-
ses de teor de sdlidos soluveis expressos em °Brix para o processo
realizado sem agitacao mostraram que os valores permaneceram
estaveis até as 8 horas de fermentagao, e isso pode ter ocorrido
provavelmente em decorréncia da falta de homogeneizacao do
sistema. A partir da décima hora, foi ocorrendo um decréscimo
em fungao do tempo de fermentagao, sendo observado um ele-
vado desprendimento de gis carbonico no sistema do reator e,
consequentemente, maior formagao do produto. O processo fer-
mentativo foi finalizado quando o mosto apresentou um valor
constante de 6 °Brix, decorridas 88 horas de fermentagao.

O teor alcodlico para o processo sem agitagao apresentou-se
constante até as 8 horas de processo fermentativo, possivelmente
porque, durante esse periodo, o consumo de substrato do meio
serviu para multiplicacao celular e, consequentemente, nao ocor-
reu geragao de produto em quantidades que se pudesse quanti-
ficar. A produgao de etanol iniciou na décima hora de fermenta-
¢ao, seguida de um acréscimo constante até o valor estabilizar em
8,78% ABV, no tempo de 24 horas.

Comparando-se os dois processos, representados nas Fig. 5
e 6, podemos verificar que, a0 operar sem agita¢ao, o consumo
de substrato levou mais tempo para iniciar e, consequentemen-
te, a formagao do produto (etanol) também, diferenciando-se do
processo ocorrido com agitagao em que, nas primeiras horas, o
substrato ja estava sendo consumido e o produto gerado, manten-
do-se constante ao longo do processo. Com relag¢ao ao crescimen-
to celular, foi visto que, no processo com agitacao, foi necessario
um maior tempo até alcangar o ponto de maxima concentragao
de células (16 horas), diferenciando-se do processo ocorrido sem
agitagao, cujo pico ocorreu com 10 horas de processo.

Essas diferengas no tempo em que ocorrem o consumo de
substrato, a formacao de produto e o crescimento celular podem
estar relacionadas a diferentes fatores, como o modo como o pro-
cesso estd sendo conduzido, a levedura utilizada no processo, o
modo de preparo do mosto fermentativo, entre outras causas.
Como neste trabalho foi utilizado o mesmo mosto com as mesmas
caracteristicas para os dois processos fermentativos, bem como
amesma levedura, fica evidenciado que a diferenga ocorreu pelo
modo como o processo foi conduzido, notando-se que o processo
ocorrido com agita¢ao apresentou um melhor desempenho com
relagdo ao tempo gasto para a geragao do produto.

Durante a coleta de dados para a obten¢ao dos parametros
cinéticos, também se verificou o pH do meio reacional. Para pro-
cessos fermentativos de frutas, valores de pH entre 3 e 5 s30 con-
siderados bons para a qualidade do fermentado; e a faixa 6tima,
onde ocorre maior produc¢ao de etanol, esta entre 4,5 e 5%, Na
Fig. 6, s30 apresentados os valores de pH, por tempo de fermen-
tagao, para os dois modos de operacao.



FIGURA 6 — PH DO MOSTO DE MANGABA DURANTE O PROCESSO FERMENTATIVO,
REALIZADO EM BATELADA COM E SEM AGITA(;AO
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Avaliando a Fig. 6, verifica-se que houve um decréscimo do
pH seguido de uma estabiliza¢ao dos valores em ambos os pro-
cessos. Os valores de pH, ao final da fermentagao, foram de 4,30
e 4,15, para 0s processos com agitagao e sem agitacao, respectiva-
mente, sendo que estes valores se encontram dentro da faixa de
pH considerados adequados para o desenvolvimento deste tipo de
processo. Resultados semelhantes foram observados na obtengao
de fermentado de ata (fruto conhecido como pinha), sendo obser-
vado um pH final variando de 4,07 a 4,19%.

Podemos observar que, mesmo a faixa de pH do mosto es-
tando fora do valor considerado 6timo para o crescimento da
levedura, n3o ocorreu inibi¢ao do crescimento celular nos dois
processos. Isso pode ter ocorrido devido a levedura utilizada no
processo apresentar tolerdncia a valores de pH levemente mais
acidos, ou pode estar associado a existéncia de leveduras ja pre-
sentes no mosto antes da inocula¢ao®.
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PARAMETROS CINETICOS DO PROCESSO FERMENTATIVO

Nas Tabelas1e 2, s3o apresentados os resultados obtidos com
relacdo a concentragao de etanol experimental (Qe), concentragao
de etanol maxima teérica (Qt), rendimento, produtividade e fator
de conversao de substrato em produto (Yys) para os dois tipos de
reatores utilizados no processo fermentativo.

TABELA 1- CONCENTRA(;AO TEORICA E EXPERIMENTAL DE ETANOL PARA OS
DOIS REATORES

Qe (gL-1) Qt (gL-1)
69,27 87,99

TABELA 2 — PARAMETROS CINETICOS DA FERMENTA@AO ALCOOLICA PARA OS
DOIS REATORES.

Processo Rendimento (%) Produtividade (gL-1h-1) YP/S

Com agitacao 78,72, 3,46 0,66
Sem agitacao 78,72 2,88 0,66

Os valores de rendimento em produto observados para os
processos de fermentagao alcodlica de seriguela foram iguais para
os dois reatores, sendo obtidos 78,72%. Estes valores de rendi-
mentos indicam que aproximadamente 80% do a¢ticar disponivel
nos processos foram transformados em alcool etilico.

Ja a produtividade, que expressa a quantidade de etanol pro-
duzido por hora, apresentou valores diferentes, de acordo com
o modo de condugao. No processo em batelada com agitagao, a
produtividade foi maior, sendo de 3,46 g.L"'h™, enquanto na ba-
telada sem agitagao, o valor foi de 2,88 gL*h'. Um valor elevado
para este parametro indica a produ¢ao de uma maior quantidade
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etanol por hora, o que é vantajoso, visto que o processo pode ser
encerrado mais rapidamente. Nesse estudo, foi observado que
quanto maior o tempo de processo, menor a produtividade.

Pesquisadores estudaram a elaborac¢ao de um fermentado de
melancia em um processo realizado em batelada e encontraram
rendimento de 94% e produtividade de 1,65 gL*h?*. Em outro
estudo, pesquisadores produziram fermentado de morango em
reator operando em batelada com agitagao e obtiveram produti-
vidade de 0,1336 gL *h' *. Essas variacoes nos valores dos para-
metros cinéticos podem ser decorrentes de varios fatores, como
levedura utilizada no processo, modo de operagao do reator, tem-
peratura, tempo de operagao e substrato utilizado®.

O rendimento em produto (YP/S), encontrado na fermenta-
¢do de polpa de seriguela, foi igual a 0,66. Esse resultado pode
ser explicado pela provavel produgdo de outras substancias como
dlcoois superiores, acetaldeidos e ésteres, também pela inibi¢ao
das leveduras por causa do alto teor de etanol final no mosto fer-
mentado e devido ao crescimento das leveduras, que consomem
boa parte da sacarose existente no mosto.

O resultado obtido foi semelhante ao encontrado na pro-
dugao do fermentado de melancia em reator operando em ba-
telada, sendo obtido um rendimento em produto de 0,65%. Ja os
resultados encontrados na elaboragao do fermentado do fruto de
mandacaru foram um pouco inferiores ao desse trabalho, sendo
observado um rendimento em produto de 0,461%.

Analisando os dados apresentados na Tabela 2, podemos
afirmar que o processo de fermentagao alcodlica que ocorreu de
forma descontinua com agita¢ao apresentou melhor desempenho
em comparagao ao processo que ocorreu no reator descontinuo
sem agitagao, visto que sua produtividade 3,46g.L*h™ foi superior.
Esse resultado foi alcangado devido a duragao do processo, sendo
necessario menor tempo de operagao, 20 horas, para produzir

8,78%ABV de etanol, enquanto no processo descontinuo sem agi-
tagao a duragao foi de 24 horas, para produzir a mesma quantida-
de de etanol. Do ponto de vista econdmico, levando em conside-
racao a energia necessaria para o funcionamento do reator com
agitagao, pode-se avaliar a possibilidade de escolher a utilizagao
do processo em reator sem agita¢ao, uma vez que o fermentado
apresentou as mesmas caracteristicas, sendo que a diferenca de
tempo necessario para isso foi de apenas 4 horas.

DESTILADO

Os produtos de ambos os processos fermentativos apresenta-
dos anteriormente foram misturados e o volume total foi utiliza-
do para realiza¢ao de um processo de bidestila¢ao para obtengao
da aguardente de seriguela. A bidestilagao consiste em fazer duas
destilagOes sucessivas para obten¢ao de um produto com maior
qualidade e teor alcodlico desejado®.

No inicio do processo, o fermentado com o teor alcodlico de
8,78% (v/v) e um volume de 3,20L passou pela primeira destilagao
obtendo-se um volume de 1L de destilado com uma graduacao
alcodlica de 25% em volume. Nessa primeira destilagao, o teor
alcodlico apresentou-se abaixo do valor minimo exigido pela le-
gislacao brasileira vigente, publicado no Decreto n® 6.871, de 4 de
junho de 2009%, e apresentou uma cor azulada. Essa cor azulada
é possivelmente ocasionada pela presenca de cobre, material de
construc¢ao da tubulagio por onde o condensado é coletado, que
é um dos compostos que mais desqualifica a bebida’.

Foi realizada uma segunda destila¢ao do volume de 1,0L para
melhorar a qualidade da aguardente, separando-se as fragoes ca-
bega, coragdo e cauda. Foram coletados 10% iniciais, correspon-
dentes a frag3o cabega da destilagdo, equivalentes a 50,00 mL. A
fragao coragao foi coletada até a obten¢ao da graduagao alcodlica



desejada do destilado, sendo alcangado o teor de 41%, obtendo-
se um volume de 520,00omL. O restante, correspondente a fragao
cauda do destilado, foi descartado. O destilado passou por um
processo de filtragao a vacuo para remogao de algumas particu-
las sélidas. Apoés a filtracdo, a aguardente obteve uma graduagao
alcodlica final de 40% (v/v) e apresentou a cor transparente, con-
forme pode ser visto na Fig. 7.

FIGURA 7-AGUARDENTE DE SERIGUELA COM GRADUAQAO ALCOOLICA DE 40%
(v/V), OBTIDA NO PROCESSO DE BIDESTILAQAO

Os resultados apresentados mostraram que a aguardente
produzida apresentou teor alcodlico dentro dos pardmetros exi-
gidos pela legisla¢ao brasileira de bebidas®. Valores semelhantes
foram encontrados em outros trabalhos de fermentagao alcodlica
de frutos seguida da destilagao. Para a aguardente obtida a partir
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da algaroba, a graduagao alcodlica foi de 40%ABV, mesmo valor
obtido neste estudo®. Estudando a destilagao do fermentado do
abacaxi, pesquisadores alcangaram uma concentragdo alcodlica
de 43%ABvV, utilizado um volume de fermentado de 13,5L e uma
graduagao alcodlica inicial do fermentado de 9,6%ABv*. O valor
de 45%aBV foi encontrado para o destilado de carambola*. Estes
resultados evidenciam a possibilidade de aplicar os processos de
fermentagao e destila¢ao para obteng¢ao de produtos com valor
agregado.

CONCLUSAO

Os fermentados de seriguela obtidos utilizando os dois dife-
rentes reatores operados em batelada, com e sem agitagao, apre-
sentaram o mesmo teor alcodlico: 8,78%ABv. Com isso, pode-se
afirmar que, independentemente da agitacao do meio, a levedura
Saccharomyces cerevisiae utilizada é adequada para o processo de
fermentacao alcodlica do mosto de seriguela.

Os rendimentos para os dois processos foram iguais e altos,
alcangando-se o mesmo valor, de 78,72%. As produtividades fo-
ram diferentes, sendo obtido valores de 3,36 gL*h e 2,88 gL''h,
para 0os processos com e sem agitagao, respectivamente, eviden-
ciando que o processo com agitagao permite alcangar um produto
com graduacao alcodlica maior, se o tempo de processo for fixado.

A bidestilagao do fermentado de seriguela proporcionou a
produgao da aguardente de seriguela com 40% de graduagao al-
codlica, sendo que este valor se encontra dentro dos limites exi-
gidos pela legislagao vigente, proporcionando um meio de apro-
veitar o fruto gerando um produto de valor agregado.
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INTRODUCAO

utilizagao de produtos naturais data da época das sagradas
escrituras e do Papiro de Ebers, que descreve inimeras dro-
gas de origem vegetal e animal'. A papoula (Papaver somniferum) é
um exemplo desses registros de espécie, apresentando poder anal-
gésico e tendo como principio ativo a morfina®. Apds a elucidagao
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estrutural da morfina, diversos outros compostos foram descober-
tos, como vimblastina (velban®) e vincristina (Oncovin®), extraidas
da Catharrantus roseus; e taxol, extraido da casca da Taxus brevifolia,
exemplos de quimioterdpicos para o tratamento do cancer’.

Apesar de existirem outros métodos de descoberta de me-
dicamentos, os produtos naturais ainda se mostram bastante
promissores na busca por novas drogas. Nos ultimos 34 anos
(1981-2014), 30% dos medicamentos utilizados em paises indus-
trializados s2o obtidos de plantas ou derivados dos metabdlitos
secundarios das plantas. Por exemplo, dos medicamentos anti-
cancerigenos aprovados, 49% s3o obtidos de produtos naturais
ou derivados diretamente destes*.

A caatinga apresenta-se como uma fonte promissora para a
descoberta de novos produtos naturais, visto que é um bioma ex-
clusivamente brasileiro, ou seja, a maior parte do seu patrimonio
bioldgico nao é visto em nenhum outro lugar do planeta’. A caa-
tinga é extremamente heterogénea, os contrastes fisicos e clima-
ticos propiciam o aparecimento de diferentes tipos de formagoes
vegetais. E tachada como um ambiente pobre em espécies e com
baixo grau de endemismo, o que certamente é reflexo do pouco
conhecimento sobre a regiao®. A enorme variabilidade presente
nesse bioma e a escassez de estudos nos fazem pensar que regioes
menos exploradas ou inexploradas podem estar associadas a no-
vas entidades quimicas’.

A Myracrodruon urundeuva Fr. Allem3o, pertencente a familia
Anacardiaceae, é conhecida vulgarmente no Brasil por urundetva,
aroeira, aroeira-preta, aroeira do cerrado, aroeira-do-sertao, en-
tre outros. Na caatinga, esta arvore atinge de 5 a 2om de altura e
cerca de 30 a 60cm de DAP (didmetro a altura do peito). No Brasil,
a sua ocorréncia natural se da nos estados do Ceard e Sao Paulo e
esta presente em todos os estados do Nordeste, além dos estados
do Espirito Santo, Goids, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais, Rio de Janeiro, S3o Paulo, Tocantins e Distrito Federal®.

Estudos fitoquimicos da M. urundeuva mostraram a presen-
¢a de chalconas diméricas e taninos’, chalconas diméricas deno-
minadas Urundeuvina A, B e C'°, além de componentes volateis
como monoterpenos (z)—[-ocimeno e A3-careno, limoneno, mir-
ceno, a-pineno e (E)-B-Ocimeno’ e uma grande quantidade de
compostos fendlicos presentes nas cascas'.

Bastante utilizada na medicina popular, é considerada uma
das principais plantas medicinais da regiao Nordeste, sendo in-
dicada como anti-inflamatdria, cicatrizante no tratamento de
feridas, em tlceras gastricas, vaginites e hemorroidas®. Alguns
estudos vém sendo realizados a fim de identificar e compreender
as suas propriedades farmacoldgicas e aplicagao no tratamento
de diversas doengas, confirmando seu uso pela medicina popular.

Diante disso, torna-se necessario que estudos sobre a com-
posic¢ao quimica de plantas medicinais sejam realizados na busca
por novos compostos, a fim de contribuir para um melhor apro-
fundamento do conhecimento quimico da espécie Myracrodruon
urundeuva Fr. Allemao. Logo, este trabalho teve como objetivo
identificar a composi¢ao quimica por Espectrometria de Massas,
propor a fragmentacao destes compostos identificados e avaliar a
atividade antioxidante e a determinagao do teor de fendis totais
da espécie coletada na regido da caatinga no Cariri Paraibano.

METODOLOGIA

OBTENGAO DO MATERIAL BOTANICO, TRITURAGAO E EXTRACAO
POR SOLVENTE

As cascas de M. urundeuva foram coletadas na zona rural do
municipio de Serra Branca-Paraiba regiao que envolve o bioma
Caatinga, a fim de caracterizar os metabdlitos secundarios pre-
sentes. As cascas foram acondicionadas em sacos plasticos com



identificacao do local e data. As amostras vegetais foram lavadas
em 4gua corrente e secas em estufa com recirculagio de ar a 45
°C durante 72 h. Uma exsicata foi depositada no Herbario Lauro
Pires Xavier — JpB da Universidade Federal da Paraiba sob o cédigo
JPB 36081.

Apds seco, o material foi submetido a trituragao em forragei-
ra, obtendo-se 2.22 kg de p6 vegetal. Posteriormente, o pé vegetal
das cascas de M. urundeuva foi macerado com etanol (EtOH) a 95%,
em recipiente de ago inoxidavel, por 120 horas para a primeira
extragdo;e 72 horas nas duas extragdes seguintes, realizadas a fim
de obter uma maceragao exaustiva. A solu¢ao extrativa obtida foi
concentrada em evaporador rotativo sob pressao reduzida a 40°C
para obtengdo do Extrato Etandlico Bruto (EEB). Em seguida, 5g
do EEB foram dissolvidos em 10omL de metanol (MeOH) e 100 mL
de hexano para obteng¢io de uma solugao metandlica e hexanica,
respectivamente, sob agitagao mecanica para dissolugao total*.

ANALISES EM CLAE-IES-EM/EM

A caracterizagao dos constituintes quimicos foi realizada por
Espectrometria de Massas (EM) de baixa resolu¢ao: 1img da solu-
¢ao metandlica foi solubilizada em 1mL de MeoH. Posteriormente
a amostra foi filtrada com filtro PvDF de 0,45 pm e analisada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). As analises de
CLAE-IES-EM/EM foram realizadas utilizando um UFrLc (shima-
dzu®), com detector de arranjo de diodo (DAD) SPD-M20A acopla-
do aum Espectrémetro de Massas com ionizagao por eletrospray
e analisador do tipo “Ion trap” (AmaZon X-Bruker®), em modo
negativo.

Para a separagdo cromatografica, utilizou-se uma coluna de
fase reversa C18 (Kromasil; 250 mm x 4,6 mm x 5 micrémetros)
com gradiente de eluigdo: solvente A (agua Mili-Q® e acido for-

mico a 0,1% v/v) e solvente B (metanol). O volume de injecao foi
de 20 uL e fluxo de solvente de 0,6mL/min.

POTENCIAL ANTIOXIDANTE E TEOR DE FENOLICOS TOTAIS

DETERMINAQ’AO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE IN VITRO: METODO DE
SEQUESTRO DO RADICAL LIVRE 2,2-DIFENIL-1-PICRILHIDRAZILA (DPPH)

Realizou-se com base no método descrito na literatura,’ com
adaptagoes. Foi utilizado 1mg de EEB diluido em MeoH, com con-
centragoes entre 15 e 27 ug/mkL, todas em triplicata. A leitura foi
realizada em espectrofotdmetro Uv-Visivel (Uv-2550, Shimadzu)
em comprimento de onda de 517 nm. A determinagao da porcen-
tagem de atividade antioxidante (%AA) foi feita através da Equa-
gaol:

Ac—(Aa—Ab
( ) X

% de AA =Ac 100

Em que:

Ac: Absorbancia do controle negativo;

Aa: Absorbancia da amostra;

Ab: Absorbancia do branco.

Para o clculo da c150, utilizou-se a equagao da reta, em que
foi substituido o valor de y por 50 para obten¢ao da amostra com
capacidade de reduzir em 50% o DPPH. A substincia referéncia/
padrao utilizada foi o acido ascérbico.

TEOR DE FENOIS TOTAIS
A quantificagao de fenois totais foi realizada pelo método Fo-

lin-Ciocalteu a 10%, com adaptagdes'®: img do EEB foi utilizado e
diluido em solugao hidrometandlica (1:1 v/v) e realizaram-se as



dilui¢Oes para as concentragoes escolhidas de 90, 135 e 150 pg/mL.
Aleitura foi realizada usando o equipamento espectrofotometro
uv-Visivel (Uv-2550, Shimadzu) com comprimento de onda em
765nm.

A curva de calibragao foi preparada com a solugao padrao de
acido galico, nas concentragdes de 7,5 a 150 pug/mL. Por meio da
equacao de regressao linear da curva de calibragao calculou-se o
teor de fendis totais. Em que y representa a absorbancia medida
e X representa a concentracio de equivalentes de Acido Galico,
sendo expressa em miligramas equivalentes de acido galico por
grama de extrato (mg EAG/ g de amostra).

RESULTADOS E DISCUSSAO

CARACTERIZAQ@ES DOS METABOLITOS SECUNDARIOS DO
EXTRATO METANOLICO DAS CASCAS DE MYRACRODRUON
URUNDEUVA POR CLAE-IES-EM/EM

A caracterizagao dos constituintes quimicos do extrato me-
tanodlico das cascas de M. urundeuva foram analisadas por CLAE-
-IES-EM/EM. Na Fig. 1, estd representado o cromatograma dos
ions identificados, obtido por lonizagao por Eletrospray no modo
negativo (IEs-). Os compostos foram identificados com base nos
padroes de fragmentagdo obtidos por espectrometria de massas
de baixa resolugao e comparados com dados na literatura, sen-
do desta forma possivel sugerir putativamente a estrutura de 42
compostos. No Quadro 1, estao representados os dados de Tempo
de retengao (Tr), férmula molecular, massa molecular (Ms), massa
dos fragmentos (Ms/Ms) dos compostos identificados por CLAEIES-
-Ms/Ms do extrato das cascas de M. urundeuva. Os nimeros entre
parénteses, presentes na coluna do Tr, referem-se a identifica¢ao

Inter

dos picos para cada substincia identificada no cromatograma da
Fig. 1, mostrando todas as substancias identificadas no tempo de
O min a 70 min.

FIGURA 1- CROMATOGRAMA DE IONS TOTAIS IDENTIFICADOS OBTIDO POR IES
NO MODO NEGATIVO COM IDENTIFICAQAO DOS PICOS CORRESPONDENTES AOS
COMPOSTOS IDENTIFICADOS

s
x107

QUADRO 1-COMPOSTOS IDENTIFICADOS POR CLAE-IES-EM/EM DO EXTRATO
METANOLICO DAS CASCAS DO CAULE DE MYRACRODRUON URUNDEUVA

Tempo de , A s
retengao (Tr) [M-H]- Fragmengos Formula  Substincia p o . .
: A MS/MS (%) molecular  sugerida
(min)/ (Pico)
MS2.: 483 (65); 465 loil
(100); 423 (19); 313 Trigaloi )
43 635 (22); 271 (8); 235 C27H24018 Glicose 17,18
(4); 169 (5)
10.5 (2) 169 125 (5) C7H605  Acido galico 17;19
MS2: 331 (54); 313 s galo;
16.4 (3) 483 (100); 271 (92); 211 C20H20014 léllig:ggg 17;18;19
(73);169 (18)
A
17.3 (4) 483 ’ " C20H20014  Glicose 17;18;19
(19) / MS3: 169 isomero I

(100)



Tempo de . Al . Tempo de , Al .
retencio (Tr) [M-H]- I-'ragmentoos Formula  Substincia p o . . retencio (Tr) [M-H]- Fragmengos Formula  Substincia p o . .
€ €
: . MS/MS (%) molecular  sugerida . A MS/MS (%) molecular  sugerida
(min)/ (Pico) (min)/ (Pico)
Ms2: 331 (84);313 Digaloil (1003435 )3 Trigaloil
18.4 (5) 483 ¢ 7 =" C20H20014 Glicose 17;18;19 34.3 (15) 635 ’ ’° 2 C27H24018 Glicose 17;18

(42); / MS3:169 ;oA (20); 271 (12); 169
(100) 1somero I1 (25)

MS2: 331 (100); MS2: 289 (100)

isdomero III

Catequin

Digaloil 8.4 (16 1 ’ C22H18010 18;20
20.0 (6) 483 3BO27L(75); o) 010014 Glligc?o(s)é 17;18:19 BAUD M g (12) 137 (20) galato
211 (48); / M83: isomero III MS2:169 (7); 124 .
169 (100) 40.5 (17) 197 @) ’ C9H1005 Galato de etila 18
MS2:331(84); 313 -1 )
(55): 271 (100): 211 Digaloil Catequin
21.2.(7) 483 (5D); / MS3: 169 C20H20014 _ Athose 17;18;19 42.0 (18) 441  MS2:289 (100) C22H18010 galato 18;20
’ (100) : isomero IV isomero I
MS2:331(67); 313 o MS2: 353 (100); Dicafeoil 4cido
li00) o 7llio) o Digaloil 45.5(19) 515 335(12);300 (1); C25H230127 [ e oo 2122
23.7(8) 483 (zz)f /MSs-f69 C20H20014 Glicose 17;18;19 191 (88) q
’ : isomero V
(100) : . ~
MS ) 48.1(20) 523 M?fog)1-3z(_;117)(’9§ e C30H2009 UméﬁdDe%‘S%a B 17
2:331(47);313 '
(100); 271 (49); 211 Digaloil glicose MS2: 521 (8); 403
25.8 8 C20H20014 "2 17;18;1 : ’ .
5.8(9) 463 (31); / MS3:169 4 isdmero VI 7 ? 50.0 (21) 539 (100); 385 (58); C3oHZoOloUrundeuVIrlaE 17
(100) : 293 (15); 267 (8); ouH
MS2: 331 (47); 313 Digaloil 251(7)
27.8 (10) 483 (73);271(100); 211 C20H20014  Glicose 17;18;19 MS2: 353 (100); Dicafeoil 4cido
(33);169 (22) isdmero VII 50.3 (22) 515 335(5);300 (11); C25H23012  quimico 21,22
MS2: 483 (89); 465 Trigaloil 191(2) isémero I
29.1 (11) 635 (100);423 (43); 313 CZ7HZ4018 Gligcose 17. 18 MSZ 1 (1 ) 8 Urundeuvina
(38); 271 (25); 235 isbmero I ’ 50.7(23) 523 - 413 17); 357 030H2009 BouD ou F 17
(5);169 (22) (41); 251 (10) isdmero I
MS2: 331 (4); 313 Digaloil MS2: 521 (4); 403 Urundeuvina E
31.1(12) 483 (13);271 (12);169 C20H20014 Athose 17;18;19 51.5 (24) 539  (100);293 (7);/ C3oH20010011;uPrI1 i:glr;?:rzl 17
(4) 1somero VIII MS3: 267 (100)
Digaloil MS2: 523 (26); 413 .
MS2:331(2); 31 ; : ’
32.4 (13) 483 (8)-32371((3)-3 3 C20H20014 Athose 17;18;19 52..1(25) 541 (8);405 (100); 387 C30H22010 UrundGeuvma 17
; ’ Isdbmero IV (85); 251 (3)
MS2: 483 (40); Trigaloil MS2: 283 (31); 256 Acid
32.8 (14) 635 465 (100); 423 (13); C27H24018 those 17,18 52.4(26) 300 (100);229 (71);185 C14H608 elzgglgicoo 18
313 (14); 169 (6) isdmero 11 37);173 3)
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Tempo de Fragmentos Férmula  Substincia

retencao (Tr) [M-H]- o . Referéncia
(min)] (Pico) MS/MS (%) molecular  sugerida
MS2: 523 (23); 413 .
53.1(27) 541 (11); 405 (100); 387C30H22010 lg?;aﬁlel‘r,ér}a 17
(56); 251 (2)
MS2:507 (20); 431
(11); 415 (37); 389 Matosina ou
53.3 (28) 525 (100); 371 (73); 353 C30H2209 Urindetina 17
(26);237 (42)
MS2:521(1); 403 Urundeuvina E
53.7 (29) 539  (72);387(100); C30H20010 ouH 17
267 (1); 251 (26) isomero II
MS2: 413 (28); Urundeuvina
54.1(30) 523 387(100);369 (8); C30H2009 BouDouF 17
251(11) isomero II

MS2: 507 (15); 431
(5); 415 (40); 389
(100); 371 (64); 353

Matosina ou

54.5 (31) 525 C30H2209 Urundeuvina] 17

(27); 237 (2) isomero I
MS2:523 (6); 413 .
55.1(32) 541  (5);405 (37);387 C30H22010 %rgg‘rf;‘grf? 17
(16); 251 (2)
ML g
55.7 (33) 525 ¢ ’ C30H2209 Urundeuvina] 17
(100); 371 (32); 353 {somero 11
(2); 237 (47)
MS2:523 (80); 413 .
56.6(34) 541 (24);405 (100); C30H22010 Urundeuvina

387 (61); 251 (1) G 1somero III
MS2:507 (22); 431
(13); 415 (44); 389
(100); 371 (46); 353
(39); 237 (48)

MS2:523 (29); 413

Matosina ou
C30H2209 Urundeuvina] 17
isomero III

57.2.(35) 525

Urundeuvina
58.1(36) 541 (11);405 (100);387C30H22010 s .
630,251 3) G isOmero IV
MS2: 507 (100); Matosina ou
58.4(37) 525 L4568 oo 00 Urundeuvina] 17
389 (43);371 (36); isdmero IV

353 (2)
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Tempo de , A s
retengao (Tr) [M-H]- Fragmengos Férmula Substapc:la Referéncia
. . MS/MS (%) molecular  sugerida
(min)/ (Pico)
MS2:507 (19); 431 Matosina ou
59.9(38) 525  (13); 415 (44); 389 C30H2209 Urundeuvina J 17
(100); 371 (30) isébmero V
Urundeuvina
60.0(39) 523 M(Slé.oﬂszglf()l, 43)87 C30H2009 BouDouF 17
’ isomero III
MS2:507 (18); 431 Matosina ou
60.7 (40) 525  (7); 415 (45);389 C30H2209 Urundeuvina J 17
(100); 371 (67) isdomero VI

MS2:521(2); 429

Urundeuvina E
64.9 (41) 539 (1(75))’ ft/o&(;;)z’gss C30H20010 ou H isémero 17

(100); 251 (2) 1
Urundeuvina
68.9 (42) 523 M(SIZO'C)?ZE?E;)W C30H2009 BouDouF 17
’ isomero IV

Na primeira coluna, os niimeros entre parénteses referem-se aos picos no cromatograma da Fig. 1.

O Composto1, com Tr em 4,3 min, foi identificado de acordo
com o pico do ion molecular desprotonado em m/z 635 [M-H]. Os
dados da literatura sugerem nesta massa a estrutura do Trigaloil
glicose'"®, tendo como principais fragmentos gerados a partir do
pico ion base, em m/z 483, 313 e 0 fragmento 169 gerado a partir do
ion em m/z 465 correspondentes a perdas neutras e consecutivas
de unidades de galoil (152 Da) e galato. A proposta foi justificada
por meio da reagdo de Rearranjo Remoto de Hidrogénio a partir
do ion 635 para perdas de unidades de galoil, e o fragmento em
169 justificado pela perda da unidade glicosidica de 144 a partir do
fragmento em 313. A proposta de fragmentacao esta representada
na Fig. 2. Os compostos 11 (Tr 29,1 min), 14 (Tr 32,8 min) e 15 (Tr 34,3
min) foram considerados isdmeros do Composto 1, apresentando
o mesmo ion molecular e mesma proposta de fragmentagao.

AVANCOS EM BIOTECNOLOGIA E BIOPROCESSOS | 223



FIGURA 2 — MOLECULA DESPROTONADA

m/z 635  Trigaloil Glicose
m/z 483 Digaloil Glicose

HO o :
OH OH —l H
152 HO. o o)
HO 0=

— H
m/z313  Monogaloil Glicose

OH
17
) oH H
mz169  Acido Galico 1
OH
O _OH
N0

- 144
<— OH

H H

Na Fig. 2, observamos ainda o fragmento 3 apresentando
uma molécula desprotonada em m/z 483 [M-H]- correspondente
a um Digaloil7*** e sua fragmentagao com perdas neutras e uni-
dades de galato (170 Da) gerando o Monogaloil Glicose em m/z 313
[M-H]-, formando por fim o acido galico em m/z 169 [M-H]-. Os
Compostos de 4 (Tr 17,3 min) a 10 (Tr 27,8 min), 12 (Tr 31,1 min), 13
(Tr 32,4 min) foram identificados como isémeros do Composto 3,
apresentando a mesma fragmentagao em m/z 483.

O Composto 2 no Tr, em 10,5 min, apresentou espectro de
massas com pico do ion molecular desprotonado em m/z 169 [M-
HJ". Pesquisas na literatura sugerem a estrutura como sendo o
acido galico. A sugestao foi realizada de acordo com a fragmen-
tacao formada a partir do ion base, apresentando ion fragmento
em m/z 125 formado pela perda de co2'"%. A proposta de frag-
mentacao esta representada na Fig. 3.

FIGURA 3—PROPOSTA DE FRAGMENTAGAO DO ION EM M/Z 169

m/z 169 m/z 125
_OH
e - 44 -
— 0 OH
HO OH "
H

O Composto 16 no Tr, em 38,4min, apresentou espectro de
massas com o pico do ion molecular desprotonado em m/z 441
[M-H]". De acordo com a literatura, sugerimos putativamente que
a estrutura é consistente com o Catequin galato; pelo padrdo de
fragmentagao, apresentou o ion em m/z 289 a partir do ion base,
com perda de uma unidade de galiol explicado a partir de uma
reagao de Rearranjo Remoto de Hidrogénio, como representado
na Fig. 4. O Composto 18 no Tr, em 42,0min, foi identificado como
isdmero do Composto 16, apresentando o mesmo ion em m/z 441
e mesma fragmentagao, corroborando os dados da literatura®®.

FIGURA 4—PROPOSTA DE FRAGMENTAQAO DO TON EM M/Z 441

m/z 441 m/z 289

@/OH OH
HO, O -152 HO, O, [: IOH
0 — OH

H OH H




O composto 17 no Tr, em 40,5 min, apresentou um espectro
de massas com o pico do ion molecular desprotonado em m/z 197
[M-H]". De acordo com a literatura, sugerimos putativamente que
a estrutura consiste com o Galato de Etila, o padrao de fragmen-
tagao apresentou ion em m/z 169 a partir do ion base, com perda
de um grupo etil explicado a partir de uma reagao de Rearranjo
Remoto de Hidrogénio, e 0 ion 124 originado a partir do fragmen-
to 169 com perda de uma unidade de co2, como representado na
Fig. 5, corroborando assim os dados presente na literatura®®.

FIGURA 5-PROPOSTA DE FRAGMENTA(;Z\O DO ION EM M/Z 197

m/z 197 m/z 169 m/z 124

ak

(0] o) _]
HO CH4CH
0% HO o) 44 HO
HO — HO — 3 HO
H H H

-

O Composto 19 no Tr, em 45,5 min, apresentou um espectro
de massas com o pico do ion molecular desprotonado em m/z 515
[M-H]". De acordo com a literatura, sugerimos putativamente que
a estrutura consiste com o Dicafeoil Acido Quimico, de acordo
com o padrio de fragmentagao, que apresentou o ion em m/z
353 a partir do ion base, com perda de um grupo de acido cafeico
[M-H-162] explicado a partir de uma rea¢ao de Rearranjo Remoto
de Hidrogénio, seguido de outra perda do grupo de acido cafeico
[M-H-162] também explicada por uma reag¢ao de rearranjo remo-
to de hidrogénio, gerando o ion da molécula desprotonada em
m/z 191 (Fig. 6), corroborando os dados da literatura*?*. O Com-
posto 22 com Tr em 50,3 foi considerado isdmero do Composto

19, pois apresentou mesmo ion em m/z 515 e mesmo padrao de
fragmentacao.

FIGURA 6 — PROPOSTA DE FRAGMENTAQAO DO ION EM M/Z 515

m/z 515 m/z 353
HO COOH Rearranjo Remoto de Hidrogénio
—l H HO_ COOH —l H
o -162 o
HO, O = — HO 199
H
HO H
4 OH

- 162
HO Ccoo m/z191

O Composto 20 no Tr 48,1 min apresentou um espectro de
massas com o pico do ion molecular desprotonado em m/z 523
[M-H]". De acordo com a literatura'’, a estrutura pode ser consis-
tente com a de uma Urundeuvina B ou D ou F. Nao foi possivel
afirmar a quais substancias refere-se a estrutura encontrada nes-
te trabalho, visto que na literatura existem trés compostos com
estruturas que apresentam a massa de 523 e fragmentagdo em
comum, logo seria necessaria uma andlise mais detalhada, como
o isolamento e a analise por RMN. De acordo com o padrao de
fragmentagao que apresentou o ion em m/z 387, a partir do ion
base, sendo esta a fragmentag¢ao de maior intensidade e explicada
a partir de uma reacao de Rearranjo Remoto de Hidrogénio com
migracao de carga para a Urundeuvina B (Fig. 7) e por uma reagao
de Retro Diels-Alder para as Urundeuvinas D (Fig. 8) e F (Fig. 9),
todas as trés estruturas apresentam perdas de -136.



FIGURA 7-PROPOSTA DE FRAGMENTA(;Z\O DO ION EM M/Z 523 — URUNDEUVINA B

m/z 523

m/z 387
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FIGURA 8—PROPOSTA DE FRAGMENTA(;AO DO {ON EM M/Z 523 — URUNDEUVINA D
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FIGURA 9—PROPOSTA DE FRAGMENTAQAO DO {ON EM M/Z 523 — URUNDEUVINA F
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Os Compostos 23 (Tr 50,7 min), 30 (Tr 54,1 min), 39 (Tr 60,0
min) e 42 (Tr 68,9 min) foram considerados isdmeros do Compos-
to 20, pois apresentam mesma massa com ion desprotonado em
523 [M-H] e mesma fragrnentagio.

O Composto 21 no Tr 50,0 min apresentou espectro de mas-
sas com pico do ion molecular desprotonado em m/z 539 [M-H]".
De acordo com a literatura, sugerimos putativamente que esta
massa corresponde a estrutura da Urundeuvina E ou H. Nao foi
possivel afirmar a qual das duas substancias sugeridas pertence
a massa encontrada neste trabalho, visto que ambas s2o encon-
tradas naliteratura e apresentam a mesma massa de 539 e mesma
fragmentagdo, sendo necessaria uma andlise mais detalhada.

A proposta de fragmentagao para Urundeuvina E e H esta
representada nas Fig. 10 e 11, respectivamente. O padrdo de frag-
mentagao apresentou o ion em m/z 403 a partir do ion base, sendo
esta a fragmentagdo de maior intensidade e explicada a partir de
uma reagao de Rearranjo Remoto de Hidrogénio com migracao de



carga para a Urundeuvina E e H, com perda de -136. Estes dados
para a estrutura sugerida corroboram os dados da literatura®.
Os Compostos 24 (Tr 51,5 min), 29 (Tr 53,7 min) e 41 (Tr 64,9 min)
foram considerados isomeros do Composto 21, pois apresentam
mesma massa e mesmo padrao de fragmentagao.

FIGURA 10—PROPOSTA DE FRAGMENTAQAO DO ION EM M/Z 539 — URUNDEUVINA E

m/z 539 m/z 403
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FIGURA 11-PROPOSTA DE FRAGMENTAGAO DO {ON EM M/Z 539 — URUNDEUVINA H

m/z 539 m/z 403

on 1M
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© o

O Composto 25 no Tr 52,1 min apresentou espectro de massas
com pico do ion molecular desprotonado em m/z 541 [M-H]". Com
base naliteratura," esta massa corresponde 2 estrutura da Urun-
deuvina G, uma chalcona’. A sugestao foi realizada de acordo
com a fragmentagao formada a partir do ion base, apresentando
como principal fragmentacao e de maior intensidade o ion frag-
mento em m/z 387 explicada a partir de uma rea¢ao de Mc Lafferty
com uma perda de -136 e -18 Daltons (Fig. 12). Os Compostos 2.7 (Tr
53,1min), 32 (Tr 55,1 min), 34 (Tr 56,6 min) e 36 (Tr 58,1 min) foram
considerados isdmeros do Composto 25 por apresentar mesma
ion em m/z 541 e mesmo padrao de fragmentagao.

FIGURA 12—PROPOSTA DE FRAGMENTAQI\O DO ION EM M/Z 541-URUNDEUVINA G

m/z 541
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O Composto 26 no Tr 52,4 min apresentou espectro de massas
com pico do ion molecular desprotonado em m/z 300 [M-H]". Su-
gerimos putativamente que a estrutura é consistente com o acido
elagico, de acordo com o padrao de fragmentagao que apresentou
o ion em m/z 256 a partir do pico ion base, com perda de -44 cor-
respondente a um cO2 e uma outra fragmentagao gerando o ion



em m/z 229 originado da perda de -27 correspondente a um co
(Fig. 13). Tal sugestao vai de encontro com a literatura®.

FIGURA 13—PROPOSTA DE FRAGMENTAGAO DO ION EM M/Z 300

m/z 300 m/z 256 m/z 229
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O,
o) 27 O o
O OH

O Composto 28 no Tr 53,3 min apresentou espectro de mas-
sas com pico do ion molecular desprotonado em m/z 525 [M-H]J".
Com base em pesquisas realizadas na literatura, sugerimos esta
massa como sendo da estrutura da Matosina ou da Urundeuvina
J, ambas classificadas como chalconas. Nao foi possivel sugerir
com clareza qual seria das duas substancias, pois ambas possuem
0 mesmo ion em m/z 525 e padrdes de fragmentagao também
bastante semelhantes.

A sugestao foi realizada com base na fragmentacao obtida a
partir do pico ion base, apresentando ion em m/z 389, sendo essa
a principal fragmentagao e o ion de maior intensidade, gerando
uma perda de -136 explicada por uma reag¢ao de Retro Diels-Alder
(RDA). A proposta de fragmentagao, tanto para a Matosina como
para a Urundeuvina ], esta representada nas Fig. 14 e 15 respec-
tivamente. Os Compostos 31 (Tr 54,5 min), 33 (Tr 55,7 min), 35 (Tr
57,2 min), 37 (Tr 58,4 min), 38 (Tr 59,9 min) e 40 (Tr 60,7 min) foram
considerados isdmeros do Composto 28 por apresentar mesmo
ion em m/z 525 e mesmo padrio de fragmentagao. Estes dados
vao de encontro com os dados da literatura .

FIGURA 14—PROPOSTA DE FRAGMENTA(;AO DO ION EM M/Z 525 — MATOSINA
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DETERMINAGAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE IN VITRO: METODO DE
SEQUESTRO DO RADICAL LIVRE 2,2-DIFENIL-1-PICRILHIDRAZILA (DPPH)

O resultado da atividade antioxidante do EEB foi obtido por
meio da curva de calibragio e expresso por meio da média cis0



+ EPM (Erro Padrao da Média), utilizando como padrio o acido
ascérbico (aa).

Obtivemos um valor da ci50 do EEB de 18,76 + 2,18ug/mL,
apresentando um valor préximo ao obtido pela substancia padrao
(AA), que apresentou CISO de 16, 34 +1,94 pg/ml. Além disso, obser-
vamos que, mesmo em baixas concentragdes de EEB, obtivemos
uma porcentagem de atividade antioxidante acima de 30% para a
menor concentrag¢ao (15 ug/ml); e para a maior concentragao de 27
ug/ml, observamos uma porcentagem de atividade antioxidante
em torno de 70%, ressaltando assim o potencial antioxidante do
EEB de M. urundeuva.

A porcentagem de atividade antioxidante corresponde a
quantidade de ppPH consumida pelo antioxidante, logo a c150
representa a quantidade de compostos antioxidantes capazes de
reduzir em 50% o DPPH, ou seja, quanto menor o valor da c150
maior serd sua capacidade de consumo de DPPH e sendo assim
maior sua atividade antioxidante?.

Ao avaliar a atividade antioxidante pelo método DPPH do ex-
trato etandlico das cascas de M. urundeuva, os autores obtiveram
um valor de c150 789 ug/mL*. Na avaliagao da atividade antioxi-
dante do extrato etandlico das cascas de aroeira preta, os autores
obtiveram uma c150 de 116,50 pg/mL¥. Dessa forma, os resulta-
dos observados no presente trabalho apresentam valores de c150
menores que os dados jd relatados na literatura, indicando assim
um potencial antioxidante. Alguns estudos atribuem a atividade
antioxidante a presenca de composto fendlicos, que vém desper-
tando interesse por propriedades redutoras e inibitdrias, desem-
penhando uma fun¢ao importante no sequestro de radicais livres,
bem como neutralizando-os®.

DETERMINAQAO DO TEOR DE FENOLICOS TOTAIS

Para a quantificagao do teor de fendis totais do EEB de M.
urundeuva, construiu-se uma curva de calibragao com o padrao
dcido galico nas concentragoes de 7,5; 15; 105; 135 € 150 ug/ml, e
realizou-se a interpolac¢ao dos valores de absorbancia obtidos das
amostras testadas. Através da equagdo de regressdo linear do pa-
drao acido galico, obtivemos a equacao da curva de calibragaoy =
0, 006x—0, 029 e o coeficiente de correlagao (rR?), que foi de 0,998.

Com o auxilio da equagdo da reta, calculamos o teor de fené-
licos totais em mg EAG/g de extrato e obtivemos uma alta concen-
tragao de compostos fendlicos de 387,49 +15,09 mg EAG/g de EEB,
valor este muito maior que os encontrados na literatura para a
mesma espécie, a saber: no estudo das cascas de M. urundeuva co-
letadas na regiao da caatinga, o teor de fendis foi de 46,44 + 07,05
por mg de extrato®. Ao analisar o teor de fendis totais pelo méto-
do de Folin-Ciocalteu das folhas e cascas do caule de M. urundeuva,
os autores obtiveram um teor de fendis de 194 mg EAG/g do extrato
metanolico das folhas e de 193 mg EAG/g dos extratos metandlicos
das cascas do caule”. Em outro estudo da aroeira com extratos de
acetona-agua e metanol-agua, os autores obtiveram valores de
teor de fendis de 43,8mg EAG/g e 37,7mg EAG/g, respectivamente.
Os autores observaram ainda por CLAE uma grande quantidade
de taninos, como acidos galicos e elagicos, além de flavanonas e
flavandis, porém em concentragdes menores'2.

Sendo assim, com base na literatura e nos resultados obti-
dos neste trabalho, é notério o alto teor de compostos fendlicos
encontrados para a espécie de M. urundeuva, demonstrando o seu
potencial antioxidante.



CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos, o estudo fitoquimico do ex-
trato metandlico das cascas de Myracrodruon urundeuva Fr. Alle-
mao permitiu sugerir putativamente por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas a iden-
tificagao de 42 substincias, bem como propor suas estruturas e
fragmentacdes, sendo estas jd relatadas para a espécie em estudo.
Mesmo encontrando substincias ja relatadas na literatura, o es-
tudo contribuiu agregando informacoes referentes a composigao
quimica de uma espécie pertencente ao Cariri Paraibano e que,
por estarem inseridas na regido da caatinga, ainda sao poucas
estudadas, além de evidenciar o potencial de compostos fendlicos
presentes na espécie. O teor de compostos fendlicos, bem como a
atividade antioxidante, apresentou bons resultados e até valores
superiores de teor de fendis (387,49 + 15,09 mg EAG/g de EEB) e
potencial antioxidante (c150 = 18,76 pg/ml de EEB), quando com-
parados com dados na literatura para a mesma espécie.

E necessario ainda que estudos fitoquimicos sejam realiza-
dos a fim de descobrir e isolar possiveis novas substancias, visto
que esta espécie estd inserida em uma regido com caracteristicas
de clima, solo e radiacao bem adversas. Isso pode favorecer a pro-
dugdo de novos metabdlitos secunddrios, além da possibilidade
de avaliar outros métodos de extracao de outras partes da plan-
ta, as possiveis substincias que venham a ser isoladas frente a
atividades antioxidantes, teor de fendis e, quem sabe, atividade
antimicrobiana, uma vez que esta tltima é bastante relatada na
literatura tanto por seu uso na medicina popular como em testes
in vitro.
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INTRODUCAO

cerrado e a caatinga sao dois dos biomas mais importantes

que compdem o territdrio brasileiro, representando cerca de

35% de toda a sua extensao. O potencial de extracao desses biomas

é sem precedentes, sendo flores, folhas, sementes e frutos apenas

algumas das inimeras fontes de matéria-prima que podem servir
a populagao.

Presente tanto na caatinga como no cerrado, encontra-se

a mangabeira (Hancornia speciosa) — planta nativa brasileira que

ocorre nas regides Sudeste, Centro-Oeste, Norte e Nordeste®. A

mangabeira apresenta um porte nao muito alto, copa de forma

inconstante, tronco bem envergado, rugoso e com muitas rami-

ficagbes, ramos lisos e de cor vermelha. Seus frutos s3o do tipo

baga, sendo seus formatos e tamanhos variaveis, circulares ou
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elipsoidais, de cores amarelo ou verde, contendo uma polpa ama-
rela, bem doce, que, por sua vez, é bastante rica em vitaminas®.

O fruto, conhecido como mangaba, é constituido de 77% de
polpa, 12% de semente e 11% de casca. Com um sabor caracte-
ristico e altamente apreciado pela popula¢ao, contém elevado
contetido de sélidos solaveis, ligado a alta acidez. Os ntimeros
pertencentes a quantidade de agticar em relagao aos sélidos sold-
veis totais sdo préximos de 77%, e 59% de aglicares redutores em
relacdo aos totais*.

No ano de 2015, a producao de mangaba atingiu o nimero de
663 toneladas. Do seu total na produgao nacional, os estados da
Paraiba e Sergipe representam 53%*. Com a ocorréncia de certa
variagao de ano apds outro, dependendo da época, a frutifica-
¢ao da planta se da de forma irregular. Ainda assim, a coleta dos
frutos se d2 em uma época definida, geralmente entre os meses
de outubro e abril'. Para se ter uma boa qualidade na colheita
dos frutos, avaliam-se as condig¢oes de desenvolvimento que tem
importancia na fase pds-colheita. Se colhidos antes de atingirem
total maturagao, prejudicam seu processo de amadurecimento,
comprometendo a qualidade do produto final. A colheita de frutos
completamente maduros diminui sua vida Gtil, causando proble-
mas de transporte e manuseio, por consequéncia da baixa resis-
téncia fisica, havendo perdas de grande quantidade de frutos’.

Devido a sua composicao e disponibilidade, o fruto da man-
gabeira apresenta-se como uma alternativa no desenvolvimento
de bioprodutos de alto valor agregado, com boas caracteristicas
sensoriais e maior tempo de vida de prateleira, podendo ser uti-
lizado como matéria-prima em processos de conversao, como os
processos de fermentacao e destilagao.

Os processos fermentativos vém sendo utilizados desde a An-
tiguidade, mesmo n3o havendo o conhecimento necessario em
relacao ao entendimento de como se davam as reagdes. Com o

tempo e o crescimento cada vez maior dos estudos sobre o tema,
foi esclarecido e denominado o termo fermentagao, processo no
qual acontece a reproduc¢ao de um microrganismo, originaria
de uma fonte rica em nutrientes, com o intuito de adquirir um
bioproduto. Varios ramos da industria se beneficiam da fermen-
tacdo, causando um impacto significativo na sociedade. Como
exemplos, podem ser citadas as indastrias quimicas e farmacéu-
ticas. Na drea alimenticia, destacam-se a produgao de queijos, io-
gurtes e bebidas. Mesmo com uma enorme variedade de produtos
sendo originados por esses processos, um dos mais utilizados é a
fermentacao alcodlica®.

A fermentagao alcodlica é a conversao de um substrato, o agi-
car, através de uma levedura em um metabdlito, o alcool etilico.
Comumente é utilizada a levedura Sacharomyces cerevisiae, a qual
realiza o processo de fermentagao de agticares com o intuito de
conseguir energia quimica suficiente para sobreviver, fazendo
com que o etanol seja um produto gerado nesse processo. Para
se alcancar um bom desempenho, é necessario que a levedura, o
principal fator constituinte de uma fermentacao alcodlica, apre-
sente certas qualidades que a validem como apta para o processo,
entre eles, um bom rendimento, certa resisténcia e estabilidade,
assim como ter tolerancia ao alcool’.

Para uma melhor compreensao da fermentagao, recomen-
da-se que seja realizada uma avalia¢ao da cinética do processo. A
andlise cinética basicamente tem inicio no estudo da evolu¢ao dos
valores de concentragao de um ou varios componentes do siste-
ma de cultivo, em razao do tempo de fermentac¢ao. Sao definidos
como componentes o microrganismo (ou biomassa), os produtos
do metabolismo e os nutrientes ou substratos que fazem parte do
meio de cultura®.

Em uma dada fermentac¢ao, acontecem muitas transforma-
¢Oes simultaneas, nas quais as células crescem, se desenvolvem



e morrem, substancias das mais variadas sao consumidas pelos
microrganismos e produtos resultantes do metabolismo sao lan-
cados no meio. Tratando-se da fermentac¢ao alcodlica, os mais
importantes fatores a serem estudados s3o as alterndncias das
concentragoes de células, de substrato e de concentragao de etanol
com o tempo. Algumas outras substancias, como o gas carbdnico
(co2) ou outros nutrientes, também podem ser estudados’.

O estudo cinético dos processos fermentativos requer o
entendimento e o uso de pardmetros que facilitem a analise da
produgao de células e producao da substincia desejada, como o
etanol. Fazem parte desses pardmetros o rendimento do produto
(Yp/S) e o fator de conversao de substrato em biomassa (vx/S),
determinados por meio das Equacdes (1) e (2):

\% Pt—PO0 . 500)
—— uagao (1
P/S S0—St quag
Xt—X0
Yxs= S0—sSt Equagao (2)

Em que Poe P: s30 as concentragdes (gL™?) inicial e final do
etanol; X:e Xoas concentragdes (gL?) inicial e final de células, e
Soe Stas concentragdes (gL™) inicial e final de sacarose, respecti-
vamente'°.

Um fruto que contenha certos niveis de umidade, agticar e
nutrientes que satisfagam as leveduras é desejavel como elemen-
to essencial para fabrica¢io de bebidas fermentadas, que poste-
riormente possam ser destiladas™. A industria de alimentos esta
a procura de novidades na area de bebidas e sabores, buscando

sempre um melhor produto e sua expansao diante da populagao.
Assim, a otimizagdo de produtos é de suma importancia para a
manutengao e o aumento do setor do mercado de bebidas®. O uso
de frutas como o principal elemento para a produgao de bebidas
alcodlicas é uma alternativa a reduzir as perdas consideraveis de
frutos nalavoura. Também surge como uma alternativa ao consu-
midor, que estd em busca de produtos e sabores diversificados®.
A destilagao é o fendmeno referente a separagao de compo-
nentes de uma mistura devido a uma diferenca de pressao de va-
por. Toda substincia com determinado ponto de ebuli¢ao é volatil
e possui um determinado valor de pressao de vapor, que, por sua
vez, é dependente da temperatura®*. Um processo de destilacao
separa os componentes com base em sua volatilidade. Os com-
postos mais volateis, como metanol e o acetaldeido, sao destila-
dos primeiramente na fragao “cabe¢a’; ja os menos volateis, como
os alcoois superiores, sao destilados posteriormente nas fragoes
“coragao” e “cauda’. A parte de interesse fica por conta do coragao,
correspondente a cerca de 85% do volume total do destilado®.
Com isso, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o
comportamento cinético no desenvolvimento de uma bebida fer-
mentada a partir da polpa da mangaba, conduzindo o processo
em batelada sem agitacao, determinando os valores dos parame-
tros cinéticos; e, em seguida, realizar a produgdo do destilado.

MATERIAL E METODOS
O trabalho foi conduzido no laboratério de Biotecnologia do

Centro de Desenvolvimento Sustentavel do Semidrido da UFCG,
entre os meses de junho e julho de 2018.



MATERIA-PRIMA

Foram utilizados cerca de 8,0kg de polpa de mangaba, obti-
dos em estabelecimento comercial situado no municipio de Cam-
pina Grande-PB, tendo em vista a dificuldade em obter o fruto in
natura durante o periodo de desenvolvimento da pesquisa. O ma-
terial ficou armazenado em congelador até o inicio do trabalho.

MICRORGANISMO

O microrganismo utilizado foi a levedura Sacharomyces cerevi-
siae — fermento bioldgico comercial em po, sendo este o respon-
savel por metabolizar os agticares anaerobicamente.

PREPARO DO MOSTO E CORREQéES

A polpa da fruta foi processada em um liquidificador domés-
tico (da marca Arno), com o uso de 500 mL de 4gua mineral para
cada quilo de polpa, adquirindo-se o mosto. A aplicagao do mosto
se deu em duas etapas. Inicialmente, foram utilizados 4 kg de
polpa, para obteng¢ao dos dados cinéticos da fermentagao. Poste-
riormente, procedeu-se da mesma forma com os 4 kg restantes.
Na segunda fermentacao, nao foi realizado o acompanhamento
dos pardmetros, apenas foram reproduzidos todos os métodos
utilizados na primeira fermentagao.

Com o mosto obtido, foi realizada a filtragao com o auxilio
de um filtro de tecido para impedir que particulas maiores esti-
vessem presentes no meio reacional. Apés devidamente filtra-
do, transferiu-se para dois béqueres de 5000 mL. Em seguida, os
recipientes, contendo o mosto, foram aquecidos até o inicio da
ebuli¢io da solugao.
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FIGURA 1-PROCESSO DE AQUECIMENTO DO MOSTO

Em seguida, foi realizada a chaptalizagdo, um processo no
qual, para atingir o grau alcodlico desejado, se faz necessaria a
adicao de agticar a0 mosto para permitir a corre¢ao deste compo-
nente'. Foi realizada a andlise dos sélidos soltveis totais de cada
um dos béqueres contendo o mosto, através do refratdbmetro ABBE
de bancada modelo Q767B da marca Quimis, sendo verificados
teores iniciais de 5 e 6 °Brix, para a primeira e a segunda fermen-
tacdo, respectivamente. Apds isso, foi realizada a chaptalizacao,
havendo o acréscimo de agtcar cristal no mosto, alcangando-se
um teor de sélidos soliveis totais de 17° Brix.

A préxima etapa da preparagiao do mosto foi a corre¢ao do
pH. Por meio da utiliza¢ao do pHmetro digital PH 2600 da marca
Instrutherm, foi realizada a visualizagao do pH do mosto de man-
gabajd apds a chaptalizagio. Em seguida, para redugao da acidez,
foi utilizada uma solu¢io de hidréxido de sédio (NaoH) 2 0,2 M.

O volume total, apds as corregdes, foi autoclavado a121°C e 1
atm, por 15 minutos, em Erlenmeyers. Em seguida, foi realizada
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uma nova filtragao, de modo a deixar o mosto em condicoes ideais
de fermentacao. Por fim, realizou-se novamente a esteriliza¢ao
em autoclave, em condigOes similares a realizada anteriormente;
e apos resfriamento, foi possivel dar inicio a fermentagao.

FERMENTAGAO ALCOOLICA

Para a condugao desse processo, foi utilizado como reator
uma garrafa PET, com capacidade de 10 L. Na parte inferior, foi
instalada uma torneira para coleta de amostras do mosto, como
apresentado na Fig. 2:

FIGURA 2—REATOR UTILIZADO NO PROCESSO FERMENTATIVO SEM AGITAQAO

Fonte: RAMOS (2018)"

O inéculo foi preparado em uma camera de fluxo laminar,
adicionando um volume de 5 L do mosto e 27 g dalevedura (5,4 g
de levedura por L de mosto). O mosto permaneceu no reator por
7 dias, em temperatura ambiente. Durante este periodo, foram
determinadas as concentragdes de células e de sélidos totais em
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°Brix, além do pH do meio reacional. Inicialmente, aliquotas de
10 mL foram coletadas a cada 2 horas, nas primeiras 24 horas.
Nos demais dias, foram coletadas apenas uma amostra, a cada
24 horas.

PARAMETROS CINETICOS DO PROCESSO FERMENTATIVO

Para a obteng¢ao dos parametros cinéticos do processo fer-
mentativo, foram utilizados os resultados obtidos por meio da
coleta das aliquotas de 10mL, em intervalos de tempo definidos.

CRESCIMENTO CELULAR

A concentragao de células foi determinada a partir da filtra-
¢do avacuo das amostras em papel em filtro, sendo os papéis pre-
viamente submetidos a secagem em estufa a 50°C por 24 horas
para determinag¢ao da sua massa (M1). O papel filtro contendo as
células retiradas também passou por um processo de secagem em
estufa a 55°C por 24 horas. Apds a secagem, com o auxilio de uma
balanca analitica, foi possivel determinar a massa do conjunto
(papel + células) (M2). Os calculos para obter a massa celular (x),
em gramas por litro, para cada amostra filtrada foram realizados
através da Equagao (3)*.

X(gL )= (M, —M;) x 100 Equagio (3)

CONSUMO DO SUBSTRATO

Para determinagao do teor de sdlidos solaveis totais (TSS) ex-
pressos em °Brix, foi utilizado o refratdmetro de bancada (abbe
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EEQ90006B), previamente calibrado. A partir do resultado obtido,
foi calculada a concentragao de sacarose do mosto expressa em
gramas de sacarose por litro de mosto, com base na Equacao (4)™:

sacarose (gL™") = 10,13 x TSS + 1,445  Equagio (4)

PRODUQAO DE ETANOL

A determinagao do teor de etanol do fermentado foi realizada
utilizando-se dados coletados com o refratdémetro, que mede o
°Brix. A partir desta medida, foi estimada a concentragao de al-
cool etilico por meio da conversao do valor em °Brix, apresentado
pelo refratdmetro, para %ABV (mL de dlcool por 100 mL de solu-
¢ao), utilizando-se a ferramenta disponivel em: http://onebeer.
net/refractometer.shtml.

O célculo se baseia nas relagoes entre a quantidade de sélidos
solaveis, presentes no inicio e ao término do processo, e a densi-
dade do meio. Para um menor teor de sélidos solaveis, a solu¢ao
apresenta uma menor densidade, o que indica um maior teor de
etanol.

DETERMINAQAO DO RENDIMENTO E DA PRODUTIVIDADE

A fermentagao alcodlica pode ser representada pela equagao
quimica:

Ci2 H22 Ou+ H20 » CsH1206 + CsH1206 » 4C2> HsOH + .CO» + Energia

A partir da estequiometria da reac¢ao e conhecendo-se a den-
sidade do etanol, é possivel determinar a concentrag¢ao de etanol

maxima tedrica (Qt). Com os dados coletados durante o processo,
pode-se determinar a concentragao de etanol experimental (Qe).
Os resultados, expressos em (gL?), foram encontrados por meio
da utilizac¢ao das Equagoes (5) e (6):

Qg _49 de sacarose x 0,682 mL de etanol x 0,789 g de etanol Equacio (5)

L de mosto g de sacarose mlL de etanol

mlL de etanol de etanol 1000 mL de mosto
Q, = x 0,789 -2 x

" 100 mL de mosto mL de etanol 1 L de mosto

Equacao (6)

Para determinar o rendimento (R) e a produtividade (p), fo-
ram utilizadas as Equagoes (8) e (9), respectivamente. O rendi-
mento expresso em (%) e a produtividade em (gL-1h-1):

R = % x 100 Equagio (7)
P = Equagio (8)

Em que Qe = concentra¢ao de etanol experimental (gL?), Qt =
maxima concentragao de etanol tedrica (estequiométrica) (gL™),
e t=tempo de fermentacao (h).

CENTRIFUGAGAO

Ao término do processo fermentativo, foi realizada a centri-
fugacao do fermentado, com o uso da centrifuga da marca Lo-



gen Scientific. Processo foi realizado com objetivo de se atingir
um produto livre ao maximo de impurezas, promovendo a sedi-
mentagao das particulas mais espessas. Logo apds a separagao, o
fermentado foi armazenado em garrafas PET de 1,5 L, que foram
acondicionadas em geladeira.

DESTILAGAO

A destilagao foi realizada com o auxilio de um destilador ar-
tesanal, formado por um sistema de aquecimento, composto por
uma chapa da marca Logen, a caldeira do destilador, sendo uma
panela de pressao com capacidade para 4,5L, e o sistema de res-
friamento, composto por um balde e uma mangueira conectada a
uma torneira e a uma serpentina de condensacao feita com tubo
de cobre. Um béquer foi utilizado para a coleta do destilado e um
densimetro alcodmetro (alcooldmetro Gay-Lussac-Incoterm) para
determinagao do teor alcodlico.

Inicialmente, um volume de 3L de fermentado passou por
uma primeira destilagao, obtendo-se um volume de 1,1L de desti-
lado. Em seguida, realizou-se uma segunda destila¢ao do volume
de 1,1L, em que se procedeu a separacao das fracoes cabega, co-
racao e cauda do destilado. Foram coletados os 10% iniciais, refe-
rentes a cabega. A fragdo coragao foi obtida de acordo com o teor
alcodlico desejado, sendo este correspondente a 41%. O volume
restante, correspondente a fragao cauda, foi descartado.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os processos fermentativos utilizando polpa de mangaba

como substrato foram realizados em um reator em batelada, sem
agitagao. O mosto fermentado obtido durante a primeira batela-
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da apresentou uma boa recuperagio do produto, apresentando
uma tonalidade mais escura. Na segunda fermentagao, realiza-
da para adquirir um volume adicional de fermentado, visando
a posterior obtenc¢ao do destilado, apresentou cor mais clara e
elevada turbidez, com significativa perda volumétrica, na etapa
de centrifugacao.

Essa redug¢ao no volume do fermentado obtido, bem como
a maior turbidez, pode ter relagao com uma possivel entrada de
oxigénio no reator, que pode ter interferido na gera¢ao do etanol
pela levedura. A fermentagao alcodlica é impedida na presenga
de elevadas concentragoes de oxigénio, processo conhecido como
“Efeito Pauster”. Este fendmeno estd relacionado ao estado fisio-
légico da célula, sendo que ocorre na maioria dos casos nas leve-
duras que nio estio na fase de crescimento, nas quais acontece
diminui¢ao considerada do consumo especifico de glicose”.

FIGURA 3— FERMENTADO OBTIDO AO FIM DOS PROCESSOS FERMENTATIVOS. AO
CENTRO E A DIREITA, CORRESPONDE A PRIMEIRA FERMENTA@AO; A ESQUERDA,
A SEGUNDA.
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CINETICA DO PROCESSO FERMENTATIVO

O estudo cinético de um processo de biotransformagao é fun-
damental, porque permite a aquisi¢ao de conhecimento basico
do processo. A cinética de biotransformacao esta associada com
avelocidade de consumo de substrato e de surgimento de produ-
to, mais especificamente se tratando de processos fermentativos
utilizando leveduras, também com a velocidade de crescimento
celular e o efeito que estas sofrem por interferéncia das condigoes
do meio em processo®.

Na Fig. 4, é possivel observar o comportamento cinético do
crescimento celular (gL™), consumo de substrato (°Brix) e produ-
cdo de etanol (%ABV) em func¢ao do tempo da fermentagao, para o
processo que foi conduzido em batelada e sem agitacao.

FIGURA 4—PERFIL CINETICO DA PRODUGAO DO FERMENTADO EM FUNGAO DO
TEMPO NO PROCESSO DE FERMENTAGAO ALCOOLICA REALIZADO NO REATOR
SEM AGITAGAO

Substrato
20 - Células
Produto

o
Vil - 150

1A L 100 |5

IS0

T
0 50 100 150
Tempo (horas)
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Nas primeiras horas da fermenta¢ao, houve um reduzido
crescimento celular, sendo este irregular. Com isso, é possivel
considerar que, até oitava hora de fermentacao, houve a adapta-
¢ao do microrganismo ao meio, variando a concentragao celular
durante esse periodo de 97,38 gL' 2 97,73 gL' Entre 8 e 14 horas,
ocorreu um elevado incremento na concentragao celular, sendo
este periodo caracterizado como a fase exponencial de cresci-
mento, com a concentragao celular alcangando, nesse periodo,
o maximo de 159,85 gL. A glicose se metaboliza junto ao etanol,
quando as células se mostram com uma enorme velocidade, com
um tempo de geragao entre 1 e 7 horas?.

Apos esse periodo, houve uma redugdo acentuada da massa
celular e isso pode ser atribuido a taxa de morte celular. Houve
reducao até ovalor de 38,83 gL*. Nessa fase, ha mais células mor-
tas no meio do que células ativas. Essa fase se perpetua até que a
populagao seja reduzida a uma pequena fragao de células da fase
anterior, ou até mesmo que desaparega completamente®. Entre
70 e 75 horas, a concentracio celular sofreu um leve aumento. E
possivel que esse pequeno crescimento tenha ocorrido devido ao
consumo de algumas fracdes de células, em fase de morte, por
células vivas ainda presentes no mosto, sendo assim utilizadas
para multiplicagao®.

Durante a coleta de dados para a obten¢ao dos parametros
cinéticos, também se verificou o pH do meio reacional. O pH con-
siderado ideal em uma fermentagdo é préximo de 4,5*. Ja o pH
ideal para a produgao de etanol fica entre os valores de 4,5 e 5.
Na Fig. 5, s3o apresentados os valores de pH, por tempo de fer-
mentacao.
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FIGURA 5—-PH DO MOSTO DE MANGABA DURANTE O PROCESSO FERMENTATIVO,
REALIZADO EM BATELADA SEM AGITAQAO
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Pela analise da Fig. 5, é observado um decréscimo conside-
ravel do valor do pH. A partir da vigésima hora de fermentagao, o
pH se mantém constante, porém nao por todo o processo. Depois
de 70 horas de fermentac¢ao, o pH aumentou um pouco e termi-
nou o processo com valor final de 4,84, um pouco acima do valor
ideal para estes processos, mas dentro da faixa recomendada para
producao de etanol e de acordo com o encontrado na literatura.
Em outro estudo semelhante, pesquisadores encontraram o pH
final em mosto de mangaba no valor de 3,08%. Em outro caso, foi
observado pH final de 3,10 para o fermentado de umbu?*.

PARAMETROS CINETICOS DO PROCESSO FERMENTATIVO
Nas Tabelas (1) e (2), s3o apresentados os resultados obtidos

para a concentra¢ao de etanol experimental (Qe), maxima concen-
tragao de etanol tedrica (Qt), rendimento, produtividade e fator de
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conversao de substrato em produto (YP/S), no processo fermen-
tativo estudado.

TABELA 1—- CONCENTRA(;AO TEORICA E EXPERIMENTAL DE ETANOL

Qe (gL-1) Qt (gL-1)
83,16 98,89

TABELA 2— PARAMETROS CINETICOS DA FERMENTAQAO ALCOOLICA

Rendimento (%) Produtividade (gL-1h-1) YP/S
84,01 0,866 0,70

O rendimento do processo foi de 84,01%, o que, baseado em
resultados obtidos por outros autores, pode ser considerado um
bom rendimento, pois isso indica que mais de 80% da sacarose
disponivel foi transformada em alcool etilico. J4 a produtivida-
de alcancada foi de 0,866 gL''h™, e esse valor indica que houve
a necessidade de um tempo maior para atingir a quantidade de
produto desejada, sendo inferior ao encontrado em estudos se-
melhantes.

Ao estudar a produgao de fermentado de mel3o, foi alcanga-
do rendimento de 90,54% e produtividade de 7,563 gL'h™!, sendo
estes valores bem superiores aos obtidos no presente trabalho?.
Ao desenvolverem bebidas fermentadas de seriguela e cupuagu,
pesquisadores encontraram rendimentos um pouco menores que
os apresentados na fermentagio do mosto de mangaba, em estu-
do, sendo observados 54% para o cupuagu e 68% para a seriguela.
As produtividades foram semelhantes as encontradas nesta pes-
quisa, com valores de 0,59 gL'h e 0,68 gL 'h, respectivamente®.

O rendimento em produto (vP/S) da fermentagao utilizando
polpa de mangaba foi de 0,70. Esse resultado pode ser compreen-
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dido por uma série de fatores que influenciam o processo, como a
inibi¢ao dos microrganismos devido ao alto teor de etanol no fim
do processo, por exemplo. Outros fatores de extrema importin-
cia s3o a produgao de niveis consideraveis de alcoois superiores,
acetaldeidos e ésteres, como também crescimento significante
de leveduras, que absorvem grande maioria da sacarose presente
no mosto.

Em estudos realizados com o fermentado do suco de melao,
pesquisadores obtiveram um valor um pouco abaixo, sendo este
(vess) de 0,46%. Em outro estudo, ao ser produzido um fermentado
alcodlico de melancia, observou-se um rendimento em produto
de 0,65, mais préximo ao valor encontrado no presente trabalho®.
Essas variagdes apresentadas nos valores dos pardmetros cinéti-
cos podem ser explicadas por diversos fatores, dentre eles tipo
de levedura utilizada no processo, modo de operagao do reator,
temperatura, tempo de operacao, substrato utilizado e outros®.

DESTILADO

Ao final de duas bateladas, desenvolvidas replicando todas as
condi¢oes de operagao, os fermentados produzidos foram mistu-
rados, com o intuito de acrescentar volume e permitir a realizagao
do processo de destilagao, visando obter o destilado de manga-
ba. Na primeira destilagao, a aguardente obtida apresentou apa-
réncia bastante turva, sendo necessario que houvesse uma nova
destilagao, mais conhecida como bidestilagao. A bidestilagao é
um processo que consiste em promover duas destilagdes em se-
quéncia, podendo ser efetuadas no mesmo alambique. Com essa
técnica, é possivel a obten¢ao de uma bebida mais padronizada,
com qualidade diferenciada das aguardentes feitas com apenas
uma destilagao®.
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Ao fim deste processo, com as frag¢des cabeca, corpo e
calda devidamente separadas, foi obtido um volume de 80o mL
de destilado com graduagio alcodlica de 41% (v/v) e aparéncia lim-
pida, conforme apresentado na Fig. 6.

FIGURA 6—AGUARDENTE DE MANGABA COM GRADUAQAO ALCOOLICA DE 41% w/v)

O teor alcodlico obtido nesta etapa permite afirmar que o
destilado obtido se encontra com este parimetro dentro da faixa
requerida pela legislagao brasileira de bebidas®. Valores préxi-
mos foram encontrados também em trabalhos semelhantes por
outros autores. Na producao de aguardentes de banana e abacaxi,
foram observados, respectivamente, os teores alcodlicos de 42%
(v/v) e 40,4% (v/v)*. Em outro caso, porém, com a produgio de
uma aguardente também de banana, obteve-se um grau alcodlico
de 36°GL*2. Outros pesquisadores produziram aguardente de jabu-
ticaba, através da casca e da borra do fermentado de jabuticaba,
obtendo um teor alcodlico de 39°GL*. Esses resultados mostram
que a aplicacao dos processos de fermentagao e de destilagao po-
dem ser utilizados para evitar o desperdicio de frutos, que muitas
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vezes nao tém o uso adequado, além da possibilidade de obten¢ao
de produtos com valor agregado.

CONCLUSAO

Ao fim do processo fermentativo, o teor alcodlico do fermen-
tado de mangaba foi de 10,54%ABV, concluindo-se, por meio da
andlise cinética, que o comportamento ao longo do tempo de
processamento foi o esperado, com formacgao do produto, por
meio do consumo de substrato e variagao na concentragao celular,
conforme as fases estabelecidas para este tipo de fermentagao. A
partir da analise cinética, verificou-se também o rendimento e a
produtividade, sendo alcangado um bom rendimento de 84,01%;
e uma produtividade baixa, com valor de de 0,866 gL*h?, o que
indica que, nas condigoes estudadas, se faz necessario um tempo
maior para atingir a produ¢ao desejada.

A bidestilacao do fermentado de mangaba permitiu a pro-
dugdo de 500 mL da aguardente de mangaba com graduagao al-
codlica de 41% (v/v), sendo que este valor se encontra dentro dos
limites permitidos pela legislacao vigente.
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INTRODUCAO

ricina faz parte do grupo de proteinas inativadoras de ribos-

somos (R1Ps) do tipo 2, que possui como principal caracteristi-
ca a presenca de cadeias polipeptidicas divididas em cadeia A e ca-
deia B. A cadeia A é uma toxina com capacidade de inibir a sintese
de proteinas e a cadeia B, uma subunidade com fungao de facilitar
a entrada da cadeia A no interior da célula, de forma a unir-se a
glicoproteinas e glicolipideo contendo galactosideos' (Fig. 1.

FIGURA 1-VISAO TRIDIMENSIONAL DA MOLECULA DE RICINA

Fonte: PDB-2AAIL
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A ricina é uma fitotoxina presente nas sementes de mamo-
na (Ricinus communis L., familia Euphorbiaceae), uma planta que
se originou na Africa, mas atualmente encontra-se distribuida
em varios locais do mundo para fins industriais e ornamentais?.
Mesmo a ricina sendo uma das principais proteinas encontradas
nas sementes de mamona, ela representa apenas 2% do peso da
semente, sendo que o 6leo da mamona representa a maior par-
te deste peso (60% do peso da semente) e os 38% restantes sao
compostos soltveis presentes, que incluem aglutininas de Ricinus,
praticamente um dimero de ricina, mas muito menos toxico, e
também diversas proteinas menores®.

A ricina se destaca entre as toxinas mais letais encontradas
em plantas, visto que uma dose letal de ricina em humanos é su-
postamente de 5-10 mg/kg por inje¢ao, enquanto a ingestao tem
uma dose letal na ordem de 1 a 20 mg/kg. Além disso, a ricina
é muito mais facil de se obter do que outros agentes bioldgicos
considerados de alta capacidade letal, como o antraz e a toxina
botulinica, pois sua obten¢ao e refinamento requer somente o
conhecimento basico de técnicas laboratoriais®.

Aricina é classificada como um agente de prioridade da Ca-
tegoria B pelos Centros dos Estados Unidos para Controle e Pre-
vencao de Doengas (cDc), sendo um dos agentes bioldgicos com
uma das maiores toxicidades conhecidas. Essa toxina pode entrar
em contato com o individuo por diferentes rotas de intoxicagao,
incluindo injec3o, ingestao (alimentos e d4gua contaminados) e
inalagdo (exposigao a aerossois), sendo que todos eles represen-
tam uma grande ameaga do ponto de vista do bioterrorismo *.

Diante dessas informagdes, deve-se salientar a periculosi-
dade que representa tal toxina. Entretanto, a maioria dos casos
de intoxicagao ocorre por ingestao acidental quando se trata de
criangas e animais domésticos; e em casos de ingest3o intencio-
nal por adultos, geralmente é feita por motivos de suicidio ou,

em alguns raros casos, de tentativa de assassinato. Nestes casos,
quando percebida a intoxicagao, é necessario tratamento imedia-
to para preservar a vida do paciente e evitar complicagdes.

O modo como a ricina entra na célula através da membrana
celular, alcanca os ribossomos e proporciona uma atividade ini-
bidora na sintese de proteinas é um processo complexo®. A ricina
entra por endocitose na célula, em grande parte através de sitios
de ligagao da galactose, ocorrendo liga¢ao oportunista por meio
da cadeia B para componentes de superficie, que possuem um
terminal de galactose; apds a sua entrada, ocorre a separagao da
cadeia A e da cadeia B da ricina®. Uma vez no interior da célula, a
ricina é internalizada pelos endossomos, uma parte das molécu-
las da ricina é reciclada e retorna para fora da membrana, outra
parte é transportada por endossomos tardios para ser degradada
por lisossomos, e uma pequena parte da ricina absorvida é trans-
portada para o complexo de Golgi®.

Do complexo de Golgi, a ricina é transportada para o reticulo
endoplasmatico e, por tltimo, é transportada para o citosol, sendo
que todo esse processo ocorre de forma lenta, mas apenas um
numero pequeno de moléculas é suficiente para causar a morte
celular’. Apds o processo de absor¢ao e o contato com os ribos-
somos, a cadeia A da ricina promove a remog¢ao de uma adenina
especifica (despurinagao) da por¢ao 28S do acido ribonucleico
ribossomal que esta na subunidade 60S, impedindo a liga¢ao do
fator de alongamento 2 e a sintese de proteina®.

SINTOMAS CLINICOS DE INTOXICAQAO

A grande maioria das informagdes disponiveis sobre intoxi-
cagdo por ricina sao de relatos de casos de intoxicagao pela inges-
tao de semente de mamona e casos de testes in vivo, que sao feitos
em ratos de laboratério®. A intoxicagao por ricina pode apresentar



diferentes sintomas, dependendo da via de acesso, da quantidade
de ricina absorvida, da concentragio e do tempo decorrido entre
o diagndstico e o tratamento da intoxica¢ao. Os sintomas da in-
toxicagao por ricina normalmente se assemelham aos sintomas
de varias doengas comuns’.

Em casos da entrada da toxina por via digestiva, o apareci-
mento dos primeiros sintomas da intoxica¢ao pela ricina ocorre
entre 1 a 6 horas apds a ingestao, entretanto existem casos em
que a ocorréncia destes sintomas pode aparecer entre 15 e 45 mi-
nutos. Os sintomas mais frequentes sao vomito, dor abdominal,
diarreia?, perda do apetite, hematémese, ataxia, sialorreia, de-
cabito, taquicardia®, hipotensao, hepatite, pancreatite, nefrite,
lesao miocardica, edema cerebral e supressio da medula dssea’.

Os sintomas de intoxica¢ao pela ricina sao um reflexo dos
danos que esta substancia causa no corpo. O dano causado pela
ingestao de ricina pode ser devastador®, pois, apds a ingestao do
extrato da mamona, a ricina comeca a danificar o sistema gas-
trointestinal, causando sérios danos, levando a desidratagao e a
grave dano visceral. Este dano pode ser explicado pelo fato de a
ricina ingerida danificar o epitélio intestinal e, desta forma, afetar
0s vasos sanguineos e linfaticos, alcangando o figado e o bago.

Nos poucos casos registrados de absor¢ao de ricina por via
inalatéria, os pacientes afetados apresentaram os seguintes sin-
tomas: congestao nasal e de garganta, urticaria, pressao toracica
e broncoespasmos,’ febre, dor tordcica, tosse, dispneia, niusea e
artralgia®.

No grupo de controle para teste de vacinas antirricina, os ca-
mundongos apresentaram lesdes macroscdpicas, principalmen-
te, nos pulmoes e linfonédulos traqueobrénquicos; além disto,
tiveram edema perivascular e alveolar grave, bem como uma
infiltragao neutrofilica misturada com um ntimero pequeno de
macréfagos dentro e ao redor dos bronquiolos terminais®.

Ainda existem casos de intoxicag¢ao cutinea, entretanto, para
que isto ocorra, é necessario o contato com a ricina por longos
periodos de tempo e em grande quantidade, sendo esse tipo de
intoxicagao raro. A detecgdo da ricina no corpo de um paciente
intoxicado é essencial para o tratamento, visto que o tratamen-
to imediato poder salvar uma vida. O diagndstico da intoxicagao
pela ricina pode ser feito por meio de testes clinicos e por detecgao
de ricina no sangue e nos fluidos corporais por meio de ensaio
imunoenzimatico (ELISA)', por radioimunoensaio, por cadeia de
polimerase rea¢ao (PCR) e por fluorescéncia resolvida no tempo
imunoensaio (TRF)?.

TRATAMENTO DA INTOXICA(;AO POR RICINA

Como foi dito, o tratamento para intoxica¢ao contra a rici-
na é um tratamento de suporte, visando a retirada da toxina do
organismo antes que ela cause dano fatal. O tratamento consiste
no uso de carvao ativado ou lavagem géstrica, que é usado para
impedir a absor¢ao da toxina pelo sistema gastrointestinal®. O
tratamento com a lavagem gastrica é susceptivel a remogao de
uma quantidade significativa de ricina, assim é importante que
seja feito pelo menos 1 hora apds a ingestao da toxina®. Além des-
ses tratamentos, também pode ser feita a indug¢ao ao vomito, su-
cralfato, dieta suave, intensa fluidoterapia intravenosa e terapia
eletrolitica, a depender da ocorréncia.

Existem tratamentos em desenvolvimento para a intoxicagao
por ricina, os quais podem ser divididos em trés tipos distintos:
imunizacao passiva pds-exposicao, tratamento pds-exposi¢ao
com moléculas pequenas e imunizagao profilatica. Todos esses
novos tipos de tratamentos possuem suas desvantagens, mas o
primeiro e o segundo apresentam como desvantagem o fato de
que somente s3o eficazes se aplicados nos pacientes algumas ho-



ras depois da intoxicagdo e antes do aparecimento dos primeiros
sintomas; ja o terceiro possui como desvantagem o fato de ser de
dificil fabrica¢ao e nao funcionar sempre como o esperado’.

Uma desvantagem que pode ser encontrada no caso do uso
de moléculas inibidoras de ricina é que, em sua maioria, s3o com-
postos sintéticos com capacidade de inibir a toxicidade da rici-
na, entretanto podem nao ser seguros para o uso®. Além disso,
muitos destes inibidores nao demonstraram muita eficacia em
tratar a intoxicagao pela ricina ™. O uso de moléculas inibidoras
apresenta o desafio de encontrar moléculas adequadas para um
tratamento contra a intoxica¢ao pela ricina, este problema pode
ser resolvido pelo uso de moléculas que podem ser encontradas
no nosso dia a dia.

Algumas das substancias naturais que possuem a capacida-
de de inibi¢ao da ricina est3o presentes no leite, como a lactose e
a galactose, que, em teste in vitro, provaram que podem reduzir a
disponibilidade da ricina para as células, inibindo assim a sua ativi-
dade bioldgica, mas estes efeitos dependem da concentragao tanto
das moléculas de ricina quanto das moléculas inibidoras™. A lactose
provoca a inibi¢ao da ricina por meio da ligacao das suas moléculas
as da ricina, desta forma reduzindo a liga¢ao da ricina com os re-
ceptores presentes na superficie da célula e aumentando a taxa de
dissociag¢ao da ricina dos receptores celulares'?. Este tipo de inibigao
pode ocorrer com a galactose, visto que a ricina liga-se a carbonos
na superficie celular, que contém receptores de galactose .

Outra molécula natural que provou ter uma boa capacidade
de inibir a a¢3o da ricina foi a baicalina, uma flavona derivada
principalmente das raizes da Scutellaria baicalensis **, que interage
com a cadeia A da molécula de ricina por redes de pontes de hi-
drogénio e interacoes de forga eletrostatica, proporcionando uma
inibi¢ao da ac¢do toxica daricina, fazendo com que a cadeia A pas-
se por um processo de formacao de oligbmeros, sendo uma forma
de inibi¢ao da ricina diferente dos demais inibidores relatados "

Utilizando informacgdes provindas do Banco de Dados de Pro-
teinas (PDB—Protein Data Bank). Neste experimento, foi utilizada a
molécula da entrada 2441, que contém a estrutura cristalografica
daricina.

METODOLOGIA

A técnica de docking molecular foi escolhida para este traba-
lho. Docking molecular é a representagao computacional de um re-
conhecimento molecular, que ocorre entre o ligante e a proteina;
tal representagao simula os varios métodos de encaixe possiveis
entre a proteina e o ligante, além de mostrar as formas como sao
tratadas a colocagao do ligante, possibilitar a exploragao do espa-
co conformacional, representar as intera¢des de ligante e proteina
e a estimativa da possibilidade de afinidade de ligacao.

Os métodos de docking molecular se dividem em duas classes
de métodos distintos: o proteina-ligante e o proteina-proteina. O
sistema de docking molecular é composto de duas etapas, sendo a
primeira um algoritmo de busca conformacional que possibilita
o envolvimento de todos os graus de liberdade do ligante; ja a
segunda etapa tem como fun¢do pontuar e ranquear as possiveis
posi¢Oes espaciais para um determinado composto. Neste estudo,
foi utilizado o docking do tipo proteina-ligante.

MINIMIZAQAO DE ENERGIA

Para otimizagao da geometria molecular e das condigdes ter-
modindmicas, foi necessario que a estrutura passasse por uma
minimizacao de energia, visto que a quantidade de residuos em
regioes favoraveis foi considerada insuficiente para a obtengdo
dos resultados desejados, de forma que nao seria possivel obter
resultados com a qualidade necessaria. A minimizagao de energia



é uma técnica que usa algoritmos e outros métodos computa-
cionais para melhorar a qualidade do modelo. Para isso, os al-
goritmos e métodos computacionais buscam conformacoes que
possuem uma menor perturbag¢do entrdpica entre as possiveis
conformacoes, desta forma aumentando o nimero de residuos
em regides favoraveis.

Para a realizagdo da minimizac¢ao de energia do modelo pro-
posto, foi utilizado o servidor Yasara (www.yasara.org/minimiza-
tionserver.htm). Apds a minimizagao, o modelo final passou pelo
processo de validagao.

DOCKING MOLECULAR

>  Preparagdo do receptor (ricina)

O receptor (macromolécula) utilizado para as simulagdes de
docking foi o modelo tridimensional refinado da ricina (2AAr) (Fig.
1), o qual foi nomeado de rRic_END. O arquivo foi convertido de
.pdb para .pdbqt e foram adicionados e assinalados parimetros
de carga Kollman, assim como hidrogénios foram adicionados a
estrutura.

> Mineragao e preparacao dos ligantes

Para a realizagao do experimento de docking, foram selecio-
nadas moléculas que tiveram a capacidade inibidora comprovada
na literatura, sendo estas: lactose, galactose e baicalina (Tabela 1).
As coordenadas atdmicas destes ligantes foram adquiridas por
meio de arquivos .mol2 disponiveis na base de dados Zinc (zinc.
docking.org). Os ligantes foram assinalados com pardmetros de
carga Gasteiger, de forma que os seus arquivos foram convertidos
para .pdbqt, para possibilitar seu uso no programa Autodock 1.5.6.

Os experimentos de simula¢ao de docking foram realizados
com o uso do programa Autodock 1.5.6, o qual possuia uma gra-

de cabica de volume 126 x 126 x 126 A, de modo que a molécula
de ricina estivesse no centro da grade ctbica e todas as possiveis
ligacdes que pudessem ocorrer fossem feitas pela simulagio de
docking. Para este experimento, foi escolhido o algoritmo genérico
Lamarckiano (LGA) e os pardmetros escolhidos para a simula¢ao
foram de 10.000 réplicas, as quais possuiam analises de energia
a cada 1.500.000 e 27.000 geragdes.

O tamanho populacional escolhido manteve as taxas de mu-
tacao em 150 e de crossing-over foi de 0.02 e 0.8, respectivamente.
O docking gerou 10 conformagdes ranqueadas por energias distin-
tas para cada molécula utilizada. As conformagoes obtidas foram
organizadas, coletadas e analisadas através do uso dos recursos
disponibilizados pela op¢ao Autodock tools. As conformacoes que
demonstraram energia de ligacao “negativa alta” ou em condigoes
com energia de ligagao “negativa” situadas ente -0,5 e -3, além
de possuirem um alto potencial de inibi¢ao, foram selecionadas.

TABELA 1- COMPOSTOS PARA SIMULAQAO DE DOCKING

Nome Estrutura Férmula Acesso Base de dados
Baicalin (3) *U/"O‘“u C21H18011 12153569 7ZINC
g UHD
Baicalein 7- "¢ g
glucuronide M(';” o O | C21H18011 4349040 ZINC
Baicalin (4) HD(O . O | C21H18011 59736941 ZINGC
Baicalin é O | C21H18011 3943903 ZINC
Ho?” Ha

oo~ H 0

Fonte: Banco de dados zINc (http://zinc.docking.org).



RESULTADOS E DISCUSSAO

RESULTADOS DO DOCKING ENTRE ISOMEROS DA BAICALIN COM A
RICINA

Com a obten¢ao da molécula refinada, a realizacao do docking
molecular obteve resultados satisfatérios, mostrando a eficiéncia
de alguns inibidores citados na literatura. Os resultados do doc-
king molecular podem ser vistos na Tabela 2.

TABELA 2— RESULTADOS DOS MELHORES COMPLEXOS OBTIDOS ATRAVES DO
DOCKING MOLECULAR DO LIGANTE BAICALINA (3) COM A RICINA

Energia deligacdo Constantede Energiaintermolecular

Nome (kJ/mol) inibicdo (uM) (kcal/mol)
(con]i'gicrsgélio 1) 75,3 129,24 -7,99
(con?gifr?g;io 2) 473 342,55 7,41

Baicalin s S .

(conformagdo 3)

Pode-se notar a facilidade que o ligante possui em formar
ligacoes com a molécula receptora, visto que a energia de ligagao
foi “negativa’, ou seja, o ligante tem alta afinidade com a molé-
cula alvo. As constantes de inibigao apresentaram baixos valores,
na ordem de micromolares, o que faz com que os ligantes sejam
considerados eficazes na inibi¢ao da ricina, devido a capacida-
de de estabelecer liga¢Ges espontdneas com a ricina. A energia
intermolecular propulsiona uma ligagao mais firme e duradou-
ra, possibilitando que a molécula e o ligante n3o se desliguem
por variagdes, que pode acontecer no decorrer do tempo. A Fig. 2
mostra a ligacdo entre a molécula alvo e o ligante, apresentando
o complexo Ricina-Baicalina.
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FIGURA 2— BAICALINA LIGADA A MOLECULA RICINA. VERMELHO: RICINA.
AMARELO: RESIDUOS DO SITIO ATIVO. AZUL: LIGANTE.

A Tabela 3 mostra os melhores resultados obtidos a partir
do docking molecular do ligante Baicalin 3 com a molécula ricina.
Esse ligante é um dos isomeros da molécula de Baicalin. Assim
como o isdmero mostrado anteriormente, o Baicalin 3 pode reali-
zar ligagao espontinea com facilidade, visto que sua energia de li-
gacao foi apresentada como “negativa’; desta forma, mostra como
a capacidade deste isdmero de proporcionar uma ligagao sem que
ocorra uma interferéncia externa é alta, nao necessitando de aju-
da para realizar uma ligacao, pois a ligagao entre a molécula alvo
e o ligante propulsiona que ambas as moléculas obtenham esta-
bilidade. As altas constantes de inibigao sugerem que o compos-
to seja viavel como inibidor, e a energia intermolecular negativa
indica uma estabilidade do complexo proteina-ligante. A Fig. 3
mostra a ligagdo entre a molécula alvo e o ligante.
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TABELA 3—RESULTADOS MELHORES OBTIDOS ATRAVES DO DOCKING
MOLECULAR DO LIGANTE BAICALINA 3 COM A RICINA

Nome Energia deligagdo Constante de Energia intermolecular

(kJ/mol) inibicdo (uM) (kcal/mol)
(cor}lzfegrcfar'gr:;;o 1) 4,95 237,37 ~7,63
(Cof%ifrﬂ;rgo 2) 4.7 360,75 -7,38
Baicalin 3 . e e

(conformagio 3)

FIGURA 3—BAICALINA 3 LIGADA A RICINA. VERMELHO: RICINA. AMARELO:
SITIOS DE LIGAQAO ENTRE RICINA E O LIGANTE. AZUL: LIGANTE.

Os resultados apontados na Tabela 4 apontam os melhores
resultados alcanc¢ados no docking molecular entre o ligante balca-
lin-7-gluturode, sendo este um isémero da molécula de baicalin,
e a molécula r1c_END. Os resultados revelaram que, assim como
os demais isdmeros de baicalin, este apresentou tanto energia
de ligacao “negativa’, que proporciona uma ligacao espontanea
entre o ligante e molécula alvo, quanto energia intermolecular
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e constante de inibigao satisfatdria. Entretanto a conformagao 1
apresentou resultados muito abaixo do desejado, tornando-a nao
vidvel para ser utilizada como inibidora. Na Fig. 4, observa-se a
interacao entre a Baicalina 7 gluturode com a ricina.

TABELA 4-RESULTADOS MELHORES OBTIDOS ATRAVES DO DOCKING
MOLECULAR DO LIGANTE BAICALINA 7 GLUTURODE COM O RECEPTOR RICINA

Nome Energia deligacdo Constante de Energia intermolecular
(kJ/mol) inibi¢do (1M) (kcal/mol)

Baicalin 7
gluturode -3,26 4,08 -5,94
(conformagao 1)

Baicalin 7
gluturode -4,86 273,18 -7,55
(conformacao 2)

Baicalin 7
gluturode -4,43 564,41 -7,12
(conformacgio 3)

FIGURA 4—DOCKING ENTRE BAICALIN 7 GLUTURODE E RICINA. VERMELHO:
RICINA. AMARELO: SITIOS DE LIGAQAO ENTRE RICINA E O LIGANTE. AZUL: LIGANTE
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A Tabela 5 mostra os melhores resultados obtidos através do
uso do docking molecular do ligante nomeado como Baicalin 4,
sendo este, assim como os anteriores, um isdmero da molécula de
baicalin e a molécula Ric-END. Este ligante, assim como os demais
isdbmeros de baicalin utilizados anteriormente, apresentou valores
de energia de ligagao que tornam a ligacao espontanea possivel
com relativa facilidade, além de valores de constante de inibi¢ao
mais elevados do que os demais isdmeros, entretanto somente
em duas conformagoes, sendo a conformacao 2 a que apresentou
a menor constante de inibi¢ao ainda considerada viavel. No caso
da energia intermolecular, este apresentou valores préximos dos
valores encontrados nos demais isdmeros de baicalin.

TABELA 5-RESULTADOS MELHORES COMPLEXOS OBTIDOS ATRAVES DO
DOCKING MOLECULAR DO LIGANTE BAICALIN 4 COM O RECEPTOR RICINA

Nome Energia deligacio Constante de Energiaintermolecular

(kJ/mol) inibi¢do (LM) (kcal/mol)
(corfff%oisgr{iarégo 1) ~4,34 654,49 ~7,03
(corll??cjrcrill;z;o 2) “5,47 97,94 -8,7
Baicalin 4 e 8460 A

(conformacao 3)

No geral, a Baicalin 4 apresentou resultados satisfatdrios
como inibidor, provando sua eficicia, assim como mostrado na
literatura, e tornando-o possivel inibidor em potencial para a in-
toxicagdo por ricina. A Fig. 5 mostra a ligag3o entre a molécula
alvo e o ligante.
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FIGURA 5—DOCKING ENTRE BAICALIN 4 LIGADA A RICINA. VERMELHO: RICINA.
AMARELO: RESIDUOS DO SITIOS DE LIGAQAO. AZUL: LIGANTE

E importante ressaltar que a ricina é uma toxina que provoca
ainibicao da sintese proteica, a qual, apds a entrada na célula via
endocitose, provoca a morte da célula por inativagao dos ribos-
somos, e com isso inibe a produgao de proteinas pela célula®. Por
possuir esta caracteristica, a maioria dos inibidores e formas de
tratamentos desenvolvidos visam impedir a entrada da ricina na
célula, de modo a interferir nos sitios de ligagao entre a célulae o
ligante'®. Mas a forma de inibi¢ao do baicalin n3o visa impedir a
molécula de ricina de entrar na célula, pois n2o tem como alvo os
sitios de ligacao presentes na cadeia B, os quais s3o responsaveis
pela ligagao da ricina a célula, mas possuem como alvo sitios de
ligagao da cadeia A, interferindo diretamente com a toxina.

A Baicalina e seus isdbmeros foram escolhidos apés a verifi-
cagao na literatura, mostrando possuir baixa toxicidade para o
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organismo, pois é preciso um limite alto para chegar a uma dose
fatal®. A caracteristica apresentada o torna viavel como inibidor,
pois nao seria vidvel seu uso se nao apresentasse essas caracte-
risticas, visto que o ligante nao pode ser capaz de causar dano as
células;e pelo fato de possuir baixa toxicidade, sua administragao
torna-se mais facil e segura.

Os resultados obtidos com o docking molecular podem ser
vistos como uma constatac¢ao da eficiéncia do Baicalin como
inibidor da ricina, por meios computacionais. Estes resultados
também podem ser explicados pelo efeito que a molécula de bai-
calin demonstrou sobre a ricina em testes de laboratdrio, os quais
demonstraram um mecanismo de a¢ao complexo através de sua
ligacao com a ricina®.

Na literatura, o baicalin mostrou capacidade de inibi¢ao
deste ligante e foi notado que possui a capacidade de induzir a
toxina presente na cadeia A para formagao oligbmeros. Assim o
baicalin exerce prote¢ao direta conta a ricina, além de interferir
na cristaliza¢ao da cadeia A da ricina". Esta capacidade pode ser
percebida nos resultados do docking pela energia de ligagao, a qual
mostra uma relativa facilidade para a ocorréncia de uma ligagao
espontanea. Tal energia mostra que a ligagao do baicalin com a
molécula de ricina é uma ligagao estavel, de forma que isto pode
mostrar que, para ambas as moléculas, aligagao é favoravel. Além
disso, as energias intermoleculares apresentadas nos resultados
demonstraram uma ligacao forte entre a molécula da ricinae ado
baicalin, podendo ser um indicativo de que a reagdo, além de ser
termodinamicamente favoravel, possuiligagoes fortes e duraveis.

Pelo fato de a baicalina possuir uma forma de ligagao dife-
renciada da galactose e da lactose, que serao apresentados neste
estudo, podemos dizer que este tipo de ligagao diferenciada in-
fluencia o comportamento dessa molécula. Isso possibilita uma
forma de inibi¢ao completamente distinta dos demais inibidores

vistos neste trabalho, o que é evidenciado em estudo prévio', no
qual foi notado que o baicalin se liga a cadeia A da ricina e é po-
sicionado em interfaces positivas altamente carregadas. Desta
forma, liga duas cadeias A da ricina relacionando-as por um eixo
helicoidal cristalografico, diminuindo assim drasticamente o ni-
mero de sitios ativos presentes na toxina, transformando-as em
oligdmeros menos ativos.

Entretanto, a eficiéncia demonstrada no docking molecular
pode ser alterada no experimental, visto que o baicalin possui
uma baixa solubilidade em dgua e uma baixa biodisponibilidade
via oral*®. Desta forma, a via de administrac¢ao pode alterar a efi-
ciéncia do baicalin na inibi¢ao da ricina, de modo que, em expe-
rimentos praticos, podem ocorrer resultados que podem diferir.

Entretanto os resultados obtidos pelo docking molecular mos-
traram que, sem a realizagao de umaligagao entre suas cadeias A
de moléculas de ricina, existe a ocorréncia de uma forte inibigao,
de forma que, mesmo sem a interagao de diferentes moléculas de
ricina, a inibigao é possivel. A eficiéncia da molécula de baicalin
como inibidor é vidvel, pois tanto em estudos laboratoriais quanto
em testes computacionais este ligante demonstrou 6timos resul-
tados, os quais o tornam um incrivel inibidor em potencial para
o tratamento da intoxicagdo por ricina.

Os dados obtidos neste estudo podem ser uteis para estudos
futuros in silico, tais como estudos de dindmica molecular, simu-
lagdes quanticas, design racional de firmacos, etc. Alteracoes
nestes isomeros podem ser também realizadas com o intuito de
desenvolver andlogos destes isdmeros da baicalina que potencia-
lizem a atividade de inibi¢ao da ricina.

Experimentos in vivo e in vitro também sao necessarios para
confirmar as evidéncias computacionais aqui obtidas. Os isome-
ros da baicalina, ou algum anilogo, podem ser uma op¢ao de tra-
tamento. Estas moléculas podem ser alvos de desenvolvimento de



nanoparticulas que otimizem o drug delivery, aumentando assim
a eficacia farmacoldgica e terapéutica.

Como a Baicalin ja é produzida para fins comerciais, devido
a diversas propriedades farmacolégicas e cosméticas, torna-se
um composto promissor e acessivel para uso medicamentoso em
casos de intoxicagao por ricina.

O docking molecular mostrou-se uma técnica interessante
para prospeccao de inibidores da ricina. A metodologia aqui uti-
lizada pode ser um pipeline para busca de outras substincias que
inibam a ricina ou até mesmo para estudos de outras toxinas.

CONCLUSAO

Neste estudo, encontraram-se evidéncias in silico do potencial
dos ligantes (isdmeros da baicalina) como inibidores da molécula
de ricina nos resultados obtidos, nos quais os ligantes demons-
traram sua eficiéncia em inibir a ricina.

Pode-se perceber que as moléculas de baicalina, baicalina
3, baicalina 4 e baicalin-7-gluturode, apresentaram resultados
significativos, de forma que estes ligantes possuem facilidade de
gerar ligacdo estavel e uma capacidade de inibi¢ao potente. Des-
ta forma, tais ligantes apresentaram um notavel potencial como
inibidor da ricina, o maior encontrado neste estudo, tornando-os
excelentes na tarefa de inibi¢ao da intoxicagao pela molécula de
ricina, podendo talvez fazer parte da composicao de antidotos.
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