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RESUMO

Visando o0 aumento da expectativa de vida da populacdo mundial e que muitas doencgas estdo
associadas ao envelhecimento, como o Alzheimer e outras doencas degenerativas, 0s
biofarmacos sdo os principais medicamentos indicados para o tratamento de tais doencas.
Devido a crescente demanda por processos verdes e sustentaveis, a biocatalise enzimatica vém
se apresentando como uma op¢do interessante em processos de producao de biofarmacos, por
exigirem condicdes mais suaves de reacdo. Diante desse contexto, esse trabalho teve como
principal objetivo verificar as interagdes entre a bixina e a enzima papaina nas reagdes de
bioesterificacdo da bixina, com andlise por meio do docking molecular. A pesquisa foi
estruturada por meio de uma metodologia cientifica, com base em métodos experimentais a
partir de técnicas de coleta, extracdo, analise em docking molecular e amostragem, usando a
tematica de interpretacdo da fundamentacdo teorica. Os resultados demostraram que oS
produtos obtidos da bioesterifuicacdo e analise do docking, tem um potencial para utilizacéo
futura em meios ativos em doencas degenerativas como Alzheimer e Parkinson.

Palavras-chave: Bixina; Bioesterificacdo; Biofarmacos; Papaina.



ABSTRACT

Aiming at increasing the life expectancy of the world population and that many diseases are
associated with aging, such as Alzheimer's and other degenerative diseases, biopharmaceuticals
are the main drugs indicated for the treatment of such diseases. Due to the growing demand for
green and sustainable processes, enzymatic biocatalysis has been presented as an interesting
option in biopharmaceutical production processes, as they require milder reaction conditions.
Given this context, the main objective of this work was to verify the interactions between bixin
and the enzyme papain in the bioesterification reactions of bixin, with analysis through
molecular docking. The research was structured through a scientific methodology, based on
experimental methods from techniques of collection, extraction, analysis in molecular docking
and sampling, using the theme of interpretation of the theoretical foundation. The results
showed that the products obtained from bioesterification and docking analysis have a potential
for future use in active media in degenerative diseases such as Alzheimer's and Parkinson's.

Keywords: Bixin; Bioesterification; Biopharmaceuticals; Papain.
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1. INTRODUCAO

O aumento da expectativa de vida da populacdo mundial tem impulsionado o
crescimento do mercado farmacéutico. Uma vez que muitas doencas estdo associadas ao
envelhecimento como o cancer e doencgas degenerativas, sendo os biofdrmacos os principais
medicamentos indicados para o tratamento de tais doencas (FLORES, 2019).

Os biofarmacos, também conhecidos como medicamentos bioldgicos, sdo moléculas
complexas de alto peso molecular obtidas a partir de fluidos biologicos, tecidos de origem
animal e vegetal ou procedimentos biotecnoldgicos por meio de manipulagdo ou insergéo de
outro material genético (tecnologia do DNA recombinante) ou alteracdo dos genes que ocorre
devido a irradiacdo, a produtos quimicos ou selecdo forcada (PRIVATO; MARTINEZ;
SCHMIDT, 2020).

Algumas doengas trataveis com biofarmacos, séo elas a doenca do Crohn, mal de
Alzheimer, apnéia do sono, ataques cardiacos, cancer de mama, cancer renal, artrite reumatoide,
dermatite atopica, diabete, esclerose maltipla, fibrose cistica, hemofilia, hepatite, apoplexia,
insuficiéncia cardiaca, Parkinson, leucemia, leucemia linfocitica crénica, linfomas, I0pus e
tumores cerebrais, dentre outras (FLORES, 2019).

Um processo bastante importante para a producdo dos biofarmacos € a biocatalise. Ela
¢ um ramo da biotecnologia que visa a transformacdo quimica de um composto por uso de
enzimas de especificidade conhecida. A utilidade da biocatalise no desenvolvimento de novas
drogas e agrotdxicos € bem reconhecida e, uma variedade de enzimas ja sdo comumente
utilizadas em processos industriais. Como exemplo podemos citar os processos de sintese dos
farmacos (DE CONTI; RODRIGUES; MORAN, 2001).

Deste modo, para as reacOes de bioesterificacdo sdo necessarios um substrato e uma
enzima como biocatalisadores. Os biocatalisadores reduzem em 30% a dispersao toxica, o
consumo de &gua e a intensidade do material quimico residual. As reacBes catalisadas por
enzimas, fornecem alta eficiéncia e seletividade em condic6es brandas de reacdo (RAVELO et
al., 2015).

As enzimas sdo proteinas que tem a funcdo de diminuir a energia de ativagcdo ao mesmo
tempo em que aumenta a velocidade dessa reacdo, sem que o produto final seja alterado ou que
ela seja consumida, mantendo assim o equilibrio quimico de rea¢des bioquimicas, o que facilita
para que ela trabalhe por varias vezes seguidas (MOTTA, 2011). Estdo onipresentes em plantas,

animais e microrganismos, onde catalisam processos vitais para 0s organismos Vivos.
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Devido a crescente demanda por processos verdes e sustentaveis, as enzimas vém se
apresentando como uma opg&o interessante em processos industriais por exigirem condic¢oes
mais suaves de reacdo (temperaturas proximas a ambiente, pressdo atmosférica e pH
fisioldgico). Além disso, 0 uso dessas enzimas gera menos residuos devido ao alto grau de
especificidade, fato este relacionado a sua complexa conformacéo tridimensional.

Posto isto, a enzima papaina obtida das cascas do mamao verde (Carica papaya), é uma
mistura complexa de proteinas proteoliticas e de peroxidase, que possuem propriedades
especificas de realizar hidrolise em varios substratos organicos como peptideos, amidas, ésteres
e tioésteres. Possuem uma cadeia de polipeptideos com 212 aminoéacidos (PEREIRA, 2015).
Seu uso beneficia assim os objetivos de bioesterificagdo no trabalho.

A bixina (metil hidrogénio 9’-cis-6,6’-diapocaroteno-6,6’-dioato) (Figura 2), utilizada
como substrato € o pericarpo presente na semente do urucum (Bixa orellana L.), que é um
diapocarotenoide (CzsH3004) com configuragdo cis, bastante solivel em solventes organicos,
além de ser colorifico esta presente nas preparacdes comerciais lipossoltveis de urucum. J& as
fontes enzimaticas sdo diversas, podendo ser encontradas em microrganismos, animais,
vegetais ou comerciais (enzimas isoladas) (CASTRO et al., 2004).

Os substratos sdo moléculas que se ligam a enzima e sofrem modificacdo por esta. Cada
enzima possui um local onde ocorre a reacao, denominado sitio ativo, a qual € muito especifico
ao substrato, que se encaixa perfeitamente a ele. Fatores como temperatura e pH podem alterar
a conformacao estrutural do sitio sobre a forma de interacdo para a formacéo desse complexo
foram criadas, sendo o “ajuste induzido” a mais aceita (FORGIARINI; ULSON DE SOUZA,
ULSON DE SOUZA, 2006). Esta teoria consiste na crenca de que tanto o sitio ativo quanto a
enzima sofrem pequenas alteragdes estruturais dinamicas que facilitam a ligagdo entre ambos
(ARANTES, 2008).

Conforme as pesquisas tornam-se cada vez mais intensiva em dados, 0s projetos e
analises necessitam de ferramentas de informéatica. Como por exemplo as triagens de
compostos, determinacdo do alvo de proteina. Assim a importancia de ferramentas que podem
melhorar e facilitar o encaixe molecular e mineracdo de banco de dados, como, o docking
molecular e dindmica molecular (BROOIIMANS; KUNTZ, 2003).

O docking molecular, permitir analisar e visualizar o comportamento de uma substancia
para com a outra, informando se ambas sdo capazes de interagir/reagir e como essas interacoes
ocorrem entre elas, é uma técnica de extrema importancia nos estudos da Bioinformatica e no
planejamento racional de novos biofarmacos (LIMA; MARINHO, 2017).
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Sendo assim, este trabalho foi estruturado por meio de uma metodologia cientifica, com
base em uma pesquisa realizada como método experimental, técnicas de coleta e amostragem,
usando a tematica de interpretacdo da fundamentacdo teorica, desde a identificacdo botanica do

substrato e enzima até a finalizacdo do mesmo.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

e Verificar as interacdes entre a bixina e a enzima papaina nas reagdes de bioesterificacdo

da bixina, com andlise por meio do docking molecular.
2.2. Objetivos especificos

e Extrair das sementes de urucum (Bixa orellana L.) o produto natural bixina;

e Determinar o processo de bioesterifica¢do via rota quimica;

e Realizar docking do ligante bixina com a enzima papaina;

e Analisar as reagBes com a enzima papaina imobilizada com a bixina frente a alguns

ésteres como estereato de vinila e sais de benzoato de sédio.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Bixina e suas aplicagdes

A bixina € um carotenéide derivado de uma mistura de pigmentos de coloracdo que
varia de amarelo a vermelho-alaranjado, extraido do pericarpo das sementes de urucum (Bixa
orellana L.). Uma planta lenhosa e arbustiva da familia Bixaceae (Figura 1.), nativa e bastante

cultivada na América Latina, sendo também o principal produtor mundial de urucum,

apresentando uma producéo anual de aproximadamente 17 mil toneladas, das quais 12 mil sdo
originarias do Brasil (NETO, 2018).

Figura 1 - Sementes de urucum (Bixa orellana L.).

Fonte: (Autor, 2022)

Ela também é conhecida pelo seu potencial anti-inflamatério e antioxidante nas reacdes
organicas. Esse composto corresponde, em média, a 2,5% do peso das sementes desidratadas e
trata-se de um apocarotenoide, composto originado pela clivagem de carotenoides, sendo essa
ruptura mediada por enzimas que atuam em pontos especificos originando dois novos
carotendides (GARCIA, 2012).

Os carotendides, sdo definidos como uma familia de compostos naturais, possuidores
de pigmento lipossollveis de coloracdo que varia desde o vermelho até o amarelo, possuem
mais de 600 variantes estruturais de notavel caracterizacdo, podendo ser encontrados em
bactérias, algas, fungos e plantas superiores.

As funcBes como antioxidante dos carotendides estdo relacionadas a sua estrutura

quimica, normalmente essas estruturas possuem uma longa cadeia com diversas ligacfes duplas
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conjugadas que sdo responsaveis por sua cor e por algumas de suas funcdes bioldgicas, com as
variagoes estruturais ocorrendo nas extremidades da cadeia (VIEIRA, 2015).

No Brasil, existe uma gama de variedades de fontes de carotendides, que sao
encontrados em frutas e verduras. Na culinaria, um dos seus reconhecidos usos é como corantes
natural, o exemplo mais utilizado como tempero é o colorau — produto obtido da juncéo da
mandioca com urucum em pé ou extrato oleoso de urucum, adicionado ou ndo de sal e de 6leos
comestiveis.

Estas plantas, no entanto, apresentam amplas variacdes na cor, forma e tamanho dos
frutos, na produtividade de sementes, no teor de bixina e na tolerancia as pragas e doencas.
Estas variacdes sdo atribuidas a predominancia de polinizacdao cruzada entre individuos, aos
gendtipos e as condicOes de cultivo (MANTOVANI et al., 2010).

Posto isso, considera-se que a bixina € um carotendide de maior concentracdo nas
solugdes colorificas lipossoltveis do urucum, enquanto outras derivagdes como a norbixina é
predominante nas preparagdes hidrossoluveis (RIOS, A. DE O.; MERCADANTE, 2008). As
diferencas estruturais entre a bixina e a norbixina (9-cis-6,6’-diapocaroteno-6,6’-dioato), esta
presente na formacdo do éster metilico na molécula, enquanto a norbixina apresenta maior
hidrossolubilidade em razdo da presencga do grupamento carboxila (Figura 2), sitio de interacdes
com moléculas de dgua (LIMA et al., 2001).

Figura 2 - (a) Estrutura da bixina e (b) Norbixina.

(a)

/ Ester metilico

Carboxila

(b)

Fonte: (Autor, 2022)

A bixina possui uma cadeia isoprénica de 24 carbonos, contendo um acido carboxilico
e um éster metilico nas extremidades, perfazendo assim a formula molecular C2sH300a.
Representa 80% dos pigmentos da (Bixa orellana L.) (COSTA, CHARLLYTON LUIS S. DA;
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CHAVES, 2005). J& a norbixina (C2sH2804) é o derivado desmetilado da bixina que, apesar de
ocorrer naturalmente, é quase sempre referida como produto da saponifica¢éo da bixina, sendo
estd a sua forma de obtencdo para fins comerciais ocorrendo apenas nesta espécie e em
Avristolochia cymbifera Mart. A bixina ocorre de forma natural na forma 16-Z (cis), mas durante
a extragdo esta configuracdo isomeriza resultando na forma 16-E (trans), que é chamada de
isobixina (VILAR et al., 2014).

Através de pesquisas e analise fitoquimica das sementes de urucum, outras substancias
foram relatadas, sendo os principais esterdis, compostos alinfaticos e terpenos (SHAHID-UL-
ISLAM; RATHER; MOHAMMAD, 2016), estando presente de forma marjoritéria o diterpeno
geranilgeraniol (Figura 3) (COSTA, CHARLLYTON LUIS S. DA; CHAVES, 2005).

Figura 3 - Configuragdo maijoritaria (diterpeno geranilgeraniol).

Geranilgeraniol

Fonte: (Autor, 2022)

O geranilgeraniol é encontrado em maior quantidade no 6leo essencial das sementes do
urucum, estando em grandes quantidades (COSTA, CHARLLYTON LUIS S. DA; CHAVES,
2005). Este diterpeno é um componente de grande importancia, visto que, apresenta atividades
farmacoldgicas como a anti-inflamatdria e inibicdo das prostaglandinas (CASTILHO et al.,
2008).

Os varios compostos bioativos do urucum sdo provenientes do metabolismo secundério
das plantas. E sugerido que a rota biosintética (Figura 4) da bixina se inicia com a quebra do
licopeno e envolve a enzima carotenodide oxigenase, que cliva o licopeno nas duplas ligagdes
5-6 e 5’-6’, seguida de um aldeido oxidase e uma metiltransferase (RIVERA-MADRID et al.,
2006).
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Figura 4 - Rota de biosintética da bixina.

A AN AN AN
GGPP PP

Fitoeno Desaturase

Fitoeno sintetase
Carotendide Isomerase

Licopeno

Licopeno Dioxidase

R S 20 Ve e e N e N

Dialdeido Bixina

Bixina Aldeido Dehidrogenase

COOH™ X \\ \\\ XX \COOH

Norbixina

Norbixina Metitransferase

COOH™ X R e N e \COOCH3

Bixina

Nobixina Metitransferase

COOCH,
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Vale ressaltar, que a biosintese da bixina além de remodelagem do licopeno, é um
intermediario comum que é precursor do beta-caroteno, provitamina A (BOUVIER; DOGBO;
CAMARA, 2003). Neste contexto e tendo em mente que as sementes e 0s extratos processados
sdo comercializados com base no teor de bixina ou norbixina, além de facil obtencéo, a pesquisa
prioriza o uso das sementes pelo carater sustentavel na aplicacdo biotecnoldgica, com énfase na
bioesterificagéo.

Os carotenoides presentes no urucum, como a bixina e a norbixina, em estudos sobre

tratamentos diversos e doencas, foi relatado pela literatura que, apos testes com cées, ratos e
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coelhos, comprovou-se a eficiéncia da dgua do urucum obtida por maceragdo das sementes
(composto por mais de 80% de bixina como pigmento), na reducdo significativa dos indices de
colesterol (LIMA, 2001).

A bixina tem demonstrado ser um potente inibidor da peroxidacéo lipidica. Em estudo
realizado com o intuito de testar o efeito da quercetina, bixina e norbixina no metabolismo
lipidico de coelhos, resultados importantes foram obtidos com relacéo a importancia destes dois
carotenoides na prevencdo e no tratamento de doencas cardiacas. Em relacdo aos dois
carotenoides citados, a bixina apresentou o melhor efeito sobre a reducdo do colesterol e a

manutencdo dos niveis de colesterol-HDL mais elevados (CAROLINA et al., 2011).
3.2. Enzima papaina

As enzimas sdo um grupo de substancias organicas de natureza normalmente protéica
(existem também enzimas constituidas de RNA 1, as ribozimas), com atividade intra ou
extracelular que tém funcgdes biocatalisadoras, capazes de catalisar reagcGes quimicas que, sem
a sua presenca, dificilmente aconteceriam (ZANOTTO, 2003). Acredita que isso é adquirido
através da diminuicdo da energia de ativacdo necessaria para que se dé uma reacdo quimica,
resultando no aumento da velocidade da reacdo e possibilitando o metabolismo dos seres vivos
(PONCIANO, 2010). A capacidade biocatalitica das enzimas torna-as adequadas para
aplicacdes industriais, como na industria farmacéutica ou na alimenticia.

No entanto, as enzimas podem ser constitutivas ou indutivas. As constitutivas sao
sintetizadas de forma independente ao ambiente celular e estdo presentes em quantidades
constantes nas células, independente do estado metabolico do organismo (COYADO, 2016). Ja
as enzimas indutivas sdo biocatalisadores cuja sintese é sensivelmente aumentada pela presenga
de um indutor no meio de cultura, como forma de resposta a esta (JUNIO, 2014).

O mecanismo de acao para acelerar as reacdes quimicas depende da enzima. Algumas
atuam reunindo dois substratos para a formacédo do produto, outras favorecem as condic¢des do
sitio ativo para a reagdo (por exemplo, alterando a polaridade, pH). O complexo enzima-
substrato diminui a energia de ativacao da reacdo alterando a estrutura espacial das moléculas
do substrato de maneira a facilitar a quebra da ligagdo quimica, ajudando a alcancar o estado
de transicdo com menor energia de ativacdo (ARANTES, 2008).

Considerando que, a papaina (Figura 5) é uma enzima proteolitica e alcaloidica, extraida
do latex do maméo verde (Carica papaya L.), fruto do mamoeiro, com massa molecular
23,406g/mol, possui uma cadeia de polipeptideos de 212 aminoéacidos, em alguns casos este

alcaldides sdo de extrema importancia principalmente se consumidos em pouca quantidade
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(PEREIRA, 2015). E um tipo de enzima conhecida por auxiliar no processo de digesto, a qual
tem acdo antioxidante e cicatrizante. A quantidade de papaina presente no maméao depende de
sua espécie e ainda pode ser encontrada nas folhas e caule do mamoeiro além da semente do
fruto.

Figura 5 - Molécula de papaina.

Fonte: (https://www.rcsb.org/structure/lcvz)

A papaina é um polipeptideo de cadeia Unica com trés pontes dissulfeto e um grupo
sulfidrila altamente essenciais para a atividade da enzima (PAUL et al., 2013). Em
contrapartida, dispde de baixa estabilidade enzimética sob condicdes extremas (PINTO et al.,
2011).

A enzima é bastante usada em testes com imunoglobulinas, e na inddstria farmacéutica,
vem sendo usada associada a um curativo (esparadrapo + gaze) como um acelerador do
processo de cicatrizagdo, muito utilizado em tratamentos de Ulceras de decubito, sendo a
principal aplicacdo da papaina na medicina é como agente de desfibridamento de tecido
necrosado, principalmente por possuir um caradter indutivo para uso em biocatalise
(CAPUCHO, 2007).

Sua origem é, muito provavelmente, no noroeste da América do Sul, vertente oriental
dos Andes, ou mais precisamente, a Bacia Amazonica Superior onde a diversidade genética é
maxima, 0 que caracteriza 0 mamoeiro como uma planta tipicamente tropical (VILAS BOAS,
2012). O Brasil é o segundo maior produtor de maméao mundialmente e um dos principais paises
exportadores.

A papaina tem propriedades bactericidas, bacteriostatica e anti-inflamatdrias, que
reduzem a inflamagé@o no organismo, ajudando na digestdo e na cicatrizacdo de queimaduras
em conjunto com as vitaminas C e E. Porém, possui substancias nao tdo benéficas que podem

ocasionar o aborto em caso de gravidez (OLIVEIRA, 2007).
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3.3. Biocatélise e imobilizacdo enzimética

A Dbiocatdlise é uma via sustentdvel para a realizacdo de reacbGes quimicas
corriqueiramente realizadas em laboratérios e em grandes industrias quimicas. A catélise
realizada pelos vegetais é conhecida como biocatalise ou biotransformacéo, de maneira geral,
abrangem os processos de conversdo de um substrato em um ndmero limitado de etapas
enzimaticas (ALMEIDA, 2015). E perceptivel a viabilidade deste procedimento em caréter
industrial e o seu aperfeicoamento quanto a diminui¢cdo no numero de etapas para se obter o
produto almejado.

As vantagens que a biocatalise pode levar em varios aspectos sobre a quimica organica
sintética, como por exemplo, a bioconversdo seletiva de cetonas insaturadas que leva a
formacdo de cetonas saturadas, além de, apresentarem grandes vantagens tecnoldgicas e
industriais de producdo de aromaticos artificiais, comparadas com as que ndo se encontram
capacitadas para a producdo de compostos enantiomericamente puros (DE CONTI;
RODRIGUES; MORAN, 2001).

Os processos biocataliticos diferem dos convencionais processos quimicos devido
principalmente & cinética enzimatica, estabilidade sob condicGes técnicas e caracteristicas do
catalisador. Sendo o Gltimo derivado de seu papel na fisiologia da célula, como crescimento,
inducdo da atividade enzimatica ou o uso de vias metabdlicas para reacfes em varias etapas
(Figura 6), assim esse processo torna-se melhor que a catalise quimica convencional
(FREITAS, 2021). No laboratério, novas reacdes biocataliticas frequentemente se originam
com novas atividades enzimas (SCHMID et al., 2001). Dessa forma, as reacdes quimicas de
biocatalise, por meio de rota enzimatica, podem fornecer alta eficiéncia e seletividade em

condig@es brandas de reagéo.

Figura 6 - Reacdo de interacéo entre a enzima e o substrato.
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Fonte: (Autor, 2022)

A aplicacdo industrial de enzimas na forma livre nos multiplos processos préaticos e,
muitas vezes, dificultada pela baixa estabilidade térmica, faixa estreita de pH e a perda de
atividade catalitica ap6s a finalizagdo de um ciclo (JESIONOWSKI; ZDARTA,
KRAJEWSKA, 2014). Contudo, esses inconvenientes podem, geralmente, ser superados pela
imobilizacéo enzimatica (HANEFELD; CAO; MAGNER, 2013).

De acordo com a literatura, o primeiro relato de uso de enzimas com propositos
industriais foi na data de 1940, com a patente de Langlois e Dale, objetivando o emprego de
amilases para a obtencéo de xarope de milho. Apesar disso, as aplicacfes de enzimas em outros
processos industriais passaram a ser dificultadas pela escassa disponibilidade e elevado custo
dos biocatalisadores.

Assim, biocatalisadores de alto custo, tais como as enzimas, requerem a recuperacao e
a reutilizacdo destas para tornar o processo economicamente vidvel, em reacdes de
bioesterificacdo. Isso € alcancado com a aplicacdo de enzimas na forma imobilizada.

Define-se como enzima imobilizada a retencdo da proteina em uma matriz, ou em um
suporte solido insoltvel, em meio aquoso e em solventes organicos para que seja reutilizada
continuamente, criando um sistema heterogéneo (MATEO et al.,, 2007). O reuso do
biocatalisador somente é possivel quando a preparacdo enzimatica é estavel o suficiente, para
ocorréncia da reacdo catalitica (SOUZA, 2017).

A imobilizacdo também permite a utilizacdo em operacdes continuas e a separa¢do do
biocatalisador do produto, minimizando ou eliminando a transferéncia da proteina para etapas
subsequentes do processo. Um beneficio adicional é geralmente um ganho na estabilidade, sob
condicdes de armazenamento e operacionais, a qual, geralmente, é superior em rela¢do a enzima
livre (SHELDON; VAN PELT, 2013). Outra vantagem importante da imobilizacdo enzimatica
é que as enzimas imobilizadas podem ter suas propriedades biocataliticas alteradas de maneira
a permitir que preservem suas atividades em condicGes que ndo sejam ambientes aquosos
(JESIONOWSKI; ZDARTA; KRAJEWSKA, 2014).

Existem, diferentes protocolos de imobilizagdo que se diferenciam quanto ao tipo de
suporte e eficiéncia. Apesar da grande diversidade de metodos desenvolvidos, ndo ha um
método aplicavel para todas as enzimas conhecidas, fazendo-se indispensavel o conhecimento
prévio das caracteristicas do suporte e do efeito dos métodos empregados para selecionar a

técnica de imobilizag&o a ser utilizada para uma determinada finalidade (SOUZA, 2017).
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A enzima imobilizada em um suporte sélido pode atribuir diversas vantagens em relagéo
a digestdo classica realizada em solucao, como por exemplo, 0 aumento da estabilidade térmica,
resisténcia a desnaturacdo proteica por solventes quimicos e uma elevada razéo
enzima/substrato devido a maior area superficial, o que reduz o tempo requerido de digestdo
(FURLANI et al., 2020).

Desse modo, a imobilizagdo enzimética tem sido considerada, nos dltimos anos, uma
das técnicas mais promissoras para tornar competitiva a aplicacdo de enzimas em larga escala.
Vale salientar que essa técnica pode ser utilizada em conjunto com os avancos da area de
estabilizacdo de proteinas alcancados pela engenharia, biologia molecular e a biologia
computacional. Sendo assim, é notério que a imobilizacdo enzimatica é um procedimento
amplamente usado nos laboratorios, pela confiabilidade e simplicidade da metodologia a ser

baseada.
3.4. Bioesterificacdo via enzimatica

As reacOes de bioesterificacdo sdo procedimentos de formacdo de ésteres atraves de
acidos graxos, o qual consiste na obtencdo de ésteres a partir da reacdo entre um acido graxo e
um alcool de cadeia curta, exemplo metanol ou etanol, ocasionando como subproduto a 4gua
(Figura 7). A reacdo de esterificacdo pode ser catalisada por catalisadores &cidos de Brgsnted

ou de Lewis, por catalisadores basicos de Lewis, além de enzimas (CARDOSO, 2011).

Figura 7 - Reacdo de esterificacéo do &cido carboxilico.
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Fonte: (Autor, 2022)

O processo para obtencgdo de ésteres, consiste da substituicdo de uma hidroxila (-OH)
de um &cido por um radical alcoxila (-OR), sendo que 0 método mais comum é a reagdo
reversivel de um acido carboxilico com um alcool, havendo a eliminacdo de agua e a reacao de
esterificacdo (SANTOS, 2016).

Dessa forma, a reacdo de bioesterificagdo € um processo reversivel e o acido catalisa

tanto a reacdo direta (esterificacdo) como a reacdo inversa (hidrélise do éster). Assim, para
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deslocar o equilibrio em favor dos produtos podem-se utilizar dois métodos: remog¢do de um
dos produtos, preferencialmente a agua, ou utilizar um excesso de um dos regentes, como 0
alcool (NEVES, 2008).

Nesta reagdo, o procedimento mais comum, é um &cido de Brgsnted protonando o &cido
carboxilico, o qual facilita o ataque nucleofilico do &lcool na carbonila, formando assim um
intermediério tetraédrico que posteriormente sofre um rearranjo, seguido da perda de uma

molécula de 4gua e formando uma molécula de éster, representado na (Figura 8) (LEAO, 2009).

Figura 8 - Mecanismo da reacdo de esterificacdo catalisadas por acidos Brgsnted.
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Fonte: (Autor, 2022)

Assim, destaca-se a importancia dessas reagdes para o setor industrial, pois estes
processos sdo frequentemente realizados em industrias farmacéuticas, de cosméticos, dentre
outras. O processo de esterificacdo é importante na producéo de ésteres de interesse comercial
principalmente para a producdo de solventes, extractantes, diluentes, plastificantes,
surfactantes, polimeros, esséncias e fragrancias sintéticas, e como intermediarios quimicos para
indUstrias farmacéuticas, de herbicidas e de pesticidas (DE ALBUQUERQUE, 2010).

Em contrapartida o setor industrial enfrenta uma problematica, ao utilizarem os &cidos
de Brgsnted como catalisadores, pois 0 seu uso implica em danos ao meio ambiente. O uso
desses catalisadores causa alguns inconvenientes, como a corrosdo de equipamentos, 0
consumo do catalisador, além da utilizacdo de grandes volumes de agua na lavagem dos
produtos, consequentemente gerando problemas ambientais (BOUGUERRA NEJI;
TRABELSI; FRIKHA, 2009).

Deste modo as enzimas se tornaram uma das alternativas mais viaveis, inovadoras e
sustentaveis para substituir o uso de catalisadores acidos. Vale ressaltar, que a biocatalise
enzimatica se tornou uma das principais areas de pesquisa em varios ramos da quimica e da
biologia, devido apresentar um grande potencial biotecnol6gico no processo de otimizacéo das

reacfes quimicas que necessitam de catalisadores para ocorrerem. Portanto, verifica-se a
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importancia e as vantagens do uso das enzimas nas rea¢fes quimicas e bioldgicas. Um dos tipos
de catalisadores utilizados na esterificagdo sdo enzimas, o que confere o prefixo “bio” a
esterificacdo, dando importancia que a maioria das enzimas sdo provenientes de organismos
vivos (RAMIREZ; AYALA, 2014).

A importancia do uso de enzimas em biocatélise tem se mostrado cada vez mais evidente
a grande versatilidade de reacdes catalisadas, em condigdes brandas de reacdo, sendo de
natureza regio, quimio e enantiosseletiva algumas de suas vantagens (CARVALHO et al.,
2005).

Nestas condigcdes, 0 processo de bioesterificacdo caracteriza-se por transformar um
substrato em um éster, através de agentes acetilantes especificos e, consequentemente, um
catalisador enzimatico de origem vegetal, animal ou flngica. Ressalta-se que a utilizacdo de

um biocatalisador enzimatico é essencial para a caracterizacao deste processo.
3.5. Biofarmacos

A Biotecnologia € um processo tecnologico que tem como objetivo desenvolver
produtos, utilizando agentes bioldgicos geneticamente modificados, envolvendo a ciéncia e a
tecnologia. Esse processo tecnolégico permitiu as industrias, a introducdo de caracteristicas
desejaveis, como nas plantas com pouca tolerdncia ou resisténcia as secas, nas doengas com
maior duracdo ou na eficiéncia, favorecendo maior valor nutricional aos alimentos, na
produtividade de animais, na promocéo de diagndsticos mais rapidos e precisos, na fabricacéo
de vacinas, medicamentos ou drogas, inseticidas, na producdo de produtos agricolas, por meio
das bactérias, leveduras e outros microrganismos geneticamente modificados (OLIVEIRA,;
SILVA, 2018).

Tendo indmeros beneficios na industria, uma das importantes introducdo da
Biotecnologia estd no desenvolvimento de Biofarmacos proteinas recombinantes destinadas a
tratamento de doencas criticas (FERRO, EMER SUAVINHO, 2010). Uma das maiores
inovacdes das industrias de pesquisa e das industrias farmacéuticas.

Os Biofarmacos ou medicamentos bioldgicos, definidos como farmacos cujos principios
ativos sdo proteinas terapéuticas recombinantes obtidas por processos biolégicos. No entanto,
essas proteinas terapéuticas recombinantes sdo moléculas muito mais complexas do que as dos
farmacos tradicionais sintetizados via quimica classica. Elas exigem um processo de producgéo
bastante elaborado e sofisticado e suas propriedades sdo altamente dependentes do processo

utilizado.
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Biofarmacos sdo produzidos ou extraidos de seres vivos por meio dos processos
biotecnoldgicos, medicamentos onde o principio ativo é um agente bioldgico e sdo produtos
obtidos por meio de micro-organismos, células inclusive animais e plantas modificadas
geneticamente, capazes de sintetizar in vivo (REIS et al., 2009). O termo “biofarmaco” ¢ aceito
como parte do vocabulario farmacéutico e se refere as proteinas terapéuticas produzidas por
engenharia genética ou por tecnologia de hibridomas (no caso de anticorpos monoclonais)
(CASTILHO et al., 2008).

Para a producdo de um Biofarmacos inicialmente é necessario fazer pesquisas
exploratorias definindo e validando o alvo terapéutico da molécula que se liga aquele alvo,
definindo a descoberta. Com o alvo validado e a proteina identificada a segunda etapa e a etapa
de banco de células, para desenvolver linhagens celulares possibilitando a producdo da proteina,
produzindo assim um Banco de Células Mestre (Master Cell Bank), geradas por meio da selecéo
do clone mais produtivo (PIMENTEL et al., 2013).

Os Biofarmacos podem ser produzidos de varias formas, dentre eles estdo: insulinas,
horménio do crescimento humano, fatores estimulantes dos granuldcitos, interferdes-o (IFNa),
anticorpos monoclonais, vacinas, terapias celulares (FERNANDES, 2015) e proteinas
recombinantes de uso terapéutico para a producdo dos Biofarmacos (OLIVEIRA; SILVA,
2018). Os biofarmacos mais importantes na atualidade s&o:

e Fatores sanguineos como o Fator V11 e IX: utilizados como fator de coagulacéo para a
hemofilia tipos A e B.

e Agentes tromboemboliticos ativadores de plasminogénio tecidual: utilizados para
condigdes associadas a trombose e embolias.

e Horménios: como a insulina (utilizada para o diabetes), o horménio do crescimento e
as gonadotrofinas.

e Fatores de crescimento hematopoiéticos como a eritropoietina, que sao fatores
relacionados com a producdo de glébulos vermelhos utilizados no tratamento das
anemias causadas por falha renal crénica ou pela quimioterapia contra o cancer.

e Interferons -a, -B, -y, que sdo proteinas naturais produzidas pelas células do sistema
imunoldégico em resposta & ameaca de agentes como virus, bactérias, parasitas e
tumores. Os interferons séo utilizados para tratar condi¢cbes como a esclerose multipla,
leucemias e hepatite C.

e Produtos baseados em interleucinas, que séo utilizados para tratar a doenca de Crohn e

a colite ulcerosa.
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e Vacinas: para a prevencdo de varias doengas.

e Anticorpos monoclonais, que sdo anticorpos produzidos por um tipo especifico de
células imunes, todos a partir de uma mesma célula (monoclonal). Os anticorpos
monoclonais podem ser utilizados para tratar uma ampla variedade de doencas.

e Outros produtos: como enzimas terapéuticas e fatores de necrose tumoral, utilizados

para as doengas autoimunes, como a artrite reumatoide, doenca de Crohn, entre outras.
3.6. Doengas degenerativas

Doencas degenerativas sdo aquelas que, aliadas a um conjunto de fatores, levam a
deterioracdo progressiva da salde. A sua etiologia € multifatorial e sabe-se que existe uma
interacdo entre comportamento, meio ambiente e perfil genético. E uma doenca que vai
gradualmente comprometendo funcGes vitais, como a Doenca de Alzheimer e o Parkinson
(FELIPE; ZIMMERMANN, 2011).

As doencas degenerativas atuam de forma evolutiva, ou seja, vao agravando o quadro
do paciente ao passar do tempo, e séo irreversiveis. Existem tratamentos para controlar a
evolugéo das doencas, mas este tipo de patologia ainda ndo tem cura. A palavra degenerativa
vem de degenerar, que em sua etimologia quer dizer perder as qualidades essenciais. Na
medicina, o adjetivo degenerativo corresponde a caracteristica de células e tecidos que vao
perdendo a sua func¢do, tornando-se essencialmente basicos e que, portanto, ndo controlam mais
a atividade as quais deveriam ser peca-chave no funcionamento do corpo (REZENDE;
SAMPAIO; ISHITANI, 2004).

Por essa razdo, muitos doentes perdem a mobilidade, a memaria, musculos param de
trabalhar e dificultam a atividade dos 6rgdos internos, razdes que podem levar a morte. Mas
acompanhado devidamente por uma equipe médica e profissionais habilitados da area da salde,
0 paciente com doenca degenerativa pode desfrutar de uma vida confortavel com tratamentos
que retardam o desenvolvimento da doenca. Para ser diagnosticado como portador de uma
doenga degenerativa, os sintomas ndo devem indicar uma inflamagdo, infeccdo ou tumor.
Normalmente as doencas degenerativas sdo neuroldgicas ou osteomusculares (FELIPE;
ZIMMERMANN, 2011).

Como exemplos, a diminui¢do dos neurotransmissores esta diretamente relacionada a
doenca de Alzheimer (DA), sendo a causa mais comum de deméncia e responsavel por cerca
de 60-80% de todas as deméncias. A DA leva os pacientes a estresse emocional, distarbios

comportamentais e grande sofrimento. Atualmente, o tratamento da DA baseia-se na inibigéo
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da AChE (acetilcolinesterase) por compostos que reduzem significativamente os sintomas da
doenca. Drogas sintométicas como tacrina, donepezil, galantamina e rivastigmina sao utilizadas
para o tratamento, uma vez que inibem a atividade da AChE e consequentemente aumenta o
nivel da ACh (acetilcolina) (FERRO, ELLEN DAIANA SOUZA; GUIMARAES;
GONCALVES, 2019).

A doenca de Parkinson (DP) é uma afeccdo cronica e progressiva do sistema nervoso,
caracterizada pelos sinais cardinais de rigidez, acinesia, bradicinesia, tremor e instabilidade
postural. A DP é uma afeccdo cronica, degenerativa e progressiva do sistema nervoso central,
que decorre da morte dos neurbnios produtores de dopamina da substancia negra,
consequentemente acarretando diminuicdo das células produtoras de dopamina na via
negroestriatal e dos neurdnios contendo neuromelanina no tronco cerebral, especialmente na
camada ventral da parte compacta da substancia negra e do l6cus cerdleos (SOUZA et al.,
2011).

Até o presente momento, ndo existem tratamentos para DP que prometam a reversao do
quadro de degeneracdo neuronal. No entanto existem apenas métodos que oferecem alivio dos
sintomas através de tratamentos farmacoldgicos, ndo-farmacologicos, cirdrgicos e tratamentos
alternativos. O tratamento da DP ¢é feito de acordo com os estagios da doenca. Em geral, o
estagio inicial é quando os sintomas sdo brandos, perceptiveis, mas ainda ndo incomodam o
paciente e ndo ha necessidade de utilizar medicamentos sintomaticos. Atualmente, existem
estudos que demonstram o uso do inibidor da MAO-B, como a Selegilina e Resagilina,
provocam um efeito sintomatico suave, retardando a necessidade do uso da Levodopa por um
intervalo médio de 9 meses. Mas ainda ndo se sabe o grau de eficicia desses medicamentos,
pois os estudos ndo demonstraram beneficios como o efeito neuroprotetor (SILVA et al., 2021).

3.7. Docking molecular

Conforme a pesquisa bioldgica torna-se cada vez mais intensiva em dados, os projetos
biomédicos necessitam de ferramentas de informatica. Por exemplo, na pesquisa de descoberta
de drogas, muitas vezes utiliza-se a triagem de milhGes de compostos para um determinado alvo
de proteina. Sdo importantes ferramentas que podem melhorar e facilitar o encaixe molecular e
mineragdo de banco de dados, como, o docking molecular e dindmica molecular
(BROOIIMANS; KUNTZ, 2003).

O Docking molecular ou ancoramento molecular & uma ferramenta chave, utilizada na
busca de novas entidades moleculares que possam ser promissores candidatos a farmacos
empregados em diferentes patologias (ANDRICOPULO; SALUM; ABRAHAM, 2009). E uma
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técnica computacional capaz de nos permitir analisar e visualizar o comportamento de uma
substancia para com a outra, de forma, a saber, se ambas s&o capazes de interagir/reagir e como
essas interacbes ocorrem entre elas, € uma técnica de extrema importancia nos estudos da
Bioinformatica e no planejamento racional de novos biofarmacos (LIMA; MARINHO, 2017).

O termo “docking” ¢ usado para descrever um conjunto de algoritmos computacionais
que tém por objetivo encontrar 0 modelo mais préximo ao nativo da interacdo entre duas
proteinas, ou seja, 0 complexo encontrado na natureza. Em uma visdo geral, um programa de
docking recebe os arquivos de coordenadas de uma proteina receptora e uma proteina ligante,
e retorna um conjunto de arquivos de coordenadas tridimensionais dos modelos mais bem
ranqueados de acordo com Varios critérios, que geralmente incluem complementos
esteroquimicos, eletrostaticos, formacdo de ligacbes de hidrogénio e solvatacdo (FIOROTE,
2019).

Os resultados permitem estabelecer potenciais ligantes, buscando-se seletividade, além
de possibilitar a otimizacdo de compostos através de possiveis e permitidas modificacdes
estruturais que elevem o nivel de interacdes com os residuos de aminoacidos no interior do sitio
de interagdo (ANDRICOPULO; SALUM; ABRAHAM, 2009).

Atualmente existem duas formas de realizar o docking, através de uma pesquisa de
banco de dados e geracdo de estrutura. Sendo a pesquisa de banco de dados, capaz de selecionar
ligantes complementares a um receptor de um banco de dados de compostos pré-existentes,
engquanto o outro tenta criar ligantes feitos sob medida para caber no local de interesse
(GSCHWEND, DANIEL A.; GOOD, ANDREW C.; KUNTZ, 1996).

Os algarismos gerados no docking seriam considerados ineficazes se ndo tivessem a
capacidade de estimar a afinidade da interacdo entre o receptor e as conformacdes e orientacdes
dos ligantes propostos. Desse modo, além de apresentar a funcdo de busca estratégica,
apresentam também a funcao de pontuagdo (scoring), a qual € responséavel por prever o AG dos
complexos propostos pela funcdo de busca estratégica (KITCHEN et al., 2004).

A eficacia da funcédo de busca € avaliada pelo desvio médio quadréatico da raiz (RMSD)
do ligante obtido do docking quando comparado ao ligante cristalografico da estrutura utilizada,
guanto menor o desvio médio quadratico (RMSD) mais similares serdo as estruturas e melhor
sera 0 modelo. Para que a parametrizacao seja considerada satisfatoria o valor do RMSD obtido
deve ser menor ou igual a 2 A (HELENA et al., 2020), isso ocorre porque a maioria das
estruturas cristalograficas tém resolucdo de 2 A, e assim torna-se desnecessario exigir que o
docking tenha uma exatiddo maior que a resolucdo da estrutura cristalografica (FREITAS,
2021).
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Ressaltar-se que o docking molecular é um estudo in silico, ou seja, esse processo
estabelece o uso de recursos computacionais como suporte para simulacfes de sistemas
bioldgicos, ou seja, ambos os participantes (alvos e farmacos) quanto os ambientes (corpo
humano) sdo simulados. Nesse processo, destacam-se 0s sistemas utilizados: Protein Data
Bank, AutoDockTools, AutoDockVina, PubChem, Avogrado, ChimeraX e Discovery Studio
Visualizer (FREITAS, 2021).
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4, METODOLOGIA
4.1. ldentificacéo Boténica

Nos municipios de Palméacia e Redencdo, cidades que fazem parte da regido do Macico
do Baturité (Figura 9), que se localiza ao NNE do estado do Ceard, entre as coordenadas de
Latitude S 4° 4' 30"; Longitude W 38° 52' 39.15. Foram adquiridas amostras de sementes de

urucum (Bixa orellana L.).

Figura 9 - Regido do Macigo de Baturité.
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Fonte: (http://www.sintsefceara.org.br/delegacia/macico-de-baturite)

A exsicata da espécie (Bixa orellana L.), retirado da biblioteca/herbério virtual do site,
reflora. Esta exsicata foi coletada em outubro de 1995, por S.R. Ziller, no estado de Parana, na
cidade de Altbnia, Floresta Estacional Semidecidual, e foi descrita como uma planta exotica,
arbustica, frutos secos e sementes vermelhas usadas para tingimento. A (Figura 10) demonstra
a seguinte exsicata de cddigo HUEM000002485.


http://www.sintsefceara.org.br/delegacia/macico-de-baturite
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Figura 10 - Exsicata da planta Bixa orellana L.
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Fonte: Herbério virtual (Reflora)

4.2. Coleta e tratamento inicial do material

Primeiramente, foram realizadas as coletas das sementes nas localidades dos municipios
ja referidos, sendo estas recolhidas em recipientes plasticos, que por sua vez, foram levadas ao
Laboratorio de Quimica Organica - UNILAB. Sequencialmente, sucedeu-se a limpeza das
sementes coletadas sem nenhum tratamento. As sementes foram catadas e peneiradas,
reduzindo assim a quantidade de fuligem derivada da propria planta. Em seguida, deu-se inicio

as extracdes da bixina.
4.3. Extracdo do material vegetal

Os métodos de extracdo dos pigmentos presentem na semente da (Bixa orellana L.), seja
para determinacdo da composi¢do quimica ou averiguacdo de atividades sobre organismos
vivos, sdo realizados com o uso de solventes, tais como propilenoglicol, dleo, dgua pura e
solucdes alcalinas (COSTA, CHARLLYTON LUIS S. DA; CHAVES, 2005). Contudo a
extracdo por meio de solvente organicos, contém o melhor resultado para bixina pura.

A extracao é realizada em trés fases, de acordo com a metodologia adaptada de Barbosa-
Filho (BARBOSA-FILHO, 1998), sendo a primeira utilizando o extrator Soxhlet, no qual
proporciona um rendimento razoavel de bixina (BARBOSA-FILHO et al., 2005). No extrator
de Soxhlet o solvente entra em ebulicdo e o vapor alcangca o condensador que fica na parte
superior tornando-se liquido. As gotas que resultam desta transformacgédo caem sobre o papel
filtro e enchem o reservatorio até o nivel do tubo lateral que leva o solvente de volta para o

baldo junto com as substancias solUveis da amostra contida no papel filtro e o ciclo é retomado
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até a obtencdo da amostra final, de acordo com a (Figura 11). Essa extracdo é necessaria para a
retirada dos lipidios e pigmentacdo das sementes de urucum (Bixa orellana L.).

Figura 11 - Extracdo Soxhlet.

Fonte: (Autor, 2019)

Para esta fase da extragdo, foi utilizado como solvente 150ml de hexano (CsH14) € um
quantitativo de 500g de sementes no total, sendo divididas em 83,339 para o0 Soxhlet, para cada
uma das seis extrac@es, por um periodo de 8 horas. A segunda fase da extracao, é a frio, extrato
permaneceu imerso em 500ml do solvente cloroférmio (CHCIs) por 8 horas.

Posteriormente foi levado ao rotaevaporador para ser retirada da amostra o solvente
(Figura 12). Para fornecer succdo e evaporacdo do solvente ainda presente na amostra e

obtencdo da massa suspensa de coloragdo vermelho-alaranjado, utilizou-se a bomba a vacuo.

Figura 12 - Processo de retirada do solvente por rotaevaporador.

Fonte: (Autor, 2019)
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Na terceira e Ultima fase, realizou-se uma purificagdo do extrato sélido, o residuo sélido
cloroférmio foi resolubilizado numa mistura cloroférmio/cetona na razdo (1:1) de 200ml e
deixado no freezer por 24 horas. No dia seguinte o precipitado foi filtrado e recristalizado em
CHCls. Adaptagdo da metodologia de extragdo (BARBOSA-FILHO et al., 2005). Assim é
possivel uma purificacdo do produto, desta forma, houve uma recristalizagdo nas amostras,
novamente foi utilizado a bomba a vacuo, em seguida foi pesado para determinacdo do

rendimento. Obteve-se um extrato de coloracdo avermelhada.

4.4. Imobilizagéo enzimética

Nesta etapa, iniciou-se 0 processo de imobilizacdo das enzimas das cascas do maméao
verde, baseado e adaptado a metodologia de Kalogeris (GUZIK; HUPERT-KOCUREK;
WOJCIESZYNSKA, 2014). Para tanto, em um Erlenmeyer de 500ml, foram adicionadas uma
massa de 100g de cascas de mamao cortados, um volume de 400ml de agua destilado, por 48
horas. Depois desse tempo, utilizou-se 300ml da solu¢do aquosa contendo aproximadamente
30mg de enzima papaina e 3,0g de esferas de poliacrilamida (C3sHsNO)n). Apds o referido
procedimento, essa solucdo foi vedada com papel filme e submetida a agitacdo constante, em
um agitador magnético, a temperatura ambiente por 2 horas, até ser completada a miscibilidade
dos materiais.

Apds a agitacdo da solucdo, a mesma foi deixada em repouso, para a expansdo das
esferas de poliacrilamida, em temperatura ambiente por 20 horas. Ao fim deste periodo, para
separar a parte sélida (esferas de poliacrilamida e cascas de mamdo) da parte liquida presente,
utilizou-se do método de filtracdo e peneiracdo. Em seguida, para separar as esferas das cascas,
fez-se uso do método de catacao.

Posteriormente, as esferas foram lavadas com &gua destilada, para retirar alguns
residuos de cascas e logo foram colocadas em placas de petri para secagem em temperatura de
32°C por 5 dias (Figura 13). Finalizado o processo, as enzimas imobilizadas e secas nas placas
de petri foram pesadas, desidratadas e vedadas com papel filme e reservada para futuras reagoes

de bioesterificacdo (Figura 14).
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Figura 13 - As esferas das poliacrilamidas incorporadas.

Fonte: (Autor, 2019)

Figura 14 - As esferas incorporadas e secas.

Fonte: (Autor, 2019)

4.5. Reacdo de bioesterificacéo via enzimética

O substrato a ser esterificado (bixina) foi adicionado ao sistema enzimatico (enzimas
imobilizadas em poliacrilamida (C3HsNO)n)) com estereato de vinila (C19H3602) (Figura 15),
para a primeira reagéo e benzoato de sodio (C7HsNaO.) (Figura 6) para a segunda reagdo, em

meio organico (hexano), de acordo com a literatura (MACHADO et al., 2008).

Figura 15 - Estrutura do Estereato de Vinila.
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Fonte: (Autor, 2022)
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Figura 16 - Estrutura do Benzoato de Sédio.
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Benzoato de Sédio

Fonte: (Autor, 2022)

Numa primeira condicdo, foi sugerido, de acordo com Fonseca (JESUS; NOGUEIRA;
FONSECA, 2013), sdo de 6, 12, 24 esferas das enzimas imobilizadas, 50mg do substrato
(bixina), 35mg de doador de grupo acila em 5mL de hexano, sob agitacdo mecénica com
velocidade de 150 rota¢fes por minuto (rpm) a temperatura de 30°C e tempo de reacdo de 72

horas (Figura 17).

Figura 17 - Meio reacional da esterificagao.

Fonte: (Autor, 2019)

De acordo com as condicdes coletadas pela literatura, as reacGes de bioesterificacéo
foram preparadas e realizadas, seguindo o esquema reacional de esterificacdo enzimaética
(Figuras 18 e 19). Processo esse capaz de sugerir o produto, analisando o substrato, composto

quimico, o solvente em meio organico e a enzima ja imobilizada.
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Figura 18 - Esquema reacional de esterificacdo enzimatica das reacdes 1.

Substrato Estereato de vinila 35mg Enzimas imobilizadas em O produto da
(Bixina) + 6, 12, 24 esferas de possivel reagéo
50mg Hexano 5ml poliacrilamida é
+ + 150 (rpm) 30°C Bixanato de Vinila

Fonte: (Autor, 2020)

Figura 19 - Esquema reacional de esterificagdo enzimatica das reagdes 2.

Substrato B (R e STy Enzimas imobilizadas em O produto di!
(Bixina) * 6,12, _24 n_asfer_as de posswe! reagao
Hexano 5ml poliacrilamida &
- * 150 rpm) 20°C Bixanato de Benzila

Fonte: (Autor, 2020)

4.6. Determinacéo do rendimento
4.6.1. indice de Acidez

A determinacdo da acidez pode fornecer um dado importante na avaliacdo do estado de
conservacao do 6leo ou determinar o rendimento de uma esterificagdo. Um processo de
decomposicdo, seja por hidrélise, oxidacdo ou fermentacdo, altera quase sempre a concentracdo
dos ions hidrogénio. A decomposicao dos glicerideos é acelerada por aquecimento e pela luz,
sendo a rancidez quase sempre acompanhada pela formacéo de acidos graxos livres (LUTZ,
2004).

O indice de acidez corresponde ao nimero de miligramas de KOH necessario para
neutralizar a acidez de 1 g de uma amostra de éster (mg KOH/qg), sendo essa acidez reflexo da
presenca de moléculas que ndo reagiram ainda. O indice de acidez também pode ser fornecido
em termos de % de acidos. A reacdo ocorrida durante a determinacdo é uma neutralizacao
simples. As moléculas que possuem a funcionalizacdo de acidos carboxilicos reagem com a
base titulante, hidroxido de s6dio ou de potéssio, formando sais e &gua (COSTA, GIRLENE; et
al., 2013).

Pesou-se 2,0174g do produto final em um erlenmeyer de 125 mL. Adicionou-se 25 mL
de éter: alcool (2:1) neutro. Acrescentou-se 2 gotas de fenolftaleina e fez-se a titulagdo com
NaOH 0,1 M até o aparecimento da coloracdo rosea, a metodologia utilizada foi adaptada por

(LUTZ, 2008). O célculo realizado pode ser observado na (Equacdo 1) a seguir:
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_VgxfxMx561 (Equagéo 1)

I.A
Py

Onde

I.A = indice de acidez/rendimento parcial.

Vg = volume gasto na titulacdo de hidroxido de sodio de 0,1 M ou 0,01 M.
f = fator de correcdo de solugdo NaOH em 0,1, M.

5,61 = massa referente a solugdo de KOH 0,1moL ™.

Pa = massa da amostra em gramas.

4.7. Estudo in silico
4.7.1. Metodologia

Tendo em vista a necessidade de comprovacao da reacdo, foi realizado um docking. O
processo de acoplagem do ligante bixina na enzima papaina, esse processo foi realizado em trés
etapas distintas: obtengéo e preparo do ligante e da enzima e 0 acoplamento com o docking

molecular.
4.7.2. Obtencdo, preparagéo e deteccdo da zona de acoplamento da enzima

A estrutura cristalina do cddigo da papaina ID 1CVZ foi obtida do Protein Data Bank

(https://www.rcsb.org/). A ferramenta computacional Discovery Studio Visualizer (BIOVIA,

2015) foi usada para remover moléculas de dgua e outros residuos desnecessarios e detectar as
coordenadas da zona de acoplamento, ou seja limpeza e obtencao das coordenadas do sitio ativo
enzimatico. Para o reparo dos atomos perdidos, a adicdo de cargas polares e hidrogénios a
estrutura tem usado o Software AutodockTools, realizando adequacéo da enzima e restauracédo
dos atomos perdidos (MORRIS et al., 2009).

4.7.3. Obtencdo e preparacdo dos ligantes

Os ligantes (Tabela 1 e Figura 20) foram obtidos pelo repositorio de moléculas organicas
PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/). Assim, para validar o método, foi realizada a
redocking com o ligante C48 (N1-(1-DIMETHYLCARBAMOYL-2-PHENYL-ETHYL)-2-
OXO0O-N4-(2-PYRIDIN-2-YL-ETHYL)-SUCCINAMIDE), que estava no arquivo original da

proteina co-cristalizada.



https://www.rcsb.org/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tabela 1 - Ligantes com nome da IUPAC.

Cadigo do ligante Nome do IUPAC
CID5281226 Bixina
C48 (N1-(1-DIMETHYLCARBAMOYL-2-PHENYL-

ETHYL)-2-OXO-N4-(2-PYRIDIN-2-YL-ETHYL)-
SUCCINAMIDE)

Fonte: (Autor, 2022)

Figura 20 - (a) Estrutura de ligante obtida no PubChem com seu cddigo de registro; (b) Ligante nativo
C48.

(a) (b)

bixina C48
Fonte: (Autor, 2022)

4.7.4. Docking molecular

O programa Avogadro® (HANWELL et al., 2012) foi utilizado para aplicar o campo
de forca universal, e os demais parametros de preparacdo de ligantes foram adicionados no
programa AutoDock Tools (HUEY; MORRIS; FORLI, 2012), como a identificacdo de atomos
centrais (raiz), a definicdo do nimero de torgéo ativa e identificacdo do numero de ligacoes
rotativas dindmicas (escolha tor¢do). Os arquivos de saida foram salvos no formato pdbqt.

Para as simulagdes de acoplamento molecular, o cddigo AutoDock Vina foi usado
(TROTT; OLSON, 2009). Os visualizadores Discovery Studio Visualizer e ChimeraX
(PETTERSEN et al., 2021) analisaram os resultados e geraram as imagens (SCHRODINGER
LLC, 2015).
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Assim, para validar o desempenho da simulacdo e quantificar a qualidade das
acoplamentos, foi adotado o critério de pontuagdo RMSD (desvio quadrado médio raiz), o que
sugere que um acoplamento bem-sucedido exibe um valor RMSD RMSD < 2,0 A
(SUTHERLAND et al., 2007) e, paralelamente, o uso da rede neural NNScore com a medicédo
na concentracdo molar da melhor pose (DURRANT; MCCAMMON, 2010, 2011), e o critério
de menor energia vinculante sugerem que, no complexo previsto pelo acoplamento molecular,
a menor energia de ligacao é assumida como mais proxima do estado nativo do complexo, onde
pode ser associada a uma constante de afinidade (FU; ZHAO; CHEN, 2018; HAVRANEK;

ISLAM, 2020).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Extracao da bixina

Da extracdo de bixina das sementes de urucum coletas, obteve-se dois materiais
diferentes. Contudo um dos materiais, modifica sua coloracdo de acordo com os métodos de
recristalizagéo.

Na extracdo com soxhlet, usando o hexano (CsH14) como solvente, houve formacéo de
um produto com caracteristicas oleaginosas de coloracdo vermelho escuro. Essa formacao
denomina-se fracdo oleosa e a pigmentacdo forte no tom de vermelho, corresponde mais ou
menos a 80% dos carotendides encontrados nessas sementes (SATYANARAYANA;
PRABHAKARA RAO; RAO, 2003). A extragdo derivada do soxhlet proporciona um
rendimento de aproximadamente 1,3% de bixina (BARBOSA-FILHO, 1998). A utilizacdo do
hexano como solvente organico, na extracdo, proporciona uma forma mais pura de pigmentos
de bixina (TAHAM; CABRAL; BARROZO, 2015). O rendimento obtido para a fracdo oleosa,
a partir dos processos realizados, foi de 16,5154q (3,3%).

Na extracdo a frio, o solvente utilizado foi o cloroférmio (CHCIs), ap6s a retirada do
solvente da amostra liquida no rotaevaporador, obteve-se um residuo sélido de coloracédo
vermelho-alaranjado. Esse produto solido de coloragdo avermelhado denomina-se concentrado
de bixina (BARBOSA-FILHO et al., 2005). Apos a recristalizacdo em CHCIs, o produto
fornecido € a bixina pura na forma de cristais vermelho purpura de p.f 194-195°C. O uso de
cloroférmio para a recristalizacdo, deriva da sua capacidade de separar a bixina de seus outros
constituintes (BARBOSA-FILHO, 1998). Assim, o rendimento obtido ap6s todo o processo de
purificagdo do extrato seco, foi de 10,5875g (2,11%).

A variacdo de coloracdo da bixina, apds a recristalizacdo, baseia-se nas diferencas
estruturais entre os isdmeros cis e trans, ambos Sdo responsaveis por resultar em
particularidades nas caracteristicas fisicas. A bixina, embora soltivel em solucdes de reduzida
polaridade, quando presente na forma do isbmero cis ndo apresenta extensa solubilidade em
Oleos vegetais em razdo da polaridade provida pelos grupos situados no mesmo lado da
estrutura. Por outro lado, a trans-bixina é solivel em éleos e proporciona coloracdo vermelha,
diferindo do isdbmero cis, de coloragdo alaranjada (SATYANARAYANA; PRABHAKARA
RAO; RAO, 2003). Os carotendides originados do urucum podem sofrer degradacdo quando

expostos a luz ou submetidos a elevadas temperaturas.
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5.2. Imobiliza¢édo da enzima

As enzimas encontradas nas cascas do mamao verde, foram incorporadas a uma matriz
polimérica de poliacrilamida (C3HsNO)n), com a finalidade de fornecer maior estabilidade,
facilitar a recuperacéo e reutilizacdo desses catalisadores (JESUS; NOGUEIRA; FONSECA,
2013).

A encapsulacao consiste na retencao fisica da enzima nas cavidades internas da matriz,
isso proporciona protecdo e preservacdo da enzima encapsulada, retirando a dgua da solugéo
enzimatica (papaina). Dessa forma, impediu-se o contato direto com o meio reacional,
minimizando, assim, os efeitos de inativacdo, proporcionando a imobilizacdo enzimatica.

As enzimas indutivas sdo biocatalisadoras cuja sintese é sensivelmente aumentada pela
presenca de um indutor no meio de cultura, como forma de resposta a este. O substrato indutor
neste caso foi a bixina. Pois, a enzima é ativa entre pH 5,0 e 9,0 e ¢ estavel até 80°C ou 90°C
na presenca de substratos (RAO et al., 1998). Assim, a eficiéncia desta combinagao se mostrou
bastante promissora. Pois a bixina possui valores de pH menores que 11, sem sofrer

aquecimento, e sem a formacéo de norbixina, mas somente bixina.
5.3. Reacao de bioesterifica¢do via enzimatica

Métodos de bioesterificacdo que utilizam enzimas em solventes organicos sdo bem
conhecidos atualmente e bastante Gteis em sintese organica (DE CONTI; RODRIGUES;
MORAN, 2001).

Para a ocorréncia das reacoes de bioesterificacdo da bixina com a enzima ja imobilizada,
em meio organico com hexano. Foi necessario banho maria com agitacdo mecénica de 150
rotac6es por minuto (rpm), a uma temperatura de 30°C por 72 horas, para cada doador do grupo
acila utilizado, Estereato de vinila (C19H3602) e 0 Benzoato de sédio (C7HsNaOz). Na primeira
reacdo obteve como produto o Bixanato de vinila (Figura 21) com rendimento de 32%, na
segunda reacdo o produto foi Bixanato de benzila (Figura 22) com rendimento de 47%.

Figura 21 - Reacdo de bioesterificacdo 1.

papaina 18
- n-hexano - )
Bixina 30°C Bixanato de vinila 32%
150 rpm

Fonte: (Autor, 2020)
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Figura 22 - Reacdo de bioesterificacdo 2.

Bixina papaina Bixanato de benzila

n-hexano 47%
30°C
~ 150mm

Fonte: (Autor, 2020)

A escolha dos doadores do grupo acila, foi referente a importancia para a sintese
bioldgica e a quebra de moléculas organicas. Sendo que esse grupo normalmente liga-se a uma
molécula maior, de modo que os atomos de carbono e oxigénio sdo unidos por uma ligacao
dupla (MOTTA, 2011). Em contrapartida todos os compostos que recebe o grupo funcional
acila, sofre acetilacdo ou etanoilagdo. Por essa razdo foi pensado no estearato de vinila e o
benzoato de sddio, para minimizar essas ocorréncias.

Sendo que o benzoato de sddio é considerado um ativo conservador, pois nao altera o
valor biolégico e ndo é corrosivo. Durante o seu uso, o sal é convertido na forma &cida que
corresponde a forma ativa de inibicdo. A eficiéncia do inibidor € da ordem de 100 vezes maior
em substratos acidos que em ligantes ligeiramente alcalinos e o pH 6timo para o efeito inibitdrio
é entre 2,5 e 4,0 (CHERUBIN, 1998). O referido inibidor também é mais eficiente em meios
com baixos teores de aminoacidos (SIMAO, 1985).

5.4. Docking molecular

A simulagdo da papaina com a bixina mostrou que o carotenoide interagiu na mesa
regido do sitio ativo, Cys25-His159-Asnl175 (KLEIN et al., 2018), com a porcdo do acido
carboxilico, o que demonstra a seletividade desta enzima com a regido que sofrerd a
esterificacdo (FABER, 2011). Sua energia de afinidade apresentou um valor de -5,5Kcal/mol,
com RMSD de 1,4 A. Bem proximo ao do ligante nativo C48 que apresentou no redocking um
valor de -6,5 Kcal/mol e RMSD 2,0 A. As principais interagdes da bixina foram Trp177 (pi-
sigma), His159 (faz parte da triade, tipo alquila), Ala136 (tipo alquila), e ligacBes de hidrogénio
com os residuos Asp158, Gly65 e Cys25 (faz parte da triade). Como mostrado na (Tabela 2) e
(Figura 23).



Tabela 2 - Resultado da simulagéo da bixina e o do ligante nativo C48.

Cadigo do AG RMSD (A)
ligante (Kcal/mol)
CID5281226 -5,5 1,4
C48 -6,5 2,0

Fonte: (Autor, 2022)

Figura 23 - Interacdo da bixina com a papaina.

LT
ann® Tu,

.
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Fonte: (Autor, 2022)
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Na extracdo da bixina pura, obteve-se a fracdo oleosa e o extrato seco, com o rendimento
de 3,3% e 2,11%, respectivamente. Usando a enzima papaina como biocatalisador e doadores
do grupo acila, foi possivel obter os seguintes produtos, bixanato de vinila e bixanato de benzila,
a partir da bixina, com os rendimentos de 32% e 47%, respectivamente.

O docking € um indicador que a reacdo de bioesterificacdo realmente ocorra, na simulacéo
o0 substrato (bixina) acoplou exatamente na regido da triade catalitica da enzima (papaina). Essa
interacdo da papaina, reagiu melhor com a bixina do que com a proteina ja acoplada antes. A
interacdo no sitio ativo foi melhor com aminoacido histidina (His159), ofereceu um valor de
afinidade (RMSD) menor do que a proteina nativa, sendo 1,4 A apresentado no redocking.
Pode-se considerar que as reacdes realmente ocorreram, obtendo-se rendimentos bastante
satisfatorios.

Tendo em mente que o bixanato de benzila proporcionou um rendimento maior que o outro
produto, de 47%, a fracdo oleosa teve um rendimento maior que o extrato seco, e que a interagao
da papaina com a bixina através do docking molecular foi bastante significativa, em razdo ao
estudo de biofarmacos. Em uma perspectiva futura os produtos obtidos por meio dessa pesquisa,
poderdo ser utilizados em outros meios ativos, para doencas degenerativas como o Alzheimer,

Parkinson.
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