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RESUMO

Magdalena-Ribeiro, Michele Caldeira. PRODUCAO DE BIOFARMACOS POR
MICROALGAS: MAPEAMENTO TECNOLOGICO, AVALIACAO E
CARACTERIZACAO DE EXTRATOS COM EFEITO ANTIVIRAL SOBRE O VIRUS
MAYARO. Orientadoras: DSc. Maria Antonicta Peixoto Gimenes Couto, DSc. Anita Ferreira
do Valle, Rio de Janeiro, 2019. Dissertacao (Mestrado em Engenharia de Processos Quimicos
e Bioquimicos).

Microalgas constituem sistemas biologicos mais eficientes na transformacao da energia solar
em compostos organicos, por meio de fotossintese. Dentre as areas de aplicagdo para esses
organismos a Industria Farmacéutica se destaca pela relevancia da producdo de compostos
bioativos de origem microbiana. O presente trabalho objetivou realizar o mapeamento
tecnoldgico da aplicagdo de microalgas na Industria Farmacéutica, além do cultivo, da
avaliagdo e da caracteriza¢do preliminar de extratos de microalgas na inativacdo do virus
Mayaro (MAYV). O MAYV ¢ um arbovirus membro da familia Togaviridae (virus de RNA
envelopado), e do género Alphavirus, assim como o virus Chikungunya (CHIKV). A Febre do
Mayaro, tipicamente atinge a populacao de regides proximas a Floresta Amazdnica, todavia,
jé& foram identificados casos no Rio de Janeiro, no ano de 2016. Segundo os resultados do
mapeamento tecnologico, dentre as principais aplicagdes farmacéuticas de microalgas, se
encontram estudos no tratamento de cancer, em moléculas com atividade antioxidante ¢
imunoestimulante, e apenas uma patente descreveu a agdo antiviral contra Influenza-A por
microalga, no periodo selecionado, indicio de que estudos nesta area sejam pioneiros. Dentre
os principais géneros de microalgas se encontraram Chlorella, Dunaliella, Mychonastes,
Phorphyridium, Haematococcus € Naviculla. De acordo com os resultados do mapeamento foi
possivel delinear os procedimentos experimentais nos quais testou-se extratos de microalgas
de Arthrospira maxima, Chlorella vulgaris, Dunaliella salina e Haematococcus pluvialis,
tanto na fase exponencial quanto estaciondria de crescimento em condigdes de cultivo
descritas na literatura para expressao de substancias com atividade antiviral. O crescimento foi
acompanhado por leitura da absorvancia, e aliquotas foram coletadas por centrifugacao. Os
precipitados foram secos em estufa a 37°C e a biomassa seca foi ressuspendida em agua e em
DMSO, seguindo de banho de ultrassom, para obtencao dos extratos. Os dois extratos
partiram de uma amostra inicial de concentragdes variando entre 5-26mg (de biomassa seca
em estufa a 37°C)/mL de solvente, para a realizagdo dos testes. A citotoxidade dos extratos foi
testada em células VERO, segundo a técnica “dye-uptake”. Partindo da faixa de concentracdo
de 5-100pg/mL, foram realizados testes de antivirais e a quantificagdo viral determinada pelo
protocolo de TCIDsy. Extratos contendo 6,12+0,38ug/mL, até 37,11+0,81pg/mL foram
capazes de inativar 50% das particulas virais (ICsg). Os extratos apresentaram atividade anti-
Mayaro, e obtiveram poténcia de agdo superior ao antiviral comercial ribavirina o que indica a
utilizacdo de microalgas para geracdo de biofairmacos com agdo antiviral ¢ um projeto
promissor. Dados preliminares da caracterizacdo indicam que cadeias alifaticas insaturadas
fazem parte de compostos majoritarios dos extratos, e dentre as possiveis moléculas se
encontram os acidos graxos e xantofilas. Palavras-chave: Microalgas, Atividade Antiviral,
Alphavirus Mayaro, Células VERO, Mapeamento Tecnoldgico, Caracterizagdo preliminar
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ABSTRACT

Magdalena-Ribeiro, Michele Caldeira. PRODUCTION OF BIOPHARMACEUTICALS
FROM MICROALGAE: TECHNOLOGICAL MAPPING, EVALUATION AND
CHARACTERIZATION OF EXTRACTS WITH ANTIVIRAL EFFECT ON THE
MAYARO VIRUS. Supervisors: DSc. Maria Antonieta Peixoto Gimenes Couto, DSc. Anita
Ferreira do Valle, Rio de Janeiro, 2019. Dissertation (Master’s degree in Engineering of
Chemical and Biochemical Processes).

Microalgae are composed of more efficient biological systems in the transformation of solar
energy into organic compounds, through photosynthesis. Among the application areas for
these organisms, the Pharmaceutical Industry plays an important role in the production of
bioactive compounds of microbial origin. The present work aimed to carrying out the
technological mapping of microalgae applications in the Pharmaceutical Industry, as well as
the cultivation, evaluation and preliminary characterization of microalgae extracts in Mayaro
virus inactivation (MAYV). The MAYYV is an arbovirus member of the Togaviridae family
(enveloped RNA virus), and of the genus Alphavirus, as well as the Chikungunya virus
(CHIKV). Mayaro fever, a disease caused by the MAYYV, typically affects the population
close to the Amazon Rain Forest, however, in the year 2016, the disease was confirmed in
residents of Rio de Janeiro. According to the results of the technological mapping, among the
main pharmaceutical applications of microalgae are studies on the treatment of cancer,
molecules with antioxidant and immunostimulating activity, and only one patent described the
antiviral action against Influenza-A by microalgae, in the selected period, indicating studies in
this area are pioneering. Among the main microalgae genera were foung Chlorella,
Dunaliella, Mychonastes, Phorphyridium, Haematococcus and Naviculla. According to the
results of the mapping, it was possible to delineate the experimental procedures in which
microalgae extracts of Arthrospira maxima, Chlorella vulgaris, Dunaliella salina and
Haematococcus pluvialis strains, both in the exponential and stationary phases of growth
under culture conditions described in the literature for the expression of substances with
antiviral activity. Growth was monitored by absorbance reading, and aliquots were collected
by centrifugation. The precipitates were oven dried at 37°C and the dried biomass was
resuspended in water and DMSO, followed by an ultrasonic bath, to obtain the extracts. The
two extracts were based on an initial sample of concentrations ranging from 5-26mg (dry
biomass at 37°C) / mL of solvent for the tests. The cytotoxicity of the extracts was tested in
VERO cells according to the “dye-uptake” technique. Starting from the concentration range of
5-100pg / mL, antiviral tests and viral quantification were performed according to the TCIDs
protocol. Extracts containing 6.124+0.38ug/mL, up to 37.11+0.81ug/mL were able to inactivate
50% of the viral particles (ICsp). The extracts presented anti-Mayaro activity and obtained
higher potency than the commercial antiviral ribavirin, which indicates the use of microalgae
for the generation of biopharmaceuticals with antiviral action is a promising project.
Preliminary characterization data indicate that unsaturated aliphatic chains are part of the
extracts' major compounds, and among the possible molecules are fatty acids and
xanthophylls.

Keywords: Microalgae, Antiviral Activity, Mayaro Alphavirus, VERO Cells,
Technological Mapping, Preliminary Characterization
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Capitulo 1

1 APRESENTACAO DO TEMA DE DISSERTACAO

A Industria Farmacéutica tem apresentado uma mudanga de perfil produtor ao longo
dos anos, modificando a producdo via rota quimica para rota biologica (EVALUATE
PHARMA®, 2018). Esse cenario pode ser explicado pelos avangos de pesquisas na area da
Biotecnologia (CASTILHO, 2015), além de conceitos propostos pela Quimica Verde, que
dentre seus principios preza pelo uso de substincia renovaveis (LENARDAO et al., 2003). As
moléculas bioativas produzidas a partir de células vivas, com maior ou menor grau de
modificacdo, s@o o principio ativo de um medicamento biologico, que pode ser chamado
biofarmaco (BARATA, 2017). Dentre os microrganismos envolvidos no processo de
producdo de biofarmacos encontram-se virus, eucariontes (fungos, leveduras, protozodrios,
cultura de tecidos animais e vegetais, ¢ algas) e procariontes (bactérias e cianobactérias)
(VAZ, PRADO E CARVALHO, 2008).

Uma das aplicagdes mais nobres de microalgas ¢ a produgdo de biofarmacos. Nesse
sentido, ABED e colaboradores (2009) verificaram que metabolitos secundarios isolados de
diferentes familias de microalgas apresentavam atividades biologicas como antibacteriano,
antifiingica, antiprotozodrio, antialgal e antiviral. Dessa forma, a aplicagdo de extratos de
microalgas no combate a viroses apresenta grande potencial. No Brasil, especialmente nas
regioes que fazem fronteira com a Floresta Amazonica, o arbovirus Mayaro (MAYV) gerou
relatos de casos e surtos da doenca chamada Febre do Mayaro. A enfermidade apresenta
quadros clinicos semelhantes a febre da dengue classica, e possui alta taxa de replicacdo
gerando casos de artralgia cronica, o que demanda estudos sobre 0 mesmo (DOS SANTOS et
al., 2014). Recentemente, a imprensa noticiou matérias sobre a disseminacdao do virus pela
regido Sudeste, e preocupagao com epidemias no periodo do verdo ja que ndo existem vacina
ou tratamento especifico até o momento (O GLOBO, 2019; EXAME, 2018).

Assim, este trabalho visou o cultivo de quatro cepas de microalgas, para produ¢do de
extratos em duas fases de crescimento, avaliacdo da atividade anti-Mayaro e caracterizacao
preliminar do material, via cromatografia em camada delgada e ressonancia magnética nuclear

de hidrogénio.
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1.1 PRODUCOES CIENTIFICAS

1.1.1 Trabalho completo publicado em anais de eventos cientificos

MAGDALENA, M.C.; SALLES, T.S.; MOREIRA, M.F.; CHALOUB, R.M.; BARBARINO,
E.; VALLE, A.F.; COUTO, M.A.P.G.. “Efeito do extrato da microalga Spirulina maxima na
replicacdo do virus Mayaro em células VERO”. XXII Congresso Brasileiro de Engenharia
Quimica, v. 1, n° 5. p. 3494-3497. In: . Sao Paulo: Blucher, set 2018. ISSN 2359-1757, DOI
10.5151/cobeq2018-PT.0922

1.1.2 Resumo publicado em anais de eventos cientificos

MAGDALENA, M.C.; SALLES, T.S.; MOREIRA, M.F.; CHALOUB, R.M.; BARBARINO,
E.; VALLE, A.F.; COUTO, M.A.P.G.. “Obtencao de biofarmacos com atividade antiviral
a partir do cultivo de microalgas”. Anais da 40° Jornada Giulio Massarani de Iniciagdo

Cientifica, Artistica e Cultural da UFRJ — Rio de Janeiro (RJ) — 15 a 21 de outubro de 2018.

1.1.3 Premiacoes

Prémio de Melhor Trabalho de Sessio Oral IQ-FLUOR e Mengido Honrosa na 40° Jornada
Giulio Massarani de Iniciagcdo Cientifica, Artistica e Cultural da UFRJ — Rio de Janeiro (RJ) —
15 a 21 de outubro de 2018, conferido na apresentagdo do trabalho “Obtencao de

biofarmacos com atividade antiviral a partir do cultivo de microalgas”.
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Capitulo 2

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MICROALGAS

2.1.1 Microalgas e suas aplicacdes econémicas

Algas sdo organismos bastante diversificados, dado que, sob esta nomeagdo, estdo
inclusos tanto microrganismos procarioticos, como as cianobactérias, quanto eucaridticos,
como por exemplo, as algas verdes (HOEK, MANN E JAHNS, 1995). Microalgas podem ser
consideradas como os organismos evolutivamente mais antigos ja que foram encontrados
microfosseis de aproximadamente 3,5 bilhdes de anos (SCHOPF, 1993). A resisténcia
evolutiva tem como principal explicagdo a combinagdo bem sucedida de vias metabolicas,
visto que estdo dentre os restritos grupos capazes de realizar fotossintese e respira¢ao celular
dentro de um mesmo compartimento (VERMAAS, 2001). No que se refere ao ambiente
aquatico, microalgas sdao responsaveis pela maior parte da produtividade primaria (sintese de
matéria organica a partir de compostos inorganicos) (LOURENCO E MARQUES JUNIOR,
2009). Em comparacdo as plantas terrestres, microalgas constituem os sistemas bioldgicos
mais eficientes na conversao de compostos organicos com a energia solar, mediante processo
fotossintético (HUANG et al., 2010; PIENKOS E DARZINS, 2009) e, por serem unicelulares,
toda a sua biomassa pode ser utilizada (CHISTI, 2007). Além disso, apresentam elevadas
taxas especificas de crescimento em cultivos, condicdo que proporciona uma alta producao de

biomassa em intervalos de tempo curtos (PULZ E GROSS, 2004).

Embora a quantidade exata de espécies de microalgas nao seja conhecida, existem na
literatura relatos de que podem ser encontradas aos milhares. A grande quantidade de espécies
propicia uma diversificacdo da composi¢ao bioquimica da biomassa, possibilitando uma gama
de produtos a serem obtidos de microalgas (PULZ E GROSS, 2004), como se pode observar
na Tabela 1 (PRIYADARSHANI E RATH, 2012). Algas, de um modo geral, vém sendo

aplicadas ha centenas de anos como suplemento alimentar, constituinte de ragdes e de
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forragem, como fonte de principios bioativos, fertilizantes e corantes naturais (BARSANTI E
GUALTERI 2006). Ao longo dos anos, pesquisas cientificas mostraram novas areas de
aplicagiio, dentre as quais a Industria Cosmética e Farmacéutica (SCHORKEN E KEMPERS,
2009). A aplicagdo de microalgas também se insere na nutricdo humana e animal, como
agente de atividade anti-inflamatoria, ou mesmo no tratamento de efluentes (RAPOSO,

MORAIS E MORALIS, 2013).

Tabela 1. Substancias isoladas de microalgas (Adaptado de PRIYADARSHANI E RATH, 2012)

B-caroteno, astaxantina, luteina, zeaxantina,
Pigmentos/Carotendides cantaxantina, clorofila, ficocianina, ficoeritrina e
fucoxantina

DHA(C22:6), EPA(C20:5), ARA(C20:4),

Acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) GAL(CI8:3)

A, B1, B6,B12, C, E, biotina, riboflavina, acido

Vitaminas . . .
nicotinico, pantotenato e acido folico
.. Catalases, polifenodis, superdxido dismutase
Antioxidantes »P ’ p >
tocoferdis
Proteinas, esterois, aminoacidos, MAAs para
Outros

protegdo de luz

Os pigmentos produzidos por microalgas despertam grande interesse na Industria de
Corantes, devido as propriedades como o combate a radicais livres e o estimulo ao sistema
imunoldgico (OROSA et al., 2000). Dentre os trés pigmentos mais incidentes em microalgas
estdo clorofila, ficobilinas e carotendides (ABALDE, 1995), podendo ser mais expressos a
partir da manipulacdo das condigdes de cultivo (BOROWITSKA, 1993). A producdo de
astaxantina por microalgas ¢ reconhecida como uma grande oportunidade comercial, devido
ao seu alto valor agregado (MARGALITH, 1999). A Food and Drug Administration (FDA)
aprovou o uso dessa substancia como aditivo em suplemento dietético, além de paises
europeus, desta forma surgiu outra motivagao para a producao de astaxantina por microalgas
(CYSEWSKI E LORENZ, 2004). A aquicultura tem sido o maior mercado para a astaxantina,
no qual ¢ empregada a fim de proporcionar a cor avermelhada a carne do salmdo criado em
cativeiro (TRIPATHI et al., 1999). O preco da astaxantina sintética ¢ de $1000,00/kg (LI et
al., 2011), enquanto a astaxantina produzida a partir de microalgas atinge o custo de
$1740,06/kg (PANES E CARREON, 2016). Entretanto, a astaxantina sintética ¢ derivada de

petroquimicos, o que restringe seu uso apenas para alimentacao em aquicultura e, além disso,
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ha crescente busca por produtos obtidos por fontes renovaveis a nivel mundial, o que torna a
producdo de astaxantina a partir de microalgas uma grande oportunidade (LI et al., 2011;

MARGALITH, 1999).

Os 4acidos graxos poliinsaturados que compdem a fracdo lipidica da biomassa
microalgal possuem diversas aplicagdes, dentre as quais a nutricdo animal, frequentemente
presente em cepas de Isochrysis, Chaetoceros, Nannochloropsis, Skeletonema,
Paviova, Thalassiosira, Phaeodactylum e Tetraselmis e, representados por ®-3 e -6
(YAMAGUSHI, 1997; APT E BEHRENS, 1999; MULLER-FEUGA, 2004; BOROWITZKA,
1977). Além disso, estudos visando a produgdo de lipideos vem aumentando, principalmente
com foco na conversao em biodiesel. Microalgas sendo microrganismos fotossintéticos fixam
0 CO; convertendo em moléculas de reserva, quando submetidas a escassez de alimento, e
como exemplo delas os triacilglicerideos biossintetizados no metabolismo primario (LIU E

BENNING, 2013).

As vitaminas e os minerais como vitamina A, C, B1, B2, B6, iodo, potassio, célcio,
ferro, niacina e magnésio sdo abundantemente encontrados em microalgas, o que as torna
importantes fontes nutricionais, sendo especialmente consumidas na Asia. Dentre as
microalgas de maior relevancia na Biotecnologia se encontram as algas verdes (Chlorophycea)
Chlorella vulgaris, Dunaliella salina e Haematococcus pluvialis, e a cianobactéria
Arthrospira maxima (Spirulina maxima), de forma que sdo amplamente comercializadas para
nutricdo humana e animal. No que tange aos compostos antioxidantes e com outras diversas
atividades biologicas, microalgas tem se destacado como fonte natural de moléculas bioativas
devido ao potencial de producao de compostos bioativos complexos que sao dificeis de serem

produzidos por sintese quimica (PRIYADARSHANI E RATH, 2012).

Ao longo dos anos, pesquisas cientificas mostraram novas areas de aplicacao, dentre as
quais as Industrias Cosmética e Farmacéutica (SCHORKEN E KEMPERS, 2009). A Tabela 2
apresenta os compostos bioativos de microalgas e cianobactérias, assim como suas respectivas
aplicacoes e a Tabela 3 indica os principais produtores e os produtos de Spirulina, Chlorella e

Dunaliella.
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Tabela 2. Compostos oriundos de microalgas aplicados industrialmente na Industria Alimenticia (Adaptado
de PRIYADARSHANI E RATH, 2012)

Espécies Grupo Produto Aplicagdo Sistema de cultivo
L Alimentagao
. . ‘e Ficocianina e . ¢ Lagoas abertas,
A. platensis Cianobactéria . saudavel e .
Biomassa i Lagos naturais
Cosméticos
Alimentagdo
saudavel .
Biomassa e acido Su; l:me:;ta’ a0 Bacias, Tubos de
C. vulgaris Clorofita iy Pl ¢ vicro PBR e Lagoas
ascorbico alimentar e
. abertas
Alimento
alternativo
Alimentagdo
D. salina Clorofita Carotendide saudavel c Lagoas abertas e
Suplementagdo Lagos
alimentar
Alimentagdo
- , Carotenoide e saudavel, Tubos de vicro PBR
H. pluvialis Clorofita . N
astaxantina Farmacéuticos e e Lagoas abertas
Aditivos

Tabela 3. Produg@o mundial de derivados de microalgas referente aos principais géneros comercializados
e seus respectivos produtores (Adaptado DE PULZ E GROSS, 2004, SPOLAORE et al., 2006 E
HALLMANN, 2007)

Produ¢ao mundial

Microalga Maiores produtores Produtos (t/ano)
Hainan Simai .
Pharmacy Co. (China) Pos, Extratos
Earthrise Nutritionals .
. o (California, USA) Tabletes, Pos, Extratos
Arthrospira (Spirulina) Cyanotech Corp. Tabletes, Pds, Bebidas 3.000
(Hawaii, USA) e Extratos
Myanmar Spirulina Tabletes, Salgadinhos,
factory (Myanmar) Massas e Extrato
Ty (MY Liquido
Taiwan Chlorella
Manufacturing Co. Tabletes, Pos e Néctar
Chlorella (Taiwan) e Massas 2.000
Kl6tze (Germany) Pos
Dunaliella Cognis Nutrition and Pos e beta-caroteno 1.200

Health (Australia)

De acordo com a condi¢do de cultivo determinado grupo de produtos é gerado, de
forma que uma mesma cepa cultivada em condi¢des diferentes pode expressar moléculas com
aplicacoes diferentes (ANDRIA et al., 1999). O género Arthrospira (Spirulina), além de
apresentar um elevado contetido protéico, ¢ considerado uma das fontes mais ricas em pro-
vitamina A (beta-caroteno) e ferro absorvivel, e apresenta altos niveis de vitaminas (tais como

as do complexo B, C, D e E) e outros minerais (potassio, calcio, cobre, magnésio, manganés,
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fosforo, sédio e zinco), compostos fenodlicos, dcido gama-linolénico e outros acidos graxos
essenciais, destacando-se os acidos graxos poliinsaturados, como o y-linolénico (HABIB et
al., 2008), além de pigmentos como a clorofila a, luteina, ficocianina e aloficocianina
(LUPATINI, 2016). No que se refere ao cultivo de A. maxima em meio Aiba e Ogawa (1977),
fotoperiodo 12/12h, a 30°C e agitacdo orbital, a anlise protedmica revelou que, das proteinas
mais expressas na biomassa algacea, 75% delas estdo relacionadas a fotossintese e 37,5%
estdo relacionadas especificamente a sintese do pigmento ficocianina (LARA E
DEMARQUE, 2017). Estudos de caracterizacdo de microalgas do género Chlorella indicam
alto teor protéico (>55% em peso seco), sendo assim considerada uma fonte alimenticia ndo
convencional, além de outras propriedades como grande potencial de captura de CO; no
cultivo em grande escala e de acimulo de lipideo para producdo de biodiesel (BURLEW,
1953). O consumo de Chlorella com finalidade terapéutica vem se tornando popular,
principalmente no Japao, j& que estudos indicam propriedades imunoestimulantes, anticancer,
no tratamento de doengas cardiovasculares e em catarata, por exemplo (KITADA et al., 2009;
MORRIS et al., 2009; SANO et al., 1987 e 1988). No que se refere a D. salina, estudos
indicam alta capacidade de acumulo de lipideos e carboidratos, sob diferentes condigdes de
cultivo, e o aumento da propor¢do dessas classes de substancias pode ser induzido por
limitagdes no meio de cultivo e variagoes de intensidade de luz (CHO et al. 2015; CHEN et al.
2015; RODOLFT et al. 2009; SUH E LEE, 2003; UGWU et al. 2008). Poucos estudos da
literatura relatam a sintese de carboidratos por H. pluvialis (DOS SANTOS, 2015). No que se
refere a fracdo lipidica, o acimulo de ésteres de astaxantina e de lipideos sdo correlacionados
com inser¢cdo de estresse no cultivo (LOMBARDI e WANGERSKY, 1991). Imamoglu e
colaboradores (2009) verificaram que o estresse no cultivo ocorre quando a intensidade
luminosa inicialmente de 75 pmol de fotons.m 2.s' ¢ aumentado no valor de 6 a 7 vezes.
Além disso, o meio pobre em nitrato, também induz o estresse por privagao de nutrientes ou
por aumento da razdo C/N (FABREGAS et al., 2003; IMAMOGLU et al., 2009; WANG et
al., 2003; TORZILLO et al., 2005).

A Ciéncia e a Tecnologia avancam de forma acelerada, impulsionados desde a
necessidade de descoberta de novos tratamentos médicos até a otimizacdo de processos
industriais. Dessa forma, a necessidade de identificar, analisar, separar e quantificar
substancias de diferentes areas impulsionaram o desenvolvimento de técnicas analiticas
(AZEVEDO, 2004). Dentre as técnicas utilizadas para caracterizacdo de dada amostra, a

Cromatografia e a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), tém sido aplicadas rotineiramente.
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A técnica de cromatografia ¢ baseada na diferenga de interacdo das moléculas a serem
separadas em relagdo a fase estaciondria. A Cromatografia em Camada Delgada (CCD) ¢
utilizada para separacao de substancias em solugdo. O procedimento ¢ feito tipicamente em
uma placa recoberta com silica gel, SiO,.xH,0 (fase estaciondria), e uma cuba com o solvente
que carreara a amostra (fase movel). Na placa sdo feitos spots com a amostra e com um
padrdo, com o objetivo de identificar pelo fator de retencdo (Ry) as possiveis substancias
contidas na amostra. No caso da CCD, a fase movel migra sobre a fase estaciondria por
capilaridade, e a velocidade com que a amostra percorre a placa depende da sua interagao com
a fase estaciondria. A diferenga de interagdo € o que provocard a separagdo das substincias
(AQUINO NETO, 2003). A técnica de RMN ¢ capaz de detectar qualquer molécula que
possua um ou mais atomos com momento magnético diferente de zero, desde que apresentem
isétopos como 'H, “C, "N e *'P. O espectro obtido nesta analise contém inumeras
informagdes através de dados de deslocamento quimico, multiplicidade, intensidade e
propriedades de relaxagdo para elucidagdo estrutural. Outro ponto positivo da técnica € a sua
caracteristica ndo destrutiva, de forma que se pode obter espectros de tecidos intatos, extratos,

metabolitos purificados ou nao, dentre outros (RATCLIFFE, ROSCHER E SACHAR , 2001).

Avangos importantes vém sendo alcangados, devido aos conhecimentos adquiridos de
sintese quimica e bioquimica de compostos antimicrobianos (HASSAN et al., 2017). Vale
ressaltar que a substituicdo de compostos de origem quimica pelos de origem biotecnologica,
como o uso microalgas, faz parte de um dos principios da Quimica Verde, conceito
mundialmente defendido, que remete ao uso de substincias renovaveis (LENARDAO et al.,
2003). A Quimica Verde visa ao desenvolvimento e a implantacdo de produtos e processos
para reduzir ou eliminar o uso ou geragao de substidncias nocivas a saide humana e ao
ambiente (ANASTAS E WILLIANSON, 1996 ; DEVITO et al., 1996). O conceito de
Tecnologia Limpa ja ¢ relativamente comum em aplicagdes industriais, especialmente em
paises com industria quimica desenvolvida, as quais apresentam controle rigoroso na emissao
de poluentes, e gradativamente ¢ incorporado ao meio académico, no ensino e pesquisa

(ANASTAS E WARNER, 1998; SINGH, SZAFRAN E PIKE, 1999).
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2.1.2 Extratos com atividade antiviral

Uma das aplicacdes mais nobres de microalgas se encontra na producdo de compostos
bioativos. Dentre os metabdlitos secundarios isolados a partir de diferentes familias de
microalgas, foram verificadas atividades bioldgicas como antibacteriana, antifungica,
antiprotozoario, antialgal e antiviral (ABED et al., 2009). No que tange as substancias
antivirais isoladas de extratos de algas, os florotaninos, polissacarideos e lectinas possuem
destaque nas pesquisas anti-HIV (KIM E CHOJNACKA, 2015). Os taninos estdo presentes
em grupos de substancias fenolicas soliiveis em dgua e atuam na polimerase e na ribonuclease
do ciclo de vida do HIV-1. Os florotaninos sdo moléculas de tanino com unidades de
floroglucinol incorporadas na cadeia, e apresentam atividades anti-inflamatdria, antioxidante,
anti-matriz de metaloprotease (MMP) e antibacteriana (NAGAYAMA et al., 2002; KIM et
al., 2006). Os florotaninos 8,8 -bieckol e 8,4’-dieckol sdo dimeros de eckol isolados de
Ecklonia cava que apresentaram inibicao da atividade de Transcriptase Reversa (RT), enzima
que cria fita de cDNA a partir de RNA, e protease do ciclo do HIV-1 eficientemente, com
valores de ICsy de 0,5 e 5,3 uM, respectivamente (AHN et al., 2004). Os polissacarideos
segundo a literatura apresentam atividades anticoagulante, antitumoral, anti-inflamatéria e
antiviral (KIM E CHOJNACKA, 2015), nos quais foram relatados inibi¢do sobre caxumba,
virus influenza e virus da herpes simples (GERBER et al., 1958, EHRESHMANN ef al.,
1977). Estudos indicam que os polissacarideos sejam bastante eficientes na interup¢ao de
ligagdes peptidicas virais preservadas na mutagdo de resisténcia a droga (KIM E
CHOJNACKA, 2015). Os polissacarideos sulfatados de Dictyota mertensii, Lobophora
variegata, Spatoglossum schroederi e Fucus vesiculosus apresentam atividade contra a RT do
HIV (QUEIROZ et al., 2008). As lectinas apresentam grande potencial de bloqueio da
interagdo entre HIV-1 e a célula hospedeira, visto que as glicanas pertencentes ao envelope
viral sdo ricas em manose, que se ligam as lectinas. A alga vermelha Griffithsia sp., fonte de
lectina chamada Griffithsia apresentou promissora atividade anti-HIV (MORI et al., 2005).

Hasui e colaboradores (1995) demonstraram que os polissacarideos de Cochlodinium
polykrikoides apresentaram atividade antiviral para virus respiratorio tipo A e B (RSV-A e
RSV-B), influenza tipo A ¢ B (FluV-A e FluV-B), parainfluenza tipo 2 (PFIuV-2) , virus da
AIDS tipo 1 (HIV-1) e virus da herpes tipo 1 (HSV-1). Hayashi e colaboradores (1996)
constataram que o extrato aquoso de A. platensis (S. platensis) exibiu um efeito inibitorio na

replicacdo de herpes simples do tipo 1, e a partir dele, foi isolado pela primeira vez o
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polissacarideo sulfatado denominado calcium- spirulan (Ca-SP). Polissacarideos de
microalgas vermelhas Porphyridium sp., P. aerugineum e Rhodella reticulata apresentaram
atividade antiviral para os virus da leucemia murina (MuLV) e do sarcoma murino (MuSV)

(TALYSHINSKY, SOUPRUN E HULEIHEL, 2002).

A atividade antiviral contra herpes tipo 2 também foi investigada no mesmo ano por
Hernandez-Corona e colaboradores (2002) utilizando um extrato organico de 4. maxima (S.
maxima), obtido a partir da extracdo com hexano, cloroférmio, metanol, cloroférmio: metanol
3:1 e 4gua em ebulicdo. Neste caso, a infecc¢do viral foi reduzida em 50% na presenca de do
extrato metanol:dgua. Santoyo e colaboradores (2010; 2012) mostraram que o extrato liquido
pressurizado das microalgas H. pluvialis, D. salina e C. vulgaris foi capaz de apresentar
importante atividade antiviral para herpes simples do tipo 1. Além disso, Kim e colaboradores
(2012) observaram que o polissacarideo sulfatado p-KGO3, purificado da microalga marinha
Gyrodinium impudium apresentou atividade antiviral contra influenza A, mas ndo contra
influenza B. Além disso, foi realizada comparagdo com as drogas ja existentes no mercado € o

p-KGO3 foi avaliado como capaz de ser comercializado.

Dentre os medicamentos tipicos comercialmente utilizados como antivirais se encontra
a ribavirina. A ribavirina (1-b-D-ribofuranosil-1, 2, 4-triazol-3-carboxamida) ¢ um
nucleosideo sintético que apresenta amplo espectro antiviral contra DNA e RNA de virus
(GRACI E CAMERON, 2006). A infec¢do viral basicamente consiste no reconhecimento e na
ligagdo a superficie da célula hospedeira. O virus penetra na célula e libera seu genoma de
acido nucléico que se encontra no interior do envelope lipidico ou do capsideo protéico. De
forma geral, o &cido nucléico liberado permanece complexado a algumas proteinas virais. A
penetragdo dos virus envelopados na célula hospedeira ocorre por meio da fusdo com a
membrana plasmatica ou com a membrana endossomal, seguida de endocitose (ALBERTS et
al., 2010). A escassez de farmacos antivirais se deve principalmente ao fato de que os virus
sdao absolutamente dependentes das vias metabolicas da célula hospedeira para sua replicacao.
Assim, a maioria dos agentes que bloqueiam a replicagdo viral ¢ letal ou prejudicial para as
células (DE CLERCQ, 2002). No que se refere as substancias sintéticas, os analogos de
nucleosideos e os derivados de pirimidina e pirazol sdo constantemente estudados. Ja para as
substancias naturais, os flavondides ¢ as isoflavonas também inibem infecgdes de diversos

virus (ORHAN et al., 2009; ANDRES et al., 2009).
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2.1.3 Producio industrial de microalgas

A viabilizacdo da comercializagdo de microalgas e de seus respectivos produtos
demanda cultivos em grande escala, sejam eles abertos (lagoas) ou fechados (fotoreatores
tubulares). O crescimento de microalgas e a geracdo de seus respectivos produtos podem ser
determinados por fatores abidticos, como: temperatura, intensidade luminosa, pH e
concentragdo de nutrientes, e por fatores bidticos: como a contaminagdo por outros
microrganismos, como exemplo bactérias e fungos (VARFOLOMEEV e WASSERMAN,

2011). A Tabela 4 indica as vantagens e desvantagens dos dois tipos de sistema de cultivo.

Tabela 4. Comparagdo de parametros de cultivo de microalgas em sistemas aberto e fechado
Fonte: Adaptado de OGBONNA, MASUI e TANAKA (1997)

Parametro Tanques (raceway) Sistemas fechados (fotobiorreatores)
Espago requerido Muito Pouco
Risco de contaminagdo Alto Médio a baixo
Perdas de agua Alto Baixo
Concentracdo de oxigénio Usualmente baixa Deve ser removido continuamente
CO, — perdas Alto Quase nenhuma
Reprodutibilidade da produgiio Variéyel, mas Possivel dentro Ade fieterminadas
consistente tolerancias
Controle do processo Limitado Possivel
Desgaste do material de construgio Baixo Usualmente alto
Dependéncia de condi¢des climaticas Alto Menor, por ser protegido
Temperatura Variavel Necessario resfriamento
Custo de colheita Alto Meédio
Manutencao Facil Dificil
Custos de construgao Médio Alto
Concentragoes de biomassa na colheita Baixo Alto

Segundo a literatura, grande parte dos cultivos de microalgas tém sido realizada em
lagoas e tanques abertos que utilizam a luz solar e o CO; da atmosfera. As vantagens dessa
forma de cultivo advém da possibilidade de que os tanques podem ser construidos e
explorados a baixos custos, desde que sejam utilizadas espécies adequadas a esse cendrio.
Dessa forma, os custos de construgdo e desgaste do material de construcdo sdo baixos
(MATA, MARTINS e CAETANO, 2010). Os tanques abertos de cultivo tém uma variedade
de formas e tamanhos possiveis, sendo o tipicamente utilizado o raceway (tipo pista de
corrida) (Figura 1). A manutencdo dos tanques abertos ¢ relativamente facil, haja visto que se
tem acesso livre para realizar a limpeza do biofilme que se acumula sobre as superficies. A

principal desvantagem dos sistemas abertos ¢ a evaporagao da dgua a uma taxa similar as
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culturas terrestres, visto que ndo ha controle de temperatura, além da susceptibilidade a
contaminagdo por espécies indesejaveis que vao sendo introduzidas naturalmente e podem
levar a reducdo do rendimento ou até mesmo a superagdo de ocupacdo pelos novos
microrganismos (FRANCO et al., 2013). Outro fator negativo se deve a dependéncia de
condi¢des climdticas por parte do sistema aberto, o que torna o processo de menor
reprodutibilidade quando comparado a um sistema fechado. Além disso, os custos para
colheita total da biomassa gerada no cultivo aberto ¢ superior ao fechado (OGBONNA,

MASUI e TANAKA, 1997).

Os sistemas fechados tipicamente sdo denominados fotobiorreatores e geralmente sao
utilizados para produ¢ao em larga escala, gerando produtos de alto valor comercial (Figura 1).
Dentre as vantagens do cultivo fechado em relacao ao cultivo aberto, encontra-se a obtencao
de maiores produtividades de biomassa microalgal devido ao o caminho Optico ser menor em
comparagdo aos tanques, promovendo uma melhor distribui¢do da luz. Além do controle do
cultivo, como pH, temperatura, agitagdo, aeracdo, esterilidade, e de ser um sistema de menor
contato com o meio ambiente comparado aos tanques abertos, evitando possiveis
contaminagdes (BOROWITZKA e HALLEGRAEFF, 2007). Além disso, como se pode

observar pela Figura 1, os fotobiorreatores possibilitam o uso de menor espago para o cultivo.

Figura 1. Esquerda: Imagem de tanque aberto para cultivo de microalgas (EMBRAPA
AGROENERGIA, 2016); Direita: Imagem de biorreator fototubular vertical (NPDEAS, 2018)
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No que tange a producdo de biofarmacos a partir de microalgas, o controle das
condi¢des de cultivo ¢ imprescindivel para induzir a expressdo da molécula bioativa de
interesse. Dessa forma, o cultivo fechado ¢ o mais apropriado neste tipo de produgdao. Como
se trata de um produto de alto valor agregado, a desvantagem relacionada ao maior custo de

implementagdo e de operacdo quando comparado ao cultivo aberto pode ser superada

(DEMIRBAS, 2010).

Dentre as iniciativas de produ¢dao de microalgas em grande escala no Brasil, o
Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacao (MCTI), em parceria com a Secretaria Especial
de Aquicultura e Pesca (SEAP/PR), publicou um edital de pesquisa com o objetivo de
selecionar projetos voltados para a aquicultura e uso de microalgas para a producdo de
biodiesel, no valor total de R$ 4,5 milhdes, em 2008, através do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq). Como resultado foram apresentadas 63
propostas de projetos de PD&I, que abordaram o desenvolvimento de técnicas de cultivo,
avaliacdo da viabilidade econdmica do processo global, do cultivo a obtencdo de biodiesel,
processos mais econdmicos e eficientes para a coleta da biomassa algal e a extragdo da fragao
lipidica, maximizagdo da produtividade em o6leo, avaliagdo das propriedades fisico-quimicas
de biodiesel de microalgas e adocdo de estratégias, de forma a garantir que se atendam as
especificagdes de qualidade definidas nas resolu¢des da Agéncia Nacional de Petroleo, Gas

Natural e Biocombustiveis (ANP) (FRANCO et al., 2013).

No ano de 2010, o MCTTI aprovou o Projeto MCT/FINEP de “Producdo de biodiesel
derivado de o6leos de microalgas”, cujo investimento foi de R$ 6 milhdes, e teve apoio da
Rede Brasileira de Tecnologia do Biodiesel, que abrange diferentes institutos de pesquisa e
universidades do Pais com atua¢do na area de aquicultura e biodiesel, como a Universidade
Federal de Sdo Carlos (UFSCar), Instituto Nacional de Tecnologia (INT), Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES), Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRIJ),
Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Instituto de Tecnologia do Parana (Tecpar),
Universidade Federal do Parand (UFPR), Universidade Federal de Goias (UFG) e
Universidade Federal de Lavras (UFLA). Os fatos mostram os esfor¢os em PD&I no Brasil,

que pode resultar em avancos significativos na tematica (FRANCO et al., 2013).
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2.2 SAUDE PUBLICA: DISSEMINACAO DO VIRUS MAYARO

Recentemente, principalmente no ano de 2016, o Brasil foi surpreendido por inimeros
casos de viroses transmitidas por mosquito, como a ZIKA, Chikungunya e dengue (VALE,
PIMENTA E AGUIAR, 2016). Concomitantemente, estudos indicam que outro virus, denominado
Mayaro, também transmitido por mosquito tem se disseminado das florestas para grandes centros
urbanos, como Manaus ¢ Cuiaba (BRASIL, 2015), além de casos isolados em Niteroi, RJ (O
GLOBO, 2019). Desta forma, o presente topico trata do conhecimento deste virus, das areas que tem

se disseminado, além dos diagnosticos e tratamentos atualmente aplicados.

2.2.1 Histdrico de areas endémicas do MAYV

A primeira vez que o MAYV foi isolado ocorreu no ano de 1954, a partir de soros
humanos recuperados de pacientes com febre em Trinidad (ANDERSON et al., 1957). Dentre
os surtos pelo mundo, em 1978 ocorreu em Belterra no Para, Brasil, de forma que foi
realizado um amplo estudo que possibilitou a descricdo detalhada da epidemiologia do
MAYV. Durante esse surto, os virus foram isolados do mosquito Haemagogus janthinomys
predominantemente da copa das arvores, todavia também encontrou-se em solo indicando
assim que a trasmissdo pudesse ser feita para humanos. Nesse estudo, pesquisadores
indicaram o H. janthinomys como o trasmissor da epidemia pela primeira vez, e sugeriram que
a doenga em hospedeiro silvestre, o primata sagui, contribuiu para a amplificacdo do surto
(LEDUC, PINHEIRO E TRAVASSOS, 1981 ; HOCH et al., 1981). Outros dois pequenos
surtos, também no Brasil, ocorreram em 1991, no Pard (Benevides) e em Tocantins (Peixe)
nos quais identificou-se outros mosquitos como potenciais vetores (SMITH ez al., 1991).

De forma geral, o que se observa ao longo da histéria € que as areas mais afetadas
por surtos do MAY'V ocorrem em cidades que fazem fronteira com a Amazonia, ou situadas
dentro da floresta Amazonica, principalmente no Norte do Brasil. Além disso, o virus ja& foi
detectado em paises como Peru, Bolivia, Suriname, Guiana Francesa, Guiana, Colombia e
Venezuela (MUNOZ E NAVARRO, 2012).

O Ministério da Saiude publicou em 2015 um estudo em que a area endémica do

virus Mayaro no Brasil se concentra nas regioes Norte e Centro-Oeste, e que os Estados de
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Goias, Tocantins e Para apresentaram casos humanos confirmados para MAYV como se pode
observar na Figura 2 (BRASIL, 2015). Em 2015 foi publicado um estudo no qual foram
constatados casos de transmissao do virus em areas de floresta degradada da Amazonia e em
populagdao humana de grandes cidades como Manaus e Cuiabd, indicando a disseminagao para
os grandes centros urbanos (TURINO, 2015).

A revista Exame publicou em dezembro de 2018 uma matéria na qual alertava a
populagdo sobre os riscos de epidemia provocada pelo virus Mayaro no periodo do verdo e
destacou a importancia de campanhas educativas para a prevenc¢ao da doenca (EXAME,
2018). Em maio de 2019, o jornal O Globo publicou a descoberta da presenca do virus no Rio
de Janeiro desde 2016 por parte do Laboratorio de Virologia Molecular da UFRJ. Segundo a
pesquisa, os pacientes infectados nao viajaram para regioes endémicas, ou seja, contrairam
dentro do préprio estado, no qual ja foram constatados trés casos em Niteroi. Além disso, o
jornal alerta que cientistas indicam a possibilidade de epidemia da doenga, e que ndo existe

vacina ou tratamento especifico at¢ o momento (O GLOBO, 2019).

Figura 2. Mapa do Brasil demarcado com as regides consideradas endémicas para o virus Mayaro, além
de Estados e municipios com casos humanos notificados ¢ confirmados entre dezembro de 2014 a
outubro de 2015
Fonte: BRASIL (2015)
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2.2.2 O virus (MAYYV) e a Febre do Mayaro

O Mayaro (MAYV) ¢ um arbovirus membro da familia Togaviridae (virus de RNA
envelopado), e do género Alphavirus, assim como o virus Chikungunya (CHIKV) ao qual ¢
relacionado genética e antigenicamente. Estudos moleculares indicaram que existem duas
linhagens do MAYV: D e L (POWERS et al., 2006; BRASIL, 2015). A Figura 3 ¢ uma
micrografia de crioelétron do virus e a sua respectiva estrutura 3D (HOTEZ E MURRAY,
2017). Os Alphavirus sdo virus envelopados que, em sua composi¢do, apresentam uma
bicamada lipidica, oriunda da membrana plasmatica da célula hospedeira, onde se encontra
inserida repeticdes de glicoproteinas transmembranares. As proteinas se associam em dimeros
de subunidades diferentes, seguida de associacdo em trimeros, a fim de formar uma estrutura
proeminente denominada episcula, de forma que, expostas na superficie viral, participam de
interagdes entre o virus e os anticorpos e receptores da superficie da célula (JONHNSTON E
PETERS, 1996; HARRISON et al, 1971; PAREDES et al, 1993). A espécie de mosquito H.
janthinomys € o principal vetor, sendo um animal silvestre, de habitos preferencialmente
diurnos, cujo local de maior incidéncia sdo as copas das arvores de matas imidas, de forma

que a doenca ocorre tradicionalmente em areas de florestas conservadas (TURINO, 2015).

Figura 3. A esquerda: Micrografia de crioelétron do MAY'V. A direita: Estrutura 3D do virus
Fonte: HOTEZ E MURRAY (2017)

Os sintomas da Febre do Mayaro, como ¢ denominada a doenca transmitida pelo

MAYYV, sdo similares aos da dengue, no sentido de que provoca febre, erup¢do cutanea e
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artralgia severa, principalmente em paises da América do Sul. A artralgia afeta
preferencialmente pulsos, tornozelos e dedos dos pés, além de também em alguns casos afetar
as articulacoes, e durar varias semanas. A febre aguda, provocada pela doenca, dura de trés a

cinco dias, sem intercorréncias de recuperacao (PINHEIRO E LEDUC, 1988).

Segundo o Ministério da Saude, em alguns casos, o MAYV pode provocar
o desenvolvimento de complicagdes neurologicas, como Sindrome de Guillain Barré¢,
encefalite, dentre outras doencas neurologicas. O diagnostico do contagio pelo virus ¢
realizado de forma inicial através da avaliacdo clinica de sintomas do paciente no periodo
dos ultimos 15 dias. Caso haja indicativo da febre do Mayaro, o paciente deve ser submetido
a exame de sangue especifico para o virus, no qual realiza-se o isolamento, a
hemaglutinagdo, a imunofluorescéncia, a soroneutralizagdo, além de testes moleculares. A
realizacdo de exames mais especificos se deve a similaridade da doenca com outras
arboviroses. Detectada a doenga, o tratamento ainda ¢ ndo-especifico, ja que, até o
momento, ndo ha droga capaz de cura. Desta forma, para as dores indica-se analgésicos e
antitérmicos, evitando-se o uso de acido acetil salicilico (AAS), que favorece manisfestacao
hemorréagica. Além disso, o repouso e o consumo de dgua sdo de suma importancia para a

recuperagdo do paciente (BRASIL, 2015).

2.3 INDUSTRIA FARMACEUTICA

2.3.1 Avancos biotecnologicos

Os avancgos na ciéncia tém forte correlacdo com o aprimoramento de tratamentos na
medicina, principalmente estudos relacionados a Biotecnologia (DIAS e CARVALHO, 2017),
que pode ser definida como a utilizagdo de células ou componentes celulares para obtengao de
produtos com determinada utilidade para o homem (CASTILHO, 2015). A Biotecnologia
Farmacéutica ¢ um campo da ciéncia que aplica conceitos da biotecnologia para a produgado de
drogas. Desta forma, faz-se necessario o estudo da doenca em foco, assim como a agao das
biomoléculas (biofarmacos), as propostas de sintese e purificacdo, e os testes relacionados a

atividade biologica da droga (WALSH, 2007). Os biofarmacos podem ser classificados em
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trés grandes grupos, sdo eles: proteinas terapéuticas, anticorpos monoclonais e vacinas

(VARGAS et al., 2016).

Segundo um estudo publicado pela EVALUATE PHARMA®, em maio de 2018, ha
uma prospec¢do de aumento da participagdo de produtos farmacéuticos biotecnoldgicos no
mercado, de 25% em 2017 para 31% em 2024. Como pode ser observado na Figura 4, em
2024 52% do Top 100 de produtos em vendas serdo dos advindos da Biotecnologia,
ultrapassando os produtos de origem quimica ja estabelecidos (EVALUATE PHARMA®,
2018).

Figura 4. Avango de produtos farmacéuticos biotecnolégicos no mercado mundial. Fonte: EVALUATE
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O Quadro 1 apresenta o ranking previsto das principais empresas responsaveis pela
venda de medicamentos de origem biotecnolégica em 2024 (EVALUATE PHARMA®, 2018).
A atual lider de mercado em produtos biotecnoldgicos, a empresa Roche, continuara nesta
posicdo em 2024 segundo a previsio da revista EVALUATE PHARMA®. A posicio tende a

ser mantida devido a aquisi¢do da Genentech®, pioneira em Biotecnologia.

Quadro 1. Ranking das dez principais empresas produtoras de medicamentos de origem biotecnoldgica
prospectado para 2024. Fonte: EVALUATE PHARMA® (2018)

Ranking Empresa
1° Roche®
2° Sanofi®
3° Merck & Co®
4° Amgen”
5° Johnson & Johnson®
6° AbbVie”
7° Bristol-Myers Squibb”
8° Eli Lilly”
9° Novo Nordisk®
10° Pfizer®
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2.3.2 Testes de farmacos: in vitro e in vivo

A comercializagdo efetiva de um farmaco passa por diversas fases de testes.
Inicialmente, na fase pré-clinica, os testes sdo feitos in vitro em laboratdrio, seguindo de testes
em animais (in vivo), a fim de verificar a seguranca e eficacia. Posteriormente, sdo realizados

estudos na fase clinica, subdividida em quatro fases (ANVISA):

e Fase I: utiliza-se de um grupo reduzido de pessoas a fim de constatar a seguranga em

humanos;

e Fase II: diferentemente da Fase I, nesta fase sdo testadas diferentes doses do

medicamento;

e Fase III: utiliza-se de um niimero maior de pacientes, a fim de obter um conhecimento

mais aprofundado da dose-resposta em periodos mais longos;

e Fase IV: fase posterior a concessao do registro, cuja analise dura em média de 8 a 12
meses podendo ser maior devido a complexidade do caso, e comercializa¢do, na qual

avalia-se as reagOes adversas € novas estratégias de medicamento.

Na fase pré-clinica, na etapa de testes in vitro, busca-se avaliar a toxicidade da
substancia em células animais, com grande similaridade as do género humano, e por
conseguinte, no caso do presente trabalho avaliar a capacidade de inativar o virus e manter a
célula viva. Dentre as vantagens do método in vitro em relagdo ao in vivo, estdo a limitagao de
variaveis experimentais ¢ menor periodo necessario de teste (ROGERO ef al., 2003). A
viabilidade celular ¢ o parametro mais utilizado para avaliar a toxicidade, de forma que o uso
de corantes que transpassem a membrana da célula, como o vermelho neutro fixando-se em
matriz lisossomal, ¢ uma das formas de identificar as células viaveis e nido viaveis. Este
processo pode ser observado ja que determinadas substancias danificam as membranas da
célula gerando um decréscimo de captura e ligagdo do corante, sendo assim possivel avaliar,
em porcentagem, o quao toxica ¢ para a célula (CIAPETTI et al., 1996). O presente trabalho
utilizou de métodos in vitro, incluindo a viabilidade por intermédio de uso do corante

vermelho neutro, baseado nas vantagens descritas.
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2.4 MAPEAMENTO TECNOLOGICO

A Informagdo Cientifica possibilita o entendimento universal sobre algum fato ou
fendmeno, resultante de uma pesquisa cientifica, ou seja, de um trabalho de investigacao
conduzido segundo o método cientifico (AGUIAR, 1991). A Informacdo Cientifica e
Tecnologica ¢ encontrada em diferentes tipos de buscas visando a obtengdo de conhecimento
sobre tecnologias disponiveis e, por conseguinte, possibilitando a orientagdo em pesquisas,
teses, de forma que constitui-se uma excelente base de dados para novos investimentos na

industria (QUADROS E VILHA, 2009).

Dentre as fontes de Informacdo, encontram-se os artigos cientificos em plataformas
como a SCOPUS (http://www.scopus.com/), um dos meios mais utilizados para disseminacao
e asseguridade da pesquisa desenvolvida. Além disso, as patentes, encontradas em bases como
USPTO (United States Patent and Trademark Office - http://www.uspto.gov), figuram outra
forma representativa de verificar o desenvolvimento tecnolégico sobre uma determinada
tecnologia. Um indicador de avangos tecnologicos de um pais, segundo Organizagao Mundial
da Propriedade Intelectual (OMPI), governos e também por estudiosos, em geral, pode ser
determinado pelos pedidos de patente depositados em um determinado pais (MUELLER,
2005).

Seguida da selecao dos dados em artigos e patentes, a andlise dos documentos ¢ uma
fase de suma importancia para o tratamento das Informacdes Cientificas, de forma que a
interpretagao dos dados possa gerar um Conhecimento relativo ao tema. O mapeamento de
tecnologia através da gestdo de informacao obtidas de diferentes fontes, como patentes e
artigos, ¢ extremamente Util para inferir o estado da arte de determinado setor, de forma a
gerar informagdes sobre a sua trajetoria passada, presente e sobre as tendéncias futuras de

mercado (AMORIM, 2017).
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Capitulo 3

3 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

3.1 JUSTIFICATIVA

A Indutstria Farmacéutica tem voltado seus esforcos para o desenvolvimento de
farmacos de origem biologica. Desta forma, projetos envolvendo a expressao de moléculas
bioativas através de células animais ou microrganismos sao de suma importancia para o setor.
Estudos relacionados a microalgas indicam grande potencial de aplicagdo para producao de
biofarmacos, devido a sua atividade bioldgica identificada, baixa toxicicidade e adequagdo ao
conceito de Quimica Verde. O interesse por antivirais eficientes com efeitos colaterais
reduzidos surge em meio a expansdo do MAYV para as regides de grandes aglomeragdes no
Brasil, ¢ em vista as recentes epidemias provocadas por arbovirus como a dengue, zica e
Chikungunya em 2016. Portanto, a aplicacdo de microalgas como A. maxima, C. vulgaris, D.
salina e H. pluvialis, em que foi constatada atividade antiviral contra outros virus, surge com

grande potencial no combate a0 MAY'V.

3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo a avaliagdo da atividade antiviral de extratos
brutos de microalgas na replicacio do MAYV em células VERO, a caracterizagdo destes
extratos € o mapeamento tecnologico relativo ao uso da combinagcdo de microalgas e

farmacos.
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3.2.2 Objetivos Especificos

(1) Realizar buscas de artigos e patentes, em bases de dados selecionadas;
(ii) Realizar a analise dos documentos, em fun¢ao de taxonomias definidas;
(iii) Selecionar as quatro cepas em funcao dos resultados da literatura;

(iv) Cultivar microalgas das espécies C. vulgaris, D. salina, H. pluvialis e A. maxima, em

condigoes descritas na literatura;
(v) Obter os extratos das microalgas para os testes de atividade antiviral e citotoxicidade;
(vi) Realizar a caracterizagdo preliminar dos extratos;

(vii) Realizar a analise de Porter simplificada do projeto.
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Capitulo 4

4 MAPEAMENTO TECNOLOGICO

A fim de nortear o presente trabalho, foi realizado, inicialmente, um mapeamento
tecnoldgico, que consistiu na busca de artigos e patentes relacionados ao tema de interesse.
Dessa forma o mapeamento foi capaz de indicar as oportunidades de pesquisa na area

moldando o projeto de forma a contribuir com os meios cientifico e mercadologico.

4.1 METODOLOGIA DE BUSCA E DE ANALISE DE ARTIGOS E DE PATENTES

A metodologia do mapeamento tecnologico aplicada neste trabalho foi desenvolvida
por Borschiver e Silva no livro “Technology Roadmap — Planejamento Estratégico para
alinhar Mercado-Produto-Tecnologia”, em 2016. O diagrama de blocos representado na
Figura 5 indica as etapas realizadas no mapeamento para geracdo dos resultados que serao

apresentados.

Figura 5. Diagrama de blocos de etapas do mapeamento tecnologico de atigos e patentes envolvendo
“microalgae” e “pharmaceutical”. Fonte: Elaboragao propria
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Para o mapeamento de artigos, foi aplicada a combinagdo de palavras-chave:
“microalgae” e “pharmaceutical”, para busca em resumo, titulo e palavras-chave entre 2014 e
abril de 2019 na plataforma SCOPUS (http://www.scopus.com/). Scopus” ¢ a base referencial
da Editora Elsevier. Ela ¢ a maior fonte referencial de literatura técnica e cientifica revisada
por pares, que permite uma visdo ampla de tudo que estd sendo publicado cientificamente
sobre um tema. Mediante o uso dos mecanismos de busca, podem ser encontradas as
informacdes publicadas por uma determinada instituicdo, ou um determinado autor. Nesse
contexto, a base de dados Scopus® foi selecionada pela sua grande abrangéncia, facilidade de
download de uma grande quantidade de documentos, alta relevancia dos artigos cientificos e

analises Macro facilitadas pela propria estrutura da pagina eletronica.

A partir da mesma combinacao de palavras-chave “microalgae” e “pharmaceutical”,
utilizada no mapeamento de artigos, foi realizada a busca de patentes concedidas na base
USPTO (United States Patent and Trademark Office — http://www.uspto.gov) em resumos, ¢
na base ESPACENET (The European Patent Office - https://www.epo.org/) em resumo e
titulo, desde 1988 a abril de 2019. A escolha das bases de dados USPTO e ESPACENET foi
baseada no fato de que a maior parte das instituicdes publicadoras de patentes deposita suas
pesquisas nessas bases, possuindo assim, ampla abrangéncia e possibilitando grande
diversidade de resultados. Ainda foi feito um levantamento na plataforma PATENT

INSPIRATION, para uma andlise preliminar das patentes.

Os artigos e documentos de patentes foram analisados em trés niveis, de acordo com a

metodologia descrita por Borschiver e Silva (2016):

(1) Andalise macro — Andlise dos documentos segundo a distribuicdo por ano, pais, revistas,

institui¢des de origem dos autores e 6érgaos de fomento a pesquisa.

(i) Andlise meso — Listagem dos topicos abordados em cada documento e através da

similaridade entre eles realiza-se o estabelecimento de taxonomias.

(i11) Analise micro — Aprofundamento das taxonomias definidas na anélise meso de forma a

fornecer maiores informacdes relativas ao tema.
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4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na busca de artigos realizada para o mapeamento, foram recuperados 379 documentos,
sendo 83 publicados em 2018, porém, para as andlises, foram selecionados os 30 dos artigos

mais recentes efetivamente relacionados ao tema.

Enquanto a busca na base USPTO (United States Patent and Trademark Office —
http://www.uspto.gov) em resumos, resultou em trés patentes, ¢ na base ESPACENET
(https://www.epo.org/) em resumo e titulo, em 56 patentes. Para o mapeamento foram

selecionadas 15 patentes mais recentes relacionadas ao tema.

4.2.1 Mapeamento de artigos relacionados a microalgas e farmacéuticos

No mapeamento de artigos se utilizou apenas dos documentos que tratavam
efetivamente de procedimentos experimentais nos quais microalgas indicaram atividade
biologica. Assim, foi excluido qualquer documento recuperado que fosse de revisdo como o
artigo “A perspective on biotechnological applications of thermophilic microalgae and
cyanobacteria” (PATEL et al., 2019), ou no qual o procedimento experimental trata-se de
outra aplicacdo que ndo a explicitada, como exemplo estudos da interferéncia em microalgas
de medicamentos despejados na agua encontrado no artigo “The influence of four

pharmaceuticals on Chlorella pyrenoidosa culture” (ZHANG et al., 2019).

4.2.1.1 Analise Macro

Na primeira analise proposta fez-se uma varredura de quais paises mais trabalham com
o tema e de numero de documentos publicados por ano. Desta forma, em relagdo aos paises
envolvidos com publicagdes de farmacé€uticos a partir de microalgas, nesta busca, os seis
principais foram Estados Unidos, India, Espanha, China, Coréia do Sul e Brasil, como se pode
observar na Figura 6. A categoria “Outros” se refere a Franca, Malasia, Reino Unido, México,

dentre outros totalizando 50 paises.
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Figura 6. Grafico de incidéncia de publicagdes de artigos de “microalgas e farmacéuticos” por pais
Fonte: Elaboragdo propria a partir da busca na base Scopus® (2014- abril de 2019)
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As publicagdes até o ano de 2007 em média foram inferiores a 10 por ano. Todavia,
entre 2013 e 2018 o nimero de artigos aumentou de forma abrupta, indicando um potencial de
aplicagdo de microalgas na Area Farmacéutica, impulsionado pelos avangos da Biotecnologia
na manipulagdo de organismos no final do século 20 (BUNDERS, HAVERKORT E
HIEMSTRA, 1996) (Figura 7). Esse fato vai ao encontro do que foi publicado na revista
EVALUATE PHARMA"® de 2018, em que a producio de farmacos a partir da Biotecnologia
tende a ultrapassar os produzidos de forma quimica, convencional. O fato do decaimento no

numero de artigos em 2019 pode ser explicado pela analise que ocorreu no primeiro trimestre.
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Figura 7. Série historica das publicagdes de artigos de “microalgas e farmacéuticos”
Fonte: Resultado a partir da busca na base Scopus® (1982- abril 2019)
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A segunda analise dos resultados da busca na base de dados foi referente as principais
Universidades e Centros de Pesquisa envolvidos na publicagao de trabalhos com microalgas e

farmacéuticos (Figura 8).
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Figura 8. Ranking das 19 principais Universidades e Centros de Pesquisa produtores de artigos
envolvendo “microalgas e farmacéuticos” Fonte: Elaboragdo propria a partir da busca na base
Scopus® (2014- abril 2019)
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Em primeiro lugar no ranking se encontra a Chinese Academy of Science (CAS),
lotada em Pequim na China, fundada em 1° de novembro de 1949. As pesquisas produzidas
pela CAS se encontram nas mais diversas areas da ciéncia e tecnologia, desenvolvendo
trabalhos de tecnologias avancadas e relacionadas ao bem-estar da sociedade e do

desenvolvimento de industrias emergentes.

Dentre os grupos de pesquisa relacionados a busca estdo: Institute of Genetics and
Developmental Biology, Center for Microalgal Biotechnology and Biofuels, Shandong
Provincial Key Laboratory of Synthetic Biology, Qingdao Institute of Bioenergy and
Bioprocess Technology e Key Laboratory of Biofuels, Shandong Provincial Key Laboratory of
Energy Genetics, Qingdao Engineering Laboratory of Single Cell Oil.

O Brasil ¢ representado no ranking pela Universidade Federal do Rio Grande e pela
Universidade Federal de Santa Catarina. A Universidade do Rio Grande nasceu da
necessidade no meio século 20 de escolas de nivel superior no Rio Grande do Sul, visto que
havia uma grande evasdao de estudantes para outros centros de estudo. Dessa forma,
inicialmente foi criada a Escola de Engenharia de Rio Grande, devido ao elevado numero de
profissionais na area e parque industrial existente. Posteriormente foram criados os outros
cursos que consolidaram a Universidade do Rio Grande. A universidade tem como norte nas
pesquisas o estudo de ecossistema costeiro na busca da harmonia entre a sociedade e a
natureza. Dentre os grupos de pesquisa encontrados na busca estdo: Laboratorio de
Micotoxinas e Ciéncia de Alimentos, Laboratorio de Microbiologia e Bioquimica, Laboratério
de Engenharia Bioquimica, Laboratdrio de Operagdes Unitdrias. A Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC) possui sua sede na capital de Santa Catarina (Florianopolis). Fundada
em 18 de dezembro de 1960, com o objetivo de promover o ensino, a pesquisa € a extensao.
Atualmente ¢ constituida de aproximadamente 70 mil pessoas, entre técnicos-administrativos,
docentes, em Educacdo e estudantes de graduagdo, pds-graduagdo, ensino médio, fundamental
e bésico. Dentre os grupos de pesquisa estdo os departamentos: de Engenharia Quimica e
Engenharia de Alimentos, de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, de Ciéncias Farmacéuticas,

de Agqiiicultura.

Dentre as 10 principais revistas em que os artigos foram publicados a Marine Drugs
liderou o ranking com 19 publicacdes (Figura 9). Nas primeiras posigdes as revistas

relacionadas ao tema alga e microalga foram as prevalentes, seguidas do tema Biotecnologia,
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Ecossistemas e Sustentabilidade. Sendo que a revista relacionada diretamente ao tema de
Tecnologia Farmacéutica melhor colocada, a [International Journal of Phamacy and
Pharmaceutical Sciences, encontra-se em 34° lugar. Dessa forma, conclui-se que o cultivo de
microalga com finalidade farmacéutica ainda ndao ocupa as principais revistas da area de
atuacdo, provavelmente devido a se encontrar no inicio do desenvolvimento, no qual de forma
geral os extratos fitoterapicos sdo mais incidentes que os compostos ativos purificados destes
microrganismos. Todavia, a ocupagdo do primeiro lugar pela Marine Drugs, indica que a
ciéncia tem investido em descobertas de substancias bioativas advindas do meio aquatico, e
este seria um caminho promissor a comercializagdo de microalgas e seus produtos para fins

farmacéuticos.

Figura 9. Dez principais revistas cientificas contendo publica¢des de artigos em “microalgas e farmacéuticos”
Fonte: Elaboragdo propria a partir da busca na base Scopus® (2014- abril 2019)
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Dentre as areas de conhecimento de microalgas e farmacéuticos, os quatros principais
grupos encontrados foram Agricultura e Ciéncias Biologicas, Bioquimica, Biologia Genética e

Molecular, Ciéncia do Meio Ambiente e Engenharia Quimica (Figura 10).

Outro dado interessante disponivel na base Scopus ¢ referente aos 6rgdos de fomento
que patrocinaram as pesquisas envolvidas com microalgas e farmacéuticos. Como se pode
observar na Quadro 2, dois orgdos de fomento brasileiros se encontram entre os cinco
primeiros da lista, dado que demonstra o interesse publico no desenvolvimento deste tipo de

pesquisa, voltado para area da Biotecnologia Farmacéutica.
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Figura 10. Areas de conhecimento de artigos em que sdo aplicadas “microalgas e farmacéuticos”.
Fonte: Elaboragdo propria a partir da busca na base Scopus® (2014- abril 2019)
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Quadro 2. Ranking de 6rgaos de fomento responsaveis pelas pesquisas em “microalgas e farmacéuticos”
Fonte: Elaboragao propria a partir da busca na base Scopus® (2014- abril 2019)

1° Fundag@o para a Ciéncia e Portugal
Tecnologia (FCT)
2° National Natural Science China
Foundation of China
3° Conselho Nacional de Brasil
Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico (CNPq)
4° Coordenagdo de Brasil
Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior (CAPES)
5° European Commission Europa
6° National Science Foundation EUA
7° Consejo Nacional de Ciencia y Meéxico
Tecnologia
8° European Social Fund (ESF) Europa
9° Federacion Espafiola de Espanha
Enfermedades Raras (FEDER)
10° Ministry of Economic Affairs Holanda ou China




4.2.1.2 Analise Meso

Dentre os artigos selecionados para estudo, foram criadas seis taxonomias que
abordam os temas mais incidentes nos trabalhos. A Tabela 5 contém cada uma delas e os
conceitos que as definem. Deve-se ressaltar que um mesmo documento pode estar classificado

em mais de uma taxonomia.

Tabela 5. Listagem de taxonomias de nivel meso elaboradas e seus respectivos conceitos, a partir dos
artigos selecionados para o mapeamento tecnolégico de “microalgas e farmacéuticos”

. . Numero
Taxonomias Conceitos .
de artigos
Aplicagdo Diversos usos e aplicacdes de moléculas bioativas produzidas por 23
microalgas
Microrganismo Tipos de microalgas cultivadas para producdo de substancias bioativas 28
Produto Descri¢ao de produtos de microalgas com atividade biolégica 7
Dowstream Etapas do processo apés o cultivo para recuperagdo de compostos 22
bioativos
Técnicas de | Técnicas de analise dos produtos ¢ de testes de atividade bioldgica 19
analises e Testes
Condicdes de | Condigdes de cultivo que expressem os compostos bioativos 11
cultivo

4.2.1.3 Analise Micro

A selecdo dos artigos foi baseada na proximidade com o tema de aplicagdo de
microalgas para produgdo de compostos bioativos. Dentre os artigos analisados, na taxonomia
“Aplicacdo”, observou-se que a grande maioria abordava Antioxidante, tema relacionado a
tratamentos de rejuvenescimento facial de grande interesse nos dias atuais, e, em segundo
lugar, no Tratamento de cancer, doenga cujo historico de pacientes tem aumentado ao longo

dos anos, como se pode observar na Figura 11.

Nos artigos estudados referentes a aplicagdo em atividade antioxidante, o trabalho de
Wan e colaboradores (2019) avaliou a atividade antioxidante de extratos organico e aquoso de
C. vulgaris. Dentre os solventes que apresentaram melhor resultado, os solventes eutéticos de

base poliol (multiplas hidroxilas) apresentaram maior eficiéncia de extragdo e atividade
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antioxidante. Além disso, outro ponto positivo ¢ que este tipo de solvente propicia uma
extracdo mais sustentavel, j& que substitui os compostos de origem fossil pelos de origem

renovavel e minimiza as contaminag¢des no meio ambiente.

Feller e colaboradores (2018) avaliaram a atividade dos extratos por CO, supercritico e
n-butano subcritico de trés microalgas: Phaeodactylum tricornutum, Nannochloropsis oculata
e Porphyridium cruentum. Como conclusdo, os autores constataram que o CO; supercritico foi
seletivo na extracao de acido graxo saturado, e que o n-butano subcritico foi um excelente e
eficiente método para a extragdo dos acidos graxos poliinsaturados 6mega 3 e 6mega 6. Os

testes indicaram que os carotendides devem ser os compostos de maior atividade antioxidante.

No artigo de Zacaria e colaboradores (2017), estudou-se a extragdo de compostos
fenolicos por dgua subcritica da microalga Chlorella sp. e, por conseguinte foi testada a
capacidade antioxidante do extrato. Os resultados mostraram que a extragdo foi eficiente e que

a microalga pode ser utilizada como fonte natural de antioxidante.

Figura 11. Aplicagdes de substancias bioativas em estudo de “microalgas e farmacéuticos” em artigos
Fonte: Elaboragao propria a partir da busca na base Scopus® (2014- abril 2019)
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No que se refere aos artigos relacionados a atividade anti-cancer, o trabalho de El-Baz
e colaboradores (2017), estudou a atividade das microalgas H. pluvialis e D. salina em células
de cancer de cdlo, figado e seio. A fragdo rica em carotendides de H. pluvialis demostrou alta
citotoxicidade pelas cé¢lulas de cancer e colo, e moderada citotocixidade nos canceres de seio e
figado. Em relagdo a D. salina, seu extrato rico em carotendides mostrou leve atividade

citotoxica nas células de cancer em figado e seio.

O trabalho de Suh e colaboradores (2017) também avaliou a capacidade anticancer de
extrato de microalga, sendo que, nesse caso, utilizou-se uma espécie, ndo identificada pelo
autor, do género Botryidiopsidaceae, obtida proxima a King Sejong Station (62° 13" S, 58° 47’
W). A extragdo, nesse caso, foi realizada com etanol e exibiu consideravel atividade
anticancer na inibi¢do da invasao, proliferagdo e migragao, assim como a indu¢ao de apoptose
celular. Desta forma, o extrato etandlico de Botryidiopsidaceae sp. ¢ um promissor agente na

terapia anticancer.

Entre os resultados da busca realizada, observou-se a presenca de um artigo que trata
da produgdo de vacina a partir de microalga “Stable transformation of Spirulina (Arthrospira)
platensis: a promising microalga for production of edible vaccines” de Dehghani e
colaboradores (2018). O objetivo dos autores foi a inser¢ao de um plasmideo contendo genes
de interesse para expressao de proteinas terapéuticas, por intermédio de Agrobacterium em A.
platensis. Como resultado o artigo indica que a transferéncia genética ¢ eficiente, visto que
genes marcadores sd3o expressos, € que tal tecnologia possui um futuro promissor na area de
vacinas.

No que se refere a “Microrganismos”, foram citados, em ordem decrescente de
publicagdes: C. vulgaris, Chlorella sp., Dunaliella salina, Mychonastes sp., Porphyridium
cruentum,  Chlamydomonas reihardtii, Scenedesmus sp., Porphyridium purpuereum,
Nannochloropsis oculata, Arthrospira platensis, Botryococcus braunii, Nannochloropsis
gaditana, Scenedesmus subspicatus, Eustigmatos cf. polyphem, Tetraselmis chuii, Pavlova
lutheri, Nitzschia laevis, Phaeodactylum tricornutum, Botryidiopsidaceae sp., Tetraselmis
suecica, Amphora sp., Coccomyxa onubensis, Chlamydomonas sp., Nannochloropsis sp.,

Tetraselmis sp., Haematococcus pluvialis e Isochrysis galbana (Figura 12).
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Figura 12. Incidéncia de microalgas nos artigos envolvendo “microalgas e farmacéuticos”
Fonte: Elaboragdo propria a partir da busca na base Scopus® (2014- abril de 2019)
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Um estudo envolvendo secagem e extragdo de C. vulgaris foi aplicado na recuperacao
de compostos bioativos. O pré-tratamento de secagem mais promissor foi a liofilizacdao e o
melhor solvente aplicado na etapa de sonicag¢do foi a 4gua, enquanto o melhor solvente para
extragdo do material sem pré-tratamento foi o etanol. Técnicas de espectrometria nas regides
de UV e visivel, além de cromatografia liquida de alta eficiéncia, foram utilizadas para
determinagdo de carotenoides, clorofila e conteudo protéico. Como conclusao, o extrato que
passou por secagem e extragdo obteve o melhor resultado de atividade anti-radical

(STRAMARKOU et al., 2017).

Extratos de B. braunii e N. oculata foram estudados por Custodio e colaboradores
(2015), como inibidores de atividade de acetilcolinesterase (AChE), butirilcolinesterase

(BChE) e tirosinase (TYRO), e avaliados quanto a capacidade de atenuar o peroxido de
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hidrogénio que induz lesdo na linhagem celular dopaminérgica SH-SYS5Y. Em estudos
anteriores, o grupo ja havia verificado a capacidade antioxidante de compostos fenolicos e de
acidos graxos, e, em ambas as espécies, tais compostos e acidos graxos poliinsaturados foram
verificados. Dentre os resultados, com excecdo do extrato em acetona de B. braunii ¢ do
extrato aquoso de N. oculata, todas as amostras inibiram a AChE, especialmente o extrato em

hexano da N. oculata.

O extrato da microalga D. salina foi testado em células de carcinoma escamoso oral
humano KB, atuando de forma anti-proliferativa, anti-inflamatéria e pré-apoptdtica. Como
resultado da andlise fitoquimica da microalga, verificou-se a presenca de diferentes tipos de
carotenoides, dentre os quais, alfa caroteno, luteina e zeaxantina. Em relagdo a atividade
anticarcinogénica, o extrato demonstrou eficacia, visto que inibiu a atividade anti-proliferativa
das células cancerosas, além de regular negativamente a expressdo da proteina relacionada a
atividade anti-inflamatéria. Por fim, verificou-se que o extrato ¢ capaz de induzir a apoptose

das células cancerosas (CHIU et al., 2017).

Ja em relagdo a taxonomia “Produto”, as substancias elucidadas como bioativas foram
os acidos graxos icosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3) e docosahexaenoico (DHA, 22:6 n-3),
carotendides (B-caroteno, fucoxantina, astaxantina), no artigo “Marine microalgae used as
food supplements and their implication in preventing cardiovascular diseases” (MIMOUNI et
al., 2015), e dmega 3, no artigo “Eicosapentaenoic acid from Porphyridium cruentum:
Increasing growth and productivity of microalgae for pharmaceutical products”
(ASGHARPOUR et al., 2015). Além disso, a produ¢do de polifendis com agdo antioxidante
foi estudada por Wan e colaboradores (2019) em “Polyol-based deep eutectic solvents for
extraction of natural polyphenolic antioxidants from Chlorella vulgaris”, e a produgdo de
xantina, também com acao antioxidante, por Wang e colaboradores (2018) em “Optimum
Production Conditions, Purification, Identification, and Antioxidant Activity of Violaxanthin
from Microalga Eustigmatos cf- polyphem (Eustigmatophyceae)”. As substancias
fucoxantinol e fucoxantina com aplicacdo farmacéutica foram estudadas por Sun e
colaboradores (2018): “A novel strategy for isolation and purification of fucoxanthinol and
fucoxanthin from the diatom Nitzschia laevis”. Por fim, dois outros produtos foram verificados
sendo eles a vacina oral, obtida a partir de A. platensis, por Dehghani e colaboradores (2018) e
a capsula de microalga com secagem por spray-drying, em “Microencapsulation of algal

biomass (Tetraselmis chuii) by spray-drying using different encapsulation materials for better
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preservation of betacarotene and antioxidant compounds”, estudo de Bonilla-Ahumada,

Khandual e Lugo-Cervantes (2018).

No que se refere a Taxonomia “Downstream”, a mais utilizada foi a extracdo com
solventes organicos, dentre os quais, metanol, acetona, etanol, hexano, dietil éter, cloroférmio
e diclorometano (Figura 13). Em segundo lugar, a extragdo com agua, seja em temperatura
ambiente ou em ebulicdo, surge em uma vertente bastante presente nos dias atuais, no que se

refere aos conceitos de Quimica Verde.

Como “Técnicas de Analises e Testes”, verificou-se que técnicas de cromatografia
foram as mais incidentes nos trabalhos, seja cromatografia em camada delgada ou mesmo a
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Além disso, técnicas como PCR em tempo real e
testes de atividade bioldgica contra células cancerosas, radicais livres e microrganismos. Em
relacdo a “Condicao de cultivo”, um ter¢co dos artigos, principalmente os mais recentes,
apresentaram as condi¢des de cultivo aplicadas, sendo que dois deles descreveram a
comparacao entre as variagoes aplicadas no cultivo para expressdao do produto de interesse. O
artigo “Ficosapentaenoic acid from Porphyridium cruentum: Increasing growth and
productivity of microalgae for pharmaceutical products™ descreveu as variaveis temperatura,
irradiancia e concentracao de nitrato como de interesse na expressao da substancia bioativa na
microalga Porphyridium cruentum (ASGHARPOUR et al., 2015). Portanto observa-se uma
mudanga no perfil de trabalhos, que, em anos anteriores, reportavam apenas os métodos de
extragdo e de atividade biologica de microalgas, enquanto nos mais recentes, observa-se,
também, como enfoque, as etapas de cultivo celular. Esse resultado pode ser explicado pelo
interesse em modificar as condi¢des de cultivo, a fim de induzir a maior expressao de classes
de substincias com atividade biologica, gerando extratos com substancias biologicamente

ativas mais concentradas.
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Figura 13. Técnicas de Downstream na recuperagdo de produtos de microalgas com atividade biologica em

artigos. Fonte: Elaboragao propria a partir da busca na base Scopus® (2014- abril 2019)

B Extragdo com solvente
organico

M Extragdo com agua

4%

4%

H Tratamento enzimatico

B Spray Dryer
7%
48%

M Hidrolisado proteico
7%

W Transformacgdo via A.
tumefaciens

¥ Encapsulamento em
maltodextrina, goma ardbica
ou gelatina

W CO2 supercritico (SC-CO2) e
n-butano supercritico (SFAs)

De forma geral o mapeamento de artigos indicou que, no tocante a extracao, o uso de
solvente organico foi o mais aplicado e, em relacdo a “Aplicagdes”, o uso como antioxidante
correspondeu a mais de 40% dos documentos, fato que pode ser explicado pelo interesse
global em tratamentos que retardem o envelhecimento. Outro resultado importante foi o uso
de microalgas do género Chlorella na grande maioria das publica¢des, o que norteou, no
presente trabalho, o cultivo da a cepa de C. vulgaris e a avaliacdo de seu extrato como

antiviral.
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4.2.2 Mapeamento de patentes relacionadas a microalgas e farmacéuticos

4.2.2.1 Analise Macro

Inicialmente, somente para fazer uma primeira andlise do panorama das patentes
publicadas envolvendo microalgas e farmacéuticos, foi realizada uma busca na plataforma
PATENT INSPIRATION® (http://www.patentinspiration.com/). Utilizou-se o termo
“microalgae and pharmaceutical” e, como restricdes, selecionou-se a busca em titulos e
resumo, e exibi¢do dos resultados de patentes concedidas e solicitadas nos ultimos cinco anos
ao redor do mundo. A partir do mapa da Figura 14 pode-se observar que os inventores das
patentes (concedidas e solicitadas) em microalgas e farmacéuticos estdo centralizados no
hemisfério norte, especificamente nos Estados Unidos, Espanha, Franga, China, India, J apao,
Marrocos, Bulgaria, Moldavia e Coréia do Sul. No entanto, em relacdo as patentes
efetivamente concedidas, apenas encontrou-se nos paises: Coréia do Sul (cinco), Moldavia

(quatro), China (um) e Bulgaria (um).

Figura 14. Paises aos quais pertencem os inventores de patentes (concedidas e solicitadas) relacionadas a
“microalgas e farmacéuticos” nos ultimos cinco anos
Fonte: PATENT INSPIRATION® (Abril, 2019)
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Um segundo dado da base PATENT INSPIRATION® revelou o niimero de patentes
por ano nos ultimos cinco anos, como pode-se observar na Figura 15. Percebe-se que no ano
de 2015 houve a maior publicagdao de patentes, um total de 17, enquanto no ano anterior, em
2014, constatou-se o valor minimo do intervalo, cinco patentes, excluindo o dado de 2019 que
ainda ndo completou 12 meses. Em relagdo somente as patentes concedidas, o perfil foi
praticamente o mesmo, todavia, o numero ao ano foi reduzido, sendo quatro em 2015, dois em

2014,2016 € 2017, e uma em 2018 e 2019.

Figura 15. Incidéncia de patentes (concedidas e solicitadas) relacionadas a “microalgas e
farmacéuticos” por ano no intervalo dos cinco ultimos anos
Fonte: Patent Inspiration® (Abril, 2019)
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A terceira fase da pesquisa realizada visou investigar os principais autores envolvidos
na publicagdo das patentes concedidas e solicitadas. Dentre os principais nomes na publicagdo
de patentes concedidas, o pesquisador Victor Salaru se destaca, principalmente, em pesquisas
voltadas a proteinas, lipideos e carboidratos nas areas Farmacéutica e Alimenticia. Salaru ¢
professor e pesquisador da Universitatea de Stat din Moldova, e, recentemente, foi um dos
representantes de sua universidade no Saldo Internacional de Pesquisa, Inovacdo e Invengdo

"Pro-Invent 2019, no qual receberam trés medalhas de ouro.

No que se refere as buscas em patentes solicitadas, o pesquisador Eric Marechal foi o
grande destaque. Marechal ¢ diretor de pesquisa do Centre National de La Recherche

Scientifique (CNRS), Laboratdrio de Fisiologia Celular e Vegetal (LPCV), no qual lidera com
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Juliette Jouhet a equipe "Biogénese, dinamica e homeostase de lipidios de membrana". Eric é
associado de Ciéncias Naturais, e realizou seu trabalho de tese de 1991 a 1994 na
Universidade Joseph Fourier, sob a dire¢do de Jacques Joyard. Posteriormente, completou
uma bolsa de pos-doutorado na Universidade Rockefeller, em Nova York, EUA, no
laboratorio do Professor Nam-Hai Chua, antes de ser chamado para trabalhar no CNRS em
1998. A pesquisa que desenvolve se concentra no metabolismo dos lipideos da membrana de
células vegetais, metabolismo denominado como muito original devido a presenca de uma

unica organela, o plastidio, e de lipidios ausentes em cé¢lulas animais, galactolipideos.

Por fim, buscou-se levantar os principais Centros de Pesquisa envolvidos no tema. Em
relagcdo as patentes concedidas, a Universidade do Estado da Moldavia (Universitatea de Stat
din Moldova) foi o grande destaque. Fundada em 1 de outubro de 1946, com o nome inicial
da Universidade Estadual de Chisinau, localiza-se em Chisinau, Moldavia. O estabelecimento
da universidade foi um momento importante para o desenvolvimento e consolida¢do do ensino
superior no pais. Os graduados universitirios estdo entre as principais figuras da ciéncia
contemporanea, e sao fundadores de escolas cientificas: I. Gohberg 1. Bersuker A. Andries, S.
Radautan, V. Moskalenko, S. Moskalenko. Em relagdo as patentes solicitadas, o Centro
Nacional Francés de Pesquisa Cientifica (CENTRE NAT RECH SCIENT) ¢ considerado como
a maior organizagdo de pesquisa governamental na Francae a maior agéncia cientifica

fundamental na Europa.

4.2.2.2 Analise Meso

Assim como no caso da analise de artigos, foram utilizadas as seis taxonomias listadas
para a analise de patentes, ou seja, ndo houve alteracdo de perfil de taxonomias, todavia, o

numero de publicacdes foi diferente, como se pode observar na Tabela 6.
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Tabela 6. Listagem de taxonomias meso elaboradas e o niimero de patentes (concedidas e
solicitadas) correspondentes ao mapeamento tecnologico de “microalgas e farmacéuticos”
(1988- Abril de 2019)

Taxonomias Nuimero de patentes
Aplicacao 15
Microrganismo 11
Produto 8
Dowstream 10
Técnicas de analises e Testes 9
Condig¢des de cultivo 5

4.2.2.3 Analise Micro

Dentre as patentes analisadas, se observou que estudos voltados a Atividade
Imunoestimulante, que visa a preven¢do de infec¢des, Atividade Antioxidante, envolvida no
rejuvenescimento facial, e Tratamento de Cancer, cujos casos vém aumentando ao longo dos

anos, foram os mais presentes nas patentes, como se pode observar na Figura 16.

No que se refere a produ¢do de imunoestimuladores, a patente de Pasco e Pugh, da
Universidade do Mississipi, em 2010 depositada na USPTO, investigou a atividade
antiinflamatéria das microalgas 4. platensis, C. pyrenoidosa, A. flos-aquae, H. pluvialis e F.
vesiculosis (macroalga), e verificou-se que, em todas, hd alta concentragdo de melanina e
polissacarideos, que estimulam o sistema imunoldgico. Além disso, na patente de 2004 de
Roevik e Jorunn, na base ESPACENET, desenvolveu-se um estudo de atividade estimulante
de extratos de microalgas. Constatou-se que os agucares das microalgas avaliadas foram
capazes de combater provocadas por microrganismos patogénicos, e, dessa forma, poderiam

ser utilizados como compostos farmacéuticos.
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Figura 16. Areas de aplicagdo verificadas na analise micro das patentes (concedidas e solicitas) relacionadas a
“microalgas e farmacéuticos”
Fonte: Elaboragdo propria a partir da busca nas bases USPTO® e ESPACENET® (1988- Abril de 2019)
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Os peptideos da microalga P. lutheri foram avaliados como ingredientes ativos na agao
preventiva e de tratamento de cancer. Dessa forma, foi realizada uma separagdo da fracao
peptidica do meio em que a microalga foi cultivada e foram avaliados os efeitos de
citotoxicidade, atividade na producdo de metaloproteinases da matriz extracelular (MMP) e
inibicao de migragao celular, a fim de avaliar a compatibilidade do extrato com as células de
futuros pacientes. Essa patente foi depositada na base ESPACENET em 2015 (KYO et al.,
2015). J& a patente de Halling e Yuhas, depositada na base USPTO em 1995, descreveu um
método capaz de matar células tumorais de mamiferos de forma a inibir a conversdo
enzimatica do protoporfirinogénio em protoporfirina IX pela protoporfirinogénio oxidase nas

células, causando um actimulo de protoporfirina IX nas células. A producdo de protoporfirina
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IX pode ser obtida pelo cultivo de microalgas eucaridticas, na presenga de um inibidor de

protoporfirinogénio oxidase.

A aplicacdo do derivado de microalga fucoxantina como antioxidante foi verificada
nas patentes “Improved process for producing fucoxanthin and/or polysaccharides from
microalgae” da empresa ALGAHEALTH® (AYALON, 2018), ¢ “Extract from microalgae
comprising fucoxanthin, fucoxanthinol and fatty acids, process for its production and
applications thereof” da empresa GREENALTECH® (XAVIER et al., 2015). Dentre as cepas
utilizadas, se encontram Phaeodactykum sp., Isochrysis sp., Amphora sp., Naviculla lensi,

Naviculla incerta e Chaeotocerous sp (AYALON, 2018).

No caso de aplicagdo como suplemento alimentar, foi avaliada a restricdo de nitrogénio
no cultivo de microalga da classe Dianophiceae em um fermentador aerdbico, a fim de induzir
a expressao de 20% de acido docosahexaenoico (DHA) dentre os triglicerideos presentes no
extrato. Essa patente foi depositada na base USPTO em 1996, pelo Martek Biosciences
Corporation® (Columbia, MD) (KYLE, REEB e SICOTTE, 1996). A empresa citada, Martek
Biosciences Corporation®, ¢ integrante da Royal DSM NV®, pautada na produgdo de
suplementos nutricionais de fungos e microalgas cultivados, e estd lotada em Columbia,
Maryland, EUA. Dentre os principais produtos da empresa, se encontra o acido

docosahexaendico (DHA), acido graxo dmega-3 poliinsaturado.

No que se refere a aplicacdo de produto com atividade anti-lipolitica, o extrato da
microalga Dysmorphococcus globosus foi proposto como ingrediente na composicao de
cosméticos e farmacéuticos de forma a atuar no tratamento de adiposes. A patente referida foi
depositada na base ESPACENET em 2013, cujos inventores sdo da SOLIANCE®, Franca
(ROMAIN et al., 2013).
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Figura 17. Técnicas de Downstream na recuperagdo de produtos de microalgas com atividade biologica em
patentes (concedidas e solicitadas). Fonte: Elaboragio propria a partir da busca nas bases USPTO® e
ESPACENET® (1988-Abril de 2019)
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No que se refere a taxonomia “Downstream”, o principal método para recuperagao do
produto de interesse foi a extragdo por solvente orgdnico € a extracdo com agua, seja em
temperatura ambiente ou de ebuli¢do (Figura 17). Um exemplo de patente que aplicou a
extragdo com solvente organico em etapas downstream foi publicada por MOROCCAN
FOUNDATION FOR ADVANCED SCIENCE, INNOVATION & RESEARCH, a qual teve
como objetivo uma formulagdo para tratamento de acne utilizando extrato de microalgas,
dentre elas Nannochloropsis, Dunaliella e Isochrysis genera (MERGHOUB, WAHBY E
AINANE, 2015). Em relagdo a taxonomia “Técnicas de Analise e Testes”, foi verificado, em
sua maioria, o uso de técnicas cromatograficas, desde cromatografia em camada delgada a
cromatografia liquida de alta eficiéncia e, além disso, diversos testes foram descritos, de
acordo com a atividade em foco, como contra radicais livres e anti-bactericida. Em

“Condigdes de Cultivo”, um ter¢o das patentes apresentou as condigdes utilizadas no
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processo, nas quais se aplicou condigdes de estresse para a expressdo do metabdlito de

interesse.

2

Figura 18. Géneros de microalgas descritos nas patentes do mapeamento de “microalgas e farmacéuticos”.
Fonte: Elaboragdo propria a partir da busca nas bases USPTO® e ESPACENET® (1988- Abril de 2019)
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Os dois géneros de maior contribuicdo para as patentes em andlise, como se pode
observar na Figura 18, foram Naviculla, relacionado a produgdo de composto com atividade
antioxidante (AYALON, 2018), e Haematococcus, que foi descrito em patentes, cujo objetivo
foi o tratamento de doenga renal (JIANGUO et al., 2013), e na produgdo de base para farmaco
de via oral em forma de pastilha (NANGAIL GUOYOU E SHENGFANG, 2015).

Em suma, o mapeamento de patentes indicou que o uso de solvente organico foi o mais
aplicado, assim como verificado nos artigos. Em relacdo a “Aplicacdo”, o uso como
imunoestimulante, antioxidante e no tratamento de cancer foram os mais incidentes. No que se
refere aos géneros de microalgas descritos na busca, verificou-se, como maioria, Naviculla e
Haematococcus, sendo que H. pluvialis uma das cepas utilizadas no presente projeto para

avaliacdo antiviral.
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4.2.3 O mercado de microalgas e farmacéuticos

A partir de uma busca na base “Patent Inspiration”, foi gerado um arquivo com as 10
principais empresas relacionadas as palavras-chave “microalgae” e “pharmaceutical”, e estas
foram listadas com suas respectivas origem, descri¢des e produtos, que se encontram em fase
de pesquisa ou ja sdo comercializados, nos Quadros 3a e 3b. O fato de as empresas listadas,
dentre as quais, a AlgaHealth® e a FitoplanctonMarino®®, comercializarem produtos de
origem microalgal com atividade biologica indica um resultado mercadoldgico importante,
visto que indica alta capacidade de insercdo de extratos de microalgas aplicados a Saude

Humana, que ¢ o foco do presente trabalho.

No Brasil, um dos destaques relacionados as microalgas e aos produtos com atividade
biologica ¢ a empresa Algae Biotecnologia® que desenvolve solugdes tecnologicas no cultivo
de microalgas para diversos fins. Dentre as areas de aplicacdo tem-se: Tratamento de
Efluentes, Nutricdo animal, Biocombustiveis, fixagdo de CO,, e assim como o presente
trabalho, a Saude Humana. A empresa investe em forte sistema de pesquisa e
desenvolvimento em parceria com universidades e de forma rapida aplica a migracao de
escala laboratorial para industrial. Os parceiros académicos pertencem as universidades

UFSCar em Araras e Sdao Paulo, UFSM em Santa Maria, Rio Grande do Sul, UFC no Ceara.

Figura 19. Planta industrial da empresa brasileira Algae Biotecnologia
Fonte: Pagina eletrénica Algae Biotecnologia®™
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Quadro 3a. Principais empresas que apresentam pesquisas ou produtos comerciais relacionados a
“microalgas e farmacéuticos”. Fonte: Plataforma PATENT INSPIRATION®

Empresa Descricao Produtos Pais
ALGAHEALTH . -
Empresa biotecnoldgica que representa o
futuro da aquacultura marinha e fonte de
fucoxantina e polissacarideos. Com seu .
. . ) Fucoxantina Israel
método inovador para o cultivo de
HEALTH microalgas no interior e novas cepas de
microalgas.
COMMISSARIAT
ENERGIE Organizacdo publica de pesquisa que
ATOMIQUE trabalha no campo das energias de baixo
carbono, ¢ em pesquisas basicas e .
aplicadas em outras areas: defesa, Néo divulgado Franca
tecnologia da informacao, saude e ciéncias
da vida.

BIOTECHMARINE

Empresa de biotecnologia que concentra 1 ecnologia de cultivo

seus esfor¢os em inovagdo, seguranca, CELEBRITY Franga
eficacia, desenvolvimento sustentavel e

Biotec preservagdo da biodiversidade.

Marine

FITOPLANCTON
MARINO Empresa que desenvolve produtos a partir Dermalgae®,
de microalgas e elementos funcionais para Rejuvasea®, Plancton
dos d cult iologi Marino Veta 1 Espanha
B ritoplancitl os mercados deaquicultura, aquiriologia, arino Veta la
marino cosméticos, satide e nutrigdo

Palma®

FMC CORPORATION Empresa quimica que produz substancias

para o controle de pragas, plantas daninhas ~ Ally®, Aurora® ,
;Mc e doengas em culturas como soja, milho,

Gamit®, Profit®, %ﬁggs
algoddo, cana-de-agtcar, arroz, frutas, Accurate®
hortaligas, café, fumo.
OIL AND NATURAL
GAS CORP LTD
sitearsfteft Empresa petrolifera multinacional indiana, Néo divulgado india
g@ pertencente ao governo.

| onGec
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Quadro 3b. Principais empresas que apresentam pesquisas ou produtos comerciais relacionados a microalgas
¢ farmacéuticos. Fonte: Plataforma PATENT INSPIRATION® (Continuagdo)

Empresa Descricio Produtos Pais
PHYCO BIOTECH Empresa de biotecnologia que Allophycocyanin
produz e comercializa produtos (APC), Crosslinked
§ farmacéuticos: suplementos Allophycocyanin
I:) H YC o alimentares naturais inovadores para (AP C'XL), C- Franca
(4 BIOTECH fins terapéuticos, assim como Phycocyanin ((;'P 0,
cosméticos organicos. R-Phycoerythrin (R-
PE) e B-Phycoerythrin
(B-PE)
SOC
D'EXPLOITATION
DE PRODUITS POUR Empresa de tecnologia atenta a
LES IND CHIMIQUES  cuidados com o meio ambiente
SEPPIC atuante nas é'reas de Sosm@'ticos, MONTANOX®, Franca
nutrlga(z, a.hmentagao animal, SEPINEO DERM® ¢
farmacéuticos, dentre outros.
SUNCHEON RES CT
FOR NATURAL . .
MEDICINES Cen.tro de pesquisa em Néo divulgado Republlfa da
medicamentos naturais. Coré¢ia
SOFARMA AD Uma das principais empresas
farmacéuticas na Bulgaria, destaque
[%] sopharma@) na fabricacdo de medicamentos de ) .
PHARMACEUTICALS alta qualidade, pesquisa e Carsil, Tempalgin e Bulgéria
desenvolvimento e responsabilidade Nivalin

social.
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Capitulo 5

5S PESQUISA EXPERIMENTAL

5.1 PLANEJAMENTO DOS EXPERIMENTOS A PARTIR DO MAPEAMENTO
TECNOLOGICO

A partir dos resultados do mapeamento tecnologico, pode-se observar que, no periodo
aplicado na analise, trabalhos relacionados as microalgas e aos fArmacos aplicados a atividade
antiviral sdo menos incidentes, quando comparados aos aplicados no tratamento de cancer,
atividade antioxidante e imunoestimulante, mais incidentes na taxonomia “Aplica¢do”. Dessa
forma, buscou-se outros trabalhos na literatura que indicassem atividade antiviral a partir de
microalgas. Foi possivel, entdo, selecionar as melhores “Condi¢des de Cultivo” para
expressao do antiviral, com excecdo de 4. maxima que, no artigo que indicava atividade
antiviral, ndo apresentava os dados de cultivo. Portanto, utilizou-se condi¢des aplicadas pelo
grupo do laboratério de Estudos Aplicados em Fotossintese, descritas no trabalho de Lara e
Demarque, 2017 (SANTOYO et al., 2012 e 2010; PASQUET et al., 2011; HERNANDEZ-
CORONA et al., 2002).

A escolha das cepas 4. maxima, C. vulgaris, D. salina e H. pluvilias, foi baseada na
listagem do mapeamento tecnologico, na taxonomia “Microrganismos”, € na disponibilidade
de indculo para o cultivo no laboratorio. No que se refere as etapas de “Downstream”, o
mapeamento indicou que a extragdo por solvente organico ou por agua foi mais incidente nos
trabalhos estudados. Dessa forma, foi aplicado este método para obtengdo de extratos, que

foram testados e caracterizados de forma preliminar.

Em relagdo as “Técnicas de Andlises e Testes”, a Cromatografia, mais incidente nos
trabalhos do mapeamento, foi uma das técnicas aplicadas no presente trabalho para
caracterizacdo preliminar, além da Ressonancia Magnética Nuclear de IH, e, para os Testes,
avaliou-se a Citotoxicidade, citada nos trabalhos do mapeamento, e efetivamente o Teste de

atividade antiviral contra o virus Mayaro.

5.2 MATERIAIS E METODOS

69



O presente topico busca detalhar os procedimentos e métodos experimentais utilizados
no projeto, que consiste em selecdo das cepas, etapas de cultivo, separagdo, estocagem,
extragdo, testes de viabilidade e de antividade antiviral, ¢ técnicas de caracterizacao, como

indicados no diagrama de blocos da Figura 20.

Figura 20. Diagrama de blocos de etapas experimentais realizadas no trabalho

[Selegio das cepas | Cultivo ] »| Centrifugagdo ]
I

v v
( N\ ( 1\
Secagem Congelamento
(. J (. J
v v
( N\ ( N 1\
Extragdo Extragdo
(. J (. J
v v
. . . A ( ~ A
Citotoxicidade Rotaepavoragdo
(. J (. J
S ——
Teste anti-MAYV Cromatografia
em camada delgada
. J (. J
v
4 N B N\
Ressonancia
magnética nuclear )

5.1.1 Sele¢do das cepas

A elaboracao do trabalho contou com o uso das cepas 4. maxima (LEAF046), C.
vulgaris (LEAF749), D. salina (LEAF754), integrantes da Cole¢do de Microalgas do
Laboratorio de Estudos Aplicados em Fotossintese (CMLEAF), do Instituto de Quimica da
Universidade Federal do Rio de Janeiro e, H. pluvialis, que foi adquirida da Colegdo de

Microalgas Elizabeth Aidar, da Universidade Federal Fluminense (Figura 21).
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Figura 21. Imagens de A: A. maxima, B: C. vulgaris, C: D. salina , D: H. pluvialis. Fonte: UTEX.
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5.2.2 Meios de cultura

A microalga 4. maxima foi cultivada em meio de cultura AO (AIBA E OGAWA,
1977; SCHLOSSER, 1994), constituido de 4gua destilada enriquecida com sais, vitaminas e
metais conforme descrito na Tabela 7 (LARA E DEMARQUE, 2017). No preparo das
solugdes estoque foi utilizada dgua destilada esterilizada. A solu¢do de cianocobalamina
(vitamina B12) foi filtrada em membrana de acetato de celulose de 0,22 um de poro (MFS®)
para a remoc¢do de microrganismos como bactérias, fungos e esporos, em sistema totalmente
estéril e estocada em geladeira. Ja as solugdes I, II e III sdo esterelizadas por autoclavacio a
121°C por 30 min, sendo as solucdes II e III autoclavadas juntas e a I separadamente. Depois
de autoclavadas, as duas solugdes foram combinadas assepticamente. A essa solucdo
combinada, adicionou-se 1mL/L de vitamina B12, por fim, o volume final foi alcangado

adicionando agua destilada esterilizada, quando necessario.

No caso de C. vulgaris e H. pluvialis, o cultivo foi realizado em meio Bold’s Basal
Médium - BBM (BISCHOFF e BOLD, 1963), modificado com enriquecimento de NaNO;
(0,75 g/L) (Tabela 8) (SANTOYO et al., 2010 e 2012). As solu¢des foram preparadas com
agua destilada, filtradas & vdcuo em membrana de 0,22 pm de poro (MFS®) e,
posteriormente, autoclavadas a 121°C por 30 minutos. Foram adicionados os volumes
correspondentes de cada solucdo de nutrientes na dgua destilada filtrada em membrana 0,22

um de poro (MFS®) e autoclavada, para obtencdo da concentragao prevista no meio.

71



Tabela 7. Concentragdes finais dos constituintes do meio de cultura AO para cultivo de 4. maxima
(AIBA E OGAWA, 1977; SCHLOSSER, 1994). Traduzido e modificado d¢ ANDERSEN (2005)

Componentes Volume da Solucio Dé’:)slil:)eu Conce(nl\t/[r:lg:”:‘()) Final
Solugdo I 500 mL - -
NaHCO; - 13,61g 1,62 x 107!
Na,CO; - 403 g 3,80 x 107
K,HPO, - 0,50 g 2,87 x 107
Solugdo II 500 mL - -
NaNO, - 25¢g 2,94x 107
K,SO, - 10g 574x 107
NaCl - 10g 1,71 x 107
MgS0,.7H,0 - 02¢g 8,11x10™
CaCl,.2H,0 - 0,04 g 2,72x 10™
FeS0,.7H,0 - 0,01 g 3,60x 107
Na,EDTA.2H,0 - 0,08 g 2,15x 10™
Solugdo elementos trago - 1 mL -
Elementos traco Solugdo Ilis(t)o)qlle (/L Dé?)slzi;:)eu Concentracio Final (M)
Solugao III
Na,EDTA.2H,0 - 08¢g 2,15x 10
FeS0,.7H,0 - 0,7¢g 2,52x 10°
ZnS0,.7H,0 1,0 1 mL 3,48x 107
MnSO,. 7H,0 2,0 1 mL 8,97x 107
H;BO; 10,0 1 mL 1,62x 107
Co(NO;),.6H,0 1,0 1 mL 3,44 x 107
Na,Mo00,.2H,0 1,0 1 mL 4,13 x10”
CuS0,.5H,0 0,005 1 mL 2,00x 107"
Vitaminas - Massa Concentracio Final (M)

Cianocobalamina (B12) - 5mg 3,69x 107




Tabela 8. Concentracdes finais dos constituintes do meio de cultura BBM para cultivo de C. vulgaris e
H. pluvialis (Bold’s Basal Médium — BOLD 1949; BISCHOFF E BOLD 1963). Traduzido e
modificado de ANDERSEN (2005)

Componentes Volum(i da Concentracao Solucao Concentracao Final
Solucao Estoque (g/L) (Molar)
Macronutrientes 60 mL - -
NaNO; 10 mL 75,00 2,94x 107
CaCl,.2H,0 10 mL 2,50 1,70 x 10™
MgS0,.7H,0 10 mL 7,50 3,04x 10
K,HPO, 10 mL 7,50 431x10™
KH,PO, 10 mL 17,50 1,29 x 10°°
NaCl 10 mL 2,50 428x10*
Solug:a;)E Srlllelna de 1 mL ) )
EDTA - 50,00 1,71 x 10™
KOH - 31,00 553x 10
ey I : :
FeS0,.7H,0 - 4,98 1,79 x 107
H,S0, 1 mL - .
Solucio de Boro 1 mL - -
H;BO; - 11,42 1,85x 10™
Solucio de metais traco 1 mL - -
ZnS0,.7H,0 - 8,82 3,07x 107
MnCl,.4H,0 - 1,44 7,28 x10°
MoO; - 0,71 4,93x10°
CuS0,.5H,0 - 1,57 6,29 x 10
Co(NO;),.6H,0 - 0,49 1,68 x 10°

O cultivo de D. salina foi realizado em meio SHAISH (SHAISH, BEN-AMOTZ E
AVRON, 1992). As solugdes descritas na Tabela 9 foram preparadas com agua destilada,
filtradas em membrana 0,22 pm de poro (MFS®) e autoclavadas a 121°C durante 30 min.
Foram adicionados os volumes correspondentes de cada solugdo de nutrientes na agua
destilada filtrada em membrana 0,22 pm de poro (MFS®) e autoclavada, para obtengdo da

concentragdo prevista no meio.
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Tabela 9. Concentragdes finais dos constituintes do meio de cultura SHAISH modificado para cultivo
de D. salina. Traduzido e modificado de SHAISH, BEN-AMOTZ e AVRON (1992)

Componentes Volume~ da Concentrac¢iao Solucio Concentragao Final
Solu¢io Estoque (g/L) (M)
Solugio 1 666 mL - -
NaCl - 87,00 0,99
Solugio 2 100 mL - -
KH,PO, - 0,27 0,02
NaHCO; - 42,00 0,05
Solucio 3 10 mL - -
NaNO; - 42,50 0,1
KCl - 37,27 0,1
Na,SO, - 71,00 0,49 x 10
MgCl, 6 H,0 - 101,60 0,1
CaCl, 2 H,0 - 221,95 0,3
Solucao 4 10 mL - -
FeCl; - 0,03 0,39 x 10
EDTA - 0,15 0,01x 107
Solugao 5 10 mL - -
MnCl,.4H,0 - 0,20 0,20 x 107
CuCl,.2H,0 - 0,02 0,20 x 10™
ZnS04.7H,0 - 0,02 0,11x 10
CoCI2.6H,0 - 0,02 0,20 x 10™
(NH,)gM0,0,4.4H,0 - 0,12 0,20 x 10

Para C. vulgaris, D. salina e H. pluvialis, que foram acessadas diretamente das
colecdes de cultivo, foi necessaria uma etapa de aclimatagdo de aproximadamente 1 més
dessas células as novas condi¢des de cultivo. O cultivo de 4. maxima foi realizado a partir da

cepa que ja estava aclimatada em cultivo, no laboratorio.

5.2.3 Condicoes de cultivo e avaliacdo do crescimento celular

A Tabela 10 indica as condi¢des de cultivo, Temperatura, Irradidncia, Fotoperiodo e
Agitagdo/Aeracdo, aplicadas para cada cepa de microalga (LARA E DEMARQUE, 2017,
SANTOYO et al., 2010 e 2012, PASQUET et al., 2011). Todos os cultivos foram realizados
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em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 250 mL de meio de cultura e densidade oOptica
inicial de 0,1 em 750 nm (Shimadzu, UV-1800). Lampadas fluorescentes, dispostas
verticalmente (Phillips 42W, luz branca), foram utilizadas e a densidade de fluxo de fétons foi
medida na superficie externa dos frascos por meio de um sensor quantico LI-190B acoplado a
um integrador radiométrico LI-250A (Li-Cor Inc.,USA). As culturas foram aeradas com a
mistura atmosférica filtrada em algodao através do uso de compressores de ar para aquario

(vazao de saida do compressor: 3,5 L / min).

Tabela 10. CondigGes de cultivo de microalgas para gerag@o de biomassa (LARA E DEMARQUE, 2017,
SANTOYO et al., 2010 ¢ 2012, PASQUET et al., 2011)

Microalga Temperatura Irradiancia (umols de Fotoperiodo Agitacdo/Aeragao
(°O) fotons.m™.s™") Claro:Escuro (h:h)
A. maxima 30+£2 120 12:12 Orbital 156 rpm
C. vulgaris 30+£2 80 16:8 Borbulhamento de
ar
D. salina 20+£2 180 Luz constante Borbulhamento de
ar
H. pluvialis 30+£2 80 16:8 Borbulhamento de

ar

O crescimento celular de A. maxima, C.vulgaris, D. salina e H. pluvialis foi
acompanhado por 16, 24, 21 e 20 dias, respectivamente, mediante leitura da densidade optica
(DO) a 750 nm (Shimadzu, UV-1800), periodo que abrange a fase estacionaria de
crescimento. Diariamente, aliquotas, contendo 3,0 mL foram recolhidas para leitura da DO e,
a partir dos valores de DO obtidos foram calculadas as taxas especificas de crescimento para
todas as células. Esse calculo foi feito por meio da aplicagdo da funcdo logaritmica natural
sobre o valor da DO, na fase exponencial de crescimento de trés experimentos independentes.
Esses valores foram entdo utilizados para a obtencdo dos coeficientes angulares, sendo a

g , . - . ~
média desses o valor da taxa especifica de crescimento (dia™ ) somado ao desvio padrao.

5.2.4 Preparo de amostras para testes de citotoxicidade e anti-MAYV

ApoOs a caracterizagdo do crescimento celular para cada uma das microalgas, 20 mL
da cultura de A. maxima, H. pluvialis e C. vulgaris foram coletados na fase exponencial do
crescimento, transferidos para placa de Petri e colocados em estufa a 37°C durante 24h, ou
até atingirem peso constante. A biomassa seca (5-10mg) foi transferida para tubos tipo

Eppendorf, que foram mantidos em dessecador até o momento das analises. Quando as
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culturas alcancaram a fase estacionaria do crescimento, todo o volume da cultura foi
centrifugado (SORVALL, RC-5B) em garrafas com capacidade de 250mL a 19.600g por 10
minutos ¢ a 20°C. Apo6s a centrifugacao, as células precipitadas foram espalhadas em placas
de Petri e secas em estufa a 37°C, até atingirem peso constante. Posteriormente, a biomassa
seca foi raspada das placas de Petri, pesadas e guardadas em dessecador até o momento das

analises.

Cada cultivo independente de D. salina foi realizado em duplicata, sendo que,
quando a cultura atingiu a fase exponencial e estacionaria do crescimento, respectivamente,
todo volume de um dos frascos foi centrifugado (SORVALL, RC-5B) em garrafas com
capacidade de 250mL a 19.600g por 15 minutos ¢ a 20°C. Apds a centrifugacdo, o
sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas por centrifugacao (19.600g/15
minutos, a 20°C), por duas vezes, com 20 mL/250 mL de solugdo de bicarbonato de amonio
(NH4HCOs3) a 0,5 M. Este procedimento foi realizado com a finalidade de se retirar o NaCl
adsorvido através de sua troca pelo NH4HCOs;, que na secagem em estufa se despreende da
amostra por evaporagao (ZHU E LEE, 1997). Apds as lavagens, as células precipitadas foram
espalhadas em placas de Petri e secas em estufa a 37°C, até atingirem peso constante.
Posteriormente, a biomassa seca foi raspada das placas de Petri, pesadas e guardadas em

dessecador até o momento das analises.

Trés experimentos independentes foram realizados para cada cepa e a biomassa
seca correspondente as duas fases do crescimento celular foram separadas em dois grupos. O
primeiro grupo recebeu agua como solvente e o segundo recebeu dimetilsulféxido (DMSO),
na medida as solu¢des estoque de extratos para os testes foram de 2mg/mL. Apds a adi¢ao do

solvente, as amostras foram submetidas a 20 minutos de ultrassom.

5.2.5 Preparo de amostras para caracterizaciao preliminar dos extratos brutos através da
Cromatografia de Camada Delgada e Ressonancia Magnética Nuclear

A fim de obter biomassa suficiente para caracterizacdo dos extratos, foram realizados
cultivos nas mesmas condig¢des utilizadas para geragao de amostras dos testes de viabilidade e
anti-MAYV. Todavia, neste caso, o cultivo da fase exponencial de crescimento foi
interrompido nos dias 4, 4, 10 e 4, de C. vulgaris, D. salina, H. pluvialis e A. maxima, e todo

volume de 250 mL foi recolhido, e realizou-se um cultivo independente para a obtengdo de
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biomassa na fase estaciondria de crescimento nos dias 21, 18, 20 e 14, de C. vulgaris, D.
salina, H. pluvialis e A. maxima.

A centrifugacdo para separagdo da biomassa ¢ do meio de cultura foi realizada,
segundo as mesmas condi¢des do preparo de amostras para os testes de citotoxicidade e anti-
MAYYV. As biomassas umidas foram transferidas para frascos de plastico e congeladas a
20°C até a etapa de extracdo liquido/liquido da caracterizacdo. Posteriormente, as amostras
foram descongeladas e colocadas em funil de separacdo de 125 mL, nas proporgdes de
biomassa e solventes descritas na Tabela 11, para realizacdo da extragdo das substancias de
interesse. O funil foi agitado, de forma a proporcionar o maximo contato da amostra com
ambas as fases (aquosa e organica) e, posteriormente, recolocado em suporte por tempo
suficiente para a separagao das fases. Foi retirada a fase inferior (fase organica), e realizada a
adicao de mesmo volume de diclometano utilizado na primeira extragdo, a fragcdo residual, a
fim de extrair a0 maximo os componentes soluveis em fase organica, por mais duas vezes. A
Figura 22 mostra o sistema de extracdo por funil de separagao.

A fase organica recolhida em baldo de fundo redondo de 125mL foi submetida a
sistema de evaporagdo rotativa para remog¢ao do solvente através do vacuo. Por fim recolheu-

se o extrato concentrado para as analises de caracterizagao.

Tabela 11. Propor¢ao de biomassa e solventes utilizados no processo de extracao em funil de separacao
para caracterizagdo
Porcentagem (v/v)

Fase de

Microalga crescimento Biomassa (%) Agua (%) Diclorometano (%) Vtotal (mL)
A. maxima Exponencial 13 13 75 40,0
Estacionaria 25 00* 75 40,0
C. vulgaris Exponencial 10 15 75 8,0
Estacionaria 13 13 75 40,0
D. salina Exponencial 13 13 75 4,0
Estacionaria 17 17 67 9,0
H. pluvidlis Expor.lenm.al 13 13 75 4,0
Estacionaria 13 13 75 40,0

* No caso de 4. maxima na fase estacionaria ndo foi realizada a adicdo de agua devido a presenca de
significativa quantidade de 4gua na propria amostra.
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Figura 22. Sistema de extrag@o de biomassa microalgal em funil de separacdo

5.2.6 Avaliacao da citotoxicidade dos extratos de microalgas em células VERO

A citotoxicidade dos extratos das microalgas em células animais foi avaliada em
cé¢lulas VERO cultivadas in vitro. Estas células foram obtidas a partir de rim de macaco verde
Africano (Cercopithecus aethiops) e adquiridas do American Type Culture Collection,
Rockville, MD, USA (ATCC). As cé¢lulas foram cultivadas em meio de cultura Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM - Gibco) constituido por 2,25 g/L. de NaHCO3, 5 mL/L de
solucdo penicilina-estreptomicina (10.000 Ui / mL penicilina e 10000 pg / mL

estreptomicina - Gibco), suplementado com 5,0 % de soro fetal bovino (SFB - Gibco).

As células VERO foram propagadas em frasco de poliestireno transparente (25 e 75
cm?) e mantidas a 37°C em 5,0% de CO,. Culturas confluentes, cujas células se encontravam
aderidadas a placa, foram repicadas da seguinte forma: desprezou-se o meio de cultura e
adicionou-se PBS (NaCl 0,08g/mL; KCI 0,002 g/mL; Na,HPO,4 0,015 g/mL; KH,PO4 0,002
g/mL) acrescido de EDTA 1 mM para efetuar a lavagem. Em seguida, o PBS foi desprezado e
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as c¢lulas foram tratadas com solugdo de tripsina 0,25 g em PBS-EDTA durante cerca de dois
minutos, mantidas em estufa 37°C. Posteriormente adicionou-se o meio de cultura DMEM
para a dispersao das cé¢lulas e estas foram divididas em novos frascos. As culturas em estoque
foram conservadas em nitrogénio liquido, em frascos apropriados contendo SFB 10% e

glicerol 10%.

O ensaio de citotoxicidade, baseado na técnica dye-uptake, foi realizado em
monocamadas confluentes de células VERO cultivadas em microplacas 96 cavidades (TTP),
que receberam tratamento com dilui¢des seriadas em triplicata dos extratos das microalgas e
foram mantidas em estufa nas condigdes adequadas por 24 horas. Apos esse periodo, 100 pL.
da solucdo de meio de cultura DMEM e vermelho neutro a 50 pg/L foram adicionados as
células. As placas foram incubadas por trés horas ao abrigo da luz na estufa 37° C a 5% de
CO,. A seguir, as cé€lulas foram fixadas por 20 minutos com 100 pL da solucdo de
formaldeido 20% em PBS. A solugdo fixadora foi, entdo, retirada e o corante extraido por 20
minutos com 100 pL da solucdo extratora que consiste em 50% metanol e 10% acido acético
em PBS e por fim, quantificadas com o auxilio da leitora de placa (BIO-RAD modelo 3550),
com o comprimento de onda de 490nm. Os valores obtidos na leitura foram transformados em
porcentagem de células vidveis em cada concentracdo das células tratadas com os extratos das
microalgas em relacdo as células controle (ndo-tratadas) (BORENEFREUND E PUERNER,
1985).

5.2.7 Teste de inativacio do MAYV

A infec¢do das células VERO com o virus Mayaro foi realizada em placas de 24
cavidades. Para tal, o meio de cultura das células VERO confluentes foi retirado e a
monocamada lavada com PBS. Em seguida, adicionou-se a suspensao viral na multiplicidade
de infeccdo (MOI) de 0,1. O periodo de adsorcao viral utilizado foi de 1 (uma) hora, sendo as
placas mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO,. Apos, desprezou- se 0 meio de cultura para
retirada do inoculo e lavou-se a monocamada com PBS para retirar as particulas virais nao
adsorvidas. A seguir, adicionou-se meio de cultura completo com ou sem os extratos das

microalgas em diferentes concentragdes (100-0,0 pg/mL), como apresentado na Figura 23.
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Apbs 24 horas, os sobrenadantes foram recolhidos e estocados a -80° C e, posteriormente,

titulados pelo método de titulagdo por TCID50 (REED E MUENCH, 1938).

Figura 23. Imagem ilustrativa da placa de 24 pogos com as respectivas concentracdes dos extratos das
microalgas de 100; 50;25;10;5,0;0,0 (CV) pg/mL para teste anti-MAYV
Fonte: Elaboragdo propria
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Essa titulacdo do sobrenadante foi realizada em quadruplicata para cada concentracdo
utilizada dos extratos das microalgas, dentro de uma placa de 96 pogos, ja preparada com 80
uL de células VERO confluentes, em que se adiciona ao primeiro po¢o 80 uL de amostra
contendo o extrato e o virus em meio de cultivo. Posteriormente, se homogeiniza o pogo ¢ 80
pL sdo transferidos para o pogo imediatamente posterior, de forma a obter um gradiente de

concentracoes.

A fim de avaliar se os extratos das microalgas possuem efeito virucida, ou seja, se
interagem diretamente a particula viral, dois métodos de avaliagdo foram utilizados, 72 horas
apos a titulacdo. O primeiro foi o0 método de contagem. Esse método baseia-se na verificagao
por microscopia de cada um dos pogos da placa, de forma a assinalar os pogos em que foi
detectado efeito citotoxico (morte de células VERO), ou seja, morte celular pelo virus, e os
pocos em que nao foi detectado, ou seja, os que os extratos das microalgas inibiram a a¢do do

virus (células VERO viaveis) (UOZAKI et al., 2007).

Uma segunda forma de avalia¢ao do efeito virucida € o procedimento de descarte de
meio das placas e posterior aplicacdo de uma solucdo fixadora (formaldeido 20% em PBS)
durante 20 minutos. Apoés a retirada da solugdo fixadora, foi realizada a aplicacdo da solucao
de cristal violeta por 20 minutos (0,08% (m/v) de cristal violeta, 450 mL de 4gua ultrapura, 50

mL de PBS e 100 mL de etanol). A solucao colorida (cristal violeta) foi descartada, a placa foi
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lavada com agua e posteriormente, 0s pogos que permaneceram roxos €, consequentemente,

continham células viaveis foram assinalados.

A partir de dados pré-estabelecidos de concentragdo viral em cada pogo, segundo a
dilui¢do realizada, e, analisando a presenca de células viaveis por cada um dos métodos
descritos, foi possivel determinar aqueles nos quais ndo houve efeito citopatico. Dessa forma,
comparando com os dados do controle, foi possivel determinar a porcentagem de inibi¢ao de

viral pelos extratos em suas diferentes concentragoes.

5.2.8 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Na placa cromatografica, Silica Gel 60 F254 (MERCK®), foram tracadas duas linhas
horizontais, no inicio da qual foram demarcados oito pontos igualmente separados para a
deposicdo das amostras (spots), e a final que corresponde a distidncia final de corrida do
solvente (Figura 24). As amostras de extratos foram aplicadas com um capilar de vidro em
posi¢ao vertical, cuidadosamente, de forma a obter a melhor deposicdo na placa.
Posteriormente, preparou-se a solucdo de fase movel de 20mL, cuja propor¢ao de
hexano/acetato de etila foi de 7/3, e vertida para a cuba cromatografica, como pode-se

observar na Figura 25.

ApOs a corrida a placa foi retirada da cuba e inserida em camara cromatografica, para
inspecdo com luz ultravioleta, em comprimento de onda de 254nm, para identificagdo de
padrao cromatografico. Posteriormente, foi realizada a revelagdo quimica por borrifamento de
solugdo de sulfato cérico (CeSO4) a 2% em acido sulfurico (H,SO4), seguida de aquecimento
em placa aquecedora. A solugdo de CeSO4 a 2% em H,SO4 foi preparada a partir da
solubilizagdo de 1g de CeSO4em 500mL de 4gua destilada e adicdo lenta de 28mL de H,SO,.
O revelador CeSO4 a 2% em H,SOy4 € utilizado para deteccdo de terpenos (manchas rosas e

azuis) e flavondides (manchas cinza e amarela) (CHAVES, 1997).
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Figura 24. Esquema ilustrativo de demarcagdes realizadas na placa cromatografica para caracteriza¢do
de extratos de microalgas. Fonte: Elaboragéo propria

—» Término

HO-0-0-0-0-0-0-O— —» Inicio

Amostras

Figura 25. Sistema montado para cromatografia em camada delgada de extratos de microalgas
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5.2.9 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

As anilises por Ressénancia Magnética Nuclear de 'H foram realizadas no
LaReMN/UFF, e os espectros foram obtidos em aparelho Varian VNMRS 500MHz (RMN de
1 H a 500,0 MHz), cujo padrao referencial interno foi o tetrametilsilano (TMS). As amostras
concentradas foram solubilizadas em cloroférmio deuterado (CDCl;) e vertidas para tubos de
RMN cuja altura de solvente foi de aproximadamente 1/3 do tubo. Todavia, no caso deste
método apenas as amostras 4. maxima em fase exponencial e estaciondria e C. vulgaris, D.
salina e H. pluvialis em fase estacionaria de crescimento foram utilizadas, ja que os demais
extratos apresentaram massa muito inferior ao necessario para a deteccdo na andlise. A Tabela
12 apresenta a massa de amostra solubilizada em cloroféormio deuterado, em fun¢do das cepas

e suas respectivas fases de coleta.

Tabela 12. Valores de massa dos extratos de microalgas analisados por RMN-'H

Extrato Massa (mg)
A. maxima - Fase estaciondria 2,0
A. maxima - Fase exponencial 2,7
H. pluvialis - Fase estacionaria 1,0
D. salina - Fase Estacionaria 1,7
C. vulgaris - Fase estacionaria 1,8

5.3 CALCULOS DAS VARIAVEIS DE RESPOSTA

5.3.1 Calculo da taxa especifica de crescimento

A taxa de crescimento especifico (i) € o coeficiente da regressao linear, obtido a
partir dos valores do logaritmo da absorbancia determinada durante a fase exponencial de
crescimento do cultivo (Eq. 1).

[In(4;) ~In(4)] ,

t2_1

u(d™) =

q- 1)

onde:

’ . .1
n = taxa especifica de crescimento (dia™) ,
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A e A; = Densidade 6tica das células nos tempos t; e t, (em dias)

In = logaritmo neperiano

5.3.2 Calculo de parametros dos testes de citotoxicidade e anti-MAYV

A identificacdo da concentragdo de extrato em que 50% das células VERO se tornaram
inviaveis (CCsg) foi realizada por interpolacdo nos graficos. Para cada curva de viabilidade

celular (y) relacionada a concentracdo de extrato (x) foi utilizada a equagdo do modelo
matematico y =ax’ +bx> +cx+d (Equagdo polinomial de 3° ordem — Eq.2) devido ao
melhor coeficiente de determinagdo (R?), e substituido no valor de viabilidade celular o valor

de 50% para determinag¢ao do CCsy.

O mesmo modelo matematico foi aplicado para a identificacdo da concentracdo de

extrato em que 50% dos virus se tornaram inviaveis (ICso) Para cada curva de virus inativados
(y) relacionada a concentracdo de extrato (x) aplicou-se o modelo y =ax’ +bx> +cx+d

(Equagdo polinomial de 3° ordem — Eq.2) devido ao melhor coeficiente de determinagio (R?),

e substituido no valor de células vidveis o valor de 50% para determinagao do ICsy.

A partir dos dados de concentragdo citotoxica e de concentra¢do inibitoria ao virus
Mayaro, foi possivel calcular o indice de seletividade (IS) (Equagdo 3). Além disso, a fim de
avaliar a eficacia dos extratos quando comparados ao antiviral comercial ribavirina, cujos

dados foram retirados da literatura, foi calculada a poténcia relativa (Equagao 4).
CcC
IS=— (Equagdo 3
% (Equagdo 3)

Onde
CC = concentragao citotoxica, em pug/mL.
IC = concentragao inibitoria, em ug/mL.

PR — IS substancia experimental

Equacdo 4
IS substancia comercial (Equag )
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5.3.3 Calculo de fator de retenciao (Ry) da CCD

A fim de comparar a composicao de cada extrato, calcula-se o parametro Ry (“ratio to
front”), sendo Ry a razdo entre a distancia em centimetros percorrida pela substancia sobre a

frente de solvente da placa revelada (Figura 26 - Equacao 5).

_ Dsubstancia (Equagiio 5)
Dsolvente

Onde:
Dgubstancia = distancia percorrida pela substancia na placa, em cm.

Dsoivente = distancia percorrida pelo solvente na placa, em cm.

Figura 26. Esquema ilustrativo da placa de CCD cujas distancias Dgypstancia € Dsolvente fOram representadas
para determinag@o do Rf de substancias dos extratos de microalgas. Fonte: Elaboragdo propria

> Dsolvente

> Dsubsténcia

Amostras
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5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dada a grande relevancia no meio cientifico e de mercado da aplicagdo de microalgas
na Induastria Farmacéutica, verificada no mapeamento tecnologico, o presente topico visa
apresentar os resultados referentes ao cultivo, extracado, testes de citotoxicidade e de atividade

antiviral, assim como a caracteriza¢ao dos extratos.

5.4.1 Crescimento celular

A Figura 27 apresenta o crescimento celular fotoautotroéfico das microalgas C. vulgaris
(A); D. salina (B); H. pluvialis (C) e A. maxima (D), medido pela leitura da densidade dptica
(750 nm), em cultivos conduzidos até¢ as células alcangarem a fase estacionaria do
crescimento. Foi verificado que todas as cepas apresentaram um padrdo de crescimento com
fases bem delimitadas. Para a realizacdo das andlises As células de A. maxima, C. vulgaris, D.
salina e H. pluvialis foram coletadas na fase exponencial do crescimento nos dias 4, 4, 4 ¢ 10
e na fase estaciondria dias 14, 21, 18 e 20, respectivamente. Com relagdo ao parametro de
crescimento celular, as taxas especificas de crescimento foram de 0,42 + 0,01 d'l; 0,58 +£ 0,05
d': 0,27 £ 0,06 d'; 0,28 + 0,04 d'l, para as células A. maxima, C. vulgaris, D. salina e H.
pluvialis, respectivamente. O calculo da taxa especifica de crescimento correspondeu a média
dos coeficientes angulares dos graficos de crescimento de trés experimentos independentes, na

fase exponencial do crescimento em batelada (Figura 27).
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Figura 27. Curvas de crescimento das microalgas C. vulgaris (A); D. salina (B); H. pluvialis (C) e A.
maxima (D) cultivadas a 30°C = 2°C, 80 umols de fotons.m™.s™', fotoperiodo 16:8h e aeragio por borbulhamento
de ar 3,5 L/min (A e C); 20°C + 2°C, 180 umols de fotons.m™.s™, luz constante e aeragio por borbulhamento de
ar 3,5 L/min (B); 30°C + 2°C, 120 pmols de fotons.m™.s", fotoperiodo 12:12h e agitacdo orbital de 156 rpm (D).

Os simbolos representam a média de um a trés experimentos independentes e as barras representam o desvio
padrao
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A escolha entre as duas fases de crescimento (exponencial e estaciondria) visou avaliar
os diferentes metabolitos que sdo produzidos por microalgas ao longo de seu ciclo de vida. Os
metabolitos secundarios de maneira geral sdo produzidos em maior quantidade na fase
estaciondria de crescimento, visto que o crescimento celular ¢ reduzido e os produtos das vias
metabolicas primdrias s3o canalizados como substratos da via metabdlica secundaria
(CANHOTO, 2010). Fatores intrinsecos e extrinsecos ao crescimento podem modificar a
composi¢ao da biomassa algacea em termos de niveis de pigmentos, proteinas, carboidratos e
lipideos, entre outros (ANDRIA et al., 1999). Dentre os fatores intrinsecos podem-se destacar
a idade da cultura, o tempo de condicionamento das células ao meio de estudo e a interacdo
das células com os nutrientes. Como fatores extrinsecos, sdo relevantes as modificagdes na
salinidade, temperatura, abundancia ou limitagdo por nutrientes (tais como silicio, ferro,
fosforo, vitaminas, nitrogénio), qualidade e intensidade luminosa. Nos cultivos em batelada,
microalgas tendem a sofrer modificagdes nas concentragdes dos componentes da biomassa por
influéncia da idade da cultura, tendo em vista modificagdes continuas na composi¢do quimica
do meio. Na fase exponencial de crescimento, as proteinas sao o componente da biomassa que
se encontra em maior concentracdo nas células. Com o tempo de cultivo, ocorre uma
diminui¢do progressiva dos nutrientes do meio de cultura e as células tendem a acumular
produtos de reserva ndo nitrogenados, como carboidratos e lipideos (AIDAR et al., 1991;

LOURENCO et al., 2002).

5.4.2 Citotoxidade de células VERO em presenca de extratos aquoso e organico de
microalgas

A partir dos dados obtidos por espectrofotometria das placas de 96 pogos, foi possivel
avaliar, em percentagem, a concentragdo de extrato aquoso e organico (em DMSO) de cada
cepa estudada, em suas duas fases de crescimento que inviabilizam as células VERO. Vale
ressaltar que a 4gua e o DMSO nao apresentam efeito toxico para as células VERO, na faixa
de concentracao aplicada, de forma que os solventes ndo interferem no ensaio (SALLES,
2014).

A Figura 28 mostra os resultados de citotoxicidade obtidos para o extrato aquoso das
microalgas, nas duas fases do crescimento celular, e a Figura 29 mostra os resultados de
citotoxidade obtidos para o extrato organico das microalgas, nas duas fases do crescimento
celular. A andlise dos melhores resultados da tabela de viabilidade celular (Tabela 13) ¢

baseada nos maiores valores de concentragdo, j4 que, quanto maior a concentragao para que
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50% das células VERO sejam inativadas (CCsy — Eq. 2), menos tdxico ¢ o extrato. No caso da
microalga C. vulgaris o extrato organico de ambas as fases de crescimento sdo 0os menos
toxicos que os aquosos, sendo o melhor resultado atribuido ao da fase estacionaria. O
resultado do extrato aquoso de C. vulgaris na fase estaciondria de crescimento foi
inconsistente em relacdo aos demais, haja visto que com o aumento da concentragdo do
extrato houve um aumento da viabilidade de células VERO, e nio o efeito citotéxico como era
previsto. Ja& para as microalgas D. salina ¢ A. maxima, os melhores resultados foram dos
extratos aquosos na fase estaciondria. Por fim, para H. pluvialis, os extratos aquoso € organico
da fase exponencial indicaram menor toxicidade. De forma geral, os extratos apresentaram
citotoxicidade proxima ou inferior ao antiviral comercial, o que os torna potenciais na

aplicacdo como fitoterapicos.

Vale ressaltar que no caso dos primeiros ensaios, que foram realizados com extratos
aquosos, utilizou-se de diferentes faixas de concentracdo a fim de avaliar o comportamento
citotoxico para este tipo de amostra, haja visto que o grupo realizava pela primeira vez testes
de citotoxicidade em microalgas. Verificado o perfil nos extratos aquosos, foram entdo

testadas duas faixas de concentragdo para os extratos organicos.
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Figura 28. Porcentagem de células VERO viaveis em fungdo da concentragdo do extrato aquoso das
microalgas C. vulgaris (A e B); D. salina (C e D); H. pluvialis (E e F) e A. maxima (G e H), nas fases
exponencial e estacionaria do crescimento. Os pontos representam os resultados obtidos a partir de um
experimento com 4 réplicas técnicas
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Figura 29. Porcentagem de células VERO viaveis em fungéo da concentragdo do extrato organico das

microalgas C. vulgaris (A e B); D. salina (C e D); H. pluvialis (E e F) e A. maxima (G e H), nas fases

exponencial e estacionaria do crescimento. Os pontos representam os resultados obtidos a partir de um
experimento com 4 réplicas técnicas
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Tabela 13. Concentragdo citotoxica dos estratos aquoso e organico das microalgas sobre as células VERO
(CCsp). Os valores representam a média de um experimento independentes com 4 réplicas técnicas + o

erro padrao.
Microalga Fase do crescimento Tipo de extrato CCsy (ug/mL)
Exponencial Aquoso 12001,94 + 5,19
) Estacionaria 17894,90 +£ 5,91
A. maxima
Exponencial Organico 467,28 + 0,37
Estacionaria 5643,52 +£4,70
Exponencial Aduoso 414,19 + 0,30
Estaciondria d 601,96 + 1,61*
C. vulgaris
Exponencial Oreanico 623,71 £4,11
Estacionaria & 675,55+ 4,99
Exponencial AdUOso 1031,39+£0,18
Estacionaria q 1432,48 £ 0,78
D. salina
Exponencial Oreanico 406,90 + 0,57
Estacionaria & 467,13 0,68
Exponencial Aduoso 992,66 + 0,13
Estaciondria d 429,96 + 0,16
H. pluvialis
Exponencial Oreanico 883,57 +£ 4,05
Estacionaria g 722,01 +£ 0,63
ribavirina** 523,1 +10,5

*Dado inconsistente (invalido); **Dado extraido da literatura (SALLES, 2014).

5.4.3 Atividade antiviral de extratos de microalgas

A Figura 30 mostra os resultados de inibicdo do virus Mayaro, obtidos para o extrato
organico das microalgas, nas duas fases do crescimento celular. Nesses experimentos ndo
foram utilizados os extratos aquosos, visto que, devido a um periodo de teste anti-MAYV
(72h) maior, quando comparado ao de citoxicidade (24h), houve a formagao de grumos, o que
impossibilitou a realizacdo dos testes com extratos aquosos. O DMSO ndo apresenta efeito
toxico para as cé¢lulas VERO na faixa de concentragdo aplicada, de forma que nao interferem
no teste (SALLES, 2014). Segundo os dados de atividade antiviral, apresentados na Tabela 14,
os melhores resultados tanto na fase exponencial quanto na estacionaria foram da microalga
C. vulgaris, j4 que com menores valores de concentracdo foi possivel eliminar 50% das
particulas virais (ICso — Eq. 2). Para D. salina e H. pluvialis o melhor resultado obtido foi

referente a fase exponencial de crescimento. No caso de A. maxima, o teste do extrato em fase

92



exponencial apresentou perfil inconsistente em relagdo aos demais, visto que apenas em uma

concentracdo de extrato houve inativacdo viral, e, portanto, apenas o resultado da fase

estaciondria de crescimento foi relevante para o estudo.

Figura 30. Porcentagem de virus ativos em fun¢@o da concentra¢do do extrato organico das microalgas C.
vulgaris (A e B); D. salina (C e D); H. pluvialis (E e F) e A. maxima (G e H), nas fases exponencial e
estacionaria do crescimento. Os pontos representam os resultados obtidos a partir de um experimento com
4 réplicas técnicas.
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Tabela 14. Valores de CCsoICs, IS e PR dos extratos organicos de microalgas sobre o MAYV. Os valores
representam a média de um experimento independentes com 4 réplicas técnicas = o erro padrao para os
extratos organicos de microalgas

Microalgas ¢ Substancia Fase do CCs I1Cs IS PR
comercial crescimento (ng/mL) (ng/mL)
A. maxima Exponencial 467,28 + 0,37 18,54 + 0,20* 25,20 3,00
Estacionaria 5643,52+4,70 36,47 + 3,30 154,74 18,42
C vuloaris Exponencial 623,71 £4,11 12,19+ 0,42 51,16 6,09
F VWS Estacionaria 675,55 +4,99 6,12 +0,38 110,38 13,14
D. salina Exponencial 406,90 + 0,57 16,00 + 0,48 25,43 3,03
’ Estacionaria 467,13 £ 0,68 31,39 £ 0,30 14,88 1,77
H pluvialis Exponencial 883,57 £4,05 17,53 +£0,49 50,40 6,00
P Estacionaria 722,01 £ 0,63 37,11 £ 0,81 19,45 2,31
ribavirina** 523,10 £ 10,50 62,5+4,6 8,40

*Dado inconsistente (invalido); **Dados foram extraidos da literatura (SALLES, 2014)

O indice de seletividade (IS) tem como proposito indicar a seguranga de utiliza¢do do
extrato fitoterapico, e a fim de avaliar o quao potente ¢ o extrato em comparagao ao antiviral

comercial ribavirina, calcula-se a poténcia relativa, apresentada na Tabela 14.

Segundo os resultados, observa-se que todos os extratos organicos testados
apresentaram algum nivel de inativagdo do MAY'V, resultado inédito e de grande importancia
para a literatura. O extrato de A. maxima na fase estaciondria apresentou o melhor dentre os
resultados, visto que sua atividade foi 18,42 vezes maior do que o verificado no composto
comercial. O Quadro 4 descreve o Ranking dos extratos com atividade anti-Mayaro. A partir
dos resultados obtidos em diferentes fases do crescimento das quatro microalgas analisadas,
foi possivel selecionar o melhor momento do crescimento das microalgas para a coleta de

biomassa com atividade antiviral contra MAY'V.
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Quadro 4. Ranking referente a poténcia contra MAY'V dos extratos de microalgas

Microalga Fase de crescimento
1° A. maxima Estacionaria
2° C. vulgaris Estacionaria
3° C. vulgaris Exponencial
4° H. pluvialis Exponencial
5° D. salina Exponencial
6° H. pluvialis Estacionaria
7° D. salina Estacionaria
8° A. maxima* Exponencial*

*Dado inconsistente (invalido)

5.4.4 Avaliacio preliminar: Caracterizacio dos extratos

Como o extrato organico tende a extrair preferencialmente moléculas lipossoluveis ¢
possivel que o extrato esteja enriquecido em pigmentos (ex. carotendides e clorofilas) e
lipideos. A fim de obter uma caracterizagdo preliminar dos extratos, foram analisados os

resultados de CCD e RMN-'H.

5.4.4.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Os resultados da cromatografia em camada delgada foram analisados a partir do
acompanhamento da corrida cromatografica a olho nu, e dos dois reveladores utilizados,
camara de irradiagdo ultravioleta (Figura 31) e revelador sulfato cérico (Figura 32). Segundo
os primeiros resultados da caracterizagdo, obtidos na cromatografia em camada delgada,
observou-se, durante a corrida cromatografica, o aparecimento de manchas verde e amarela, e,
como se trata de um extrato microalgal, podem ser associados a presenca dos pigmentos
clorofila (verde) e xantofila ou caroteno (amarelo), como mostrados na Figura 25 (FREITAS-

FILHO, 2012).
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Como foi relatado na revisao bibliografica, o principio da separagdo na cromatografia
consiste na afinidade da molécula em estudo pela fase mével e pela fase estacionaria. No caso
da cromatografia em camada delgada, a fase estaciondria ¢ a silica gel, material de carater
polar, enquanto a fase mével € menos polar, visto que a propor¢do de hexano (apolar) para
acetato de etila (polar) é 2,34 vezes maior. Segundo o parametro Ry, descrito na Equacdo 5,
moléculas com maior Ry possuem carater apolar, enquanto as com menor R¢ tém carater polar.
Apos a corrida cromatografica, a revelagdo quimica das placas possibilitou o calculo do Ry de

todos os sinais, e esse parametro foi listado na Tabela 15.

Tabela 15. Correlagdo de substincia de cada Ry (cm/cm) entre os extratos de microalgas analisados

A. maxima C. vulgaris D. salina H. pluvialis

Rf

(cm/cm) Exp. Est. Exp. Est. Exp. Est. Exp.  Est.
0,03 X X X
0,08 X
0,12 X
0,18 X
0,27 X X X
0,33 X X X
0,35 X X
0,45 X X
0,53 X
0,92 X X X X

Analisando a Tabela 15, de forma geral, os extratos da fase exponencial de
crescimento apresentam substincias de maior Ry ou seja, de menor polaridade, além de
apenas ser possivel identificar uma inica mancha em cada extrato, com excecdo de 4. maxima
em fase exponencial que apresenta duas. No entanto, no que se refere aos extratos em fase
estaciondria de crescimento, observa-se, pelo menos, quatro manchas com Ry distintos, com
excegdo da D. salina que apresenta apenas duas, com valores de Ry, em sua maioria, menores,
quando comparados aos da fase exponencial de crescimento, indicando assim a presenca de
substancias mais polares. O fato do aparecimento de maior nimero de manchas na fase
estaciondria de crescimento pode ser explicado pelo acimulo de moléculas de reserva, maior
razdo C/N, tais como lipideos (moléculas lipossoliveis que tendem a ser extraidas pela fase
organica). Isso difere da fase exponencial, com elevadas taxas de crescimento e multiplicagio
celular, na qual a célula direciona seu metabolismo para a produgdo de proteinas (menor razao
C/N), por exemplo, que sdo moléculas hidrossoluveis, e, portanto, ndo estdo presentes no

extrato organico (CHAGAS, 2010). No caso das substancias de Ry 0,03 (altamente polar) e
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0,33 (polaridade média), que se encontram em fase estaciondria de crescimento, foram
detectadas em trés dos quatro extratos.

Imediatamente apos a corrida cromatografica, foi realizada a revelacao fisica da placa,
através da incidéncia de radiacdo UV (254nm) na placa contendo indicador de fluorescéncia.
Observou-se, apenas, quatro sinais de substincias separadas, os de Ry = 0,18; 0,45 e 0,53
contidos no extrato de 4. maxima em fase estacionaria de crescimento, sendo o de R=0,45
verificado também em A. maxima em fase exponencial, € o de Rf = 0,12 no extrato de C.
vulgaris em fase estacionaria, como pode-se observar na Figura 31. A mancha de Rf=0,18
apresentou coloragdo amarela, que, provavelmente, ¢ relativa a presenca de xantofilas, visto
que apresentam grupamento hidroxila e t€ém moderada afinidade com a fase estaciondria,
concentrando-se na regido central da placa, diferentemente de carotenos que sao
hidrocarbonetos apolares e t€ém pouca afinidade com a fase estaciondria e se deslocariam ao
final da placa (FREITAS-FILHO, 2012). Como foi verificado nos resultados dos testes anti-
MAYYV, os extratos de 4. maxima e C. vulgaris promoveram resultados muito superiores aos
demais, no que se refere a poténcia relativa e a revelacao fisica, apenas nestes extratos, indica

que podem ser as responsaveis por este efeito antiviral aumentado.

A fim de um rastreamento mais amplo das substancias, utilizou-se, posteriormente, o
revelador quimico, e, como resultado, visualizou-se manchas de coloragdo résea em todas as
amostras submetidas, como pode-se observar na Figura 32. Este resultado pode indicar que
tais substancias sejam de natureza terpenoidica, como exemplo, a presen¢a de material graxo
(CHAVES, 1997, CASTRO, OLIVEIRA E SOARES, 1997). Os terpenos de forma geral
apresentam dupla liga¢ao carbono-carbono, e por isso sdo definidos como “alcenos naturais”.
Na medida que ocorre a presenca de oxigénio na estrutura, essa classe de moléculas se
denomina como terpendide, que pode apresentar as funcdes orgéanicas acidos, alcoois, éteres,

aldeidos, fendis, cetonas ou epoxidos terpénicos (FELIPE E BICAS, 2017).
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Figura 31. Perfil cromatografico de extratos de microalgas em revelador UV (254nm). Legenda:
1- A. maxima estacionaria, 2- D. salina estacionaria, 3- C. vulgaris estacionaria, 4- H. pluvialis
estacionaria, 5- 4. maxima exponencial, 6- D. salina exponencial, 7- C. vulgaris exponencial e 8-
H. pluvialis exponencial

Figura 32. Perfil cromatografico de extratos de microalgas em revelador quimico CeSO4a 2% em
H,S0,. Legenda: 1- A. maxima estacionaria, 2- D. salina estacionaria, 3- C. vulgaris estacionaria, 4-
H. pluvialis estacionaria, 5- A. maxima exponencial, 6- D. salina exponencial, 7- C. vulgaris
exponencial e 8- H. pluvialis exponencial.
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Vale ressaltar que, no presente trabalho, utilizou-se de apenas uma combinagdo de fase
movel para a corrida cromatografica, e que, portanto, outras substancias com menor afinidade
ao solvente podem ter permanecido no spot inicial e ndo foram separadas. Além disso, os
resultados da CCD auxiliaram na diferenciag¢ao de espécies quimicas pela revelagdo, todavia o
R¢ ndo proporcionou informagdo conclusiva do tipo exato de substincia presente nos extratos

organicos.

5.4.4.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN-'H)

Na Figura 33 pode-se observar os espectros sobrepostos de RMN-'H dos extratos
analisados em CDCls;e referenciados a TMS. Os sinais referentes aos solventes foram
assinalados na figura e retirados da andlise. Devido ao baixo rendimento da extragdo, a
quantidade de extrato foi menor que a ideal requerida para as analises, haja visto que o limite
de detecgio ¢ de 5-10mg (20 mM para RMN-'H), e ,portanto, apenas os sinais de H' de
moléculas majoritarias puderam ser observados (Protocolo de preparo de amostras do
Laboratorio LaReMN/UFF; MANIARA et al., 1998). Ainda assim, foi possivel realizar uma
analise comparativa entre os extratos nas regides demarcadas no espectro.

De forma geral, o perfil dos extratos indica a presenca de cadeias alifaticas insaturadas,
que ¢ um resultado concordante com o solvente de extracdo utilizado (diclorometano), o qual
tende a extrair substancias lipossoluveis. As cadeias alifaticas insaturadas podem ser
encontradas tanto em pigmentos (carotendides e clorofila), quanto em lipideos (ex.: acidos
graxos).

A andlise das moléculas majoritarias dos espectros foi dividida em cinco regides (I, II,
III, IV e V), como se pode observar na Figura 33.

Na regido I do espectro observa-se a presenca de sinal em 62,04ppm de intensidade
relativamente proxima em todos os extratos, que pode indicar a presenca de dupla ligagdo de
em cadeia graxa.

Na regido II, observa-se sinais no intervalo de 82,39-2,26ppm, em todos os espectros,
na seguinte ordem decrescente de intensidade: C. vulgaris estaciondria, D. salina estaciondria,
A. maxima exponencial, H. pluvialis estacionaria e A. maxima estaciondria, o que pode indicar
a presenca de éster de acido graxo (SOBOLEV et al., 2005).

Na regido III, sinais entre 62,75-2,82ppm foram verificados apenas em A. maxima ¢ C.

vulgaris, que caracterizam hidrogénio do grupo metileno bis-alilico, o que corresponde a
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cadeias com mais de uma dupla insaturagcdo (MAGRITEK, 2018). A configuracdo bis-alilica
possui diferencial no perfil reacional, visto que o grupo metileno central ¢ ativado por duas
ligacdes duplas (—-CH=CH—-CH,—CH=CH-) que reagem facilmente com o oxigénio através do
mecanismo de auto-oxidagdao, mecanismo radicalar, com etapas de: inicia¢ao, propagagao da
cadeia e terminacdo (KARAVALAKIS E STOURNAS, 2010).

Na regido IV, o sinal 04,07ppm indica a presenca de proton de metileno de glicerol
(alcool), que foi observado nos espectros de C. vulgaris estacionaria, A. maxima exponencial,
H. pluvialis estacionaria, A. maxima estaciondria e D. salina estacionaria, em ordem
decrescente de intensidade.

Na regido V, verificou-se sinais entre 65,32-5,40ppm em todos os extratos, com maior
intensidade nos espectros de A. maxima, que, segundo a literatura indicam a presenca de dupla
ligacdo. A Tabela 16 evidencia os deslocamentos que foram identificados com base no

trabalho de Guillén e Ruiz (2001).

Figura 33. Espectros de RMN- 'H (500 MHz, CDCl;) dos extratos de microalgas em diclorometano.
Legenda de picos de solventes: 1- TMS, 2a e 2b — n-hexano, 3- Agua, 4- Acetona, 5- Metanol e 6- Solvente
residual. As marcagdes de [ a V correspondem as regides de interesse
analisadas.
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Tabela 16. Atribuigdo dos picos do espectro de RMN-'H segundo dados de GUILLEN E RUIZ (2001)

Deslocamento quimico (ppm) Atribuicéo
2,10-1,90 -CH,-CH=CH-
2,35-2,20 -OCO-CH;-
2,80-2,70 =HC-CH,-CH=
4,32-4,10 -CH,OCOR-
5,40-5,26 -CH=CH-

Nao foram observados sinais tipicos de carotenodides, que estariam presentes na regiao
entre 87,0-6,0ppm, nem de clorofila, entre 610,0-8,0ppm (PINTO-JUNIOR, 2002; SOARES,
2006). A auséncia dos pigmentos pode ter ocorrido devido a baixa concentragao de amostra ou
degradacao oxidativa dos mesmos na analise.

Dessa forma, segundo os resultados da caracterizagio por RMN-'H, os extratos de C.
vulgaris e A. maxima possuem em sua composicdo cadeias alifiticas com mais de uma
insaturacao, fato que os difere dos demais géneros, também em relacdo a maior poténcia
relativa. Em relacdo aos demais extratos, também ¢ indicada a presenca de material graxo,
todavia, provavelmente, compostos monoinsaturados. Segundo a literatura, D. salina e H.
pluvialis, apresentam em sua composi¢do lipidica o acido oléico (C18:1), acido graxo
monoinsaturado, sendo assim uma das possiveis moléculas pertencentes ao extrato analisado
(Figura 34) (RISMANI E SHARIATI, 2017 e ELICIN, 2017). Além disso, ha indicio de
presenca de ésteres em todos os extratos, visto que se observa sinal de alcool (glicerol) e de
¢ésteres graxos, podendo assim terem sido formados pela esterificagdo de acidos graxos.
Esteres terpenos também podem compor os extratos ja que, como foi revelado quimicamente
na CCD, ha presenca de material terpenoidico, logo pode haver alcool terpeno na amostra que,
devido & baixa concentracdo, ndo foi verificado sinal nos espectros de RMN-"H (CASTRO,
OLIVEIRA E SOARES, 1997).

Dentre as possibilidades de moléculas pertencentes aos extratos, os acidos graxos e
seus derivados, das familias 6mega 3 (4cido linolénico - C18:3) e dmega 6 (acido linoléico —
C18:2) sdo de particular interesse na aplicagdo como nutracéuticos (Figura 34) (GARCIA et
al., 2017). Além disso, dentro da taxonomia “Produto” de artigos e patentes do mapeamento
tecnologico constatou-se que substincias graxas com atividade bioldgica como Omega-3,
acido eicosapentanoico e acido docosahexandico. Outra classe de substancias identificadas no
mapeamento foram as xantofilas, que pertencem a classe dos carotenoides, representados por
fucoxantina, astaxantina e zeaxantina, encontradas também no género Arthrospira com agao

antioxidante, e que apresentam em sua estrutura cadeia alifatica insaturada (Figura 35)
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(HENRIKSON, 2009). Ainda que nos espectros de RMN nao tenham sido observados sinais
tipicos entre 67,0-6,0ppm, devido a baixa concentragdo ou degradagdo oxidativa, na CCD
pode-se identificar mancha relativa a essa classe, em extrato de A. maxima na fase estacionaria
de crescimento, que apresentou maior poténcia relativa na acao anti-MAYV (PINTO-
JUNIOR, 2002, MAESTRIN et al., 2009).

De forma geral, segundo os resultados preliminares de RMN-'H, ndo foi possivel a
determinagdo das moléculas com agao efetiva na inativacdo do MAY'V, todavia, foi possivel
indicar a estrutura de compostos majoritarios pertencentes aos extratos, que podem ter ou nao
relagdo com o processo de inativagdo viral, ja que segundo a literatura apresentam atividade

biologica.

Figura 34. Estruturas de possiveis acidos graxos presentes nos extratos de microalgas. Fonte: ROSE E
CONNOLLY, 1999
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Figura 35. Estruturas de possiveis xantofilas presentes no extrato de A. maxima em fase estacionaria de
crescimento. Fonte: Adaptado de MOREIRA E VASCONCELOS, 2014
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Capitulo 6

6 FORCAS DE PORTER NA APLICACAO DE EXTRATOS DE MICROALGAS NO
TRATAMENTO ANTI-MAYV

Em decorréncia dos resultados do mapeamento tecnoldgico e dos experimentos
realizados, gerou-se uma expectativa de formula¢do de um extrato anti-MAYV de origem
microalgal com potencial de comercializagao. Todavia, além da sequéncia de testes in vivo e
das etapas de caracterizacao mais aprofundada do material, a comercializagcdo de um produto
novo necessita de estudos de mercado para avaliar a sua capacidade de insercdo. No presente
trabalho utilizou-se o modelo das Cinco Forgas de Porter (1985) simplificado como
ferramenta de andlise mercadologica, no qual se avalia cinco for¢as competitivas que sao
influentes na lucratividade de uma empresa em um dado setor, que neste caso seria uma

empresa produtora de extrato terapéutico microalgal no combate ao virus Mayaro.

6.1 O MODELO DAS CINCO FORCAS DE PORTER

Devido a necessidade de andlises sobre a estrutura de uma industria ou de um dado
segmento de servigos para auxiliar na formulacdo de estratégias que fornecam maior
rentabilidade para um dado setor, foram desenvolvidos estudos como o de Michael Porter e
seus colaboradores em 1980 e 1985. Os estudos buscaram identificar fatores que influenciam
na estrutura de uma determinada industria e fornecer a previsao de retorno sobre investimento
no médio e longo prazo para as empresas (JULIO E SALIBI-NETO, 2002), e sdo utilizados
tanto por académicos, como por gestores e consultores em todo o mundo (CARNEIRO et al.,
1997).

A esséncia da formulacdo de uma estratégia competitiva baseia-se na analise da
relacdo da empresa com seu meio ambiente, que abrange tanto forcas sociais como
econdmicas, mas cujo aspecto principal ¢ a industria ou as induastrias em que dada empresa
compete (CARNEIRO et al, 1997). Segundo PORTER (1989, 2004), forcas externas a
industria sdo de suma importancia, uma vez que, em geral, afetam todas as empresas na
industria e a habilidade com que a empresa lida com elas possibilitard seu destaque dentre as

demais. O grau de concorréncia em uma industria depende de cinco forcas competitivas
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basicas, as chamadas Cinco Forcas de Porter que sdo definidas pelos Fornecedores,
Concorrentes, Novos Concorrentes, Substitutos e Compradores (Figura 36).

O poder de negociacao dos Fornecedores determina o quao essencial € o fornecedor no
processo produtivo para geracdo do produto final. A rivalidade dos Concorrentes determina
até que ponto as empresas que ja atuam em um ramo sdo capazes de fornecer um produto
superior aos competidores potenciais. A ameaga de entrada de Novos Concorrentes determina
a probabilidade de novas empresas entrarem em um ramo de inddstria e conquistarem o
mercado, por meio do fornecimento de mais beneficios aos compradores. A ameacga de
substitutos determina a capacidade de algum outro produto satisfazer as mesmas necessidades
do comprador. O poder de negociagcdo dos compradores determina o valor do produto para o
mercado, de acordo com a oferta das demais empresas do setor (MOREIRA, 2006). O
potencial de lucro das empresas em dada industria ¢ determinado pelo conjunto das forgas,
indicando de que forma poderdo obter retorno no longo prazo. O conhecimento das forgas na
pressdo competitiva coloca em destaque os pontos fortes e os pontos fracos criticos da
empresa, de forma que torna mais claro o seu posicionamento na industria em que esta
inserida, e, portanto, sao reveladas as areas nas quais as mudangas estratégicas podem levar a
um retorno maximo e destaca as areas em que as tendéncias da industria sdo da maior
importancia, quer como oportunidades, quer como ameagas (PORTER, 1989, 2004). O
desenvolvimento de cada for¢a foi feito com base em informacgdes disponibilizadas em

artigos, patentes e pagina eletronicas.

Figura 36. Modelo das cinco forgas de Porter (PORTER, 1985)
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6.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise do cenério mercadoldgico em que a empresa produtora de extrato terapéutico

microalgal no combate ao MAYV se encontra indicou como:

i.  Fornecedores: Empresas produtoras de microalgas, biomassa sobre a qual se
aplicara os procedimentos de extracdo organica da fracdo com atividade

biologica e a formulacao do extrato que serd comercializado;

ii.  Concorrentes: Industria Alimenticia, que utiliza da mesma matéria-prima

(biomassa de microalga) para suplementacao alimentar;

iii.  Novos Concorrentes: Plantas medicinais (fitoterdpicos), cuja aplicagdo em

diversos tratamentos cresce em substitui¢do aos farmacos de origem quimica;

iv.  Substitutos: Antivirais sintéticos, que sdo farmacos produzidos por rota quimica

e competem diretamente com os de origem biotecnologica

v.  Compradores: Mercado farmacéutico, que ¢ responsavel pela distribuicdo do

medicamento.

Por meio do conhecimento das pressdes exercidas por cada forga, definiu-se os pontos
fortes e fracos criticos do produto no mercado, como se pode observar no Quadro 5. A andlise
de Porter revelou que apenas uma das forgas ¢ forte (Fornecedores), duas sdo consideradas
moderadas (Concorrentes ¢ Novos concorrentes), € as outras duas fracas (Comprador e
Substituto), o que indica um cenério relativamente confortavel para o extrato de microalga
com fim anti-MAYV. Muitos pontos positivos podem ser citados como a sua baixa
citotoxicidade, baixo impacto ambiental, alto valor agregado e aplicagao diferenciada, ja que

nao existe no mercado medicamento capaz de tratar a Febre do Mayaro.

No que se refere aos Fornecedores, a for¢ca pode ser considerada como forte, devido as
condig¢des especificas de cultivo e de cepa alvo, a fim de que sejam expressas as substancias
com atividade antiviral, e das inumeras Industrias interessadas na matéria-prima microalgal,
como Alimenticia, Cosmética e de Energia. A Industria Alimenticia (Concorrente) pode ser
considerada como for¢ca moderada, ja que a matéria-prima (biomassa microalgal) nao
necessita de grande diferenciacdio quando comparada a Industria Farmacéutica, o que
amplifica o numero de fornecedores. Além disso, a comercializagdo de produtos de origem

microalgal ja ¢ uma realidade como suplemento alimentar. Todavia, no que se refere a nobreza
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da aplicagdo, o custo do produto com fim farmacéutico ¢ compensado, devido ao alto valor
agregado. Em relagdo aos Novos Concorrentes, as plantas medicinais sdo utilizadas
corriqueiramente pela populagdo para o tratamento de diversas enfermidades, todavia, a
reprodutibilidade do fitoterapico ¢ dificultada pela dependéncia de condigdes climaticas em
grandes volumes de cultivo. No que se refere aos substitutos (Antivirais de origem quimica), a
forca pode ser considerada fraca, j4 que ndo existe no mercado farmaco capaz de tratar da
Febre do Mayaro especificamente, somente sendo empregados antivirais de espectro amplo de
alta toxicidade ao paciente. Adicionalmente, a preocupacdo com o meio ambiente ¢ de suma
importancia nos dias atuais, o que leva ao incentivo de produtos de origem biotecnologica. O
mercado Farmacéutico (Comprador), ainda que disponha de farmacos de origem quimica para
diversos tratamentos, ndo fornece, até os dias atuais, medicamento capaz de tratar a Febre do
Mayaro.A partir do momento que a eficacia e seguridade dos extratos em todos os testes
necessarios seja comprovada, sera o unico fornecedor com tal finalidade para o mercado.
Além disso, por ser um produto diferenciado, a integragdo para tras ¢ muito dificil de ser

aplicada, sendo, portanto, uma forga fraca.

Uma das estratégias verificadas para atenuar as barreiras de comercializacdo seria a
integragdo para tras entre o produtor do extrato a ser vendido e o produtor de microalga
(Fornecedor). A integragdo seria a incorporagdo na planta industrial dos setores de cultivo,
extracdo e formulagdo, visto que ha forte dependéncia de um fornecedor que trabalhe em
condi¢des determinadas de cultivo com controle minucioso para expressao do composto ativo
que confere ao extrato atividade biologica. Este tipo de integragdo ¢ verificado em empresas
como a FitoplanctonMarino®, exemplo concreto do avango da tecnologia de cultivo de
microalgas para producdo de compostos com atividade bioldgica (Pagina eletronica de

Fitoplancton Marino) (Figura 37).
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Quadro 5. Andlise de PORTER simplificada de extratos de microalgas com atividade anti-MAYV no mercado.

FORNECEDORES - Produtores de microalgas;

- Alto grau de diferenciacdo (condigdes de cultivo especificas, assim como
Forga Forte cepa alvo);
- Inimeras éareas de aplicagdo, e portanto gama variada de compradores.

CONCORRENTES NA L . At L
INDUSTRIA - Aplicaggo de microalgas na Indastria Alimenticia;
- A composi¢ao do extrato ¢ menos rigida ja que ndo ha controle exigente de
cepa, cultivo e extragdo, como para o uso como antiviral;
For¢ca Moderada - E um produto ja comercializado como suplemento alimentar;
- Alto valor agregado e auséncia de antiviral no combate ao Mayaro no
mercado.

NOVOS - Plantas medicinais;
CONCORRENTES ’

- Produto de maior familiaridade na sociedade quando comparada a aceitagdo
de ingestdo de produto oriundo de microalgas;
For¢a Moderada - A extragdo de fragdo bioativa ¢ facilitada em microalgas ja que a
padronizag@o de um cultivo de plantas ¢ dificultada pela dependéncia das
condig¢des climaticas e grandes volumes de producao.

SUBSTITUTOS - Antivirais sintéticos;

- Preocupacdo com o meio ambiente ¢ muito forte na sociedade atual;
- Baixa citotoxicidade;
Forga Fraca - N2o ha anti-MAY'V sintético sendo comercializado.
- A partir do momento que a tecnologia for consolidada os substitutos nao
terdo forga.

COMPRADORES - Mercado Farmacéutico;

- A partir do momento que a eficacia em todos os testes do extrato de
microalga for comprovada, serd, portanto, o tinico anti-MAYV do mercado;
- O produto ¢ diferenciado e a integracdo pra tras ¢ complicada pela
complexidade da produgdo.

Forca Fraca

Figura 37. Imagem da planta industrial da empresa Fitoplancton Marino
Fonte: Pagina eletronica de Fitoplancton Marino (http://www.FitoplanctonMarino®.com/)
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Capitulo 7

7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

7.1 CONCLUSOES

A partir do mapeamento tecnologico de artigos, verificou-se que os estudos relativos
ao uso de microalgas com aplicacdo na drea Farmacéutica t€ém aumentado
consideravelmente ao longo dos anos. Além disso, existe uma prospec¢ao de que o
nimero de medicamentos produzidos biologicamente ultrapasse os advindos de rotas
quimicas em 2024, segundo a EVALUATE PHARMA®. Dessa forma, a aplicagio de
microalgas para produgao de compostos biofarmacéuticos possui grande potencial.
Dentre as principais aplicagdes farmacéuticas de microalgas, em artigos e patentes, se
encontram estudos no tratamento de cancer, em moléculas com atividade anti-oxidante
e atividade imunoestimulante. No mapeamento tecnologico realizado apenas uma
patente descreveu a acgdo antiviral contra Influenza-A por microalga, indicio de que
estudos nesta area sejam pioneiros.

Dentre as empresas produtoras de compostos bioativos a partir de microalgas a
AlgaHealth® e a FitoplanctonMarino® se destacam no exterior, enquanto no Brasil a
empresa Algae Biotecnologia apresenta grande variedade de produtos e servigos de
origem microalgal.

Neste trabalho todos os extratos organicos de microalgas nas fases de crescimento
exponencial e estacionaria demonstraram atividade anti-Mayaro. No caso do extrato de
A. maxima em fase exponencial apenas em uma concentragdo apresentou atividade
anti-MAY'V, divergindo do perfil dose dependente dos demais extratos.

Os extratos com atividade anti-Mayaro mostraram poténcia superior a da ribavirina.
No caso do extrato de 4. maxima em fase estacionaria a poténcia relativa foi 18,42
vezes maior que o composto comercial.

Os extratos com atividade anti-Mayaro podem ser considerados seguros no que tange
aos elevados indices de seletividade, e, portanto, futuramente podem se tornar extratos

fitoterapicos no tratamento de doengas virais.
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e A caracterizagdo dos extratos indica a presenca de cadeias alifaticas insaturadas como
pertencentes as moléculas majoritarias.

e Dentre as possiveis moléculas contidas nos extratos estdo acido oléico, dmega-3,
Omega-6 e xantofilas.

e De acordo com a andlise de Porter simplificada, a aplicagdo no mercado dos extratos

de origem microalgal visando o tratamento da Febre do Mayaro é promissora.

7.2 PERSPECTIVAS FUTURAS

Para dar continuidade a linha de investigagdo desse trabalho, propde-se:

e Analise por cromatografia em camada delgada, aplicando-se padrdes de carotendides e
de 4cidos graxos;

e Cultivo em volumes maiores para seja possivel realizar novamente a analise de RMN-
'H e nova analise de RMN-”C;

e Anadlise em Cromatégrafo Liquido e Cromatografo Gasoso acoplados a Espectrometro
de Massas, cujas técnicas possuem maior capacidade de elucidacdo deste tipo de
amostra;

e [Extra¢do com diferentes solventes a fim de obter um maior rendimento de extrato;

e Purificacdo dos extratos por cromatografia em coluna para que as moléculas alvo
sejam isoladas e avaliadas quanto a citotoxicidade e a atividade antiviral;

e Realizar testes anti-MAYV com o extrato aquoso;

e Formulacdo de extratos contendo as substancias biologicamente ativas para que sejam

testados nas proximas fases determinadas para a comercializagao segundo a ANVISA.
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