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RESUMO

O mexilhdo dourado Limnoperna fortunei é um bivalve de dgua doce, originario do sudeste
asiatico e teve sua primeira apari¢cdo registrada na América em 1991. A biodiversidade de
organismos no ecossistema marinho tem motivado pesquisadores a descobrir muitos produtos
naturais marinhos que podem vir a ser desenvolvidos em farmacos. Entre os organismos
marinhos, invertebrados como ascidias, esponjas, moluscos e briozodrios representam a
principal fonte de extratos organicos com bioatividades significativas. Considerando a
escassez de estudos com moluscos de dgua doce para obtencao de moléculas bioativas e a
necessidade de avanco do conhecimento acerca da biotecnologia e da bioprospeccdo, base
fundamental inclusive para a explotacdo desse tipo de recurso, esta linha de pesquisa tem
como objetivo obter e caracterizar extratos brutos do molusco Limnoperna fortunei —
mexilhdo dourado e analisar possiveis a¢des antibacteriana, antifingico, anti-incrustante e
farmacoldgicas. Nesse ambito, a primeira etapa do trabalho, espécimes de mexilhdes vivos
foram coletados na estagdo ambiental de hidrobiologia e piscicultura do reservatorio da
Hidrelétrica de Volta Grande localizada no municipio de Concei¢do das Alagoas - MG. A
segunda etapa consistiu na obten¢do do extrato bruto utilizando os métodos de extragdes por
maceracdo e Soxhlet. Finalizando, os resultados foram obtidos utilizando o equipamento de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, onde 98 compostos foram
identificados. Caracterizados como aminas, aldeidos, acidos carboxilicos, alcoois, haletos
organicos, hidrocarbonetos, fenois e ésteres. As moléculas bioativas identificadas com esses
métodos sdo um primeiro passo de grande valia para a linha de pesquisa que, almeja em um
segundo momento caracterizar de forma detalhada as fung¢des desses produtos naturais
bioativos visando o conhecimento desse molusco, podendo contribuir para seu monitoramento

e possiveis utilizagdes em campos diversos.

Palavras-chave: Limnoperna fortunei, tfarmacos, extratos, substancias.
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ABSTRACT

The golden mussel Limnoperna fortunei is a freshwater bivalve, originally from Southeast
Asia and had its first appearance in America in 1991. The biodiversity of organisms in the
marine ecosystem has motivated researchers to discover many marine natural products that
can be developed into pharmaceuticals. Among marine organisms, invertebrates such as sea
squirts, sponges, molluscs and bryozoans represent the main source of organic extracts with
significant bioactivities. Considering the scarcity of studies with freshwater molluscs to obtain
bioactive molecules and the need to advance knowledge about biotechnology and
bioprospecting, a fundamental basis even for the exploitation of this type of resource, this line
of research aims to obtain and characterize crude extracts of the mollusc Limnoperna fortunei
— golden mussel and to analyze possible antibacterial, antifungal, antifouling and
pharmacological actions. In this context, the first stage of the work, specimens of live mussels
were collected at the environmental station of hydrobiology and fish farming of the Volta
Grande Hydroelectric reservoir located in the municipality of Conceig¢do das Alagoas - MG.
The second step consisted in obtaining the crude extract using the methods of extraction by
maceration and Soxhlet. Finally, the results were obtained using gas chromatography
equipment coupled to mass spectrometry, where 98 compounds were identified. Characterized
as amines, aldehydes, carboxylic acids, alcohols, organic halides, hydrocarbons, phenols and
esters. The bioactive molecules identified with these methods are a first step of great value for
our line of research, which, in a second moment, aims to further characterize the functions of
these bioactive natural products, aiming at the knowledge of this mollusk, being able to

contribute to its monitoring and possible uses. in different fields.

Keywords: Limnoperna fortunei, pharmaceuticals, extracts, substances.

Xii



1 INTRODUCAO

O Limnoperna fortunei ¢ um molusco bivalve de dgua doce epifaunal, filtrador, gregario, com
larvas planctonicas, vida curta, crescimento rapido, maturidade sexual precoce e alta
fecundidade. E nativo de rios e riachos na China e no Sudeste Asiatico. Foi registrado pela
primeira vez na América em 1991 ao longo da praia argentina de Bagliardi, na margem sul do
estuario do Rio da Prata. Darrigran e Pastorino (1993) sugeriram que a introducdo nao
intencional desta espécie na area foi através da agua de lastro de embarcagdes ocednicas

(DARRIGRAN & PASTORINO, 1993).

As invasdes bioldgicas estdo entre os piores problemas ecoldgicos da atualidade, considerados
pela Unido Internacional de Conservacao da Natureza, a segunda maior fonte de perda da
biodiversidade no planeta. No Brasil, entre muitas espécies invasoras, encontra-se o
mexilhdo-dourado Limnoperna fortunei (Dunker, 1857). Desde sua chegada a América do
Sul, tem causado sérios prejuizos aos ecossistemas ¢ as atividades ligadas ao tratamento de

agua e produgdo de hidroeletricidade (Itaipu, 2016).

Calcula-se que a incrustagdo de mexilhdo dourado, espécie invasora sem predadores naturais
no Brasil, afete cerca de 40% dos empreendimentos de geragdo hidrelétrica brasileira,
segundo o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente ¢ dos Recursos Naturais Renovaveis
(Ibama) (Plano Nacional de Prevencdo, Monitoramento e Controle do Mexilhdo-Dourado,
2019). Os custos para os processos de manutencdo relacionadas as infestagdes variam de R$
220 mil a R$ 1,4 milhdes anuais para cada uma das usinas afetadas pela presenca desse
molusco, além de impactos negativos a biodiversidade nativa, prejuizos a pesca, problemas
para o setor de saneamento. Uma usina de pequeno porte afetada pelo mexilhao dourado pode
ter prejuizo de aproximadamente R$ 40 mil a cada dia de paralisacdo para a retirada do

espécime das tubulagdes e turbinas geradoras de energia (CTG BRASIL, s.d.).

Os denominados produtos naturais tém fungdes ecologicas primarias. Algas e outros
organismos marinhos produzem uma variedade vasta e diversificada de compostos organicos,
a grande maioria dos quais ndo parece participar diretamente do crescimento e
desenvolvimento destes organismos. Estas substancias, tradicionalmente referidas como
metabolitos secundarios (CROTEAU, KUTCHAN, & LEWIS, 2000), também conhecidas
como metabolitos complementares, sensu (SAMMARCO & COLL, 1997), costumam estar

1



distribuidas entre grupos taxondmicos limitados. Suas fung¢des, muitas das quais permanecem
desconhecidas, estdo sendo elucidadas com maior frequéncia (FAULKNER, 1996) e

(BLUNT, COPP, MUNRO, NORTHCOTE, & PRINSEP, 2005).

A exploracdo para a descoberta de produtos naturais de fontes aquaticas estd sendo cada vez
mais estudada devido ao seu grande potencial antifungico, antibacteriano e anti-incrustante. A
biodiversidade de organismos no ecossistema marinho tem motivado pesquisadores a
descobrir muitos produtos naturais marinhos que podem vir a ser desenvolvidos em
farmacos. Entre os organismos marinhos, invertebrados como ascidias, esponjas, moluscos e
briozoarios representam a principal fonte de extratos organicos com bioatividades

significativas (DA GAMA, PEREIRA, et al., 2002).

As moléculas bioativas podem ser extraidas utilizando a cromatografia, que ¢ uma técnica de
separa¢do proveniente da purificacdo de extratos naturais. Assim sendo técnicas modernas de
triagem de extratos complexos como a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas e a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas podem ser combinadas
para a separagdo e identificacdo de metabolitos secundarios (CORREA, BERNARDI, &
GEHRKE, 2016).

O processo de extragdo, ou seja, a separacdo com solventes ¢ geralmente empregada quando
se quer isolar uma substidncia que se encontra dissolvida em outra substincia liquida. As
vezes, a substancia a isolar estd misturada com um sdélido insolivel nos solventes organicos.
Existem duas técnicas de extracdo: Continua ou descontinua. Se a substancia for mais soluvel
no solvente organico do que na agua, recorre-se ao método descontinuo. Caso contrario
utiliza-se o método continuo, sendo mais comum na extragdo solido-liquido (TAMBUN,
ALEXANDER, & GINTING, 2020). A escolha do solvente ¢ feita a partir da facilidade de
dissoluc¢do da substancia e da facilidade com que se pode isolar o soluto extraido, isto ¢, do

baixo ponto de ebuli¢do do solvente para sua posterior evaporagdo (ZACHI, 2007).

A separacgdo solido-liquido ¢ um método usado na separag@o e ou purificacdo dos elementos
da mistura. Quando a amostra ¢ um sélido e a fase necessaria para andlise ¢ um liquido, o
processo ¢ chamado de extracdo solido-liquido. Uma forma simples e amplamente aplicavel
de extragdo solido-liquido envolve a combinagao do sélido com um solvente no qual o analito

¢ soluvel. Por agitacdo, o analito se divide na fase liquida, que pode entdo ser separada do



solido por filtragdo (CHANIOTI, LIADAKIS, & TZIA, 2014). Existem diversos métodos de
extracdo solido-liquido, tais como o método de Soxhlet e a maceragdo, os quais sdo utilizados

nesse trabalho.

Os produtos naturais desempenham um papel fundamental no desenvolvimento de
medicamentos e programas de pesquisa, considerando sua incomparavel diversidade quimica
e novos mecanismos de acgdo. Eles também geralmente exibem menor toxicidade sistémica e
ambiental do que suas contrapartes farmacéuticas sintéticas (PRATA, MOGOLLON, &
AUGUSTO, 2016). Os organismos marinhos representam uma fonte especialmente rica de
produtos naturais estruturalmente diversos em virtude de sua vasta diversidade filogenética e
condi¢des ambientais sob as quais evoluiram. Esses compostos sdo evidentemente valiosos
como lideres de medicamentos: até o momento, mais de 30 compostos marinhos entraram em
ensaios clinicos para o desenvolvimento de medicamentos, dos quais 12 foram aprovados
para uso pela Food and Drug Administration (FDA) e contrapartes internacionais (SUMMER
& BROWNE, et al., 2020).

Considerando a escassez de estudos com moluscos para obtencao de moléculas bioativas ¢ a
necessidade de avango do conhecimento acerca da biotecnologia e da bioprospec¢do em nosso
pais, base fundamental inclusive para a explotacdo desse tipo de recurso, esta investigagao
tem como objetivo obter e caracterizar extratos brutos do molusco Limnoperna fortunei —
mexilhao dourado visando possiveis acdes antibacteriana, antifiungico e anti-incrustante que
possa atuar diretamente no combate de bioincrustagdes atenuando o grande impacto

financeiro causado por esta espécie invasora.

Os produtos naturais continuam sendo uma rica fonte de novos medicamentos, € a busca por
moléculas bioativas da natureza continua desempenhando um papel importante no
desenvolvimento de novos medicamentos. Além disso, hd um uso crescente de fitoterapicos
para o tratamento de uma infinidade de doengas, e a demanda por mais evidéncias cientificas

para sua eficacia e seguranca continua sendo um grande desafio.

Nos ultimos anos, as atengdes da pesquisa tém sido desenvolvidas para a busca de moléculas
bioativas devido aos seus varios efeitos benéficos a saide (AMORIM, LAGE-YUSTY, &
LOPEZ-HERNANDEZ, 2012). Os compostos bioativos sdo componentes que foram obtidos

de fontes naturais ou sintéticas e sdo testados quanto a atividade em vérias areas terapéuticas



importantes. Compostos bioativos possuem atividade que ¢ benéfica para a saude, e foi
demonstrado que moléculas bioativas de alimentos podem alterar a expressdo génica de um
hospedeiro em nivel celular, influenciando assim a saide (MacARTAIN, GILL, BROOKS,
CAMPBELL, & ROWLAND, 2007).

Almeja-se a capacidade de detec¢do e caracterizagdo de novos produtos naturais bioativos,
concomitantemente a reducdo dos custos e tempo para obtencdo destas moléculas. Para isto, €
necessario inovar nos processos € nas tecnologias aplicadas a descoberta de farmacos a partir

de produtos naturais.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Obter e caracterizar o extrato bruto do molusco Limnoperna fortunei — mexilhdo dourado
utilizando o solvente metanol e as técnicas de maceracao ¢ soxhlet, visando a identificacao
quimica das moléculas pela técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massas (CG/EM).

2.2 Objetivos Especificos

e Obter o extrato bruto do Limnoperna fortunei a temperatura ambiente pelo método de
maceragao.

e Obter o extrato bruto metanélico do Limnoperna fortunei pelo método de Soxhlet.

e Utilizar a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) para

identificar os componentes do extrato bruto.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Conceito de Espécie Invasora

Espécies invasoras sdo organismos que, retirados do seu habitat natural, sdo inseridos em
novos ambientes e devido as condi¢cdes ambientais favoraveis, como: auséncia de predadores
naturais, temperatura adequada, disponibilidade de nutrientes, se reproduzem, competindo
com espécies nativas e provocando prejuizos ambientais incalculdveis (dentre os quais
podemos citar a redugdo da biodiversidade e a possivel extingdo de espécies nativas e/ou
endémicas), além de sérios prejuizos econdmicos (DARRIGRAN & EZCURRA DE
DRAGO, 2000).

Para ser chamada de espécie invasora, ela deve possuir algumas caracteristicas, tais como ser
abundante e amplamente distribuida em sua area de ocorréncia natural, ter ampla tolerancia
ambiental, alta variabilidade genética, ciclo de vida curto, rdpido crescimento, maturidade
sexual precoce, alta capacidade reprodutiva e alimentacdo oportunista, para estabelecer-se em
um novo ambiente (RICCIARD & RASMUSSEN, 1998). Parker et al (1999) dividiu em 5
partes os impactos causados por uma espécie invasora, sdo eles: 1) efeitos sobre os
individuos, alterando as taxas de mortalidade e crescimento; 2) efeitos genéticos, podendo
ocorrer at¢ mesmo hibridizacdo entre a espécie nativa e a invasora; 3) efeitos na dindmica
populacional, alterando o crescimento e abundiancia das populagdes, ¢ em casos mais
extremos podendo levar a extingao; 4) efeitos sobre as comunidades, influenciando na riqueza
de espécies, diversidade e estrutura trofica; 5) efeitos nos ecossistemas, modificando a
disponibilidade de nutrientes e a produtividade primdria. Entre os organismos invasores que
afetam as aguas continentais se destacam os crustaceos, macrofitas, microrganismos, peixes e

moluscos (PARKER, et al., 1999).

Atualmente, nos territorios de agua doce do Brasil, temos espécies invasoras de moluscos
tanto do grupo dos gastropodes, como: Physa acuta, Melanoides tuberculata, Helisoma duryi
e Helisoma trivolvis; quanto dos bivalves: Corbicula fluminea, Corbicula largillierti,

Corbicula fluminalis, Corbicula sp. € Limnoperna fortunei (SANTOS S. B., 2012).

Nos rios brasileiros, esse invasor, vindo de navios transoceanicos, consome grande parte dos

alimentos de mexilhdes nativos — contribuindo para a sua extingdo. Ele também contribui para



a mortandade de peixes que ndo conseguem digeri-los e de animais como lagostas e outros
moluscos, ja que os mexilhdes grudam em suas superficies e os impedem de se locomover,

defender e ou até de se alimentar.

3.1.1 Bioincrustacao

A bioincrusta¢do marinha ¢ vista como um processo resultante da colonizagao ou crescimento
de bactérias, algas e/ou invertebrados sésseis sob superficies submersas, sejam elas naturais
(como rochas, madeiras, outros organismos, etc.) ou feita pelo homem (como cais,

plataformas, cascos de navios, cabos, etc.) (DA GAMA, PEREIRA, & COUTINHO, 2009).

Apesar de ser um processo natural, a bioincrustagdo, quando desenvolvida sobre estruturas
feitas pelo homem, acarreta uma série de transtornos e prejuizos a atividades maritimas,
levando a visdo negativa intrinseca ao proprio nome - fouling em inglés significa, além de
incrustacdo, sujeira. Estima-se que, em escala global, sejam gastos pelo menos 450 milhdes
de dolares ao ano com a prevengao da bioincrustagdo, € que se este montante ndo fosse gasto,
os prejuizos anuais seriam da ordem de 7 bilhdes de dolares/ano. Os problemas derivados da
incrusta¢do estdo diretamente relacionados ao tipo de estrutura em questdo (DA GAMA,

PEREIRA, & COUTINHO, 2009).

A primeira fase do processo de bioincrustagdo constitui na adesdo de moléculas sobre uma
superficie submersa. Em questdo de minutos a superficie adsorve um filme molecular
composto por material organico dissolvido. Dentro de horas ocorre a segunda fase
caracterizada pelo surgimento de micro-organismos. Esses primeiros colonizadores formam
um biofilme: um conjunto de células unidas por vezes classificado como micro incrustagao

(CALLOW & CALLOW, 2002).

A terceira fase ocorre durante duas ou trés semanas, e € caracterizada pelo surgimento de uma
comunidade biologica formadora de biofilmes capazes de promover a colonizagdo de
zodsporos de macroalgas e larvas de macro-organismos, moluscos, ascidias, crustaceos, e
poliquetas que acabam formando a incrustagio macroscopica (MARTIN-RODRIGUEZ,
2015).



A intensificagdo do comércio maritimo tem aumentado significativamente o intercambio de
espécies exodticas invasoras, sendo que a principal via de introducdo dessas espécies nos
portos de todo o mundo ¢ a descarga de agua de lastro (SILVA, FERNANDES, SOUZA,
LARSEN, & DANELON, 2004), que ¢ um dos muitos vetores de transferéncia de espécies ao
redor do mundo. A 4gua de lastro ¢ o liquido recolhido aos pordes dos navios na origem e
despejado no destino para dar estabilidade, propulsdo e permitir o gerenciamento de manobras
dos barcos. Navios sdo projetados para navegar com seus cascos submersos até certo nivel na
dgua. Se um navio ndo esta com sua capacidade de carga completa, necessita encher seus
tanques de lastro com agua para manter um calado apropriado e estabilidade durante sua
viagem. Qualquer volume sdlido ou liquido colocado em um navio para garantir sua
estabilidade e condigdes de flutuagdo ¢ definido como lastro. Diversas espécies de agua doce
podem ser transportadas e introduzidas em um novo ambiente através do oceano em tanques
de 4gua de lastro de navios. E o caso do molusco bivalve invasor, conhecido como mexilhio

dourado .

Na figura 3.1, esta disposta os espécimes de Limnoperna fortunei encontrados na Bacia do
Rio Sao Francisco, onde 1) Larva identificada no reservatorio de Sobradinho, BA. 2)
Individuos coletados nos condensadores da usina hidrelétrica de Sobradinho. 3) Individuos
coletados em tanques de piscicultura no reservatdrio de Sobradinho. 4) Individuo encontrado

no trecho inicial do canal de transposi¢ao do Rio Sio Francisco.



Figura 3.1 - Espécimes de Limnoperna fortunei encontrados na bacia do rio Sdo Francisco (BARBOSA, et al.,

2018)

3.2 O molusco Mexilhdo Dourado

Mollusca representa o segundo filo mais rico em espécies com uma estimativa de 150.000-
200.000 espécies existentes divididas em oito classes. Os moluscos se diversificaram para
ocupar quase todos os ecossistemas da Terra, de desertos aridos a regides alpinas, mas a
maioria ocorre no mar, onde representam cerca de um quarto de todas as espécies
conhecidas. Essa vasta diversidade bioldgica proporciona aos Mollusca uma rica diversidade
quimica. Independente da presenca de uma concha, todos os moluscos sdo essencialmente de
corpo mole e carecem de sistemas imunologicos adaptativos com mecanismos de protecdo
mediados por células especificas de antigenos. Muitos também sdo lentos ou sésseis e,
portanto, aparentemente predispostos a formagao de biofilme. Os moluscos podem, portanto,
ser vulneraveis a infeccdo, mas residem em coexisténcia intima com micrébios
patogénicos. A sobrevivéncia e o sucesso dos moluscos em ambientes microbianos ricos sao
atribuidos a defesas quimicas robustas e componentes imunes humorais inatos, incluindo
hemocianinas (Hcs) e peptideos antimicrobianos (AMPs). Os moluscos também

demonstraram usar meios quimicos de comunicagdo, interagdo predador-presa e



comportamento, demonstrando ainda mais sua quimica funcional diversificada (SUMMER &

BROWNE, et al., 2020).

O molusco Limnoperna fortunei (Mytilidae) ¢ um bivalve de agua doce, originario do sudeste
asiatico (MORTON, 1975). Em seu habitat de origem, a bacia do Rio Yang Tsé, na China,
essa espécie aquatica compete por nutrientes com outros organismos e ainda sofre predagdo e
acdo de parasitas. Assim, as suas populacdes se encontram relativamente controladas nessa
regido. Entretanto, ao ser inserido em outras bacias hidrograficas, a sua elevada capacidade de
reproducdao faz desse organismo um excelente invasor. Na década de 1960, o pequeno
molusco ja havia se estabelecido em diversas regides do Japao, Taiwan e Hong Kong,
causando varios prejuizos ambientais e economicos, entre eles a introducdo de parasitas de
peixes (BRUGNOLI, CLEMENTE, BOCCARDI, BORTHAGARAY, & SCARABINO,
2005).

Este pequeno molusco (aproximadamente ~ 2 - 5 cm), popularmente conhecido como
mexilhdo dourado (Figura 3.2), teve sua ocorréncia relatada na América do Sul pela primeira
vez em 1991, no estuario do rio da Prata, Argentina (DARRIGRAN & PASTORINO, 1993).
No Brasil, o mexilhdo dourado ja foi detectado na regido do Pantanal Sul-Matogrossense, em
1998 (OLIVEIRA & TAKEDA, at all.,2000), na Usina Hidrelétrica de Itaipu, Foz do Iguagu
(PR), em 2001, causando o entupimento de tubulagdes e sistemas de arrefecimento
(PESTANA & OSTRENSKY, at all., 2010) e no lago Guaiba (RS), em 1999 (MANSUR,
RICHINITTI, & SANTOS, 1999). As populacdes de mexilhdo dourado se dispersaram a uma
velocidade de aproximadamente 240 quilometros anuais continente adentro, apenas entre os

anos de 1991 e 1998, até chegar ao Brasil (DARRIGRAN & EZCURRA DE DRAGO, 2000).
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Figura 3.2 - Espécimes de mexilhdo dourado (Autora).

Desde entdo a proliferacdo do organismo seguiu uma rota que pode ser observada na Tabela
3.1. Chegando na regido do Triangulo Mineiro em torno de 2011. Até o ano de 2014 as areas
invadidas por L. fortunei foram principalmente restritas a grandes rios da bacia do Parana, no
centro-sul do Brasil, e para algumas areas da bacia do Atlantico Sudeste. No entanto, em
2015, a sua presenca foi relatada a 1500 km ao norte das areas invadidas, no reservatorio de

Sobradinho, no rio Sao Francisco e (ALMEIDA & BARBOSA, et al., 2016).
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Tabela 3.1 - Datas e locais de registro da presenga do mexilhdo dourado na América do Sul (OLIVEIRA &
FERREIRA, 2004),

Ano Local de aparecimento do
mexilhao dourado
1991 Rio da Prata, Buenos Aires, Argentina.
1994 Primeira ocorréncia no Uruguai.
Rio Parana, Usina Hidrelétrica de
1995 . . .
Yacyreta, Argentina/Paraguai.
1998 Porto de Assung@o, Paraguai. Bacia do
Alto Paraguai, Corumba, MS, Brasil.
Bacia do Guaiba, Porto Alegre, RS,
1999 .
Brasil.
Usina Hidrelétrica de Itaipu,
2001 . .
Paraguai/Brasil.
2002 Usina hidrelétrica de Porto Primavera,
SP/MS, Brasil.
Rio Parana até na foz com o rio
2003-2004 Paranaiba, incluindo as usinas de Porto
Primavera, Jupia e Ilha Solteira, Brasil.

Por meio de compilagdo bibliografica e da base de dados do Centro de Bioengenharia de
Espécies Invasoras de Hidrelétricas - CBEIH (base.cbeih.org), at¢ o momento foram
encontrados registros do mexilhdo-dourado em 50 reservatorios (Figura 3.3), sendo sete
distribuidos ao longo do trecho do alto rio Jacui (RS), um no rio Canoas (SC), um no rio
Pelotas (SC/RS), trés no rio Uruguai (SC/RS), cinco no rio Iguacu (PR), dois no rio Jordao
(PR), um no Tibagi (PR), sete no Paranapanema (SP/PR), seis no Tieté (SP), quatro no Parana
(PR, SP/MS, MS/SP e SP), nove no Grande (sete em SP/MG e um em MG), dois no
Paranaiba (MG), um no rio Claro (GO) e um no rio Sdo Francisco (BA) (Plano Nacional de

Prevengdo, Monitoramento e Controle do Mexilhdo-Dourado, 2019).
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Figura 3.3 - Usinas Hidrelétricas brasileiras com registros de ocorréncia do mexilhdo-dourado (CBEIH, 2020)

3.2.1 Modo de vida e fenomeno de adesao do Mexilhao Dourado

ApOs se estabelecerem, as minusculas larvas do mexilhdo dourado se dispersam rapidamente
pela 4gua e a sua invasdo também ¢ potencializada por atividades humanas, tais como a pesca
e o transporte fluvial, que transportam ativamente essas larvas e, também as colonias
incrustantes de mexilhdes adultos. A auséncia de grandes predadores e parasitas, por
exemplo, oferece uma vantagem consideravel ao mexilhdo-dourado, em comparagao com as

espécies nativas de moluscos e crustaceos.
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O mexilhdo dourado possui uma concha nacarada, composta por aproximadamente 95% de
matriz mineral. Os individuos podem chegar a 5 centimetros de comprimento, mas ja sdo
capazes de se reproduzir com apenas 0,5 centimetro, atingindo populagdes extremamente
densas de até 200 mil individuos por metro quadrado, aderidos ao substrato e uns sobre os
outros, em geragdes consecutivas (ALMEIDA & BARBOSA, et al., 2016). Esse pequeno
molusco adere a praticamente qualquer substrato soélido, inclusive vidros, PET, teflon,
madeira, concreto, etc. No processo de sondagem, o mexilhdo dourado se utiliza de um pé
muscular, 6rgdo com fungdes tateis e locomotoras, capaz de sondar o substrato e, em seguida,
inicia a ancoragem por meio de fios de bissos. Estes fios sdo estruturas fibrosas e comumente
dividida em trés regides: proximal, distal e placa adesiva, conforme pode ser visto em
esquema da Figura 3.4 (WIEGEMANN, 2005). A regido proximal se encontra junto a concha
do bivalve surge a partir de um ramo central ligado ao musculo retrator interno, que possui

aspecto rugoso. A regido distal ¢ completamente externa a concha e possui aspecto liso.

Ligada a regido distal encontra-se a placa adesiva, responsavel pela aderéncia a diversos
materiais (VACCARO & WAITE, 2001). A regido proximal é mais eldstica que a regido
distal e esta diferenga estrutural ¢ ideal para o organismo se adaptar em ambiente onde devera
absorver impactos e movimento das aguas (WIEGEMANN, 2005). A regido proximal se
encontra junto a concha do bivalve surge a partir de um ramo central ligado ao musculo
retrator interno, que possui aspecto rugoso. A regido distal ¢ completamente externa a concha

e possui aspecto liso.

Ligada a regido distal encontra-se a placa adesiva, responsavel pela aderéncia a diversos
materiais (VACCARO & WAITE, 2001). A regido proximal é mais eldstica que a regido
distal e esta diferenga estrutural ¢ ideal para o organismo se adaptar em ambiente onde devera

absorver impactos e movimento das dguas (WIEGEMANN, 2005).
Na Figura 3.4, vemos: A) Mexilhdo dourado aderido em lamina de vidro, os fios de bissos

podem ser visualizados em processo de estiramento (B) Esquema de um fio de bisso e placa

adesiva (a) regido proximal, (b) regido distal, (c) placa adesiva.
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Figura 3.4 - A) Mexilhao dourado aderido em lamina de vidro (B) Esquema de um fio de bisso e placa adesiva

(DUARTE, 2012)

Segundo Crisp et al, (1985) os mexilhdes podem se movimentar, e quando isto acontece os
fios de bissos sdo rompidos e regenerados em outro local. Os mexilhdes mais jovens
apresentam alta atividade. A medida que os mexilhdes crescem, perdem a mobilidade ¢ acima
de aproximadamente 28 mm de comprimento ndo podem mais se mover sobre o substrato

(CRISP, WALKER, YOUNG, & YULE, et. al., 1985).

Os espacos existentes entre os individuos maiores sdo preenchidos por individuos de
tamanhos medianos e as frestas restantes pelos menores. O aglomerado torna-se uma estrutura
muito compacta, que dificilmente pode ser removida ou capturada por outros organismos

(SANTOS, MANSUR, & WURDIG, 2008). Segundo Morton (1975) nos ambientes mais
calmos os fios de bisso sdo mais fracos e em pequeno nimero. Assim o animal pode
facilmente descolar-se do substrato e procurar por um local melhor. Nas dguas correntes, ele
dispende mais energia construindo um forte aparelho bissal, formando um aglomerado
fortemente aderido ao substrato (MORTON, 1975). Geralmente encontrado em locais de
aguas oxigenadas, capaz de sobreviver com sucesso em aguas salinas em até 3 psu (Unidades

Praticas de Salinidade) (DARRIGRAN, 2002), lagos, areas umidas e outros cursos d’agua.

Darrigran e Damborenea (2009) descreveram algumas caracteristicas que se aplicam ao
bivalve Limnoperna fortunei: curto periodo de vida (dois — trés anos), rdpido crescimento
individual, rapida matura¢do sexual, didico (sexos separados), gametogénese constante com
alta fecundidade, propiciando alta disponibilidade de larvas (2 a 3 picos anuais) e constante
assentamento, euritopicos (coloniza diferentes habitats), euridicos (alta tolerancia fisioldgica),

comportamento de agrega¢do, associacdo a alguma atividade humana (transporte aquaviario),
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ampla variabilidade genética etc. A fecundacdo ocorre externamente dando origem a uma
larva nadante de vida livre que coloniza novos lugares. O ciclo reprodutivo do L. fortunei
apresenta duas fases, sendo, uma fase larvaria planctonica e uma juvenil/adulta. Os gametas
masculinos e femininos sao liberados na dgua onde ¢ realizada a fecundacao (DARRIGRAN

& DAMBORENEA, 2009).

Matsui et al (2001) relaciona a forca maxima de tracdo para retirada do mexilhdo dourado de
materiais com natureza quimica e energia superficial diferentes, e afirma que o mexilhao
dourado adere mais fortemente em superficies polares, tais como vidro, e adere com menor

intensidade em superficies apolares, tais como silicone (MATSUI & NAGAYA, et al., 2001)

33 Descriciao de moléculas bioativas (lipidios e metabdlitos secundarios)

Substancias bioativas sao moléculas organicas de baixa massa molecular que apresentam uma
ampla diversidade quimica e efeitos diversos sobre organismos vivos, sendo associadas as

mudancas em seu comportamento, fisiologia ou metabolismo (BENKENDORFF, 2014).

Moléculas bioativas sdo provenientes da purificacdo de extratos naturais por meio das
técnicas de separagdo, como a cromatografia. O estudo fitoquimico dessas moléculas vem se
desenvolvendo devido ao potencial farmacologico, representando dessa maneira uma
alternativa as terapias convencionais. O estudo do potencial medicinal se deu com a
gigantesca riqueza da flora e fauna brasileira, o que se demonstrou um grande potencial na

pesquisa cientifica em busca de moléculas bioativas (ALVES & ALVES, 2011).

Os compostos bioativos s@o moléculas de origem sintética ou natural que sdo estudadas
quanto as suas atividades biologicas e contribuem para importantes descobertas em diversas
areas terapéuticas. Esses compostos podem ser oriundos do metabolismo primario ou
secundario. Os metabdlitos podem ser utilizados nas industrias para desenvolver vacinas,

antibidticos, isolar produtos quimicos para sintese organica e obter aminoacidos .

Os metabolitos primarios sdo aqueles considerados imprescindiveis a vida, ao crescimento, ao
desenvolvimento e reproducdo de um organismo. Entre eles estdo os acidos nucléicos,
nucleotideos, proteinas, aminoacidos, lipidios e carboidratos (PRATA, MOGOLLON, &
AUGUSTO, 2016).
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Os lipidios ndo sdo apenas constituintes das membranas celulares, mas também mediadores-
chave de sinalizagdo, agindo assim como lipidios bioativos. Entre os papéis proeminentes
exercidos pelos lipidios bioativos estdo a regulagdo imunolodgica, inflamagao e manutengdo da
homeostase. Evidéncias acumuladas indicam a existéncia de uma relacao bidirecional entre os
sistemas imunoldgico e nervoso, em que os mediadores inflamatérios podem modular
diretamente as emog¢des que, por sua vez, podem influenciar fortemente as respostas imunes,
afetando a satide. Em conclusdo, os lipidios bioativos parecem ser promissores ndo apenas
para uma melhor compreensdo dos processos comportamentais basicos, mas também para
futuras intervengoes terapéuticas capazes de combater suas disfuncgdes e, portanto, curar ou

retardar distarbios afetivos (ABOT, et al., 2021).

Os denominados produtos naturais t€m fungdes ecologicas primarias. Algas e outros
organismos marinhos produzem uma variedade vasta e diversificada de compostos organicos,
a grande maioria dos quais ndo parece participar diretamente do crescimento e
desenvolvimento destes organismos. Estas substancias, tradicionalmente referidas como
metabolitos secundarios (CROTEAU, KUTCHAN, & LEWIS, 2000). Dentre as intimeras
classes de metabolitos secundarios com grande potencial farmacologico estao os alcaloides,
flavonoides e as cumarinas (BEZERRA, VIEIRA, & BARBOSA-FILHO, 2006). A busca por
substancias além das ja descobertas se d4 com a necessidade de aumentar a eficiéncias de
quimioterapias de combate ao cancer a fim de diminuir efeitos colaterais e ter uma maior

eficiéncia no tratamento.

Os metabdlitos secundarios, ou comumente chamados de produtos naturais, sdo 0s compostos
organicos produzidos por varios organismos que ndo estdo diretamente envolvidos no
crescimento, desenvolvimento ou reproducdo do organismo, mas sdo essenciais nas atividades
ecoldgicas e outras. Alguns sdo especificos de uma espécie e s6 sdo encontrados nelas, mas a
transferéncia horizontal desses metabolitos entre espécies tem desempenhado um papel
importante na evolucdo de alguns organismos. Embora ndo sejam importantes para a
sobrevivéncia, eles podem ser importantes para outras atividades como proteg¢ao, competicao
e interacdo de espécies. A maioria dos metabolitos secundérios tende a atuar como um
mecanismo de defesa contra varios invasores estranhos. Estes sdo produzidos em quantidades
menores ¢ sdo dificeis de extrair. Algumas categorias de metabdlitos secundarios tém sido

utilizadas em diversos procedimentos biotecnologicos para a formagao de farmacos e outros
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compostos. Alguns exemplos incluem esteroides, Oleos essenciais, fenolicos, alcaldides,

pigmentos, antibioticos, etc (DATTA, 2015).

O que ¢ oferecido na utilizagao de produtos naturais tem a ver com o fato de que as exigéncias
do mercado tendem a observar, cada vez mais, as consequéncias do uso e a diminui¢do dos

impactos produzidos em qualquer processo.

A biodiversidade de organismos no ecossistema marinho tem motivado pesquisadores a
descobrir muitos produtos naturais marinhos que podem vir a ser usado devido ao seu grande
potencial antifingico, antibacteriano, anti-incrustante e podem vir a ser desenvolvidos em
terapias. Entre os organismos marinhos, invertebrados como ascidias, esponjas, moluscos e
briozoarios sdo considerados mais propensos a obtengdo de moléculas bioativas (DA GAMA,

PEREIRA, et al., 2002).

3.3.1 Moléculas bioativas em Moluscos

A investigacdo quimica de moluscos levou ao isolamento de uma grande variedade de
metabolitos primdrios e secundarios bioativos. Estes podem ser sintetizados pelos proprios
moluscos, acumulados a partir de fontes alimentares ou produzidos por
simbiontes. Benkendorff (2014) estabeleceu que, até 2014, mais de 1.145 compostos foram
isolados de moluscos marinhos, incluindo peptideos, esterdis, terpenos, polipropionatos,
macrolideos, derivados de d4cidos graxos, compostos nitrogenados e alcaloides
(BENKENDORFF, 2014). Desde entdo, 145 compostos de moluscos adicionais foram
documentados em relatdrios anuais de produtos naturais marinhos cobrindo os anos de 2014 a

2018 (SUMMER & BROWNE, et al., 2020).

Investigacdes guiadas por bioensaios € modelos in vivo demonstraram as propriedades de
extratos de moluscos e componentes purificados com a¢do antimicrobiana (DOLASHKA, et
al., 2016), anticancerigena (ESMAEEELIAN, BENKERNDORFF, LE LEU, & ABBOTT,
2018), anti-inflamatéria (AHMAD & LIU, et al.,2018), antiespasmddica (SERGYSELS &
ART, 2001), bloqueio neuromuscular (ERSPAMER & GLASSER, 1957), cicatrizagao de
feridas (BADIU, LUQUE, DUMITRESCU, CRACIUN, & DINCA, 2010) e imunogénica
(GESHEVA, et al., 2015). Atualmente, pelo menos 19 compostos de origem dos moluscos

fazem parte do pipeline clinico farmacéutico marinho global e quatro sdo agora aprovados
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pela Food and Drug Administration (FDA) (MAYER), incluindo o poderoso analgésico
Ziconotida derivado do veneno de Conus magus, um caracol de cone carnivoro, e trés
derivados da dolastatina originarios do tecido da lebre do mar Dolabella auricularia :
Brentuximab vedotin e Polatuzumab vedotin para o tratamento de canceres hematologicos
(por exemplo, linfoma de Hodgkins) e Enfortumab vedotin para cancer urotérico. No entanto,
mais da metade dos metabolitos secundarios de moluscos conhecidos nunca foram rastreados
quanto a bioatividade potencial, muito menos em estudos in vivo ou ensaios clinicos, e <1%
das espécies de moluscos foram investigadas (BENKENDORFF, 2014). De fato, o potencial

terapéutico dos produtos naturais derivados desse filo ¢ enorme.

A aplisistatina ¢ um metabolito antileucémico bem conhecido da lebre marinha Aplysia
angasi (HOYE, CARUSO, DELLARIA, & KURTH, 1982). Os metabolitos de Aplysia
dactylomela foram relatados como atividade citotoxica e antitumoral in vivo (SCHMITZ,
BOWDEN, & TOTH, 1993). A espécie de molusco Dolabella auricularia tem sido relatada
por produzir varios compostos antineopldsicos e citotoxicos denominados dolastatinas

(LUESCH, HARRIGAN, GOETZ, & HORGEN, 2002).

O composto bioativo, Zinconitide, isolado de um caracol, Conus magnus, ¢ licenciado pela
Elan Pharmaceuticals sob o nome Prialt e ¢ usado para tratamento intratraqueal para dor
cronica. Dollastains sdo compostos antitumorais altamente ativos isolados de uma lesma do
mar. Em alguns casos, compostos potencialmente interessantes foram isolados de moluscos,
um composto inibidor do virus HIV do mexilhdo verde Perna viridis foi estudado e
patenteado. Kelletinin-I e II isoladas de moluscos marinhos, Kelletia kelletii inibiram o
crescimento de Bacillus subtilis e células leucémicas L1 como agentes antibacterianos e

anticancerigenos. (DATTA, 2015).

Sivasubramanian et al. (2011) estudaram novos compostos bioativos do molusco marinho
Melo melo. Segundo eles, as atividades antibacterianas foram registradas como zona maxima
de inibicao contra a cepa de Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) do extrato de muco e
zona minima de inibi¢do na cepa de Salmonella typhi (S. typhi) do extrato de tecido corporal.
Foram observadas as atividades antifingicas dos extratos para atividade maxima contra
Trichophyton mentagarophytes (T. mentagarophytes) e atividade minima em Aspergillus
flavus (A. flavus). O extrato de muco, tecido nervoso, tecido corporal e rim que apresentou

atividade antimicrobiana devido a presenca dos peptideos e grupos amida. Os extratos do
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molusco marinho M. melo sdo a fonte potencial de compostos bioativos antibacterianos e
antifingicos. Também foi relatado que a secre¢do de tinta de espécies de moluscos foi
identificada como uma das novas fontes de compostos bioativos. Os extratos de tinta aquosa
de Dollabella auricularia inibiram o crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. Além de D. auricularia, amostras de tinta de Octopus vulgaris e Sepia aculeate
apresentaram  atividade antifingica (SIVASUBRANIAN, RAVICHANDRAN, &
KUMARESAN, 2011).

Um numero surpreendentemente grande de medicamentos tradicionais que incorporam
moluscos tem sido usado para tratar doengas respiratorias em culturas em todo o mundo desde
a antiguidade até o presente. Na maioria dos casos, ha poucos dados para apoiar a aplicagdo
de medicamentos tradicionais (BENKENDORFF, et al., 2015). No entanto, eles fornecem
pistas uteis para a descoberta de novos compostos que podem sustentar algumas
reivindicacdes e testes adequados podem ver sua integracdo nos cuidados de saude
convencionais em pelo menos uma capacidade complementar. Para ilustrar este ponto, o
isolamento da efidrina da Ephedra sinica (Ma Huang), uma planta usada na Medicina
Tradicional Chinesa (MTC) h4a mais de 2000 anos para tratar asma, tosse e congestao
respiratdria, levou a sintese do salbutamol (Ventolin) em 1969, um agonista do receptor [2-
adrenérgico de acdo rapida agora considerado a intervencdo clinica de primeira linha para

asma aguda (LEE, 2011).

Ha evidéncias crescentes de que os moluscos compreendem compostos farmacologicamente
ativos que podem ser otimizados para o tratamento e prevencdo de doengas respiratorias

(SUMMER & BROWNE, et al., 2020).

Virios temas recorrentes emergem sobre a aplicagdo de medicamentos tradicionais de
moluscos para certas doengas respiratorias. Muitos sdo indicados para o tratamento da
tuberculose (TB), tanto pulmonar quanto extrapulmonar. Alves et al (2011) documentaram o
uso de carne e conchas de moluscos bivalves usados para tratar TB em toda a América do Sul
(ALVES & ALVES, 2011); na [ndia, a carne do molusco maritimo Turbinella sp. € o de 4dgua
doce Plia globosa é cozida e comida (GOPAL & VIJAYAKUMARAN, et al., 2008) e
decocgdes de numerosas espécies de moluscos marinhos ocorrem na MTC. Os medicamentos
tradicionais de moluscos também sao indicados para outras doencas respiratorias infecciosas,

incluindo gripe, pneumonia, bronquite, sarampo, otite média e infec¢des gerais do trato
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respiratorio e estudos biomédicos tém como alvo patdgenos responsaveis (SUMMER &

BROWNE, et al., 2020).

A maioria dos MTCs e outros medicamentos tradicionais sao aplicados em varias condigdes
respiratorias. Por exemplo, o MTC “Yan Qiu Bei” derivado da concha decotada do
buzio Naria erosa (Cypraeidae) ¢ usado para tuberculose extrapulmonar, falta de ar, muco
excessivo e congestdo conjuntiva (GUAN & WANG, 2009), enquanto remédios indianos
usando Turbinella sp. ndo sdo usados apenas para TB, mas também para tosse, muco
excessivo, dor de garganta, febre, dor de ouvido e asma (GOPAL & VIJAYAKUMARAN, et
al., 2008). Nota-se que a maioria dos MTCs e outros medicamentos tradicionais usados para
doengas respiratorias sdo comumente usadas para outras condi¢des ndo respiratdrias (por
exemplo, problemas ginecoldgicos, distirbios gastrointestinais e doengas cardiovasculares),
que podem refletir propriedades anti-inflamatorias e anti-angiotensina gerais. A carne e
concha da Crassostrea rhizophorae foi usada na América do Sul para céncer, tuberculose,
gripe e pneumonia (ALVES & ALVES, 2011), opércula do molusco muricideo Chicoreus
virgineus foi usada no Egito Medieval para tumores e doengas dos olhos/ouvidos
(NONGMAITHEM, et al., 2017), e o MTC “Mu Li”’ compreendendo a carne e a concha de 12
Ostreidae/Grypaeidae sp. para cancer e tuberculose (GUAN & WANG, 2009).

A concha (e todo o corpo) ¢ a parte do molusco mais frequentemente usada em medicamentos
tradicionais para doencas respiratorias. Na MTC, as cascas sao moidas em p6 ou decotadas
(aquecidas para extrair a esséncia) e ingeridas. Cinzas de conchas de moluscos queimadas ou
o0ssos de chocos, preparadas em pilulas, pastas e solu¢des, aparecem em varios medicamentos
respiratérios tradicionais originarios da India e da Grécia Antiga; conchas também sdo usadas
na medicina sul-americana e homeopatia. Apenas trés estudos biomédicos investigaram
extratos de conchas com relevancia para doencas respiratorias: concha de buzio em pod
(Monetaria moneta) IMMANUEL, et al., 2012) e quitosana de osso de choco (S. officianalis)
(SHANMUGAM, KATHIRESAN, & NAYAK, 2016), ambos os quais mostram propriedades

antimicrobianas in vitro.

O corpo sem concha (ou “carne”) ¢ a segunda parte do molusco mais utilizada em
medicamentos tradicionais para doengas respiratorias de todas as naturezas. A carne pode ser
cozida e comida ou aplicada externamente. Na Grécia Antiga, a carne de cefalopodes (O.

vulgaris, S. officianalis) e a concha de trombeta gigante (Charonia tritonis) eram comidas
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para condicdes de baixa imunidade, além de doencas respiratorias infecciosas ou
inflamatorias. Entre as tribos nigerianas, a carne ¢ “perfurada para obter o fluido”. Tudo isso
pode estar relacionado a hemolinfa circulante (equivalente ao sangue), que representa pelo
menos 20% do peso corporal dos moluscos. A hemolinfa ¢ composta em grande parte por
hemocianina (Hc), que possui uma gama de bioatividades e estd entre os mais potentes
imunogenos usados em estudos relacionados a doengas respiratdrias. Muitos outros
compostos bioativos (por exemplo proteinas, peptideos e policetideos) foram derivados do

tecido corporal de moluscos (SUMMER & BROWNE, et al., 2020).

A revisdo de Dang at al. (2015) apresenta evidéncias de efeitos antivirais de Hcs e AMPs de
moluscos contra uma variedade de virus humanos, incluindo virus herpes simplex, virus
Epstein-Barr (DNA de fita dupla, envelopado em lipidios), rotavirus simio (RNA de fita
dupla, ndo envelopado) e poli virus (RNA de fita simples, ndo envelopado). Em relacdo a
doenca respiratéria, a atividade virucida foi demonstrada usando hemolinfa de ostra testada
contra adenovirus humano (AdV-5) (DANG, BENKENDORFF, GREEN, & SPECK, et
al.,2015).

Textos farmacéuticos do século 18-19 proclamaram os beneficios insuperdveis da helicidina
(muco do caracol terrestre H. pomatia) para aliviar varias condi¢des respiratorias, como

coqueluche, tuberculose, gripe, pneumonia, bronquite cronica e asma (BONNEMAIN, 2005).

Summer et al. (2020) identificou 11 ensaios clinicos em humanos usando compostos de
moluscos purificados como tratamentos para doencas respiratorias. Esses ensaios usaram
hemocianina de lapa (KLH) como adjuvante/conjugado de vacina (n = 4), kahalalide F (e
derivados) para cancer de pulmao (n = 3), helicidina para doenga pulmonar obstrutiva crénica
(DPOC) (n = 1), e Lyprinol para asma (n = 3) (SUMMER & BROWNE, et al., 2020).
Remédios naturais da espécie de mexilhdo de labios verdes da Nova Zelandia (Perna
canaliculus) sdo geralmente promovidos como agentes anti-inflamatorios, eficazes em
interromper a progressao de problemas nas articulagdes e nos tecidos conjuntivos e aliviar os
sintomas da artrite. Varios novos acidos graxos poliinsaturados 6mega 3 anti-inflamatdrios
foram identificados a partir de extratos de P. canaliculus (TRESCHOW & HODGE, 2007).
Uma gama de nutracéuticos ¢ produzida a partir desta espécie, incluindo p6 de mexilhdao, um
extrato de mexilhdo que alega ter propriedades anti-inflamatorias (DOGGRELL, 2011) e um

extrato lipidico estabilizado (Lyprinol), agora aprovado pela FDA para uso como um agente
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anti-inflamatorio alternativo, e medicamentos para tosse contendo helicidina estdo disponiveis
sem receita nas farmdacias europeias ha mais de 50 anos (SUMMER & BROWNE, et al.,
2020). Lyprinol demonstrou ser eficaz em um modelo de roedor para prevenciao de doenca
inflamatoéria intestinal (TENIKOFF & MURPHY, et al.,2005) e preparagdes farmacéuticas
contendo extratos de P. canaliculus foram patenteadas para uso no tratamento de efeitos
colaterais causados a mucosa gastrointestinal apds ingestdo de analgésicos (McFARLANE &

CROFT, 1984).

O extrato corporal de Limax sp. demonstrou inibir o crescimento do carcinoma de pulmao em
camundongos, e reduzir o aparecimento de sintomas de asma e produ¢do de marcadores
inflamatorios em cobaias de forma mais eficaz do que o broncodilatador clinico Aminofilina

(YAN & LIN, et al.,2011).

A carne e a concha de Muricidae sp. ocorrem em oito MTCs e seus opérculos foram ingeridos
como 6leos medicinais na Grécia Antiga, India Antiga e Egito Medieval para varias doengas
respiratorias infecciosas e inflamatorias e cancer. Consideravel atencdo tem sido dedicada a
purpura de Tyrian (6,6'dibromoindigo e compostos relacionados), um corante téxtil
historicamente importante obtido da familia Muricidae. A pesquisa de produtos naturais,
desde entdo, verificou a atividade antibacteriana, anti-inflamatoria e anticancerigena de amplo
espectro de compostos precursores da purpura de Tyrian, pigmentos menores ¢ derivados
modificados (AHMAD & LIU, et al.,2018). Extratos de um buzio australiano Dicathais orbita
contendo esses compostos bioativos mostraram atividade antimicrobiana preliminar contra
patdgenos respiratorios in vitro (BENKENDORFF, BREMNER, & DAVIS, 2000) e atividade
anti-inflamatéria em um estudo murino de inflamagdo pulmonar aguda (AHMAD, et al.,
2017). Alguns compostos bioativos também sdao detectaveis em extratos lipofilicos de D.
orbita operculum, com relevincia para antigas preparacdes de 6leo medicinal (McHUGH,

2013).

A maioria dos medicamentos tradicionais e estudos biomédicos sdo baseados em extratos e
compostos de Gastropoda e Bivalvia, o que ndo ¢ surpreendente, uma vez que essas classes
compreendem a maioria (> 90%) da biodiversidade de moluscos. Existem 21 familias de
Bivalvia utilizadas em medicamentos tradicionais que ainda ndo foram investigadas

cientificamente (SUMMER & BROWNE, et al., 2020).
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Gomes et al. (2015), mediu a formagao de metastases pulmonares em camundongos tratados
com um glicano semelhante a heparina de Nodipecten nodusus, um molusco bivalve
encontrado ao longo da costa atlantica norte da América. Neste estudo, o tamanho ¢ o nimero
de focos pulmonares metastaticos foram significativamente reduzidos, de dez para um por
pulmdo (grupos de controle de solugao salina tamponada com fosfato (PBS) e tratamento com
heparina de molusco, respectivamente). Os componentes in vivo e in vitro do estudo de
Gomes et al. (2015) demonstraram que a heparina do molusco inibe a interagdo da P-selectina
com o carcinoma do coélon (LS180) e reduz o recrutamento de células inflamatérias, a
formacdo do complexo plaquetario-célula tumoral e a atividade enzimatica da heparinase,

atenuando assim as metastases (GOMES; KOZLOWSK]I, et al.,2015).

Toledo-Piza et al. (2018) demonstraram atividade antiviral com muco concentrado do
molusco sem concha terrestre Phyllocaulis boraceiensis, em que o pré-tratamento da célula
hospedeira reduziu os efeitos citopaticos induzidos pelo virus da gripe A (HINI) e do
sarampo em até 80% sem citotoxicidade da célula hospedeira (TOLEDO-PIZA &
OLIVEIRA, 2018) .

Os moluscos fornecem boas fontes biodisponiveis de zinco. Demonstrou-se recentemente que
0 zinco inibe a replicacdo de virus respiratorios (incluindo influenza e COVID-19), reduz a
infeccdo de células hospedeiras, melhora a fun¢do imunoldgica e age sinergicamente com
terapias antivirais padrao (WESSELS, ROLLES, & RINK, 2020). Fatores antivirais isolados
de moluscos podem, portanto, ser combinados com zinco para melhorar a atividade. Além
disso, extratos de moluscos inteiros, corpos e conchas usados em medicamentos tradicionais
provavelmente contém zinco, que pode ser em parte responsavel por alguns beneficios

derivados.

34 Usina Hidroelétrica de Volta Grande

O reservatorio da Usina Hidroelétrica de Volta Grande, area de estudo deste trabalho,
encontra-se na bacia do Rio Grande na cidade de Conceigdo das Alagoas (MG) e
Miguel6polis (SP). A usina tem capacidade instalada de 380 MW e garantia fisica de 230,6
MW médios. A bacia do rio Grande ¢ a segunda maior do estado de Minas Gerais, onde

encontra-se o reservatorio de Volta Grande. (CACHAPUZ, 2006).
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Em fevereiro de 1967 a Cemig ganhou a concessao para realizacdo de Volta Grande. As obras
civis foram iniciadas em janeiro de 1970 pela Construtora Mendes Jinior. A inauguracao
oficial da usina ocorreu em julho de 1974 com a entrada em operacdo comercial da primeira
de suas quatro unidades geradoras de 95 MW, as demais unidades geradoras foram colocadas
em operacdo entre fevereiro e outubro de 1975. Para possibilitar a constru¢do da hidrelétrica,
uma ampla 4rea foi inundada e outra desmatada para a retirada de terra, utilizada nas obras da
barragem. Para reparar os danos ao meio ambiente pela constru¢do da UHE, foi inaugurada
em 14 de janeiro de 1976, a primeira estagdo ambiental da Cemig foi implantada em areas
remanescentes da usina hidrelétrica de Volta Grande, no curso inferior do rio Grande.
Ocupando uma area de 391 ha, a Esta¢do de Hidrobiologia e Piscicultura de Volta Grande,
localizada as margens do reservatério da hidrelétrica. Como objetivo primordial a realizagao
de estudos sobre a qualidade da dgua e o desenvolvimento de técnicas de manejo e reprodugao
de espécies nativas de peixes na bacia do rio Grande, em parceria com universidades e

institutos de pesquisa (CACHAPUZ, 2006).

Em setembro de 2012, foi detectado pela primeira vez a presenga de mexilhdo dourado na
Usina de Volta Grande, localizadas no Rio Grande. A descoberta da espécie invasora na usina
ocorreu durante a parada para manuten¢do programada de uma das maquinas. Os mexilhdes
tém larvas microscopicas que se fixam no metal de dutos resfriadores. Crescem e se
reproduzem numa coldnia que entope esses espagos. A infestacdo obriga a operacdo a ser

parcialmente interrompida e trabalhos de limpeza e controle dos animais precisam ser feitos .

Embora o rio Grande ndo represente uma hidrovia navegéavel para embarcagdes comerciais
devido a presenga de uma série de barramentos em cascata, registros marcaram a presenca do
mexilhdo em grande parte dele, possivelmente, isto se deu pelo fato de que outros vetores de
dispersdo estdo presentes nestes rios tais como barcos de pesca, piscicultura e uso de areia

retirada de locais infestados (SANTOS S. B., 2012).

O mexilhdao dourado apresenta elevada capacidade de adaptagdo aos diferentes ecossistemas
aquaticos, podendo aderir a quase todo tipo de substrato, seja ele natural ou artificial. As
incrustagdes formadas pelo mexilhdo dourado sdo volumosas, onde varios individuos se
sobrepdem fixando-se ao substrato e entre si, pelos fios de bisso, formando assim macro
aglomerados compactos (MANSUR M. C., 2012). As populagdes do mexilhdo-dourado

continuam crescendo em taxas alarmantes, tornando-o ndo apenas uma das maiores pragas no
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Brasil (BARBOSA, et al., 2016), mas também a espécie invasora de agua doce mais agressiva

em toda a América do Sul (DARRIGRAN & DAMBORENEA, 2011).

O mexilhao dourado ¢ motivo de atencao nas usinas hidrelétricas localizadas na Bacia Parana-
Paraguai, pois 0 molusco compromete os sistemas que utilizam 4gua bruta no processo de
produgdo de energia elétrica. O mexilhdo invade, ainda em forma de larva, as tubulagdes por
onde passa a agua e la se fixa. Na fase adulta, obstrui as tubula¢des podendo causar
superaquecimento nas maquinas. Neste caso, a Unica forma de retirar o mexilhdo ¢
manualmente. O controle da proliferacdo ¢ feito por monitoramento e retirada da parte

incrustada nas tubula¢des das hidrelétricas.

A Enel Brasil S.A. participou em 27 de setembro de 2017 do “Leildo de Concessdes nado
prorrogadas” organizado pelo Governo Federal por meio da Agéncia de Nacional de Energia
Elétrica (Aneel), e recebeu a concessdo para operar por um periodo de 30 anos a usina
hidrelétrica de Volta Grande, por um valor total de R$ 1.420 milhdes. O grupo Enel Brasil
iniciou sua gestdo sobre a hidrelétrica em 11 de novembro de 2017, seus investimentos em
2018 somaram R$ 2.1 milhdes, dos quais 361 mil foram destinados ao controle do mexilhao

dourado (ENEL, 2018).

Através de uma rede que conecta empresas ¢ o governo, o Centro de Bioengenharia de
Espécies Invasoras de Hidrelétricas - CBEIH foi criado em 2010 com o proposito de buscar
solugdes para amenizar os impactos ecoldgicos, industriais e econdmicos causados por
espécies invasoras nas usinas hidroelétricas, com o projeto de pesquisa e desenvolvimento
ANEEL GT-343 que ganhou sua continuidade no ano de 2018 com o ANEEL GT-604 através
de uma parceria entre a Companhia de Energia de Minas Gerais (CEMIG) e a Universidade
Federal de Ouro Preto (UFOP). O CBEIH tem como objetivo pesquisas no combate aos
organismos invasores € tem como areas de interesse a bioengenharia, modelagem ambiental e
o monitoramento das espécies, pois a proliferagdo descontrolada destes organismos acaba
eliminando outras espécies nativas e comprometendo atividades humanas que dependem de
recursos naturais, como agricultura, pecudria e gera¢do de energia hidrelétrica. Com esse e
outros projetos de pesquisa e desenvolvimento a companhia de geragdo de energia ja investiu

mais de 14 milhdes de reais no combate ao Limnoperna fortunei (CEMIG, 2014).
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3.5 Métodos de extracio solido-liquido utilizados

3.5.1 Extracido por Maceracio

A maceracdo ¢ um dos métodos mais convencionais de extracdo devido a simplicidade da
operagao e custos bem reduzidos. Consiste em colocar a amostra que contém o principio ativo
de interesse em contato com o solvente em um recipiente fechado, ¢ permitido ficar por um
periodo de tempo variavel (variando de horas a dias) com agitagcdo ocasional, em temperatura
ambiente, sem renovagdo do liquido extrator. O numero de matérias-primas, a selecdo de
solventes e o tempo correto de extracdo sdo fatores que afetam a eficacia desse método. Antes
de ser processada, a amostra deve ser devidamente lavada e separada de materiais estranhos,
como solo superficial e materiais ndo adequados para extracdo (TAMBUN, ALEXANDER,
& GINTING, 2020).

A escolha do solvente deve ser feita com base na solubilidade do analito alvo e no equilibrio
entre custo, seguranga € preocupagdes ambientais. Alguns solventes comuns usados na
extragdo sdo metanol, etanol, acetato de etila e dgua destilada. Alguns outros solventes como
hexano, cloroférmio, butanol, propanol e outros também podem ser utilizados considerando a

toxicidade e o preco do solvente (RASUL, 2018).

A técnica de maceracdo pode ser estatica (parada) ou dindmica (com movimento), com
agitagdo (movimentagdo em reator) de ambas. E indicado para fabricagio de extratos
sensiveis a degradagdo térmica, quando se quer manter bem as caracteristicas sensoriais da
amostra e ndo exaurir a extracdo dos ativos. Variagdes destas operacdes como a maceragdo a
quente, maceragao sob agitacdo constante e a maceracao escalonada e remaceragdo podem ser
feitas com o intuito principal, de aumentar a efetividade da extracdo (LIST & SCHMIDT,
1989). Esse processo fica restrito quando se trabalha com substancias ativas pouco soluveis e

plantas com altos indices de proliferacdo microbiana.

3.5.2 Extracio pelo método de Soxhlet

Uma forma de extracdo solido-liquido ¢ a extracdo Soxhlet. Esta técnica basica foi

desenvolvida em 1879 por Franz Ritter von Soxhlet, que era um quimico alemao e fisiologista
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nutricional. O aparelho inventado, hoje conhecido como extrator Soxhlet, foi usado pela
primeira vez para determinar o teor de gordura no leite. Desde entdo, a técnica de extracdo
Soxhlet ganhou amplo reconhecimento no campo da preparagdo de amostras (ZYGLER,

STOMINSKA, & NAMIESNIK, 2012).

Utilizado para a extragdo de lipidios e materiais sélidos que ndo se dissolvem com agua, o
Soxhlet consegue armazenar essas substincias com toda a propriedade e permite que o
responsavel por manipular os materiais nao precise ficar conferindo a todo momento a reagao

do composto quando estiver em contato com um solvente.

O Soxhlet possui trés partes, sendo que a primeira € o reservatdrio de vidro (dedal), onde
deverd ser colocado o solido a ser extraido, completamente envolto por um papel de filtro.
Esse reservatorio contém um tubo na parte lateral, podendo esvaziar ou preencher o espago no
qual o composto ¢ colocado. O reservatério de vidro € envolto por outras duas partes: o
condensador, que ocasiona o refluxo do solvente que ¢ posto na concentracdo, e o baldo, que
fica concentrado na parte de baixo e destila o composto com a adigdo do solvente. A figura
3.5 mostra a representacdo esquematica de uma extragdo com Soxhlet, onde: 1) Barra
magnética de agitacdo, 2) Baldo de destilagdo, 3) Braco de destilagdo, 4) Dedal, 5) Extracao
da matéria-prima, 6) Sifao, 7) Saida do sifao, 8) Adaptador de expansdo, 9) Condensador, 10)

Entrada de agua fria, 11) Saida de agua fria.

10

11

Figura 3.5 - Representagdo esquematica de uma extragdo com Soxhlet (JENSEN, 2007)
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O solvente de extragdo ¢ despejado no frasco inferior, seguido pelo dedal na camara de
extracdo, ele entdo ¢ aquecido para iniciar-se o refluxo. O vapor do solvente passa por um
brago de destilacdo e enche a camara onde se encontra o dedal com o material sélido. O
condensador assegura que todo o vapor arrefeca, condense e des¢a para a camara central do
Soxhlet, onde vai acumulando lentamente o solvente. Algum do composto que se pretende
extrair dissolve-se no solvente quente. No momento em que quase todo o espaco da cdmara
central se encontra preenchido pelo solvente, esta ¢ esvaziada pelo sifdo. O solvente retorna
entdo ao baldo de destilagdo, completando o ciclo da extragcdo. O dedal assegura que a rapida
movimentagdo do solvente ndo arraste particulas solidas para o baldo. Este ciclo ¢ repetido
varias vezes até que o composto seja completamente extraido. Apds a extracdo, o solvente ¢
removido, normalmente por recurso a um evaporador rotativo, a parte ndo soluvel do s6lido

mantém-se no dedal, sendo depois descartada (ABUBAKAR & HAQUE, 2020).

A extragdo de Soxhlet tem sido amplamente utilizada para extrair compostos bioativos
valiosos de varias fontes naturais. Nesta extracdo, uma pequena quantidade de amostra seca ¢
colocada em um dedal, que é colocado em um frasco de destilagdo contendo o solvente de
interesse particular. Apos atingir um nivel de transbordamento, a solu¢do do porta-dedal é
aspirada por um sifao, que descarrega a solugdo de volta no baldo de destilacdo. Esta solu¢ao
transporta os solutos extraidos para o liquido a granel. O soluto permanece no frasco de
destilacdo e o solvente retorna ao leito s6lido das amostras. O processo ¢ repetido até que

ocorra a extragdo completa (RAKHEE, MISHRA, SHARMA, & MISRA, 2018).

As mais notaveis vantagens que o método de Soxhlet apresenta sdo a amostra estad sempre em
contato com o solvente, havendo sua constante renovagdo; a temperatura do sistema mantém-
se relativamente alta, visto que o calor aplicado para o processo de evaporagdo € constante; ¢
uma metodologia muito simples que ndo requer treinamento especializado e que possibilita a
extracdo de uma quantidade maior de 6leo em relagdo a outros métodos, sem a necessidade de
filtracdo da miscela apds o término da extragdo, pois a amostra esteve envolta no cartucho

durante todo o procedimento (LUQUE DE CASTRO & GARCIA-AYUSO, 1998).

O uso do Soxhlet ¢ inteiramente importante para se chegar a uma amostra mais concentrada e

com uma por¢ao consideravel para estudo e analise.
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3.5.3 Solvente utilizado: Metanol

A escolha do solvente a ser utilizado ¢ extremamente importante na extracdo de compostos
bioativos, principalmente quando ¢ buscado a obtencdo de um ou mais compostos de interesse

(ABUBAKAR & HAQUE, 2020).

O metanol, também chamado de alcool metilico, possui formula molecular CH4O e formula
estrutural igual a CH3 — OH. Trata-se de um composto organico formado pelo grupo organico
alcool. E polar e sua massa molar é igual a 32 g/mol. A temperatura de fusio do metanol é -

97°C e a temperatura de ebulicdo ¢ 64,7°C. Além disso, ¢ muito soluvel em agua.

A escolha do solvente depende do tipo de composto, da parte do composto a ser extraido, da
natureza dos compostos bioativos e da disponibilidade do solvente. Em geral, solventes
polares, como agua, metanol e etanol, sdo usados na extragdo de compostos polares, enquanto
solventes apolares, como hexano e diclorometano, sdo usados na extracdo de compostos
apolares.

Extragdes que utilizam solventes sdo técnicas amplamente difundidas no meio industrial. Esta
técnica ¢ chamada de convencional e se aplica para diferentes matrizes, onde a unido dos
solventes com o processo de aquecimento facilita a transferéncia de massa, entretanto
apresenta desvantagens e riscos de degradacdo dos compostos termoldbeis, além de ser um

método com elevado consumo de energia (BARBA, ZHU, KOUBBA, & al, 2016).

Varios fatores enumerados abaixo devem ser levados em consideragdo ao escolher um
solvente de extracdo. 1) Seletividade: A capacidade de um solvente escolhido para extrair o
constituinte ativo e deixar o material inerte; 2) Seguranga: O solvente ideal de extracdo deve
ser atoxico e ndo inflamavel; 3) Custo: Deve ser o mais barato possivel; 4) Reatividade: O
solvente de extragao adequado nao deve reagir com o extrato; 5) Recuperagdo: O solvente de
extracdo deve ser rapidamente recuperado e separado do extrato; 6) Viscosidade: Deve ser de
baixa viscosidade para facilitar a penetragdo; 7) Temperatura de ebulicdo: A temperatura de
ebulicdo do solvente deve ser a mais baixa possivel para evitar a degradacdo pelo calor

(ABUBAKAR & HAQUE, 2020).

Os seguintes critérios provavelmente serdo considerados na selecdo do solvente: 1)

Solubilidade das substancias especificas no solvente: Por exemplo, 6leos vegetais constituidos
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por triglicerideos de acidos graxos sao normalmente extraidos com hexano, enquanto que para
extracdo de acidos graxos livres, sdo usados alcoois mais polares; 2) Propriedades fisicas
como baixa tensdo interfacial e viscosidade: O solvente deve ser capaz de molhar os sélidos e
penetrar através de poros e capilares na matriz. Além disso, sua baixa viscosidade auxilia as
taxas de difusdo na fase solvente; 3) Recuperacdo, uma vez que o solvente serd reaproveitado
nas extragdes subsequentes: Se for usada destilacio ou evaporagdo, o solvente ndo deve
formar azedtropos e o calor latente de vaporizagdo deve ser pequeno; 4) Perigos e custos:
Idealmente, o solvente deve ser atdxico, ndo perigoso, ndo reativo, ndo inflamavel, inofensivo
ao meio ambiente e barato. A prevencao de perdas de solvente pode ser obtida através de um

melhor projeto de processo (CHANIOTI, LIADAKIS, & TZIA, 2014).

Dentre as vantagens em se utilizar o solvente orgéanico polar (por exemplo o metanol),
destacam-se a menor concentracao de taninos extraidos, facilitando a posterior purificacao, e

a possibilidade de regeneracdo do solvente.

Propriedade do Grupo organico Alcool é de natureza polar, miscivel com agua e pode extrair
metabolitos secundérios polares. Vantagens: E auto conservante em concentragdo acima de
20%. Nao ¢ toxico em baixa concentragdo e ¢ necessaria uma pequena quantidade de calor
para concentrar o extrato. Desvantagens: Nao dissolve gorduras, gomas e cera; ¢ inflamavel e

volatil (ABUBAKAR & HAQUE, 2020).

O rendimento de uma extracdo quimica pode depender do tipo de solvente com diferentes
polaridades, pH, tempo de extragdo e temperatura, bem como da composi¢do quimica da
amostra. Sob as mesmas condi¢des de tempo e temperatura, o solvente e as propriedades
quimicas da amostra tornam-se os dois fatores os mais importantes. No inicio de 2008,
solventes como éter de petrdleo, acetato de etila, metanol, diclorometano e butanol foram
comumente usados para a extragdo de compostos fendlicos de microalgas marinhas

(JUSTINO, DUARTE, C, D, & ROCHA-SANTOS, 2014).

O efeito mais visivel da temperatura ¢ a mudanga na viscosidade do solvente, do dleo e na
solubilidade dos componentes do 6leo bruto. Com a elevacdo da temperatura ocorre uma
diminui¢do nas viscosidades do solvente ¢ do odleo e, assim, acontece um aumento na
solubilidade do o6leo. Dessa forma, ¢ esperado um aumento da velocidade da extragdo,

facilitando o processo de difusao (ZACHI, 2007).
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Com relagdo a influéncia de tempos de extracdo no rendimento e composi¢do quimica de
6leos essenciais, foi observado que trabalhos na literatura sobre o tema sdo escassos,
entretanto, sdo essenciais para obtengdo da maximizagdo do rendimento dos resultados

(MATTANA, MAIA E ALMEIDA, & OLIVEIRA, 2015).

3.6 Técnica de Cromatografia

A Cromatografia ¢ uma das técnicas de analise quimica mais empregada. Dentre seus varios
tipos, elas servem para identificar substincias, purificagdo e ou separagdo de compostos. E
uma poderosa técnica de separagdo, amplamente empregada para a andlise qualitativa e
quantitativa de misturas complexas.

A descoberta da cromatografia ¢ atribuida ao botanico russo Mikhail S. Tsvet, pois em 1901
reconheceu a base fisico-quimica da separagdo e a aplicou de forma racional e organizada a
separacdo dos componentes de extratos de folhas. Tsvet descreveu uma técnica que ¢ usada
hoje essencialmente da mesma forma. Ele embalou uma coluna vertical de vidro com um
material adsortivo, como alumina, silica ou agucar em pd, adicionou uma solucdo de
pigmentos vegetais ao topo da coluna e lavou os pigmentos através da coluna com um
solvente organico. Os pigmentos se separaram em uma série de faixas coloridas discretas na
coluna, divididas por regides totalmente livres de pigmentos. Como Tsvet trabalhava com
substancias coloridas, ele chamou o método de cromatografia (chrom = cor e graphie =
escrita), podendo levar a erronea ideia de que o processo seja dependente da cor)

(SALATINO, 2016).

Apesar deste estudo e de outros anteriores, que também poderiam ser considerados
precursores do uso dessa técnica, a cromatografia foi praticamente ignorada até a década de
30, quando foi redescoberta. A partir dai, diversos trabalhos na area possibilitaram seu
aperfeicoamento e, em conjunto com os avangos tecnolédgicos, levaram-na a um elevado grau
de sofisticagdo, o qual resultou no seu grande potencial de aplicagdo em muitas areas

(GIDDINGS & CALVIN E KELLER, 2020).

A técnica de cromatografia consiste numa substiancia, podendo ser um gas ou liquido
denominado fase movel, que transporta a amostra a ser analisada através de uma outra

substancia (liquido ou solido) chamada de fase estacionaria, que pode estar contida no interior
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de uma coluna ou sobre uma placa. Desta forma, os componentes da mistura sdo separados

pelas diferengas de afinidade através das duas fases.

A cromatografia tem inumeras aplicacdes nos campos biologico e quimico. E amplamente
utilizada em pesquisa bioquimica para a separagdo e identificacdo de compostos quimicos de
origem bioldgica. Na industria do petrdleo a técnica ¢ empregada para analisar misturas

complexas de hidrocarbonetos.

Como método de separacdo, a cromatografia tem varias vantagens em relagdo as técnicas
mais antigas — cristalizagdo, extragdo com solvente e destilagdo , por exemplo. E capaz de
separar todos os componentes de uma mistura quimica sem exigir um extenso conhecimento
prévio da identidade, niimero ou quantidades relativas das substancias presentes. E versatil,
pois pode lidar com espécies moleculares que variam em tamanho; além disso, pode ser usado
com grandes ou pequenas quantidades de material. Seu poder de resolucdo € inigualavel entre

os métodos de separacao (GIDDINGS & CALVIN E KELLER, 2020).

A cromatografia serve para identificacdo de substancias, purificacdo de compostos e
separacdo de componentes de misturas. Nenhum outro método ¢ tdo poderoso e de aplicagdao
tdo generalizada como a cromatografia. Os equipamentos desta técnica podem ainda ser
acoplados a outros equipamentos de outras técnicas de analise, tornando a cromatografia

ainda mais poderosa e robusta (SALATINO, 2016).

Existem muitos tipos de cromatografia, porém daremos foco a cromatografia gasosa, utilizada

no presente trabalho.

A cromatografia gasosa (CQ) foi descrita pela primeira vez em 1952 com a separagdo de uma
mistura de pequenos acidos carboxilicos. Um cromatdgrafo a gés usa uma coluna de fluxo,
através da qual diferentes constituintes quimicos de uma amostra passam em uma corrente de
gas (gas transportador, fase movel) em taxas diferentes, dependendo de suas propriedades
quimicas e fisicas e de sua interacdo com um enchimento de coluna especifico, chamado a
fase estaciondria. A funcdo da fase estacionaria na coluna é separar diferentes componentes,
fazendo com que cada uma saia da coluna em um momento diferente.

Outros parametros que podem ser usados para alterar o tempo de retengdo sdo a vazao do gas

de arraste, o comprimento da coluna e a temperatura.
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No inicio, foram usadas colunas compactadas; no entanto, o poder do CG foi
substancialmente melhorado pela introdug@o de colunas capilares tubulares abertas revestidas
de parede, inicialmente de vidro, mas substituidas por colunas capilares de silica fundida mais
duraveis em 1976. Isso foi considerado um grande avanco no desenvolvimento do CG. A

medida que os produtos quimicos saem da coluna, eles sdo detectados eletronicamente

(MEDEIROS, 2018).

A figura 3.6 mostra a representagdo esquematica de um cromatografo de fase gasosa.

Gas de Injetor
carregamento

Detector

Controle
de
pressao/
fluxo

Software

Figura 3.6 - Representagdo de um cromatdgrafo de fase gasosa (SALATINO, 2016)

A espectrometria de massa (EM) € uma técnica analitica usada para identificar e quantificar
diferentes produtos quimicos presentes em uma amostra medindo a razdo massa-carga € a
abundancia de ions em fase gasosa. A historia da espectrometria de massa comegou em 1912,
quando os primeiros espectros de massa de compostos, como Ne, N2, CO2 ¢ COClz, foram
obtidos. Os primeiros instrumentos comerciais dedicados a andlise organica foram
construidos durante a Segunda Guerra Mundial, com maior aplicagio na época na
petroquimica.

Em um procedimento tipico de EM uma amostra (sélida, liquida ou gasosa) ¢ ionizada, por
exemplo, bombardeando-a com elétrons (ionizagdo eletronica — IE). Isso pode fazer com que
algumas das moléculas da amostra se quebrem em fragmentos carregados. Esses ions sdo
entdo separados de acordo com sua relagdo massa-carga, normalmente acelerando e
submetendo-os a um campo magnético ou elétrico ou medindo o tempo necessario para
chegar ao detector: ions com a mesma relagdo massa-carga sofrerdo a mesma quantidade de
deflexdo. Existem atualmente quatro tipos principais de analisadores: setor magnético,

armadilha de ions, quadrupolo (Q) e tempo de voo (ToF).
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Os ions sao detectados por um mecanismo capaz de reconhecer particulas carregadas.

Os atomos ou moléculas na amostra podem ser identificados correlacionando massas tedricas
com as massas identificadas ou através de um padrao de fragmentagao caracteristico.

Em 1958, foram introduzidos os primeiros instrumentos de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG/EM). No inicio da década de 1960, o desenvolvimento de
computadores acessiveis e miniaturizados auxiliou na simplificagdo do uso desse instrumento,
além de permitir grandes melhorias no tempo de analise de uma amostra. O grande avango no
CG/EM ocorreu em 1968 com a introdugdo das primeiras unidades de processamento de
dados. Em 1981, as colunas capilares de silica fundida foram aplicadas pela primeira vez para

CG/EM, e hoje, ¢ a coluna mais utilizada nessa andlise (MEDEIROS, 2018).

Os detectores de espectrometro de massa (EM) s3o os mais poderosos de todos os detectores
de cromatografia gasosa. Em um sistema CG/EM, o espectrometro de massa varre as massas
continuamente ao longo da separagdo. Quando a amostra sai da coluna de cromatografia, ela
passa por uma linha de transferéncia para a entrada do espectrometro de massa. A amostra ¢
entdo ionizada e fragmentada, normalmente por uma fonte de ions de impacto de
elétrons. Durante este processo, a amostra ¢ bombardeada por elétrons energéticos que
ionizam a molécula fazendo com que ela perca um elétron devido a repulsdo eletrostatica. O
bombardeio adicional faz com que os ions se fragmentem. Os ions sdo entdo passados para
um analisador de massa onde os ions sdo classificados de acordo com seu valor m/z, ou razido
massa-carga. A maioria dos ions sdao carregados apenas uma vez (SANTOS, PONTES,

NETA, & MORALIS, 2016).

A diversidade estrutural e propriedades quimicas das moléculas vegetais e animais
apresentam desafios na caracterizagdo e identificacao eficaz em matrizes complexas mesmo
com os avancos da tecnologia. As metodologias mais frequentes para andlises de matrizes
complexas de moléculas bioativas e metabolitos secundarios tem sido a cromatografia liquida
e a cromatografia gasosa associadas a espectrometria (CORREA, BERNARDI, & GEHRKE,
2016).

3.6.1 CG/EM

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM) ¢ uma das chamadas

técnicas analiticas hifenizadas. Na verdade, sdo duas técnicas que sdo combinadas para formar
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um Unico método para andlise de misturas de produtos quimicos organicos. A cromatografia
gasosa separa os componentes de uma mistura e a espectrometria de massa caracteriza cada

um dos componentes individualmente.

A combinagdo das duas técnicas permite avaliacdes qualitativas e quantitativas de uma
amostra contendo varios compostos organicos. Os usos para CG/EM s3o numerosos,

incluindo pesquisa quimica, geoldgica, ambiental e forense.

Quando CG ¢ combinado com EM uma poderosa ferramenta analitica ¢ criada. Os
instrumentos sdo acoplados usando uma linha de transferéncia aquecida pela qual a ultima
parte da coluna passa e termina na entrada da fonte de ions EM onde os compostos eluidos da
coluna sdo convertidos em ions. Misturas complexas de produtos quimicos podem ser
separadas, identificadas e quantificadas. Isso o torna ideal para a andlise de centenas de
compostos de peso molecular relativamente baixo encontrados em materiais ambientais e
biologicos. Como um método de separacdo em fase gasosa, o CG requer que os analitos sejam
volatilizados antes de sua separagdo. Portanto, para que um composto seja analisado por
CG/EM, ele deve ser suficientemente volatil e termicamente estavel (GIDDINGS & CALVIN
E KELLER, 2020).

Para analise de amostras liquidas, um volume conhecido do analito ¢ injetado em uma porta
injetora aquecida geralmente a 250-300 C (entrada do CG), geralmente usando uma
microseringa. Um gas transportador (geralmente hélio) varre as moléculas de analito
vaporizadas através da coluna. A separacdo ocorre por uma combinagdo de interagdes
cinéticas, fisicas e quimicas com o enchimento da fase estaciondria, resultando na elui¢do de
varios componentes em tempos diferentes. O momento em que cada componente atinge a
saida, o tempo de reten¢do (RT), ¢ definido como o tempo desde que a injecdo ¢ feita (tempo
zero) até quando ocorre a elui¢io. A medida que o instrumento funciona, um software de
computador gera um grafico chamado cromatograma. O cromatograma indicara os tempos de
retencdo e o espectrometro de massa usard os picos para determinar que tipo de moléculas

existem na mistura (GIDDINGS & CALVIN E KELLER, 2020).

Em um CG/EM, a coleta de dados pode ser realizada de duas maneiras: varredura completa e

monitoramento de ions selecionados (MIS).
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O modo de varredura completa tem como alvo uma ampla gama de fragmentos de massa,
normalmente de m/z 50 a m/z 600, e ¢ util na determinacdo de compostos desconhecidos em
uma amostra. Em contraste, o MIS monitora apenas ions selecionados associados a uma
substancia especifica. Esta ¢ uma analise rapida e eficiente, principalmente se o analista tiver
informagdes prévias sobre uma amostra ou estiver procurando apenas algumas substancias

especificas.

A elucidagdo da estrutura de compostos naturais por CG/EM foi o grande avango no
desenvolvimento da geoquimica de biomarcadores, inicialmente para a pesquisa de
exploragdo de petrdleo e depois para a geoquimica organica em geral. Em geoquimica, os
biomarcadores sdo definidos como compostos derivados de fontes bioldgicas (ou seja,
plantas, microbios e animais) que retém algumas, se ndo todas, as caracteristicas estruturais de
sua molécula precursora apos serem preservadas no registro geologico ou liberadas no meio
ambiente. Assim, eles podem ser rastreados até sua origem biologica (natural) (PRATA,

MOGOLLON, & AUGUSTO, 2016).

Os métodos atuais de instrumentacao e derivatizagao estenderam o conceito de biomarcador
para outras disciplinas, como aplica¢des ambientais, alimenticias e forenses, onde compostos
naturais e sintéticos (antropogénicos) sdo encontrados. A aplicagdo de biomarcadores como
tragadores tem sido amplamente utilizada na determinagdo de fontes, transporte ¢ produtos de
transformagdo de matéria orgdnica em amostras aquaticas, de solo e atmosféricas. Por
exemplo, biomarcadores de plantas superiores, como diterpendides e fendis de lignina, tém
sido usados para rastrear entradas terrestres em 4guas costeiras marinhas e de mar aberto

(ABUBAKAR & HAQUE, 2020).

O acoplamento de CG e EM na década de 1960 foi um grande desenvolvimento, primeiro no
campo da petroquimica e depois para a geoquimica organica em geral. A elucidagdo de
biomarcadores permitiu suas aplicagdes como tracadores moleculares para inumeros
processos em estudos geoldgicos e ambientais utilizando compostos naturais e
antropogénicos. Espera-se que o numero de novos compostos identificados, bem como as

aplicagdes de tragadores de biomarcadores, continue aumentando.

As utilidades do CG/EM para ciéncias interdisciplinares contemporaneas também continuarao

a se expandir, especialmente a medida que as capacidades dos instrumentos analiticos se
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desenvolvem ainda mais com maior sensibilidade, facilidade de operagdo, menor manutencao,
melhor tecnologia de separagdo e maior eficiéncia de ionizagdo (MEDEIROS, 2018).

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa ¢ uma poderosa ferramenta
analitica para o controle de qualidade de ativos e formas farmacéuticas. Apresenta elevada
exatiddo nos resultados, permitindo a identificagdo e/ou a quantificagdo dos compostos

presentes com confiabilidade.

A técnica de CG/EM ndo se limita apenas a area quimica, pelo contrario, pode ser utilizada
pelas mais variadas areas e tendo resultados confiaveis e possiveis de serem realizados. Por
isso, ¢ uma técnica de suma importancia que deve ser difundida e aplicada (SANTOS,

PONTES, NETA, & MORAIS, 2016).

Na industria farmacéutica a cromatografia ¢ usada para o controle de qualidade de ativos e
formas farmacéuticas. Na industria alimenticia, pode-se usar a cromatografia gasosa para
analise de alguns constituintes de alimentos, como lipideos e carboidratos (COLLINS,

BRAGA, & BONATO, 2006).

Até o presente momento, a espectrometria de massas (EM) vem sendo a técnica de deteccao
mais escolhida para andlise de metabdlitos devido a sua abrangéncia, sensibilidade e
seletividade, principalmente apds o surgimento de técnicas mais suaves de ionizacdo e de alta
resolucdo. Entretanto, apesar do potencial da EM, por si s6, esta técnica nao ¢ capaz de
resolver uma mistura complexa de metabdlitos, sendo altamente requerida e fundamental a
elucidagdo estrutural, uma previa etapa de separagdo e simplificagdo da amostra para posterior
detec¢do no EM. A cromatografia ¢ um dos mais valiosos e difundidos métodos indicados

para essa funcao (PRATA, MOGOLLON, & AUGUSTO, 2016).

A diversidade estrutural e propriedades quimicas das moléculas vegetais e animais
apresentam desafios na caracterizagdo ¢ identificagdo eficaz em matrizes complexas mesmo
com os avangos da tecnologia. As metodologias mais frequentes para analises de matrizes
complexas de moléculas bioativas e metabodlitos secundérios tem sido a cromatografia liquida
e a cromatografia gasosa associadas a espectrometria (CORREA, BERNARDI, & GEHRKE,
2016).
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O trabalho de campo foi realizado no reservatorio da Usina Hidrelétrica de Volta Grande.
Duas amostras do mexilhdo dourado foram extraidas pelos métodos de maceragdo e Soxhlet
com o intuito da obtencdo do extrato metandlico do mesmo. Os laboratdrios utilizados para as
técnicas de extracdo foram: laboratério de quimica organica do departamento de quimica -
DEQUI e o laboratério de difragdo de raios X e crescimento de cristais do departamento de
fisica — DEFIS, ambos do Instituto de Ciéncias Exatas e Bioldgicas - ICEB da Universidade
Federal de Ouro Preto (UFOP), Campus Morro do Cruzeiro. Além disso, houve a utilizagdo
do laboratorio da Central Analitica de instrumentagdo do instituto de Quimica da
Universidade de Sao Paulo (USP) para a identificacdo de compostos organicos pela técnica de

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.

4.1 Materiais

Os materiais utilizados na execugao deste projeto foram:
e Amostras de mexilhdes dourados vivos;
e Medidor multipardmetro — AK88 akso;
e Turbidimetro Digital - TU430 akso;
e Solvente Metanol (CH30OH);
e Extrator de Soxhlet;
e Papel de filtro;
e Becker de 100 mL;
e Balanca analitica;
e Rotavapor;
e (Cromatografo gasoso acoplado ao espectrometro de massas QP-2020 da

Shimadzu.
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4.2 Métodos

4.2.1 Obtencao de espécimes de Limnoperna fortunei

Para a obtencdo de espécimes que ja se encontravam adaptadas ao ambiente, foram realizadas
visitas técnicas a hidrelétrica de Volta Grande, onde ja possui infestagdao estabelecida pelo

mexilhdo dourado.

O trabalho de coleta do Limnoperna fortunei, aconteceu nos dias 14 de margo ¢ 28 de outubro
de 2020 na estacdo ambiental de Hidrobiologia e Piscicultura da Usina Hidroelétrica de Volta
Grande. Na ocasido das visitas, exemplares adultos de Limnoperna fortunei foram coletados
no reservatorio da hidrelétrica e transportados até a Universidade Federal de Ouro Preto para

a realizagdo dos ensaios.

O reservatério de Volta Grande, localizado no rio Grande na divisa dos estados de Minas
Gerais e Sao Paulo, foi invadido pelo mexilhdo dourado, com reporte do registro da invasao

fornecido pela empresa gestora, no ano de 2012.

Segundo (ALMEIDA & BARBOSA, et al., 2016), a espécie conhecida popularmente no
Brasil como mexilhdo dourado, o Limnoperna fortunei, ¢ uma das espécies de mexilhdo de
agua doce da familia Mytilidae, a qual estd representada em maior parte por mexilhdes que
habitam oceanos e estudrios. De acordo com Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) por ter uma ampla aptidio de dispersdo e
reproducdo, além de praticamente ndo ter predadores na fauna brasileira, o mexilhdo se
espalha com rapidez, por isso a espécie ¢ considerada invasora. Conforme dados da literatura,
as invasdes bioldgicas sdo a segunda maior causa de extingdo de espécies, atras apenas da
destruicao de habitats. O mexilhdo dourado est4 entre as espécies invasoras que mais causam
impactos em ambientes aquaticos. Estacdes de tratamento de 4gua e as usinas hidrelétricas sdo
bastante afetadas, pois ao se fixar no interior das instalagcdes hidraulicas impedem parcial ou
totalmente o fluxo de agua, reduzindo a produtividade e ocasionando danos fisicos a propria

estrutura (VIDAL, 2019).

A abundante disponibilidade do mexilhdo dourado possibilita uma visdo de reaproveitamento

das partes do animal, como as conchas e as partes moles, tendo impacto direto na destinagao
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do residuo gerado. Sendo possivel transformar uma espécie invasora em um "asset", isto &,
quando um problema se torna um ativo positivo. Este bivalve ¢ uma espécie exdtica no Brasil

e ndo se caracteriza como espécie em extingao ou protegida.

No momento da coleta dos mexilhdes foram realizadas amostras de 4gua ¢ mensurados os
parametros fisicos € quimicos: temperatura, potencial hidrogenionico, turbidez, potencial de
oxidacdo/reducdo e condutividade foram analisados com auxilio do equipamento AKSS8

medidor multiparametro da marca Akso e o Turbidimetro Digital - TU430 Akso.

A figura 4.1 mostra os equipamentos utilizados no trabalho para a caracterizagao do ambiente

em que os mexilhdes foram coletados:

Figura 4.1 - A) Medidor multipardmetro - AK88 Akso e B) Turbidimetro Digital - TU430 Akso (Elaboragdo da

autora).

Os individuos visualizados em quase que na totalidade dos substratos sdo mexilhdes adultos
variando entre cerca de 1 ¢ 2 cm de comprimento da concha, incrustados em aglomerados
aparentemente bem estabelecidos. Encontrados também nos aglomerados de mexilhdes
maiores (1-2 cm) fixados em tijolos e fragmentos de rochas, mexilhdes menores (4-9 mm).
Estes se encontravam distribuidos de maneira esparsa e somente sdo possiveis de serem
visualizados com bastante aproximacao, isto ¢, retirando o substrato da dgua, lavando-o e
fazendo uma inspeg¢ao visual em terra.

Exemplares de L. fortunei foram coletados em substratos fixos e incrustados sobre flutuadores
que delimitam a area da Usina Hidrelétrica de Volta Grande. As coletas foram realizadas
manualmente e os individuos coletados foram acondicionados em sacolas de pano e levados

também sobre os substratos em que se encontravam. Foram transportados em uma caixa de
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isopor com capacidade para 20 L contendo dgua do reservatdrio e um aerador para oxigenar a

agua durante o transporte.

No laboratério, os individuos foram mantidos na caixa de isopor com capacidade para 20 L

com acrac¢ao constante até o momento da realizacao dos ensaios.

Por medida sanitaria e de biosseguranca, todo o processo foi submetido a um rigido controle,
evitando-se, assim, eventual risco de disseminacdo de individuos de L. fortunei através da
rede pluvial ou do sistema de tratamento de agua. Além disso, todo material utilizado, tanto
na coleta como na parte experimental, apds seu uso foi desinfetado com solucdes de

hipoclorito de sodio a 12%.

A figura 4.2 mostra o painel de imagens demonstrando o procedimento adotado para a

realizacdo de coleta do Limnoperna fortunei.

Figura 4.2 - A) local de coleta, B) exemplares de mexilhdes, C) sacolas de pano com mexilhdes dentro e D) local

de aclimatizacdo dos mexilhdes coletados (Elaboragdo da autora).

4.2.2 Extracio pelo Método de Maceracao

Ao chegarem ao laboratério, os mexilhdes dourados passaram por um processo de limpeza
com agua corrente, foram pesados e as partes moles dos animais foram separadas das conchas
com o auxilio de uma espatula. Toda concha do animal foi descartada segundo as normas de

seguranga para evitar contaminagao local.

42



Em seguida, eles foram pesados (7,02 g a ser usado com o solvente escolhido) e imersos em
um recipiente fechado com 200 ml de metanol a temperatura ambiente por um periodo de 72

horas. O processo de agitagdo magnética se fez a cada 12 horas.

A fim de evitar o uso de individuos em mas condi¢des, utilizou-se somente os mexilhdes com
as conchas inteiras e os que se encontravam fixados ao substrato do isopor. Cada individuo foi

utilizado somente uma vez.

A agitagdo ocasional do solvente auxilia a difusdo e também garante a dispersao da solugdo
concentrada acumulada ao redor da superficie das particulas, trazendo assim as particulas
frescas dissolvidas para a superficie para posterior extragdo. Um recipiente fechado ¢ usado

para evitar a evaporagdo do solvente durante o periodo de extracao.

A figura 4.3 representa a amostra no agitador magnético:

Figura 4.3 - Amostra no agitador (Elaboragdo da autora).

Segundo as normas de seguranca, o primeiro passo ¢ ndo descartar restos de amostras
diretamente na rede de esgotos comuns. Na fase larval, ndo ¢ possivel visualizar o mexilh3o.
Assim, qualquer amostra de 4gua, coletada em corpos hidricos, contaminados ou sob suspeita
de contaminacdo, devem receber cuidados especiais que garantam a eliminagdo de qualquer
forma de propagacdo. Desta forma os residuos de coleta oriundos de areas de risco, como
triangulo mineiro e sul do estado de Minas Gerais, areas localizadas proximo aos locais onde

jé se encontra o mexilhdo, devem passar por severo controle de desinfec¢do. Assim pedagos
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de plantas aquaticas devem ser enterrados e os restos de amostras devem ser descartados em
fossa seca. As vidrarias devem ser desinfetadas em HCI 10% (CAMPOS, RUCKERT, &
ROLLA, 2003).

4.2.3 Extracio pelo Método de Soxhlet

O soxhlet foi a ferramenta usada neste segundo processo de extragdo. Partes moles de novos
mexilhdes foram pesadas (6,98 g a ser usado com o solvente escolhido) e colocadas
completamente envoltas em um papel filtro. Deve-se prender bem o papel filtro para que

nenhuma parte do mexilhdo consiga se soltar durante o processo de extragao.

Esta ferramenta consiste em varias partes, incluindo uma fonte de calor, frasco de fundo
redondo, extrator de soxhlet e condensador. Em escala de laboratorio, essas ferramentas sdo
combinadas para extrair os mexilhdes. A amostra ¢ colocada em um extrator de soxhlet que
foi envolto em um dedal e o metanol ¢ despejado em um frasco de destilacdo. A utilizacdo de
dispositivos condensadores neste método de extracdo visa condensar o solvente evaporado

para que possa ser reaproveitado.

Ap6s cerca de 10 minutos, inicia-se a evaporagdo do solvente. O processo continua até que a
amostra seja completamente extraida. O extrato no frasco ¢ entdo processado. A figura 4.4

mostra o papel filtro envolto com os mexilhdes no Soxhlet.

Figura 4.4 - Papel filtro com os mexilhdes (Elaboraggo da autora)
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4.2.4 Concentraciao dos extratos — Evaporacao rotativa (Rotavapor)

Os extratos metanolicos foram concentrados em compostos de xarope utilizando o
equipamento Rotavapor de extragdo liquido-liquido. Um evaporador rotativo ¢ um
equipamento usado principalmente para remover solvente de uma amostra por meio de
“evaporacao sob pressao reduzida”. A presenca de pressao reduzida no aparelho faz com que
o solvente (no baldao de fundo redondo) ferva a uma temperatura inferior a normal. Ao girar o
frasco de fundo redondo aumenta a area de superficie do liquido e, portanto, a taxa de
evaporagdo. O vapor do solvente viaja para o condensador de 4gua mais frio, onde se
condensa e pinga em um frasco receptor separado. Este processo ¢ como o solvente €
removido, deixando um composto concentrado no frasco original de fundo redondo. A

temperatura média utilizada foi de 75°C, suficientes para que o solvente entrasse em ebuli¢do.

A figura 4.5 mostra os componentes de um Rotavapor, onde A) Frasco de fundo redondo B)
Banho-maria C) Motor rotativo F) Condensador de agua G) Frasco receptor/reservatorio

coletor H) Torneira de conexao da bomba de vacuo.

Oe

Figura 4.5 - Desenho esquematico de um Rotavapor (JUSTINO, DUARTE, C, D, & ROCHA-SANTOS, 2014)

A evaporagao rotativa ¢ frequentemente usada para remover solventes com pontos de ebuli¢ao
relativamente baixos de uma amostra. Isso ocorre porque um rotavapor ¢ simples de usar,

relativamente rapido para obter a remocao do solvente (dependendo do volume e do solvente)
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e ¢ encontrado na maioria dos laboratdrios organicos. Também ¢ muito mais eficiente do que

a evaporacao sob pressdo atmosférica.

Dessa forma, com os 2 extratos ja concentrados, foi possivel obter um volume consideravel
para as amostras que foram extraidas utilizando o metanol nos processos de maceracgio e de

Soxhlet.

4.2.5 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)

Metabolitos secundarios podem ser definidos como compostos que ndo estdo diretamente
envolvidos com o crescimento e desenvolvimento dos organismos, mas sdo essenciais para a
sobrevivéncia e continuidade da espécie. Devido a sua grande diversidade estrutural
(alcaldides, terpenodides, glicosideos, fendis, policetideos, produtos da sintese de acidos
graxos, peptideos) e o alto grau de dificuldade de analise (matrizes de alta complexidade), o
avanco instrumental para a analise de metabolitos secundarios ¢ necessaria. Até o presente
momento, técnicas multidimensionais nao-abrangentes como CG/EM, sdo umas das mais
utilizadas para este tipo de analise.

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa ¢ uma poderosa ferramenta
analitica para o controle de qualidade de ativos e formas farmacéuticas. Apresenta elevada
exatiddo nos resultados, permitindo a identificagdo e/ou a quantificagdo dos compostos

presentes com confiabilidade.

A espectrometria de massa ¢ uma técnica analitica poderosa usada para identificar e
quantificar analitos usando a razdo massa-carga (m/z) de ions gerados a partir de uma
amostra. E util para a analise de uma ampla gama de analitos clinicamente relevantes,
incluindo pequenas moléculas, proteinas e peptideos. Quando a espectrometria de massa €
acoplada ao cromatografo gasoso, os analisadores, como o quadrupolo, expandem as
capacidades analiticas com amplas aplicagdes clinicas. Além disso, devido a sua capacidade
de identificar e quantificar proteinas, a espectrometria de massa ¢ amplamente utilizada no

campo da protedmica.

A cromatografia gasosa ¢ uma técnica de separagdo, amplamente empregada para a andlise
qualitativa e quantitativa de misturas complexas. Nela, a separacdo ¢ baseada no ponto de

ebulicdo dos analitos. Apos a separacdo, as moléculas sdo direcionadas para fonte de ions por
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impacto de elétrons, onde um filamento produz uma descarga eletronica capaz de ioniza-las.

Estes ions produzidos sdo direcionados para o analisador quadrupolar.

A fungdo do analisador de massas ¢ separar os ions formados na fonte de ionizagdo, de acordo

com suas respectivas razdes massa-carga (m/z).

O analisador de massa quadrupolo consiste em quatro hastes condutoras paralelas de secdo
transversal hiperbdlica espacadas em torno de um eixo central ao longo do qual os ions sdo
conduzidos. As hastes sdo conectadas a geradores de radiofrequéncia (RF) e de corrente
continua (DC), e as hastes adjacentes sdo de fase de RF oposta. Para um determinado
conjunto de potenciais de RF e DC, apenas ions dentro de uma faixa estreita de m / z terdo
uma trajetdria estavel e atingirdo o detector; todos os outros ions atingirdo os bastonetes e
serdo neutralizados. O quadrupolo funciona como um filtro, que permite que os fragmentos de
diferentes valores de m/z cheguem com tempos diferentes ao detector (multiplicadora de
elétrons) e, desta forma, possam ser diferenciados (SIEGEL, SAUKKO, & HOUCK, 2013).

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM) ¢ o método mais
padronizado em metabolomica, com quase 50 anos de protocolos estabelecidos para andlises
de metabdlitos e muitos outros intermedidrios do metabolismo primdrio. Hoje, chamamos
esse perfil de “metabolomica” para enfatizar a necessidade de identificar e quantificar todas as
pequenas moléculas que estdo presentes em uma determinada situagdo bioldgica e usar esses
perfis como saida da maquinaria celular em resposta a perturbagdes genéticas ou ambientais

(FIEHN, 2016).

A Dbiblioteca NIST14 compreende espectros de massa GC/EM para 242.477 compostos
unicos, dos quais aproximadamente um terco registrou tempos de retencdo padronizados,
permitindo o uso de dois pardmetros ortogonais (espectral de massa e correspondéncia de

indice de reten¢do) para identificagdo de compostos.

Além dessas bibliotecas padronizadas, o GC/EM possui vantagens especificas que levaram a
rotular essa tecnologia como o “padrdo ouro” em metabolomica, (LU, LIANG, DUNN,
SHEN, & KELL, 2008) ou seja, o método contra o qual as abordagens mais recentes devem
ser comparadas no que diz respeito a amplitude, sensibilidade e especificidade das detecgoes

de metabdlitos. Mais notavelmente, a ionizagcdo de elétrons leva a padrdes de fragmentacgao
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complexos e ricos que podem ser explorados para aumentar a especificidade na

correspondéncia espectral de massa.

O cromatdgrafo gasoso acoplado ao espectrometro de massa com analisador de quadrupolo da
Shimadzu modelo GCMS-QP2020 NX, foi usado para identificar os compostos nos extratos
do mexilhdo dourado. Amostras de 2 mg do extrato do Limnoperna fortunei foram
submetidos a cromatografia gasosa diluidas em 1 mL de metanol. A separagdo foi realizada
em uma coluna capilar de silica fundida RTX-5ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm). As
temperaturas do injetor e do detector foram ajustadas em 250 e 300 °C, respectivamente. A
temperatura do forno foi mantida a 50°C por 5 min, aumentada para 280°C a uma taxa de
3°C/min, e entdo mantida constante por 23 min. Hélio de alta pureza (99,9999%), a uma
vazdo constante de 1 mL/min, foi usado como gés de arraste, e a inje¢do foi feita usando um
modo split com divisdo: 5,0 e tempo de equilibrio: 1,0 min. Uma analise espectral de massa
de impacto de elétrons foi realizada em energia de ionizagdo a 280 °C. A detecgdo foi
realizada no modo de varredura do Scan (m/z) entre 37 ¢ 660 amu. A hora de inicio: 2,60 min,

hora de término: 97,60 min, unidade de entrada de amostra: GC.

Foi aplicada o método de padronizacdo interna com objetivo de identificar os analitos volateis

por retengao relativa.

O método da padronizagdo interna (MPI) atenua os problemas oriundos da incerteza do
volume de amostra aplicado e consiste em adicionar as solugdes usadas para obter a curva
analitica um composto, de forma que sua concentracdo seja a mesma em todas as solugdes.
Este composto é denominado de padrio interno (PI). E um método muito til pois independe
de pequenas mudangas em varidveis experimentais, como por exemplo a temperatura da

coluna e tamanho da amostra (VALENTE, AUGUSTO, & RIEDO, 2021).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A equipe de pesquisadores da area de Engenharia de Materiais UFOP/Ouro Preto ligados ao
Projeto GT 604 esta alocada no Laboratorio de Difragao de Raios X e Crescimento de Cristais
do Departamento de Fisica — DEFIS do Instituto de Ciencias Exatas e Biologicas — ICEB da
Universidade Federal de Ouro Preto — UFOP, Campus Morro do Cruzeiro. A equipe ¢
multidisciplinar composta pelas especialidades de Fisica e Engenharias de Materiais,
Ambiental e Civil. A equipe trabalha com a investigacdo de biomateriais, os resultados da
analise experimental dos extratos brutos obtidos pelos métodos de extragdo sdao aqui
apresentados e foram elaborados pelos mesmos. A cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM) foi utilizada de forma exploratdria para identificar os

componentes dos extratos metanolicos do mexilhao dourado.

No momento da coleta dos mexilhdes foram realizadas amostras de 4gua e mensurados os
parametros fisicos e quimicos: temperatura, potencial hidrogenionico, turbidez, potencial de

oxidacao/reducdo e condutividade.

e Temperatura da agua (29,2 °C);

e Porcentagem de Oxigénio dissolvido na agua (45,50 %);

e Condutividade elétrica (40,3 [1S/cm — microsiemens por centimetro);
e Potencial hidrogenionico —grau de acidez e alcalinidade (7,47 pH);

e Turbidez (0,11 NTU - Nephelometric Turbidity Unity).

5.1 Extracio pelo método de maceracio

A extracdo € o primeiro passo para separar os produtos naturais desejados das matérias-
primas. A extracdo de produtos naturais passa pelas seguintes etapas: o solvente penetra na
matriz solida; o soluto se dissolve nos solventes; o soluto ¢ difundido para fora da matriz

solida; os solutos extraidos sdo recolhidos.

Foram utilizados 71,34 g de mexilhdes para esta etapa. Como ja escrito antes, os mexilhdes
dourados passaram por um processo de limpeza com dgua corrente, foram pesados e as partes
moles dos animais foram separadas das conchas com o auxilio de uma espatula. A massa dos

corpos dos mexilhdes utilizada nesse processo de extragdo por maceragdo foi de 7,02g.
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Podemos observar na figura 5.1 o inicio, o meio e o fim do experimento onde a extragdo ja
pode ser vista a olho nu nos recipientes de vidro. Sendo assim possivel visualizar a diferenga
na coloracdo e na turbidez do metanol decorrido os tempos de 24 h, 48 h e 72 h do inicio do

procedimento da extracao pelo método de maceragao.

24h metanol

48h metanol ) | |172h metanol

Figura 5.1 - Resultado das extragdes (Elaborag@o da autora)

Passadas 72 horas desde o inicio do experimento, percebe-se a intensa turbidez e coloragao
amarelada na amostra, onde podemos esperar um maior rendimento e efetividade do processo

de extragdo para este intervalo de tempo.

O metanol extraido pelo evaporador rotativo no final do processo de extragcdo foi guardado em
frascos de vidro e armazenado na estufa do laboratorio de quimica, seguindo procedimentos

de seguranca do mesmo para que em experimentos futuros ele possa ser utilizado.

5.2 Extracio pelo método de Soxhlet

Novos mexilhdes inteiros foram pesados. Foram utilizados 67,62 g de mexilhdes para esta
etapa. A massa dos corpos dos mexilhdes utilizada nesse processo de extracao pelo método de
Soxhlet foi de 6,98 g. A parte mole foi entdo completamente envolta em um papel filtro para
que coubesse no reservatorio de vidro do extrator, também conhecido como dedal, para conter

a amostra durante o processo de extragao.

A figura 5.2 mostra o experimento de extracdo dos mexilhdes utilizando o Soxhlet:
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Figura 5.2 - Extra¢do com Soxhlet (Elaboragdo da autora).

O experimento na extracdo teve seus ciclos de sifonada analisados através do comportamento

em fung¢do do tempo e temperatura.

O vapor do metanol passa por um brago de destilacdo e enche a camara onde se encontra o
dedal com a amostra dos mexilhdes. No momento em que quase todo o espaco da cdmara
central se encontra preenchido pelo metanol, esta ¢ esvaziada pelo sifdo. O metanol retorna
entdo ao baldo de destilagdo, completando o ciclo da extragdo. O dedal assegura que a rapida
movimentagdo do solvente ndo arraste particulas solidas para o baldo. Este ciclo ¢ repetido
varias vezes até que o composto seja completamente extraido. Completado o tempo de 4
horas, o experimento foi interrompido. Apds a extracdo, o metanol foi removido utilizando
um evaporador rotativo, a parte ndo solivel da amostra manteve-se no dedal, sendo depois

descartada.

Quanto maior o tempo de extracdo, maior serd o rendimento. A solubilidade dos materiais ¢

elevada com o aumento da temperatura, na maior parte dos casos, ampliando assim a
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facilidade da extracdo, dispondo de uma taxa de extracdo mais alta (RICHARDSON,
HARKER, & BACKHURST, 2002).

Os compostos bioativos marinhos sdo obtidos principalmente por extracdo com solvente e
extracdo Soxhlet, mas outras metodologias de extracdo podem ser empregadas, como
extragdes aquosas, acidas e alcalinas (JUSTINO, DUARTE, C, D, & ROCHA-SANTOS,
2014).

5.3 Analise em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)

dos extratos obtidos

Depois de passar pelo evaporador rotativo, as amostras obtidas pelos métodos de maceragado e

Soxhlet foram analisadas via cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.

As figuras 5.3 e 5.4 representam os cromatogramas de ions totais dos dois métodos de
extracdo utilizados. A figura 5.3 ¢ o Cromatograma do ion total do extrato do mexilhao
dourado obtido via extragdo por maceragdo utilizando metanol como solvente (no eixo x €
mostrado o tempo em minutos € no eixo y a intensidade, cps). A figura 5.4 representa o
Cromatograma do ion total do extrato do mexilhdo dourado obtido via extracdo pelo método
de Soxhlet utilizando metanol como solvente (no eixo x ¢ mostrado o tempo em minutos € no

eixo y a intensidade, cps).
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A tabela 5.1 apresenta todos os 98 compostos identificados nos extratos do mexilhdo dourado
e a composicdo quimica individual de cada composto obtido utilizando os métodos de

extracdo por maceracao e Soxhlet.
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Na analise feita a partir do extrato utilizando o solvente metanol e o Soxhlet foram

identificados 74 compostos, ja na andlise feita a partir do extrato metandlico e utilizando o

método de maceragdo foram identificados 72 compostos. Desses, 48 compostos foram

encontrados tanto na extragdo pelo método de Soxhlet quanto pelo método de maceracao.

Tabela 5.1 - Resultados obtidos depois da leitura do cromatograma (Elaboracdo da autora e adaptado de

PUBCHEM (2021)).
Formula Classificacao
Método CAS Nome
Molecular Quimica
Maceragao C11H2202 110-42-9 Decanoato de metila Esteres
5-etil-3-metil-3,4- ‘
Maceragao Ci2His 61227-88-1 . . Hidrocarboneto
nonadien-6-ino
Maceragao Ci2H22 6975-99-1 6-Dodecine Hidrocarboneto
Maceragao Ci2H2 5876-87-9 1,11-Dodecadieno Hidrocarboneto
Maceragao Ci4Hae 35216-11-6 7-Tetradecina Hidrocarboneto
Tridecanoato de ,
Maceragao C14H2302 1731-88-0 ' Esteres
metila
Maceragao CisHz4 13877-93-5 Cis-cariofileno Hidrocarboneto
Maceragao CicHas 71673-32-0 1,11-Hexadecadiyne | Hidrocarboneto
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Formula Classificacao
Método CAS Nome o
Molecular Quimica
(S) -12-
Maceragao Ci6H3202 62691-05-8 Metiltetradecanoico Esteres
éster metilico
1,3-Bis-(2-
ciclopropil, 2- ,
Maceragao CisH260 0-00-0 o ‘ Esteres
metilciclopropil) -but-
2-en-1-ona
2-Octilciclopropeno- , .
Maceragao CisH340 54467-85-5 Alcoois
1-heptanol
15-
Maceracao Ci1sH3602 6929-04-0 metilhexadecanoato Esteres
de metila
Maceragao Ci9H3302 112-61-8 Estearato de metila Esteres
Ester etilico de 4cido ,
Maceragdo C22H3402 84494-70-2 ' ' Esteres
eicosapentaenoico
2-(7-
Maceragao C22H4002 56599-50-9 Heptadeciniloxi) Esteres
tetrahidro-2H-pirano
Maceracao C27H460 80-99-9 Lathosterol Fenois
Maceragao C28H440 57-87-4 Ergosterol Fenois
Ergost-4,7,22-trien- _
Maceragao C2sH440 6538.05.2 Fenois

3alpha-ol
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Formula Classificacao
Método CAS Nome )
Molecular Quimica
Ergosta-4,7,22E-trien- )
Maceragao C28H440 97583-19-2 Fenois
3beta-ol
Maceracao C2sH460 2465.11.4 Stellasterol Fenois
(S) - () - 2-Metil-1- ) ‘
Maceragao CsH120 1565-80-6 Alcoois
butanol
Maceragao CsHi20 137-32-6 2-metil-1-butano Alcoois
1-Butilespiro [2.2]
Maceracao CoHis 6191-90-8 Hidrocarboneto
pentano
Maceragao e
CioHis 5989-54-8 (-) -Limoneno Fenois
Soxhlet
Maceracao e ) .
CioHie 5989-27-5 D-Limoneno Fenois
Soxhlet
1,1-
Dioxidotetrahidrotien
Maceracao e Haletos
Ci12H11F2NOsS 0-00-0 -3-11 2,6-
Soxhlet Orgéanicos
difluorobenzoilcarba
mato
Acido 3,4-
Maceragdo e ‘ . Haletos
Ci2H14F202 0-00-0 difluorobenzoico, 3-
Soxhlet Orgéanicos
metilbutil-2 éster
Maceracao e ,
C12H2402 110-38-3 Decanoato de etila Esteres

Soxhlet
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Formula Classificacao
Método CAS Nome )
Molecular Quimica
Maceracao e ,
C13H2602 627-90-7 Undecanoato de etila Esteres
Soxhlet
Maceracao e
Ci14H260 65128-96-3 (Z) -Tetradec-7-enal Aldeidos
Soxhlet
Acido 2,6-
Maceracao e Haletos
Ci5HisF202 0-00-0 difluorobenzoico,
Soxhlet Orgéanicos
éster oct-3-en-2-ilo
Maceracao e
Ci5H300 75853-51-9 13-Metiltetradecanal Aldeidos
Soxhlet
Maceragao e ,
Ci5sH3002 28267-29-0 Tridecanoato de etila Esteres
Soxhlet
Maceracao e
Ci6H320 629-80-1 Hexadecana Aldeidos
Soxhlet
Maceracao e Decil 4-carbamoil-1- ,
C18H34N203 0-00-0 L Esteres
Soxhlet piperidinaacetato
Maceragdo e ) ,
Ci1sH3402 54546-22-4 Etil 9-hexadecenoato Esteres
Soxhlet
Maceracao e
CisH360 638-66-4 Octadecanal Aldeidos
Soxhlet
Maceracao e Hexadecanoato de ,
Ci1sH3602 628-97-7 Esteres
Soxhlet etila
Maceracao e Estearidonato de ,
C19H3002 73097-00-4 Esteres

Soxhlet

metila
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Formula Classificacao
Método CAS Nome )
Molecular Quimica
Maceracao e , )
C19H400 1454-84-8 1-Nonadecanol Alcoois
Soxhlet
Acido 2,6-
Maceracao e Haletos
C20H26F202 0-00-0 difluorobenzoico,
Soxhlet Organicos
éster tridec-2-inilico
Maceragdo e Acido Acidos
C20H3002 10417-94-4 _ _ '
Soxhlet eicosapentaendico Carboxilicos
Maceracao e ) Acidos
C20H3202 506-32-1 Acido araquiddnico
Soxhlet Carboxilicos
Maceragdo e Acido dihomo-gama- Acidos
C20H3402 1783-84-2
Soxhlet linolénico Carboxilicos
Maceracao e ,
C20H3802 6512-99-8 Etil octadec-9-enoato Esteres
Soxhlet
Maceracao e ,
C20H3502 111-62-6 Oleato de etila Esteres
Soxhlet
Acido 9-
Maceracao e ,
C20H3802 6114-18-7 octadecenoico, éster Esteres
Soxhlet '
etilico
Maceracao e ,
C20H4002 111-61-5 Estearato de etila Esteres
Soxhlet
Maceracao e . , )
C20H420 629-96-9 1-Eicosanol Alcoois
Soxhlet
Maceragdo ¢ Araquidonato de ,
C21H3402 2566-89-4 Esteres

Soxhlet

metila
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Formula Classificacao
Método CAS Nome )
Molecular Quimica
Maceracdo ¢ 1-Monolinolenoil-rac- , )
C21H3604 18465-99-1 ' Alcoois
Soxhlet glicerol
Maceragdo ¢ Acido Acidos
C22H3202 6217-54-5
Soxhlet docosahexaendico Carboxilicos
Maceragao e ,
C22H3602 1808-26-0 Etil araquidonato Esteres
Soxhlet
Maceracao e ) . ,
C22H4402 18281-05-5 Etil araquidato Esteres
Soxhlet
Maceracao e
C27H440 92218-20-7 22-Desidrocolesterol Fenois
Soxhlet
Maceragao e
C27H460 57-88-5 Colestero Fenois
Soxhlet
Maceragdo e Cloroformato de Haletos
C28H45C102 7144-08-3 '
Soxhlet colestero Organicos
Maceracao e
C28H460 474-67-9 Brassicasterol Fenois
Soxhlet
Maceragao e Ergost-5,8 (14) - dien-
C28H460 177962-83-3 Fenois
Soxhlet 3-ol
Maceracao e
C28H460 17472-78-5 Crinosterol Fenois
Soxhlet
Maceracao e 22,23-
C28H430 4651-51-8 Fenois
Soxhlet Diidrobrassicasterol
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Formula Classificacao
Método CAS Nome )
Molecular Quimica
Maceracao e .
C28H430 474-62-4 Campesterol Fenois
Soxhlet
Maceracao e ,
C2sH4s0 29944-53-4 3-metoxicolest-5-eno Esteres
Soxhlet
Maceragao e
C20H430 83-48-7 Estigmasterol Fenois
Soxhlet
Maceracao e
C29H500 83-46-5 Beta-Sitosterol Fenois
Soxhlet
Maceracao e
C29Hs00 29365-29-5 Fitoesterois Fenois
Soxhlet
Colestano-3,5-diol, 5-
Maceragdo e )
C29H5003 41721-93-1 acetato, (3beta, Fenois
Soxhlet
Salpha) -
Acetato de 22,23-
Maceracao e Haletos
C31H50Br202 50633-49-3 dibromostigmast-5- ‘
Soxhlet ] Organicos
en-3-il
Maceracao e Acetato de ,
C31Hs5002 4651-48-3 ' Esteres
Soxhlet estigmasterol
Maceragao e . ,
CsH120 123-51-3 Alcool isoamilico Alcoois
Soxhlet
Maceracao e , )
CsHi20 71-41-0 1-pentanol Alcoois
Soxhlet
Maceragdo ¢ Acido dicloroacético, Haletos
Ci5H24C1202 0-00-0
Soxhlet éster tridec-2-inilico Organicos
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Formula Classificacao
Método CAS Nome )
Molecular Quimica
trans-2-decen-1-ol, .
Soxhlet Ci11H220 0-00-0 ' Esteres
éter metilico
1,5-Bis (etenil) -3-
Soxhlet Ci2His 74742-35-1 metil-2- Hidrocarboneto
metilideneciclohexano
Soxhlet Ci12H240 112-54-9 Dodecanal Aldeidos
1-dodeceno, 1- ,
Soxhlet Ci13H260 26537-04-2 Esteres
metoxi-
Soxhlet Ci3H260 10486-19-8 Tridecanal Aldeidos
2-acetilfenil 2,6- Haletos
Soxhlet Ci5H10F203 0-00-0
difluorobenzoato Orgéanicos
Eter, metil 1- ,
Soxhlet Ci5sH300 26537-05-3 Esteres
tetradecenil
Acido 9- Acidos
Soxhlet Ci6H3002 2091-29-4 ‘ ‘
hexadecenoico, (97) Carboxilicos
Eter, 1-hexadecenil ,
Soxhlet Ci17H340 15519-14-9 Esteres
metil
9,17- Octadecadienal,
Soxhlet CisHz20 56554-35-9 @ Aldeido
i Acidos
Soxhlet CisH3202 60-33-3 Acido linoleico ‘
Carboxilicos
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Formula Classificacao
Método CAS Nome )
Molecular Quimica
) Acidos
Soxhlet CisH3202 506-21-8 Acido linoelaidico
Carboxilicos
) Acidos
Soxhlet CisH3402 593-39-5 Acido Petroselinico
Carboxilicos
Acido 9- Acidos
Soxhlet Ci8H3402 2027-47-6
octadecenoico Carboxilicos
Soxhlet Ci19H3402 112-63-0 Linoleato de Metila Esteres
Linolelaidato de ,
Soxhlet Ci19H3402 2462-85-3 Esteres
Metila
(Z) -Etil heptadec-9- ,
Soxhlet Ci9H3602 1089325-29-0 Esteres
enoato
Eter, metil 1- ,
Soxhlet Ci9H330 26537-06-4 _ Esteres
octadecenil
Eter Octadecil ,
Soxhlet C20H400 930-02-9 Esteres
Vinilico
Metil 2 - ({2 - [(2-
etilciclopropil) metil]
Soxhlet C22H3302 10152-71-3 ciclopropil} metil) Esteres
ciclopropano-1-
carboxilato
Soxhlet C24Ha302 5908-87-2 Etil docosanoato Esteres
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Formula Classificacao
Método CAS Nome )
Molecular Quimica
Soxhlet C27Ha4 747-90-0 Cholesta-3,5-dieno Hidrocarboneto
Cholesta-22,24-dien- ,
Soxhlet C29H4s0 0-00-0 Alcoois
5-ol, 4,4-dimetil-
2-cloro-N, N- Haletos
Soxhlet C4H10CIN 107-99-3
dimetiletanamina Organicos
2- (Dimetilamino)
Soxhlet C4H11N30 55-85-6 Aminas
acetohidrazida
(2-Dimetilamino-etil)
Soxhlet CsHi3Ns3S 86114-63-8 Aminas
-tioureia

O resultado da classificagdo por grupo quimico de todos os compostos obtidos, € mostrado na

tabela 5.2.

Tabela 5.2 - Quantidade de compostos em relacdo a sua classificagdo quimica (Elaboragao da autora).

Classificacdo Quimica

Nimero de Compostos

Aminas

Aldeidos

Acidos Carboxilicos

Alcoois

Haletos Organicos

Hidrocarbonetos

O O O O 3| N

Fendis

18

Classificacio Quimica

Numero de Compostos

Esteres

35

Total

98
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5.4 Possiveis aplicacdes dos compostos obtidos

Os moluscos sdo ricos em nutrientes essenciais e acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) e a
alta ingestdo dietética de mariscos e PUFAs tem sido associada a menor risco de doengas

respiratdrias cronicas ¢ melhores resultados de saude (SUMMER & BROWNE, et al., 2020).

Os moluscos marinhos sdo excelentes fontes de compostos nutricionalmente importantes,
como acidos graxos, aminoacidos e esterdis. Os acidos graxos sdo essenciais para a vida,
devido ao seu papel fundamental como uma boa fonte de energia, constituintes da membrana,

bem como mediadores metabolicos e de sinalizagdo (DATTA, 2015).

Cerca de 90% de nossas gorduras alimentares vém na forma de triglicerideos, que sdo
compostos de acidos graxos e glicerol. Os acidos graxos consistem em uma cadeia de atomos
de carbono, com um grupo metil em uma extremidade e um grupo 4cido na
outra. Cada atomo de carbono tem um nimero de 4tomos de hidrogénio ligados a ele — o
nimero exato de 4&tomos de hidrogénio em cada carbono depende se a gordura ¢ saturada ou

insaturada (MANHEZI, BACHION, & PEREIRA, 2008).

A gordura ¢ denominada “monoinsaturada” se houver uma liga¢do dupla e “poliinsaturada” se
houver duas ou mais ligagcdes duplas. O 6mega-3 e o 6mega-6 sdo acidos graxos, ambos 0s

tipos de gordura poliinsaturada.

Diferentes espécies de moluscos marinhos sdo geralmente ricas em compostos de acidos
graxos de -3 (especialmente 4cido a-linolénico, &cido eicosapentaendico e 4acido
docosahexaenoico). As espécies de mexilhdes de dgua doce, no entanto, incluem uma maior
propor¢do de compostos de acidos graxos de w-6 (especialmente acido linoleico e acido
araquidonico). A relagdo Zw6/Zm3 ¢ de 2:4 em mexilhdes de agua doce, mas as espécies

marinhas tém relagdes de 0,1:1,0 (HADFIELD e PAUL, 2001)

Os 4acidos graxos Omega-3 (w-3) e Omega-6 (w-6) sdo componentes importantes das
membranas celulares e sdo precursores de muitas outras substancias no corpo, como aquelas
envolvidas na regulacdo da pressdo arterial e nas respostas inflamatorias. H4 cada vez mais
suporte para os acidos graxos 6mega-3 na prote¢do contra doengas cardiacas fatais e sabe-se

que eles tém efeitos anti-inflamatorios, que podem ser importantes neste € em outras
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doencas. H4 também um interesse crescente no papel dos 4acidos graxos Omega-3 na

prevencao do diabetes e certos tipos de cancer (LUNN & THEOBALD, 2006).

O corpo humano ¢ capaz de produzir todos os acidos graxos de que necessita, exceto dois:
acido linoleico (LA) - um 4cido graxo dmega-6 e 4cido alfa-linolénico (ALA) - um 4acido
graxo Omega-3. Estes devem ser consumidos a partir da dieta e sdo denominados ““4cidos
graxos essenciais”. Ambos os dcidos graxos sao necessarios para o crescimento e reparo, mas
também podem ser usados para produzir outros &cidos graxos. Por exemplo, acidos
araquidonicos (AA), eicosapentaenodico (EPA) e docosahexaendico (DHA). A disponibilidade
de 4cidos graxos polinsaturados linoléico (U 6) e alfa-linolénico (6mega3) para a espécie
humana depende do fornecimento alimentar, sendo encontrados em 06leos vegetais, sementes,
peixes oleosos (por exemplo, salmdo, cavala, arenque), ostras, carne, gema de ovo,
margarinas, folhas e fitoplancton. Uma vez que o fitoplancton encontra-se no topo da cadeia
alimentar marinha, todas outras formas marinhas de vida eventualmente tornam-se ricas
nesses acidos graxos. O 4cido linoléico € importante no transporte de gorduras, manutencao
da fungdo e integridade das membranas celulares e age como imunogeno local. Também
possui propriedades anti-inflamatérias e o sistema imune, sua falta pode causar erupcao
cutanea e prejudicar no crescimento, ou seja, ele ¢ essencial na dieta. J4 o 4cido alfa-
linolénico ¢ benéfico a varios tipos de cancer, ¢ responsavel pela potencializagdao da maioria
das atividades cerebrais, sua falta pode causar anormalidades neurologicas e esta ligada a

problemas de crescimento (HALIM e HALIM, 2020).

Os 4acidos linoleico e linolénico sdo importantes na formagdo de prostaglandinas,
tromboxanos, prostaciclinas e leucotrienos, que  desempenham papel importante na
mediacdo de reagdes imunologicas alérgicas e inflamatérias (TRUMBO & SCHLICKER, et
al.,2005).

Desde 1929, os acidos graxos essenciais (AGE) vem sendo estudados no que diz respeito aos
problemas relacionados as lesdes de pele. Tanto os acidos graxos ®-3 como os ®-6 sdo
importantes no que diz respeito a manutengdo da rigidez da pele pois evitam a perda de agua
transepidérmica, garantindo assim a sua elasticidade e integridade (BELDA & POURCHET-
CAMPOS, 1991).
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Segundo (MANHEZI, BACHION, & PEREIRA, 2008):

No Brasil temos disponiveis as seguintes apresentacdes comerciais utilizadas no
tratamento de feridas, genericamente denominadas pelos profissionais como AGE:
Dersani® (Saniplan), Sommacare® (LM Farma) e Dermosan® (Sunny Day). Na
formulag@o do Dersani® esta descrita a seguinte composicdo: acido caprilico, acido
caprico, acido laurico, lecitina de soja, vitamina A, vitamina E, 4cido caproico e 6leo
de girassol (acido linoléico). No Sommacare® estdo descritos os seguintes
componentes: 0leo de soja hidrolisado, o6leo de girassol (4cido linoléico),
triglicerideos dos acidos caprico e caprilico. A formulagdo do Dermosan® indica
como composi¢do: acido caprico, acido laurico, acido linoléico, 4cido caprilico,
acido caproico, acido palmitico, acido miristico, lecitina de soja, palmitato de retinol
(vitamina A) e acetato de tocoferol (vitamina E). Como pode ser visto, embora na
apresentagdo comercial faca referéncia a composicao de acidos graxos essenciais
esta presente na formulagdo apenas um deles, o acido linoléico.
As doencas cardiometabolicas sdo um fardo significativo para a saude e a economia em todo
o mundo, uma vez que contribuem para a mortalidade em individuos de todas as idades, racas
e sexos. Com base na meta-analise, os PUFAs -3 e ®-6 sdo acidos graxos essenciais ao
funcionamento do organismo e, por ndo serem sintetizados no corpo humano, sdo consumidos
principalmente por meio de fontes alimentares e suplementos nutricionais. A significancia dos
-3 na cardiometabdlica ¢ clara, ou seja, na redu¢do de agentes inflamatdérios que podem
contribuir para a sindrome metabolica, além de serem essenciais na prevencao de doengas
cardiovasculares como trombose. Similarmente, ®-6 sdo importantes na promocao da saude

cardiovascular, reduzindo os niveis de colesterol (HALIM e HALIM, 2020).

O acido eicosapentaendico (EPA), como um &cido graxo poliinsaturado de cadeia longa
omega-3 (PUFA -3), ¢ amplamente distribuido no corpo de varios produtos
marinhos. Notavelmente, o EPA exibe muitas atividades fisioldgicas importantes, que foram
consideradas pelos pesquisadores como benéficas na prevenc¢do ou tratamento de varias
doengas, como aliviar doengas cardiovasculares, melhorar a fun¢dao cognitiva e reduzir a
pressdo arterial. O EPA ¢ vendido principalmente como suplementos de ®-3 em uma forma
concentrada como ésteres etilicos (EE) ou triacilglicerol (TG). Curiosamente, nos ultimos
anos, as formas de fosfolipidios (PL) contendo EPA foram relatadas como tendo atividade
fisioldgica mais significativa em comparagdao com as formas TG ou EE (ZHANG & XU, et

al., 2019).

Ele também ¢ usado para doenca da artéria coronaria, depressdo, sintomas da menopausa,

transtorno de personalidade limitrofe e hipertrigliceridemia.
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De acordo com Shi et al (2022) os fosfolipidios enriquecidos com EPA (EPA-PL) podem
aliviar a sindrome metabolica regulando a expressdo de genes associados ao metabolismo
lipidico em camundongos ApoE 7~. Também relatou que o EPA-PL exibiu efeitos protetores
positivos contra a lesdo renal induzida pela obesidade. Além disso, EPA-PL teve um efeito
terap€utico significativo contra lesdo renal aguda induzida por vancomicina. Além disso, EPA
dietético e acido docosahexaendico (DHA) tiveram um efeito anti-hipertensivo positivo
através da regulagdo do sistema renina-angiotensina em ratos com hipertensdo (SHI &

ZHANG, et al., 2022).

O 4cido docosahexaenodico (DHA) ¢ um 4cido graxo dmega-3. Pode ser encontrado no o6leo de
peixe oceanico frio e ¢ sintetizado a partir do acido o-linolénico. Tem um papel como
substrato para a sintese de diferentes mediadores lipidicos bioativos, como resolvinas,
maresinas e protectinas. Esses mediadores lipidicos estdo envolvidos na regulacao da
inflamacdo, agregagdo plaquetaria, imunidade, contracdo do musculo liso e fun¢do renal

(CHEN, ESSELMAN, JUMP, & BUSIK, et al., 2005).

Os efeitos anti-inflamatorios do DHA tém sido relatados em varias doengas inflamatorias,

incluindo aterosclerose e artrite reumatoide (WELDON & MULLEN, et al., 2007).

O DHA inibe a pancreatite aguda induzida pela ceruleina em ratos, reduzindo o edema
pancreatico, a atividade da mieloperoxidase, os niveis de peroxido lipidico e IL-6 e a ativacao
de NF-«xB. Esses estudos mostram que a atividade antioxidante do DHA pode contribuir para

seu efeito inibitorio na inflamacao pancreatica (CHUNG, LIM, & KIM, 2021).

O 4cido graxo poliinsaturado ®-6, acido araquidonico (AA) e seus metabodlitos tém atraido
muita aten¢do na biologia cardiovascular e do cancer, particularmente em relagdo a processos

inflamatoérios e doengas (WANG, et al., 2021).

Ele esta disponivel em grandes quantidades em alimentos de origem animal: carnes, peixes,
laticinios e ovos (ABEDI e SAHARI, 2014). Em humanos, o 4cido araquidonico pode ser

sintetizado por alongamento e saturacdo do acido linoleico, um acido graxo essencial.

O AA ¢ uma potente molécula bioativa. Quando liberado dos fosfolipidios da membrana, ¢

convertido em uma variedade de compostos bioativos, chamados eicosanoides. Esta familia
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de moléculas inclui prostaglandinas, leucotrienos e outros lipidios, que atuam como
mediadores e reguladores da inflamagdo e cicatrizagdo de feridas. Eles também contribuem
para o tonus vascular, metabolismo lipidico, fungdo da barreira epitelial, dor ¢ muito mais
(DENNIS & NORRIS, 2015). Por esse motivo, a lipidomica ¢ um método popular na
investigacdo de  processos como inflamagdo e terapias  anti-inflamatorias
(MAZALEUSKAYA, et al., 2016). Recentemente, um desses eicosandides (12-HETE) foi
identificado como uma enterosina , uma molécula bioativa capaz de controlar o sistema

nervoso entérico (ENS) e contribuir para o eixo intestino-cérebro (ABOT, et al., 2021).

O 4cido araquidonico e outros 4acidos graxos poliinsaturados sdo essenciais para o
desenvolvimento, reparo e manutengdo do cérebro e para a protecdo dos neurdnios (LIU &
GREEN, et al., 2015). Embora os resultados sejam inconclusivos, estudos exploraram o papel
do acido araquidonico e dos eicosanodides na depressao (GOPALDAS, et al., 2019), esclerose
lateral amiotrofica (ELA) (GREGORY, et al., 2020), doenga de Alzheimer (GOOZEE, et al.,
2017), doenga de Parkinson (WILKOMMEN, et al., 2018) e transtorno bipolar (RAPOPORT,
2014). A pesquisa mostra que os suplementos de acido araquidonico também podem ter um

efeito benéfico na disfungao cognitiva (KOTANI, et al., 2006).

Investigacdes metabolomicas e lipidomicas recentes sobre os efeitos do virus SARS-CoV-2
revelaram uma ligacdo a desequilibrios nos niveis de acido araquidonico e eicosanoides. O
acido araquidonico foi identificado como um marcador da gravidade da doenca (BARBERIS,
et al., 2020), levando os autores a concluir que a fosfolipase A2 pode ser um alvo potencial
para o tratamento de COVID-19. As propriedades antivirais sugeridas do acido araquidonico

e metabolitos relacionados também levaram a sua recomendac¢do como potencial terapéutico

(DAS, 2020).

Lyprinol ¢ um extrato lipidico patenteado do mexilhdo de labios verdes (Perna canaliculus)
endémico da Nova Zelandia, foi lancado no mercado mundial em 1998 como um agente anti-
inflamatério prontamente e livremente disponivel. Desde entdo, ele tem sido submetido a uma
série de ensaios clinicos para estudar seus efeitos na osteoartrite, artrite reumatoide, asma e
cancer (SUKUMARAN, et al., 2010). Lyprinol contém os acidos graxos poliinsaturados » -3
acido eicosapentaendico, acido docosahexaendico e acido 7,11,14,17-eicosatetraendico, que
sdo estruturalmente semelhantes ao acido araquiddnico, o precursor dos agentes inflamatorios

prostaglandinas e leucotrienos. O Lyprinol presumivelmente inibe a enzima ciclooxigenase e
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a enzima lipoxigenase competitivamente, reduzindo os niveis de prostaglandinas e

leucotrienos, exercendo assim sua funcao anti-inflamatéria (DOGGRELL, 2011).

Os esterois e estandis vegetais também sdao conhecidos como fitoesterois, que sdo
componentes bioativos cuja estrutura ¢ semelhante a do colesterol; os esterdis sdo as formas
insaturadas (sitosterol e campesterol), e os estandis sdo os derivados saturados (sitostanol e
campestanol). Seu principal papel é reduzir o colesterol LDL, inibindo a absorc¢do intestinal
do colesterol. Eles sdo encontrados naturalmente em frutas, vegetais, 6leos vegetais, nozes e

sementes (POLI & MARANGONI, 2021).

Muitas pesquisas relataram que os fitosterdis possuem uma ampla variedade de propriedades
farmacoldgicas  interessantes, incluindo efeitos anti-inflamatérios, antioxidantes,

antidiabéticos, quimiopreventivos e antiateroscleroticos (SALEHI, et al., 2021).

Resumidamente, os fitosterdis (PSs) sdo moléculas biologicamente ativas com multiplas
aplicagdes na saude, e evidéncias crescentes t€m mostrado que a sua atividade depende de
varios critérios, como formulagao e solubilidade na matriz alimentar (POUDEL, et al., 2019).

No entanto, como os humanos ndo podem sintetizar PSs, eles devem obté-los da dieta.

Ha cada vez mais evidéncias cientificas que apoiam a ideia de que os PSs e seus derivados
tém multiplas propriedades farmacologicas, incluindo habilidades de promog¢ao do bem-estar
humano. Esses beneficios para a saude incluem uma grande capacidade de reduzir os niveis
de colesterol total e de lipoproteina de baixa densidade (LDL), diminuindo assim o risco de
muitas doengas (PLAT, et al., 2019). Além disso, os PSs também modulam a inflamagao, tém
efeitos antioxidantes, antitulcera, imunomoduladores, antibacterianos, antifungicos, intervém

na cicatrizagao de feridas e inibigao da agregacgao plaquetaria (OGBE, et al.,2015).

Experimentos em animais ¢ métodos celulares mostraram que os PSs podem conferir um
grande nimero de efeitos biologicos, incluindo agentes quimiopreventivos, antioxidantes,
anti-inflamatorios, antidiabéticos, antiaterosclerdticos e cardioprotetores.

Virios estudos relataram que os PSs possuem propriedades anticancerigenas através da

interagdo com varios alvos e vias celulares.
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O B-sitosterol isolado de Asclepias curassavica foi relatado como eficaz no cancer colorretal
em uma abordagem relacionada a dose (BASKAR, IGNACIMUTHU, PAULRAJ, &
NUMAIR, et al.). Varios experimentos também revelaram que B-sitosterol ¢ eficaz em células
de cancer de mama MCF-7 ¢ MDA-MB-231 (HERBST, et al., 2010) e induziu
significativamente a reducdo da viabilidade celular em células de cancer do colo do tutero
(HeLa) em uma abordagem relacionada a dose, interferindo na fragmentagao do DNA através

do aparecimento de uma populagdo de células sub-G1 (ALVAREZ-SALA, et al., 2019).

Estudos in vivo provaram que o estigmasterol pode inibir varios mediadores pro-inflamatorios
e de degradagdo da matriz envolvidos no desencadeamento da degradagdo da cartilagem
induzida pela osteoartrite, pelo menos em parte através da inibicdo da via do fator nuclear

kappa B (NF-kB) (GABAY, et al., 2010).

Virias investigacdes também explicaram um papel modulador dos PSs na aterosclerose

devido aos seus efeitos anti-inflamatorios (NASHED; YEGANESH, et al., 2005).

Em um estudo in vitro, Alvarez-Sala et al. (2019) utilizaram uma mistura de PS selecionada,
composta de [ -sitosterol, campesterol, estigmasterol ou B -criptoxantina (B-Cx), e
observaram que os PSs preveniram a eriptose, reduziram o influxo de Ca 2+, a superproducao
de ROS, a deplecao de GSH e a hemdlise. No entanto, quando ambos 0s compostos bioativos
foram coincubados, eles impediram completamente a hemolise, a eriptose e a deplecao de
GSH e, portanto, podem ser considerados candidatos promissores para a cura de doengas

associadas a eriptose (ALVAREZ-SALA, et al., 2019).

Mais recentemente, Schepers et al. (2020) destacaram em um artigo de revisao efeitos
neuroativos proeminentes de PSs derivados de origem marinha. Como principais afirmagoes,
os autores destacaram claramente a capacidade do fucosterol, 24(S)-saringosterol, sitosterol e
estigmasterol de reduzir a formagao de placas AP; a capacidade do fucosterol e do 24(S)-
saringosterol de neutralizar os déficits de memoria; a capacidade do fucosterol de aumentar os
niveis de acetilcolina no cérebro; e a capacidade de 24(S)-saringosterol de aumentar a

depuragdo de AR (SCHEPERS, et al., 2020).

A investiga¢do fitoquimica nas raizes de Indigofera heterantha resultou no isolamento de dois

compostos identificadas como [ - sitosterol e Estigmasterol com base em técnicas
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espectroscopicas e comparando suas propriedades fisicas relatadas na literatura. Os testes
bioldgicos revelaram que o B - sitosterol apresentou atividade antidiabética significativa
enquanto o Estigmasterol apresentou boa atividade estabilizadora de membrana em HRBC

(ZEB; KHAN, et al., 2017)

O ergosterol ¢ uma componente chave nas membranas celulares dos fungos, mas ausente nas
dos animais. Tornou-se um alvo muito Util para drogas antifungicas. O ergosterol também
esta presente nas membranas celulares de alguns protistas, como os tripanossomas, tornando-
o base para o uso de alguns antifungicos contra a doenga do sono da Africa Ocidental (NV,

YAN, & JIANG, 2016)).

Pelos resultados obtidos experimentalmente na pesquisa de Galvao et al. (2003), evidencia-se
uma boa correlagao entre o contetido de ergosterol e biomassa fingica metabolicamente ativa.
O teor de ergosterol pode indicar o crescimento fingico e, dessa forma, ser utilizado como
bioindicador de contaminacao por herbicida (GALVAO, GUERREIRO, SOUZA, & COURA,
et al., 2003).

Ragasa et al (2018) relataram em seu artigo que o extrato diclorometano dos corpos de
frutificacdo de L. tigrinus forneceu cerevisterol, ¢ uma mistura de stellasterol e ergosterol. Até
onde se sabe, este ¢ o primeiro relato sobre o isolamento de 1-3 dos corpos de frutificacdo de
L. tigrinus. Estudos anteriores sobre extratos de L. tigrinus mostraram propriedades
antibacterianas parcialmente atribuidas ao stellasterol, que foi relatado como exibidor de
propriedades antibacterianas. Além disso, o extrato de L. tigrinus indicou propriedades
antioxidantes com o ergosterol contribuindo para esta bioatividade. Cerivesterol e stallasterol
foram relatados como possuindo atividade anti-inflamatoria, enquanto stallasterol e ergosterol

mostraram propriedades anticancerigenas (RAGASA, et al., 2018).

A industria farmacéutica esta crescendo rapida e continuamente. Apesar do grande numero de
medicamentos produzidos a cada ano, a demanda pela descoberta de novos medicamentos €
imperativa. A motiva¢do para descobrir novos medicamentos inclui o advento de novas

doengas ¢ infecgoes.
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6 CONCLUSOES

Este trabalho destaca que hd uma escassez de pesquisas sobre a bioatividade de extratos e
compostos de moluscos, principalmente os de dgua doce, considerando a alta diversidade de

espécies deste filo e seu mérito como medicamentos tradicionais.

Na execucdo deste projeto experimental de carater exploratério, o molusco Limnoperna
fortunei foi submetido aos processos de extragdo pelos métodos de maceracdo e Soxhlet,
ambos utilizando o metanol como solvente, possibilitando assim a obtencao e identificagdo de

varios grupos de moléculas quimicas.

Por meio da técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectometria de massas foi possivel
identificar o perfil molecular dos extratos obtidos: na amostra obtida pelo método de
maceracdo foram detectados e identificados 72 compostos quimicos; na amostra obtida pelo
método de Soxhlet foram 74. Desses compostos identificados, 48 sdo comuns as duas técnicas
utilizadas. Foram identificados 98 compostos distintos, sendo caracterizados em 2 aminas, 7
aldeidos, 9 acidos carboxilicos, 9 alcoois, 9 haletos organicos, 9 hidrocarbonetos, 18 fendis e

35 ésteres.

O Filo Mollusca ¢ uma fonte promissora de moléculas bioativas de importancia clinica e
cientifica, com alguns produtos atualmente no mercado para uso como medicamentos,
suplementos e varios outros ainda em ensaios e¢ desenvolvimentos clinicos. Como vimos
nessa revisdo, investigagdes guiadas por bioensaios e modelos in vivo demonstraram as
propriedades de extratos de moluscos e componentes purificados com a¢do antimicrobiana,
anticancerigena, anti-inflamatoria, antiespasmodica, bloqueio neuromuscular, cicatrizagdo de
feridas e imunogénica; e seu potencial terapéutico na prevencdo e tratamento de doencas

respiratorias.

Os moluscos marinhos tornaram-se o foco de muitos estudos quimicos destinados a isolar
novos produtos naturais ¢ metabolitos secundarios. Como ha poucas informagdes disponiveis
sobre a quimica das espécies terrestres ¢ de agua doce, este trabalho se concentrou nos
marinhos. A intensa pressdo para encontrar e desenvolver novas moléculas bioativas para uso
como farmacos continuard a impulsionar a bioprospec¢do de moluscos, especialmente em

vista da atividade bioldgica com aplicagdes médicas que foram descobertas até o momento.
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Por isso ¢ tdo importante aprofundar no estudo sobre o mexilhdo dourado; identificar,
determinar e extrair os seus compostos bioativos para o campo da pesquisa cientifica e

farmacoldgica.

A amplia¢do do campo de pesquisa para abranger bivalves de dgua doce e algumas classes
menores de moluscos pode valer a pena, dada a possibilidade de evolugdo divergente de vias
metabolicas e pressdes seletivas distintas para metabolitos secundarios. Em particular, o
Limnoperna fortunei seria digno de uma investigacdo mais aprofundada dada a sua
disponibilidade, capacidade de sobreviver a diversos ambientes e devido a identificacdo de
varias moléculas bioativas nele encontradas com potencial uso para uma variedade de

aplica¢des medicinais.

Os produtos naturais provenientes dos moluscos fornecem uma nova e rica fonte de
diversidade quimica que pode contribuir para a concep¢ao e desenvolvimento de novas drogas
terapéuticas potencialmente uteis. Os dados das literaturas disponiveis revelam que os
moluscos ndo sdo apenas o recurso para descobrir varios agentes bioativos, mas também para
identificar novos alvos celulares para a descoberta de medicamentos. Uma interacao proativa
entre pesquisadores, cientistas, setor farmacéutico e autoridades reguladoras governamentais ¢
importante para a incorporacdo deste novo e desafiador agente biologico em aplicagdes

clinicas.

Dessa forma, a pesquisa realizada podera contribuir para futuros estudos sobre esse espécime
que possui capacidades de sobrevivéncia a diversos ambientes e diferentes condi¢des do

meio.

Por ultimo e ndo menos importante, gostaria de relatar que este trabalho foi desenvolvido
durante a pandemia do COVID 19. Muitos esfor¢os foram realizados para a chegada destes
resultados. Dificuldades na obtencdo de amostras ¢ uso de laboratérios e técnicas analiticas
impediram grande parte dos esforgos destinados a ampliar a investigagdo principalmente no

que diz respeito a moléculas bioativas.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para trabalhos futuros ¢ sugerido realizar o mesmo experimento utilizando outros
solventes ¢ a mistura dos mesmos buscando melhorar os resultados da extragao;

Realizar outros processos de extragdo e comparar os resultados obtidos. Alguns
métodos modernos de extragdo, como extragdo de fluidos supercriticos, extracao
liquida pressurizada e extra¢do assistida por micro-ondas, também tém sido aplicadas
na extracdo de produtos naturais, e oferecem algumas vantagens, como menor
consumo de solventes organicos, menor tempo de extracdo e maior seletividade;

Aprofundar na andlise biotecnologica dessas moléculas, a fim de identificar
metabolitos secundarios com possiveis atividades biologicas, com grande potencial
antifungico, antibacteriano, anti-incrustante, farmacoldgicos e medicinais tais como:
antioxidante, antialérgica, anticancerigena, antibacteriana, analgésicas, antibioticas,
antimicoticas, imunomoduladoras, anti-inflamatoria, tonicas, expectorantes e

diuréticos.
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