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    APRESENTAÇÃO




    O Brasil é o país com a maior biodiversidade do planeta, são conhecidas quase cinquenta mil espécies de plantas, distribuídas em 9 grandes ecossistemas, sendo seis terrestres, Amazônia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlântica, Pampa e Pantanal, e 3 aquáticos. Essa riqueza vegetal aliada à diversidade étnica e cultural, coloca o país como uma das maiores potências fitoterápicas.




    Já descrita nos idos de 1587 por Gabriel Soares de Souza, em seu Tratado Descritivo do Brasil, a utilização de plantas medicinais seja na forma de xaropes, emplastros, chás ou inalados, atravessa gerações, permeando a cultura popular. Mas como transformar essa riqueza cultural e biológica em fármacos eficientes e seguros?




    A resposta para essa pergunta são trabalhos como os apresentados nessa obra, identificando substâncias com potencial terapêutico em espécies nativas e avaliando o grau de toxicidade em modelos experimentais.




    Bubalinos como produtores de leite, carne e couro são animais de importância econômica reconhecida no país, sendo o segundo animal com maior produção de leite no mundo. Neste contexto há de se pensar na escolha dos reprodutores, visando uma maior qualidade da prole e uma melhor eficiência reprodutiva. Porém algumas enfermidades podem passar despercebidas em exames clínicos e ultrassonográfico, sendo necessários testes complementares como PCR (Reação em Cadeia de Polimerase). Neste contexto além de características específicas da espécie o local de origem dos touros bem como a idade, se tornam fatores relevantes na escolha dos touros.




    Assolados pela pandemia de COVID-19 causados pelo SARS-CoV-2, desde seu início em 2020 a humanidade trava uma batalha incansável pela vida. Os grandes Golias do planeta tentam incansavelmente vencer o pequeno Davi que, mesmo diminuto, ceifa vidas, deixando desoladas e atormentadas famílias em todo mundo. Uma gama de testes e ensaios tomou conta da comunidade acadêmica, causando um frenesi entre pesquisadores e médicos. Em homérico esforço a comunidade científica luta para barrar o avanço dos óbitos, seja com vacinas ou fármacos que possam de alguma maneira impedir a replicação ou a infecção do vírus. Neste momento delicado o tempo é fator determinante, otimizado por estudo in silico, para que antivirais já presentes no mercado, testados e aprovados para outras doenças, possam ser angariados ao arsenal farmacológico contra o coronavírus.




    O livro Novas Pesquisas em Ciências Biológicas e Biodiversidade agora em seu segundo volume, o qual fui incumbido de apresentar, além de trazer uma gama de conhecimentos, nos remete a questionamentos que servirão como base para futuras pesquisas.




    Breno Carvalho Brito
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    RESUMO: O presente trabalho teve como objetivo realizar um estudo de identificação de substâncias da espécie de Pachira aquatica analisando os constituintes das sementes e flores, sendo avaliado a toxicidade frente a Artemia salina do extrato obtido das flores. Foi obtido uma gordura das sementes de P. aquatica por extração à quente e na análise de composição química por cromatógrafo gasoso acoplado ao espectrômetro de massas foram identificadas substâncias como o clionasterol, estigmasterol, glicerol e ácido palmítico. Segundo estudo da literatura o clionasterol pode ser utilizado no tratamento da Diabetes mellitus tipo 2. Em um outro estudo demostra que o estigmasterol possui propriedade anti-inflamatória. Na extração à frio das flores foi obtido o extrato bruto hexânico (EBH – Flores), sendo identificadas substâncias como ácido linoleico, palmítico, linolênico, esteárico e oleico. Esses ácidos são essenciais para a produção de biodiesel. No ensaio com Artemia salina o EBH – Flores apresentou um certo grau de toxicidade resultando numa concentração letal de 151,35 mg/mL.
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    INTRODUÇÃO




    O homem desde a antiguidade sempre utilizou as plantas para fins medicinais e assim tirar proveito das suas propriedades benéficas. Por quase toda a história as plantas foram a maior e mais importante fonte de substâncias para tratamento e produção de medicamentos para aliviar e curar doenças. Esse conhecimento acerca das plantas medicinais foi repassado de geração em geração e se mantem vivo até os dias atuais (BARACUHY, 2016). As substâncias extraídas de plantas tornam-se essenciais para a produção de novos fármacos para desenvolvimento de medicamentos sintéticos (QUEIROZ, 2009). A região amazônica é rica em plantas que são estudadas em pesquisas cientificas como, por exemplo, a diversidade de frutos com alto valor nutricional para a alimentação humana (MOURA, 2019). A Floresta amazônica possui uma variedade de plantas fornecedoras de óleos, gorduras, essências e resinas aplicados na indústria cosmética e comercializados por artesãos (PESCE, 2009). Dentre as espécies encontradas na região amazônica é a Pachira aquatica, que possui sementes ricas em proteínas e ácidos graxos (AZEVEDO; BORA; SILVA, 2011) e a gordura das sementes são utilizadas na fabricação de sabões (PESCE, 2009).




    Na região amazônica as árvores de Pachira aquatica, conhecida como Mamorana, são frequentemente encontradas em áreas úmidas, daí o termo “aquatica”. No entanto, essa espécie de planta pode ser cultivada em diferentes tipos de solo, sendo muito comum em diferentes regiões do Brasil em arborizações, pois possui lindas flores e folhas. Por isso, são cultivadas como planta ornamental (PEIXOTO; ESCUDEIRO, 2002; SANTANA et. al., 2016). Os frutos da mamorana possuem um formato parecido com uma bola de futebol americano se assemelhando com o cupuaçu ou até mesmo com o cacau. Esses frutos possuem uma casca de madeira marrom contendo sementes com gosto parecido com amendoim (BAILEY; BAILEY; HORTORIUM, 1976; JORGE; LUZIA, 2012; SILVA et al., 2014). As flores que podem alcançar aproximadamente 20 cm possuem um cheiro agradável (BOCAGE; SALES, 2002). Dessa forma, podem ser utilizadas como fonte de exploração econômica (SILVA; BORA; AZEVEDO, 2010).




    METODOLOGIA




    Coleta e extração




    As flores e sementes de Pachira aquatica foram coletas na ilha de Cotijuba, situada na região metropolitana de Belém - PA, em setembro de 2020. Esse período é considerado menos chuvoso ou verão amazônico. O material botânico foi levado a EMBRAPA e a espécie foi confirmada por especialista da área com o número de identificação 41/2020 e registro no SisGen sob o número de cadastro AB3B808.




    As flores foram coletadas úmidas (20 g) e secas em estufa de circulação de ar a 45 ºC por um período de 48 h. Após a secagem o material foi pesado, triturado e pesado novamente obtendo-se uma massa de 5 g.




    O material triturado foi submetido a duas extrações com 1 L de hexano por 72 h, cada extração. Após a extração, o extrato foi concentrado em evaporador rotativo sob pressão reduzida, fornecendo 400 mg de extrato bruto hexânico (EBH – Flores).




    Uma alíquota de 10 g das sementes de P. aquatica foi separada da casca do fruto, sendo submetidas a um aquecimento em água ultrapura. Dessa forma, houve a formação de fases com a presença de uma camada de óleo. Posteriormente, o óleo foi coletado e submetido à partição em funil de separação com 25 mL de hexano e 50 mL de água ultrapura. A fase hexânica foi extraída e particionada novamente com 50 mL de água ultrapura.




    Após esse período, a fase hexânica foi extraída e colocada em capela para a eliminação total do solvente propiciando dessa forma a obtenção de 10 mg da gordura das sementes que foi colocada em frasco âmbar e guardada na geladeira para a análise em cromatógrafo gasoso acoplado a espectrômetro de massas (CG-EM). O EBH – Flores Foi analisado em CG-EM e avaliado a toxicidade frente a Artemia salina. Pela pouca quantidade massa obtida na obtenção da gordura das sementes não foi possível realizar uma avaliação da toxicidade frente a Artemia salina.




    Esterificação à quente




    A esterificação à quente realizado na gordura das sementes e EBH - Flores, foi baseada no método adaptado de HARTMAN e LAGO (1973), sendo realizada uma reação de esterificação para cada amostra utilizando 100 mg do EBH – Flores e 10 mg da gordura das sementes. Para cada amostra foram adicionados 5 mL de solução de NaOH 0,50 mol/L em metanol. A mistura foi aquecida sob refluxo por 5 minutos, e em seguida foram adicionados à mistura 15 mL do reagente de esterificação (preparado a partir da mistura de 2 g de cloreto de amônio, 60 mL de metanol e 3 mL de ácido sulfúrico concentrado, aquecida por aproximadamente 15 minutos). A mistura foi aquecida em refluxo por mais 3 minutos e, em seguida, foi transferida para um funil de separação juntamente com 25 mL de hexano e 50 mL de água ultrapura. Após agitação e separação das fases, a fase aquosa foi descartada. Foram adicionados mais 25 mL de água ultrapura à fase orgânica e, após agitação e separação das fases, a fase aquosa foi descartada. A fase orgânica de cada amostra foi coletada e secada em capela de circulação de ar. Após esse processo foram obtidos 2 mg da gordura das sementes e 40 mg do EBH – Flores. Os ésteres metílicos obtidos na esterificação foram solubilizados em hexano, e posteriormente injetados no cromatógrafo gasoso acoplado em espectrômetro de massas (CG-EM).




    Caracterização por cromatógrafo gasoso




    A gordura das sementes e EBH – Flores foram analisados em cromatógrafo gasoso acoplado ao espectrômetro de massas. O cromatógrafo gasoso acoplado ao espectrômetro de massas é da marca SHIMADZU QP-2010 com coluna SHIMADZU SH-RT-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 µm) e auto injetor AOC-20i e programação de temperatura de 60 ºC a 250 ºC. O volume de injeção foi de 1 µL de solução diluída (1/100) de amostra em hexano, sendo gradiente de 3ºC/min, temperatura do injetor 250ºC, modo de ionização de impacto de elétrons com hélio (fase móvel) como gás transportador a uma velocidade de 1 mL/min e 30 p.s.i no modo split (1:30). A análise quantitativa de cada composto foi realizada a partir das áreas dos picos do cromatograma e os valores foram expressos como porcentagem relativa da área total de cada pico. Os registros da biblioteca foram comparados aos espectros de massa e ao tempo de retenção para a identificação das substâncias.




    Avaliação de toxicidade




    A avaliação de toxicidade frente à Artemia salina foi realizada pela metodologia adaptada descrita por McLaughlin (1998). O EBH – Flores foi analisada neste bioensaio, sendo preparada nas seguintes concentrações: 1500 µg/mL, 1000 µg/mL, 500 µg/mL e 250 µg/mL.




    Para a incubação dos ovos (cistos) de Artemia salina foi preparada em aquário de 5 L uma solução salina de sal marinho na concentração de 30 g/mL, sendo colocado uma bomba de aquário para oxigenar o meio de cultivo e acelerar o processo de eclosão. Na lateral externa do aquário foi instalado uma luminária, pois os nauplios (larvas) apresentam fototropismo e são atraídos pela luz, facilitando a eclosão dos nauplios. Na solução foram adicionados 5 mg de ovos de A. salina adquiridos comercialmente, que foi exposto a luz por 48 horas para que ocorresse a eclosão das larvas.




    Para a realização do ensaio foram preparadas, em triplicatas, uma solução salina (30 g/mL) de 10 mL em cada tubo de ensaio. Posteriormente, foi adicionada a amostra misturada com tween 20 (0,01%) com a finalidade de aumentar a dissolução na solução salina.




    Após o preparo da amostra foram adicionadas 10 larvas eclodidas em cada tubo de ensaio. Foi preparado em triplicata o grupo controle (branco) sob as mesmas condições para demonstrar que não é o tween 20 o responsável pelas mortes das larvas. Após esses procedimentos a amostra ficou sob exposição de luz por um período de 24 h, e em seguida foi feita a contagem do número de nauplios vivos e mortos para a obtenção da concentração letal (CL50%) que é a concentração que reduz a população de nauplios em 50%.




    RESULTADOS E DISCUSSÃO




    Análise por CG-EM da gordura das sementes e EBH - Flores de P. aquatica




    A análise quantitativa de cada composto foi realizada a partir das áreas dos picos do cromatograma e os valores foram expressos como porcentagem relativa da área total de cada pico. As substâncias foram identificadas com base nos registros da biblioteca do sistema de dados que foram comparados com espectros de massa, tempo de retenção e índice de similaridade.




    Na gordura das sementes foram identificadas 11 substâncias, sendo que o clionasterol (.gamma.-sitosterol) (Figura 1) e o estigmasterol foram as principais composições encontradas, como mostra a Tabela 1.




    Tabela 1 – Composição química da gordura das sementes de P. aquatica
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    Fonte: Dados da pesquisa.




    Em um estudo encontrado na literatura foi demonstrado que o clionasterol (g-Sitosterol), um fitosterol, reduziu significativamente a hiperglicemia em ratos diabéticos podendo ser utilizado no tratamento da diabetes mellitus tipo 2 e em outro estudo foi demostrado que a substância pode ser considerada um agente hipolipemiante (BALAMURUGAN et al., 2011 e 2014). O estigmasterol possui propriedades anti-inflamatórias e Kangsamaksin et al. (2017) demostraram que o estigmasterol por suas atividades anti-inflamatórias é um candidato atraente para o tratamento anticâncer de tumores cholangiocarcinoma (câncer das vias biliares).




    Figura 1 – Estrutura química do Clionasterol
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    Fonte: Dados da pesquisa.




    Outras duas substâncias também foram encontradas na gordura das sementes como o glicerol (glicerina) e o ácido palmítico (ácido hexadecanoico). O glicerol é um subproduto formado na transesterificação do óleo vegetal e gordura animal, sendo que esse subproduto pode ser utilizado como aditivo para o próprio biodiesel através do processo de eterificação (MENDONÇA, 2017).




    No extrato bruto hexânico das flores (EBH - Flores) os principais constituintes identificados foram os ácidos graxos linoleico, palmítico, linolênico, esteárico e oleico (Tabela 2).




    Tabela 2 – Composição química do EBH – Flores de Pachira aquatica
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