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RESUMO

O amido é um composto complexo encontrado nas plantas na forma de granulos, possui a funcéo de ser a
reserva energética dos vegetais. Nesta pesquisa, foram desenvolvidos sistemas bioativos microparticulados
a partir do amido por enxertia com doadores de dxido nitrico (NO). Assim, estas microparticulas
apresentam a mesma bioatividade do NO, como as ac¢Bes antioxidante, anti-inflamatéria e bactericida,
portanto, de elevado potencial de comercializagdo como farmaco. A capacidade de liberagdo do NO foi
quantificada espectrofotométricamente e avaliado a morfologia das microparticulas. Também foi realizado
a pesquisa dos potenciais antioxidante, bactericida e de geno e citotoxicidade. Foi verificado que os
materiais apresentam tamanhos na ordem de 237+48 sdo capazes de liberar 8,57 milimol.L* de NO por
grama de amido. As micropaticulas apresentaram atividade bactericida frente a Salmonela, S aureus e E
coli bem como agdo antioxidante frente ao DPPH, apresentando para as concentra¢des de 2, 0,2, 0,02 e
0,002% (m/V) o amido a reducdo de 90, 85, 65 e 30 % os radicais presentes, respectivamente. Além disso,
nas concentragdes testadas o material ndo apresentou geno ou citotoxidade. Assim, podemos concluir que
o material desenvolvido apresenta potencial de comercializagdo como farmaco, aumentando grandemente
o valor agregado do amido.
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ABSTRACT

Starch is a complex compound found in plants in the form of granules, and has the function of being the
energy reserve of vegetables. In this research, microparticulate bioactive systems were developed from
starch by grafting with nitric oxide (NO) donors. Thus, these microparticles have the same bioactivity as
NO, with antioxidant, anti-inflammatory and bactericidal actions, therefore, with high potential for
commercialization as a drug. The NO release capacity was quantified spectrophotometrically and the
morphology of the microparticles was evaluated. Research on antioxidant, bactericidal and geno and
cytotoxicity potentials was also carried out. It was verified that the materials have sizes in the order of
237+48 are capable of releasing 8.57 millimol.L* of NO per gram of starch. The microparticles showed
bactericidal activity against Salmonella, S aureus and E coli as well as antioxidant action against DPPH,
with starch reduction of 90 at concentrations of 2, 0.2, 0.02 and 0.002% (m/V), 85, 65 and 30% of the
radicals present, respectively. Furthermore, at the concentrations tested, the material did not show geno or
cytotoxicity. Thus, we can conclude that the material developed has commercial potential as a drug, greatly
increasing the added value of starch.
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1 INTRODUCAO

Segundo Cavalcanti (2002), os polissacarideos sdo polimeros naturais encontrados com facilidade na
natureza, dentre os quais podemos citar a celulose e o amido. Sdo facilmente degradados pelo organismo,
possuem baixo custo e sdo considerados indcuos. Devido a grande variabilidade e caracteristicas € bastante
usado em pesquisas industriais.

O amido é um polimero versatil, pois, suas propriedades fisico-quimicas podem ser alteradas facilmente
por modificacBes enzimaticas ou tratamentos fisicos, e quimicos. Uma das altera¢Ges é a reticulagdo que pode
tornar o amido resistente a condicdes de pH elevados, a variagfes de temperatura, e outras condi¢des de
processamento (JOBLING, 2004, SANCHES- RIVERA et al., 2005, CEREDA; VILPOUX; DEMIATE,
2003).

Em seu estado nativo se compde por granulos semicristalinos insolUveis em agua que, ao microscopio,
apresentam-se brilhantes com dimensBes que variam de acordo com a sua origem botanica (GUILBOT &
MERCIER, 1985). O amido é um polissacarideo natural encontrado na forma de granulos em cereais, raizes,
tubérculos e leguminosas (HUANG, 2006). Os granulos de amido absorvem agua e incham quando aquecidos
na presenca de agua. Alguns componentes do amido especialmente a amilose lixivia e se solubiliza. Com o
aumento da temperatura e absorcdo de agua, os granulos se rompem e as cadeias sdo desordenadas (ZHU,
2015). Apds o resfriamento, a amilose em solucdo sofre um processo chamado retrogradagdo, caso a
concentracdo seja suficientemente elevada, esse processo resulta na formacéo de uma rede que transforma a
solucdo em um gel (ICHIHARA et al., 2016).

Os amidos nativos tém alguns inconvenientes, porque as condi¢cGes do processo (temperatura, pH,
pressdo) limitam a sua utilizacdo em aplicagBes industriais, por apresentarem baixa resisténcia ao
cisalhamento, possui retrogradacéo e sinérese elevadas. Estas deficiéncias podem ser superadas submetendo o
amido a modificagcdes. Com o objetivo de melhorar as propriedades funcionais de materiais obtidos a partir de
amido, varios trabalhos tém sido propostos com o intuito de alterar o carater hidrofilico, as propriedades
mecanicas e proporcionar bioatividade, como agdo antimicrobiana e antioxidante (ARAUJO et al., 2015).
Neste sentido a modificacdo quimica do amido por acetilacao e pelo uso de acido tioglicélico se mostram como
uma alternativa interessante.

Nesta pesquisa, foi desenvolvido amido modificado por enxertia utilizando o &cido tioglicélico. Este tiol
guando enxertado na cadeia do amido pode ser reversivelmente nitrosado, formando os RSNOs (RS-
Nitrosotiois), onde R representa parte da cadeia do &cido tioglicdlico. Assim, neste caso, o material
desenvolvido passa a apresentar as mesmas atividades atribuidas ao NO (6xido nitrico) (LANCASTER, 1996)

O NO é uma molécula com multiplos efeitos bioldgicos, entre os quais destacamos os efeitos anti-
inflamatdrios, de relaxamento muscular e vasodilatacdo, além de apresentar, quando em alta concentracdo acao
microbicida, portanto, tem potencial para ser comercializado como farmaco. Existem trabalhos na literatura
que estudam os efeitos antioxidantes e antitoxicos das células vegetais. Segundo Campos et al. (2019), o
tratamento com nitrosotiol (SNP) ajuda a reduzir o estresse osmotico nas plantas, pois ocorre o acimulo de
prolina. Quando a planta esta sob estresse, a prolina participa do processo osmético.

Assim, neste trabalho microgeis contendo amido modificado foram desenvolvidos para obtencdo de um
sistema microparticulado, com atividade antioxidante. A cinética de liberagdo de NO foi avaliada
espectrofotometricamente utilizando o método de Griess. Além disso, utilizando-se de células do meristema
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de raizes de A. cepa, foi possivel avaliar a citotoxicidade e genotoxicidade de solucGes de &cido tiolatico,
amido esterificado e amido nitrosado.

2 METODOS

A pesquisa voltada ao desenvolvimento de materiais bioativos obtidos a partir de amido modificado foi
desenvolvida nos laboratérios de pesquisa da UTFPR-CM, durante os anos de 2020 e 2021, utilizando como
base de pesquisa trabalhos anteriores do grupo (SILVA, 2015). Apo6s o desenvolvimento dos materiais 0s
mesmos foram submetidos a avaliagdo das propriedades bioativas através de estudos de casos utilizando
protocolos aprovados. Os procedimentos experimentais utilizados foram:

Modificagdo quimica do amido: A modificagdo do amido ocorreu pelo processo de enxertia utilizando acido
tiolatico (Sigma) em meio &cido & 60°C (SILVA, 2015). A reacdo foi comprovada através de andlise de
espectroscopia de 1V através do espectrofotometro Shimadzu, IR Affinity ™.

Producdo de microgéis: A sintese dos microgéis ocorreu a partir de um sistema bifasico de agua em
diclorometano, os microgéis semi-interpenetrados foram obtidos por meio da reticulacdo da acrilamida na
presenca de amido modificado (QUADROQOS, 2017).

Nitrosacdo: O amido modificado e os microgéis foram nitrosados através de reacdo em meio acido (HCI 1
mol.L ) com nitrito de sédio (60 mmol.L?) durante 5min. Em seguida o amido ou o microgel foram filtrados
a vacuo, sendo o produto conservado refrigerado (-10°C) para posterior caracterizagdo e uso (SEABRA, 2010).
Determinacéo do teor de NO: A quantificagdo do teor de dxido nitrico presente foi realizada através do uso
de reagente de Griess. Para isto foram preparadas solucéo estoque de sulfanilamida 0,2% em HCI 6 mol.L?,
NEED 0,1% em HCI 6 mol.L* e HgCi, 0,5mmol.L* em DMSO. O teor de NO foi determinado através de uma
curva de calibracéo obtida a partir da diluicio de uma solucéo padrao (5 mmol.L?) de nitrito de sédio em meio
acido (1,67mol.L* de HCI) resultando em solucdes com concentragdes variando entre 0,1 mml.L* e 1,0 mol.L-
1 (SEABRA, 2010).

Caracterizagdo morfologica dos microgéis: A morfologia e o tamanho médio das particulas foram
determinados por meio de microscopia Optica e posterior analise das imagens utilizando o software Image
Tool.

Determinacao do grau de intumescimento dos microgéis: Capacidade de absor¢ao de agua foi determinada
através da razdo entre a massa dos microgéis intumescidos em &gua e a massa das microgéis secos em estufa
(SILVA, 2007).

Ensaio citotoxico: Foi realizado utilizando células meristematicas de raizes de Allium cepa através da
avaliagdo da ac&o de solucGes de concentracdo conhecida do produto de interesse. A analise do efeito citotdxico
de cada solucéo foi realizada utilizando um grupo experimental com trés bulbos de cebolas, cujas raizes foram
postas em contato com solugdes de amido em diferentes concentragdes por um tempo de exposicao de 24 horas
e 48h podendo assim avaliar a acdo das solugdes em mais de um ciclo celular (GUERRA, 2002).
Determinacao da atividade antioxidante total pela captura do radical livre DPPH: Utilizando o método
de Pitz (2018) a acdo antioxidante do amido nitrosado foi avaliada para solugfes de amido nas concentragdes
de 2,0,2,0,02 e 0,002% (m/V). A capacidade de eliminar o radical DPPH foi utilizada para determinar a % de
atividade antioxidante (AA %) o qual foi calculado através da Equacéo (1):

AAY% = (Acontrole - Aamostra) % 100 (1)

(Acontrole)
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Avaliacao do potencial antibacteriano: A avaliagdo do potencial antibacteriano foi realizada pelo método de
difusdo em disco. A difusdo do antimicrobiano leva a formacgdo de um halo de inibicdo do crescimento
bacteriano, cujo diametro é inversamente proporcional a concentragdo inibitéria minima. Foram utilizadas as
bactérias Staphylococcus aureus e Salmonella.

3 RESULTADOS

A modifica¢do quimica do amido de mandioca com acido tiolatico por reacdes de condensacdo pode ser
comprovada através dos espectros de Infravermelho. Pode-se ver para o amido modificado um pico em 1728
cm? correspondente a carbonila de ésteres, derivado do acido tioglicélico. O sinal para carbonila do acido
tiolatico puro foi observado em 1720 cm™. Em 1650 cm™ pode-se observar o sinal de carbonila para o amido.
Comprovando assim a modificagdo do amido atraves do processo de esterificagdo em meio &cido.

Apos a modificagdo por esterificagao foi possivel obter microgéis de amido modificado com acido tiolatico
0s quais apresentaram morfologia esférica e tamanhos aproximados de 237+48mm. O processo de sintese
utilizado levou a formag&o de microgeéis semi-interpenetrados obtidos através da reticulacdo da acrilamida na
presencga de solucdo contendo amido acetilado. Estes microgéis foram capazes de absorver em apenas 15
minutos aproximadamente duas vezes a massa seca (2,00+£0,11), sendo o intumescimento em 45min igual a
3,01+0,31. Uma vantagem no uso de microgéis € a presenca de agua dentro desses sistemas poliméricos a qual
pode ser utilizada como forma de incorporar principios ativos hidrossollveis levando a obten¢do de sistemas
de liberacéo controlada. Além disso, em virtude da presenca de grupos tidis, os microgéis de amido acetilado
com &cido tiolatico podem ser utilizados como matrizes para liberagcdo de 6xido nitrico apds processo de
nitrosag&o.

Neste trabalho, procedeu-se o processo de nitrosagdo tanto somente do amido modificado quanto do amido
semi-interpenetrado nos microgéis. A nitrosacdo do amido modificado através do processo de esterificacao
com &cido tiolatico ocorreu devido ao ataque nucleofilico do cation nitrosonion (NO*) ao &tomo de enxofre do
grupo tiol (SH), de modo a formar o grupo SNO, o qual sequentemente sera capaz de liberar NO. Durante o
processo, ocorreu a mudanca de coloragdo do amido de branco para rosa claro, indicando a formacéo de grande
quantidade de grupos SNO. A presenca de grupos NO pode ser comprovada através da avaliagdo
espectrofotométrica utilizando reagente de Griess, sendo a quantificacdo do teor de 6xido nitrico realizada
analiticamente com o uso de nitrito de sodio como padréo, cuja curva de calibragdo, obtida a partir das curvas
de absorcdo méaxima em 542nm, apresentou coeficiente de regressao linear de 0,98 (R?=96%). A partir da
equacdo de reta obtida foi possivel aferir que cada grama de amido foi capaz de liberar 8,57x10*mol.L* de
Oxido nitrico, ou seja, 116,69 do amido modificado e nitrosado liberam 1 mol de NO.

Com base nos resultados de geno e citotoxidade, verificou-se que o amido nitrosado néo reduziu de forma
significativa o indice de divisdo celular dos meristemas analisados. Nas condi¢des de analises estabelecidas, o
amido nitrosado desenvolvido ndo foi citotoxico e nem genotoxico as células meristematicas de raizes de A.
cepa, tendo grande viabilidade de uso para emprego como medicamento.

Além disso, através do ensaio de DPPH foi verificado com nivel de 95% de significancia a acdo
antioxidante do amido nitrosado para solucdes de amido nas concentracGes de 2, 0,2, 0,02 e 0,002% (m/V).
Apd6s 30min em contato (em repouso) com o reativo DPPH através da avaliacdo espectrofotométrica verificou-
se que o amido possui a capacidade de eliminar o radical DPPH entre 90 e 30% para as concentragdes
utilizadas, demonstrando um efeito dependente.

Quanto a atividade bactericida ensaios frente a Salmonella e S aureus mostraram concentragdo bactericida
minima (MIB) para solugdo de amido na concentragdo de 9,7 (mg.mL™). Além disso ensaios utilizando filmes
de amido apresentaram acdo inibitoria frente a Staphylococcus aureus, com medidas do halo variando de 3,0
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a 3,6 mm. Ja frente a Escherichia coli, os filmes permitiram a formacéo de halos de inibi¢cdo maiores, entre 9,6
e 15 mm. Entretanto ndo foi observado o aumento da atividade bactericida para o filme contendo o maior teor
de &cido tioglicolico.

Neste sentido, os resultados de atividade bactericida e acdo antioxidante, sdo sugestivos para o
desenvolvimento de farmaco a partir do amido, aumentando grandemente o valor agregado.

4 CONCLUSAO

O microgéis de amido enxertado com S-nitroso-tiol desenvolvido apresenta potencial de comercializagdo
como farmaco, aumentando grandemente o valor agregado do amido.

Microgéis apresentam como vantagem o fato de que poderem ser utilizados em sistemas microparticulados,
ou ainda em sistemas tradicionais de curativos na forma de membranas, podendo ainda ser desidratados para
comercializacdo. Além disso, uma vez que a estabilidade do 6xido nitrico € maior para sistemas desidratados,
devido ao sistema de cadeia, 0s microgéis podem ser uma alternativa para aumentar o tempo de prateleira de
materiais doadores de 6xido nitrico. Neste sentido os hidrogéis de amido acetilado com doadores de NO
apresentam viabilidade de utilizacdes como matrizes para liberagdo de 6xido nitrico.
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