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Resumo: A preocupacdo com a saude ¢ fundamental em todas as areas de conhecimento,
particularmente quando envolve a populagdo invisivel a politicas publicas, que depende de
farmacos de alto custo, como € o caso do imunossupressor tacrolimo. O presente trabalho
direciona-se a investigacdo tedrica ~ do movimento browniano do tacrolimo, da biomassa
bacteriana e da catalase, provenientes da fermentacdo via S. tsukubaensis, em uma solucio
constituida de caldo fermentescivel e acetona (50 % v/v) em duas temperaturas distintas. Sao
apresentados cartogramas bidimensionais que ilustram o deslocamento aleatério das espécies
analisadas tendo como ponto de partida o modelo de Langevin. Observa-se maior dispersdo do
tacrolimo em relagdo aos demais solutos, assim como o aumento da dispersao com o incremento
da temperatura do meio difusivo.
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Abstract: The cause for concern about health is fundamental in all areas of knowledge,
particularly when it involves the invisible people to public policies, which depends on high-
cost drugs, such as the immunosuppressant tacrolimus. The present work is directed to the
theoretical investigation of the Brownian motion of tacrolimus, bacterial biomass and catalase,
from fermentation via S. tsukubaensis, in a solution of fermentable broth and acetone (50 %
v/v) at two different temperatures. Two-dimensional cartograms are presented to illustrate the
random displacement of the analyzed species, using Langevin model as starts of approach. It is
observed a greater dispersion of tacrolimus in relation to the other solutes, as well as the increase
in dispersion with increasing temperature of the diffusive medium.
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1 Introducao

A saude ¢ uma necessidade intrinseca do ser humano. No Brasil, desde a promulgacdo da
Constituicdo Federal de 1988, o direito a satde ¢ universal, incluindo a assisténcia terapéutica
e farmacéutica integral. Em 2002, foram estabelecidos protocolos clinicos e diretrizes
terapéuticas para uso dos medicamentos excepcionais e de alto custo no Sistema Unico de
Satde (SUS), dentre os quais os imunossupressores utilizados no transplante renal. Os
protocolos clinicos recomendam, para a manutencao do transplante renal, a ado¢do do esquema
de ciclosporina, azatioprina, corticosteroides. Alternativamente, permite-se a substitui¢do da
ciclosporina por tacrolimo [1]. Sabe-se, todavia, da pressdo pela disponibilizagdo de recursos
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em virtude das necessidades competitivas ndo atendidas, principalmente no campo da
assisténcia farmacéutica. A este respeito, a compilagdo das despesas na perspectiva do SUS,
apontou que o gasto mediano total com procedimentos destinados a manutengdo do transplante
renal, em pacientes que utilizaram esquemas terapéuticos com tacrolimo, foi superior ao
daqueles em esquemas com ciclosporina [1]. Por outro lado, o tacrolimo ¢ até 100 vezes mais
potente do que a ciclosporina A quanto a inibicao da proliferacdo de linfocitos T [2], ou seja,
mais eficaz quanto a prevencao da rejeicdo de enxertos em transplantes. Além de utilizado nos
protocolos terapéuticos imunossupressores [3], o tacrolimo ¢ indicado para o tratamento de
doengas autoimunes, como artrite reumatoide, liquen plano [4] assim como nos tratamentos dos
retinoblastomas [5], de asma bronquica e varias desordens dermatoldgicas [6], tais como
vitiligo [7], psoriase e demartite atopica [8]. Nota-se, pelo apresentado, que a producdo de
tacrolimo ¢ urgente e recomendavel. Conhecido como FK 506 e fujimicina, o tacrolimo, Figura
1, ¢ uma lactona macrolidea, hidrofilica, pouco soltivel em dgua e apresenta a formula empirica
C44HeoNO12.

Figura 1. Estrutura molecular do tacrolimo [9].

O FK 506 ¢ obtido via fermentacdo, originalmente por bactérias Streptomyces tsukubaensis,
cujos esporos se apresentam no formato cilindrico, com 0,5 a 0,7 um em diametro e 0,7 a 0,8
um em comprimento [10], conforme ilustra a Figura 2.

Figura 2. Micrografia eletronica de varredura da cepa de Streptomyces tsukubaensis [10].

O tacrolimo pode ser produzido via fermentagdo por outras espécies do género Streptomyces
em meio aquoso nutriente, contendo fontes de carbono (glicose, frutose, sucrose, lactose,
maltose, 6leos vegetais) e de nitrogénio (extrato de levedura, peptona, farelo de soja e outras
fontes vegetais), assim como sais inorganicos como, por exemplo, KNOs, ureia,
preferencialmente em condi¢des anaerdbicas. O meio aquoso ¢ usualmente mantido a pH entre
6,0 a 8,5 no processo fermentativo [11]. Vale ressaltar que, além do tacrolimo, ¢ produzida
biomassa bacteriana durante a fermentacao, bem como compostos organicos, como agucares €
proteinas/enzimas [9], dentre as quais a catalase [12], que apresenta diversas aplicagdes, tais
como no diagndstico clinico, embalagem de alimentos, remog¢do de peroxidos da solucdo de
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lentes de contato, corrosdo microbiana de metais, tratamento de efluentes e branqueamento na
industria téxtil, produgdo de queijo e analise da qualidade do leite [13]. E importante a mengao
que a fermentacdo em que se obtém tanto o tacrolimo quanto a catalase ¢ interrompida
utilizando-se, por exemplo, acetona em igual volume ao caldo fermentado para a lise celular
[9]. A partir de entdo, a solugdo obtida ¢ submetida a uma sequéncia de etapas visando a
purificagdo do farmaco e da proteina, envolvendo processos de separagdo por membranas para
aremocao de biomassa bacteriana, aglicares, macromoléculas diversas e sequéncia de processos
adsortivos destinado a purifica¢do tanto da catalase quanto do tacrolimo sendo que, para este,
ha a necessidade da etapa de cristalizacdo. Observa-se em tais operacdes unitarias a presenca
do fenomeno de transferéncia de massa, muito em particular da difusdo de matéria. Neste
sentido, o presente artigo objetiva a simulacdo do movimento browniano da biomassa
bacteriana, tacrolimo e da catalase em uma solucdo constituida de caldo fermentado via S.
tsukubaensis e acetona (50 % v/v) em duas temperaturas distintas.

2 Fundamentacio tedrica

A teoria do movimento browniano assume o movimento aleatorio de determinado soluto (A)
diluido em meio liquido (B). O movimento de A decorre das colisdes sofridas em contato com
as moléculas B, tomando dire¢do erratica (Figura 3), o que ¢ conhecido como movimento
browniano.

Figura 3. Arraste do soluto A devido ao movimento do meio B: as esferas brancas sdo
representativas do soluto, enquanto os pontos representam o meio [14].

O movimento das particulas materiais do meio (ou do solvente B) estd associada a sua energia
cinética, ksT (em que kg ¢ a constante de Boltzmann e T, temperatura), cuja colisdes com o
soluto provocam o seu arraste, conforme a lei de Stokes, em que a forca de arraste ¢ 3mnpoaua,
sendo 1 a viscosidade dindmica do meio; ca, didmetro de Stokes-Einstein do soluto A e ua a
mobilidade desse soluto [15]. Ao se igualar a for¢a de arraste com a for¢a motriz termodinamica
em termos de fracdo molar do soluto obtém-se, em situacao de dilui¢dao do soluto, o coeficiente
de difusao de Stokes-Einstein [14]

kgT
3mNEoA

Dyg =

(1)

O movimento browniano, por sua vez, pode ser descrito a partir do modelo de Langevin,
considerando-se o deslocamento aleatoério de uma particula material do soluto A de massa ma
e didmetro 64 imersa em um fluido B, de viscosidade dindmica ns, segundo

m, $E¥(0) =Sy (1) + () @)
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Definindo-se o tempo caracteristico de amortecimento viscoso, T, na forma

m
T= A
31N A

(&)

multiplica-se a Equagdo 2 por v(t) = v, bem como se considera a presenga da defini¢do 3,
obtendo-se

dv__ 1 L) @)

v—
dt T my

Ao se admitir a variacao do deslocamento do soluto, r, no tempo, v = dr/dt, tem-se da Equacao

©))

Para tempos longos, t >> 1, tem-se 0 movimento browniano no limite viscoso, em que a
contribuigdo stokesiana ¢ significativa a ponto de a contribui¢@o do termo de aceleragdo, dv/dt
na Equagdo 5, ser desprezivel [14], sendo esta retomada segundo

=
i m—Aﬁ(t) (6)

ao ser integrada det- Atat,

t

r(t)dt = —— [gt)dt
tJ.At Ma tJ.At )

A integral associada ao termo aleatdrio segue o processo de Wiener no intervalot- A at,

L —fy =An =AW,

®

em que o incremento AW traduz um processo estocastico gaussiano, que apresenta largura da
curva normal diretamente proporcional a (2DasAt)"? para cada passo i [14], obtido de

Ar, = AW, = R, /2D At
)

Ri refere-se ao numero aleatorio i, cuja distribuicdo de frequéncia de probabilidade ¢ uma
gaussiana de média nula e variancia igual a 1, ou N(0,1). Assim, o deslocamento do soluto ¢
descrito no espago bidimensional a partir da Equagdo 9 como [16]

x(t)=x(t=1)+B,R;
(10)
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y(O)=y(t=1)+BaR;

an

com

Ba = /2D xpAt

(12)
3 Simulacio estocastica e resultados

A descrigdo estocastica do deslocamento do soluto (j): biomassa bacteriana (j = 1), tacrolimo (j
=2) e da catalase (j = 3) em uma solucdo constituida de caldo fermentescivel via S. tsukubaensis
e acetona (50 % v/v), meio B, segue o processo de Wiener para duas dimensdes, segundo

r(t)=r(t—1)+BAR;
13)

parar =x ey. A obtencdo do cartograma 2D, que descreve o deslocamento do soluto j segue a
Equagdo 12, aqui retomada

Bi= IZDJBAt

(14)

Djs € o coeficiente de difusdo do soluto j diluido no meio B. De posse dos valores de B e o
namero de passo M, utiliza-se o algoritmo sugerido na Figura 4.

Input: soluto j, M (nimero de passos),
randn (nimeros pseudoaleatorios: N(0,1)
Bj (desvio padrao),
Output: cartograma 2D

1: enquanto i = 0 faca

2: 0 —x

3: 0 «—y;

4: parai=1— M faca

5: randn « ntimero pseudoaleatorio: N(0,1)
6: X «— X + Bi*randn

7: randn <« niimero pseudoaleatorio — N(0,1)
8: y « y + Bi*randn

9: return (leia novo 1)

10: return (leia novo j)

11: end

Figura 4. Algoritmo para a descri¢do do deslocamento do soluto A.

Para a obtenc¢do do valor do coeficiente de difusdo, emprega-se a Equagdo 1, substituindo-se a
constante de Boltzmann em unidades adequadas,

T
MBOoj (15)

Djs = 1465
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com T em Kelvin; ns, em cP; didmetro de Stokes-Einstein, ca, em Angstron (A), e o resultado
do Djs em A%/ns. Uma das dificuldades em relagio 4 Equagdo 15 reside na defini¢io do didmetro
de Stokes-Einstein, que se refere ao didmetro caracteristico do soluto. Para a catalase esse valor
¢ igual a o3 - 104 A [17]. No caso dos demais solutos, busca-se abordagens a partir do
conhecimento do volume molar a temperatura normal de ebuli¢do ou, ndo o conhecendo, de
contribuicdo de grupos, feito o modelo de Le Bas [14, 15]. Tendo em vista a natureza dos
solutos (tacrolimo e biomassa bacteriana), recorre-se a estratégias alternativas. Para o tacrolimo
(j=2), assume-se o valor do diametro de Stokes-Einstein, o2, a partir de [18]

6, =0,564M 547732
(16)

visto M; = 822,05 Da; tem-se o2 = 13,91 A. Para a biomassa bacteriana (j=1), considera-se que
os esporos apresentem, em média, di= 0,5 pm de didmetro e L1 = 0,7 pm em comprimento.
Desse modo, obtém-se o valor de seu diametro equivalente, admitindo-o enquanto esfera de
igual volume [19]

- G“)m (17

O volume do esporo ¢ obtido de [20]

T 3 2
V, = —d; +nd; L
1 61’T11 (18)

resultando em o1 = 1,06 x 10* A. Visto a 20 °C (293,15 K), n8 = 2,694 cP e a 30 °C (303,15 K),
nBs = 2,361 cP [21], assim como considerando-se os valores obtidos para o didmetro de Stokes-
Einstein, obtém-se os resultados de Djg (Equagdo 15) e Bj (Equacdo 14 para At = 1 ns), que
estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Coeficientes de difusdo

T (°C) Grandezas Biomassa Tacrolimo Catalase
bacteriana
Djs (A2/ns) 0,015 11,460 1,534
20
Bi (A) 0,173 4,787 1,752
Djs (A2/ns) 0,018 13,523 1,810
30
Bi (A) 0,190 5,201 1,903

Assumindo o nimero de passos, M = 10°, utiliza-se o algoritmo sugerido na Figura 4 para
apresentar o cartograma 2D, relativo a influéncia do tamanho do soluto no seu espalhamento
estocastico no meio difusivo a 20°C, na Figura 5, enquanto a influéncia da temperatura do meio
difusivo no deslocamento browniano do tacrolimo estd apresentada na Figura 6. Verifica-se,
notadamente, a dispersdo muito maior do tacrolimo na solugao liquida analisada. Ja o efeito da
temperatura, traduzida na energia cinética kgT, reflete a diminuicdo da resisténcia oferecida
pelo meio difusivo em decorréncia, principalmente, do abrandamento de sua viscosidade
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dindmica. Assim, ao se aumentar a temperatura do meio difusivo, eleva-se a mobilidade do

soluto, acarretando em maior dispersao.
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Figura 5. Cartograma 2D ilustrativo da influéncia do tamanho do soluto no deslocamento
estocastico da biomassa bacteriana, do tacrolimo e da catalase em uma solu¢ao de caldo

fermentescivel e acetona (50 % v/v) a 20 °C.
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Figura 6. Cartograma 2D ilustrativo da influéncia da temperatura do meio difusivo no

deslocamento estocastico do tacrolimo em uma solugdo de caldo fermentescivel e acetona (50
% Vv/v).

4 Conclusao

Olhar para as necessidades humana ¢ essencial em qualquer area do conhecimento, incluindo
aquelas que envolvem as ciéncias ditas duras e a tecnologia. Este trabalho direciona-se também
a contextualiza¢do da problematica da continua falta do imunossupressor tacrolimo a pacientes
que dele necessitam. Neste sentido, ¢ imperioso o desenvolvimento de tecnologia para a sua
obtencdo, seguida de processamento visando a sua purificagdo. Por outro lado, ¢ essencial o
conhecimento de ciéncia basica que permeia o processo, dentre as quais os fundamentos de
transferéncia de massa. O coeficiente de difusdo ¢ uma grandeza associada a facilidade com
que determinado soluto se desloca em um meio, sendo dependente de seu tamanho
caracteristico, que no presente trabalho estd associado ao diametro de Stokes-Einstein, tendo
em vista a diluicdo do meio difusivo pretendido pelo modelo de Langevin, assim como da
temperatura do referido meio. Evidenciou-se a maior dispersdo molecular com o incremento da
temperatura do meio, tendo em vista o aumento de sua energia cinética, o qual provoca efeito
de arraste no soluto. Também se observou a maior dispersdo molecular do tacrolimo quando
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comparado ao de biomassa bacteriana e de catalase, indicando estratégias de separagdo,
principalmente por exclusdo de tamanho, objetivando a purificacdo do tacrolimo. Tendo em
vista & dimensdo da biomassa bacteriana, esta pode ser separada por meio de microfiltragio,
resultando em permeado rico em macromoléculas, como € o caso da catalase, que pode ser
separada empregando-se a ultrafiltracdo. Seja qual for a técnica de separacdo, evidencia-se a
importancia de se conhecer aspectos basicos de difusdo massica.
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