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Apresentacao

Recentemente, em um artigo de opinido escrito para o jornal O Popular
(Goiania-GO), indicaram-se aspectos importantes da inovagdo tecnologica,
bem como a inconcebibilidade de pensar o desenvolvimento do mundo
contemporaneo sem a presenca da tecnologia e dos seus impactos. Também
foi pontuado que importantes instituicdes transnacionais, como o Conselho
Econdmico e Social das Nagdes Unidas, tém discutido ciéncia, tecnologia ¢
inovagdo e seus impactos na economia do século 21. No Brasil, varias ag¢des
envolvendo diversas instituicdes tém sido realizadas nessa dire¢do. Dentre
elas, destacam-se o Plano Brasil Maior do Ministério do Desenvolvimento,
Industria e Comércio Exterior e a criagdo da Empresa Brasileira de Pesquisa
e Inovacdo Industrial (Embrapii). A inovacao tecnologica pode ser definida de
diversas maneiras, mas certamente inclui a apropriacdo de um novo produto ou
processo pelo mercado. Pode ser vista como sinonimo de geracgao de riqueza,
especialmente, para os segmentos produtivos. Contudo, cabe destacar que a
inovacdo nao exclui uma relacdo de busca com o conhecimento consolidado
e nao se da fora da compreensdo ¢ da construgdo do estado da arte do
conhecimento especifico.

Nao se chega a inovagdo, sem elementos essenciais, como sensibilidade ¢
competéncia académica, e sem trilhar etapas como pesquisa basica e pesquisa
aplicada. Na busca desses elementos essenciais ¢ dessas ctapas, esta a Revista
Processos Quimicos, agora no seu décimo sétimo volume. Entre os artigos,
destaca-se o estudo cienciométrico da Teobromina e do chocolate, indicando
um excelente caminho de correlagdo entre a pesquisa basica e a inovagdo

tecnologica.

Hamilton B. Napolitano

Editor da Revista Processos Quimicos
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Artigo Convidado

A Evolucdao do Interesse Cientifico
pelo Chocolate e pela Teobromina:

um Estudo Cienciométrico

Lauriane G. Santin, Ricardo Gargano & Solemar Silva Oliveira

Em fungdo do crescente aumento no consumo de chocolate pela populagdo mundial,
torna-se evidente a necessidade de atentar-se para as consequéncias da ingestdo
desse alimento. Essas consequéncias sdo avaliadas por pesquisadores especializados
e divulgadas por meio de artigos cientificos publicados em revistas indexadas.
A Teobromina ¢ a principal metilxantina presente no cacau e, portanto, ¢ um dos
principais componentes ativos encontrados no chocolate. Uma consequéncia direta
do aumento no interesse pelos provaveis beneficios que esse “alimento dos deuses”
(Theobroma) pode trazer aos organismos a ele expostos ¢ o aumento do numero de
artigos cientificos publicados a seu respeito. Para avaliar o interesse da comunidade
cientifica no chocolate e na Teobromina, foi feito um estudo cienciométrico avaliando
indicadores como numero de publicagdes, pais de origem dos pesquisadores, nimero
de citagdes, dentre outros. Mostrou-se como o interesse pelo chocolate e pela
teobromina evoluiu nos ultimos anos; quais os paises possuem maior interesse nessas
pesquisas; bem como a qualidade das publica¢des avaliadas.

Palavras-chave: Teobromina; chocolate,; cienciometria.

Due to the increasing consumption of chocolate by the global population becomes
evident the need to pay attention to the consequences of eating this food. These
consequences are assessed by expert researchers and published through scientific
papers published in refereed journals. The theobromine is the main methylxanthine
present in cocoa and therefore is one of the main active components found in
chocolate. A direct consequence of the increase in interest in the likely benefits that
this “food of the gods” (Theobroma) can to bring to organisms exposed to it is the
increase the number of scientific articles published about this subject. To assess the
interest of the scientific community in the theobromine and chocolate, we made a
scientometric study, evaluating indicators such as number of publications, country of
the researchers, number of citations, and others. We show the progress and interest
in the chocolate and the theobromine in the last years and present the countries with
greater interest in such research, and the quality of the evaluated publications.

Keywords: Theobromine,; chocolate; scientometrics.
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Artigo Convidado

Introducdo

O chocolate, bebida feita da semente do cacau
(Theobroma Cocoa), teve sua origem na América
Central. Estudos apontam, a partir de vestigios de
cacau encontrado em vasilhas usadas na época,
que ja era consumida hd 600 anos antes de Cristo
pelos povos maias'. O nome Theobroma vem do
latim e significa alimento dos deuses. O cacau foi
inicialmente cultivado nas regides tropicais da
América Central e do Sul. A bebida feita da semente
dessa arvore era consumida pela elite dos povos das
civilizagdes pré-colombianas, que a tomavam na
forma de uma bebida fria e amarga. Com a vinda
dos colonizadores europeus, a bebida se popularizou
entre a nobreza europeia e passou a ser consumida
também com agucar, leite e na forma de barras.
As sementes de cacau eram tdo populares que
chegaram a ser o dinheiro na antiga Mesoamérica
(entende-se por Mesoamérica a regido que abrigou
as civilizagdes indigenas dos maias, dos astecas ¢
de seus antecessores, que ¢ basicamente o centro e
o sul do México e a América Central). Como muitas
pessoas ja sonharam, eles tinha o privilégio de dizer:
“aqui o dinheiro cresce em arvores”. Foi em funcio
da pratica comercial de usar as sementes de cacau
como moeda que hoje, em algumas culturas, criou-
se o habito de se referir ao dinheiro, informalmente,
como “cacau”.

O cacau ¢ cultivado no Brasil, principalmente no
estado da Bahia. Na figura abaixo, podemos ver a arvore,
o fruto e as sementes do cacau.

A teobromina ¢ a principal metilxantina presente no
cacau e, em menores propor¢des, podem-se encontrar
cafeina e teofilina, como foi mostrado por Brunetto* e
pode ser visto na Figura 2. O estudo foi feito com sete
variedades de cacau por cromatografia liquida de alta
performance. As metilxantinas sdo derivados metilicos
das xantinas e o trés tipos mais comuns sdo a teobromina,
a cafeina e a teofilina.

1.2 7 The obromine (%)
o Caffeine (%)

m Theophylline (%)

Ghana Guasare SJN Zea Porcelana IMC-67 ICS-1
Cocoa genotypes

Figura 2. Concentragao de teobromina, cafeina e teofilina em
diferentes variedades de cacau.

A teobromina (C.HN,O, - 3,7-dimetilxantina ou
3,7-diidro-3,7-dimetil-1H-purina-2,6-diona) cuja
estrutura molecular pode ser vista na Figura 3, é um
dos principais metabolitos da cafeina’ e também pode
ser encontrada naturalmente, em maiores propor¢des,

7

na noz-de-cola, uma semente que ¢ encontrada na

Figura 1. Arvore, fruto e semente do cacau.

10 Revista Processos Quimicos
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Africa Ocidental e no cha verde®. Da mesma forma que
acontece nas sementes de cacau, como visto na Figura
2, normalmente essas metilxantinas sdo encontradas
juntas na natureza, o que difere ¢ a quantidade em que
elas se apresentam.

Figura 3. Estrutura molecular teobromina.

Inimeros  beneficios para saude humana
relacionados a teobromina sdo relatados na literatura.
Em estudos desenvolvidos na Universidade
Kanazawa, no Japao, pesquisadores mostraram que
a teobromina tem atividade antitumoral e pode ser
muito eficiente na preven¢cao do aparecimento de
glioblastomas, tipo mais comum de tumor cerebral
maligno, por possuir as propriedades de inibir a
proliferagdo celular e induzir a apoptose. Ela aumenta
os niveis de monofosfato de adenosina ciclico
(AMPc) intracelular, inibe a enzima fosfodiesterase
4 e inibe o crescimento do glioblastoma. Eles
também mostraram que a teobromina inibe algumas

Jan / Jun de 2015

vias de sinalizacdo em células de glioblastoma
humano e concluem que dietas que contenham
alimentos derivados da semente do cacau podem
ser extremamente eficazes, principalmente, na
prevencdo desse tipo de cancer’.

Ateobromina também possui efeito antitussigeno,
diurético®, inibe a cristalizagdo do 4cido urico®,
possui atividade anti-inflamatoria'®, antioxidante,
pro-oxidante e quimiopreventiva''!. Estudos que
avaliam a afinidade de ligacdo das metilxantinas
com DNA (deoxyribonucleic acid) mostram que
as metilxantinas, principalmente, a teobromina ¢ a
teofilina, possuem uma capacidade de se ligarem ao
DNA e, portanto, podem ser agentes envolvidos no
desenvolvimento de processos de entrega especifica
de drogas'.

O consumo de chocolate ¢ frequentemente
relacionado com sintomas de felicidade e melhoras
no humor. Embora ndo seja possivel confirmar essas
hipdteses, cientistas propuseram que a teobromina ou
a combinagao peculiar de teobromina e cafeina sdo os
responsaveis pelo apelo ao chocolate'. Diferente da
cafeina, que atua no Sistema Nervoso Central (SNC)
que, dentre outros sintomas, aumenta a atengao ¢ a
pressdo sanguinea, a teobromina atua principalmente
no Sistema Nervoso Periférico (SNP) aumentando
a tensdo, a atividade motora e diminuindo a pressao
sanguinea'*.

O consumo de teobromina apresenta baixa
toxicidade em humanos, mas pode ser letal, pela alta
toxicidade,amamiferos como cées e gatos, provocando,
entre outros efeitos, nervosismo, convulsdes, vomito
¢ alteragdes degenerativas'>. Estudos relacionam o
consumo de cacau durante a infancia e pré-natal com
o risco de cancer testicular e hypospadias (condi¢do
masculina congénita em que a abertura da uretra se
da na parte inferior do pénis). Discute-se a associagdo
entre a ingestdo do cacau e a prevaléncia de doengas
reprodutivas masculinas!'é.

Em um artigo publicado em 2012 pelo The new
england journal of medicine, foi divulgado um
estudo curioso sobre a correlagdo entre a quantidade
de chocolate consumida por pessoa ¢ a quantidade
de prémios Nobel recebidos em diversos paises. O
resultado pode ser visto na Figura 4'7.

Revista Processos Quimicos 11
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Figura 4. Correlagdo entre o consumo de chocolate por ano, por
pessoa, e 0 numeros de premiados com o Nobel por cada 10 milhdes
de pessoas.

Para justificar o interesse em estudar o principal
constituinte ativo do chocolate, a teobromina, analisou-se
aevolucdo do interesse cientifico nesse agente terapéutico.
Para avaliar aspectos quantitativos da produgdo
cientifica, relacionada ao chocolate e a teobromina, foi
feito um estudo cienciométrico simplificado, que se
propde a identificar os momentos de maior interesse e
mostrar a evolugdo da produgdo cientifica de ambos os
temas ao longo de um determinado tempo. Assim, avalia-
se o numero de trabalhos publicados sobre o chocolate
e a teobromina em revistas indexadas, por ano, por
quinquénio e por década, utilizando o servigo de busca da
Thomson Reuters, o Web of Science, que da acesso a varios
bancos de dados, para fazer o estudo cienciométrico. Foi
utilizada a assinatura online da Universidade de Brasilia
e a da Universidade Estadual de Goiés para realizar as
buscas por meio do Web of Science.

Cienciometria

Com o advento da tecnologia, as formas usuais de busca
e compartilhamento da informag@o foram reconstruidas,
0 que possibilitou um enorme avango na obtengdo de
informagdes, especialmente as de natureza cientifica. As
novas ferramentas de pesquisa revolucionaram o acesso
a informagdo e a velocidade com que essas informacdes

12 Revista Processos Quimicos

chegam ao publico-alvo. A comunidade cientifica muito
se beneficiou com a facilidade no compartilhamento e
no acesso ao contetido proporcionado pela utilizagdo da
internet. A informacgao, hoje, estd ao alcance das maos, sendo
separada do leitor por alguns “cliques” de distancia. Esses
avancos tecnologicos nos deram a possibilidade de acessar
a produgdo cientifica, que antes era restrita as bibliotecas
em contetidos fisicos e cada vez mais é publicada em
formato eletronico, por meio de inimeras bases de dados
online que armazenam o conteudo cientifico publicado em
revistas indexadas e disponibilizam ao pesquisador quase
que em tempo real.

Considerando o avango cientifico atual, o grande
nimero de artigos cientificos publicados em revistas
internacionais e indexadas e a producdo intelectual sobre
diversos assuntos, nas diversas areas do conhecimento
humano, tornou-se relevante, para um melhor e mais
eficiente progresso da ciéncia, o estudo de técnicas que
permitam a medi¢o das taxas de produtividade, tanto dos
grandes centros de pesquisa (universidades, laboratorios,
empresas, etc.) quanto dos pesquisadores individualmente.
Estudos dessa natureza possibilitam uma compreensao
atual de um determinado objeto de pesquisa, apresentando
um mapa de importancia que traga rumos para a pesquisa
futura, possibilitando a otimizagdo das técnicas a serem
usadas no desenvolvimento da pesquisa ¢ direcionando a
formagédo de grupos ¢ colaboragdes levando a uma melhor
aplicacdo dos recursos financeiros.

As subdisciplinas que possibilitam o estudo da
quantificacdo do fluxo da informagdo, a compreensdo
académica dos topicos de interesse, sob enfoques diversos,
a difusdo do conhecimento cientifico e o direcionamento
da pesquisa cientifica sdo classificados como técnicas
quantitativas de avaliagdo e podem ser a bibliometria, a
cienciometria, a informetria e a webometria'®.

Desde que a proposta de E. Garfield deu origem a
criacdo do Science Citation Index (SCI), do Institute for
Scientific Information, a comunidade cientifica conta com
uma formidavel ferramenta para avaliar artigos, periodicos
e cientistas em diversas areas do conhecimento.

Sobre a importancia da avaliagdo do conhecimento
produzido em determinada area, Oliveira diz que, no
minimo, esse entendimento, relacionado a um estudo,
justifica o seu desenvolvimento e deve apontar caminhos
para a sua continuidade. Também  reflete sobre a
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necessidade desta avaliagdo ser feita de forma continua,
ou seja, durante o desenvolvimento do estudo, sobretudo,
quando um projeto de pesquisa ¢ a motivagéo do trabalho.
O mesmo pesquisador enumera a relevancia da medicao
da produgdo bibliografica sobre dois aspectos que sdo a
importancia para a aloca¢do de recursos humanos e matérias
e a avaliac@o da produtividade cientifica. Tudo isso levando
em consideragd@o o fortalecimento e consolidagdo de uma
politica nacional de ensino e pesquisa que pretendem
primar por qualidade?'.

O termo cienciometria surgiu primeiro na extinta
URSS e na Europa Oriental e foi muito empregado na
Hungria, onde, no final da década de 1970, foi criada a
importante revista Scientometrics, atualmente uma revista
Holandesa'®. Os primeiros pesquisadores que fizeram uso da
cienciometria para medigdes de produgao foram os hungaros
G. M. Dobrov e A. A. Karennoi, em uma publicagdo do
All-Union Institut for Scientific and Technical Information
(VINITI) de 1969. Em 1977, o termo cienciometria
alcancou popularidade com a primeira publicagdo da revista
Scientometrics, ¢ a comunidade cientifica atentou-se para a
cienciometria apenas na década de 1980, quando surgiu o
banco de dados fornecidos para as universidades pelo antigo
Institute for Scientific Information (ISI) hoje conhecido
como Thompson 1SI, que fornece informagdes atuais sobre
os mais diversos periodicos mundiais, nas mais diferentes
areas do conhecimento e com rico material informativo?.

Na cienciometria, os objetos de estudos podem ser
disciplinas, assuntos, areas e campos com variaveis
diversas, tais como: revistas, autores, documentos.
Utilizando como método a analise do conjunto e da
sua correspondéncia, podem-se identificar dominios
interesse, verificar tendéncias e compreender como e
quanto os cientistas se comunicam 2.

Segundo a tradu¢io de Macias-Chapula®, do texto
Tague-Sutckiffe’, a cienciometria pode ser definida como:
“o estudo dos aspectos quantitativos da ciéncia enquanto
uma disciplina ou atividade econdmica. A cienciometria
¢ um segmento da sociologia da ciéncia, sendo aplicada
no desenvolvimento de politicas cientificas. Envolve
estudos quantitativos das atividades cientificas, incluindo
a publicagdo e, portanto, sobrepondo-se a bibliometria”.
Estes autores apontam que a cienciometria avalia os
varios indicadores quantitativos fornecidos pela producio
cientifica (artigos, patentes, livros, etc.) nas diversas areas
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do conhecimento e transfere essas informagdes para o
desenvolvimento da propria area. Com a cienciometria,
pode-se estabelecer um entendimento de uma area, mapear
o0 que os pesquisadores estdo propondo e direcionar o futuro
da pesquisa para obter melhor desempenho e simetria com
tecnologia e inovagao.

Resultados

Em um primeiro momento, analisou-se o niimero de
publicagdes em revistas indexadas, desde 1950 contendo
a palavra chocolate. Curiosamente, percebeu-se que quase
todos os trabalhos publicados entre 1970 e 1980 tinham uma
patente relacionada. Na figura 5, apresentou-se um grafico
para o numero de publicagdes de 5 em 5 anos desde 1970
até 2015. E possivel observar o crescente interesse pelo
tema, sendo que a maioria dos trabalhos foram publicados
a partir do inicio do século XXI. Outra importante
consideragdo a se fazer é que o crescimento, em ambas
as buscas, se da nos moldes de uma curva exponencial,
como sera visto nos ajustes a seguir. E importante salientar
que a pesquisa relacionada ao grafico abaixo foi feita em
margo de 2015, portanto, ela ¢ apenas uma estimativa do
ultimo quinquénio, visto que este ainda ndo acabou e outros
artigos ainda serdo publicados.
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Figura 5. Evolug¢do do niimero de publicagdes feitas nos ultimos 45
anos, a partir de buscas feitas a cada quinquénio, contendo a palavra
chocolate por topicos e por titulos.

Na Figura 6, hd um grafico para o numero de
publica¢des com a palavra chocolate nos tltimos 10 anos.
Tanto na busca por topicos quanto por titulos, evidencia-se
o crescimento gradativo do interesse pelo tema abordado.

Revista Processos Quimicos 13
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Figura 6. Evolugao do nimero de publicagdes feitas nos tltimos 10
anos contendo a palavra chocolate por topicos e por titulos.

Houve também um estudo da evolugdo do interesse na
teobromina com publica¢des feitas nos ultimos 45 anos,
que pode ser visto na Figura 7. Durante a pesquisa, foi
utilizado o termo em inglés, theobromine, porque o maior
numero de publicagdo ¢ feito em lingua inglesa. Na figura
7, existe um grafico para o nimero de publicagdes de 5
em 5 anos desde, 1970 até 2015 que, em conformidade
com o ocorrido para o estudo do chocolate, apresentou um
crescimento gradativo nas duas modalidades de pesquisa,
sendo que, na pesquisa por tdpicos, o crescimento ¢é
ainda mais acentuado, apresentando um comportamento
exponencial
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2 ] &S] Titulo
'%D 500
; 600 ‘ §
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1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015
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Figura 7. Evolug¢do do nimero de publicagdes feitas nos ultimos 45
anos, a partir de buscas feitas a cada quinquénio, contendo a palavra
theobromine por topicos e por titulos.
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Na figura 8, ha um grafico para o numero de
publicagdes com a palavra teobromina nos Gltimos 10
anos, em que a pesquisa por titulo mostra um aumento
muito pequeno em relagdo ao aumento nas publicagdes
que citam a teobromina em topicos.
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Figura 8. Evolugdo do nimero de publicagdes feitas nos ultimos 10
anos contendo a palavra theobromine por topicos e por titulos.

O resultado da pesquisa foi mostrado na Figura 9
com a palavra theobromine e chocolate, realizada entre
os anos de 1970 e 2014 em topico (curva solida) e em
titulo (curva pontilhada), em que foi feito um ajuste
grafico com fungdes matematicas. Na Figura 9 (a) ¢ na
linha sdélida da Figura 9 (b), as curvas sdo exponenciais
,descritas por uma expressdo do tipo y(x)=ae™*+y, . Na
linha pontilhada da Figura 9 (b), a curva é um polindomio
de quinta ordem.

Tépico (a) 18]

Topico ®)

---- Titulo

Nimero de artigos indexados (x10%)
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Figura 9. Ajuste matematico dos niimeros de publicagdes de artigos
com as palavras (a) chocolate e (b) theobromine nos anos entre 1970
e 2014.
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Foi analisada a quantidade de periddicos publicados
sobre a teobromina nas Gltimas décadas. Percebe-se que
a maior quantidade de artigos publicados, por tdpico,
sobre teobromina, deu-se na ultima década, como pode
ser observado na Figura 10. Ja na busca por titulo, existe
o maior nimero de artigos entre 1975 ¢ 1984, quando o
maior niimero de patentes também foi registrado.

700 4

Numero de artigos indexados

1945-1954 1955-1964 1965-1974 1975-1984 1985-1994 1995-2004 2005-2014

Intervalo das publicagdes em anos

Figura 10. Evolugdo do niimero de publicagdes realizadas, nas tltimas
décadas, contendo a palavra theobromine por topicos e por titulos.

De um modo geral, o interesse pela teobromina
aumentou exponencialmente durante as ultimas décadas, e
tende a continuar aumentando, visto que em algumas areas,
pouquissimos periddicos sdo encontrados. Por exemplo, em
uma busca por mais topicos, cruzando os termos theobromine
e ab initio, ha apenas 7 resultados, de 1945 a 2015. Em outra
busca, cruzando os termos theobromine ¢ dft, ha apenas 6
artigos publicados. Se forem cruzados cruzamos theobromine
e Car-Parrinello 0 (zero), resultados sdo encontrados.

A Figura 11 mostra, para pesquisas realizadas em
topico e titulo, o resultado para publicagdes de artigos
entre 1975 e 2014, usando as palavras (a) theobromine
mais chocolate e (b) theobromine mais methylxanthine.
No primeiro grafico, pode-se perceber um consideravel
aumento nas publicagdes com a palavra chocolate
simultaneamente usada com theobromine surgindo
em topico, mas seu uso nos titulos é bem reduzido.
Para palavra theobromina juntamente com a palavra
methylxanthine ocorre um pico do seu uso em tdpico
entre os anos de 1995 e 2000 e praticamente ndo surge
nos titulos dos artigos.
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Figura 11. Numeros de publicagdes de artigos com as palavras
mais (a) “theobromine” mais “chocolate” e (b) “theobromine”
mais “methylxanthine” em tdpico e titulo nos anos entre 1975 ¢
2014.

A Figura 12 mostra o resultado para uma busca
no Web of science para artigos com as palavras
theobromine e health (usando a ferramenta and) no
titulo nos anos entre 2005 e 2014, ou seja, na tltima
década. Pode-se observar um aumento representativo
no numero de artigos publicados com essas palavras
no titulo, especialmente nos dois Gltimos anos. Nos
anos de 2011 até 2014, depois de um decaimento
neste tipo de publicagdo, o aumento ¢ praticamente
exponencial.
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Figura 12. Numeros de publicagdes de artigos com as palavras
theobromine e health no titulo nos ultimos 10 anos.

A Figura 13 (circulos) mostra o resultado para
artigos com as palavras theobromine mais caffeine no
titulo das publicagdes entre 1990 e 2014. O grafico
apresenta uma busca por um periodo de 25 anos
devido a alta frequéncia da ocorréncia palavra cafeina.
O numero de artigos por ano, nos dois casos, oscila
muito. O maior valor surge no ano de 2005, com oito
publicagdes, ¢ 0 menor valor nos anos de 1990, 2006 e
2012, com apenas uma publicagao.
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Figura 13. Numeros de publicagdes de artigos com as palavras
theobromine e caffeine no titulo nos ultimos 25 anos (circulos).
Numeros de publicagdes de artigos com as palavras theobromine e
theophylline no titulo nos ultimos 25 anos (tridngulos).
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Pelo mesmo motivo do surgimento da palavra
caffeine nas pesquisas, houve uma medi¢do das
publicacdes com a as palavras theobromine mais
theophylline no titulo dos artigos no intervalo de
tempo entre os anos de 1990 e 2014 e foram mostrados
os resultados na Figura 13 (tridngulos). O nimero
de artigos por ano também oscila bastante entre
extremos que vao de 1 artigo publicado, nos anos de
1990, 2008, 2011 e 2012, até 6 artigos publicados no
ano de 2005.
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Figura 14. Numeros de publicacdes de artigos com a palavra
theobromine no titulo por pais de origem dos pesquisadores nos tltimos
10 anos.

A Figura 15 mostra o resultado para o numero
de citagdes para artigos que apresentam a palavra
theobromina no titulo para os anos entre 2005 ¢ 2014.
Pode-se observar o curioso resultado mostrado, no qual
ocorre uma diminui¢do consideravel do numero de
citacdes a medida que o tempo passa. A curva de ajuste
¢, na média, uma curva de decaimento exponencial. Os
resultados foram obtidos no més de margo de 2015. O
decaimento, em parte, pode ser justificado pelo fato
de artigos publicados em anos mais distantes tiveram
mais chance (¢ tempo) de serem lidos e citados pela
comunidade cientifica.
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Figura 15. Numero de citagdes para artigos com a palavra theobromine
no titulo nos ltimos 10 anos.

Pode-se observar na Figura 16, que apresenta o
numero de patentes depositadas nos ultimos 10 anos,
que a quantidade de patentes aumentou desde o ano
de 2004, tendo seu maximo em 2011 com 14 patentes
depositadas. Depois disso, esse nimero cai, mas volta
a crescer linearmente até 2014. Os anos com o menor
numero de patentes depositadas sdo 2007 ¢ 2010 com
apenas 3 patentes.

Numero de Patentes

2 T T T T T T T
2004 2006 2008 2010 2012 2014

Figura 16. Numero de patentes depositadas com a palavra theobromine
no titulo nos tltimos 10 anos.
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Dos artigos mais citados, foram escolhidos aqueles
com um numero de citagdes igual ou maior do que 20
e analisadas as palavras que tiveram maior ocorréncia
no titulo. A tabela 1 mostra o resultado. Em geral, os
artigos mais citados sdo aqueles que junto com a palavra
theobromine, surgem também caffeine e theophylline.

Tabela 1. Palavras que mais ocorreram junto a theobromina no titulo
dos artigos mais citados entre os anos de 2004 ¢ 2014.

PALAVRA OCORRENCIA
Caffeine 12
Theophylline

Chromatography

Spectrometry

Human

Cocoa

Chromagraphic
HPLC
Tea

NI WlWwWw W]l

A Tabela 2 apresenta 80% do total de publicacdes
(artigos, patentes, livros, etc.) sobre teobromina, em uma
busca realizada por topicos, para que se apresente uma
visao geral do interesse nesse tema, na ferramenta de busca
Web of Science nos ultimos 20 anos (1995-2014). Nela, ha
o Numero de Publicagoes (NP) feita pelos paises que mais
publicaram sobre teobromina, bem como o Numero Total
de Citagdes (NTC), as relagoes de Citagdes por Publicagdo
(NTC/NP) e o Numero Total de Citagdes por ano (NTC por
ano). O indicador NTC/NP ¢ a média de citagdes por artigo
para cada pais analisado. Apresenta-se a porcentagem com
que cada pais contribuiu para o total das publicagdes, em
que 100% representa as 1080 publicagdes nesse periodo.
Percebe-se que a parcela maior foi publicada pelos EUA,
com 14,1% da publicacdo mundial, seguido pelo Japao,
com 8,9%, e logo depois pelo Brasil, com 7,1%, e pela
China, com 6,9%. Os paises que se destacaram pelo maior
nimero de NTC/NP, na média, foram a Escocia, com 38,6
citagdes por artigo, o Reino Unido, com 32,0, ¢ a Suica, com
29,7. Os EUA receberam o maior NTC por ano, seguido
pelo Japao, pela China e pelo Brasil. Os dois ultimos
indicadores mostram a qualidade na pesquisa desenvolvida
e ainfluéncia que esses paises exercem sobre area analisada.
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Tabela 2. Publicagdes sobre teobromina dos paises mais produtivos no periodo de interesse.

PAISES NP % NTC NTC/NP NTC POR ANO
EUA 152 14,1 2670 17,5 133,5
Japdo 96 8,9 1935 20,2 96,8
Brasil 77 7.1 1011 13,1 50,6
China 74 6,9 1135 15,3 56,7
Alemanha 53 4,9 868 16,4 43,4
india 44 4,1 394 8,90 19,7
Inglaterra 37 34 583 15,7 29,1
Italia 35 32 629 18,0 31,4
Pol6nia 35 3,2 222 6,3 11,1
Espanha 30 2,8 454 15,1 22,7
Coreia do Sul 23 2,1 429 18,6 21,4
Franca 23 2,1 239 10,4 12,0
Suica 21 1,9 624 29,7 312
Escocia 20 1,9 771 38,6 38,6
Holanda 15 1,4 268 17,9 13,4
Canada 15 1,4 211 14,1 10,6
Grécia 14 1,3 371 26,5 18,6
Suécia 14 1,3 351 25,1 17,6
Australia 14 1,3 227 16,2 11,4
Iran 14 1,3 172 12,3 8,6
Reino Unido 13 1,2 416 32,0 20,8
Argentina 13 1,2 198 15,2 9,9
México 13 12 118 9,1 59
Bélgica 12 1,1 149 12,4 7,4
Nigéria 11 1,0 85 7,7 4,2
Turquia 11 1,0 59 5,4 2,9
A Figura 17 mostra o NP sobre a teobromina em funcao s e
da média de citagdes por artigo (NTC/NP) e nele é possivel 40 .
observar claramente quais os paises que se destacam pela B
quantidade de publicagdo e de citagdes recebidas. 30 - e
Sobre o chocolate, na base de dados Web of Science, % ool ' 3 e
nos ultimos 20 anos (1995-2014), o total de publicagdes ¢ O 20 Corsia do s ;mm —— -
de 18787 itens, sendo que apenas 6616 sdo artigos. Tendo 2 - AA];I“I‘" ¢ ."m]g:.:;“ha o o
em vista essa diferenca, na tabela abaixo, consideram- ‘ Cmd;-;BélchSpa ‘ ®Brasil
se apenas as publicacdes de artigos. Como na tabela O Jerican S '
anterior, apresenta-se o Numero de Artigos Publicados I
(NAP), feita pelos paises que mais publicaram artigo e e e
sobre chocolate, bem como NTC e as relagdes de citagdes Peblicasocs

por artigo (NTC/NAP) e NTC por ano.
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Figura 17. NTC/NP pelo
Web of Science.

namero de publicagdes sobre teobromina no
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Na Tabela 3, estdo representados mais de 70% da
publicagdo mundial total. Mais uma vez, como previsto,
os EUA aparecem como primeiro colocado, com o maior
numero de artigos publicados, 17,4% do total de artigos.
Em seguida, vem a Inglaterra, com 5,7%, o Brasil, com
4,8% e a Alemanha, com 4,3%. Os maiores valores de
NTC/NP ficam com a Noruega, com 32 citagdes por
artigo, seguida pelos EUA, com 25,7 citagdes por artigo,
pela Finlandia com 24 e pela Inglaterra, com 23,7. Os
EUA receberam o maior NTC por ANO e, na sequéncia,
Inglaterra, Alemanha e Franca.

A Figura 18 mostra o NAP sobre o chocolate em
fung¢do da média de citagdes por artigo (NTC/NAP), no
qual se observa quais paises se destacam pela quantidade
de artigos publicados e de citagdes recebidas por artigo.
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Figura 18. NTC/NAP pelo numero de publicagdes sobre chocolate no
Web of Science.

Tabela 3. Publicacdes de artigos sobre chocolate dos paises mais produtivos no periodo de interesse.

PAISES NAP % NTC NTC/NAP NTC PORANO
EUA 1152 17,4 29637 25,7 1481,9
Inglaterra 380 5,7 9014 23,7 450,7
Brasil 318 4,8 1678 5,3 83,9
Alemanha 284 43 4894 17,2 2447
Italia 230 3,5 4329 18,8 216,5
Franca 225 34 4655 20,7 232,8
Espanha 218 3.3 3200 14,7 160,0
Japao 194 2,9 3871 20,0 193.,6
Reino Unido 188 2,8 4037 21,5 201,9
Canada 176 2,7 3007 17,1 150,4
Holanda 173 2,6 3934 22,7 196,7
Australia 164 2,5 2528 15,4 126,4
Suiga 128 1,9 2408 18,8 120,4
Bélgica 128 1,9 1775 13,9 88,8
India 103 1,6 856 8,3 42,8
China 102 1,5 822 8,1 41,1
Turquia 97 1,5 551 5,7 27,6
Suécia 82 1,2 1311 16,0 65,6
Polonia 67 1,0 325 4,9 16,3
México 61 0,9 407 6,7 20,4
Dinamarca 59 0,9 963 16,3 48,2
Finlandia 57 0,9 1370 24,0 68,5
Coreia do Sul 55 0,8 762 13,9 38,1
Nova Zelandia 45 0,7 453 10,1 22,7
Noruega 40 0,6 1279 32,0 64,0
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Conclusoes

Mostrou-se notério, durante o estudo cienciométrico,
que o interesse da comunidade cientifica pela teobromina
aumenta com tendéncia exponencial, embora, esse
padrao se verifique nas curvas referentes as buscas
feitas por topicos. Nas buscas por titulo, o interesse
pela teobromina cresce, mas de 1985 a 2015, esse
crescimento ¢ basicamente linear. J4 no aumento do
interesse da comunidade cientifica pelo chocolate, pode
ser considerado que possui crescimento praticamente
exponencial nas duas modalidades de pesquisa, sendo
que, na busca por topicos, evidencia-se um crescimento
ainda maior, indicando um futuro promissor.

Utilizou-se a base de dados Web of Science (Thompson
1S]) para realizar a pesquisa cienciométrica. Observa-se
aumento exponencial na producao cientifica, na forma de
artigos indexados, para o tema teobromina e chocolate.
Em especial, as combinagdes, no titulo dos artigos, das
palavras theobromine com health, caffeine e theophylline
denotam que esses temas sdo comumente usados em
conjunto com as pesquisa relacionadas a teobromina.
Sendo que, no caso dos artigos mais citados, as palavras
cafeina e teofilina sdo as que mais surgem no titulo das
publicagdes, demonstrando que existe maior interesse da
comunidade cientifica em pesquisas relacionadas as trés
substancias simultaneamente.

Os paises que se destacaram pela grande quantidade
publicacdes sobre a teobromina foram EUA, Japao, Brasil
e China, embora, a maior quantidade de citagdes por artigo
tenha sido da Escocia, Reino Unido, Suiga e Grécia. Isso
mostra que a grande quantidade de publica¢des sobre a
teobromina ndo necessariamente significa qualidade de
pesquisa e influéncia na area, ja que os paises com maior
numero de citagdo por artigo ndo sdo os que mais publicam.

Sobre o chocolate, a grande maioria das publicagdes
vem dos EUA, Inglaterra, Brasil ¢ Alemanha, mas a
maior quantidade de citagdes por artigo ¢ da Noruega,
EUA, Finlandia e Inglaterra. No caso do chocolate,
sabendo que os EUA estdo no topo do ranking de nimero
de publicagdes e ocupam o segundo lugar nas citagdes
por artigo. Nota-se que os maiores produtores de artigos
também possuem grande influéncia na area com um
elevado numero de citagdes por artigo. A Inglaterra
também se destaca nesse sentido.

20 Revista Processos Quimicos

Os artigos mais antigos recebem o maior nimero
de citagdes porque estdo a mais tempo disponiveis e
puderam assim ser mais lidos e citados. Conclui-se
também que o maior niimero de artigos sobre teobromina
ndo fala apenas sobre ela, mas faz um estudo em conjunto
com outras metilxantinas.
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Assessing Curcumin
Solubility in

Food-Grade Solvents

Deivis M. Carvalho, Katiuchia P Takeuchi, Robson M. Geraldine,
Celso J de Mouraq, Julie E. S. Carneiro & Anna Paula M. Santos

A curcumina ¢ extraida de rizomas de acafrao (Curcuma longa L), usada como
condimento, corante natural e tem demonstrado atividades farmacologicas. A curcumina
¢ agente bioativo e antioxidante, mas ¢ praticamente insoluvel em agua, tendo baixa
biodisponibilidade. O objetivo desse trabalho foi avaliar a solubilidade da curcumina
em agua, etanol, glicerol e em misturas com etanol ou glicerol em agua. Para as analises
de solubilidade, a curcumina em excesso foi adicionada nos solventes, homogeneizada,
filtrada e, em seguida, foram determinadas as concentragdes. Nos testes realizados, a
curcumina apresentou maior solubilidade em glicerol e etanol do que em agua e maior
solubilidade em etanol do que em glicerol. As interagdes intermoleculares da curcumina
com etanol e agua e com glicerol e 4gua proporcionaram aumento significativo da
solubilidade da curcumina nas misturas dos solventes, quando comparados com a agua
pura. Sugere-se que solug¢des saturadas de curcumina em glicerol ou em etanol podem
ser adicionadas em alimentos ou medicamentos de base aquosa, de modo a aumentar a
concentragdo de curcumina solubilizada no meio.

Palavras-chave: curcumina; solventes; solubilidade.

Having presented pharmacological activities, curcumin is extracted from turmeric
rhizomes (Curcuma longa L) and used as condiment, natural coloring. Curcumin is a
bioactive agent and an antioxidant but it is practically water-insoluble, presenting thus low
bioavailability. The objective of this study was to assess the curcumin solubility in water,
ethanol, glycerol and mixtures with ethanol or glycerol in water. For the solubility analyses,
the excess curcumin was added in the solvents, homogenized, filtered subsequently having
the concentrations established. The tests conducted presented curcumin with higher
solubility in glycerol and ethanol than in water and higher solubility in ethanol than in
glycerol. The intermolecular interactions of curcumin with ethanol and water and with
glycerol and water provided meaningful increase in curcumin solubility in the mixtures of
solvents compared with pure water. Curcumin saturated solutions in glycerol or in ethanol
are suggested to be added in water-based food or medicines to increase the concentration
of solubilized curcumin.

Keywords: curcumin; solvents, solubility.
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Introduction

The cultivation of saffron or turmeric (Curcuma
longa L) has become popular in the world market,
the spice is a possible alternative to synthetic colors,
can be used as seasoning and presents medicinal
properties !. The curcumin extracted from turmeric
rhizome is the yellow, orange compound responsible
for the coloring which also presents pharmacological
activity 2. The curcumin chemical composition in
the market is commonly a mixture of three major
curcuminoids (curcumin, desmethoxyl and bis-
desmethoxylcurcumin)  saffron-derived  products
in variable proportions ®. The curcumin molecular
formula is C, H O, with molecular weight of
368.38 g.mol!. In curcumin chemical structure,
the replacement of a methoxyl with a hydrogen
atom originates the desmethoxylcurcumin; the
replacement of both methoxyl generates the bis-
desmethoxylcurcumin.

Curcumin is a powerful bioactive agent and
natural antioxidant, but it is practically water-
insoluble and presents low bioavailability 5. It is
common that a certain substance dissolves another
to a limited extent. The maximum quantity of a
substance at equilibrium is the substance solubility
in the solvent (saturation). The reason for solubility
is a natural tendency to disorder and to favor more
intense forces between the substances (solute and
solvent). The dissolution of a molecular substance in
another is limited when molecular forces favor the
state of separate substances. Similar substances are
mutually soluble. Polar substances tend to solubilize
polar substances, while nonpolar substances tend to
solubilize nonpolar substances. Interactions such
as hydrogen bounds and Van der Waals forces are
also extremely important. When two substances
present similar types of intermolecular forces,
they tend to solubilize mutually ¢. In order to use
curcumin in products and processes of both food and
pharmaceutical industries, it is important to know
and increase its solubility in solvents the products
can receive without posing any risks to consumers’
health. The objective of this study was to assess
curcumin solubility in water, ethanol and glycerol as
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well as the increase in solubility through mixtures in
ethanol or glycerol.

Methodology

The solubility analyses were conducted in room
conditioned at 25°C. The solubility was tested in
3 solvents: deionized water (pH 5.8), ethanol P.A.
(99.5 %), glycerol P.A. (99.8 %) and in mixtures
of water and 2.5%, 5.0% and 10.0% of ethanol or
glycerol. The quantity of standard curcumin (Sigma
Aldrich, Reference C1386 - 65% Curcumin and
35% other curcuminoids) added was sufficient
for excess content in the solvent, exceeding the
saturation point. The tests were prepared in glass
vials screw cap covered with aluminum foil to avoid
light exposition. After curcumin was added to the
solvent, the homogenization was carried out through
a vibration homogenizer (Biomixer Vortex, model
QL-901) for 2 to 3 minutes; subsequently the tubes
were placed in a rotating homogenizer (Phoenix,
model AP32, Araraquara) for 24 hours. After
homogenization, the samples were filtered in filter
paper (Unifil blue C42, porosity 2.0 micrometers)
at atmospheric pressure 4. The mixtures with pure
glycerol were filtered in syringe filter (Millipore,
porous membrane 0.22 micrometers) due to its high
viscosity °.

The methodology applied to establish the
concentrations of solubilized curcumin was based on
NBR 1362, 19967 altering the stage of preparing the
samples and creating a standard curve (absorbance
/ concentration). Reading were conducted through
spectrophotometer (Biospectro, model SP-220,
Curitiba). Each solvent or mixture of solvents
without the solute was used “white”. The samples
filtered were analyzed in wave-length of 425 nm to
quantify the solubilized curcumin mass for each type
of solvent mixture of solvents.

The samples were prepared with 3 repetitions and
the spectrophotometer reading were carried out in
triplicate. The Analysis of Variance and the Tukey
Test (p<0.05) were performed to assess the difference
in curcumin solubilization in distinguished types and
mixture of solvents.
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Results and Discussion

The standard curve (Figure 1) designed to
establish the concentrations of solubilized curcumin
presented a r* of 0.9992; the equation of straight line
was 'y = 0.1443x — 0.0317.

09 -
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2 -
0,1

Absorbance

¥=0,1443x-0,0317
= 0,9992

Concentration (mg.L1)

[TEE )

Figure 1. Curcumin standard curve, where “y” is the equation of
straight line.

Meaningful difference was indicated for solubilized
curcumin mass in water (1.3 mg.L"), ethanol (8895.9
mg.L") and glycerol (45.6 mg.L") when comparing pure
solvents (p<0.05). Pure curcumin presents a slow and
low rate of dissolution in water due to its hydrophobicity
generating a flowing powder in the surface dissolution
area and reducing the contact area for the solvent °.
Curcumin was 34 times more soluble in glycerol than
in water, 6653 times more soluble in ethanol than in
water and 195 times more soluble in ethanol than in
glycerol. The use of curcumin is allowed as food additive
included in the International Numbering System for
Food Additives ®1° as INS 100i. We aimed at assessing
curcumin solubility in solvents that can be used as food
additives or ingredients, such as Glycerol (INS 422),
water and ethanol. Another important factor for studies
with glycerol and ethanol is that both are water-soluble.
Their molecules interact with curcumin molecules
and water molecules acting as dispersant due to their
intermediate polarity, which enables the formation of
hydrogen bonds. Probably, the presence of 3 hydrogen
atoms (electronegativity) in glycerol molecule exerting
intramolecular attraction on hydrogen atoms making
them less available for intermolecular interactions. As
the oxygen is distributed among the 3 carbon atoms,
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the glycerol dipole moment is lower (0.96 Debye) than
ethanol (1.69 Debye) with 1 hydrogen atom in just
one extremity of the molecule, forming a more intense
dipole. The more positive extremity presents hydrogen
atoms probably more available to interact with other
molecules. The intermolecular interactions of curcumin
with ethanol and water and with glycerol and water
acting as dispersant provide curcumin with increased
solubility in mixtures of solvents compared with pure
water (Figure 2). The mixture of water and 10% glycerol
increased curcumin solubility in 72% and the mixture of
water with 10% de ethanol increased curcumin solubility
in 150%. The ethanol molecule has a more dipolar nature
which probably provides it with better performance as
curcumin dispersant in water than in glycerol.
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Figure 2. Concentration of solubilized curcumin in mixtures of water
and glycerol or water and ethanol (mg.L™"). Different letters (A, B)
represent meaningful difference (p<0.05) between glycerol and ethanol.
Different letters (a, b, ¢) represent meaningful difference (p<0.05) as
glycerol or ethanol concentration increased.

Cretu, Dima and Bahrim also observed ethanol
as most effective through studies with two groups of
microemulsions with water, curcumin and vegetable oils,
one group for ethanol as surfactant co-agent and another
group for glycerol .

Results suggest that solutions of saturated curcumin
in glycerol or ethanol can be applied in water-based food
or medicines to increase the concentration of solubilized
curcumin in the environment and possibly boosting its
activity either as food coloring or pharmacological agent.
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Conclusion

Curcumin presented higher solubility in ethanol
followed by glycerol and water. The mixture of saturated
curcumin and glycerol or ethanol represent meaningful
increase in water solubility compared with pure curcumin
in water; ethanol proved the most effective substance.
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Aplicacdo da Equacdo do
Calor em Coordenadas
Cilindricas: Cdlculo da

Difusividade Térmica

Moénica F. de Sousa, José S. Sales & Orlene S. da Costa

Neste trabalho, apresenta-se um método para a obtencdo da difusividade térmica
de um creme hidratante imerso num recipiente cilindrico metalico com termopares
colocados nas posigdes radiais. Para isso, foi resolvida a equacao do calor em coordenadas
cilindricas, sem fonte de calor interno, considerando a propaga¢ao do calor radialmente
no meio isotrépico e homogéneo, obtendo uma expressao analitica completa.

Palavras-chave: Difusividade térmica; creme hidratante; equagdo do calor.

In this paper we present a method for obtaining the thermal diffusivity of a cream
moisturizer immersed in a metal cylindrical container with thermocouples placed at
radial positions. For this we solve the heat equation in cylindrical coordinates without
internal heat source, considering the propagation of heat radially in middle isotropic and

homogeneous, obtaining a complete analytical expression.

Keywords: thermal diffusivity; cream moisturizing; the heat equation.
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Introducéo

As propriedades fisico-quimicas sdo importantes nos
estudos de solidos e liquidos que sofrem aquecimento
e resfriamentos. A difusividade térmica ¢ uma dessas
propriedades que indica a velocidade com que o calor
se propaga através da substancia, permitindo conhecer
como alguns parametros fisico-quimicos sio alterados'.

A difusividade térmica também ¢ conhecida como
a razao entre a condutividade térmica ke o produto da
capacidade térmica ¢ ¢ amassa especifica p, que mede a
razdo entre a capacidade da substincia conduzir energia
e a capacidade de acumular calor dada por:

O]

p-Cy,

Muitos métodos sdo classicamente utilizados para
determinagao da difusividade térmica de substancias solidas,
liquidas e pastosas, por exemplo, por meio da razdo entre
condutividade térmica e o produto da massa especifica e
calor especifico reportado no artigo de SWEAT?, da fonte
de calor secundaria de calor, em forma de bastdo
acoplado a um termopar inserido no sélido e fixado em
paralelo a fonte de calor principal * e de observagdo da
distribui¢do da temperatura no interior da amostra ou
fluido durante o aquecimento ou resfriamento® . Citando
ainda o modelo condutivo associado a um algoritmo de
otimizag¢do, que calcula a soma dos quadrados residuais
obtidos da comparacdo entre os dados experimentais e
simulados ¢. Na literatura também aparece determinacao
da difusividade térmica de alimentos com solugdes
analiticas com o uso da equagdo do calor, por exemplo,
no artigo de Markowski’ e no artigo de Oro®.

A equacgdo da propagacdo do calor U = U(r,g, z,t) em
coordenadas cilindricas ¢ dada por®:

R

a( aU)+1 62U+62U+c§_1 ou @)
'arrar 2 g2 3z K a 9t

sendo ¢ a fonte de calor interna.
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Detalhes Experimentais

Para o método, foi contruido artesanalmente um
recipiente cilindrico, metalico, com didmetro de 18,30
cm, altura de 5,80cm e espessura da parede de 0,10 cm,
isolado termicamente no topo e na base, contendo creme
hidratante corporal, a fim de promover a transferéncia de
calor radialmente, regime transiente, visto na Figura 1.

Figura 1. Recipiente metalico contendo creme hidratante corporal,
isolado termicamente na base e no topo com isopor na tampa dotada de
trés termopares digitais na dire¢do radial.

O conjunto metalico, creme hidratante corporal, foi
colocado em um banho termostatizado, com temperatura
de 40°C, mostrado na Figura 2.

Figura 2. Sistema cilindrico de transferéncia radial de calor por condugao,
inserido em banho termostatizado, com termopares acoplados.

O bindmio, tempo e temperatura, foi registrado
durante 90 minutos, com intervalo de dois em dois
minutos. As temperaturas foram registradas nas posi¢des
6,10 cm, 3,05 cm e 0,00 cm, respectivamente, de acordo
com a distribui¢do da temperatura mostrada na Figura 5.
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ANALISE MATEMATICA DA TRANSFERENCIA
DE CALOR COM CONDICOES DE CONTORNO

Nesta secdo, serd apresentada a solucdo da equagio
do calor com as condi¢cdes de contorno, de acordo
com as medidas experimentais descritas, a fim de
obter e apresentar um método simples para o célculo
da difusividade térmica, com a propagag¢do do calor
ocorrendo radialmente.

Considerando a substancia isotropica ¢ homogénea,
sem fonte interna de calor, e com a propagacdo do calor
ocorrendo radialmente a equagao (2), torne-se:

1 d atr 1 dU
2 Byhooy, 1os o
r dr\ or a It

Agora a distribuigdo de temperatura U(r,0, zt) =
U(r,t), usando o método de separacdo de variaveis com
U(r,t)=R(r)T(t), tém-se duas equagdes independentes
dada por:

1@ _ o, ,
al(t) at ' @

cuja a solucdo ¢ dada por:

T(t) = A+ Be ¥, )

e a outra ¢ dada por:

_d*R R
e () +r () +

Z,.2 ErS 6
o = A*r*R(r) =0, (6)
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sendo a solugdo em termo da série de Bessel '° dada por:

R() = o) = Toep =2 ()7, ()

=0 pirin+1) \ 2

cujo grafico da fungdo de Bessel J; (x) € mostrado na
Figura 3.

; Aﬂﬂﬂﬂﬂﬂhnnnnnhhnnnnnnn
WWWWWUWWUWWW

Figura 3. Gréfico da fungdo de Bessel J (x).

Generalizando, ou secja, fazendo Ar—Ara solugdo
geral da equagdo (3) pode ser escrita por:

U(r,t) =C, + Z Ce A= A, ™)
i=0

sendo que os coeficientes C, e C, foram determinados
usando a condicao que t—oo a temperatura da substancia
€ a temperatura do banho T, ou seja,

U(r,) =C, = T,. 9)
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Mas, na condi¢ao em que a medida da temperatura
na extremidade r = a, raio do recipiente, ¢ também a
temperatura do banho T, para qualquer t, inclusive em
t=0 tem-se:

U(at) =T, (10)

basta encontrar graficamente Ar=x_i, na Figura 3, as
raizes da funcdo de Bessel J; (Aa). E no instante inicial
t=0, para qualquer posicdo r, tem-se que a temperatura do
material ¢ a temperatura ambiente T ,dada por:

o

; SO =Zcifo(,1irj, (11)

=0

usando a ortogonalidade das func¢des Bessel 2, os
coeficientes podem ser calculados por:

o (T —Tf) fu rJo(Ar)dr - (12)

i f; T'fa: (A4;r)dr

Das relagdes de recorréncia das fungdes de Bessel
tem-se:

_ 2T 1)

=m f 13
C: Aaf,(A,a)’ (13)

portanto, a solucdo da equacgdo do calor na distribuicao
da temperatura com a propagacgdo radial do calor em
substancias homogéneas e isotropicas, sera dada por:

o= e—ﬂ?ﬁ:t
Ur,t) =T; +2[zi’}.:,1 = Tf)meo (4, (14
i=0 :
sendo

J1 () = By~ (A) o (15)

nrint \ 2
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Para a posicdo r = 6,10 cm, nos instantes 16 min
(s6lida), 30 min (pontilhada), 40 min (tracejada) e 70
min (trago-ponto), traga-se o grafico da distribuicdo da
temperatura U(r,t) em funcdo da difusividade o, Figura 4.
Neste grafico, com o auxilio do grafico da distribuigdo de
temperatura, da Figura 5, com as respectivas temperaturas,
encontra-se a difusividade térmica média a_=1.49x107
m?/min=2.48x107 m?/sdo creme hidratante corporal.

454

U(r,t)

0 0,0001 0,0002 0,0003 0,0004 0,0005

Figura 4. Distribui¢do da temperatura em fungao da difusividade para
r= 6,10 cm nos instantes 16 min (s6lida), 30 min (pontilhada), 40 min
(tracejada) e 70 min (trago-ponto).

Para as posi¢des r =3.10 cm e r = 0,0 cm, em varios
instantes, simulados os graficos, apresentaram o mesmo
comportamento.

No grafico mostrado na Figura 5, apresenta-se
também o resultado teodrico (curvas solidas), a partir da
solugdo U(r,t) da equacdo do calor, dada pela Equacao
(15), para a posi¢do r = 6.10 cm (asterisco), r = 3,05
(cruz) cm e r = 0,0 cm (quadrada).
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U(r,1)

Figura 5. Distribui¢ao da temperatura em fung¢do do tempo para r =
6,10 cm (asterisco), r = 3,05c¢m (cruz), r = 0 (quadrada).

Conforme esperado, a difusividade térmica do
creme hidratante corporal ¢ menor que, por exemplo, a
difusividade térmica do cobre, dada por a = 1153x107
m?/'s, uma vez que o cobre ¢ um melhor condutor de
calor do que o creme hidratante.

Conclusao

A grande vantagem do método apresentado ¢ a sua
simplicidade de realizacdo experimental. Medindo a
temperatura em um dado instante, numa determinada posigao
radial da substincia, colocada num cilindro imerso num
banho termostatizado, considerando a substancia homogénea
e isotropica, e com o auxilio da Equagao (15), encontrou-se
a difusividade térmica diretamente no grafico da temperatura
em funcdo difusividade térmica. Neste, foi encontrado um
valor médio da difusividade térmica de um creme hidratante
corporal menor do que a difusividade térmica do cobre,
como esperado, pois se considerada a mesma area ¢ a mesma
espessura, uma parede do creme aquecido, este se aquecera
mais lentamente do que o cobre na mesma condigdo. O desvio
das curvas das distribui¢des das temperaturas experimentais
com as curvas teoricas, na Figura 5, classicamente, ¢, com
certeza, devido aos erros de medidas ,bem como a suposigdo
do creme utilizado ser uma substancia homogénea ¢ uma
substancia isotropica.
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Género Psidium: Aspectos
Botdnicos, Composicao
Quimica e Potencial
Farmacolégico

Emanuelle R. B. Durdes, Joelma A. M. de Paula & Plinio L. F. Naves

A familia Myrtaceae é considerada uma das maiores familias botanicas e o género
Psidium esta entre os de maior interesse econdomico. Este trabalho tem como objetivo
revisar aspectos botanicos, quimicos ¢ farmacoldgicos sobre o género Psidium. Os
dados foram obtidos de artigos indexados nas bases Periddicos Capes, NCBI, Bireme
e SciELO. Suas espécies podem ter folhas simples e opostas, flores solitarias, e frutos
com muitas sementes. Dentre as principais propriedades farmacologicas, destacam-se
as anti-inflamatorias, antimicrobianas e antioxidantes. As espécies conhecidas de maior
importancia econdmica sdo: P. guajava, P. cattleianum e P. guineense que, por esse
motivo, sdo as mais estudadas.

Palavras-chave: Psidium, composi¢do quimica e atividades farmacologicas.

The Myrtaceae family is considered one of the largest botanical families and
Psidium genus is among the highest economic interest. This work has as objective to
review aspects botanical, chemical and pharmacological about Psidium genus. The data
were obtained from articles indexed in databases Periodicals Capes, NCBI, Bireme and
SciELO. Its species may have simple and opposite leaves, solitary flowers, and fruit
with many seeds. The main pharmacological properties there are the anti-inflammatory,
antimicrobial and antioxidant. The species among the most economically important are:
P. guajava, P. cattleianum and P. guineense for this reason it is the most studied.

Keywords: Psidium; chemical composition and pharmacological activities.

33



Artigo Geral 3

Introducdo

Asplantas medicinais tém sido utilizadas na prevengao
e cura de doengas ha muitos anos. A descoberta de novos
farmacos, a partir de produtos naturais, oriundos de
plantas, tem papel relevante no arsenal de medicamentos
utilizados no tratamento de varias doengas como, por
exemplo, o cancer (KAUR et al., 2011)".

No Brasil, estdo presentes os biomas mais ricos em
diversidade vegetal do planeta, com mais de 55.000
espécies distribuidas nos seus principais biomas,
incluindo um de grande diversidade, o Cerrado. No
entanto, apesar desse grande potencial brasileiro, o
nimero de espécies nativas utilizadas para producgio de
frutos e seus derivados ainda ¢ limitado. Dificuldades
com a domesticacao, incluindo a propagacao e adaptacao
para cultivo comercial, a natureza altamente perecivel do
fruto, e a falta de informacdo quanto a suas caracteristicas
fisico-quimicas e bioldgicas tém sido apontados como
fatores limitantes que impedem a ampla utilizagdo ¢
consumo de frutas potencialmente relevantes (MEDINA
etal., 2011)%

A familia Myrtaceae é considerada mundialmente
uma das maiores familias botanicas e, de acordo com
Franzon et al. (2009), ela agrupa mais de 3.600 espécies
em cerca de 140 géneros, distribuidos em todo o mundo.
Na flora brasileira, representa umas das maiores familias,
a qual engloba 23 géneros e aproximadamente 1000
espécies (SOUZA & LORENZI, 2005)*. Dentre todos
os géneros dessa familia que englobam frutiferas,
atualmente, quatro t€ém importancia economica: Eugenia,
Acca, Myrciaria e Psidium. Esse Gltimo, portanto, ocorre
em areas sob condic¢des de estresse abidticos constantes,
incluindo 4dgua e temperaturas extremas (COELHO et al.,
2004)°.

Essas plantas estdo adaptadas a condigdes de estresse
abidtico, fato que, dentre outras coisas, requer que
seus frutos sejam potencialmente ricos em metabolitos
secundarios, e consequentemente possuam diversas
propriedades funcionais. Espécies ricas em compostos
fenodlicos, acido ascoérbico e carotenos sdo geralmente
associada com propriedades biologicas importantes, tais
como o aumento da protegdo contra a oxidagdo celular,
atividade antimicrobiana e anticancerigena (MEDINA et
al., 2011)%
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A familia Myrtaceae representa, portanto, uma fonte
potencial em metabolitos secundarios, pois muitos de
seus representantes possuem frutos altamente apreciados,
aplicacdes medicinais validadas por pesquisas cientificas
e sdo grandes produtores de 6leos essenciais (SUAREZ;
ULATE; CICCIO, 2000; FERNANDEZ et al., 2001;
GARCIA et al., 2004; PAULA et al., 2012)%5.

Essa familia apresenta uma enorme distribui¢do
tropical, embora possua dois grandes centros de
dispersao, um nas Américas e outro na Australia (SOUZA;
LORENZI, 2005)*. Como ja citado, um dos géneros
dessa familia, que apresenta grande interesse comercial
e alta ocorréncia no bioma Cerrado, é o Psidium, onde
se encontram as goiabeiras (Psidium guajava L.) e os
aragazeiros (Psidium spp.), espécies apreciadas por seus
frutos e, cujas folhas, ricas em compostos fenolicos e
oleos essenciais, sao utilizadas na medicina popular para
o tratamento de diarreia, dentre outras enfermidades
(CAMPOS, 2010)".

De acordo com sua distribuicdo nativa, o género
Psidium ¢ considerado neotropical, o qual ocorre do sul
do México até a provincia de Buenos Aires, na Argentina,
incluindo ainda o Oeste das Indias, Ilhas do Caribe, e
dois arquipélagos no Pacifico, o de Galapagos ¢ as Ilhas
Revillagigedo (FRANZON et al., 2009; VIEIRA et al.,
2006)> 1.

No que diz respeito ao potencial medicinal dos aracgas
do Cerrado, recente levantamento etnobotanico aponta
a utilizacdo das folhas e dos brotos por moradores de
areas urbanas, de assentamentos ¢ de comunidades
quilombolas do Cerrado goiano para o tratamento de
disenterias (CAMPOS, 2010)°.

Dados da literatura cientifica reforcam o potencial
farmacoldgico de espécies de aracas, pois sdo registradas
importantes atividades biologicas atribuidas aos frutos
¢ folhas destas espécies, tais como: antioxidante,
antimicrobiana, antiproliferativa sobre células tumorais
humanas e aumento do sono induzido por cetamina em
camundongos (CORREA et al.,, 2011; FAUTH et al.,
2002; MEDINA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2012;
PATEL, 2012; VOSS-RECH et al., 2011)> %13 1416 |

Tendo em vista a importancia da etnobotanica de
espécies do género Psidium, em especial ao que se
refere a etnofarmacologia, o presente trabalho teve
como objetivo revisar os principais aspectos botanicos,
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quimicos e farmacologicos descritos na literatura. Esses
dados poderdo subsidiar estudos multidisciplinares
futuros, envolvendo espécies desse género e contribuirdo
para analise critica da utilizagdo pela populacdo, com
vistas a preservacgao dos valores culturais, a preservagao
das espécies vegetais nos respectivos biomas e a
promocdo do uso racional de espécies vegetais como
recurso terapéutico.

Fontes dos Dados

Para a realizacdo desse trabalho, buscaram-se artigos
originais e revisdes indexados nas bases Periddicos
Capes, NCBI, Bireme e Scielo. Utilizaram-se as palavras-
chave Myrtaceae ¢ Psidium. Buscaram-se ainda dados
relevantes contidos em livros nacionais e internacionais
que tratam de assuntos, tais como botanica, quimica
de produtos naturais, fitoterapia e farmacognosia. Nao
houve restricdo no que se refere ao ano de publicagao.

ASPECTOS BOTANICOS E COMPOSICAO
QUIMICA DO GENERO PSIDIUM

Esse género se caracteriza por apresentar em suas
espécies: folhas simples e opostas com tipica venacao
broquidédroma e flores solitarias, axilares ou em
pequenos racemos, dicasio ou botrioides. Além disso,
as flores sdo pentdmeras ¢ os botdes maduros variam de
4-15mm; o calice possui morfologia variavel, oscilando
de cupuliforme até caliptrato e raramente apendiculado.
As pétalas sdo livres e alternadas de cor branca ou creme,
com varios estames, variando de 60 até 320, arranjados
de 3 a 12 verticilos, o ovario ¢ infero com 2 a 5 16culos,
com placentagdo intrusiva. Os frutos normalmente se
desenvolvem com muitas sementes, as quais apresentam
testa dssea e embrido coclear com cotilédones apicais
(FRANZON et al., 2009; SOARES-SILVA, PROENCA,
2008)> 1.

Dentre as 100 espécies desse género, merecem
destaque os aragazeiros pela caracteristica de seus
frutos com sabor exotico e elevado teor de vitamina C.
Recentemente, em pesquisa realizada na Universidade de
Brasilia, foi encontrada em uma das espécies de aracas
(Psidium myrsinites DC.), uma substancia usada na
composi¢ao de perfumes, o linalol (FRANZON et al.,
2009; PRESTES et al., 2011)* &,

P myrsinites, popularmente conhecido como
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aragazeiro, ¢ uma fruteira nativa do Brasil, podendo
ser encontrada desde o Estado do Rio Grande do Sul,
passando por Minas Gerais, até a regido Amazodnica.
Atualmente, essa espécie estd sendo muito estudada,
principalmente, pelas excelentes caracteristicas de
seus frutos, que podem apresentar entre quatro a sete
vezes mais vitamina C que as frutas citricas. Essas
caracteristicas dos frutos, juntamente com a vantagem de
sua precocidade de producdo, comecando a produzir, ja
no segundo ano apds o plantio da muda, e sua regular
resisténcia as doencas e pragas, tornam o aragazeiro uma
nova e promissora opg¢ao de cultivo, especialmente, para
os pequenos produtores rurais (WILLE et al., 2004)".

A presenca do linalol no oleo essencial de P
myrsinites ¢ relevante, visto a importancia desse
composto como fixador para a industria de perfumes e a
possibilidade de se ter novas fontes desse produto pode
vir a contribuir com o setor de dleos essenciais. O 6leo
essencial analisado por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (GC/MS) demonstrou a
presenga principalmente de sesquiterpenos como o
oxido de cariofileno, B-cariofileno, B-guaiano, humuleno
e viridiflorol, além de monoterpenos como a mirceno.
Os presentes compostos, portanto, emprestam a essa
espécie um grande potencial para ser usado em diversos
setores que necessitem de aromas como na industria de
perfumes, devido a presenca de compostos aromatizantes
em sua composi¢ao (CASTELO et al., 2010, CASTELO
etal., 2012)%.

No trabalho de Medina etal (2011)*, ele se concentrou
em determinar a composi¢do quimica ¢ o potencial
funcional de acessos vermelho e amarelo de Psidium
cattleianum Sabine (araga ou goiaba morango) cultivadas
no Sul do Brasil. No seu levantamento, os frutos de P.
cattleianum apresentaram um teor de fendlicos totais
maior do que o morango (Fragaria ananassa Duch.) e
a uva (Vitis vinifera L.), ¢ na mesma faixa da pitanga
(Eugenia uniflora L.) ¢ da amora-preta (Rubus L.). Em
comparagdo com a pitangueira ou amora, ara¢a ¢ mais
acida e tem menor teor de acido L-ascorbico, caroteno
e antocianinas. Ja no estudo de Moon et al (2011)** os
principais constituintes fitoquimicos, identificados na
fragdo cloroférmica do extrato das folhas dessa espécie
foram: acido ferulico, genisteina, 3’,4°,5° trimetoxi
flavona, floridizina e acido oleandlico.
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O estudo demonstrou que as antocianinas totais
encontradas em P cattleianum vermelho foram
relativamente baixas em relacdo a maioria das frutas
vermelhas como a pitangueira. Epicatequina, seguido de
acido galico, foram os principais compostos fendlicos
presentes em todos os genotipos investigados para ambos
P. cattleianum amarelo e vermelho.

Os frutos de P cattleianum nao sdo utilizados
industrialmente, mas é comumente usado em suco ou
geleia, devido a sua polpa suculenta e um sabor agradavel.
Eles medem entre 1,5 € 2,5 cm, de didmetro, ¢ tém uma
grande quantidade de sementes, das quais se extrai o
acido linoleico. Este 6leo ¢ de grande interesse porque
pode ser utilizado tanto para consumo humano quanto
para fins industriais, como na producdo de cosméticos e
vernizes (KOBELNIC et al., 2012)%.

No entanto, a pesquisa de Chalannavar et al. (2012)
mostra que o Psidium cattleianum var. lucidum, espécie
encontrada no Sul da Africa, apresentou, dentre varios
outros compostos no seu Oleo essencial, 6xido de
cariofileno, um sesquiterpeno oxigenado, o qual ¢
considerado componente importante na maioria das
espécies de Psidium. Este composto € considerado
ainda um dos principais constituintes do 6leo essencial,
a partir de folhas de goiabeira de varios paises como
China, Cuba, Nigéria, além de ser encontrada em outras
espécies levantadas pelo autor: P. myrsinites, P. salutare,
P striatulum e P. guajava.

No estudo de Yanéz et al. (2002) com a espécie
Psidium caudatum McVaugh também foram encontrados
por analise de CG, monoterpenos como componente
principal da amostra de dleo essencial.

De acordo com o trabalho de Wille et al. (2004),
o Psidium acutangulum D.C., araca-pera, ou goiaba
selvagem, como ¢ conhecido na regido do Parand, esta
sendo cultivado pela Estagdo Experimental do IAPAR,
Instituto Agronomico do Parand, localizada na cidade
de Morretes visando ao aproveitamento comercial
dos frutos no litoral paranaense e possibilitando novas
oportunidades de sustento para os habitantes da regido.
Seu estudo baseou-se no desenvolvimento de formulagdes
que facilitassem o processamento desse fruto.

Por ser a espécie mais estudada desse género,
existem varios trabalhos relatando a composigdo
quimica e atividade biologica de Psidium Guajava L.,
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popularmente conhecida como goiabeira. Essa espécie
apresenta grande quantidade de compostos fendlicos,
carotenoides e triterpenoides (GUTIERREZ et al.,
2008)%, principalmente, da série ursano e oleanano, tais
como: uvaol, Ilelatifol D, além dos acidos oleandlico,
ursoélico e crategdlico, 2-a-hidroxiursélico, guavandico,
acido guavacumarico, entre outros. A espécie P. guajava
apresenta, também, altas concentracdes de flavonoides;
entre eles, uma série de derivados glicosidicos de
quercetina e alguns de miricetina, morina, além
das agliconas leucocianidina, canferol e catequina
(MORESCO, 2014)~.

Recentemente, foi isolado um novo composto
dessa espécie, P. guajava, o (+)-Guajadial B, um
meroterpenoide isolado a partir das folhas dessa espécie
colhidas no Vietna (GAO, 2012)%.

Ao analisar a fracdo acetato de etila da goiaba em
Costa Rica (Psidium friedrichsthalianum), identificaram-
se compostos com significativas atividades bioldgicas
como  1-O-trans-cinamoil-BD-glucopiranose,  acido
elagico, miricetina, quercitrina, e quercetina, além de
Citrato de 1,5-dimetil, o aldeido sindpico 4-O-B-D-
glucopiranose, 3,3’,4-tri-O-acido metilelagico-4’-O-D-
glucopirandsido, e 1,3-O-diferuloilglicerol (FLORES et
al., 2013)*.

Por um processo de hidrodestilagdo, quatro espécies
de Psidium tiveram seus Oleos extraidos e identificados
em GC/MS, Psidium acutangulum, P. striatulum Mart.
Ex DC, P. guineense Sw e P. guajava. Dentre tantos
constituintes identificados, os principais foram: no 6leo de
P acutangulum, o-pineno (14,8%), 1,8-cineol (12,9%) ¢
B-pineno (10,1%); no 6leo de P. striatulum, B-cariofileno
(28,6%), a-selineno (7,7%), 6xido de cariofileno (7,6%),
B-selineno (7,4%) e selin-11-en-4a-o0l (6,0%); no dleo
de P. guineense foram B-bisabolol (17,4%), limoneno
(6,8%) e epi-a-bisabolol (6,7%) e no o6leo de goiaba
foram encontrados a-pineno (23,9%), 1,8-cineol (21,4%)
e B-bisabolol (9,2%) (SILVA et al., 2003)*.

Potencial Farmacolégico

De acordo com Franzon et al (2009)!, dentre as
espécies conhecidas de Psidium, a de maior expressao
¢ a P guajava, a goiabeira, provavelmente pelo
aproveitamento de seus frutos na fabricagdo de doces,
geleias, sucos, consumo in natura ¢ pela utilizagdo
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de suas folhas no combate a problemas de natureza
gastrointestinal, como, por exemplo, para o tratamento
de disenteria na infancia e inflama¢des de boca e de
garganta. J4, com menor expressdo, foi destaque a
P cattleyanum e P. guineense, uma vez que as duas
ndo apresentam exploragdo econdmica em plantios
comerciais (PRESTES et al., 2011)"3.

Gongalves et al. (2008)'* demonstrou, através da
técnica de difusdo de disco ,que o oOleo essencial e o
extrato metanolico de P. guajava apresentam importante
atividade antimicrobiana frente a cepas de Staphylococcus
aureus ¢ Salmonella spp, o que faz dessa espécie uma
importante fonte de antimicrobiano.

Essa espécie foi ainda avaliada quanto a sua atividade
antioxidante. Trés cultivares de P. guajava: branco, rosa
e vermelho, ap6s avaliacdo, sugeriram que os extratos
dos frutos de P. guajava sdo potentes varredores de
radicais livres e podem ser utilizados como uma boa
fonte de antioxidantes naturais para alimentos, produtos
farmacéuticos, médicos e utilizacdes comerciais. No
entanto, a atividade antioxidante e a composicao quimica
variam significativamente, de acordo com a coloragdo da
polpa (FLORES et al., 2015)*.

Em uma outra pesquisa, porém, com a sintese
de nanoparticulas de prata usando extrato das folhas
de P guajava, essa espécie apresentou atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, bactérias
patogénicas humanas Gram-negativas, e fungos. As
nanoparticulas mostraram ainda habilidade proeminente
para inibir os biofilmes formados por Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Candida albicans o que
sugere promissoras aplicagdes de constituintes dessa
espécie em materiais de revestimentos anti-microbianos,
especialmente em dispositivos cirtrgicos e implantes
sintéticos (GUPTA et al., 2014)%.

Com o intuito de avaliar a toxicidade do extrato
etanolico de P guajava e P. guineense, Sanchez &
Neira (2005) realizaram testes com Artemia salina com
a fracdo acetato de etila obtida do extrato etanolico dos
frutos dessas duas espécies de Psidium, e verificaram
concentragdes letais moderadamente toxicas, podendo
assim ser um indicador para se orientar investigagdes
futuras em busca de novos bioativos.

O oxido de cariofileno, identificado em varias
espécies de Psidium, tem sido associado ainda a
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atividade antimicrobiana, analgésica, anti-inflamatoria
e antifingica contra dermatdfitos, e ainda atividade
anticarie em ratos, além de ser bastante conhecido
como um conservante em alimentos, medicamentos e
cosméticos. Como os 6leos essenciais sdo amplamente
utilizados como ingrediente de sabor em uma ampla
variedade de alimentos, bebidas e confeitaria, verficou-se
ainda que a presenca de o0xido de cariofileno dominante
em Oleos essenciais 0s tornam potenciais conservantes
naturais na industria de alimentos (CHALANNAVAR et
al., 2012)*.

De acordo com os estudos de Moon et al (2011),
a fracdo cloroformica do extrato das folhas de P
cattleianum Sabine, ao ser avaliada com varias linhagens
celulares do cancro, revelou um potencial significativo
para o tratamento do cancer gastrico humano, uma vez
que induziram positivamente a apoptose nas células
cancerigenas testadas. P. cattleianum vermelho ¢ amarelo
foram testados por Medina et al. (2011) devido a sua
possivel atividade antioxidante, antimicrobiana e efeito
antiproliferativo contra células humanas cancerigenas
atribuidas a presenca de compostos fenolicos.

A presenca de epicatequina em alimentos, como no
P, cattleianum pode contribuir para a redug@o dos riscos
de desenvolver doengas cardiovasculares, devido ao seu
papel na vasodilata¢@o, diminuindo a pressdo sanguinea e
como um componente na atividade antioxidante, além do
seu potencial antimicrobiano (KATALINIC et al., 2010;
SCHROETER et al., 2005)*-%. Além disso, os polifenois
podem desempenhar um papel importante na prevengao
do cancer por mecanismos genéticos, principalmente,
por metilacdo do DNA, impedindo a modifica¢do das
histonas e regulacdo da expressdo mRNA (LINK et al.,
2010)*".

Este estudo demonstrou, portanto, atividade
antioxidante, antimicrobiana e antiproliferativa dos
extratos dos frutos de P. cattleianum Sabine vermelho e
amarelo. Extratos acetonicos mostraram maior atividade
antioxidante, o que foi correlacionado a niveis elevados
de compostos fendlicos. Os extratos aquosos e acetona
demonstraram eficiéncia em ensaios antioxidante frente
ao Saccharomyces cerevisiae, fornecendo protecao
contra o peroxido de hidrogénio e levando a célula
taxas de sobrevivéncia acima de 80%. Extratos de P.
cattleianum também exibiram atividade antimicrobiana
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contra bactérias patogé€nicas Salmonella enteritidis.
Esses resultados revelam P cattleianum como fonte
de antioxidantes naturais, efeito antimicrobiano e anti-
proliferativo com aplicag@o tanto em alimentos como na
industria farmacéutica (MEDINA et al., 2011)*.

Na medicina popular, a espécie P. myrsinites ¢
utilizada para cicatrizacdo, devido a suas propriedades
adstringentes ¢ contra diarreia. No entanto, existem
poucos estudos que validem suas atividades
farmacoldégicas e elucidem a composicdo quimica
dessa espécie (FRANZON et al., 2009)*. No estudo de
Pereira (2010), a espécie P. myrsinites é relatada com
trés possiveis quimiotipos, ou seja, a mesma espécie
apresentando 6leos essenciais com variagdes qualitativas
e quantitativas, indicando que essas espécies podem
apresentar atividades distintas, bem como diferencas
morfologicas. Os resultados obtidos no referido estudo
indicaram que os oleos essenciais das espécies do
género Psidium apresentam atividade antimicrobiana,
principalmente contra as linhagens Gram-positivas.

Os efeitos terapéuticos potenciais de uma espécie
de goiaba da Costa Rica (Psidium friedrichsthalianum)
sobre doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC)
também foi avaliado. Em compara¢do com as fragdes
hexano, cloroférmio e n-butanol, além do proprio extrato
bruto dos frutos dessa espécie, a fragdo acetato de etila
apresentou-se com maior atividade antioxidante e melhor
efeito anti-inflamatorio contra interleucina-8 (IL-8) e
inibigdo de metaloproteinase de matriz-1 (MMP-1).
Sendo assim, os constituintes presentes nessa fracao,
além de apresentarem atividade antioxidante, mostram-
se como um grande potencial para o tratamento da
DPOC, devido a sua capacidade em reduzir a inflamacao
causada pela exposi¢do a fumaca de cigarro (FLORES et
al., 2013)*.

Oliveira et al. (2012) ao buscar dados de plantas
nativas brasileiras, relatou importantes informagdes dos
potenciais que esses vegetais apresentam a populagdo
consumidora. Dentre vérias citadas pelo autor, as do
género Psidium foram P cattleyanum, P. guajava,
Psidium guineense Sw. e Psidium rufum DC (aragas).
Estudos identificaram ainda atividades farmacologicas
da P. guajava no tratamento de diabetes, uma vez que seu
extrato reduziu significativamente os niveis de glicemia
e 0 acumulo de gordura no figado (OWEN et al., 2008)*.
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Além do potencial antioxidante demonstrado pelos
aragas (OLIVEIRA et al., 2012)™.

Corréa et al. (2011) demonstraram atividade
farmacolégica de espécies de Psidium, na qual
resultaram em atividade antioxidante. Sendo assim, os
autores identificaram compostos presentes na goiabeira
(P. guajava) e nos aragas (Psidium ssp.) responsaveis por
essa atividade, tais como os compostos fendlicos, além da
presenga de carotenoides, como o licopeno, f-caroteno e
acido ascorbico livre.

Conclus@o

As caracteristicas botanicas macroscopicas descritas
neste trabalho, como as referentes a disposicdo das
folhas opostas, sdo facilmente visiveis presenga de flores
solitarias, pentdmeras, de cor branca ou creme e frutos
repletos de sementes, corroboram a classificacdo desse
género dentro da familia Myrtaceae.

Estudos cientificos respaldaram a maioria dos usos
medicinais que pessoas, de diversas partes do mundo,
fazem das plantas do género Psidium. Além disso,
propriedades farmacoldgicas ndo referidas pela populacao
foram também observadas em modelos experimentais.
Muitas dessas a¢des foram atribuidas aos componentes
majoritarios dos 6leos essenciais, na maioria, presentes
nas folhas. No entanto, outros metabolitos secundarios
também podem contribuir para essas atividades.

As espécies mais estudadas sdo a P guajava,
Pcattleianum e a Pguineense. A composi¢do quimica
dos oOleos essenciais dessas plantas ¢ fundamental
para determinar a atividade delas e, como muitas tém
componentes em comum, também podem ter agdes
semelhantes. Por isso, as demais espécies, provavelmente,
tém importantes acdes farmacologicas que merecem ser
investigadas.
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Avdliacao da Atividade
Citotéxica dos Extratos das
Folhas de Erythroxylum
Campestre (Erythroxylaceae)
Frente as Células Sarcoma 180

Adriana G. Pereira, Anténio Carlos S. Menezes, Mirley L. dos Santos,
Tamires S. Vieira, Renato G. Santos & ElisGngela P S. Lacerda

O uso de plantas medicinais ¢ descrito, desde os primordios das civilizagdes, sendo
ainda hoje uma importante fonte de recursos terapéuticos. A planta Erythroxylum
campestre sp € pertencente ao género Erythroxylum. O interesse pelo género intensificou-
se no século XIX, apds a descoberta das atividades farmacologicas apresentadas pelas
folhas de Erythroxylum coca. A ocorréncia desse género ¢ descrita em ambientes
florestais e de Cerrado sensu. Este trabalho tem por objetivo a avaliagdo da atividade
citotoxica das fracdes (hexanica, diclorometanica, acetato de etila e metandlica) das
folhas de Erythroxylum campestre frente a células tumorais do Sarcoma 180.

Palavras-chave: Atividade Citotoxica, Erythroxylum campestre sp, Sarcoma 180.

The use of medicinal plant has been described since civilizations’ first living, and it
is still an important source of therapeutic resources nowadays. The plant Erythroxylum
campestre sp belongs to the genus Erythroxylum. Interest in the genus has been
intensified since the XIX century, after the discovery of pharmacological activities
presented by the leaves of Erythroxylum coca. The occurrence of this genus is described
in forest environments and sensu Cerrado (Savanna). This work aims at evaluating the
cytotoxic activity of fractions (hexane, dichloromethane, ethyl acetate and methanol)
from the leaves of Erythroxylum campestre sp regarding tumor cells of Sarcoma 180.

Keywords: Cytotoxic activity; Erythroxylum campestre sp; Sarcoma 180.

41



Artigo Geral 4

Introducao

O ser humano sempre buscou na natureza solugdes
para seus males'. Dentre essas, destaca-se o uso de
substancias organicas provenientes de fontes naturais,
como, por exemplo, de plantas, as quais tém representado
para o ser humano, durante anos, a principal forma de
recurso terapéutico’. Tal inferéncia é refor¢ada pelo
fato de que o uso dessas para o tratamento de inumeras
doengas ¢ descrito por varias civilizagdes de mais de
cinco mil anos, tais como as de origem chinesa, indiana
e africana’.

Nao obstante, no que diz respeito aos dias atuais,
ressalta-se que, em média, 25% dos medicamentos
prescritos em todo o mundo sdo obtidos direta ou
indiretamente a partir de plantas. Com o intuito de enfatizar
a importancia do estudo de plantas, faz-se necessario
mencionar que apenas entre os anos de 1981 a 2002,
compostos provenientes de produtos naturais, analogos
semissintéticos ou ainda compostos sintéticos baseados
nos mesmos foram responsaveis por aproximadamente
49% de todas as drogas desenvolvidas®.

Emrelacdo a importancia das substancias provenientes
de plantas, como exemplo pratico, destacam-se
descoberta e aplicagdo da substancia forscolina, extraida
de Coleus barbatus, com vistas ao tratamento de varias
doengas, tais como hipertensdo, glaucoma, asma e alguns
tipos de tumores®.

No que se refere aos tumores, popularmente
conhecidos como cancer, cientificamente denominado
pelo termo neoplasia, principalmente no que tange aos
tumores malignos, trata-se de uma doenca caracterizada
pelo crescimento descontrolado de células doentes. O
indice de mortalidade dessa doenga tem sido considerado
bastante alto, devido, primordialmente, a quantidade
de tipos, cerca de 200, associado ao ataque de varios
orgdos do corpo, além das dificuldades encontradas
em seu tratamento, tais como complicagdes associadas
a resisténcia ao medicamento, toxicidade e baixa
especificidade®’.

No que concerne ao tratamento do cancer, varios
outros estudos foram e tém sido desenvolvidos a partir
de produtos naturais. Dentre as descobertas nesse ramo,
destaca-se, o taxol, um isolado das cascas do Taxus
brevifolia, especificamente um diterpeno, que, por sua
vez, tem sido amplamente utilizado no tratamento de
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varios tipos de céncer, como de ovarios e pulmdes® !

Nesse interim, ressalta-se que a busca de novos
medicamentos para o tratamento do cancer ¢ de suma
importancia para a sociedade como um todo, devido ao
fato da estimativa de que até 2020, o numero de novos
casos anuais em todo o mundo seja da ordem milhoes, dos
quais 60% ocorrerdo em paises em desenvolvimento!''.

Dada a devida importancia supracitada as plantas,
principalmente no tocante ao combate ao cancer, faz-
se imprescindivel que o Brasil, como um todo, por ser
um dos paises mais ricos em biodiversidade, faca uso
apropriado dessa biodiversidade, principalmente, a
vegetal, e invista cada vez mais em seu estudo fitoquimico
e consequentemente farmacologico, o que, muitas vezes,
nao ocorre'2.,

A familia Erythroxylaceae Kunth ¢ uma das mais
representativas dos cerrados. O género Erythroxylum
¢ formado por cerca de 250 espécies'* distribuidas nas
regides tropicais e subtropicais do mundo, sendo que,
para o Brasil, € descrita a ocorréncia de aproximadamente
130 espécies, em ambientes florestais e de Cerrado latu
censu '°. Varias espécies do género possuem propriedades
medicinais, sendo as populares cocas (E. coca Lamk. e
E. novogranatense (D.Morris Hieron.) e suas variedades
as mais conhecidas ¢ estudadas, devido a presenga de
alcaloides em suas folhas!'®.

Além disso, das espécies do género Erythroxylum que
se tem registrado na literatura cientifica, apenas 63 foram
estudadas, o que evidencia que o género tem sido pouco
investigado'”.

O interesse pelo género intensificou-se no século
XIX, apos a descoberta das atividades farmacologicas
apresentadas pelas folhas de Erythroxylum coca', que
produzem um alcaloide natural, a cocaina, muito utilizada
como anestésico local em pequenas cirurgias'® °.

Devido a atividade biologica de Erythroxylum
campestre, empiricamente conhecida como fruta-tucano,
cabelo-de-negro ou coco do Paraguai, esta tem sido
amplamente utilizada para diversos fins terapéuticos na
medicina popular®. Dentre suas aplicagdes, cita-se como
exemplo seu uso na forma de infuso como laxante 222,

Em face dessas consideragdes, o objetivo do presente
estudo foi avaliar a atividade citotoxica em células de
sarcoma 180 (S180) de diferentes fragcdes obtidas das
folhas de Erythroxylum campestre (Erythroxylaceae).
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Materiais e Métodos

MATERIAL VEGETAL

A parte do vegetal estudada foram as folhas. A coleta
do material foi feita no Campus Henrique Santillo da
Universidade Estadual de Goids, em Anapolis, GO.
A identificacdo da planta foi feita pela Prof'. Dra.
Mirley Luciene dos Santos e sua exsicata (n°10294) foi
armazenada no herbario do departamento de Ciéncias
Biologicas da UEG. Apds a coleta, o material foi
selecionado e submetido a secagem em estufa ventilada a
40 °C (MAO035 — Marconi).

Apos a secagem, o material vegetal foi pulverizado
em moinho de facas (tipo croton Modelo MA-580), foi
pesado e colocado em contato com o solvente metandlico
para que se iniciasse o processo de extragdo exaustiva
dos constituintes. Em seguida, o filtrado resultante da
extracdo foi recolhido e o solvente organico evaporado
em evaporador rotativo a vacuo (TECNAL-120) em
uma temperatura de aproximadamente 40°C fornecendo,
portanto, o extrato bruto metandlico.

PARTICAO LIQUIDO-LIQUIDO DO EXTRATO
BRUTO

Apds a evaporagdo do solvente, o extrato bruto
metandlico das folhas (ECFM) de Erythroxylum campestre
foi solubilizado em metanol e agua (1:3), a fim de que
todos os constituintes se solubilizassem por completo. Em
seguida, o extrato metanolico foi fracionado por parti¢ao
liquido-liquido. Sendo os solventes utilizados por ordem
crescente de polaridade, a citar: hexano, diclorometano e
acetato de etila. Obtendo-se, assim, as fracdes hexanica
(ECFM-H), diclorometanica (ECFM-D) e acetato de
etila (ECFM-A), conforme elucidado na Figura 1.

Para a preparagdo do extrato hexénico (apolar),
transferiu-se a solugdo constituida do extrato bruto,
metanol e agua (1:3) para um funil de separagdo, no
qual foi adicionado hexano, obtendo-se, assim, duas
fases, separadas por polaridade, além da formac¢ao de um
precipitado, denominado ECFM-ppt (58,73g), sendo este
separado da fase aquosa por filtragdo a vacuo.

Ressalta-se que o mesmo procedimento foi realizado
para os demais solventes, diclorometano ¢ acetato
de etila. Sendo que, ao término dos procedimentos
supracitados, todas as solu¢des obtidas foram submetidas
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Figura 1. Obtenc¢do das fragdes a partir das folhas da Erythroxylum
campestre.

a rotoevaporagdo recuperando-se os solventes ¢ obtendo-
se seus respectivos extratos fracionados.

No que concerne ao precipitado obtido da solugdo
aquosa metanolica. Este, por sua vez, foi submetido ao
fracionamento por cromatografia em coluna aberta (¢ =
3 cm x h =20 cm) utilizando-se celulose microcristalina
D como fase estacionaria e eluentes em ordem crescente
de polaridade: diclorometano, acetato de etila e metanol,
obtendo-se, dessa forma, as fragdes: diclorometanica
(ECFMppt-D), acetato de etila (ECFMppt-A) e metanolica
(ECFMppt-M), conforme mostrado na Figura 1.

TESTE PARA ALCALOIDES

O teste para verificagdo da presenca de alcaloides nas
fragdes obtidas das folhas da Erythroxylum campestre foi
realizado por meio de cromatografia em camada delgada
— CCD, utilizando-se cromatofolhas de aluminio como
suporte ¢ silica gel 60 F254 como adsorvente. Como
fase movel, utilizou-se diclorometano / metanol 5% e o
reagente Dragendorff como revelador.

PREPARACAO DAS FRACOES VEGETAIS
E FARMACO CONTROLE PARA TESTE DE
ATIVIDADE CITOTOXICA IN VITRO

Para a avaliacdo da atividade citotoxica in vitro
selecionaram-se as fracdes hexanica (ECFM-H) e acetato
de etila (ECFM-A), bem como as fragcdes provenientes
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do precipitado (ECFMppt), sendo estas, diclorometanica
(ECFMppt-D), metanolica (ECFMppt-M) e acetato
de etila (ECFMppt-A). Entretanto, destaca-se que a
fragao diclorometanica (ECFM-D) ndo foi submetida a
testes, devido ao seu baixo rendimento (0,8 g). Dessa
forma, para cada teste, foram pesados 10 mg de cada
extrato, os quais foram solubilizados em 2 mL de meio
de cultura RPMI nas concentragdes de 0,001 mg.mL"!,
0,01 mg.mL", 0,1 mg.mL"' ¢ 1 mg.mL". Como controle
positivo, foi utilizado o fArmaco cisplatina.

CELULAS DO S180

Utilizou-se a linhagem tumoral primaria do S180,
obtida da Colegdo Americana de Cultura de Células (ATCC,
American Type Culture Collection). As linhagens tumorais
do S180 foram cedidas pelo Laboratério de Umunologia
da Universidade Federal de Uberlandia ao Laboratorio
de Genética Molecular e Citogenética da Universidade
Federal de Goias, onde foram realizados os testes.

ENSAIO DA CITOTOXICIDADE

A atividade citotoxica das fragcdes de Erythroxylum
campestre foi avaliada pelo método colorimétrico
MTT [3-(4,5-Dimetiltiazol-2-i1)2,5-Difenil Brometo de
Tetrazolium]?, conforme descrito a seguir.

Este ensaio baseia-se na medida do dano induzido pela
droga no metabolismo celular pela atividade enzimatica
mitocondrial das células vivas. Quando as células estao
vivas, as desidrogenases mitocondriais sdo capazes de
agir sobre substratos como o MTT levando a quebra desta
molécula ¢ a redugdo dela, formando, assim ,0 azul de
formazan. Portanto, quanto maior a viabilidade celular em
determinada amostra, mais azul de formazan ¢é formado.

O azul de formazan é, entdo, solubilizado com
dodecil sulfato de sodio (SDS) em meio acido. Ja
a quantificacdo da inibicdo enzimatica ¢ realizada
espectrofotometricamente, permitindo a obtengdo dos
valores de IC, (concentragio das drogas que inibem 50%
da atividade enzimatica).

Para o teste de citotoxidade, as células do S180
foram plaqueadas na quantidade de 1x10°, em triplicata,
na microplaca de 96 pocos, ¢ incubadas por 24 e 48
horas em estufa a 37°C contendo 95% de ar e 5%
CO,. O tratamento foi feito com as fragdes (ECFM-H,
ECFM-A, ECFMppt-A, ECFMppt-D ¢ ECFMppt-M)
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nas concentra¢des de 0,001 mg.mL", 0,01 mg.mL", 0,1
mg.mL'e 1 mgmL".

Ap6s a incubacgdo de 24 e 48 horas, foram adicionados
aos pocos de cultivo celular utilizada, 10 pL de MTT
na concentracdo de 5 mg.mL"'. A placa foi novamente
incubada em estufa a 37°C contendo 95% de ar e 5% CO,
¢ ap6s 3 horas foram adicionados aos pogos de cultivo
celular 50 pL de solugdo a 10% de SDS/HC10,01mol.L"!
para dissolver os sais de formazan formados.

A quantificacdo da densidade optica foi medida apos
24h do tratamento com SDS, em espectrofotometro (Leitor
para Elisa) utilizando-se filtro de interferéncia de 550 nm.

Andlise Estatistica

A verificacdo das diferengas significativas entre os
grupos estudados foram aplicados por meio de softwares
(GraphPad Prismain ou SPSS) e pela analise de variancia
(ANOVA).

A variabilidade ou dispersao dos dados obtidos para
um determinado pardmetro foi medida através da faixa
de variagao ou range (diferenga entre o valor maximo ¢ o
valor minimo), desvio-padrao da média e variancia. Sendo
considerado como diferenca estatistica significativa valor
de p menores que 0,05 (p<0,05).

Para o calculo da IC50, foram utilizados os dados
dose-resposta (x: concentragdes da droga; y: inibig¢do
de crescimento), cujos valores de y foram de a 0-1.
Frequentemente, a regressao linear ndo ¢ um bom ajuste
aos dados de dose-resposta. A resposta da curva se
ajusta melhor a uma linha reta, se o eixo x ¢ o logaritmo
transformado. Esta ¢ uma fungdo padrdo na maioria dos
softwares estatisticos.

Resultados

TRATAMENTOS DE 24 HORAS

Considerando-se valores significativos percentuais
acima de 30%, os dados obtidos mostraram que a
fragdo de acetato de ctila de Erythroxylum campestre
(ECFMppt-A) testada por 24 horas ndo apresentou
citotoxicidade significativa para as concentragdes de 0,01
mg.mL" e 0,1 mg.mL". Ja em relacdo a concentracdo de
1 mg.mL"! a citotoxicidade foi de 49,72%, conforme
observado na Figura 2.
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Figura 2. Atividade citotoxica da fragdo de acetato de etila
(ECFMppt-A) e metanélica (ECFMppt-M) da folha de Erythroxylum
campestre frente a linhagem tumoral S180 apds 24 horas. C+ =
cisplatina (0,05 mg mL™").

Em contrapartida, a fragdo metandlicade Erythroxylum
campestre (ECFMppt-M) apresentou citotoxicidade
significativa frente a linhagem de células estudadas. Os
resultados mostraram um percentual de citotoxicidade de
52,21% para a concentragdo de 1 mg.mL"' e de 18,18%
para a concentragdo de 0,01 mg.mL".

Nesse sentido, infere-se, a partir das discussdes dos
dados obtidos, que ambas as fracdes com concentracao
de 1 mgmL' demonstram-se bastante promissoras,
haja vista que apresentam citotoxicidade semelhante ao
farmaco controle.

TRATAMENTOS DE 48 HORAS

Analisando-se os dados ilustrados na Figura 3,
verificou-se que entre as fragdes testadas por 48 horas, a
fracdo ECFMppt-Aapresentouuma viabilidade de 56,51%
para a maior concentragdo testada (1 mg.mL™"). Contudo,
tal citotoxicidade mostrou ser dose-dependente, visto que
a diminui¢do da concentragdo do extrato acarretou em
um aumento da viabilidade celular, sendo esta maior que
o proprio controle negativo. Resultado estatisticamente
significativo (p=0,0012), apresentando IC50 de 0,301
mg.mL". Ainda, observa-se que a menor concentra¢ao
testada (0,001 mg.mL™") apresentou viabilidade de
118,9%, ou seja, evidenciando proliferacdo celular.

No que concerne a analise dos dados, da fracao
ECFMppt-M em tratamento por 48 horas, apresentados
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Figura 3. Percentual de Viabilidade Celular da fragdo de Acetato de
Etila (ECFMppt-A) das folhas de Erythroxylum campestre frente a
linhagem tumoral S180 apds 48 horas.

na Figura 4, observou-se que houve viabilidade
celular de 50,84% para a concentracdo de 1 mg.mL"!
(p=0,0003), representando um resultado significativo
quando comparado ao controle positivo, uma vez que seu
percentual de inibigdo ¢ equivalente ao mesmo.
Analisando-se os dados expostos na Figura 5 para
a fragdo ECFMppt-D, verificou-se que esta apresentou
viabilidade de 70,73% para a concentragdo de 1 mg.mL"".
Entretanto, para as concentra¢des 0,01 ¢ 0,001 mg.mL"!
notou-se o surgimento de proliferagdo celular, o que
remete a um resultado ndo significativo, (p<0,05).
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Figura 4. Percentual de Viabilidade Celular da fragdo ECFMppt-M
das folhas de Erythroxylum campestre frente a linhagem tumoral S180
apos 48 horas.
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Figura 5. Percentual de Viabilidade Celular da fragdo ECFMppt-D das
folhas de Erythroxylum campestre frente a linhagem tumoral S180 apos
48 horas.

Em relacdo ao tratamento com a fracdo hexanica
(ECFM-H), ao explorar os dados apresentados na Figura
6, observa-se que esta ndo mostrou atividade citotoxica
para as concentragdes testadas, apresentando 85,8% de
viabilidade para a concentragdo de 1 mg.mL" (p<0,05).
Resultados andlogos sdo encontrados para as demais
concentragdes.
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Figura 6. Percentual de Viabilidade Celular da fragdo ECFM-H das
folhas de Erythroxylum campestre frente a linhagem tumoral S180 apds
48 horas.

Por sua vez, a fragdo de acetato de etila (ECFM-A),
conforme representada na Figura 7, demonstrou uma
citotoxicidade mais representativa em comparacao
aos demais extratos na menor concentragdo testada
(0,001 mg.mL") (p<0,05). No entanto, ao aumentar a
concentragdo do extrato, a viabilidade também se elevou,
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o que pode ser justificado pelo fato das células terem
metabolizado o excesso do extrato ao perceberem sua
elevada citotoxicidade, apresentando, assim, resisténcia.
Ainda, faz-se imprescindivel salientar que tais extratos
apresentaram efeitos inibitorios melhores que o proprio
farmaco controle.

Ademais, salienta-se que a analise dos dados
supracitados também pode ser inferida a partir do estudo
da Figura 8, que versa sobre a concentragdo inibitoria
dos extratos estudados. Assim como da Tabela 1, a
partir da elucidagdo dos valores de IC50. Analisando
a citotoxicidade das fragdes in vitro frente ao modelo
experimental utilizado, obtivemos os melhores resultados
para as fragdes ECFMppt-A, ECFMppt-M ¢ ECFM-A.

2 0,001
BE10.01
=01
o 1
222 C-
B CH

Viabilidade (%)

1

Concentragéo (mgmL")

0001 001 04

Figura 7. Percentual de Viabilidade Celular da fragdo de ECFM-A da
folha de Erythroxylum campestre frente a linhagem tumoral S180 apds
48 horas.
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Figura 8. Curvas da IC50 dos testes de 48h
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Tabela 1. Atividade de citotoxicidade in vitro de extratos da folha de
Erythroxylum campestre em célula tumoral S180, determinada pelo
teste de MTT ap0s 48 horas de exposicdo. Os valores de IC50 expressao
a média das triplicas e o desvio padrio.

EXTRATO BRUTO 1C50 SD
ECFMppt - A 0.30 mg.mL"! +0.2
ECFMppt - D 6.20 mg.mL"! +0.2
ECFMppt - M 0.11 mg.mL"! +0.2

ECFM - A 3.84 mg.mL"! +0.3
ECFM - H 47.68 mg.mL"! +0.3

Um dos responsaveis por apresentar propriedades
anticarcinogénica de grande importancia farmacologica
sdo os alcaloides, e estes foram identificados por meio
do teste com o agente revelador Dragendorff nas
fracdes do extrato de acetato de etila. Assim sendo,
pode-se inferir que o alto percentual de citotoxicidade
observado por esse extrato ¢ decorrente da presenga
destes metabolitos.

E evidente que o género Erythroxylum é detentor
de um grande potencial citotdéxico quando comparado
a outros géneros e, portanto, faz-se necessaria uma
avaliacdo mais ampla e detalhada de seus constituintes
quimicos por meio de ensaios biomonitorados, visando
a busca de principios ativos para o desenvolvimento de
novos farmacos com potencialidade citotoxica frente a
células tumorais.

Conclusao

Com base nos resultados supracitados, conclui-se
que as fragdes das folhas de Erythroxylum campestre
testadas, por meio do método de MTT, apresentam
citotoxicidade variavel (entre 3,96% e 56,51 %) sobre as
células de Sarcoma 180. Ademais, por meio das analises
estatisticas, notou-se que a fragdo de Acetato de Etila
apresentou maior citotoxicidade, com IC;; de 0,301 nos
testes de 48h, enquanto as demais fragdes apresentaram
IC50>1. No que diz respeito a fragdo hexanica, ndo se
observou atividade antitumoral significante frente a
células do S180. Ainda, evidenciou-se que as fragdes de
acetato de etila apresentaram resultado positivo para o
teste de alcaloides.
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Caracterizacdo Famacobotdnica
das Folhas de Eugenia Uniflora

L. (Myrtaceae) Coletadas em
Andpolis — GO, Brasil

Paulo I. D. Assungdo, José R. de Paula & Joelma A. M. de Paula

Eugenia uniflora L. (Myrtaceae), conhecida como pitangueira, ¢ uma das 14 espécies
do género, amplamente distribuidas na América do Sul. Este trabalho visou verificar a
autenticidade das folhas de E. uniflora coletadas em Anépolis, GO. A caracterizagdo
macroscopica foi feita a vista desarmada. Para o estudo microscépico, foram realizadas
seccdes transversais ¢ paradérmicas, seguido da fixagdo e colorag@o. Os principais dados
encontrados para diagnose foram: estomatos ao mesmo nivel das células da epiderme,
auséncia de tricomas, auséncia de hipoderme e presenca de cristais do tipo drusas e
organizados em série. Os dados mostram conformidade com a Farmacopeia Brasileira
5% edigdo.

Palavras-chave: Morfoanatomia; Pitangueira; Estudo farmacognostico.

Eugenia uniflora L. (Myrtaceae), also known as pitangueira, is one of 14 species of
the genus widely distributed in South America. This study aimed to verify the authenticity
of E. uniflora leaves collected in Anapolis, GO. Macroscopic characterization was
done with naked eye. For the microscopic study were carried out cross sections and
paradermic sections, followed by fixation and staining. The main data for diagnosis
were; stomata at the same level of epidermal cells, absence of trichomes, no hypodermis
and arrangement of druze crystals in series. The data show compliance with the Brazilian
Pharmacopoeia 5th edition.

Keywords: Morphoanatomy; Pitangueira;, Pharmacognostic study.
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Introducéo

Eugenia uniflora L., popularmente conhecida
como pitangueira, ¢ membro da familia Myrtaceae,
composta por mais de 100 géneros e 3000 espécies.
Ela é uma das 14 espécies do género amplamente
distribuida na regido subtropical norte e nordeste da
Argentina, Brasil, Uruguai e Paraguai'. A arvore tem
sido introduzida em outros continentes, apesar de ser
nativa do Brasil e com distribuicao, desde o Planalto
Meridional até as restingas litoraneas do Nordeste
até o Sul’. A infus3o das folhas é usada na medicina
popular como adstringente, antidiarreico, carminativo,
diurético, antireumatico, antifebril, hipotensor, redutor
do colesterol sanguineo e controlador de acido urico
na urina?>.

Schapoval et al.* estudando infusos e decoctos
obtidos a partir de folhas frescas de E. uniflora
comprovaram seu efeito anti-inflamatério e analgésico.
Consolini et al.® demonstraram a atividade anti-
hipertensiva do extrato bruto das folhas em ratos
normotensos. Momose et al.® atribuiram atividade
inibitéria ao extrato bruto das folhas de E. uniflora
sobre as enzimas o-glicosidase, maltase e sucrase,
sendo, por isso, util no tratamento de diabetes.
Considerando a importancia medicinal de FEugenia
uniflora ¢ visando contribuir com o conhecimento
farmacobotanico de espécies da flora brasileira, por
meio de parametros para testes de autenticidade, este
trabalho foi elaborado com o objetivo de realizar o
estudo morfoanatomico das folhas adultas de Fugenia
uniflora coletadas na cidade de Anapolis, Goias.

Materiais e Métodos

O material botanico constituido de folhas de
Eugenia uniflora L. foi coletado no municipio de
Anapolis, Goias (16° 17° 13,87 S e 48° 57 22,7 W)
no periodo de julho a agosto de 2014. Foram utilizadas
folhas adultas completamente expandidas, coletadas
abaixo do terceiro n6. O material foi identificado
pela Profa. Dra. Mirley Luciene dos Santos da
Universidade Estadual de Goias (UEQG), e as exsicatas
foram depositadas no herbario desta universidade, sob
registro HUEG2090.

A caracterizagdo macroscopica das folhas foi feita
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a vista desarmada e por meio de observagdo, segundo
parametros descritos por Oliveira, Akisue, Akisue’ e
Oliveira ¢ Akisue®.

Para o estudo anatomico das folhas, foram utilizados
fragmentos de nervura principal, regido de internervura,
bordo e peciolo. Para isso, as amostras foram fixadas
em FPA [formaldeido a 37%, acido propidnico e etanol
a 70% na proporgdo de 1:1:18 - (V/V)] por um periodo
de 24 horas e posteriormente conservadas em etanol
70% (V/V). Foram realizadas sec¢des transversais 8 mao
livre dos fragmentos fixados e cortes paradérmicos das
faces adaxial e abaxial de folhas frescas. Os cortes foram
submetidos ao processo de dupla coloragdo com azul de
Alcian/safranina 9:1°. As laminas foram confeccionadas
utilizando solucdo de glicerina 1:1. O registro
fotografico das estruturas anatdémicas foi realizado em
fotomicroscopio (ZEISS-AXIOSKOP).

Resultados e Discussao

O espécime ¢ uma arvoreta com aproximadamente 4
metros de altura (Figura 1A), tronco liso e cilindrico cinza
amarelado (Figura 1B), com folhas simples e opostas.
Durante o periodo de coleta das folhas, ndo foi possivel
observar flores ou frutos. De acordo com Lorenzi e Matos,?
a espécie E. uniflora ¢ arbustiva ou arvore semidecidua,
variando entre 4 ¢ 10 m de altura. No Cerrado brasileiro,
pode ocorrer a espécie Eugenia pitanga, que apresenta
porte arbustivo inferior a 1 m de altura, porém, as demais
caracteristicas morfologicas sdo idénticas a E. uniflora.
As flores sao de cor branca, solitarias ou em grupos de 2
a 3 nas axilas e nas extremidades dos ramos. Os rizomas
tem propriedade de rebrotar sob a arvore, produzindo
touceiras’.

Figura 1. E. uniflora em seu local de coleta na cidade de Anapolis,
Goias. Aspecto geral da planta (A) e detalhe do tronco da planta (B).
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As folhas apresentam entre 2 a 4 cm de largura e cerca
de 4 a7 cm de comprimento (Figura 2). O contorno foliar ¢
lanceolado e ovado, base obtusa, s3o curtamente pecioladas,
o peciolo ¢ achatado (aproximadamente 0,1 a 0,2 cm). O
apice foliar ¢ acuminado e alguns sdo cuspidados, amargem
¢ inteira ¢ levemente sinuosa. A superficie foliar é glabra
e a nervura principal é proeminente na face abaxial. Esses
dados estdo em conformidade com outros estudos*!*!!12,
Alves et al.'? demonstraram que pode ocorrer variagao
no tamanho do limbo foliar de E. uniflora, em funcao do
ambiente de coleta (urbano ou rural) levando em conta a
poluigdo como fator de interferéncia no desenvolvimento
do vegetal.
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Figura 2. Folhas de E. uniflora em vista frontal. Face adaxial (A) e
abaxial (B).

Quanto a anatomia foliar, em vista frontal, a epiderme
de ambas as faces apresenta células de dimensodes variadas
(Figura 3) com paredes anticlinais levemente espessadas.
Em ambas as faces, ¢ possivel observar a sinuosidade das
paredes celulares, entretanto, isso se torna mais evidente na
superficie abaxial. Foram evidenciados pares de células que
acompanham as estruturas secretoras, estas, por sua vez,
apresentam contetdo tipico para cada espécie pertencente
a familia Myrtaceae, sendo constituido por 6leo essencial®>.
Somente na face abaxial (Figura 3B e C) foram evidenciados
estomatos paraciticos (folhas hipoestomaticas), esta
caracteristica ¢ considerada comum para as plantas terrestres
onde a temperatura ¢ mais elevada na face abaxial. A
auséncia de tricomas ja foi apontada anteriormente como
um fator de diagndstico na espécie E. uniflora®.
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Figura 3. Folhas de E. uniflora em vista frontal. Face adaxial (A) e
abaxial (B), Cv — cavidade secretora; Es — estomato.

Na regido de internervura, em secgdes transversais, ¢
possivel notar os estdmatos presentes ao mesmo nivel das
células epidérmicas (Figura 4A). Evidencia-se também
epiderme unisseriada em ambas as faces, mesofilo
dorsiventral, parénquima pali¢adico unisseriado (Figura
4B). O parénquima lacunoso apresenta até nove camadas
de células, idioblastos estdo presentes organizados em
série, contendo cristais do tipo drusas e prismaticos. Feixes
vasculares de menor calibre sdo bicolaterais, circundados
por uma bainha esclerenquimatica (Figura 4C).

Figura 4. Regido de internervura das folhas de E. uniflora em secgao
transversal. Detalhe do estdmato em corte transversal (A), Mesofilo
dorsiventral (B) ¢ Feixe vascular de menor calibre (C).

Lorca, Amat e Gonzalez'® apontaram a classificagdo
do nivel dos estomatos em relagdo as demais células
epidérmicas como um dos fatores que permitiram a
diferenciagdo entre E. uniflora e E. pyriformis. Segundo
Rocha et al.'® a forma de organizacao dos cristais na familia
Mpyrtaceae pode apresentar importancia diagnostica.

No bordo foliar, em secgdes transversais (Figura 5),
nota-se que o parénquima paligadico ¢ gradativamente
substituido por células de colénquima, o que confere maior
sustentabilidade a regido do bordo, e uma espessa camada de
cuticula recobre as células epidérmicas. Algumas estruturas
secretoras e feixes vasculares podem ser evidenciados nessa
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regido. Segundo Boeger e Wisniewski'* o espessamento da

cuticula esta relacionado com a maior retengdo de agua,
protecdo a luz solar e a acdo de herbivoros.

Figura 5. Regido do bordo das folhas de E. unmiflora em seccao
transversal. Legenda: Ct — cuticula; Co — colénquima; Dr — drusas; Pp
— parénquima paligadico; Fv — feixe vascular; Pr — cristal prismatico;
Cv — Cavidade secretora; Pl — parénquima lacunoso; Ep(ad) — epiderme
adaxial; Ep(ab) — epiderme abaxial.

A nervura principal, em sec¢do transversal (Figura
6) apresenta formato plano-convexo, confirmando a
proeminéncia da nervura somente na face abaxial, a
epiderme ¢ uniestratificada. As células do parénquima
palicadico, assim como naregido de bordo, gradativamente,
dao lugar ao colénquima, este pode exibir idioblastos
contendo cristais. O sistema vascular ¢ bicolateral em forma
de arco aberto ¢ envolto por uma bainha esclerenquimatica
que confere maior rigidez a esta regido'. Segundo Donato
e Morretes'’, as caracteristicas, como estrutura dorsiventral
e sistema vascular em formato de arco, sdo comuns para
folhas adultas da familia Myrtaceae.

O peciolo apresenta forma concavo-convexa (Figura
7A), com epiderme unisseriada em ambas as faces, seguida
do tecido colenquimatoso que varia de duas a trés camadas
de células. A regido de cortex é preenchida com até onze
camadas de células parenquimaticas e é abundante em
cristais dos tipos drusa e prismatico em praticamente todas
as camadas do tecido (Figura 7B), ¢ possivel também
evidenciar cavidades secretoras. O feixe vascular tem
forma de arco-aberto, com as extremidades voltadas para
o centro, € bicolateral e apresenta cristais organizados em
série no floema (Figura 7C).
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Figura 6. Regido da nervura principal das folhas de E. uniflora em
sec¢do transversal. Legenda: Ep(ad) — epiderme adaxial; Ep(ab) —
epiderme abaxial; Pp — parénquima pali¢adico; Co — colénquima; Esc
— esclerénquima, Fl — floema; Pl — parénquima lacunoso; Dr — drusa;
Xi — xilema; Pc — parénquima cortical.

Figura 7. Regido do peciolo das folhas de E. unmiflora em seccdo
transversal. Vista geral do peciolo (A), detalhe da regido cortical (B)
e detalhe do feixe vascular (C). Legenda: Ep(ab) — epiderme abaxial;
Dr — drusa; Pc — parénquima cortical; Co — colénquima; F1 — floema;
Xi — xilema. Setas indicam cavidades secretoras.

Conclusao

Os dados encontrados neste trabalho mostram-
se em conformidade com a monografia da espécie E.
uniflora na Farmacopeia Brasileira 5° edigdo, além de
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confirmarem muitas das caracteristicas comuns a familia
Myrtaceae, tais como folhas hipoestomaticas, mesofilo
dorsiventral e feixe vascular da nervura central em
forma de arco. Também foi possivel apontar estruturas
que, quando associadas, apresentam valor de diagnose,
como a presenga dos estdmatos ao mesmo nivel das
células epidérmicas, auséncia de tricomas, auséncia de
hipoderme e disposicdo de cristais organizados em série
na regido de internervura e no floema do peciolo.
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Artigo Geral 6

Determinacdo de Inibidores de

Degradacdo em Polietileno de Alta
Densidade (PEAD) Através da Extracao
por Micro-Ondas e Andlise via HPLC

Augusto O. Cardoso

A extrago e subsequente separacao e quantificagdo de substancias que retardam o processo
de degradagdo no Polietileno de Alta Densidade (PEAD), denominadas como aditivos, tém
provado ser um desafio para os quimicos. Existem alguns métodos que utilizam o refluxo
com solventes especificos para esta extracdo, assim como energia sonica, forno de micro-
ondas, extracdo com fluido supercritico, apenas para citar os mais utilizados. Recentemente
foi langado no mercado um digestor que utiliza micro-ondas, normalmente, usado em sinteses
organicas, mas que também pode ser utilizado nas extragdes de aditivos em polimeros. Por
ser uma técnica nova, na literatura praticamente ndo existem publicagdes cientificas a respeito
do seu uso para a extragdo de aditivos em PEAD, embora para polipropileno e polietileno
linear ja existam métodos consagrados para esta finalidade. Foi obtida uma boa condicao para
a extragdo de irganox 1010, irganox 1076 e irgafos 168 fosfito e fostato em 30 minutos, com
subsequente separagao em corrida de oito minutos, utilizando HPLC com fase reversa, coluna
C18 e fase movel isocratica composta por acetonitrila e metanol. Salientamos que, apesar de
terem sido determinadas condigdes Otimas de extragdo, ndo significa afirmar que sejam as
unicas possiveis. Certamente existirdo outras combinagdes de parametros que trardo boas taxas
de recuperacao destes aditivos em PEAD.

Palavras-chave: Rede Organizacional; Capital Intelectual; Método Multicritério.

The extraction and subsequent separation and quantitation of the substances that inhibit
de degradation process in Polyethylene of High Density (PEHD), classified as Additives, has
proven to be a challenge for the chemist. Some methods have been used such as Reflux with
specifics solvents, sonication, microwaves, super critic conditions among others. Recently was
introduced in the market a Digestor that uses microwaves, normally used in organic synthesis,
but with chances to be used for the extractions as well. As a new technique in the literature
it is almost impossible to find articles about this subject for extraction of additivies in PEHD,
although for the extraction in the linear PE and PP can be found some publications. It was
determined a good way to extract Irganox 1010, Irgafos 168 and Irganos 1076 in only 30
minutes with subsequent analysis by HPLC with reverse phase, C18 column and the isocratic
condition using Acetonitrile and Methanol. Must be emphasized that although it was found a
good condition for the extraction and the analysis of additives in PEHD, for sure, that is not the
only way of dealing with job in PEAD.

Keywords: Organizational Network; Intellectual Capital; Multicriteria Methods.
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Introducao

A analise de aditivos em Polietileno de Alta Densidade,
PEAD, ¢ uma atividade bastante complexa, devido a
dificuldade da sua extracdo nesta matriz. O refluxo com
apenas ciclo-hexano ¢ muito usado, mas na técnica de
micro-ondas, ele ndo € eficiente se for utilizado sozinho.

A extracdo de aditivos pode ser feita por refluxo
de solvente aquecido (Soxhlet), ultrassom, fluido
supercritico, micro-ondas, etc. Neste estudo, os
antioxidantes foram extraidos por dissolu¢ao em solvente,
utilizando energia sonica, em aparelho comercialmente
conhecido como Discover-SP.

Namaioriadas poliolefinas, s3o adicionados aditivos que
podem ser classificados como antioxidantes, estabilizadores
UV, plastificantes, etc. Estes tém a finalidade de estabilizar
o polimero, retardando as rea¢des de degradagdo pela agdo
dos raios ultravioleta, calor, reagdes com o oxigénio ou até
mesmo para modificar algumas de suas propriedades. Essas
substancias sdo adicionadas logo apés a extrusdo, para que
haja redugdo na formagao de aldeidos, cetonas, assim como,
o desenvolvimento de colora¢do no produto.

A recuperacdo desses aditivos, em niveis superiores a
90% ,¢ desejavel para que se tenha um processo eficiente de
quantifica¢@o da aditivagdo. Foi selecionada ¢ moida uma
amostra de PEAD para a realizagdo dos ensaios. Na Tabela
1, estdo mostrados os aditivos estudados neste trabalho.

Os polimeros ndo seriam capazes de atender as diversas
demandas, se ndo houvesse a adi¢cdo de aditivos em sua
estrutura. Sem a sua incorporagdo, alguns polimeros
degradariam, oxidariam, ficariam quebradigos, perderiam
ou desenvolveriam cor, perderiam peso molecular com
o tempo, devido a oxidagdo, calor, radiagdo, exposi¢do a
metais ou produtos quimicos. Polimeros do tipo polietileno
sdo bastante susceptiveis a oxidacdo pelo ar atmosférico.

Tabela 1. Alguns antioxidantes utilizados em poliolefinas.

ADITIVO NOME QUIMICO
Irgafos 168 Tris (2,4-di-t-butylphenyl
phosphite)

Irganox 1010 Tetrakis methylene
(3,5-di-t-butyl-4-
hydroxyhydrocinnamate)

methane

Octadecyl-3-(3,5-di-t-butyl-4-
hydroxyphenyl) propionate

Irganox 1076
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Os aditivos melhoram a performance e a
estabilidade de muitas resinas. A maneira pela qual
eles trabalham depende da classe do aditivo. Existem
no comércio inumeros aditivos sendo o0s mais
comuns os antioxidantes primarios e secundarios,
os retardantes de chama, neutralizadores de radicais
acidos e agentes de nucleagao.

Radicais livres sdo gerados quando estes polimeros
sdo expostos ao calor, radiagdo ultravioleta, esforco
mecanico ou contato com impurezas metalicas. Estes
radicais livres sdo extremamente reativos e podem
promover a producdo de mais radicais desse tipo e,
a partir disso, pode ser desenvolvida uma série de
reacdes em cadeia.

Aditivos em Polimeros

Oitenta por cento de todos os plasticos utilizados
no mundo sdo termoplasticos. Na industria alimenticia
usualmente sdo utilizados o poliestireno, o polietileno
e o cloreto de polivinila. Aditivos sdo introduzidos
nesses polimeros para melhorar as suas propriedades
mecanicas, estabilidade térmica, entre outras. Entretanto,
tem sido reportado na literatura que a utilizagdo destes
aditivos pode gerar efeitos adversos na saide humana e
no meio ambiente (Groscalude, 1999; Lacaze, 1993)'2.
Ja os antioxidantes secundarios evitam a formagdo
de mais radicais livres, através da decomposi¢do de
hidroperoxidos, antes que eles sofram uma cisdo
homolitica. Nesse caso, hd a decomposicdo desses
hidroperoxidos, formando produtos estaveis*'°.

Sdo constituidos por moléculas contendo fosforo
trivalente, que sofrem reagdes de hidrolise para estabilizar
o polimero, tais como o irgafos 168. Importante haver um
método rapido e preciso para analisar estes aditivos que
sdo incorporados as poliolefinas.

Existem dois tipos de antioxidantes: os primarios
¢ os secundarios. Os primarios sdo definidos como os
aditivos que interceptam e estabilizam os radicais livres
através da doag@o de um atomo de hidrogénio ativo. Eles
sao doadores de prétons, constituidos por moléculas,
contendo o grupo fenol na sua estrutura, por exemplo,
o irganox 1010 e o irganox 1076. As suas estruturas e os
respectivos espectros podem ser vistos nas Figuras 2 e
3. Eles trabalham muito bem sem a presenca de outros
aditivos. Radicais fendlicos ramificados e os de aminas
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aromaticas ramificadas, representam os dois principais
tipos de antioxidantes primarios.

A Tabela 1 apresenta alguns deles. Os mecanismos
de acdo dos radicais fendlicos ramificados e dos aminas
sdo diferentes, sendo que os fendlicos sdo os mais
utilizados.

Ja os antioxidantes secundarios evitam a formacgédo
de mais radicais livres através da decomposi¢do de
hidroperoxidos antes que eles sofram uma cisdo
homolitica. Neste caso, existe a decomposicdo destes
hidroperoxidos, formando produtos estaveis.

Sdo constituidos por moléculas contendo fosforo
trivalente, que sofrem reagdes de hidrélise para estabilizar
o polimero, tais como o irgafés 168. Importante haver um
método rapido e preciso para analisar estes aditivos que
sdo incorporados as poliolefinas.
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Figura 1. Formula quimica e espectro de massas do irganox 1010.
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Figura 2. Féormula quimica e espectro de massas do irganox 1076.
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Figura 3. Estrutura quimica do irgafos 168 e do ethanox 398.

O mecanismo de agdo ¢ mostrado na Figura4. Eles doam
o seu hidrogénio fendlico ao radical gerado, estabilizando
o polialcano. Nesse processo de estabilizagdo, o radical
alquil livre gera um grupamento fenoxi ramificado estavel,
possuindo uma estrutura do tipo quinona.

De um modo geral, o peso molecular da molécula
do antioxidante estd relacionada a temperatura de
estabilidade dessa molécula. Por exemplo, o peso
molecular do ethanox 330 é 775 e o do irganox 1076
¢ 531. O ethanox 330 tem maior estabilidade térmica
do que o irganox 1076. Na Figura 3, podemos observar
que a estrutura do ethanox 330 tem trés radicais fenois
ramificados, enquanto que o irganox 1076 contém apenas
um. Teoricamente, o ethanox 330 pode estabilizar trés
mais radicais do que o irganox 1076.

Os antioxidantes secundarios previnem a formacao
de radicais livres porque impedem que haja uma
cisdo homolitica na cadeia do hidroperéxido. Ao
invés dessa cisdo, ocorre uma estabilizacdo dessa
molécula. Consequentemente, eles ganham o nome
de estabilizadores de perdxidos. A segunda fungdo dos
antioxidantes secundarios € que eles também podem
regenerar o antioxidante primario. Os dois principais
tipos de antioxidantes secundarios sao os fosfitos e os tio-
ésteres. Estes dois tipos trabalham da mesma maneira.

k. on O R ¥
() + R —/" RH + _“ -]jfikg‘nc‘@;o
CHj

CH; CH, CH;

3

R.  =radical alquil RH = polialcano RO. = radical alcoxi

Figura 4. Mecanismo de acdo dos radicais fenolicos.
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Tabela 2. Alguns antioxidantes secundarios

ADITIVO TIPO MOL
Weston 399 Aromatico 688
Irgafox 168 Aromatico 647
Ethanox 398 Fluoro 487

A Tabela 2 mostra alguns exemplos desses produtos.
Eles operam melhor com a presenga dos primarios,
porém, nem todo tipo de antioxidante primario pode
ser misturado com o secundario. Os antioxidantes
secundarios trabalham melhor com a combinagao correta
em relagdo aos primarios. Os fosfitos constituem o tipo
mais comum de antioxidantes secundarios. O mecanismo
de atuagdo destes antioxidantes ¢ mostrado na Figura 5.

W
P(OR)g +, ROOHy — F P(OR); + ROH

ROOH = hydroperoxide ROH = alcohol

Figura 5: Mecanismo de acao dos fosfitos

Procedimento Experimental

A EXTRACAO DOS ADITIVOS

Umaamostrapadraode PEAD, com aproximadamente
790 micrograma/mL de irgafos 168 e 420 micrograma/
mL de irganox 1076, foi moida em moinho de facas. Foi
pesada a massa de 0,5000g (+/- 0,0002g) e em seguida
esta amostra foi colocada no digestor.

Esse digestor ¢ um sistema de sintese por micro-
ondas focalizadas e foi projetado para aumentar a
habilidade de realizar reagdes quimicas sob condigdes
controladas e em escala de laboratorio. Ele acomoda
frascos de uma faixa de volume de 5 a 125 mL para
trabalhos em condi¢des atmosféricas, e de 10 a 35mL
para reagdes realizadas a altas pressdes. J4 que a
massa a ser pesada ¢ muito pequena, ¢ importante que
a amostra seja adicionada diretamente no frasco do
aparelho, para que seja evitada qualquer chance de
perda de material.
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Esse sistema permite que sejam liberados contetidos
gasosos ndo desejados do digestor, para prevenir uma
pressurizagdo e falha do frasco, devido a esse conteudo
gasoso. O seu dispositivo Act-Vent libera o gas do frasco,
de modo seguro, através do tubo de ventilagdo conectado
a traseira do sistema.

A energia de micro-ondas ¢ aplicada ao conteudo
do frasco para acelerar o processo de extracdo. As
propriedades de absor¢do de micro-ondas de alguns
materiais solidos e liquidos, devido as suas caracteristicas
polares e idnicas, tém a capacidade de melhorar
significativamente as extragoes, relativamente as técnicas
de aplicacdo de aquecimento convencionais.

Este sistema possui um sistema de produgdo de
micro-ondas continuo, ¢ com uma poténcia selecionada
pelo operador, ficando na faixa entre 0 — 300 Watts.

Possui também um sistema de controle de
temperatura por infravermelho, utilizando um sensor
de infravermelho ndo invasivo, para a medida interna
da temperatura do frasco. Ele fica localizado fora da
cavidade ¢ mede a temperatura do liquido dentro do
frasco. O sensor ¢ usado em um Jloop de informagdo
com o sistema de controle do aparelho, para controlar a
taxa de aumento de temperatura e o ponto de controle do
contetido do frasco. A temperatura ¢ programavel entre
0 a 300°C. Nesse aparelho, também existe a opgdo de
agitacdo, através de um sistema composto por uma placa
magnética, localizada abaixo da cavidade de micro-
ondas. A agitagdo acontece quando o campo magnético
se acopla com a barra de agitagdo dentro do frasco.

Interessante observar que, apesar do uso de micro-
ondas, caso na amostra exista algum residuo metalico,
isso ndo impactara na performance do aparelho, ja que
este residuo estard mergulhado em uma camada de
solvente, isolando-o do meio. A estrutura da molécula
do solvente utilizado impactara fortemente na geragao
de micro-ondas. Assim os solventes parafinicos nunca
deverdo ser utilizados separadamente, porque, nesses
casos, a eficiéncia de extracdo sera grandemente
prejudicada.

Na Tabela 3, ¢ apresentado um grupo de solventes
com as suas respectivas capacidades de geracdo de
calor, quando expostos a micro-ondas. Com base nesses
dados, ndo foi utilizado o ciclo-hexano puro, apesar de
ser considerado na literatura como um bom solvente
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para extragdo de aditivos em PEAD. Nesse caso, foi
necessario utilizar outro solvente que pudesse gerar
alta energia, como ¢ o caso dos solventes que possuem
grupamentos hidroxila em sua estrutura. Esse fato
pode ser comprovado durante o desenvolvimento deste
trabalho.

Foi observado que a utilizacdo de apenas ciclo-
hexano, ou a mistura deste com IPA, assim como
quaisquer outras misturas bindrias, produziram uma
recuperacdo extremamente baixa dos aditivos no PEAD.
Foram feitas inimeras tentativas, utilizando misturas
de ciclo-hexano, IPA, tolueno, diclorometano, metanol,
acetato de etila e cloroférmio em composigdes binarias
as mais variadas, sem qualquer sucesso. Alguns dados de
composicao ternaria estdo mostrados na Tabela 4. Devido
aos dados obtidos, adotou-se a utilizacdo de composigdes
ternarias.

Tabela 3. Relagdo entre estrutura quimica e geragdo de calor por
absor¢do de micro-ondas.

ABSORBANCIA DE
MICRO-ONDAS

SOLVENTE

DMSO,EtOH,MeOH,Pro
pandis,nitrobenzeno,acido
formico, etileno glicol.
Agua, DMF, NMP,
acetonitrilametil-etil-cetona,
acetona, 1, 2-dicloroetano,
acido acético.

Alta (100W)

Média(200W)

Cloroférmio,diclorometano,
acetato de etila, xilenos,
benzeno, tolueno, hexano,
pentano,piridina, 1-4dioxano.

Baixa(300W)

Nielsen et al.’, Bart et al.* e Pinto'® descrevem
problemas encontrados na extragdo de aditivos em
PEAD, levando a utilizagdo de técnicas muito mais
agressivas para esta finalidade!'*!!.

Usando-se misturas ternarias foi obtida substancial
melhora na recuperacao dos aditivos em PEAD. Na Tabela
5 e no Griéfico 1, sdo mostrados alguns dados relativos a
extragdo do Irganox 1076. Nesse grafico, podem-se observar
quais destas combinagdes tiveram melhores resultados. Na
Tabela 6 e no Grafico 2, sdo apresentados dados relativos
a extracdo do Irgafos 168 fosfato mais fosfito. Constatou-
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se que a mistura ciclo-hexano, diclorometano e iso-
propanol, na propor¢do 60:30:10, foi a que demonstrou
ter o melhor poder de extragao.

Tabela 4. Processo de selegdo de solventes e variagdes na propor¢ao
da mistura.

Solventes | T (oC) Tempo Irg1076 Irgl68
(min) ng/mL ppmm

ciCo/
DCM/IPA 78 30 323 786
6:3:1
ciCo/
DCM/ IPA 80 30 375 878
6:3:1
ciCo/
DCM/IPA 70 30 383 827
6:3:1
ciC6/
DCM/ IPA 75 30 363 865
6:3:1
ciCo6/
DCM/IPA 75 20 333 766
6:3:1
ciCo6/
DCM/IPA 75 15 348 788
6:3:1
ciCo6/
DCM/IPA 75 30 336 763
6:3:1
ciCé6/
DCM/ 80 40 330 829
TOL 3:3:4

ciC6/
DCM/ 80 40 353 846
TOL 3:1:6

ciCo6/
DCM/IPA 80 40 368 865
6:3:1
ciCo6/
DCM/IPA 80 40 342 802
4:4:2
ciC6/
DCM/IPA 80 40 327 770
7:2:1
ciC6/
DCM/ 80 40 341 814
TOL 6:3:1

ciCo/
DCM/ 80 40 782 841
IPA 6:2:2
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Tabela 5. Rendimento do processo de extragdo em fungdo do teor
recuperado de Irganox 1076 em varios experimentos.

SOLVENTES EXP. pg/mL
ciC6ﬂ6):§1;/[/IPA | 323
ciC6/é):3C:11/I/IPA 5 375
ciC6/]6):§J:1I/I/IPA 3 383
ciC6/£§l;/[/IPA 4 363
ciC6/é):3C:1;/I/IPA 5 333
ciC6/é):§J:1I/I/IPA 6 348
ciC6/2§l;/[/IPA ; 336
ciC6gl:)3c:‘11vl/tol g 330
ciC6/3 ]:DIC:é\/I/tol 9 353
ciC6/]6:?3C:1;/I/IPA 10 368
ciC6gT:2;/IPA 11 342
ciC6/7"l:§):If/IPA = 327
ciC6g]:D3C:}\/I/tol 3 341
ciC6/é):2C:1;/I/IPA 14 383
ciC6/£1C:1;/I/IPA s 307
ciCGS/B&Ig/IPA 16 313
ciC66/g§glg/lPA 17 302
ciC6/DCM 18 307

1:1
TOL/IPA 19 340
9:1

¢iC6/TOL 20 299
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Grafico 1. Rendimento do processo de extracdo em func¢do do teor
recuperado de Irganox 1076.
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Grafico 2. Rendimento do processo de extragdo em fungdo do teor
recuperado de Irganox 1076.

Interessante observar que a mesma mistura de
solventes ¢ adequada tanto para a extragdo do irganox
1076 quanto para o irgafos 168 fosfito ¢ fosfato.

Na Tabela7, estdo mostrados os dados de recuperagéo
dos aditivos através de refluxo com chapa aquecida,
com as temperaturas de 175°C e 195°C, utilizando ciclo-
hexano, solvente apontado na literatura como o de melhor
desempenho de extragdo e¢ na Tabela 8, os dados para a
extracdo executado no digestor, para fins comparativos.
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Tabela 6. Rendimento do processo de extragdo em fungdo do teor Tabela 7. Dados de extragdo utilizando refluxo
recuperado de irgafos 168.

AMOSTRA IRGANOX 1076 | IRG168-FOSFATO
(REFLUXO) (MG/ML) (MG/ML)
SOLVENTES EXP. pg/mL
PEAD ciC6 1h
CiCé/?gl;’V IPA | 786 (1750C) 253 390
ciC6/DCM/IPA PEAD ¢iC6 _1h
3. 2 878
6:3:1 (1950C) 343 585
CiC6/(1)33CII4/IPA 3 827 PEAD _ciC6_2h
: (1950C) 250 404
ciC6/DCM/TPA 4 865
6:3:1
ciC6/DCM/IPA
6:3:1 > 766
GiC6/DCM/IPA Tabela 8. Dados de Ex‘tragléo d; aditivos pelo digestor para difer'erlltes
A 6 788 solventes. Nas duas primeiras linhas da coluna, foram feitas analises
6:3:1 . o . N .
em duplicata. Na ultima a melhor condi¢do de extra¢do pelo digestor.
ciC6/DCM/TPA
6:3:1 7 763
. AMOSTRA Irgl076 Irgl68
C‘Cég%?y/ tol 8 829 (DIGESTOR) (ng/mL) (ug/mL)
- PEAD _
ciC6/DCM/tol 9 846 Discoveri-1 (DCM/ 181 272
3:1:6 CHCI3 - 1:1)
ciC6/DCM/IPA 10 865 PEAD _
6:3:1 Discoveri-2 (DCM/ 190 293
¢iC6/TOL/IPA . 200 CHCB ~ 1:D)
4:4-2 PEAD Discover 295 440
(IPA/ciC6 -1:1)
ciC6/TOL/IPA -
. 12 770 PEAD _Discover
7:2:1 = 116 84
(IPA/ciC6 -95:5)
CIC6/6].33C_}V[/ tol 13 814 PEAD Discover 280 510
3 (IPA/ciC6 -10:90)
ciC6/DCM/IPA PEAD Discover
14 734 =
6:2:2 (Tolueno) 298 388
ciC6/DCM/IPA 15 304 PEAD Discover
6:1:3 (ciC6/DCM/IPA 396 733
iC6/DCM/IPA 50:30:10)
Cl1
5:4,8:2 16 778
ciC6/DCM/IPA
6:3,8:3 17 795
¢iC6/DCM 1:1 18 866 Fica evidente que a extragdo por micro-ondas, em
condi¢do otimizada, ¢ muito mais efetiva do que a de
TOL/IPA 9:1 19 749 refluxo, se compararmos os dados apresentados nas
Tabelas 7 e 8. Outro fato positivo é a redugdo do tempo
ciC6/TOL 20 299 de extracdo utilizando-se esta técnica.
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ANALISE POR HPLC Tabela 8. Composi¢do da Mistura Padrdo de Calibragio.
Aparelho: Ccromatégrafo waters, modelo 2695,
possui modulo de injetor automatico de amostras e forno ADITIVO CONC. (ug/mL)
com valvula para instalagdo de até 3 colunas. Irganox 1010 306
* Coluna: Waters, Nova-Pak C18, 3,9mm x 150mm x Trganox 1076 263
4um
Irgafos 168-fosfato 188
* Detector: UV modelo 2487 dual absorbance detector,
Comprimento de onda: 200nm Irgafos 168-fosfito 290
* Fase Movel: isocratica (85:15); A
Acetonitrila; B: Metanol ; Fluxo: 1,4 mL/min
* Temperatura da Coluna: 40°C R S e Eo . B
o O P S a2 ezl s 8l AEEE S 2 @
Tempo de analise: 8,0 minutos S —— g W wE—
* Volume de inje¢do: 2,0 uL it "
* Amostra Padrdo: foi acondicionada em frascos S a
da hach e em freezer. Antes da sua utilizacdo R .
,sempre deve ser esperado que a temperatura do o g g f
> ; . i 1\
frasco retorne a temperatura ambiente. Os analitos Ly A A
poderdo ficar insoluveis a baixas temperaturas. e s e e W AR R E S A

02
14530 W, 000119 Al
4 e

Nesse tipo de acondicionamento, praticamente — -
,ndo existe perda de solvente por evaporagdo. S ————
Com certeza, a baixas temperaturas e no escuro, &
a velocidade de degradacdo desses aditivos, € l
insignificante, mesmo na presenga de cloroférmio. Y . ‘

E3 3 (e e T T Kl i3]
et Untitied P bk Urktied 1 =

Todos os aditivos foram facilmente solubilizados e v e et W e | e s [P BB
nesse solvente.

lemcust [Lras [Posk cadas

&

Figura 6. Cromatograma da Amostra Padrao de Aditivos.

Por questdes de seguranca, ele foi acondicionado
sob coifa para a eliminagdo total de vapores organicos.

Toda a manipulacdo dos solventes ¢ feita nesse
ambiente. Diariamente, ¢ feita rotina de lavagem do

injetor. ==
, . . , - , &|x|H] F

O liquido contido no frasco, apods filtracdo, ¢ s ———
totalmente limpido, evidenciando a eficiéncia da i e N—
remocdo dos mondmeros eventualmente extraidos no 2| - 1
processo de extracdo. Nessa condi¢do, pode ser injetado Lo | ) I\
no HPLC. Nas Figuras 6 e¢ 7 sdo apresentados dois IS | ol |
cromatogramas relativos a corrida das amostras padrao o {,|
e de PEAD, respectivamente. Na Figura 6, tem-se o cab I 1 | { 1
cromatograma relativo a amostra padrdo de calibragdo, o e e
confeccionada a partir dos aditivos puros, segundo B e e ne e e e
concentragdo mostrada na Tabela 9. e il = =

5 = EmEEE e

Neles pode-se observar uma boa separacdo entre os SR N
picos dentro de um tempo de andlise bastante reduzido, B . = mmw‘;_ P .
o que redunda em uma alta produtividade analitica. Apos
o tempo de extragdo, o frasco é removido do aparelho Figura 7. Cromatograma de Amostra Padrdo de PEAD
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e resfriado em banho de agua gelada, utilizando-se uma
seringa e um cartucho para filtragao.

Foi observado que a fase movel, composta por
ACN/Metanol/Agua na propor¢do 85:14:1, melhora
significativamente a separacgdo irganox 1076 do irgafos
168-fosfito.

Resultados e Discussdo

Algumas metodologias apontam que o ciclo-hexano
¢ o melhor solvente para a extracao por refluxo. Foram
feitas intimeras tentativas e ndo foi obtido nenhum
sucesso com o seu uso, apesar de ser variada a temperatura
da placa, a taxa de agitacdo dentro do frasco e, também,
adicionando-se iso-propanol. Quando foi feito um
incremento no tempo de extracdo para duas horas, foi
observado que houve formacdo de um gel no extrato,
sendo muito dificil a sua filtracdo para posterior injegdo
do cromatografo. O teores dos aditivos recuperados,
conforme mostrado na Tabela 7, ndo ficaram dentro da
faixa esperada.

Interessante observar que, para o tempo de uma
hora, a extragdo ¢ muito mais efetiva, fornecendo
maiores teores tanto de irganox 1076, quanto de
irgafos 168. Aparentemente pode ter havido uma
decomposi¢do desses aditivos quando aquecidos por
um tempo maior, ou até mesmo ter havido perda desses
por aderéncia ao gel.

Estes fatos demonstraram que ¢ muito mais produtivo
investir em melhorar a taxa de extragdo, pela utilizacao
da técnica de micro-ondas. Usando-se esta técnica, foram
realizados varios testes com solventes puros, inclusive o
tolueno, misturas binarias desses e variando-se também
a temperatura ¢ o tempo de extracdo. A utilizagdo do
tolueno, solvente sabidamente agressivo na dissolucao
de poliolefinas, mesmo misturados a outros solventes,
ndo gerou resultados promissores. SO foi obtido algum
aumento na taxa de extragdo, quando passaram-se a
utilizar misturas ternarias. Alguns dados desse periodo
do trabalho estdo mostrados na Tabela 8.

Ficou caracterizado que o uso de ciclo-hexano puro
nao ¢ produtivo, conforme as informacdes contidas
na Tabela 3. Mesmo fazendo-se misturas com outros
solventes que possuem pontes de hidrogénio, nido foi
possivel obter resultados satisfatorios. S0 a partir da
incorporacdo do diclorometano na mistura de extracao,
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obtiveram-se melhores resultados.

O objetivo deste trabalho sempre foi o de buscar um
aumento na sinergia deste processo extrativo. Este estudo
teve uma primeira fase: selecdo dos solventes, depois
passou-se a averiguar a melhor taxa de combinagao entre
eles e, finalmente, a melhor temperatura para a extragao.
S6 foram obtidos bons resultados, a partir do uso de
composicdes ternarias de solventes. Depois dessa fase,
foi possivel otimizar o tempo de extragdo, com foco no
menor tempo possivel, desde que ndo fosse prejudicada a
eficiéncia de recuperacdo dos aditivos em estudo.

Cabe ressaltar que a tampa de plastico, do frasco do
Discover, sofreu forte desgaste, provavelmente, devido
ao uso de solventes agressivos para a sua composicao.
Para evitar esse fendomeno, passou-se a seca-la, logo
apos a extracdo, para diminuir o tempo de contato destes
solventes com a tampa. Importante comunicar esse fato
ao fabricante para que ele possa desenvolver um material
mais inerte na confecgdo desta tampa.

Concluséo

Os dados apresentados neste trabalho mostram que
¢ possivel a utilizacdo da técnica de extragcdo por micro-
ondas na extragdo de aditivos em PEAD, n3o sendo
a Unica possibilidade, mas uma alternativa bastante
promissora.
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Nanobiomedicina de
Nanoparticulas Magnéticas

de Oxido de Ferro:

Consideracoes e Perspectivas

Joyce F. L. Sousa & Luciana R. Guilherme

Com o advento da nanotecnologia farmacéutica, novas formulagdes, sistemas de
liberacdo de farmacos e métodos de diagnosticos foram disseminados nos ultimos anos.
Nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro (SPIONs) surgem como uma perspectiva
na identifica¢do precoce de tumores, por meio da ressonancia magnética nuclear. Como
carreadores de farmacos demonstram reduzir a toxicidade e direcionar o farmaco ao
sito de agdo desejado, além de demostrarem eficiéncia no tratamento de tumores,
por provocarem hipertemia na regido especifica da lesdo. O objetivo deste trabalho ¢é
apresentar algumas das aplicacdes biomédicas de nanoparticulas magnéticas de 6xido
de ferro.

Palavras-chave: Nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro; aplicacdo biomédica,
liberagdo de farmaco.

With the advent of nanotechnology pharmaceutical new formulations, drug delivery
systems and diagnostics methods have been widespread in recent years. Magnetic iron
oxide nanoparticles (SPIONs) appear as a prospect in the tumor early identification by
nuclear magnetic resonance. As carriers of drugs shown to reduce toxicity and direct the
drug to the sito desired action. Besides demonstrate efficiency in tumor treatment by
hyperthermia cause the specific lesion region. The objective of this paper is to present
some of the biomedical applications of magnetic nanoparticles of iron oxide.

Keywords: Iron oxide nanoparticles magnetics; magnetic hyperthermia; drug delivery.
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Introducao

A nanotec%ologia ¢ uma ciéncia multidisciplinar
promissora, a qual possui diversos campos de atuacao
e estd associada a manipulacdo da matéria em escala
nanométrica, ou seja, uma escala tdo pequena quanto a
de um bilionésimo do metro. Um nandmetro (nm) possui
dimensdes entre 1-100 nm!. Produtos obtidos a partir
da nanotecnologia podem apresentar caracteristicas
interessantes como: tolerancia a temperatura, cores,
reatividade quimica, condutividade elétrica ou mesmo
exibir for¢ca de intensidade extraordinaria®>. Essa
tecnologia ja esta dispersa em diversas areas, como
tecnologia para os eletronicos, fisica, agricultura,
quimica, farmacia e outros®.

Nanomedicina ¢ a ciéncia envolvida no
desenvolvimento, caracterizacdo, sistemas de liberagdo e
direcionamento de farmacos, diagnostico, tratamento de
doengas e outras aplicagdes>.

O setor farmacéutico ¢ uma das areas que mais
vem investindo no desenvolvimento de pesquisas, com
o objetivo de melhorar as propriedades fisico-quimicas
de alguns farmacos que prejudicam a estabilidade,
biodisponibilidade, a eficacia, o transporte ¢ a liberagdo,
trazendo, assim, melhor conforto posologico, reduzindo
toxicidade e feitos colaterais ao paciente*.

Uma abordagem promissora para o desenvolvimento
de sistemas de liberagdo controlada de farmacos ¢
baseada na associagdo de nanoparticulas com materiais
magnéticos, fluidos magnéticos, que sdo suspensoes
coloidais estaveis, contendo nanoparticulas magnéticas
de oxido de ferro dispersos em veiculos liquidos
orgénicos ou inorganicos®.

Nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro sdo
materiais que t€m sido amplamente utilizados em
medicina para direcionamento do farmaco, sistemas
de liberacdo controlada, diagnosticos via imagiologia
e aplicagOes terapéuticas’. Ja foram realizados varios
estudos demonstrando que particulas nanomagnéticas
aumentam a eficiéncia e a qualidade de diagndsticos
realizados por ressonancia magnética®.

Um objetivo importante na terapia de liberagdo
controlada ¢ o de melhorar a disponibilidade do farmaco
no seu local de a¢do, minimizando sua exposicdo a sitios
ndo alvos. Este sistema permite que o material alcance,
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por meio da aplicacdo de campo magnético externo, o
local desejado e atinja a concentragdo terapéutica do
farmaco®.

Outro estudo relacionado a nanoparticulas
magnéticas de o6xido de ferro ¢ seu emprego frente
a campos magnéticos alternados que podem induzir
a hipertemia. A hipertermia pode ser aplicada para o
tratamento de cancer de cabeca e pescogo. Analises
patologicas demonstraram a diminui¢do de células
epiteliais do tumor associado com o tratamento
de hipertemia’. Novas pesquisas indicam que essa
tecnologia também pode ser til na retirada de metais
pesados no tratamento de agua, em biomateriais,
biofilmes?, tratamento para cardiopatia’ e outros.

Arelevanciado temaémotivadapelo desenvolvimento
crescente da nanotecnologia. O objetivo deste estudo ¢
mostrar os principais estudos de aplicagdes biomédicas
de nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro e suas
perspectivas de uso.

NANOPARTICULAS MAGNETICAS

As nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro
(SPIONSs) do presente estudo sdo formadas por 6xidos
de ferro de maguemita (y-Fe,O,) e de magnetita (Fe,0,)
por sintese de criopreciptagdo!’®. AApods a sintese,
pode-se preparar o fluido magnético ou ferrofluido,
um coloide. Este, por sua vez, é constituido pela
suspensdo de particulas magnéticas de oxido de
ferro em escala nanométrica. Por tratar-se de escala
nanométrica, as nanoparticulas apresentam uma
grande area superficial ¢ podem apresentar agregagao
de suas particulas. Por esse motivo, faz-se necessario
minimizar as aglomeracdes por meio do processo de
estabilizagdo do fluido, realizando o revestimento,
a cobertura ou a funcionalizagdo das particulas'.
Nesse processo, as nanoparticulas magnéticas de
oxido de ferro sdo revestidas em sua superficie com
tensoativos, surfactantes ou polimeros biocompativeis,
de modo a manter a estabilidade coloidal do fluido .
Os surfactantes favorecem uma repulsdo eletrostatica
no fluido e, desse modo, contribuem para a ndo
aglomeragdo das particulas. Os surfactantes sdo
responsaveis também por manter propriedades
coloidais em pH proximo de 7, em altas temperaturas e
quando submetidos a campos magnéticos alternados'?.
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O grande interesse em aplicagdes biomédicas ¢ devido
as suas propriedades superamagnéticas que consistem
em apresentar magnetizagdo apenas na presenca de
um campo magnético externo. O suparamagnetismo
apresenta um momento magnético atomico, presenca de
atomo com elétron desemparelhado que, sob influéncia
de campo magnético externo, magnetiza-se € se orienta
em diregdo a este campo. Entretanto, na auséncia do
campo magnético externo ndo apresenta magnetiza¢do's.

Estudos vém demonstrando que quando se utiliza
a associacdo das propriedades Superparamagnéticas e
a funcionalizagdo da sua superficie com surfactantes,
as nanoparticulas magnéticas podem ser utilizadas
principalmente em aplicacdes biomédicas, como a
vetoriza¢do com biomarcadores'®, liberagido de farmacos
conjugados'®, diagndstico por imagem por ressonancia
magnética nuclear, hipertemia magnética's, etc.

Como diagnoéstico, as nanoparticulas podem ser
empregadas como contrastenodiagndstico porimagempor
ressonancia magnética nuclear para aumentar a qualidade
de imagens e na localizagdo de neoplasmas precoces’.
Como terapia, pode-se citar a hipertemia magnética e
o direcionamento localizado de quimioterapicos para
o tratamento de tumores®. Além disso, por meio de
marcadores e surfactantes, as nanoparticulas possibilitam
incorporacdo ¢ direcionamento de farmacos acoplados
a sua superficie, promovem a liberacdo controlada
e direcionada no sitio-alvo desde que guiadas por
gradientes de campos magnéticos externo’.

DIAGNOSTICO POR RESSONANCIA
MAGNETICA NUCLEAR

Para que um tratamento terapéutico seja eficaz,
¢ necessdrio que o paciente receba um diagndstico
precoce e preciso’. A ressondncia magnética nuclear
¢ um procedimento ndo invasivo que possui alto
poder de resolugdo na qualidade das imagens, sendo
possivel visualizar aspectos fisiologicos e anatdmicos
simultaneamente. Ela ¢ muito utilizada para diagnosticos,
exames pré-cirirgicos e monitoramento de terapias e,
também, ¢ capaz de gerar imagens 3D 6.

O mecanismo da ressonancia magnética nuclear consiste
no alinhamento de prétons de hidrogénio a um campo
magnético externo. Os protons de hidrogénio da agua
presente no tecido a ser diagnosticado, quando submetido a
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uma frequéncia de radiagdo, sofre uma perturbagio ¢ quando
esses protons voltam ao seu estado normal, a imagem ¢
obtida. Tecidos diferentes apresentam velocidades diferentes
de retornos dos prétons. E devido a esta peculiaridade, as
imagens apresentam contrates de contornos para diferenciar
as estruturas biologicas de interesse!’.

Como a atividade metabolica de células doentes ¢é
diferente de células sadias, a ressonancia magnética
promove a grande vantagem de identificar essas
diferencas, por meio das imagens. Dessa forma, ¢
possivel monitorar o avango das doengas, sendo uma
poderosa ferramenta para o diagndstico e tratamento
neoplasico'®. Para aprimorar o diagndstico, contrates com
nanoparticulas suparamagnéticas de 6xido de ferro foram
desenvolvidos com o objetivo de: melhorar o contraste
das imagens, modular o tempo de permanéncia do
contraste no organismo e monitorar células especificas'®.

Muitas formulagdes de nanoparticulas
magnéticas foram desenvolvidas e ja estdo no
mercado como contraste em ressonancia magnética
nuclear (Endorem, Feridex IV®, Lumiren® e
Combidex®). Pesquisas atuais na drea de ressonéncia
magnética nuclear para a terapia oncologia buscam
aperfeigoar as interagdes das nanoparticulas, a
fim de melhorar a nitidez das imagens, reduzir a
quantidade administrada de contrate e aprimorar
a funcionalizagdo das nanoparticulas para que o
contrate atinja o sitio desejado'®.

Estudos com marcadores de peptideos de cancer de
prostata associados as nanoparticulas magnéticas de
oxidos de ferro observaram actimulo de material em
regido especifica, identificando com precisdo o local
da lesdao. Além disso, apresentaram melhor qualidade
nas imagens por ressonancia magnética nuclear'.
Marcadores fluorescentes também estdo sendo utilizados
em testes combinados com nanoparticulas para entrega de
drogas guiadas por imagem como uma nova plataforma
de teradiagnostico's.

Outro estudo verificou que a associagdo de
nanoparticulas magnéticas a anticorpos monoclonais
permitiu a deteccdo precoce de micrometastase em
tumores de cérebro®. Além de agentes de contraste para
diagnostico, estudos destacam o uso desses sistemas
magnéticos para liberagao controlada de farmacos'’.
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Sistema de Vetorizacdo e
Liberacdo de Farmacos

Um dos grandes problemas na administragdo de
medicamentos refere-se ao grande desconforto do
paciente em administrar varias doses para manter o nivel
sérico do farmaco no organismo, a grande quantidade
de efeitos colaterais e os efeitos toxicos devido a ndo
seletividade dos farmacos!®.

Com o intuito de melhorar esses problemas, as
nanoparticulas, quando associadas a outros farmacos,
podem propiciar sinergismo e aumentar a eficacia frente ao
tratamento de algumas patologias, devido principalmente
a sua capacidade de vetorizacdo e liberagdo controlada de
farmacos®.

O transporte e liberagdo controlada de farmacos
pelas nanoparticulas magnéticas de 6xidos de ferro sao
possiveis devido as suas propriedades magnéticas de
serem orientadas por campo magnético e também pelas
suas propriedades adquiridas apds sua funcionalizagdo por
polimeros, tensoativos ou surfactantes biocompativeis.
Esses agentes de funcionaliza¢do possuem a capacidade
de modular a liberag@o do farmaco no organismo''.

Propondo-se potencializar farmacos com conhecidos
efeitos terapéuticos, as nanoparticulas magnéticas surgem
como uma promissora classe de nanocarreadores com o
objetivo de carrear o farmaco pela circulagdo sanguinea
até o sitio-alvo®.

A possibilidade de carrear o farmaco até o sitio-alvo, é
muito interessante, uma vez que, direcionando o firmaco
até seu local de acdo, pode-se evitar a interagdo deste a
outros 6rgaos ou tecidos que ndo sejam de interesse de
atuagdo do farmaco. Dessa maneira, podem-se minimizar
os efeitos colaterais e toxicos®. Com a vetorizacdo,
sugere-se também que o controle de liberacdo do
farmaco no sitio-alvo possa aumentar o intervalo entre
as doses para proporcionar maior conforto ao paciente e
consequentemente maior adesdo ao tratamento®

Hipertemia

Hipertermia é o aumento acima do normal da
temperatura corporea. Altas clevagdes de temperatura
podem alterar a homeostasia corporal e causar danos
em tecidos. A partir desse conceito, varios estudos
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sdo realizados com o objetivo de provocar o aumento
da temperatura em lugares especificos, bem como de
provocar danos seletivamente em regides neopldsicas.
Isso causa a morte das células cancerosas, uma vez que
essas s30 menos resistentes a elevagdes de temperaturas
que células normais e saudaveis®?.

Para provocar aumento da temperatura em regido
localizada, as nanoparticulas magnéticas de oOxido
de ferro surgem como promissoras para o tratamento
terapéutico contra o cancer, sendo denominado como
hipertemia magnética'®. Devido as suas propriedades
de superparamagnetismo, as nanoparticulas de oxido de
ferro absorvem energia ¢ liberam calor na presenga de
um campo alternado magnético externo. E necessario
utilizar os procedimentos de ressondncia magnética
nuclear e de vetorizagdo, para carrear as nanoparticulas
ao sitio-alvo e provocar a hipertemia magnética®.

Para promover o processo de hipertemia, o fluido de
nanoparticulas superparamagnéticas de 0xido ferro devem
ser estabilizados e funcionalizados para se associarem a
anticorpos e serem usadas como vetores até o sitio-alvo
pretendido na regido do tumor'®. As nanoparticulas sdo
orientadas por meio de um campo magnético externo até
o local do tumor. Com a aplicacao de correntes alternadas
de forca e frequéncia, as nanoparticulas absorvidas pelas
células cancerosas dissipam calor ¢ provocam a elevagao
da temperatura, em torno de 41°C a 46 °C, no local do
tumor e provocam consequente lise das células tumorais
neoplasicas®.

Consideracoées Finais

Nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro
possuem propriedades superamagnéticas que conferem
a essas a capacidade de serem orientadas a um campo
magnético externo. Estudos de sistemas de liberacao de
farmacos, com nanoparticulas magnéticas, mostram-se
promissores para direcionamento do farmaco ao seu local
de acdo esperado, proporcionando melhor eficiéncia
ao tratamento ao paciente. Imagens por ressonancia
magnética nuclear utilizando contrastes, a partir de
nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro, mostraram
melhor nitidez nas imagen*¢. Além disso, estudos relatam
que se essas nanoparticulas forem funcionalizadas com
marcadores especificos, essas podem ser utilizadas para
o diagndstico mais preciso de patologias e serem Uteis
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na identificagdo precoce do cancer. Estudos demonstram
também que outra promissora terapia no combate ao
cancer ¢ a hipertemia magnética.

Espera-se que outros estudos possam corroborar com

mais informacdes a cerca das aplicagdes biomédicas de
nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro.
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Resumo Estendido

Determinacao dos Indices
Quimicos e Atividade
Antioxidante para Controle de

Qudlidade do Oleo de Gergelim

Liz P do Rosdrio, Paulo V. L. de Sousa, Ellen Nayara M. B.
Fernandes & Giuliana M. V. Verde.

O oleo de gergelim tem importancia alimenticia, medicinal, farmacéutica e cosmética.
O objetivo deste trabalho foi determinar os indices quimicos - Indice de Acidez (IA),
Indice de Saponificagdo (IS), indice de Ester (IE) - e a atividade antioxidante do 6leo
de gergelim, comercializado no mercado municipal de Anapolis — GO e correlaciona-
los com a qualidade do produto. Esses trés parametros foram determinados por meio
de testes descritos na Farmacopeia Brasileira e a atividade antioxidante, determinada
pelo método do sequestro do radical livie DPPH. Observou-se um alto valor de 1A
e um de IS dentro dos pardmetros preconizados. Ao mesmo tempo, o baixo valor de
IE corrobora com o elevado de IA. Esses resultados, portanto, revelam degradagdo
hidrolitica acentuada do 6leo.

Palavras-Chave: dleo de gergelim; indices quimicos, hidrdlise, atividade antioxidante.

Sesame oil has important food, medical, pharmaceutical and cosmetics aplications.
The objective of this study was to obtain the chemical indexes - Acid Value,
Saponification Value and Ester Value — and antioxidant activity of sesame oil sold in
Mercado Municipal Anapolis - GO and correlate them with the quality product. These
three parameters were determined by testing the Brazilian Pharmacopoeia and the
antioxidant activity determined by free radical sequestration method DPPH. There was
a high value of acid value and saponification value within the established parameters.
At the same time, the low ester value confirms the high acid value. These findings thus
reveal a marked hydrolytic degradation of the oil.

Keyword: sesame oil; chemical indexes; hydrolysis, antioxidant activity
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Resumo Estendido

Introducdo

O gergelim (Sesamum indicum L.), familia Pedaliaceae,
¢ um arbusto anual, que apresenta flores brancas em forma
de sino, com um toque de azul, vermelho ou amarelo
com ou sem ramifica¢des’ A planta possui uma variedade
de cores, de branco-creme para carvao-preto. A cor da
semente pode variar, mas elas geralmente sdo beges ou
brancas quando descascadas>®. Das sementes maduras, é
extraido o 6leo do gergelim: um liquido limpido, levemente
amarelado, com sabor e odor agradaveis.

Tem sido cultivado ha séculos, devido ao seu elevado
teor de 6leo comestivel e proteina. A india é o maior
consumidor mundial de gergelim e de muitas culturas
oleaginosas,comoamendoim, mostarda, semente de colza,
semente de gergelim, dentre outras. Contudo, o maior
exportador deste 6leo ¢ a China, e entre as oleaginosas,
o gergelim tem sido cultivado, principalmente, na Asia
e na Africa. Os pregos internacionais variam de U$ 500
a 700/ tonelada de semente e o dleo extraido por meio
de solventes atinge pregos que variam de U$ 800 a U$
1.000/tonelada *.

Esse 6leo possui reconhecida importancia cosmética,
farmacéutica e alimenticia'®. Apresenta, também,
propriedade laxativa leve e emoliente, além de ser usado
como ingrediente na producdo de sabdo, cosméticos e
lubrificantes. Ha muito tempo tem sido utilizado por suas
propriedades cicatrizantes e por manter os niveis de HDL
equilibrados e diminuir o de LDL "2

SESAMINA

O o6leo de gergelim é comercializado de forma ampla
em feiras, supermercados e no Mercado Municipal de
Anapolis-GO, com finalidades alimenticias e terapéuticas,
jé& que ¢ utilizado em preparacdes fitoterapicas, oriundas
de grupos populares de saude, bem como dos “raizeiros”.
Esses, sdo pessoas consagradas pela cultura popular,
no que diz respeito ao conhecimento sobre preparo,
indicacdo ¢ comercializagdo de plantas medicinais e que
possuem espaco em ruas, feiras livres e mercados ¢, como
no Mercado Municipal em questao.

O o6leo de gergelim possui compostos que sdo
antioxidantes naturais e apresentam potencial efeito
na prevengdo de doengas cronicas, pois sdo capazes de
proteger sistemas bioldgicos contra a agdo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, responsaveis por
danos oxidativos aos lipideos, proteinas e acidos
nucleicos™®. Além de apresentarem bioatividade no
organismo humano, os antioxidantes naturais, presentes
nos dleos vegetais, protegem tais 6leos contra a a¢do de
radicais livres, que iniciam ¢ perpetuam a peroxidacao
lipidica, principal forma de degradagdo dos oOleos
vegetais e importante fonte de prejuizos para a industria
de alimentos °. Dessa forma, os antioxidantes naturais
tém sido foco de interesse cientifico e tecnologico nas
areas de ciéncia de alimentos e nutrigdo, a partir de duas
abordagens principais: promog¢ao de maior estabilidade
oxidativa dos oOleos ¢ bioatividade no organismo
humano .

SESAMOLINA

Figura 1. Estrutura molecular dos componentes bioativos do gergelim.
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Os compostos responsaveis por esses efeitos ainda
ndo sdo totalmente conhecidos, porém, sugere-se que
os antioxidantes naturais estejam entre os principais
responsaveis. Por outro lado, os mecanismos pelos quais
os antioxidantes dos alimentos contribuem para o sistema
antioxidante endogeno também ndo estdo completamente
elucidados '°. Nos triglicerideos do 6leo de gergelim, sao
encontrados os acidos graxos: acido oleico, linoleico,
palmitico, estearico e pequenas quantidades de miristico,
araquidico, lignocérico e hexadecendico ''. As sementes
de gergelim contém duas substancias Unicas, sesamina
e sesamolina (Figura 1) que, durante o refinamento,
sao formados dois antioxidantes fenolicos, sesamol
e sesaminol. Ambas as substancias pertencem a um
grupo de fibras benéficas especiais: as lignanas, que
tém demonstrado um efeito redutor do colesterol nos
humanos. Também evitam a elevag@o da pressao arterial e
promovem o aumento de vitamina E em fontes animais'.

O oleo também ¢ util na elaboracdo industrial de
produtos de perfumaria, cosméticos (condicionamento da
pele, e agentes hidratantes, preparagdes capilares, 6leos
de banho e maquiagem), farmacéutica (veiculo para a
entrega da droga), inseticidas e tintas e vernizes °.

A capacidade antioxidante total de oleos vegetais
comestiveis ¢ determinada por sua composigdo fisico-
quimica e constitui um importante atributo de qualidade
dos dleos vegetais por estar relacionada a sua estabilidade
oxidativa . O ensaio do DPPH (1,1-Diphenyl-2-
picryl-hydrazil) é o mais amplamente utilizado para a
determinagdo da capacidade antioxidante em diferentes
oleos vegetais 11314,

Portanto, independente da finalidade de utilizagdo
do 6leo de gergelim, fins medicinais e/ou alimenticios, ¢
imprescindivel a realizacdo de ensaios que investiguem
parametros de estabelecidos para seu controle de
qualidade, tendo em vista a abrangéncia desse
produto e a acessibilidade no Mercado Municipal.
Assim, este trabalho teve como objetivo determinar
os indices quimicos como Indice de Acidez (IA),
Indice de Saponificagdo (IS) e o Indice de Ester (IE) e
avaliar a atividade antioxidante do oleo de gergelim
comercializado no mercado municipal de Anapolis — GO,
como contribuicdo nos aspectos voltados ao controle de
qualidade de drogas e derivados vegetais.
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Materiais e Métodos

OBTENCAO DA AMOSTRA

A amostra de 6leo de gergelim foi adquirida em uma
banca comercial no Mercado Municipal de Anapolis
“Carlos de Pina”, localizado no setor Central do
municipio de Anapolis, Goias. A embalagem de origem
tratava-se de um recipiente de plastico de cor branca-
leitosa, com conteudo de 250 ml e vedado com tampa
plastica. Para as andlises, as amostras foram preparadas
de acordo com os respectivos protocolos.

DETERMINACAO DOS INDICES QUIMICOS
INDICE DE ACIDEZ (IA), INDICE DE
SAPONIFICACAO (IS) E INDICE DE
ESTERIFICACAO (IE)

O IA e IS foram executados, de acordo com o método
da Farmacopeia Brasileira V 15, enquanto o IE, conforme
a metodologia da Farmacopeia Brasileira IV16 ¢ em
triplicata. Esses testes foram realizados no Laboratdrio
de Quimica Inorganica e Analises Instrumentais da
Universidade Estadual de Goias.

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
PELO METODO DO SEQUESTRO DO RADICAL
LIVRE DPPH (1,1-DIPHENYL-2-PICRYL-
HYDRAZIL)

A capacidade antioxidante foi avaliada, segundo
método adaptado e descrito por Ayscough e Russel"”
(1965) e Maruno* (2009) usando o radical livre estavel
DPPH. O método baseia-se na transferéncia de elétrons,
em que, por a¢do de um antioxidante (AH) ou uma espécie
radicalar, o DPPH que possui cor purpura ¢ reduzido,
formando difenil-picril-hidrazina, de coloragdo amarela,
com consequente desaparecimento da absorc¢ao, podendo
essa ser monitorada pelo decréscimo da absorvancia. As
leituras foram feitas em espectrofotdometro UV-Vis no
comprimento de onda 515 nm.

Curva de Calibracdo do
DPPH

Inicialmente, foram preparados 75 ml de solugdo
estoque de DPPH em metanol na concentragio de 30pum,
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mantida sob refrigeracdo e protegida da luz. Foram feitas
diluigdes de 25, 20, 15,10 ¢ 5 um. A curva de calibra¢do
foi construida a partir dos valores de absorbancia de
todas as concentracdes (5 a 30 pm), medidas em cubetas
de vidro tendo como branco o metanol. As medidas de
absorbancia foram realizadas em triplicata ¢ os dados
plotados para a construgdo da reta.

Leitura das Amostras

As amostras do 6leo de gergelim foram diluidas em
metanol nas concentragdes de 15, 10, 5, 2 (ug. ml™"). As
misturas reacionais foram preparadas, adicionando-se
0,1 ml das solugdes das amostras ¢ 3,9 ml da solugdo
estoque de DPPH (30 um). As medidas de absorbancia
foram feitas a 515 mm, 30 minutos apds a juncdo das
duas solugdes. Como branco foi utilizado 3,0 ml de
acetato de etila.

A capacidade antioxidante foi calculada pela equagao
abaixo como sendo o percentual de DPPH sequestrado
em cada concentragao:

%AA=[1- (A, /A )]x100 (1)

controle

amosra € @ absorbancia da mistura reacional e
conrore © @ absorbancia inicial da solugdo acetato de
etila DPPH.

A concentragdo inibitéria (EC50), quantidade de
antioxidante necessaria para decrescer a concentragao
inicialde DPPH em 50%, foi calculada através de regressao
linear dos valores obtidos utilizando o programa Microsoft
Office Excel. Os resultados, neste estudo, correspondem a
média de trés repeticdes (n=3) + desvio padrdo da média.
Os dados obtidos foram usados para construir curvas de
DPPH sequestrado versus a concentracdo da amostra, de
modo a determinar a Concentragdo Efetiva*® (CE50), ou
seja, a concentragdo necessaria para sequestrar metade
do teor inicial de DPPH, através da analise de regressao
linear e interpolagdo desses. Todas as medidas foram
realizadas em trés experimentos independentes, cada um
em ftriplicata, € os resultados foram expressos em mg.L
como média e desvio padrio.
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Resultados e Discussao

DETERMINACAO DE IA, IS E IE

Os resultados dos testes de IA e IS, bem como as
especificagdes da Farmacopeia Brasileira V 15 para o
oleo de gergelim, estdo expostos no Quadro 1.

Quadro 1. Resultados dos testes de Indice de acidez e Indice de
saponifica¢do da amostra de 6leo de gergelim.

TESTE ESPECIFICACAO RESULTADO
Indice de Nao mais que 2 ml O valor de IA obtido
acidez (IA) | de hidroxido de sodio | (16,47 £0,2517 mL
0,02 M SV sao gastos de NaOH 0,02 M
para neutralizar os SV para neutralizar
acidos graxos livres os acidos graxos de
presentes em 10 g de 10 g de amostra)
amostra 1>, foi superior ao
preconizado.
Indice de 188 a 195 mg de O valor de IS
saponifica¢do KOH/g®. encontrado (191,25 +
1s) 0,8801 mg de KOH/g)
esta dentro dos
padrdes estabelecidos.

O TA ¢é um parametro importante para a avaliagdo
do estado de conservagdo do 6leo. Um processo de
decomposi¢do — por hidrélise, fermentacdo e oxidacao
— geralmente altera a concentragdo de ions hidrogénio.
A acidez, por sua vez, estd associada com a natureza e
qualidade do 6leo, com seu grau de pureza e também com
suas condi¢Oes de conservagdo®.

Valores elevados de IA indicam uma hidrdlise
acentuada dos ésteres constituintes da matéria graxa.
Sdo causas da degradacdo: tratamentos quimicos,
integrantes dos processos industriais de extragdo e
purificacdo, atividade bacteriana, ag¢do catalitica (calor,
luz), estocagem inadequada e presenca de impurezas
como a umidade, entre outros. Logo, o alto valor de
IA, observado nesta andlise, indica uma decomposic¢ao
hidrolitica pronunciada dos triglicerideos componentes
do 6leo de gergelim.
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O IS expressa a quantidade de KOH, em miligramas,
necessaria para neutralizar os acidos graxos livres e
hidrolisar completamente os ésteres de um grama de
amostra. Como a quantidade de matéria insaponificavel
nos oleos ¢ pequena, o valor de IS depende quase
exclusivamente da composicao dos glicerideos ¢ reflete
a massa molecular média dos acidos graxos variando de
forma inversa a ela. Além de auxiliar na caracterizacdo
dos dleos, é util para a detecgao de adulteragdes por adigao
de o6leos compostos por glicerideos mais leves ou mais
pesados e por 6leos minerais®. O valor de IS encontrado,
em conformidade com o preconizado pela Farmacopeia
Brasileira V 15, sugerindo que provavelmente este 6leo
ndo foi adulterado por outros 6leos vegetais ou por 6leo
mineral.

O IE ¢ definido como a quantidade de KOH, em
miligramas, necessaria para hidrolisar apenas os ésteres
dos triglicerideos. Representa a diferenga entre os
valores de IS e IA. Para 6leos de boa qualidade, ¢ igual
ao valor do IS 20. A grande diferenca entre os valores do
IE (6,545 + 0,8097 mg de KOH/g) e IS (191,25 + 0,8801
mg de KOH/g), obtidos nesta analise, esta de acordo com
o alto valor de IA, sugerindo a decomposi¢ido elevada
deste 6leo por hidrolise.

TRIACILGLICEROL

O

Ay

+ 3H,0 ———*=

DETERMINACAO DA ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE POR DPPH.

Na analise da atividade antioxidante por DPPH, a
curva padrdo estd apresentada na Figura 3. O método
DPPH ¢ considerado um dos métodos mais faceis,
precisos e reprodutivos na avaliagdo antioxidante de suco
de frutas, extratos vegetais e substincias puras?'. Por ser
um radical muito estdvel, um composto que apresente
bons resultados no teste DPPH ¢ promissor para outros
testes in vitro com radicais instaveis e mais reativos.

Curva de DPPH y = 0,0217x + 0,0001

=

s 1 R?=0,9995
=
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Figura 3. Curva de DPPH utilizada na determinagéo da atividade
antioxidante do 6leo de gergelim.
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Figura 2. Reagdo geral de hidrolise de triacilglicerois.
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Observou-se que as amostras analisadas de o6leo de
gergelim apresentaram relevante atividade antioxidante
frente ao radical DPPH, de 82,05% (Figura 4). Compostos
que apresentam alto potencial em sequestrar radicais
livres, possuem baixo valor de EC50. O valor de EC50
foi de 16,67 pg.ml-1.

Atividade Antioxidante do dleo de gergelim

100
e ou
g 23 o y = 5,2545x + 7,3646
< 40 R*=0,9682
< 3 ‘e!
0
0 10 20

Concentracdo (pg. mL)

Figura 4. Grafico da atividade antioxidante do 6leo de gergelim.

Varios antioxidantes naturais ja foram isolados de
diferentes tipos de materiais vegetais, como sementes
oleaginosas, cereais, legumes, frutas, folhas, raizes,
temperos ¢ ervas’?>. Embor,a compostos antioxidantes
tenham sido identificados nas sementes de citros®, uva?,
manga®, canola’®?’? girassol”, primula3®?!, gergelim*?,
linhaga®* e tremogo®, estudos relacionados com a
atividade antioxidante de sementes de frutos tropicais e
subtropicais ainda tém sido pouco relatados.

Em outros estudos sobre a atividade antioxidante
de plantas medicinais, Souza et al. ¥*(2007) analisou a
atividade antioxidante dos extratos etandlicos de cinco
plantas:  Terminalia  brasiliensis (améndoa-brava),
Cenostigma macrophyllum (canela de velho), Terminalia
fagifolia  (capitdo-do-mato), Qualea  grandiflora
(pau-terra-da-folha-grande) e Copernicia prunifera
(carnauba), encontrando EC50 de 44,53 pg.mL", 78,45
pg.mL"',; 4223 pg.mL', 50,16 pg.mL" e 111,14 pg.mL",
respectivamente, mostrando que as espécies estudadas
também possuem atividade antioxidante.

Conclusao
Esta analise demonstrou um alto valor de IA € um
valor de IE distante do de IS para a amostra de 6leo de
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gergelim de procedéncia comercial. Quando analisados
em conjunto, esses resultados indicam uma acentuada
decomposi¢do do produto por hidroélise. Portanto, esses
testes simples e preliminares apontam que esta amostra
de 6leo de gergelim nao estd em conformidade com
parametros exigidos para sua comercializagdo e consumo.
Fato que se torna preocupante, uma vez que nao ha como
assegurar que todo o 6leo de gergelim comercializado no
Mercado Municipal passe por um processo analitico de
controle de qualidade.

A analise do potencial antioxidante frente ao
sequestro de DPPH indicou o potencial antioxidante
do o6leo de gergelim, corroborando estudos anteriores
encontrados na literatura cientifica e contribuindo para a
consolidacdo da pesquisa de atividade antioxidante como
um dos parametros de qualidade a serem exigidos no
controle de qualidade deste produto.

Assim, mesmo que a pratica popular do comércio de
plantas medicinais e seus derivados esteja imbricada na
cultura do povo brasileiro, torna-se salutar que o poder
publico e agéncias sanitarias reguladoras criem condi¢des
reais para que os comerciantes e/ou raizeiros tenham
condigdes acessiveis de atender as exigéncias sanitarias.
Nessa perspectiva, € necessaria a criagao de laboratorios
oficiais de Controle de Qualidade, ou de parcerias
solidas como as Institui¢des de Ensino de Anapolis que
dispuserem de cursos de Farmacia, Quimica ¢ afins.

Referéncias

1. Anilakumar, K. R. et al. Nutritional, Medicinal and Industrial
Uses of Sesame (Sesamum indicum L.)Seeds - An Overview.
Agric. conspec. sci. 2010, 75, 159 — 167.

2. Suja, K. P.; Abraham J. T.; Thamizh, S. N.; Jayalekshmy ,A.;
Arumughan, C. Antioxidant effi cacy of sesame cake extract in
vegetable oil protection. Food Chem. 2004, 84, 393-400.

3. Quasem, J. M.; Mazahreh, A. S.; Abu-Alruz, K. Development
of Vegetable Based Milk from Decorticated Sesame (Sesamum
Indicum). Amer J Appl Sci. 2009, 6, 888-896.

4. Maruno, M. Desenvolvimento de nanoemulsdes a base de 6leo
de gergelim aditivados de 6leo de framboesa para queimaduras
da pele. Thesis, School of pharmaceutical sciences of ribeirdo
preto Ribeirdo Preto, University of Sao Paulo, 2009.

5. Chakraborthy, G. S.; Sharma, G.; Kaushik, K. N. Sesamum
indicum: a review. J herb med toxicol. 2008, 2, 15-19.

6. Tresvenzol, L. M. et al. Estudo sobre o comércio informal de
plantas medicinais em Goiania e cidades vizinhas. Revista

Jan / Jun de 2015



10.

11.

12.

13.

14.

18.

19.

20.

21.

Jan

Eletrénica de Farmacia. 2006, 3, 23-28.

Szyd owska-Czerniak, A; Karlovits, G; Dianoczki, C; Recseg,
K; Szlyk, E. Comparison of two analytical methods for
assessing antioxidant capacity of rapeseed and olive oils. ] Am
Oil Chem Soc. 2008, 85, 141-49.

Ramadan, M.F; Moersel, J.T. Screening of the antiradical action
of vegetable oils. J Food Compost Anal. 2006,19, 838-42.

Chaiyasit, W.; Elias, R.J.; McClements, D.J.; Decker, E.A.
Role of physical structures in bulk oils on lipid oxidation. Crit
Rev Food Sci Nutr. 2007, 47, 299-317.

Castelo-Branco, V.N.; Torres, A. G. Total antioxidant
capacity of edible vegetable oils: chemical determinants and
associations with oil quality. Rev. Nutr. 2011,24, 173-187.

Cunha, A.P.; Cavaleiro, C.; Roque, O.R. Lipidos: Constituicao
quimica e estudo dos farmacos gordos. In Farmacognosia e
Fitoquimica; Cunha, A.P; Fundagao Calouste Gulbenkian ,
Lisboa, 2010; pp 175-208.

Espin, J.C.; Soler-Rivas, C.; Wichers, H.J. Characterization of
the total free radical scavenger capacity of vegetable oils and
oil fractions using 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical. J
Agric Food Chem. 2000, 48, 648-56.

Tuberoso, C.1.G; Kowalczyk, A; Sarritzu, E; Cabras, P.
Determination of antioxidant compounds and antioxidant
activity in commercial oilseeds for food use. J Agric Food
Chem. 2007, 103, 1494-501.

Valavanidis, A. et al. Comparison of the radical scavenging
potential of polar and lipidic fractions of olive oil and other
vegetable oils under normal conditions and after thermal
treatment. J Agric Food Chem. 2004,52, 2358-65.

. Brasil. Farmacopeia Brasileira, 5* ed. Brasilia: Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitéria, 2010.

. Brasil. Farmacopeia Brasileira, 4* ed. Atheneu, Sdo Paulo:

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 1988.

. AYSCOUGH, P.B.; RUSSELL, K.E. Spectroscopic studies of

the reversible reaction between 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl
and 2,4,6-tri-t-butylphenol. 1965. Canadian Journal of
Chemistry, v.43, p.3039-44.

Reda, S. Y.; Carneiro, P.I.B. Oleos ¢ gorduras: aplicagdes e
implicagdes. Revista Analytica. 2007, 27, 60-67.

Mendonga, M. A. et al. Alteragdes fisico-quimicas em 6leos de
soja submetidos ao processo de fritura em unidade de produgdo
de refeicdo no Distrito Federal. Com. Ciéncias Satde. 2008,
19, 115 - 122.

Moyna, P.; Heinzen, H. Lipidos: quimica y productos
naturales que 16s cntienen. In Farmacognosia: da planta ao
medicamento; Simodes, C.M.O. et al.; Editora da UFSC:
Florianopolis; Editora da UFRGS: Porto Alegre. 2010; pp
435-466.

Nascimento, C.J. Estudo quimico e avaliagdo biologica de
Piper klotzschianum Kunth (Piperaceae) e Croton grewioides

Jun de 2015

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Baill (Euphorbiaceae). Thesis. Federal University of Bahia,
2010.

Ramarathnam, N.; Osawa, T.;Ochi, H.; Kawakishi, S. The
contribution of plant food antioxidants to human health. Trends
in Food Science and Technology. 1995, 6, 75-82.

Alessandra, B.; Marie-clisabeth, C.; Hubert, R.; Claudette, B.
Antioxidant activity and phenolic composition of citrus peel
and seed extracts. J Agric Food Chem. 1998, 46, 2123-2129.

Jayaprakasha, G. K.; Singh, R. P.; Sakariah, K. K. Antioxidant
activity of grape seed (Vitisvinifera) extracts on peroxidation
models in vitro. Food Chemistry. 2001, 73, 285-290.

Puravankara, D.; Boghra, V.;Sharma, R. S. Effect of
antioxidant principles isolated from mango (Mangifera indica
L.) seed kernels on oxidative stability of buffalo ghee (butter-
fat). Journal of the Science of Food and Agriculture. 2000, 80,
522-526.

Krygier, K., F. Sosulski and L. Hogge, 1982. Free, esterified
and insoluble-bound phenolic acids. 1.Extraction and
purification procedure. J. Agric. Food Chem., 30: 330-334.

Naczk, M.; Amarovicz, R.; Sullivan, A.;Shahidi, F. Current
research development on polyphenolic on frapeseed/canola, a
review. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 1998, 62,
489-502.

Wanasundara, U. N.; Amarovicz, R.; Shahidi, F. Isolation and
identification of an antioxidative component in canola. Journal
of Agricultural and Food Chemistry. 1994, 42, 1285-1290.

Kubicka, E.; Jedrychowski, L.; Amarowicz, R. Effect of
phenolic compounds extracted from sunflower seeds on native
lipoxygenase activity. Grasas y Aceites. 1999, 50, 3206-3209.

Balasinska, B.; Troszynska, A. Total antioxidant activity of
evening primrose (Oenotheraparadoxa) cake extract measured
in vitro by liposome model and murine L1210 cells. 1998.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 46, p. 3558-
3563.

Wettasinghe, M.; Shahidi, F. Evening primrose meal, a source
of natural antioxidants and scavenger of hydrogen peroxide
and oxygen-derived free radicals. Journal of Agricultural and
Food Chemistry. 1999, 47, 1801-1812.

Shahidi, F. Natural Antioxidants: An Overview “in” Natural
Antioxidants Chemistry, Health Effects, and Applications.
AOCS Press: Champaign, Illinois, p. 1-11. 1996.

Oomah, B. D.; Kenaschuk, E. O.; Mazza, G. Phenolic acids in
flaxseed. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 1995,
43,2019-2026.

Tsaliki, E.; Lagouri, V.;Doxastakis, G. Evaluation of the
antioxidant activity of lupin seed flour and derivatives
(Lupinusalbus ssp. Graecus). Food Chemistry. 1999, 65, 71-75.

Souza, C.M. et al Fendis totais e atividade antioxidante de
cinco plantas medicinais. Quimica Nova. 2007, 30, 351-355.

Revista Processos Quimicos 77



Resumo Estendido

Liz P do Rosdrio”, Paulo V. L.
de Sousa, Ellen Nayara M. B.
Fernandes & Giuliana M. V.
Verde.

Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas. Universidade Estadual de Goiés.
Anapolis, GO.

“E-mail: liz_paulinha@hotmail.com

78



Stéphanie Naoum & Valdirene N. Monteiro

Os Fungos e a Glicosilacao

de Proteinas

Introducédo

Dentre as modificagdes poés-traducionais, a
glicosilagdo de proteinas ¢ a mais comumente observada,
sendo um processo importante tanto funcionalmente
quanto estruturalmente. A producdo de glicoproteinas
abrange, ndo somente o reino animal, mas também as
plantas, fungos e bactérias, por esses possuirem em
suas células um conjunto de enzimas, denominadas
glicosidases e glicosiltransferases, responsaveis pelas
reacdes de formacgdo de glicoproteinas'.

A formagdo das glicoproteinas envolve uma
variedade enorme de ligacdes carboidrato-peptideo, que
podem ser observadas ocorrendo naturalmente, desde
0s mais primitivos microrganismos até¢ os organismos
pluricelulares mais complexos. Isso demonstra que
a glicosilagdo de proteinas, como processo pos-
traducional, desempenha papel biologico essencial a
vidaZ.

A grande maioria das proteinas secretadas e presentes
nas membranas celulares passam pelo processo de
glicosilagdo. Os oligossacarideos, estruturas contendo
diversos acucares, sdo ligados covalentemente as
proteinas por dois tipos basicos de ligagdes: as
N-glicosidicas e as O-glicosidicas. A estrutura dos
oligossacarideos pode variar de estruturas simples até
estruturas muito complexas com varios tipos de residuos
de carboidrato*.

A glicobiologia ¢ o ramo da ciéncia que se destina
ao estudo estrutural, quimico, sintético ¢ funcional dos
glicanos (carboidratos) e seus derivados. Os glicanos
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sdo componentes celulares importantes e diversificados,
com a habilidade de unir-se tanto a proteinas, como
também a lipideos*. Podem ocorrer basicamente
dois tipos de glicosilagdo de proteinas: a chamada
N-glicosilagdo, que envolve glicanos de estruturas
e quantidades variadas, ligadas a uma sequéncia
Aspartato-X-Serina/Treonina e o O-glicosilagdo, em
que os glicanos se ligam a Serina ou Treonina, em
estruturas menos robustas .

Os produtos da glicosilagdo sdo pecas importantes
¢ fundamentais em processos biologicos e patologicos,
sendo que, mudancas estruturais nos glicanos tém
demonstrado relagao direta com sua fun¢do. Com o
desenvolvimento da quimica, da glicobiologia e da
biologia molecular, tornou-se possivel o estudo das
proteinas glicosiladas como possiveis fontes de novas
terapias, utilizando estas moléculas no estudo e no
desenvolvimento de novos farmacos ou como sitios de
acdo para outras substancias’.

As glicoproteinas sdo objetos de estudo em varias
areas, envolvendo diferentes campos do conhecimento.
Mostram-se uma importante fonte de novas terapias,
nos projetos de desenvolvimento de novas drogas e
no campo da descoberta de novas tecnologias. Muitas
mudangas estruturais em glicoproteinas estdo sendo
vinculadas a ocorréncia de doenga, por isso, essas
proteinas modificadas sdo vistas como possiveis novas
fontes terapéuticas ou alvos terapéuticos ®.

Alguns estudos tém demonstrado a relagdo
entre erros na glicosilacdo e o cancer. Porém, ndo se
sabe ao certo se o erro na glicosilagdo ¢ a causa do
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aparecimento do tumor ou uma consequéncia dele.
Algumas glicoproteinas relacionadas a tumores foram
identificadas como possiveis alvos para inibidores
tumorais e outras como antigenos imunogénicos
importantes para o possivel desenvolvimento de uma
vacina eficiente contra o cancer. Existem também as que
podem ser usadas como marcadores para diagndstico e
prognostico de patologias’.

Além dos avangos relacionados ao cancer, a
glicosilacdo e os glicanos vem desempenhando papel
importante também no estudo do desenvolvimento de
vacina contra o virus da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS), na descoberta de novos antivirais, na pesquisa
de novas terapias para desordens metabdlicas e
autoimunes, e ainda na elaboragdo de anticorpos
monoclonais em varios contextos. O entendimento de
processos patoldgicos e mecanismos de instalacdo de
infecgdes por agentes infecciosos, envolvendo glicanos,
também colabora para a descoberta de novas opgdes
terapéuticas’.

O estudo da relagdo entre as estruturas dos
glicanos e suas fung¢des, assim como, o envolvimento
da glicosilagio em diagnostico e progndstico de
doengas e os mecanismos moleculares envolvidos no
desenvolvimento de patologias sdo temas de varias
pesquisas nesta area. A analise estrutural detalhada das
proteinas glicosiladas, principalmente das estudadas
para fins terapéuticos e diagnosticos, ¢ de grande
importancia, pois a estrutura da molécula pode afetar
diretamente a imunogenicidade, a estabilidade e a
farmacocinética da molécula®.

A caracterizagdo de estrutural dos glicanos, devido
a sua grande diversidade, ¢ um processo complexo
e dependente de varias técnicas. A espectrometria
de massa e o uso de métodos cromatograficos tém
demonstrado resultados satisfatorios no processo
de caracterizagdo dos glicanos'. O desenvolvimento
tecnologico  possibilitou que as técnicas de
espectrometria de massa se tornassem cada vez mais
especificas e sensiveis, possibilitando caracterizagao e
identificagdo fidedignas®.

Justifica-searealizagdodeestudossobreaglicosilagao
de proteinas e glicanos como aprofundamento do
conhecimento da relacdo estrutura-atividade e na busca
de novas descobertas e possiveis novidades terapéuticas
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¢ biotecnologicas que futuramente poderdo contribuir
para o desenvolvimento de novos produtos para a
saude e importantes economicamente. O objetivo deste
artigo ¢ discorrer sobre glicoproteinas fungicas e sua
importancia dentro da biotecnologia, assim como, as
fungdes que desempenham no microrganismo produtor
e possiveis utilidades.

Utilizacdo de
. ’ ’ .
Glicoproteinas Fungicas

Os fungos sdo organismos vivos, eucariotos e
heterotroficos. Sua parede celular é rica em quitina e
possuem a capacidade de armazenar glicogénio assim
como as células animais. Estdo inclusos em reino
proprio denominado reino Fungi, e encontram-se
dispersos nos mais diversos ecossistemas, contribuindo
para diversos ciclos naturais, bioldgicos e ecologicos.
Podem ser leveduriformes, com somente um nucleo, ou
filamentosos, possuindo maior niumero de nucleos®.

Estes organismos vivos desempenham importantes
papéis em atividades humanas sendo que, desde a
antiguidade, sabe-se, por meio de relatos, que eles sdo
utilizados, por exemplo, na produ¢do de alimentos por
meio dos processos de fermentacao. A biotecnologia € o
campo que produz bens e servigos e desenvolve produtos
por meio da utilizagdo de organismos vivos ¢ de seus
derivados, em beneficio ¢ melhoramento da qualidade
de vida do ser humano. Os fungos desempenham
papel biotecnoldgico muito importante como pode ser
observado na descoberta do antibidtico penicilina e na
tecnologia de alimentos .

Além da industria de alimentos, exercem grande
importancia na producdo de bebidas alcodlicas, na
industria farmacéutica, na producdo de enzimas de
uso e interesse industrial, biodegradacdo e tratamento
de efluentes. Na agricultura, desempenham importante
papel no auxilio do crescimento vegetal e na defesa
contra fitopatdogenos, ou seja, sdo opgdes viaveis para o
biocontrole. Essas fungdes sdo possiveis apenas porque
os fungos sdo capazes de produzir substancias diversas
devido ao seu conteudo enzimatico .

A célula eucaridtica dos fungos possui o conjunto de
enzimas necessarias para a producdo de glicoproteinas
pelo método pos-traducional da glicosilagdo. Essas
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glicoproteinas podem exercer variadas fungdes. S@o
essenciais nesses microrganismos para estrutura da
parede celular e da célula como um todo, auxiliando na
integridade e crescimento, diferenciacao e sinalizagao,
nas interagdes com outros seres vivos 2.

A presenga de glicoproteinas na superficie celular de
fungos ¢ aresponsavel, juntamente com outras proteinas,
pelo potencial patogénico do fungo. O desenvolvimento
de micoses depende diretamente dessas estruturas. Elas
permitem aderéncia aos tecidos do hospedeiro, invasao
de tecidos, evasdo a resposta imune, dentre outras
acOes patogénicas. A expressdo destas moléculas esta
diretamente ligada as ferramentas genOmicas desses
fungos .

O fungo Candida albicans possui uma parede
celular rica em carboidratos isolados e carboidratos
ligados a proteinas. Essas glicoproteinas tém
importante papel antigénico ou alergénico quando ¢
analisada a interagdo desse fungo leveduriforme com
seus possiveis hospedeiros, principalmente o homem. A
concentragdo dessas substancias pode variar ainda entre
diferentes cepas, dependendo da variabilidade genética
e expressdo génica de cada uma, e também de suas
variagdes bioquimicas ',

Outro fungo patogénico ao homem ¢ o
Paracoccidioides
por desenvolver uma patologia denominada
paracoccidioidomicose. Estudo envolvendo a producao
de anticorpos monoclonais contra a glicoproteina GP70
deste fungo demonstrou que esta molécula desempenha
funcdo importante na instala¢do da infec¢do, dando ao
fungo a capacidade de escape ao sistema imunologico.
A GP70 mostrou inibir a atividade fagocitica de
macréfagos e também a liberacdo de substincias
importantes na destrui¢do do patdogeno °.

A paracoccidioidomicose ¢ uma doenga de grande
importancia em saide publica no Brasil. As técnicas
utilizadas para diagndstico sdo baseadas na procura
de antigenos, uma vez que os anticorpos sdo de dificil
detecgdo. A propria GP70 tem sido procurada nas
técnicas que avaliam a presenga de antigeno. Além
dela, a glicoproteina GP43, de grande importancia para
a patogénese do fungo também ¢é o principal antigeno
para o diagnostico soroldgico da infecgdo ',

Os fungos ndo causam patologias somente em

brasiliensis responsavel
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seres humanos. Existem alguns tipos de fungos,
chamados fitopatogenos, que sdo responsaveis por
desenvolver patologias em plantas e, por isso, podem
comprometer a produgdo agricola e a produgdo de
produtos para consumo humano. Um exemplo destes
fungos ¢ o Fusarium subglutinans. Para se desenvolver
mecanismos que combatam esse fungo, ¢ imprescindivel
conhecer sua estrutura e composi¢do quimica. A parede
celular desse fungo ¢ composta por uma glicoproteina
constituida por mais de 50% de proteinas e 30% de
agucares, com a manose sendo o constituinte glicidico
principal 7. Além do Fusarium subglutinans, existem
diversas espécies de fungos fitopatdogenos. Podemos
destacar o Botrytis cinerea ' Sclerotinia sclerotiorum
Y Rhizoctonia solani e Fusarium solani®.

Para o combate a esses fitopatdogenos, uma
alternativa que visa a substituicdo da utilizacdo de
pesticidas ¢ o uso de mecanismos de biocontrole. Um
desses mecanismos muito estudado ¢é a utilizacdo de
outros fungos que sejam antagonistas aos fitopatogenos
e esses, podem até mesmo, favorecer o desenvolvimento
dos vegetais. O Trichoderma harzianum é um fungo
filamentoso que tem demonstrado papel importante
no controle de fitopatogenos ?!. Estudos futuros visam
demonstrar a produgdo de glicoproteinas por este
fungo, a importancia dessas substancias ¢ sua relagdo
com o biocontrole de fitopatdgenos.

Fungos leveduriformes também tém mostrado
capacidade de combate a fitopatdgenos por meio da
produgao de toxinas que possuem efeito inibitorio sobre
o crescimento das hifas e a germinagdo de esporos .
Muitas toxinas produzidas por estas leveduras tém
estrutura glicoproteica e esta estrutura esté relacionada
intimamente com o mecanismo de acdo destas
substancias frente a outros fungos .

Certos fungos tém a capacidade de se associar
simbioticamente a raizes de plantas, formando o que
chamamos de micorrizas. Um grupo desses fungos
¢ chamado de fungos micorrizicos arbusculares e
sdo de grande importancia na microbiota do solo e
também para a agricultura*. Essa importancia se deve
principalmente a glomalina, uma glicoproteina que
auxilia na fertilizagdo do solo, permeabilidade da agua
e retengdo de carbono e outras particulas. Pesquisas
com a glomalina podem aprofundar conhecimento
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acerca da estrutura e qualidade dos solos, assim como,
promover o desenvolvimento de novas tecnologias e
produtos para agricultura?.

Os beneficios da presenca de fungos micorrizicos
no solo estdo intimamente ligados a presenga das
glomalinas. Além da retencdo de carbono e da
permeabilidade da agua, essa glicoproteina permite a
formagdo de aglomerados de metais, que funcionam
como agentes quelantes do solo. O teor de glomalina
presente no solo pode indicar quao degradado ou
saudavel este solo esta?®.

A utilizagdo biotecnologica de fungos e seus produtos
tem se tornado cada vez mais ampla. Um exemplo
disso € o uso de fungos basidiomicetos para limpeza
de efluentes resultantes do processamento téxtil. Esses
fungos possuem complexos enzimaticos responsaveis
pela degradacao de produtos quimicos, principalmente
corantes, que podem ser prejudiciais a natureza e aos
seres vivos se permanecerem nos cfluentes. Grande
parte destes complexos possuem glicoproteinas, dentre
elas, a lignina peroxidase, a manganés peroxidase, e a
lacase. A biodegradacdo flngica evita a utilizagdo de
produtos quimicos para a limpeza dos efluentes o que
diminui a concentragdo de compostos que podem alterar
processos ambientais naturais ?’.

A induistria farmacéutica também ¢ responsavel por
forte impacto ao meio ambiente, uma vez que contamina
efluentes com produtos resultantes da producdo de
medicamentos em larga escala. A utilizagdo de fungos
para limpeza desses efluentes parece ser um produto
biotecnolédgico de grande valor que diminui os impactos
da producdo de medicamentos sobre os ecossistemas.
Fungos como o Pycnoporus sanguineos e Trametes
versicolor sdo produtores da glicoproteina lacase e
poderdo ser utilizados para tratamento de efluentes
industriais diminuindo o impacto desta atividade sob a
natureza %

Fungos produtores de lacase, lignina peroxidase e
manganés peroxidase também podem ser utilizados
para degradacdo de matéria organica. O Trametes
villosa ¢ um desses fungos que apresentam grande
potencial para degradagdo e remocdo de substancias
himicas em ambientes aquaticos. Demonstram ser uma
biotecnologia melhor que as bactérias nesse sentido,
pois crescem normalmente em meio ao estresse destes
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ambientes, ao contrario destes seres procariontes %,

Existe uma glicoproteina de grande importancia
industrial chamada tanase. Esta pode ser produzida
por fungos e ¢ utilizada em larga escala na producao
industrial de produtos como cerveja, sucos de frutas
e vinhos. Sua obtengdo ndo biotecnoldgica ¢ cara,
por isso, os fungos seriam uma 6tima alternativa para
essa produgdo *°. Podem-se produzir as tanases por
fermentagdo, por meio, por exemplo, da utilizacao de
fungos Aspergillus sp., tendo como substrato residuos
agroindustriais de diversos produtos, como laranja, uva
e café, com produgdo satisfatoria da glicoproteina’'.

O uso de proteinas recombinantes, como moléculas
ativas farmacologicamente, é cada vez mais comum.
Grande parte dessas proteinas necessitam ser glicosiladas
para exercerem sua fungdo, por esta depender de sua
estrutura. Por isso, ndo podem ser produzidas por
células procariotica. Assim, as proteinas recombinantes
glicosiladas sdo produzidas em células de mamiferos
em laboratdrio. Os fungos tém sido estudados como
sistemas de produgdo dessas glicoproteinas, como
forma alternativa ao uso de células de mamiferos e tém
demonstrado eficiéncia nessa sintese. Sua parede celular
rigida confere aos fungos maior resisténcia ao estresse e
maior facilidade de manipulagdo em laboratorio *2.

Algumas glicoproteinas produzidas por fungos
j& demonstraram possuir potencial farmacoldgico.
O Aspergillus nidulans da linhagem RT2 ¢ capaz de
produzir uma glicoproteina chamada nandina que possui
diferentes graus de glicosilagdo. Esta glicoproteina
foi estudada e demonstrou-se in vitro e in vivo a sua
atividade anti-inflamatoria. Esta molécula inibe in
vitro a producdo da ciclooxigenase-2 e in vivo mostrou
atividade em dois modelos de inflamag¢ao diferentes **.

O fungo Scleroderma nitidum possui polissacarideos
que tiveram suas atividades farmacologicas avaliadas e
demonstraram atividade anti-inflamatodria e antioxidante.
Ao analisarem-se as estruturas desses polissacarideos
em infravermelho, observou-se que eles provavelmente
tenham estrutura glicosilada, formando um complexo
polissacarideo-proteina 3.

Consideracées Finais
De acordo com os relatos feitos nesta revisdo, pode-
se concluir que as glicoproteinas t€ém varias fungdes
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e sdo de grande importancia para a biotecnologia e o
desenvolvimento em varios campos. As glicoproteinas
produzidas por fungos sdo importantes meios para se
conhecer a estrutura do fungo e sua patogenicidade
quando este ¢ de causar doenga no homem e em
outros animais. S@o importantes no conhecimento
da imunidade e no desenvolvimento de substancias
farmacologicamente ativas que algum dia poderdo
originar novos medicamentos.

A importancia dos fungos na produgdo de
produtos ¢ conhecida desde os tempos mais remotos.
A utiliza¢do da fermentacdo possibilitou que produtos
hoje, amplamente consumidos, fossem introduzidos no
mercado ¢ melhorados com o passar dos anos. Muito
do que ¢ utilizado, proveniente desses microrganismos,
surgiu gracas a glicoproteinas produzidas por eles. Estas
substancias sdo utilizadas no processamento industrial e
no tratamento de residuos quimicos em efluentes, o que
¢ de grande importancia para o meio ambiente.

Os fungos tém sido usados também como biocontrole
de fitopatogenos, tendo enorme importancia econdmica
na manuten¢@o de grandes lavouras e evitam as perdas
de producao por patologias que acometem as plantas.
Além disso, sdo importantes componentes do solo,
influenciando na fertilidade e composig¢ao, facilitando a
permeabilidade da agua, sendo importantes indicadores
de degradacao.

Diante destas conclusdes, fica claro que estudos
envolvendo a produgdo de glicoproteinas por fungos sdo
importantes em varias areas do conhecimento, podendo
determinar o surgimento de novos produtos que poderdo
ser utilizados nos mais diferentes campos, englobando
desde a area da saude até a produgao industrial.
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