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EDITORIAL

Numa sociedade em que se convive com a super-
valorizacio do conhecimento cientifico e com a cres-
cente intervenc¢do da tecnologia no dia-a-dia, ndo ¢
possivel pensar na forma¢ao de um cidadao critico a
margem do saber cientifico. Mostrar a Ciéncia como
um conhecimento que colabora para a compreensao
do mundo e suas transformacgdes, para reconhecer o
homem como parte do universo e como individuo, é
a meta que se propde o Brazilian Journal of Natural
Sciences (BJNS). Em apropriagdo desses conceitos e
procedimentos acreditamos ser possivel contribuir
para o questionamento do que se vé e ouve, para a am-
pliagdo das explicagdes acerca dos fendmenos da na-
tureza, para a compreensao e valoragdo dos modos de
intervir na natureza e de utilizar seus recursos, paraa
compreensao dos recursos tecnoldgicos que realizam
essas mediagOes, para a reflexdo sobre questoes éti-
cas implicitas nas relagdes entre Ciéncia, Sociedade e
Tecnologia.

As ciéncias naturais abarcam todas as disciplinas
cientificas que se dedicam ao estudo da natureza. Tra-
tam dos aspectos fisicos da realidade, ao contrario
das ciéncias sociais, que estudam os fatores humanos.
Pode-se mencionar cinco grandes ciéncias naturais: a
biologia, a fisica, a quimica, a geologia e a astronomia.

Nesta edicao o BJNS traz artigos que se entrela-
¢am com essas informacdes cientificas e disponibiliza
de forma clara a contribuicio dos pesquisadores. Te-
nham uma boa leitura!

Carlos Jorge Rocha Oliveira
Editor Chefe

EDITORIAL

In a society in which there is an overvaluation of
scientific knowledge and the growing intervention of
technology in everyday life, it is not possible to think
about the formation of a critical citizen on the mar-
gins of scientific knowledge. Showing Science as a
knowledge that contributes to the understanding of
the world and its transformations, to recognize man
as part of the universe and as an individual, is the goal
proposed by the Brazilian Journal of Natural Sciences
(BJNS). In the appropriation of these concepts and
procedures, we believe it is possible to contribute to
the questioning of what is seen and heard, for the ex-
pansion of explanations about the phenomena of na-
ture, for the understanding and valuation of the ways
of intervening in nature and of using its resources, for
the understanding of the technological resources that
carry out these mediations, for reflection on ethical is-
sues implicit in the relations between Science, Society
and Technology.

The natural sciences encompass all scientific disci-
plines that are dedicated to the study of nature. They
deal with the physical aspects of reality, unlike the so-
cial sciences, which study human factors. Five great
natural sciences can be mentioned: biology, physics,
chemistry, geology and astronomy.

In this edition, the BJNS brings articles that inter-
twine with this scientific information and makes the
contribution of researchers clearly available. Have a
good reading!

Carlos Jorge Rocha Oliveira
Editor-in chief
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Resumo

O desenvolvimento dos esteroides é um dos mais fascinantes campos da
medicina, quimica e microbiologia industrial, principalmente devido ao fato
de varios esteroides discrepantes, como os acidos biliares e os hormonios se-
xuais, dentre outros, serem essenciais para os processos biologicos. O termo
de biotransformacdo ocorre devido ao processo em que substancias como o
farmaco, nutrientes, dejetos e toxinas dentro de um organismo passam por
reagdes quimicas, sendo geralmente medidas por enzimas, que as transforma
em um composto contrario do insélito administrado. Para o tratamento de
algumas doengas foi necessaria a administragao de esteroides ou hormonios,
mas, devido a sua complexidade, a obten¢do da forma sintética dessas mo-
léculas é proibitivamente cara. Desencadearam-se entao experimentos com
biotransformagéo; isso pode ocorrer com a presen¢a do microrganismo ou
pode-se produzir a enzima através do crescimento do microrganismo e pos-
terior extragao. A maior vantagem da biotransformagdo em relagdo a sintese
quimica ¢é a seletividade e a economia de processos. Devido a gama de opgdes
na biotransformacao de esteroides passou-se a ser factivel a obten¢ao de novas
moléculas até entdo nao existentes na natureza, o que proporcionou a criagao
de medicamentos melhores e com menos efeitos colaterais. Estudos feitos com
uma cepa do fungo Curvularia lunata mostraram que o controle de pH ¢ ne-
cessario para manter a enzima no melhor nivel de produgao, e que o0 maximo
de crescimento do microrganismo foi atingido quando o pH foi controlado
em 7,0. Posto isto, os resultados descobertos entre as condigdes experimentais
foram paragonados as porcentagens do esteroide formado contra a porcenta-
gem de esteroide de partida, pH, crescimento e esterilidade.
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Abstract

The development of steroids is one of the most fascinating fields of me-
dicine, chemistry and industrial microbiology, mainly due to the fact that
many discrepant steroids, such as bile acids and sex hormones, among
others, are essential for biological processes. The term biotransformation
occurs due to the process in which substances such as the drug, nutrients,
waste and toxins within an organism undergo chemical reactions, being ge-
nerally measured by enzymes, which turns it into an opposite compound
of the unusual administered. For the treatment of some diseases the ad-
ministration of steroids or hormones has been necessary but due to their
complexity, obtaining the synthetic form of these molecules is prohibitively
expensive. Experiments with bio-transformation began; This may occur
with the presence of the microorganism or the enzyme may be produced by
microorganism growth and subsequent extraction. The biggest advantage of
bio-transformation over chemical synthesis is selectivity and process econo-
mics. Due to the wide range of options in steroid bio-transformation, it was
now feasible to obtain new molecules not previously found in nature, which
led to the creation of better drugs with less side effects. Studies with a strain
of the fungus Curvularia lunata showed that pH control is necessary to keep
the enzyme at the best production level, and that the maximum growth of
the microorganism was reached when the pH was controlled at 7.0. That
said, the results found between the experimental conditions were compared
to the percentages of the steroid formed against the percentage of starting

steroid, pH, growth and sterility.

Introducao

A histéria do desenvolvimento dos esteroides ¢é
uma das mais fascinantes e destacadas no campo da
medicina, quimica e microbiologia industrial. Princi-
palmente devido ao fato de que vérios esteroides di-
ferentes, como os acidos biliares, os hormoénios sexu-
ais, dentre outros, serem essenciais para 0s processos
bioldgicos. Os sistemas bioldgicos obedecem as leis
da quimica, sendo que o termo de biotransformacao
ocorre devido as modificagdes da estrutura quimica
que sdo realizadas a temperaturas de 20 a 40°C, reque-
rendo um significativo aporte energético e que, geral-
mente sdo realizadas em meio aquoso. Atualmente os
microrganismos sao utilizados como reativos quimi-
cos para a preparagdo de intermedidrios, ou para a
produc¢io econdmica de produtos. Para o tratamento
de algumas doengas era necessaria a administragao de
esteroides ou hormonios e devido a sua complexida-
de, a obtencdo de forma sintética dessas moléculas é
proibitivamente cara. Iniciaram-se entao experimen-
tos com biotransformacdes, ou seja, transformacao

com auxilio de um sistema enzimatico gerado por
microrganismos. Isso pode ocorrer com a presenga do
microrganismo ou pode-se produzir a enzima através
do crescimento do microrganismo e posterior extra-
¢do (CASTRO, H. E et al., 2004).

A biotransformagdo ¢ um processo biologico pelo
qual um composto organico ¢ modificado para um
produto recuperavel, mediante reagdes simples, qui-
micamente definidas, catalisadas por enzimas celula-
res. As biotransformacoes diferem das fermentacdes,
nas quais os produtos, como antibidticos, enzimas,
aminodcidos, acidos organicos e solventes originam-
-se a partir de um complexo sistema Biosintética do
metabolismo primario ou secundério. Outras trans-
formagdes utilizadas atualmente em escala industrial,
tem utilizado diferentes microrganismos (ANDRA-
DE, J. S., PANTOJA, L., MAEDA, R. N., 2003).

A fermentagdo ou biotransformagdo, microrga-
nismos podem ser usados para converter compostos
a partir de outras estruturas para produtos de maior
valor agregado. As células microbianas comportam-se
como catalisadores quirais com grande especificidade
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posicional e estereospecificidade. Assim, processos
microbioldgicos sao mais especificos que processos
quimicos, promovendo modificagdes ou removendo
grupos funcionais em locais especificos numa molé-
cula complexa. As reagdes catalisadoras incluem de-
sidrogenacdo, oxidagao, hidroxilacdo, desidratagdo e
condensacio, descarboxilagdo, aminac¢do, deamina-
¢do e isomerizacdo. Os processos microbianos tém
ainda a vantagem sobre os processos quimicos de
operagdo em baixas temperaturas e pressoes, (BAS-
TOS, REINALDO GASPAR, EDUFSCAR, 2010).

A maior vantagem da biotransforma¢ao em rela-
¢d0 a sintese quimica é a seletividade e a economia
de etapas. O que é feito facilmente com a biotransfor-
magdo podem necessitar de mais de 30 reagdes qui-
micas fazendo com que a viabilidade econémica nao
exista. Existe praticamente para cada reagdo organica
um processo enzimatico equivalente que tem como
vantagens a quimiosseletividade, a regiosseletividade,

a diastereosseletividade e a enantiosseletividade, (FA-
BER, 1997).

Devido a gama de opgdes na biotransformacéao de
esteroides passou-se a ser factivel a obtencao de novas
moléculas até entdo ndo existentes na natureza, o que
proporcionou a criagdo de medicamentos melhores
e com menores efeitos colaterais. Estudos feitos com
uma cepa do fungo Curvularia lunata mostrou que o
controle de pH é necessario para manter a enzima no
melhor nivel de producio, e que o maximo de cresci-
mento do microrganismo foi atingido quando o pH
foi controlado em 7,0 (BANERJEE & SRIVASTAVA,
1992).

A hidroxilagao ¢é realizada pelas enzimas hidroxi-
lases; no caso do fungo Rhizopus arrhizus a enzima é a
11 a-hidroxilase, esse nome ¢ dado devido ao fato da
hidroxila ser colocada na posigao 11 do esqueleto es-
teroidal e com a configuragio espacial aa-hidroxilase,
conforme mostrado na figura 1.1.

Figura 1.1 - Hidroxilagdo realizada através de biotransformacao.

Fonte: Autores

Material e Método
Preparacao do meio de cultura:

Para realizacao do estudo, foi preparado meio de
cultura, iniciando pela pesagem das matérias primas
(meio de cultivo), pesando-se, em balanca analitica,
0,600 kg de Dextrose, 0,150 kg de Peptona e 0,003 kg
de Silicone, os matérias foram transferidos para um
béquer de 2 litros contendo, 1 litros de dgua destilada,
agitou-se a 100 rpm, com auxilio de agitacdo magné-
tica, até dissolu¢ao das matérias primas. Apos a com-
pleta dissolu¢do o volume foi avolumado para 1,5 L
com agua destilada e aliquotado para 14 Erlenmeyer
de 500 mL, sendo transferido 100 mL do meio de cul-
tivo para cada Erlenmeyer. Posteriormente distribui-

¢d0 do meio, os frascos foram numerados de 1 a 14.

Como o objetivo era avaliar o efeito do pH, ti-
vemos de garantir que os frascos tivessem o seu pH
controlado durante o experimento fermentativo, para
isso foi efetuado, com a adigdo de solugdes tampoes
4,00, 7,00 € 9,00 nos frascos onde o pH necessitava ser
controlado e nos frascos onde o pH deveria ser livre
adicionou-se a mesma quantidade de 4gua destilada
para equivaléncia das concentracdes dos nutrientes.
Conforme descrito na tabela 1, foi adicionado a cada
frasco, 10 mL da solucio descrita na coluna 2.

Apds a distribuicao das solugoes, os frascos foram
fechados com tampao de gaze e esterilizados em auto-
clave a 121°C durante 30 minutos. A autoclavagem e
aquecimento a 121°C durante 30 minutos a 1.02 atm.
sdo processo mais eficaz, pois o seu poder de penetra-
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¢d0 é maior, numa atmosfera himida e a uma tempe-
ratura elevada, os microrganismos morrem quando se
da a coagulagdo e desnaturagao das enzimas e prote-
inas que fazem parte da sua estrutura. Este processo
de eliminacdo de todos contaminantes é de extrema
importancia para o processo fermentativo, pois poste-
riormente realiza-se a inoculagdo do nosso microrga-
nismo e para obtencdo de bons resultados, deve-se ter
somente 0 nosso microrganismo, caso todos os con-
taminantes ndo sejam eliminados, estes competiram
com o nosso microrganismo Rhizopus arrhizus, desta

forma interferindo no crescimento e na produtivida-
de.

Tabela 1 - Distribuicdo de tampao em cada frasco,
correspondendo as diferentes situagdes de crescimen-
to de Rhizopus arrhizus.

Frasco | Solucgao a ser adicionada
01 Agua destilada

02 Agua destilada

03 Agua destilada

04 Agua destilada

05 Agua destilada

06 Solu¢ao Tampéo pH 4,0
07 Solugdo Tampéo pH 4,0
08 Solugdo Tampao pH 4,0
09 Solu¢ao Tampéo pH 7,0
10 Solugdo Tampéo pH 7,0
11 Solu¢iao Tampéo pH 7,0
12 Solugdo Tampéo pH 9,0
13 Solugdo Tampéo pH 9,0
14 Solu¢ao Tampéo pH 9,0

Fonte: Autores
Inoculagao e crescimento do fungo

Dois tubos de fungo Rhizopus arrhizus foram ino-
culados em fluxo laminar, um para o frasco 01 e outro
tubo o frasco 02. Em seguida os tubos foram incu-
bados em Scheker com agitacao de 150 rpm e tem-
peratura de 27° C por um periodo de 48 a 72 horas,
tempo determinado para a adaptacdo e crescimento
de microrganismo:

A. Crescimento microbiano: E normalmente asso-
ciado ao crescimento de uma popula¢ao de células de

um dado microrganismo, ou seja, aumento do nime-
ro de células da populagio.

B. Incubadora Shaker: E um equipamento de labo-
ratdrio responsavel pela agitacao de experimentos em
temperatura controlada e proteger essa agao de fato-
res externos, promovendo assim a incubagao, exerce
um movimento orbital de forma continua, pode se ter
o efeito de aquecimento ou resfriamento. As substin-
cias sao agitadas sem que haja contato com o ambien-
te externo. Nao havendo interferéncia de elementos
indesejados.

Apds crescimento, foram misturados os contetidos
dos frascos 01 e 02 (in6culo), para homogeneiza-los,
minimizando diferen¢as no indculo dos frascos sub-
sequentes e coletada amostra para realiza¢ao de ana-
lise de esterilidade, pH e crescimento. Foi transferido
10 mL do in6culo dos frascos 01 e 02 para cada frasco,
de 03 a 14 e posteriormente foram incubados por 24
horas sobre agitacao de 150 rpm e temperatura de 27°
C, sendo coletada amostras para analises de esterilida-
de, crescimento e pH. Apds 24 horas de crescimento,
foi adicionado 0,05 g/L de esteroide estéril (progeste-
rona) em cada um dos frascos e posteriormente foram
incubados por mais 48 horas (tempo de biotransfor-
magdo) mantendo agitagdo de 150 rpm e temperatura
de 27°C. Apos 48 horas de transformacao, os frascos
foram retirados da incubadora e efetuado andlise de
esterilidade, crescimento e pH de cada frasco e avalia-
¢do da biotransformacao.

Parametros fisico e fisico-quimicos que devem
ser considerados no processo de fermentagio

O oxigénio: ¢ um dos substratos gasosos mais im-
portantes para o metabolismo microbiano. Nao ¢ um
gas muito soluvel em agua, sendo que uma solugao
saturada contém aproximadamente 9 mg O2/L (25°C)
e devido aos ingredientes do meio de cultivo a satura-
¢do ¢ ainda menor. Portanto ¢ necessario injetar ar no
meio de cultura, através de aeradores, durante o pro-
cesso fermentativo. O ar é injetado na parte inferior
geralmente através de difusores para controlar o tama-
nho das bolhas. Pode-se dissolver centenas de gramas
de glicose em agua, mas a solubilidade do oxigénio a
1 atm. a 35°C ¢ da ordem de 7mgO2/L (7ppm). Desta
forma de nada adianta colocar centenas de gramas
por litro de glicose do meio de cultivo se ndo se
consegue transferir oxigénio ao microrganismo numa
velocidade suficientemente grande para suportar um
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crescimento exclusivamente aerobio (BERNARDES,
T. F., et al., 2008). Temperatura: o controle de tem-
peratura é efetuado através de camisa com circulagido
de agua gelada e agua quente, ligado a um termostato
de acordo com o comportamento do microrganis-
mo, sendo este um parametro muito importante, pois
todos os microrganismos possuem uma temperatu-
ra 6tima para o processo de biotransforma¢ao, uma
temperatura alta ou baixa, ird alterar o metabolismo
do microrganismo impactando assim na sintese do
farmaco (VOLPE, P. L. O,, 1997).

Esterilizacao: a esterilizacdo de um meio de culti-
vo ou ambiente é a operacio de elimina¢do de formas
vegetativas e esporuladas de microrganismos. A este-
rilizagdo difere da desinfecgdo pelo fato de que neste
ultimo processo ocorre o emprego de uma substancia
que destroi ou inibe o crescimento de certos micror-
ganismos em determinados meios. Os agentes fisicos
entendem-se calor, filtracao e radiagdo, como agentes
quimicos temos o emprego de acidos, bases, sais, ha-
logénios, alcoois, éteres e fendis. A esterilizagao pelo
calor seco é feita a temperatura de 160-170°C por
duas horas, ndo sendo aplicados a meios de cultivos
ou liquidos, mas na vidraria, no material de laboratd-
rio e no recheio dos filtros de ar. A esterilizagdio com
calor umido ¢ feita num ambiente de vapor saturado
a 1 atm. de pressdo (T = 121°C) durante 15-20 minu-
tos, condi¢des suficientes para eliminagao das formas
mais resistentes, os esporos de bactérias. (BASTOS,
REINALDO GASPAR, EDUFSCAR, 2010).

Agitagao: Os processos microbianos conduzidos
em aerobiose encontram uma situacio de enorme
destaque entre os cultivos microbianos de interesse
industrial, incluindo a produgdo de antibidticos, en-
zimas, vitaminas, biomassa, proteinas recombinantes
e tratamento bioldgico de aguas residudrias, em todos
esses casos ha necessidade de um adequado dimen-
sionamento do sistema de transferéncia de oxigénio,
que compreende a operagao de dissolu¢ao do oxigé-
nio contido na fase gasosa para a fase liquida, em que
ocorre o consumo pelos microrganismos. (BASTOS,
REINALDO GASPAR, EDUFSCAR, 2010).

O pH: influencia a atividade enzimadtica interfe-
rindo na estabilidade dos grupos ionizaveis das en-
zimas, no sitio ativo e na conformacao tridimensio-
nal das moléculas, O pH adequada propicia que os
grupamentos do sitio ativo fiquem na forma quimica
adequada para interagirem com o substrato. Em geral,
a enzimas sdo ativas numa faixa limitada de pH e em

muitos casos existe um valor 6timo, (BASTOS, REI-
NALDO GASPAR, EDUFSCAR, 2010).

O controle de pressao: estd relacionado a uma das
condi¢des ideais de biotransformagdo do microrga-
nismo. Caso exista uma pressdo extrema dentro dos
biorreatores, o microrganismo podera ser afetado,
nao evoluindo de forma esperada para a produgio do
produto desejavel.

Feed: Fonte de nutrientes, para manter a cons-
tancia do crescimento do microrganismo, é possivel
identificar quando sera necessario ser realizado esta
adi¢do, acompanhando os pardmetros acima, onde
regras de monitoramento, tanto de pH, temperatura,
vazdo e aeragdo sdo fundamentais e indispensaveis
para que se tenha o maximo de aproveitamento en-
zimatico para alcangar o produto desejado (RODRI-
GUES, P. H. M., et al., 2004).

Analise de esterilidade, pH e PCV (volume de
células compactadas)

Para confirmagdo da esterilidade, pH e PCV, fo-
ram realizadas a seguintes analises:

TSB: Tubos de caldo de soja tripticaseina, 9 mL de
TSB mais 1 loop da amostra: transferéncia de aliquota
da amostra em tubo de ensaio de maneira asséptica e
incubagdo em estufa a uma temperatura entra 34,5 a
39,5°C, por 24 horas.

TSA: Estrias no meio em placa: semeadura da
amostra em placa de petri de maneira asséptica e in-
cuba(;éo em estufa a uma temperatura entre 34,5 a
39,5°C, por 48 horas.

MEA: Estrias no meio em placa: semeadura da
amostra em placa de petri de maneira asséptica e in-
cubagdo em estufa a uma temperatura entre 23 a 26°C,
por 120 horas. Durante os experimentos realizados
nao foi evidenciado nenhum tipo de contaminagao
(auséncia de microrganismo estranho).

PCV: transferéncia de 10 mL da amostra em tubo
e centrifugagao por 10 minutos a 900 rpm. Ao final da
centrifugagdo avaliar o volume depositado no fundo e
tubo, usando a escala de volumétrica do tubo, multi-
plicar o volume por 10.

Ex.: sélido depositado igual a 15 X 10 = a 15% de
PVC.

Nos experimentos realizados obteve-se todos os
crescimentos acima da especificagdo de 20% para o
microrganismo de interesse, os resultados obtidos en-
contram-se na tabela 03.
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pH: inserir o eletrodo do pHmetro, devidamente
calibrado, no frasco contendo a amostra, e registro do
valor apresentado no visor do aparelho, assim que este
valor se mostrar estavel. os resultados obtidos encon-
tram-se na tabela 03.

Analise da Biotransformacao

Para avaliar o rendimento da biotransformacio,
foram transferidos 10,0 g do caldo fermentado de cada
um dos frascos para béquer de 50 mL, posteriormen-
te foram adicionados 10,0 g de metanol e cada um dos
béqueres, em seguida agitou cada frasco por10 minu-
tos, apds agitacdo, os conteudos dos béqueres, foram
filtrados em papel de filtro qualitativo. Apos filtracao
as amostras foram analisadas para quantificagdo da
biotransformac¢do em HPLC (Cromatografia Liquido
de Alta Performance) Agilent, conforme método des-
critas abaixo:

Utilizou-se uma coluna de a¢o inox (250,0 mm
X 4,6 mm) C-18 fase reversa e 5,0 mm tamanho de
particula, com a coluna a temperatura ambiente, a fase
movel utilizada foi acetonitrila/agua (60:40), com
um fluxo da fase movel de 1,0 ml min-1, o volume
injetado foi de 2 microlitros, o detector utilizado
foi VWD (comprimento de onda variavel), com um
comprimento de ondas de 242 nm.

Utilizou-se a cromatografia liquida de alta eficién-
cia (CLAE; em inglés: High performance liquid chro-
matography, HPLC) por ser um método de separagiao

de compostos quimicos em solugdo, a qual ¢ utiliza-
da na quimica analitica para identificar e quantificar
cada componente em uma mistura, por ter boa sen-
sibilidade, na separa¢do de compostos nao volateis e
termicamente estaveis.

RESULTADOS

Os resultados analiticos encontrados foram ava-
liados entre as condigoes do experimento. Foram
comparadas as porcentagens do esteroide formado
contra a porcentagem de esteroide de partida, pH,
crescimento e esterilidade. Através da analise dos re-
sultados analiticos nos cromatogramas, verificando-
-se os perfis cromatograficos avaliou-se o impacto da
variagdo do pH para a biotransformag¢do bem como
para o crescimento do microrganismo. As copias dos
cromatogramas das respectivas andlises encontram-se
em anexo.

Na tabela 2 encontramos os valores de porcenta-
gem do esteroide formado e do esteroide de partida, e
na tabela 3 sao apresentados os dados de crescimento,
pH e esterilidade antes e apds a biotransformacgao.

Podemos observar que os frascos sem controle de
pH através de tamponamento do meio tiveram uma
maior variagdo no pH apds a biotransformagdo do
que nos frascos tamponados. Observamos também
que os maiores crescimentos foram encontrados nos
frascos com pH livre e pH controlado em 7,0 assim
como os melhores resultados de biotransformagao.

Tabela 2 - Andlise do esteroide de partida e formado por HPLC

% Esteroide formado % Esteroide de partida
Frasco | Condicao de pH

Individual Média Erro Individual Média Erro
03 97,55 0,98
04 Livre 97,53 97,54 0,01 1,00 0,99 0,01
05 97,53 0,99
06 68,04 30,92
07 4 68,02 68,03 0,01 30,94 30,92 0,02
08 68,04 30,91
09 98,51 0,00
10 7 98,51 98,51 0,01 0,00 0,00 0,00
11 98,52 0,00
12 19,47 80,43
13 9 19,90 19,68 0,22 80,00 80,22 0,22
14 19,68 80,22

Fonte: Autores
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Tabela 3 - Dados de crescimento, pH e esterilidade antes da Biotransformagéo

Frasco | Condi¢ao de pH Antes da Biotransformacgao
pH % Crescimento
Individual Média Erro Individual | Média Erro
01e02 In6culo 6,8 - - 30 -
03 6,7 28
04 livre 6,6 6,7 0,1 29 28,7 0,6
05 6,7 29
06 4,0 25
07 4 4,1 4,0 0,1 27 26,3 1,2
08 4,0 27
09 6,8 30
10 7 7,0 6,9 0,1 29 29,3 0,6
11 6,9 29
12 8,7 20
13 9 8,9 8,8 0,1 18 20,0 2,0
14 8,9 22

Fonte: Autores

Tabela 4 - Dados de crescimento, pH e esterilidade ap6s a Biotransformagao

Apos a biotransformacgio
Frasco Est.erilidade antes~ da pH % Crescimento
biotransformacao
Individual | Média | Erro | Individual | Média | Erro
01e02 Positivo - - - - - -
03 Positivo 6,2 6,1 0,1 25 25,3 0,6
04 Positivo 6,1 25
05 Positivo 6,1 26
06 Positivo 3,9 4.0 0,1 20 21,0 1,0
07 Positivo 4,1 21
08 Positivo 3,9 22
09 Positivo 6,8 6,9 0,1 27 26,3 1,2
10 Positivo 6,9 27
11 Positivo 6,9 25
12 Positivo 8,8 8,8 0,1 17 17,3 0,6
13 Positivo 8,8 17
14 Positivo 8,9 18

Fonte: Autores
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O grifico 1 demonstra que sem controle de pH
através de tamponamento do meio, a variagdo do pH
apos a biotransformagao ¢ maior do que nos meios
tamponados.

Grafico 1 - Comparagdo de pH antes e apos a bio-

transformacao.

pH
10
9
8
7
6
5
4
3
2
1

4 7
Condigao de pH dos frascos

Legenda:

- pH antes da Biotransformagéo
- pH depois da Biotransformagio

Fonte: Autores

Pode-se visualizar no grafico 2 que a menor va-
riacdo de crescimento encontrada entre as amostras
antes e apds a biotransformagdo ocorreu nos frascos
com controle de pH em 7,0. Cabe destacar que em to-
dos os casos a diminuicdo do crescimento deve-se a
curva de crescimento microbiano, onde o microorga-
nismo ja comega a entrar na fase de declinio ou desa-
celeracdo. Nas outras condi¢oes de pH livre, 4,0 e 9,0
a diminui¢do do crescimento foi mais intensa e isso
provavelmente foi acentuado devido a um desvio do
pH o6timo de crescimento do microorganismo.

Grafico 2 - Comparagido de crescimento antes e apos
a biotransformacao.
pH

Livre 4 7 9
Condigdo de pH dos frascos

Legenda:

- Crescimento antes da Biotransformacéo

- Crescimento apés a Biotransformagéo

Fonte: Autores

No grafico 3 observamos que a melhor condigdo
de biotransformagao ¢ a dos frascos com pH contro-
lado em 7,0, onde todo o esteroide de partida foi con-
sumindo e a condi¢do menos favoravel foi a de pH
controlado em 9,0 onde menos de 20% do esteroide
de partida foi transformado.

Grafico 3 - Rendimento da biotransformacao.

Livre 4 7 9
Condigdo de pH dos frascos

Legenda:

Il * Estercide formado
[l  estersice de partica

Fonte: Autores
Discussao

Os resultados apresentados no grafico 3 eviden-
ciaram claramente que com o controle de pH em 7,0
a transformagdo é completa ndo restando nenhum
esteroide de partida. Como mencionado anterior-
mente, o controle de pH faz com que tenhamos uma
porcentagem de transformagao mais eficiente do que
os resultados obtidos sem controle de pH (tabela 3).
Em contrapartida demonstrou-se também que mes-
mo com o controle de pH, existe uma faixa 6tima de
trabalho para que a transformagao ocorra. O grafico
3 evidéncias de que em pH fora dessa faixa a transfor-
magao nao é completa. Em pH muito baixo ou muito
alto o sistema enzimatico fica prejudicado néo ten-
do eficicia na biotransformacio conforme os dados
apresentados na tabela 3.

Segundo estudos realizados por Sukhodol
e colaboradores (1984) ficou evidenciado que a bio-
transformagdo de esteroides pelo fungo Curvularia
lunata nao sofre alteragdo para variagoes de pH de
4,0 a 6,0. Hanc e colaboradores (1961) observaram
que a biotransformacdo de esteroides pela cultura de
Absidia orchidis tanto em condigdes acidas (pH 4,0
a 5,0) quanto em condi¢des alcalinas (pH 7,5 a 8,0) é
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inibida. A tabela 5 mostra os resultados obtidos neste
experimento, a faixa de pH utilizada foi mais estreita
que a utilizada no nosso caso, mas pode-se muito bem

ver que o pH 4timo para a transformacio no caso de
Hanc e colaboradores (1961) foi de 6,5.

Tabela 5 - O efeito do pH no curso da transformagédo de esteroide S (HANC et. al., 1961)

Incubag¢ido em horas
pH 15 20 24
Cortisol % | Epicortisol % Cortisol % Epicortisol % | Cortisol % | Epicortisol %

4,4 18,6 17,2 20,0 19,8 23,8 22,4
5,5 44,1 42,8 46,2 44,6 46,0 44,3
6,5 49,7 44,1 48,9 43,9 48,9 43,6
7,3 43,8 40,9 44,6 42,8 45,8 43,0
8,0 27,1 25,4 30,9 26,1 33,5 28,2

Hanc e colaboradores (1961) ainda verificaram que o metanol foi o solvente mais aceitavel para a extracao do
esteroide do meio de cultura em comparagao aos solventes etanol e acetona. Para o estudo deste experimento

utilizamos o metanol nas extrac¢des do esteroide.

Conclusao

Através das literaturas levantadas e testes realiza-
dos no laboratorio para este estudo, é possivel afirmar
que o experimento evidenciou que o sistema enzima-
tico pode ou nao ser afetado pela alteracdo de pH, isso
vai depender de qual é o microrganismo gerador das
enzimas.

O uso de tampdes no meio para o controle de pH
garante que a enzima transforme todo o esteroide de
partida, tendo, portanto, a melhor relagdo de trans-
formacao.

O melhor para conduzir o processo de biotrans-
formacao em Rhizopus arrhizus fazendo com que
tenhamos o maior rendimento, foi para pH igual a
7,0. Cabe destacar que industrialmente o custo do
tamponamento do meio para pH 7,0 pode ser, maior
que o ganho em rendimento quando comparado com
a condic¢do de pH livre, podendo ser, mais rentavel
a biotransformac¢ao em pH livre. Para utilizagdo em
escala industrial, cabe um estudo de viabilidade eco-
ndémica e também elabora¢do de uma analise de risco,
levando em consideragdo que o controle do pH, sen-
do que para o controle em escala industrial sera ne-
cessario a implementac¢ao de tanques adicionais para
o ajuste durante o processo fermentativo (crescimen-
to e biotransformagao), aumentando os risco de con-
taminagdo por intermédio deste tanques adicionais.
Podendo estes ajustes serem realizados com solu¢oes

estéreis de base e ou acidas. Pode ser observado tam-
bém que apos a transformagdo com a pH controlado
em 7 o crescimento mantivesse maior em relagdo aos
outros experimentos.

Nas outras duas faixas de pH devem ocorrer uma
alteragdo na conformacio tridimensional da enzima,
fazendo com que ndo tenhamos um resultado satisfa-
torio na biotransformagao.
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extratos das plantas Momordica charantia L. e Boerhavia difusa ; Foi a ava-
liagdo da atividade antioxidante dos extratos utilizando do método de se-
questrar os radicais livres de DPPH - 2,2-difenil-1-picrilhidrazila, ao qual
foi possivel verificar que a B. diffusa L. apresentou atividade antioxidante,
enquanto a M. (charantia L. mostrou se com atividade bem inferior; A ativi-
dade a atividade fotoprotetora teve como avaliagdo o método de Mansur, ao
qual foi realizado a determinagao de fotoprotegao por espectrofotometria in
vitro, onde foi determinado o fator de prote¢ao solar (FPS) da incrementa-
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Abstract

The skin is the largest organ that man has, its function is to protect our
body. Sun rays on skin contact aid in the synthesis of vitamin D, but pro-
longed exposure causes damage to the skin. For this, photoprotective and
antioxidant activity analyzes of the extracts of Momordica charantia L. and
Boerhavia diffusa plants were performed; It was the evaluation of the antio-
xidant activity of the extracts using the DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazi-
la) free radical scavenging method, which showed that B. diffusa L. showed
antioxidant activity, while M. charantia L. showed much lower activity; The
activity the photoprotective activity was evaluated by the Masur method,
which was performed the photoprotection determination by in vitro spec-
trophotometry, where it was determined the solar protection factor (SPF) of
the increment of the extracts. We concluded that the extracts under study
showed satisfactory results for sun protection, whereas for antioxidant acti-
vity only B. diffusa L. showed good results.

Introducao

A pele é o maior 6rgao do ser humano, ao qual
auxilia na produgao de vitamina D quando em con-
tato com os raios solares, todavia, a exposi¢ao pro-
longada sem protecdo traz modificagdes na pele. A
radiacdo ultravioleta pode provocar danos ao DNA,
imunossupressao, alteracdes quimicas e histoldgicas
na epiderme, envelhecimento precoce, cataratas e
carcinogénese, dentre outras deterioragoes [1] . Essas
modificagdes na pele causadas pelo sol causam muito
transtornos aos individuos, atrapalhando em ativi-
dade cotidiana. Esses danos podem ser minimizados
com o uso de protetores solares pela sua agao profila-
tica e terapéutica [2].

O Brasil apresenta uma grande biodiversidade de
plantas com poder fotoprotetor, onde seus principios
ativos extraidos possuir a capacidade de proteger a
pele de fatores extrinsecos. Com isso, tem se realizado
a incorporagido destes ativos em produtos cosméticos
para maximizar os resultados. Além disso, a cada dia
o mercado vem crescendo pela buscado por produ-
tos que tenha propriedades de origem natural, onde
esta matéria prima apresenta comprovac¢ao de estudos
cientificos, apresentando eficacia e seguranca da sua
efetividade [3].

Os filtros solares sao agentes que, de acordo com a
natureza quimica e as propriedades fisicas dos ingre-
dientes ativos, atenuam a a¢do das radiag¢oes Ultravio-
leta (UV) por mecanismos de absor¢do (organicos),

dispersao e reflexdo (inorgéanicos) [2]. As proprieda-
des antioxidantes presentes nas plantas Momordica
charantia L. e Boerhavia diffusa L., atuam na elimina-
¢do de radicais livres que promovem danos celulares
ocasionados pelos raios ultravioletas, este auxiliando
na prevengdo do fotoenvelhecimento ocasionado por
fatores externos.

A Momordica charantia L. popularmente conheci-
da como melao de Sdo Caetano ou meldozinho, ¢ uma
trepadeira pertence a familia Cucurbitacea. O melao
de sdo Caetano possui propriedade antioxidantes pre-
sentes principalmente em suas folhas. Os compostos
fendlicos do M. charanti L., sdo extraidos por extracao
com solvente, onde foram relatados para exibir ativi-
dade antioxidante [4]. Efeitos fotoprotetores foram
encontrados em um estudo, os resultados revelaram
que o extrato metanolicos de folhas da M. charantia
L., reduzem efetivamente a produgdo de espécies rea-
tivas de oxigénio e previnem a morte celular em que-
ratindcitos HaCaT irradiados com UVB [5].

Boerhavia diffusa L. é uma planta nativa do Brasil,
sendo mais encontrado no norte e nordeste do pais,
pertence a familia da Nycataginaceae e conhecida
popularmente como pega pinto ou erva tostdo. Esta
planta apresenta propriedades antioxidantes prove-
nientes dos extratos de raiz e sua fragdo bioativa, de
metanol e etanol, onde esta atividade protege contra
os danos oxidativos ao DNA e inibi¢do da a-amilase
[6]. A presencga de altos compostos fendlicos e flavo-
noéides na B. diffusa, faz com que esta apresente eleva-
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do grau de fotoprotecao.

Devido a maioria dos filtros solares serem de ori-
gem sintética, verificou se a necessidade de verificar
o potencial incremento em formulagdes cosméticas,
utilizando os extratos de Boerhavia diffusa L. e Mo-
mordica charantia, analisando a atividade antioxidan-
te, o comprimento de onda critico e o incremento da
atividade fotoprotetora.

Material e método

As plantas foram coletadas em Pernambuco, no
Municipio Brejo da Madre de Deus, onde se realiza
o projeto Farmacia Viva. Em seguida foram levadas
para o laboratorio escola da ASCES-UNITA, ao qual,
as partes que foram utilizadas.

Obtencio de extrato etandlico

A extragao foi realizada com as folha da Momordi-
ca charantia e as raizes da Boerhavia diffusa L., estas
foram limpas em dgua corrente, e secas em estufa a
40 °C. Ap&s esse periodo, o material foi triturado. Em
seguida o material sera macerado e adicionado alcool
etilico durante (90°GL) 07 dias, na propor¢ao de 1:5,
em temperatura ambiente. Logo ap6s, foi submetido a
evaporacdo lenta, em temperatura de 40° C, sob pres-
sao reduzida, em evaporador rotativo.

Avalia¢ido ada atividade antioxidante

Para determinar a atividade antioxidante utilizou-
-se 0 método de sequestrar os radicais livres de DPPH
(0,5mM) utilizando 1 ml na soluc¢io, onde ocorre a
transferéncia de elétrons através da a¢ao antioxidante,
este deslocamento atribui & molécula uma coloracio
violeta a amarelo palido, utilizando como amostra pa-
drao BHT na concentragdo de 25 a 200 ug.mL", mes-
ma concentrac¢do utilizada com os extratos, apos 30
minutos, foi realizada a leitura em espectrofotometria
deX =517 nm.

A partir dos resultados obtidos através do célculo,
estes foram adicionados e analisados através do pro-
grama estatistico Microcal Origin® v6.0. Através deste
software foi observado a regressao linear dos extratos
de acordo com as diferentes concentracoes e (AS %)
percentagem dos radicais [7].

Avalia¢do do comprimento de onda critico

A avaliagdo do comprimento de onda critico tem
por objetivo avaliar o comprimento de onda que o
extrato consegue absorver. Para isso foram realizadas
diluigdes dos extratos a 50mg.L", seguido de varredu-
ra entre A 290 a 400nm em triplicata, com isso verifi-
ca-se a absor¢éo ultravioleta (UVA e UVB), utilizando
alcool etilico absoluto como branco [8].

Incremento da atividade fotoprotetora

Para avaliar a qualidade dos produtos cosméti-
cos contendo filtros solares utilizou-se o método de
Mansur, onde este ird realizar a determinacao de fo-
toprotecao por espectrofotometria in vitro, realizada
de forma simples por calculos matematicos. Concen-
tragoes de 1% e 5% dos extratos das plantas Boerhavia
Diffusa e Momordica Charantia, foram incorporadas
em formulagdes topicas na forma de gel com. As for-
mulagdes foram diluidas a 0,2ug.mL", seguido de var-
redura entre A 190 a 400nm [9].

Apds a varredura no espectrofotometro de absor-
¢do, com os resultado foram obtidos, foi analisado o
FPS com a formula matematica de Mandur [10] : FPS
= Fc % EE.L Abs.

Onde: FC= fator de corregdo igual a 10. EE(\)=
efeito eritemogénico da radiagao solar em cada com-
primento de onda () nm. I(\)= intensidade da radia-
¢do solar em cada comprimento de onda (\)nm. Abs
= absorbancia do comprimento de onda (\) da solu-
¢do de filtro solar.

Resultados e discussao
Avaliagao da atividade antioxidante

Os resultados da avaliagdo da atividade antioxi-
dante dos extratos oram expressos na tabela 1, mos-
trando as concentra¢des das amostras, a absorbéncia
e o desvio padrido de cada concentracdo dos extratos
comparados com o padrao.

Os resultados deste teste foram expressos no gra-
fico 1, ao qual pode-se observar a correlagao linear
(R) entre a concentracio e a atividade antioxidante,
comparando-se o hidroxitolueno de butila (BHT- 2,6
Di-tert-butyl-4-methylphenol) e os extratos. Sendo
que o pega-pinto obteve maior coeficiente angular (a),
ou seja, atividade antioxidante semelhante ao BHT .
Tal atividade deve-se ao teor de compostos fendlicos e
flavonoides presentes nos extratos [7].
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Tabela 1.
BHT Pega-pinto Melao-de-Sao-Caetano
Conc. Abs DP Abs DP Abs DP
25 0,599 0,02 0,972 0,223 0,889 0,012
50 0,501 0,029 0,613 0,092 0,870 0,037
100 0,359 0,015 0,326 0,033 0,829 0,104
200 0,170 0,045 0,129 0,010 0,773 0,065

Tabela 1 - Resultados obtidos apds a leitura espectrofotométrica; Conc. = concentragdo em pg.mL"; Abs =

absorbancia; DP = desvio padrao. Dados dos autores
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Grafico 1 - Regressao linear dos extratos em compa-
racdo ao BHT - Dados dos autores

Tabela 2.
Produto R a
BHT 0,978 -0,0024
Pega-pinto 0,936 -0,004
Melao-de-Sao-Caetano 0,99 -0,0007

Tabela 2 - Valores de regressdo linear dos produtos.
R= correlagao linear; a= coeficiente angular. Dados
dos autores

Avaliagao do comprimento de onda critico

Na avaliagdo do comprimento de onda critico, os
resultados obtido durante a leitura em espectrofoto-
metria foram calculadas no grafico 2 para Boerhavia
diffusa L. e o grafico 3 para Momordica charantia L.,
observando - se que os dois extratos apresentaram
boa absor¢ao para a luz UV-A. No entanto a RDC 30
de Junho de 2012 diz que o comprimento de onda

Tabela 3.
BHT vs
Conc. P:;I:-T)ivnsto Meldo-de-Sao-
Caetano
Valor de P Valor de P

25 P<0.001 P<0.001
50 P> 0.05 P<0.001
100 P> 0.05 P<0.001
200 P> 0.05 P<0.001

Tabela 3 - ANOVA Two-way entre o controle (BHT)
e extratos. Dados dos autores

critico minimo deve ser de 370 nm , para que um fil-
tro solar seja indicado como adequado na protegao a
radiagdo UV-A e UV-B.
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Grafico 2 - Comprimento de onda critico da Boerha-
via diffusa L. Dados dos autores.
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Grafico 3- Comprimento de onda critico da Momor-
dica charantia L. Dados dos autores

Os extratos das plantas analisadas apresentaram
os seguintes comprimento de onda critico: Para Mo-
mordica charantia L. : 385 nm; Para Boerhavia diffusa
L. : 327 nm. Desata forma, os extrato que apresenta
um bom resultado para fotoprotetor segundo a RDC
30/12, sera apenas o Momordica charantia L. No en-
tanto, o comprimento de onda critico ndo leva em
consideracao a intensidade de todo espectro, possi-
bilitando que um filtro com protegdo inferior possa
apresentar mesmo valor de Ac que outro, com prote-
¢do superior [11]. Concomitante a isto, observamos
no imagem 3 que a Boerhavia diffusa L. apresentou
area sobre a curva com boa intensidade de espectro,
possibilitando um bom resultado de filtro solar para
UV-A.

Incremento da atividade fotoprotetora

Os resultados obtido apods a leitura das incorpo-
ragoes dos extratos vegetais em formulagoes topicas
na forma de gel diluidas, estdo presentes no grafico 4
e na tabela 4, mostrando que apenas a incorporagao
do extrato de Pega-pinto (PP) a 1% obteve baixa ativi-
dade fotoprotetora assim como o gel puro, as demais
obtiveram bons resultados, sendo que o PP a 5% ob-
teve o maior FPS.

A atividade fotoprotetora depende da capacidade
de absor¢do de energia UV, compostos aromaticos,
com par de elétrons livres, que possuem essa ativida-
de. De acordo com a literatura, confirmam a presenca
destes compostos nos produtos vegetais [8,9].
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Grafico 4 - FPS de cada gel protetor sem e com os
extratos com a porcentagem de 1% e 5%. Dados dos
autores

Tabela 4.
Formulagao FPS DP P <0.05?
Gel 10,57 0,27 -
Gel PP 1% 11,66 0,30 Nao
Gel PP5% 28,24 0,74 Sim
Gel MSC 1% 18,25 0,34 Sim
Gel MSC 5% 19,16 0,41 Sim

Tabela 4 - Resultados do incrementos dos extratos
apos a leitura; FPS=fator de Protecdo Solar; DP= des-
vio padrao. Dados dos autores.

Conclusao

Com estas avaliagdes realizadas concluisse que
esses extratos vegetais possuem bons resultados para
atividades antioxidante e fotoprotetora. Para ativida-
de antioxidante apenas a Boerhavia diffusa L. apresen-
tou resultado semelhante ao BHT, para avaliagdo do
comprimento de onda critico apenas Momordica cha-
rantia L. apresentou um bom resultado para fotopro-
tetor segundo a RDC 30 de Junho 2012. A avaliagio
do incremento dos extratos vegetais em formulagdes
topicas na forma de gel diluidas, apenas o extrato de
Pega-pinto a 1% apresentou baixo resultado.
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Barragens de rejeitos sdo reservatdrios feitos com o objetivo de reter agua
e residuos solidos resultantes da extragdo de minérios para que evite danos
ambientais. No Brasil, existem centenas e apesar de toda tecnologia envolvida,
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rimentos foram descobertas formas de reuso desse material na construcao ci-
vil, como por exemplo em blocos cerdmicos. Dessa forma, através desse artigo
buscamos uma alternativa para a reducio dos passivos ambientais representa-
dos por essas barragens de rejeito, diminuindo consideravelmente o volume a
ser represado nas barragens. Dar uma destinagio para esses rejeitos serd uma
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AAutor correspondente:
Cleber do Prado Ferreira Junior2- E-mail: cleber.ferreira@fmu.br — ORCID: https://orcid.org/0000-0003-1691-1733

DOI: https://doi.org/10.31415/bjns.v3i1.86 - Artigo recebido em: 04 de fevereiro de 2020 ; aceito em 17 de fevereiro de
2020; publicado em 10 de marco de 2020. Brazilian Journal of Natural Sciences, Vol. 3, N.1, marco 2020. Disponivel
online a partir de 10 de margo de 2020, ISSN 2595-0584. www.bjns.com.br. Todos os autores contribuiram igualmente
com o artigo. Os autores declaram ndo haver conflito de interesse.

Este é um artigo de acesso aberto sob a licenca CC - BY: http://creativecommons.org/licenses/by/4.0



232 FERREIRA JUNIOR, C.P. e colaboradores- Braz. J. Nat. Sci. - revista eletronica ISSN: 2595-0584 - V.3 - N.1

Article ID

Abstract
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mineral extraction to avoid environmental damage. In Brazil, there are hun-
dreds and despite all the technology involved, disruptions continue occur
and cause enormous environmental and social damage to the population.
A recent example is the bean dam located in municipality of Brumadinho,
Minas Gerais, which on January 25, 2019 collapsed resulting in a huge in-
dustrial, humanitarian and environmental disaster directly impacting all the
inhabitants of the city, bringing a large number of fatalities, missing and
desalinated, and several dead animals, soil and rivers contaminated by ore
tailings. Iron ore tailings can be considered as a raw material as it becomes a
sustainable product that meets the technical requirements of Brazilian and
international. They are different in their characteristics making change their
function and before use as a reuse alternative are tests some trials and tests
on building materials to evaluate how to best use it. Through this article, we
seek an alternative to reduce the environmental liabilities represented by
these tailings’ dams, considerably reducing the volume to be dammed in the
dams. Giving these wastes a destination will be a very satisfactory environ-

plant extracts,
solar radiation.

mental solution, among others.

INTRODUCAO

O manual de seguranga e inspegao de barragens
define barragem de rejeitos como um barramento
construido com a finalidade de reter rejeitos ou ma-
teriais estéreis de mineragdo e de outros processos in-
dustriais [1].

Existem no Brasil diversos barramentos destina-
dos a diferentes usos. Recentes acidentes envolveram
barragens de rejeitos de mineragdo, o que desperta
atencdo para essas estruturas [2].

As barragens de rejeitos sao das maiores estruturas
geotécnicas terrestres construidas [3] e sdo reconhe-
cidas por gerarem grande impacto ambiental [2]. Sdo
usadas para o deposito dos residuos e agua gerados a
partir do processo de mineragdo [4] que funcionam
como uma barreira que pode ser feita de solo com-
pactado, blocos de rocha ou rejeito. Conforme sao de-
positados, acomodam-se ao fundo, deixando a agua
na parte superior para entdo ser tratada e ter parte
reutilizada para o processo de mineracio e parte ser
devolvida ao meio ambiente [5].

Rejeito é o material proveniente de beneficiamento
do minério, do qual ja foi retirada a parte economica-
mente importante [6]. Por gerarem grande impacto
ambiental e ndo possuirem valor comercial, as em-

presas optam por descartar os rejeito da forma mais
econdmica, ou seja, como material para a construcgao
da propria barragem, minimizando os impactos am-
bientais resultantes [7].

Algumas das barragens atendem as normas de se-
guranga compativeis com os padrdes internacionais
exigentes, entretanto muitas ainda permanecem sem
fiscalizagdo necessaria, o que faz com que estejam su-
jeitas a ultrapassagem de niveis de seguranca, enchen-
tes, entre outros fatores que podem resultar em rom-
pimento da estrutura causando prejuizos ambientais,
econOmicos e sociais. Uma razao para as falha é o nao
seguimento dos critérios adequados de projeto, cons-
trugdo e operagdo. Essas falhas vém custando vidas,
além de todo impacto ambiental causado [2].

Passados pouco mais de trés anos do caso da bar-
ragem de Mariana, outra eclosio aconteceu em Minas
Gerais, dessa vez em Brumadinho. A barragem Corre-
go do Feijao da empresa Vale, em 11 de Dezembro de
2018 teve a licenga para ampliagdo da capacidade de
produgdo da barragem de 10,6 milhdes de toneladas
para 17 milhoes de toneladas por ano. A licenga foi
dada pelo Conselho Estadual de Politica Ambiental
(COPAM), da Secretaria de Meio Ambiente e Desen-
volvimento Sustentavel de Minas (Semad) [8]. Apds
42 dias, em 25 de Janeiro de 2019 a barragem foi palco
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para o desmoronamento que lancou lama e dejetos,
alcancando moradias e pousadas, além da area rural
290 hectares foram atingidos e as mais de trezentas
vidas que foram tiradas [9].

Estudos feitos através dos rejeitos de minério de
ferro indicam a possibilidade de reutilizagao dos mes-
mos na construgao civil, sejam em asfaltos, blocos
ceramicos, argamassas, entre outros, de forma que o
volume de rejeitos seja diminuido visando a preserva-
¢do do meio ambiente.

Material e Método

A pesquisa tem como objetivo mostrar uma so-
lugdo para barragens de rejeitos que estdo em estado
de alerta. Sendo assim, foram realizadas diversas pes-
quisas de artigos buscados na internet junto com uma
analise comparativa de rejeito de minério de ferro, ar-
gila cinza e argila amarela, para que fosse comprovada
a eficiéncia de utilizagdo de tal material na execuc¢io
de blocos ceramicos na construg¢io civil.

Sistema da Barragem I do Cdrrego do Feijao

O Sistema Coérrego do Feijao faz parte do Com-
plexo Minerador Paraopebas, de propriedade da Vale,
sendo constituido pelas Barragens I e VI.

A Barragem I da Mina do Feijao foi implantada
em 1976 com o intuito de contencéo de rejeitos finos e
provenientes do beneficiamento de minério. O sistema
estd localizado na Mina do Feijao, Alto do Curso da Ba-
cia do rio Paraopebas, nas cabeceiras do ribeirdo Ferro-
-Carvao, afluente pela margem direita do Paraopebas,
em terras do municipio de Brumadinho, Minas Gerais.

Foi construida sobre solo rochoso com boa capa-
cidade de suporte e permeabilidade baixa. Os aterros
do 4° a0 9° alteamento foram construidos pelo método
de montante, que é o mais antigo, simples e econdmico
para a construgao de barragens [2]. Neste método a es-
trutura do barramento ¢é iniciada a partir de um dique,
construido com materiais de boa qualidade como en-
rocamento ou material argiloso compactado [10].

A barragem tinha o seu monitoramento através da
leitura periodica de piezometros sandpipe ou Casa-
grande, indicadores de nivel dagua, inclindmetros e
medidores de vazao e de percolacio. Através da leitu-
ra, os dados eram lancados em tabela e graficos para
comparagdo com os niveis de seguranga estabelecidos
em premissa: atengao, alerta emergéncia.

Qualquer barragem é apenas um meio para se
atingir o objetivo principal do empreendimento: a
criacdo de um reservatdrio. Desse modo, é de vital
importancia a escolha do local onde se pretende cons-
truir uma represa. Devem ser levados em considera-
¢do os aspectos geoldgicos, topograficos, climaticos,
bioldgicos, socioeconémicos, etc [11].

No conceito técnico, deve-se ter ciéncia da impor-
tancia do projeto, dos materiais utilizados na constru-
¢do e as necessidades de seguranca que a barragem
precisara, tendo em mente que com o passar dos anos
é comum o aparecimento de trincas, erosdo nas estru-
turas assoreamento e perda de resisténcia [11].

Ecologicamente falando, a constru¢do de barra-
gens rompe o equilibrio natural que existe na regido.
Grandes reservatorios tém grande influéncia no meio
ambiente, alterando até mesmo o clima da regido por
conta do contato rejeito-ar e rejeito-solo, causando
também maiores taxas de evapora¢do e vapo-trans-
piracdo aumentando a umidade do ar. E possivel até
mesmo ocorrerem cheias tragicas colocando em risco
a regido e a propria barragem [11].

Rompimento da Barragem

A barragem que estava inativa desde 2015 e arma-
zenava 12 milhdes de metros cubicos de lama de rejei-
tos da mineracgao de ferro chegou a romper em 25 de
Janeiro de 2019 espalhando rejeitos até confluéncia do
rio Paraopeba, como mostrada na Figura 1.

Analisando dados do Servigo Geoldgico do Brasil
(CPRM), nota-se que apds o rompimento em 25 de
Janeiro a velocidade de escoamento dos rejeitos era
de 1 km/h fazendo com que chegasse a uma distancia
de aproximadamente 96 km, na cidade de Sdo José da
Varginha em 29 de Janeiro.

As chuvas que ocorreram apds uma semana do
rompimento levaram os rejeitos até o rio Paraopeba
tornando a d4gua imprdpria para uso. Foram inviabili-
zados os servigos de captagdo de aguas nesse rio para
o abastecimento de grandes cidades, como por exem-
plo, Para de Minas e Belo Horizonte, prejudicando
muitos agricultores que nao tinham mais como irri-
gar suas plantagoes [12].

A tragédia contabilizou aproximadamente 300
vitimas. Além disso, a contamina¢ao da agua por
elementos quimicos nocivos a saide, em um més ja
havia avancado cerca de 250 quilémetros no rio Pa-
raopeba, atingindo pelo caminho 16 municipios [13].
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Figura 1 - Espalhamento do rejeito até a confluéncia com o rio Paraopeba

[ ESPALHAMENTO DO REJEITO ATE A CONFLUENCIA COM O RIO PARAOPEBA - 29/01 (BRUMADINHO - MG) |

Area de espalhamento do rejeito
Aproximadamente 290 hectares

Elaboragdo: Diretoria de Gestdo Territorial
Ambiental
Proje¢do: Universal Transversa de Mercator
Datum: WGS84 Zone 235 (EPSG 32723)
Escala do mapa: 1:28000
Escala do vetor: 1:5000
Fonte: Sistema e Engesat
SECRETARIA DO ESTADO DO MEIO AMBIENTE
E DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL
31 de janeiro de 2019

Figural. Fonte: Secretaria de Estado de Meio-Ambiente e Desenv. Sustentavel - 29/01/2019 - SEMAD

Os 12 milhées de metros ctbicos de lama devem
elevar o transporte de sedimentos ao longo do tempo
[14] causando assoreamento do leito e barragens de
hidrelétricas dos rios Paraopeba e Sdo Francisco, além
da contaminagdo dos mananciais subsuperficiais. A
fauna e flora foram atingidas, pois 51% da drea atingi-
da sa0 ecossistemas naturais ricos em biodiversidade,
dos quais mais de 65% (98,18 ha) eram matas em es-
tagio ecoldgico avangado.

Segundo médicos entrevistados pela BBC News
Brasil, 13 elementos quimicos foram identificados na
lama entre eles niquel, magnésio e cddmio que mes-
mo em quantidades pequenas podem ser prejudiciais
a saude. Por ser uma barragem antiga pode ser alta-
mente toxica e ndo é possivel medir a concentragiao
atual destes componentes no solo.

Os rejeitos que chegam aos rios contaminam a fau-
na e flora, afetando a cadeia alimentar, mas os resulta-
dos s6 poderao ser percebidos daqui a décadas.

Reaproveitamento de Rejeitos de Barragem na
Constru¢io Civil

Os rejeitos de minério de ferro sdo diferentes em
suas caracteristicas, variando em func¢do do proces-

so de beneficiamento do minério, do tipo de minério
bruto ou mesmo da variabilidade das frentes de lavra
e da sua posi¢do na barragem de rejeito [15].

As mudangas nas caracteristicas devido ao proces-
so de beneficiamento se ddo em fun¢ao do local que
sao destinados, tamanho das particulas, entre outros
fatores [6]. Segundo Lopes [16] existe influéncia do
teor do ferro no comportamento mecanico dos rejei-
tos. A propor¢ao entre o ferro (>) e asilica (<) implica
diretamente no peso especifico dos graos.

Os rejeitos granulares formados por graos de
areias finas a médias, ndo plasticas, possuem alta per-
meabilidade e apresentam baixa compressibilidade,
enquanto as lamas formadas por particulas de graos
de siltes e argilas, possuem alta plasticidade, dificil se-
dimentagdo e alta compressibilidade [15].

Em estudos sobre os rejeitos de minério de ferro
do estado de Minas Gerais realizados por Nery [17]
por meio de analise fluorescente de raio X, obteve re-
sultados que mostraram que as particulas finas de re-
jeito ndo sdo toxicas e apresentam estrutura cristalina
estavel, inerte, sem presenca de substincias infeccio-
sas ou expansivas [17]. A partir de testes notou que é
possivel incorporar um teor consideravel de minério
de ferro na fabrica¢do de blocos ceramicos de veda-
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¢do. Para garantir que os blocos sejam aplicados na
construcao civil sem causar efeitos negativos tanto no
meio ambiente quanto na sua utilizagdo na constru-
¢do, sdo realizados ensaios de caracterizagdo ambien-
tal. O rejeito de minério de ferro é composto por silica
e 6xido de ferro com particulas de diversos formatos e
tamanhos similares, o que permite adi¢do do rejeito.
Na tabela 1, nota-se que o rejeito de minério

Tabela 1 - Fragoes granulométricas

de ferro por conta da sua nao plasticidade pode ser
considerado um silte arenoso ja que possui pequena
parcela de argila. Além disso, comparando o limite
de plasticidade temos outra vantagem, pois quanto
maior o limite, maior a dificuldade de secagem dos
corpos de prova o que acarreta problemas na secagem
e queima [17].

Material Argila (%) Silte (%) Areia fina (%)
Rejeito de mineiro de ferro (RMF) 11,90 49,50 38,60
Argila Cinza (AC) 62,40 30,10 7,50
Argila Amarela (AA) 43,60 20,80 35,60
Fonte: Mendes, 2019 [17]
Tabela 2 - Caracteristicas fisicas
M E ifi .
Material assa dZIs)ea @ Diimetro Limite de Limite de Indice de
- Médio Liquidez Plasticidade | Plasticidade
Solidos (g/cm3)
Rejeito de minério de ferro 2,933 47 0 0 0
Argila cinza 2,609 <1 60 44 16
Argila amarela 2,748 1,8 56 35 21
Fonte: Mendes, 2019 [17]
Tabela 3 - Composi¢do quimica obtida por FRX* das matérias primas
Material Sio2 | Al203 | Fe203 | TiO2 | CaO | MgO | K20 | P205 | Outros | PF**
Composi¢ao quimica (%)
Rejeito de miné-
€Jerto G MINE 1 63 091 | 7,169 | 25,792 | 0,280 | 0,201 | 0,122 | 0,319 | 0,392 | 0,256 | 2,279
rio de ferro
Argila cinza 44,293 | 32,531 | 4,624 | 1,921 | 0,443 | 0,086 0,265 0,329 0,257 | 15,211
Argila amarela | 43,902 | 27,737 | 12,387 | 1,965 | 0,407 | 0,434 0,724 0,440 0,398 | 11,606

Fonte: Mendes, 2019 [17]- *FRX (espectrometria de fluorescéncia de raios X). **PF — Perda de Fogo
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Resultados
Caracteriza¢ao dos Corpos de Prova

Densidade: Propriedade importante, pois afeta a
reagdo dos blocos cerdmicos durante a queima. Ao
adicionar o rejeito de minério de ferro existe um au-
mento na densidade por conta da sua massa especifica
e também por apresentar grandes particulas.

Retracdo Linear: O rejeito de minério atua como
preenchimento e consequentemente atua na dimi-
nuic¢do da retragdo linear, independente da tempera-
tura na queima. Sua aplicacdo pode ser com intuito
de controlar a retragdo linear das pecas cerdmicas de
forma a melhorar sua estabilidade dimensional, além
de resultar numa menor incidéncia de deformacdes
diminuindo a perda de materiais durante a produgéo.

Densidade Aparente Pés-Queima: contribui com

o aumento desta densidade por conta de sua maior
massa especifica dos solidos do material.

Porosidade Aparente: Por conta da grande quanti-
dade de quartzo, contribui no aumento da porosidade

quando observado separadamente. Apesar desse fato,
o efeito provocado pela inércia foi predominante du-

rante a queima, aumentando significadamente o au-
mento da porosidade.

Absor¢do d’dgua: A adigdo do rejeito de minério
provoca a absor¢do d’agua, causando maior concen-
tragdo de poros abertos e interligados que nao serao
“fechados” durante a sinteriza¢do. Este é um dos prin-
cipais parametros para a aplicagdo de pegas cerami-
cas. De acordo com estudos, os blocos ceramicos se
aplicam perfeitamente na norma estabelecida pela
NBR 15270-1.

Resisténcia a Compressao Axial: o rejeito de miné-
rio pode reduzir a resisténcia mecénica. Ao analisar a
temperatura, nota-se que tanto a porosidade quanto a
rugosidade da superficie reduzem. Devido ao maior
teor de quartzo e hematita (6xido de ferro III) presen-
tes, as amostras que contém porcentagens de rejeito
de minério de ferro (M1 e M7) apresentam superti-
cies mais irregulares.

Determinacdo Composicio Otima: Segundo a
NBR 15270-1 e ASTM C62, os blocos ceramicos de
vedagdo devem apresentar caracteristicas de absor¢ao
dagua e resisténcia mecénica de modo a garantir a
qualidade técnica do produto como podemos analisar
na tabela abaixo.

Tabela 4 - Composigoes 6timas de acordo com a temperatura de queima

Rejeito d Argil
Temperatura . ,e].el ode Argila cinza rgra Predicao
minério de ferro amarela
Absor¢ao d’agua Resisténcia a
(%) compressao (Mpa)
8500C 0,291 0,409 0,300 21,72 17,71
950 oC 0,291 0,409 0,300 20,90 17,58
1050 oC 0,233 0,467 0,300 13,69 17,70

Fonte: Mendes [17]

Os blocos ceramicos produzidos com rejeitos de
minério de ferro apresentam melhor comportamento,
ocorrendo uma boa imobilizagao dos metais quan-
do se tornarem residuos da constru¢do e demolicdo
(RCD) ou de descarte de pecas defeituosas. Podem ser
classificados como residuos da Classe IT A - nao peri-
g0s0s nao inertes.

Pode-se dizer que o bloco desenvolvido com a in-
corporacao de rejeito de minério de ferro, causa baixo
impacto ambiental, ndo sendo agressivo ao meio e a

saude humana durante a vida ttil dos elementos cons-
truidos a partir deste (alvenarias de vedag¢ao). A tinica
ressalva € a aplicacdo dos blocos em reservatdrios de
agua cuja alvenaria seja aparente.

Através dos resultados analisados, vemos a possi-
bilidade do reaproveitamento de rejeitos de minério
de ferro na construgéo civil, desde que sejam anali-
sados em laboratorio para que a qualidade técnica do
material seja garantida e ndo ocorram problemas tan-
to na construgdo quanto ao meio ambiente.
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Conclusao

Apesar da barragem do cdrrego do feijao ter sua
constru¢do num local com boa capacidade de supor-
te, com método seguro e estar avaliada como sendo de
baixo risco, o rompimento aconteceu. O rompimento
de uma barragem afeta diretamente o meio ambiente,
além da parte social e econdmica de uma regiao.

Visto os problemas que podem ser causados pe-
rante a operacdo de uma barragem tanto quanto o
descaso que leva a sua ruptura, visamos demonstrar
fatores favoraveis de modo a diminuir a quantidade
de residuos existentes fazendo a reutilizacao dos mes-
mos em pro da construgdo civil, conseguindo inclu-
sive a melhoria de resisténcia mecanica dos blocos
ceramicos, vantagem em relacdo a massa especifica e
plasticidade em relacdo a composi¢do normal do ma-
terial.

O bloco desenvolvido também gera baixo impacto
ambiental, tanto na sua vida tutil quanto em caso de se
tornar residuos de demoli¢do. A unica contra indica-
¢do se deve ao fato de ndo poder ser utilizado em caso
de alvenaria aparente a agua devido a sua porosidade.

Portando a reutilizagdo dos rejeitos de minério de
ferro é de extrema relevancia por diminuirem o im-
pacto ambiental gerado pela barragem, uma vez que a
retirada causa uma “limpeza’, melhorando a qualida-
de do ar, poluigdo nas colecdes hidricas, entre outros
fatores, e também pela utilizagdo dos blocos obedece-
rem as normas estabelecidas pela NBR.
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Introduction

the alcoholic plant extract and neutralization reaction with NaOH. Stabil-
ity parameters, such as hydrodynamic diameter, polydispersity index, zeta
potential, spectroscopy (IV), Scanning Electron Microscopy (SEM), ther-
mogravimetry (TG) and Differential Exploration Calorimetry (DSC) were
analysed. The nanoparticle system was evaluated taking into consideration
particle stability prior and posterior to the addition of the extract, as well as
coated and uncoated particles. The results demonstrated the good reactivity
of the monomers of cyanoacrylates, as well as effectiveness of hyaluronic
acid in relation to the proposed objective, evidenced in the results obtained
by Infrared Spectroscopy, by SEM, DSC and, also, TG. The study demon-
strated that there are possible future applications for this method.

Resumo

As nanoparticulas sdo classificadas como qualquer material ou particula
coloidal, farmacologicamente ativo ou inerte, com a capacidade de veicular
agentes terapéuticos, que se encontrem no intervalo nanométrico de 10 a
1000 nm (1 pm). Tém sido utilizadas no setor farmacéutico para varias apli-
cagdes, obtendo um significativo avan¢o na liberagdo de farmacos em sitios
especificos. Observa-se uma notavel melhora na solubilidade e estabilidade
dos principios ativos incorporados, assim como da velocidade de distribui-
¢ao. Esse estudo apresenta o processo de desenvolvimento de nanoparticulas
poliméricas revestidas com acido hialuronico, contendo o extrato alcoolico
de folhas de Tithonia diversifolia (Hemsl) A. Gray. O objetivo da pesquisa
focou o oferecimento de subsidios nanotecnélogicos para aplicagdes futu-
ras, viabilizando a melhoria da estabilidade do principio ativo e possivel-
mente da sua a¢do terapéutica. A sintese das nanoparticulas ocorreu através
do processo de polimerizacao por emulsdo, onde foram adicionados a uma
solu¢do aquosa de HCI 0,01M (pH 2,5), o mondémero n-butil-cianoacrilato
(BCA), juntamente com Dextran®, com posterior incorporagdo do extrato
vegetal e neutralizagdo do meio. O nanossistema obtido foi avaliado por di-
ferentes métodos fisico-quimicos que incluiram a avaliagdo da estabilidade
fisica das nanoparticulas pela Espectroscopia (IV), Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV), Termogravimetria (TG) e Calorimetria Exploratéria
Diferencial (DSC). Os resultados das analises a que as amostras foram sub-
metidas apresentam indicativos que sugerem sucesso na obten¢do de um
nanossistema de liberagdo de farmacos estavel e inovador, bem como uma
efetividade do acido hialuronico em relagdo ao objetivo proposto, eviden-
ciada nos resultados obtidos por Espectroscopia (IV), Microscopia Eletro-
nica de Varredura (MEV), Calorimetria Exploratdria de Varredura (DSC),
bem como pela Termogravimetria (TG).

drug release at specific sites of action, improving both
the rate of distribuition and the dosage regime. The

Over the last decade, there has been an intensifi- main systems studied for these purposes have been
cation in researches involving vectors that can control ~ microparticles and coloidal systems (liposomes and
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nanoparticles). Nanoparticles are systems formed by
biodegradable, synthetic or natural polymers, that
have gained significant importance in different indus-
try segments, as well as being the highlight of essen-
tial researches. These tiny particles are applicable in
the health segment due to the easiness of controlling
chemical structures, surface functionalities and parti-
cle diameter (AKAGI et al., 2007).

Nanostructures present various promising char-
acteristics, such as: site-specific and gradual drug re-
lease, as well as improvement of active principle solu-
bility and stability, enhancement of the desired action
of a formulation, and allowing the combination of
active substances of varying hydrophilic/lipofilic de-
grees (SINTOV & SHAPIRO, 2004; CUNHA et al.,
2003).

Several nanotechnological stratagies, such as poly-
meric nanoparticles, allow substances with different
properties to be applied in the same formulation, mak-
ing it possible to alter the properties and behaviour of
a given substance in a biological environment (BON-
IFACIO et al., 2014; GUTERRES, et al., 2012).

Polymeric nanoparticles present diameters rang-
ing from 10 to 1000 nanometers, and can be syn-
thesized through various methods. The most com-
mon methods used for the production of polymeric
nanoparticles are: in situ polymerization (with dis-
persed monomers) and precipitation method of pre-
formed polymers. Regardless of the chosen method,
the products are obtained as colloidal dispersions or
aqueous microemulsions, generating thermodynami-
cally stable systems (BEHAN, et al., 2001; BERTHO-
LON, et al., 2006).

Compared with conventional formulations, poly-
meric nanoparticles are capable of increasing the sol-
ubility of constituents, reducing the therapeutic dose
and improving absorption of active componentes.
Furthermore, when circulating in the bloodstream,
nanoparticles have the advantages of being stable,
non-toxic, non-thrombogenic, non-immunogen-
ic and non-inflammatory (BONIFACIO et al., 2014,
SIMEONOVA, 2009).

With the intention of enhancing the stability of
the nanoparticles, the present study uses the alter-
native of hyaluronic acid coating, in an attempt of
increasing the effectiveness of the nanosystem as a
whole.

In parallel, the use of plants for medicinal pur-
poses has aroused a growing interest in several sci-

entific communities, as it allows the development of
innovative products with lower potential side effects
(COSTA et al., 2010). Plant extracts provide sever-
al beneficial properties with different applications,
however they are not physical-chemically stable,
which may lead to the loss of their antioxidant prop-
erties (DAUDT et al., 2013). Thus, the combination
of nanotechnology with medicinal plants might be
able to enhance the action of plant extracts, such so
that many innovative drug carriers have emerged,
including polymeric nanoparticles.

Several authors have studies based on active in-
gredients derived from plants that present antioxi-
dante and healing properties. Contemplated within
the Asteraceae family, the species Tithonia diversifolia
(Hemsl) A. Gray has been used as a medicinal plant
(LACERDA et al.,, 2011), having anti-inflammato-
ry action (OWOYELE et al,, 2004) and containing
chemical compounds such as total phenols, tannins
and flavonoids that also contribute to an antioxidant
(GAMA et al., 2013), anticancer (CHOWDHURY et
al., 2002; CAI et al., 2004), antimicrobial (NASCI-
MENTO et al., 2000; CUSHINE & LAMB, 2005) and
healing action (NAYAK & PEREIRA, 2006).

Objective

The objective of this study was to develop, syn-
thesize and characterize polymeric nanoparticles
coated with hyaluronic acid, containing Tithonia di-
versifolia (Hemsl) A. Gray flowers alcoholic extract,
aiming to improve the nanoparticle’s stability, for
possible future applications.

Materials and methods
Alcoholic extract preparation

The alcoholic extract is obtained using the flowers
of the Tithonia diversifolia (Hemsl) A. Gray plant.
The flowers undergo a week long drying process us-
ing a hot air chamber at approximately 50°C. These
flowers are then reduced by a mill, remaining in a
100% ethanol solution, under stirring and at room
temperature for 24 hours. This mixture is then sub-
jected to a filtration process and through the use of
a rotary evaporator conected to a vacum pump, the
extract is condensed to a concentration of 0.1g/mL
(GAMA, R.M. et al., 2014).



242 GUIMARAES, M. et al. - Braz. J. Nat. Sci. - revista eletronica ISSN: 2595-0584 - V.3 - N.1

HCL and NaOH solutions

Hydrocloric acid solution (HCI) and sodium hy-
droxide solution (NaOH) were previously prepared.
The ideal HCl solution should have a hydrogen poten-
tial (pH) close to 2.5, as the polymerization reaction
is pH dependent, occurring best in an acidic medium.
The NaOH solution is basic, being able to neutralize
the acidic pH of the reaction medium and thus inter-
rupt the polymerization reaction (SCHAFFAZIK et
al., 2003; VAUTHIER et al., 2003).

Polymerization

The nanoparticles were synthesized through the
process of emulsion polymerization, at 800 rpm,
where the monomer n-butyl-cyanoacrylate together
with 100 mg of Dextran® were incorporated into 10
mL of the aqueous HCl solution (0,01M, pH 2,5), with
posterior addition of the alcoholic plant extract and
final reaction neutralization with NaOH (pH 7,0 £
0,3). The resulting polymer poly (n-butyl-cyanoacry-
late) (PBCA) was then filtered and stored in an Ep-
pendorf, being labeled as "Plain "PBCA.

For the incorporation of the extract, the same pro-
cess was repeated, but after one hour of the continu-
ous stirring, ImL of PBCA was removed and 1 mL of
the alcoholic plant extract was added to the mixture
present in the conical flask. The stirring carried on
for three hours and then process was then terminated
with the addition of the NaOH solution and posteri-
or filtration with a glass funnel and filter paper. The
resulting mixture was stored and identified as PB-
CA-Extract (polymer containing the alcoholic plant
extract) (GUIMARAES, M., 2015).

Hyaluronic acid coating

The process of coating was based on the work of
HE and collaborators (2009), where a 1% (w/v) hyalu-
ronic acid dispersion is prepared using purified water,
under stirring. The obtained dispersion was posterior-
ly added, drop by drop, under stirring (800 rpm) to 5
mL of the PBCA-Extract (GUIMARAES, 2015). After
one hour, a sample was collected and labeled as Coa-
ted PBCA containing Extract. The same method was
applied to 5 mL of the "Plain "'PBCA and the resulting
mixture obtained was labeled as Coated PBCA. The
final stored samples were posteriorly lyophilized in

order to carry out the absorption spectroscopy in the
infrared region and the scanning electron microsco-

py

Nanoparticle characterization
pH and macroscopic characterization

pH readings were carried out in triplicates for
each reading and the mean value for each measure-
ment was calculated. Macroscopic characterization
was based on the visual color of the obtained samples,
as well as possible presence of precipitates or phase
separation posterior to the end of the polymerization
reaction.

Medium hydrodynamic diameter, nanoparticle
size distribution and zeta potential

The polydispersivity index, hydrodynamic diame-
ter and the particle size distribution were performed
with the aid of a Zetasizer equipment (3000 HS (Mal-
vern Instruments), at 25 °C and 90°, through the pro-
cess of light scattering. Zeta potential readings were
based on the electrophoretic mobility, utilizing a force
field of 20 V/cm.

The analyses were performed in triplicate, aiming
to reduce the possible errors associated with the tech-
nique.

Infrared absorption spectroscopy (FTIR)

Spectroscopy provides information on the concen-
tration of specific compounds and their chemical and
morphological structure. Vibrational spectroscopies,
more specifically infrared spectroscopy, allow the
identification of functional groups corresponding to
the absorption bands generated by the vibration of the
molecule/atom. The infrared band most commonly
used is the medium infrared (400-4000 cm™), due to
the easiness of associating a band with a specific func-
tional group (CUFFINI, 2009).

For the proposed study, pellets were obtained
through sample mixture with potassium bromide
(KBr). Spectrums were performed utilizing a Fourier
Transform Infrared spectrometer (FT-IR).

Characterization of nanoparticles by scanning
electron microscopy (SEM)



GUIMARAES, M. et al. - Braz. J. Nat. Sci. - revista eletronica ISSN: 2595-0584 - V.3 - N.1 243

SEM has been widely used to evaluate the struc-
tures of nanoparticles, including their shape and size,
and depending on their formulation, average particle
size variation, as well as general effects of the drug in
the reactional medium (SCHAFFAZICK et al., 2003).
Samples were analyzed with a JEOL microscope, mo-
del JSM, 6510LV series and a magnification of 30x -
5000x.

Differential scanning calorimetry (DSC)

Samples of "Plain'PBCA, PBCA-extract, Coated
PBCA coated and Coated PBCA containing Extract
were analyzed. The analyses were performed in a DSC
7020 scanning calorimeter (Exstar, SII Nano Techno-
logy Inc., Japan), 25 - 400 °C, utilizing approximately
2 mg of each sample, heating ratio of 10°C/min and
dynamic atmosphere of nitrogen with flow rate of 50
ml/min.

Thermogravimetry (TG)

Thermogravimetry is contemplated within the
thermal analysis methods and aims to verify the wei-
ght variation of a certain substance(s), in relation to
the temperature and/or time variation, under control-
led conditions of temperature and atmosphere (VO-
GEL, 2017).

The resulting graphs can be used to obtain infor-
mation regarding the thermal stability of the subs-
tance, its composition and intermediate products/
residues formed (SILVA et al., 2007). TG analysis was
carried out in a Netzsch cell (STA 449F3a) with ni-
trogen atmosphere. Samples of "Plain ' PBCA, PBCA-
-extract, Coated PBCA and Coated PBCA containing
extract were analyzed

Results and discussion

Regarding macroscopic aspects, the nanoparticle
emulsion presented itself as homogeneous, with a
whitish color and milky aspect, without the presen-
ce of precipitate or phase separation (Figure 1). The
emulsion remained with its whitish tint even after
the addition of the yellow alcoholic plant extract. The
aspect of the formulation remained constant throu-
ghout the experiment. The non-evidence of phase se-
paration suggests that the combination of extract and
polymer obtained a good stability.

Figure 1.
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Figure 1 - Appearance of the nanoparticle emulsion
before the addition of the alcoholic plant extract

In terms of the pH variation (Figure 2), it is possi-
ble to see that both "Plain'PBCA and PBCA-Extract
formulations started with a pH 7.0 + 0.3, since this is
the pH required for the completion of the polymer-
ization reaction. pH value remained relatively stable
throughout the weeks, within the variation of + 0.3.

Figure 2.

pH Variation Plain’ PBCA vs PBCA-Extract

pH
-
o
&

Week
Nanoparticle after extract addition (PBCA- Extract)
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Figure 2 - Weekly pH comparison of the emulsion
with and without the alcoholic plant extract

The fact that the pH remained close to neutrality
is a good indicator of formulation stability, as an in-
crease in acidity could indicate possible polymer deg-
radation, due to the hydrolysis of the polymeric chain,
generating carboxyl groups (SANTOS, 2010).
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The nanoparticles presented a mean diameter
(151.6 nm for the "Plain "'PBCA and 180.0 nm for the
PBCA-Extract), consistent with the range described
in literature of 100 — 300 nm (Table 1). The values
obtained for PBCA without the extract are similar to
those described by Bertholon et al. (2006) also using
the emulsion polymerization method with Dextran®.
An increase in the mean diameter, as well as in the

polydispersivity index was observed, which could be
explained by the addition of the extract before the
end of the polymerization reaction, since it may lead
to the formation of larger particles (SCHAFFAZICK,
2003). This average hydrodynamic increase can be in-
dicative of the adsorption of the extract to the Poly-
mer, according to Table 1.

Table 1 - Determination of the mean hydrodynamic diameter, polydispersity index and zeta potential of the

nanoparticles
Mean h i Polydi i
Nanoparticle eal,l ydrodynamic olydispersity Zeta potential (mV)
diameter (nm) Index
"Plain 'PBCA 151,6 £ 5,4 0,06 £ 0,02 -1,46 £ 1,04
PBCA-Extract 180,0 £ 2,2 0,10 £ 0,33 -0,70 £ 1,27

* Values expressed as mean + standard deviation (n=3)

The zeta potential is associated with the surface
potential of particles. Results obtained showed slightly
negative values, which may be associated with the fact
that the reaction occurs in an acidic medium (lower
pH), contributing to a reduced dissociation of the free
acrylic acid groups (REDDY & MURTHY, 2004).

The polydispersivity index is associated with the
distribution of the particle weight, being contemplat-
ed on a scale from 0 to 1. Both results obtained for
the samples (0.06 for the "Plain"'PBCA and 0.10 for
the PBCA-Extract) demonstrated a good distribution,
given that values below 0.2 present a narrow distribu-
tion of size, that is, a system closer to being monodis-
persed (DAS et al., 2012). The standard deviation was

low, suggesting that the method showed good repro-
ducibility.

According to Figure 3, a relatively similar beha-
vior can be perceived between the three samples, with
only a small variation in transmittance. The sample
presented by a red line on the graph referes to the na-
noparticle containing the plant extract but without
the hyaluronic acid coating. One can observe that the
sample presented significant peaks, demonstrating a
greater instability when compared to the other curves.
This result suggests that the hyaluronic acid coating of
the nanoparticle containing the extract is essential in
the process of stabilizing them.

Figure 3.
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Figure 3 - Infrared spectroscopy of the
obtained samples
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The characterization of nanoparticles by scanning
electron microscopy (SEM), was also obtained (see
Fig res 4, 5, and 6).
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Figure 4 - 'Plain” PBCA SEM scan.
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Figure 5 - PBCA-Extract without coating SEM
scan

Figure 6.
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Figure 6 - Coated PBCA with plant extract SEM
scan

The images provided by SEM demonstrated that
the nanoparticles were not completely spherical, but
rather varied in format (Figures 4, 5, and 6). Althou-
gh no particle size alteration was observed posterior
to the addition of the plant extract, a change in the
particle agglomeration state could be noticed. Parti-
cles were perceived as being more dispersed, possibly
due to the presence of the plant extract inside the na-
noparticle (Figure 5).

Coated nanoparticles presented different superfi-
cial characteristics (Figure 6) when compared to the
other two samples. Particles appeared to have a spon-
gy characteristic to them due to clearly visible super-
ficial pores.

The thermal stability of nanoparticles was evalua-
ted through differential scanning calorimetry (DSC)
and thermogravimetry (TG) (Figure 7).

The curve of the DSC analysis (Figure 7) obtained
for the nanoparticle containing the plant extract and
the coating presents an endothermic peak in the
range of 300-450° C, which is characteristic of simul-
taneous and/or subsequent events. One can infer that
this event occurred due to loss of moisture during the
analysis. The beginning of the process of degradation
of the polymeric structure referring to the sample with
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extract and with coating is approximately at 200 ° C.
TG analysis of the main formulation developed in

this study (nanoparticles containing plant extract and

with coating) demonstrated the absence of an exo-

thermic peak (Figure 8). This result may be indicative
of possible adsorption of the hyaluronic coating to
the surface of the nanoparticles, protecting the latter
against degradation.
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Figure 7 — DSC analysis of ‘Plain’ PBCA, PBCA-Extract without coating and Coated PBCA containing ex-
tract, obtained using sealed aluminum capsule, heating ratio 10°C/in and nitrogen atmosphere with a flow rate

of 50mL/minute.
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Figure 8 — Curves refering to TG analysis of ‘Plain’” PBCA nanoparticles, PBCA-Extract without coating
and Coated PBCA containing extract, obtained using sealed aluminum capsule, heating ratio of 10 °C/min and
dynamic nitrogen atmosphere with a flow rate of 100mL/minute.
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Furthermore, the endothermic events of the nano-
particles containing plant extract and coating appear
wider and/or displaced, indicating possible interac-
tions between particle, extract and the hyaluronic
acid coating. This observation also reinforces eviden-
ce of nanoparticle coating.

Conclusion

Considering the objectives of this work, one can
conclude that the development of the nanoparticles
of poly (n-butyl-cyanoacrylate) allowed the addition
of the alcoholic extract of the plant Tithonia diversifo-
lia (HEMSL) A. Gray, as well as the use of hyaluronic
acid as a coating medium. This process generated a
nanostructure, which remained stable in relation to
its physical, and morphological characteristics. Re-
sults evidenced by spectroscopy, SEM, DSC and also
by TG, demonstrate the effectiveness of hyaluronic
acid as a coating medium, supporting the qualitative
aspect of the reasearch to improve the physicochemi-
cal stability of the nanosystem. Future studies taking
into consideration these analyses may add to the set
of nanotechnological subsidies for the pharmaceuti-
cal drea.
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Abstract

Medicinal plants have long been used as an alternative in the treatment
of diseases, whether using extracts, essential oils and / or bioactive
components. Thus, the use of medicinal plants, with popularly known effects
for the treatment of infections, has gained prominence, in research related
to extracts and essential oils of medicinal plants, in an attempt to discover
and future application of new molecules with antimicrobial and / or effect
coadjuvant molecules to antimicrobials on the market. Studies with species
of Melaleuca spp., Demonstrate wide application of its essential oil, without
treating skin infections, microbial infections, herpes, diseases associated
with pathogenic microorganisms of the oral cavity. The emerging microbial
resistance to the drugs currently available on the market, has been affected
by both researchers and the general population, so that the research experimented
with was conducted revealing a high synergistic potential between drugs
and natural drugs, present in drugs. In view of the above, this study aimed
to present, through a bibliographic survey, a use of medicinal plants in the
face of microbial resistance, as well as medicinal therapy based on the use
of essential oils from Melaleuca alternifolia, Melaleuca leucadendron and
Melaleuca quinquenervia, already inclusion in the literature.

ACorresponding author
Prof. Dr. José Francisco Hofling — E-mail: hofling2@unicamp.br — ORCID: http://orcid.org/0000-0002-6054-0688 - Piraci-
caba School of Dentistry, Avenida Limeira, 901 — 13.414-903, Piracicaba, SP, Brazil

DOI: https://doi.org/10.31415/bjns.v3i1.89 - Article received on: February 28, 2020; accepted February 29, 2020; published
on March 10, 2020. Brazilian Journal of Natural Sciences, Vol. 3, N.1, March 2020. Available online from March 10, 2020,
ISSN 2595-0584. www.bjns.com.br. All authors contributed equally to the article. The authors declare that there is no
conflict of interest. This is an open access article under the CC - BY license: http://creativecommons.org/licenses/by/4.0.



Plantas medicinais hd muito vém sendo empregadas, como alternativa
no tratamento de doengas, quer pelo uso de extratos, de dleos essenciais
e/ ou respectivos componentes bioativos. De tal forma, a utilizagdo de
plantas medicinais, com efeitos popularmente conhecidos para tratamento
de infec¢bes, ganhou destaque, em pesquisas envolvendo extratos e dleos
essenciais de plantas medicinais, na tentativa da descoberta e, futura
aplicagdo, de novas moléculas com efeito antimicrobiano e/ou moléculas
coadjuvantes aos antimicrobianos existentes no mercado. Estudos com as
espécies de Melaleuca spp., tém demonstrado ampla aplicabilidade de seu
oleo essencial, no tratamento de infeccoes de pele, infeccbes microbianas,
herpes, inclusive doengas associadas a microrganismos patogénicos da
cavidade oral. A emergente resisténcia microbiana aos firmacos disponiveis
atualmente no mercado, tem preocupado tanto aos pesquisadores, quanto a
populagao em geral, de tal forma, que as atuais pesquisas tém sido conduzidas
revelando um elevado potencial sinérgico entre os firmacos e compostos
naturais, presentes em O6leos essenciais. Diante do exposto, este trabalho
teve por objetivo apresentar, por meio de levantamento bibliografico, a
utilizacdo de plantas medicinais frente a resisténcia microbiana, bem como
a terapéutica medicinal a partir do uso dos 6leos essenciais de Melaleuca
alternifolia, Melaleuca leucadendron e Melaleuca quinquenervia, ja descritos
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na literatura.

Introduction

The use of therapeutic plants in medicines has
been practiced for thousands of years, being used by
most people in the world. The knowledge acquired
over time about the use of plants by these peoples
has been passed down from generation to generation
and is still used today. In the present time, the use of
plants as therapeutic alternatives has helped some
populations that do not have access to modern
treatments and high cost drugs, thus, the use of plants
for the treatment of diseases has been empirically
used in a widespread way. In recent years, with the
scientific advancement, the development of research
on this subject has helped to prove the activity of
these plants aiming at the search for new compounds
with therapeutic properties, allowing the empirical
use of plants to make room for scientific foundation.
(Cechinel Filho & Yunes, 1998; Santos et al., 2009;
Oliveira et al., 2007).

Scientific studies involving the use of medicinal
plants and herbal action have already contributed to
obtain various drugs used in traditional medicine
(Veiga Jr et al., 2005; Cechinel & Yunes, 1998).

In Brazil, studies on medicinal plants are of great
importance, especially for the encouragement and
appreciation given by the Ministry of Health, with
incentive programs with the basic health units in
the country. In the Dental area, Phytotherapy is
already an integrative and complementary practice
to oral health (resolution CFO-082/2008), and
its recognition is a great step to regulate the use
and performance of the dental surgeon in this
area. Studies showed that plant-derived oils and
extracts were effective in antimicrobial control,
including oral cavity colonizers (Cecanho et al,
1999; Duarte et al.,, 2004; Buso- Ramos, 2018;
Barbosa, 2018; Puppin, 2018; Barbosa et al, 2019;
Hofling et al, 2019; Oliveira, 2019). Another
alternative for the use of medicinal plants has been
the synergistic combination with other existing
commercial medicines, in an attempt to reduce or
avoid the side effects of conventional medicines.
Some reports in the literature indicate that plant
derivatives may enhance the efficacy of traditional
medicine. Studies point out that some essential oils
and phytochemicals have synergistically improved
activities with commercial antifungals.
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Medicinal plants and microbial resistance

Microbial resistance refers to the ability of a
microorganism to withstand a given antimicrobial
treatment. Infections caused by multiresistant bacteria
and fungi has become a challenge for the control of
infectious diseases (Souli et al., 2008). Despite the
range of antimicrobials available to control these
microorganisms, both fungi and bacteria have
developed molecular strategies for the expression
of resistance to existing drugs. The resistance of
organisms against antimicrobial drugs has become a
major problem, especially when it comes to infections
in immunocompromised patients. Such evidence
has resulted in a drastic increase in the incidence
of systemic and opportunistic microbial infections,
which leads to a growing need for the development of
effective new drugs (Gongalves, 2016).

Due to multidrug resistance, pharmaceutical
companies have sought to develop new antimicrobial
agents to combat these bacteria. The search for new
drugs derived from medicinal plants has been the
target of several studies aiming at producing new
drugs to reduce side effects, lower toxicity with lower
resistance index and greater spectrum of action
(Al-Mariri, 2013; Alvarenga et al., 2007, Sardi et al.,
2013). As a result, research on plant species has been
important to the discovery of a new antimicrobial
compounds that will be of great importance due
to the numerous reported cases of drug resistance
(Sartoratto et al., 2004).

The use of plants as a source of natural derivatives
plays an important role in the development of tools for
the treatment of diseases, as well as the confirmation
of their action potential with literary findings, which
showed in vitro antifungal and antibacterial activity
of plant extracts and essentials oils.

Essential oils are a rich source of biological active
compounds, chemically derived from the secondary
metabolism of plants, and their properties have been
widely known since ancient times. (Castro & Lima,
2010; Saad et al., 2010; Tempone et al., 2008). Thus, the
discovery and use of natural products with antifungal
activity may represent a new tool for the production
and use of herbal medicines to combat infectious
agents (Khan, et al., 2012; Mendes, 2011; Silva, et
al.,, 2009, Abrantes et al., 2013; Buso- Ramos, 2017;
Barbosa, 2018; Puppin, 2018; Barbosa et al, 2019;
Hofling 2019; Oliveira, 2019). Therefore, research

with medicinal plants, such as Melaleuca spp., has
contributed to the discovery of new compounds with
antimicrobial potential, associated with the increase
of resistance cases showed by some microorganisms,
justifying research with this plant in search of new
sources of antimicrobial drugs action.

Melaleuca spp.

Melaleuca spp. is a plant used by traditional
Australian medicine. It belongs to the Myrtaceae
family, composed of at least 3,000 species in 130-
150 genera, widely distributed in tropical and warm
climate regions of the world. Melaleuca species are
included in the Myrtaceae family, which originated in
Australia and was spread throughout Southeast Asia,
including Indonesia. These plants are well adapted to
acidic, soggy, and moderately saline soils (Doran &
Turnbull, 1997; Kaufman & Smouse, 2001).

They are essential oil producers by secretory
glands in the subdermal regions of the leaves. It
is composed of terpene hydrocarbons, mainly
monoterpenes, sesquiterpenes and their associated
alcohols. The essential oil produced and known for
its anti-inflammatory and antimicrobial properties
(Saller et al., 1998) has chemical compounds such as
terpinen-4-ol, terpinene, cineol, terpinolene, cymene,
pinene, limonene, sabinene, glubulol and viridiflorol,
Its composition exhibits mostly terpene compounds
(Brophy et al., 1989; Southwell & Stiff, 1989; Buck
et al., 1994), known to destabilize cell envelopes of
microorganisms, causing cell membrane lysis. Thus,
of all activities associated with oil, the antimicrobial
activity is the most recognized, due to studies already
found in the literature.

Melaleuca alternifolia

Melaleuca alternifolia (TTO), Chell is a plant
used by traditional Australian medicine. Its essential
oil is produced by secretory glands in subdermal
regions of leaves showing in its constitution chemical
compounds such as terpinen-4-ol, terpinene, cineol,
terpinolene, cymene, pinene, limonene, sabinene,
glubulol and viridiflorol, its composition exhibits
mostly terpenic compounds (Brophy et al., 1989;
Southwell & Stiff, 1989; Buck et al., 1994). Its topical
use is widespread in Australia, the United Kingdom,
Italy and Brazil for its broad medicinal properties,
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with gels, soaps and creams being their most common
means of application.

Pharmacological activities include antimicrobial
potentials (Mondello et al., 2003; Silva et al., 2003;
Carson, Hammer and Riley, 2006; D’Arrigo et al.,
2010), antifungal (Hammer, Carson and Riley, 1999;
Bagg et al., 2006), antiviral (Carson and Riley, 1993,
1994, 1995; Lis-Balchin, Hart and Deans., 2000;
Gruenwald, Brendler and Jaenicke., 2000; Garozzo et
al., 2011), in addition to its use in the treatment of skin
problems such as infections (Carson, Hammer and
Riley, 2006), herpes simplex (Budhiraja et al., 1999)
and dental use (Oliveira et al., 2011), among others.

Several therapeutic properties are attributed to
M. alternifolia essential oil, among which the most
cited are antibacterial, antifungal, antiviral, anti-
inflammatory and analgesic activity (Pefia, 1962;
Tong et al., 1992; Carson and Riley, 1993; Buck et al.,
1994; Hammer et al., 1996; Hammer et al., 1997).

It has also been reported to be used for the
of Tinea pedis and onychomycosis.
Studies have successfully described the use of the
oil in the treatment of mucosal infections such as
Trichomonas vaginalis (Pefa, 1962), oral bacteria, and
oropharyngeal candidiasis (Jandourek et al., 1998;
Groppo et al., 2002; Walker, 1972; Tong et al., 1992;
Bucketal., 1994; Syed et al., 1999; Satchell et al., 2002).
Among them, the one that attracts the most attention
is its antibacterial activity where researchs showing
its broad spectrum of action against bacteria and its
activity against methicillin resistant Staphylococcus
aureus strains (Carson et al., 1995; Carson et al., 1996;
Hammer et al., 1996; Carson et al., 1998; Halcon and
Milkus 2004, Carson 2006; Falci et al.,2015, Oliveira
et. al., 2016).

Different studies have been performed showing
a variety of transient skin microorganisms with
susceptibility to essential oils, which even with the
use of this oil, provides the maintenance of the
microbiota, acting as a barrier against the colonization
of pathogens (Hammer et al, 1996; Carson and
Riley, 1998; Banes-Marshall et al., 2001; Halcon and
Milkus, 2004). Studies also demonstrate activity
against Streptococcus pyogenes (Carson et al., 1996),
B-hemolytic streptococci, Pseudomonas aeruginosa
(Banes-Marshall et al., 2001; Halcon and Milkus,
2004), kanamycin resistant enterococci, Acinetobacter
baumannii, Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae
(Carson and Riley, 1995; Carson et al., 1995; Hammer

treatment

et al., 1996; Nelson, 1997).

Benger et al. (2004) showed the value of 0.1%
of the essential oil as a fungistatic concentration
tor Tricophytum rubrum. Hammer et al. (1998) and
Carson et al. (1998) also found in clinical isolates of
different Candida spp and some reference strains,
their susceptibility to oil at dilutions less than or equal
to 0.5%. The ability to promote in vitro differentiation
of monocytes has also been demonstrated (Budhiraja
etal., 1999). Anti-inflammatory properties contribute
to the healing of chronic wounds based on suppression
of inflammatory mediator production by monocyte
activation (Finlay-Jones et al., 2001; Hart et al., 2000,
Koh et al., 2002; Halcén and Milkus, 2004).

Melaleuca leucadendron

Melaleuca leucadendron Linn. is the most
cultivated specie in Indonesia, known by the name
of “Kayu Putih”. In Indonesia, M. leucadendron Linn.
is mainly grown in natural forests and plantations.
This plant is usually found in Java Island, Maluku,
Nusa and Sulawesi Island.
Melaleuca leucadendron Linn. It was planted in
Ponorogo of Java for the first time and distributed
to Gunung Kidul in Yogyakarta and other areas such
as Gundih and Surakarta in Central Java, Mojokerto
and Sukun in East Java, and Cikampek, Majalengka
and Indramayu in West Java. Over the past four

Tenggara Timur

decades, forest owners have explored the leaves of
Java plantations.

Cashew oil is used in combination with a large
number of other plant drugs and medicinal plants,
such as eucalyptus and mint essential oils, reflecting
various uses and indications (Blumenthal et al,,
1998). Cajeput essence is used as a urinary antiseptic
(Moreira Filho and Goltcher, 1972 apud Fenner et
al. 2006).

There are also other unproven uses: its use for
muscle and joint pain in rheumatic diseases, sciatica,
low back pain, disc dislocation and low back pain.
The oil is also used for muscle tension and pain after
sports injuries such as sprains, bruises and stretching
of the muscles or ligaments (Gruenwald, Brendler
and Jaenicke, 2000).

Other indications and uses include the treatment
of rheumatism, neurogenic pain, temporary relief
of muscle pain, tendency to infection, wounds,
burns and tonic function (Brophy et al., 1989; Johns



OLIVEIRA, T.R. et al - Braz. J. Nat. Sci. - electronic journal ISSN: 2595-0584 - V.3 - N.1 253

and Rudolph, 1992; Leach et al., 1993; Gruenwald,
Brendler and Jaenicke, 2000; Monteiro et. al., 2013).

Melaleuca quinquenervia

Melaleuca quinquenervia is an exotic, invasive tree
from Australia belonging to the Myrtaceae family. It
proliferates rapidly, producing large amounts of seeds,
adapted to both dry and flooded areas. The species
was introduced to the United States in early 1886 as
an ornamental plant and also to help dry out marshy
areas (Dray Jr. et al., 2004).

Melaleuca quinquenervia is a small to medium tree
4 to 12 m high, with exceptional specimens reaching
25m (Boland etal., 1984). This species typically occurs
in low-lying, seasonally flooded habitats along the east
coast of Australia, ranging from Towra Point (Botany
Bay) in New South Wales to Cape York Peninsular in
Queensland extending south of New Guinea. It is also
found in New Caledonia, where extensive settlements
occur on well-drained slopes and ridges, especially in
the northwestern part of the island. The species has
been planted in tropical lowlands in several countries
where it supplies fuel, wood, flowers for honey
production and leaf essential oil (Doran and Turnbull,
1997, Doran and Turnbull, 1999).

M. quinquenervia is a member of broadleaf
Melaleuca group, known as the Melaleuca leucadendra
alliance (Blake, 1968). The alliance is a complex of 15
species, including those known as Melaleuca cajuputi
Powell, M. leucadendra L. and Melaleuca viridiflora
Sol. Ex Gaertner and M. quinquenervia. These species,
however, were previously combined under the name
of Melaleuca leucadendron L. (Craven, 1999). Reports
of M. quinquenervia essential oil chemistry may
therefore appear under various names and often under
that of his close relative. M. viridiflora (Blake, 1968).
Plants identified as M. viridiflora in literature prior
to 1968, which are outside their natural distribution
from tropical regions in Western Australia, the
Northern Territory and Queensland, are probably
M. quinquenervia.

Some of the M. quinquenervia leaf essential oils are
of commercial interest. M. quinquenervia leaves are
a rich source of 1,8-cineol essential oil called Niaouli
oil, which is used in pharmaceutical preparations for
the relief of coughs and colds, rheumatism, neuralgia,
and aromatherapy. They have in vitro antibacterial
action and stimulate circulation (Blumenthal et al,,

1998; Gruenwald, Brendler and Jaenicke, 2000),
upper respiratory tract secretion (Blumenthal et al.,
1998), treatment of cough and bronchitis (Gruenwald,
Brendler and Jaenicke, 2000). Unproven uses include
oil for rheumatism, neuralgia and cystitis.

M. quinquenervia has been reported to occur
in two distinct chemical forms or “chemotypes”
Chemotype 1 is characterized by acyclic leaf terpenes,
in particular high concentrations of sesquiterpene
Nerolidol (74-95% of the total oil), and monoterpene
linalol (Ireland et al., 2002, Wheeler et al., 2007).
Chemotype 2 contains high concentrations of cyclic
leaf terpenes, especially sesquiterpene viridiflorol
(13-66% of total oil), and monoterpenes 1,8-cineol
and a-terpineol (Ireland et al., 2002, Wheeler et al,,
2007).

The composition of the essential oil of Melaleuca
quinquenervia (Myrtaceae) varies widely (different
chemotypes). The main components listed for this oil
are E-nerolidol and viridifloral, which have distinct
biological properties (Padovan et al. 2010; Santiago et
al., 2018).

Melaleuca essencial oil in researches against
microrganisms

The literature reports the proven effectiveness of
TTO in wound healing, promoting skin revitalization
(Mertas et al, 2015). A study by Chin and Cordell
(2013) tested TTO in patients with wounds infected
with Staphylococcus aureus. As a result, accelerated
healing was observed in patients who used the oil and
total revitalization of the injured skin, noting also the
reduction of bacteria that infected the wounds.

TTO is an excellent bactericide. Some research
has demonstrated the effectiveness of this oil against
different strains of bacteria, such as Staphylococcus
aureus, Legionella pneumophila and Staphylococcus
aureus (Amri et al, 2012).

Tea tree oil is also used in products in dentistry,
mainly those intended to reduce plaque, gingivitis,
periodontitis and dental caries. In vitro evidence has
shown that Melaleuca alternifolia has bactericidal
and bacteriostatic effects against the most prevalent
periodontopathogens. Clinical studies have found
effects in the reduction of gingival inflammation,
antiplaques, beneficial antioxidant properties for the
host and reduced immunoinflammatory responses
to pathogens (Santamaria et al, 2014; Graziano et al,
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2016; Casarin et al, 2018; Oliveira, 2019).

Melaleuca oil has showed good antibacterial action
in vitro against microorganisms on the skin surface,
oral cavity and its action against microorganisms
with multidrug resistance, however, studies of its
mechanism of action on microbial cells, studies in
vivo, and its cytotoxic activity still they are necessary,
since their applicability has been spreading to the
areas of dentistry, be it in the chemical maintenance of
hygiene or prevention of oral diseases, cleaning after
skin cleansing and even after podiatry procedures.

Conclusion

The essential oil of Melaleuca spp. it can be an
important ally of current medicine in combating
multidrug-resistant pathogens. Being a plant essential
oil, it is a natural treatment and when used correctly it
presents a more specific and less aggressive therapeutic
activity to the health of compromised patients.

The essential oil has been shown to be effective
against several pathogenic microorganisms resistant to
conventional drugs. Despite its geographical location,
theextraction of this essential oil hasinits composition,
mainly terpinene-4-ol, a compound already described
in the literature with antimicrobial properties that
characterize the activity of this essential oil. However,
the isolated composition of these components needs
to be studied regarding to its mechanisms of action
and description of the morphological impairment
of these microorganisms. This review highlights the
main therapeutic applications of this essential oil
and stimulates further studies on the therapeutic
employability of the essential oil of Melaleuca spp.
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Resumo

AN, N - dimetiltriptamina (DMT) é um alcaloide alucindgeno presente
nas folhas de Psychotria viridis, uma planta muito utilizada em chas que sdo
ingeridos durante determinados rituais religiosos, sendo o cha de Ayahuas-
ca um dos mais conhecidos. Devido sua semelhan¢a com o neurotransmis-
sor serotonina (5-HT), a DMT age de forma agonista nos receptores sero-
toninérgicos 5-HT1A, 5-HT2A e 5-HT2C, causando diversos efeitos como
nauseas, tremores e mudanga de humor, alguns relatos apontam alteragdes
no sistema imunolégico devido a diminuigao dos niveis de linfécitos CD3 e
CD4. No entanto, pesquisas recentes apontam, também, os efeitos terapéu-
ticos da DMT, comprovando através de testes in vivo seu potencial antitu-
moral, antidepressivo e ansiolitico, além de auxiliar no tratamento contra
o alcoolismo e tabaco. Considerando o uso crescente de chas que contém
a DMT, esse trabalho tem como objetivo descrever seus principais efeitos
farmacolégicos e toxicoldgicos em virtude da limitagao de referéncias e a
necessidade de compila¢ao de dados dispersos na literatura. O presente es-
tudo conclui que a DMT possui potencial farmacoldgico, porém também
importantes efeitos adversos, incluindo toxicidade, o que corrobora com a
necessidade da realizagdo de mais testes agudos e cronicos, além de pesqui-
sas epidemioldgicas focadas na sua agao nas populagdes que a usam.
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Abstract

N, N - dimethyltryptamine (DMT) is a hallucinogenic alkaloid present in
the leaves of Psychotria viridis, a plant widely used in teas that are ingested
during some religious ritual, ayahuasca tea is one of the most known. Con-
sider its similarity to the neurotransmitter serotonin (5-HT), DMT acts as
an age-agonist at the 5-HT1A, 5-HT2A and 5-HT2C serotonergic receptors,
causing several effects such as nausea, tremors and mood changes, some re-
ports indicated system immune changes due to lower levels of CD3 and CD4
lymphocytes. However, recent researches has also pointed out the therapeutic
effects of DMT, proving through in vivo tests its antitumor, antidepressant and
anxiolytic potential, in addition it helps in the treatment against alcoholism
and tobacco. Considering the increasement use of DMT teas, this work aims
to describe its main pharmacological and toxicological effects due to limited
references and the need to compile data dispersed in the literature. The pre-
sent study concludes that DMT has potential pharmacological action, but also
important adverse effects, including toxicity, which corroborates the need of

doing more acute and chronic tests, in addition to epidemiological research

focused on its action in which users use.

Introducao

A N, N-dimetiltriptamina (DMT), figura 1, é um
alcaloide inddlico com potente a¢do alucindgena que
pode ser obtido de forma exdgena através de cogume-
los, raizes, caules e folhas de diversas plantas, poden-
do ser encontrada também em tecidos de mamiferos,
animais marinhos e anfibios. Além disso, nos huma-
nos, apresenta sintese endogena, sendo identificada
no sangue, urina e no fluido cérebro-espinhal [1,2].

No geral, dentre as plantas consideradas alucino-
genas ou expansoras da mente, destaca-se, na produ-
¢do da DMT, as folhas da espécie Psychotria viridis,
comumente utilizada nos chas de rituais religiosos
por tribos indigenas. Entretanto, devido a metaboli-
zagdo da DMT pelas isoenzimas monoamino oxida-
se (MAO) hepaticas e gastrointestinais, as folhas do
arbusto sdo utilizadas juntamente do cip6 da espécie
Banisteriopsis caapi, que possui substancias com po-
tente capacidade de inibicdo temporaria da MAO, au-
mentando o efeito da DMT [3].

A DMT ¢ estruturalmente semelhante ao neuro-
transmissor serotonina (5-HT), visto que, ambos sdo
sintetizados a partir do aminoacido essencial trip-

tofano. Durante o processo de sintese da substancia
ocorre a rea¢do de descarboxilacdo do aminodcido
através da enzima aminodcido aromatico descarboxi-
lase (AADC), formando entdo a triptamina. A partir
disso, a triptamina sofre agdo da enzima indoletila-
mina-N-metiltransferase (INMT), responsavel por
introduzir um grupamento metil na molécula de trip-
tamina. Ademais, outro grupamento metil é introdu-
zido a N-metiltriptamina, gerando entdo a N, N-di-
metiltriptamina (DMT) [4].

Devido 2 similaridade com a serotonina, a DMT
age como agonista parcial nos receptores serotoninér-
gicos (5-HT) pos-sinapticos [2]. Ela atua principal-
mente nos subtipos 5-HT1A, 5-HT2A e 5-HT2C,
mas também podem ligar-se a receptores de glutama-
to, dopamina, acetilcolina, TAAR e sigma-1 [5]. Essas
interagdes resultam no efeito alucindgeno, além de
causar outros sintomas como diarreia, nauseas, vomi-
tos, hipertensao, taquicardia e tremores, variando de
acordo com a dosagem de DMT [2].

O presente trabalho tem como objetivo reunir
dados e informagdes relacionadas aos efeitos tera-
péuticos e toxicologicos da DMT através de um le-
vantamento bibliografico de estudos realizados em
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humanos e animais que foram publicados no periodo
de 2000 a 2019. Além disso, consideraram-se os efei-
tos causados pela Ayahuasca, uma vez que a mesma
corresponde a principal forma de consumo de DMT.

Material e Método

Este estudo constitui-se de uma revisao bibliogra-
fica realizada nas bases de dados Pubmed, SciELO e
Google Académico utilizando as palavras-chaves “di-
metiltriptamina’, “efeitos terapéuticos’, “efeitos to-
xicolégicos” e “Ayahuasca”. A sele¢ao dos artigos e
periodicos foi feita de acordo com o seu ano de publi-
cagdo, sendo inclusas somente as pesquisas realizadas

a partir do ano 2000.
Resultados
Cha de Ayahuasca

A partir dos achados na literatura, identificamos
que o cha de Ayahuasca ¢ uma rica fonte de DMT, a
bebida é conhecida pelo seu efeito alucindgeno e é
utilizada, geralmente, por indigenas no noroeste da
Amazonia para fins religiosos. Além da DMT, ha tam-
bém a presenca de beta-carbolinas monoaminas oxi-
dases, sendo elas harmina, tetrahidroharmina (THH)
e harmalina, potentes inibidores que permitem a ati-
vidade oral da DMT, visto que, as mesmas sdo capazes
de inibirem a enzima monoaminoxidase (MAO), per-
mitindo assim, uma maior disponibilidade da molé-
cula ao Sistema Nervoso Central (SNC) [6].

Figura 1: Estrutura quimica da N, N-dimetiltriptami-
na (DMT)
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N=—"
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Figura 1. Fonte: Adaptado de Riba et al. [10].

Farmacocinética e marcadores toxicologicos

Em rela¢do a farmacocinética da DMT, estudos
observaram que os seus efeitos alucinégenos e o pico
de concentragao no sangue apresentam o tempo mé-
dio de 1,5 horas e os valores de base sdo atingidos
apos 6 horas de ingestao do chd [7]. Além disso, iden-
tificou-se que a inibigdo da MAO pelas -carbolinas é
de curta duracio e principalmente periférica, porém,
ainda que a inibigdo fosse parcial, ja seria suficiente
para causar efeitos psicoativos [8].

A partir de um método de espectrometria de mas-
sas com armadilha de ions de HPLC usando ioniza¢ao
por eletropulverizacido a quente desenvolvido em hu-
manos para compreensdo dos parametros bioquimi-
cos, foi possivel identificar os compostos dcido indo-
lacético (IAA), DMT-N-6xido (DMT-NO), 5-hidroxi
(OHDMT), N-metiltriptamina (NMT), 2 metil-te-
trahidro-beta-carbolina (2-MTHBC) e o O-desme-
tilmetabolito de THH e 7-hidroxi-THH (THHOH),
como os principais metabolitos encontrados no san-
gue e urina, através do consumo de DMT [9].

As andlises mostraram que a DMT-NO foi o prin-
cipal metabdlito urindrio, e também pode ser encon-
trada no sangue, atingindo concentragdes maiores
que a propria DMT. Além disso, observou-se au-
mentos significativos nos niveis plasmaticos de IAA,
o qual foi explicado como uma possivel inibi¢ao in-
completa da MAO-A pelas -carbolinas (harmalina,
harmina e outras) [9].

Apesar dos inimeros trabalhos citarem a desami-
nacao oxidativa feita pela MAO como principal via de
metaboliza¢do da DMT, segundo Riba et al. [10], esta
nio ¢é a sua Unica via de metabolizacdo, ha também
rotas alternativas como a N-oxidacdo, N-desmetila-
¢do e ciclizagdo, conforme observa-se na Figura 2.

Farmacodinimica

A DMT ¢ um composto que age principalmente
nos receptores 5SHT2A, 5HT2C e 5HT1A, sendo con-
siderado um psicoativo quando injetado ou fumado,
porém, quando ingerido, ¢ metabolizado rapidamen-
te pela atividade da monoamina oxidase (MAO-A)
encontrada no trato gastrointestinal, por esse motivo,
os alcaldides b-carbolina harmina, tetrahidroharmina
(THH) e harmalina encontradas nas bebidas ritualisti-
cas de Ayahuasca, agem como inibidores da MAO, tor-
nando a DMT também um psicoativo por via oral [11].
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Figura 2: Vias metabolicas da N, N-dimetiltriptamina. MAO = monoamina oxidase; ALDH = aldeido-desi-

drogenase.
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O receptor 5-HT1A atua na diminui¢do do AMP
ciclico (adenosina 3, 5°- monofosfato ciclico) e eleva
a hiperpolarizacdo da membrana, devido ao aumen-
to da condugdo de K+. Entretanto, uma vez que os
principais efeitos do cha de Ayahuasca sao delirios,
hipertensdo, palpitacdo, taquicardia, tremores, mi-
driase, euforia e excitagdo agressiva, além de nauseas,
vomitos e diarreia, sugere-se que a maior ligacdo da
DMT seja com os receptores 5-HT2, ja que estes re-
ceptores estao distribuidos pelas plaquetas, musculo
liso, cortex cerebral e estomago, e sdo responsaveis
pelo aumento do IP, (inositol trifosfato) O aumento
desta substincia esta diretamente ligado ao aumento
da secregdo e da motilidade dos 6rgéos e tecidos [12].

Efeitos terapéuticos

Nos ultimos anos, a quantidade de estudos e revi-
sOes sistemdticas sobre o potencial efeito terapéutico
oferecido pelos componentes do cha de Ayahuasca
vem aumentando, considerando que os resultados
obtidos tém demonstrado a eficacia dessas substan-
cias no tratamento contra a dependéncia de dlcool e
tabaco, além de apresentar efeitos antidepressivo e
ansiolitico [13].

Através de um questionario realizado na Austra-

lia com usuarios do cha de Ayahuasca entre julho e
agosto de 2009, cerca de 75% dos entrevistados consi-
deraram a experiéncia com o cha significativa e 55%
consideraram o uso do cha como uma boa experi-
éncia espiritual. Em outra pesquisa feita também na
Australia com participantes que relataram o uso de
DMT pelo menos uma vez na vida, obteve-se a infor-
magdo de que em 31,1% dos casos foi citado que a
DMT possuia beneficios psicoterapéuticos. Foi noto-
rio um aumento significativo no uso psicoespiritual
da substancia, sendo informado em 75,5% dos casos
como um efeito positivo da DMT fumada, e o uso da
Ayahuasca, com 31,1% dos casos [14].

Segundo dos Santos et al. [15], o agonismo nos
receptores corticais 5-HT2A podem estimular a neu-
rotransmissdo de glutamato e pode aumentar a ex-
pressdo de fatores neurotroéficos, como o BDNF e o
GDNE, que correspondem, respectivamente, ao fator
neurotrofico derivado do cérebro e ao fator neuro-
tréfico derivado da linha celular glial. Estes fatores
favorecem a neuroplasticidade e a neurogénese, au-
mentando o tamanho de espinhos dendriticos em
neurdnios corticais.

Recentemente, em um estudo realizado com pri-
matas (n = 15) para avaliar o efeito antidepressivo do
cha de Ayahuasca, os animais foram separados de seus
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respectivos grupos, induzindo-os entdo a depressao,
os mesmos nao poderiam ter qualquer tipo de con-
tato a nao ser olfatorio e auditivo. Durante o estudo,
todos os animais foram tratados com uma tnica dose
de Ayahuasca (1,67 mL/300 g de peso corporal via
gavagem). Os efeitos comportamentais e fisiologicos
foram avaliados 24 horas e 48 horas ap6s a adminis-
tracao do cha e foram considerados rapidos e positi-
vos, demonstrando redugdo da depressdo e de coceira
(efeito estereotipado) nos animais. Além disso, houve
um aumento na taxa de alimenta¢io e recuperacgdo do
peso corporal dos primatas, assim como os niveis de
cortisol mantiveram-se conforme os valores de base
[16].

J& em um estudo feito com ratos Wistars féme-
as, foi administrado Ayahuasca em doses de 30x e
50x sendo que a analise mostrou que a infusdo de
ayahuasca continha 0,141 mg/mL de DMT, 1,56 mg/
mL de harmina e 0,122 mg/mL de harmalina, onde
uma dose da infusdo (150 mL) corresponde a 0,302
mg/kg de DMT, 3,34 mg/kg de harmina e 0,261 mg/
kg de harmalina. Os resultados demonstraram uma
ativagdo neuronal nas regides que apresentavam neu-
rotransmissdo serotoninérgica e efeitos antidepressi-
vos. Em relac¢io a esses resultados, observou-se que os
compostos contidos na Ayahuasca, na qual possuem
a¢do nas vias serotoninérgicas, participam desse pro-
cessamento emocional em relacao a depressao [17].

Santos et al. [18], avaliaram um grupo de pessoas
que faziam parte do ritual Santo Daime e utilizavam
o cha de Ayahuasca por pelo menos 10 anos. O teste
controlado por placebo, tinha a finalidade de avaliar
as condi(;(")es emocionais, como panico, desesperanqa
e ansiedade, sendo que, apds 1 hora da ingestdo da
Ayahuasca, através de um questionario os voluntarios
relataram reducio desses sintomas.

Em outro estudo mais recente [19], foi avaliado a
ingestao de uma dose de Ayahuasca em 17 pacientes
de uma clinica psiquiatrica que apresentavam dife-
rentes niveis de depressao. Apds 8 horas, foi realizada
uma tomografia computadorizada por emissdo de f6-
ton nico que identificou o aumento da perfusdo san-
guinea no nucleo esquerdo accumbens, insula direita
e area subgenual esquerda, que sdo regides do cérebro
envolvidas na regulagdo do humor e das emogoes e
que sdo relacionadas aos efeitos terapéuticos dos anti-
depressivos tradicionais. Assim, como resultado hou-
ve diminui¢do da depressao e aumento da psicoativi-
dade.

Cameron et al. [20] conduziram um estudo com
ratos machos adultos, nos quais foram aplicados di-
metiltriptamina para avaliar o comportamento de
ansiedade e depressio dos mesmos, concluindo que
os efeitos duradouros da DMT tém a capacidade de
reduzir a ansiedade e facilitar a extingdo da memoria
de medo.

Um estudo realizado in vitro, proporcionou a
descoberta de que a molécula dimetiltriptamina tem
atuagdo sob a enzima indoleamina-2,3 dioxigenase
(IDO), essa enzima faz parte do processo imunoldgi-
co do tumor. Assim, foi possivel identificar uma ati-
vidade antitumoral da DMT, que demonstrou atuar
como inibidora nao competitiva da enzima indolea-
mina-2,3 dioxigenase (IDO) e também apresentou
uma atividade citotoxica nas células mononucleares
no sangue periférico e atividade inibitéria na linha
celular de glioma [21].

Em outro teste realizado in vitro, foi possivel iden-
tificar que a dimetiltriptamina possui relagdo com os
receptores sigma-1, a partir disso, percebeu-se uma
atividade anti-inflamatéria devido a DMT modular
esse receptor e gerar efeitos nos canais de ions [22].
Essa acdo no receptor sigma-1, interfere nos canais de
ions provocando um influxo de célcio para as mito-
condrias, gerando despolarizagdo da membrana mi-
tocondrial e, consequentemente, um desequilibrio
energético que resulta na indugdo das células a sofre-
rem apoptose [23,24].

Em um estudo feito com o intuito de analisar os
efeitos da Ayahuasca sobre o sistema imunoldgico,
10 voluntarios foram submetidos a ingestdo do cha.
Como resultado, houveram aumentos significativos
nos niveis de cortisol e de células natural killer (NK),
além de redugdes significativas nos niveis de linfoci-
tos CD3 e CD4 [25]. Segundo dos Santos [25], isso
pode ser causado pela agdo agonista da DMT sobre
os receptores 5-HT2A centrais e periféricos em leu-
cdcitos e outras células ou tecidos imunoldgicos, pre-
judicando sua diferenciagao e funcionalidades. Ainda
assim, as alteragdes dos niveis de linfocitos nao repre-
sentam riscos patoldgicos e o aumento das células NK
pode ser favoravel no combate a células cancerigenas
ou infectadas por virus [26].

Recentemente, um estudo relatou que a DMT
causa aumento expressivo dos niveis de interferon-y
e interferon-P em culturas de células NK humanas e
células dendritricas em seguida a administra¢ao in
vitro, indicando que esse efeito pudesse ter intervin-
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do pelo receptor sigma-1, revelando um aumento nas
expressoes dos genes do interferon tipo I e II nessas
células, mas ndo sendo relacionado a mutagdes no
mRNA, nem nos niveis de proteina das citocinas in-
flamatorias [27].

No entanto, em um estudo mais recente, foram
investigados os efeitos do DMT e da 5-metoxi-N,
N-dimetiltriptamina (5-MeO-DMT) nos receptores
sigma-1 em células imunes mieldides humanas sob
condigoes inflamatorias e foi constatado que ambos
reduziram o mRNA e os niveis secretados das cito-
cinas pro-inflamatérias IL-1B, IL-6, TNFa e quimio-
cina IL-8, enquanto elevaram a secrecao da citocina
anti-inflamatoria IL-10. Assim, cessou-se a possibili-
dade de as células mieloides humanas desencadearem
respostas imunes adaptativas mediadas pelas células
inflamatorias T auxiliar 1 (Th1) e T auxiliar 17 (Th17)
[28].

Um estudo in vitro referiu que a DMT foi constata-
da no sobrenadante de uma linha celular de melano-
ma, onde a oxida¢ao da DMT foi catalizada por pero-
xidases e, sugerindo entdo pelos autores que, como a
atividade da peroxidase é largamente identificada em
condicoes inflamatorias, a metabolizacgio da DMT
pode ser pertinente em patologias onde ha inflama-
¢ao [29].

A Ayahuasca pode auxiliar no tratamento de alguns
tipos de disturbios como uso abusivo de substancias
quimicas e alcoolismo. Em uma noticia anunciada em
uma radio (BBC) foi relatado o uso bem-sucedido da
Ayahuasca no tratamento de dependentes de cocaina
em uma clinica de reabilitagdo localizada no Peru.
Isso indicou que o tratamento com a Ayahuasca, em
um contexto psicoterapéutico pode ser realmente efi-
caz. Um estudo teve como objetivo confirmar o uso
da Ayahuasca no tratamento de alcoolismo. Nele, os
candidatos selecionados para participar do estudo de-
veriam passar por tecnologias de neuroimagem com o
intuito de rastrea-las inicialmente quanto a existéncia
de déficits de transportadores de serotonina central A
interrupgdo da ingestdo do alcool esteve interligada
com o uso da Ayahuasca, causando elevagdo de longo
prazo na densidade dos transportadores de 5-HT em
plaquetas [6].

Efeitos toxicologicos

Existem poucos relatos sobre reagdes graves com
risco de vida envolvendo a DMT no uso da Ayahuas-

ca. Alguns relatos televisivos e revistas descreveram
casos fatais isolados, e outros sobre reagdes adversas,
entretanto, os achados nio forneceram evidéncias fo-
renses, como, por exemplo, autopsia de composi¢oes
quimicas do composto ingerido, analise de sangue
para alcaloides beta-carbolina, composi¢do da bebida
e quantidade ingerida [30].

Segundo Bilhimer et al. [30], ha preocupagdes so-
bre intera¢des da Ayahuasca e substancias inibidoras
da MAO, assim como, medicagdes serotoninérgicas,
considerando a rota de metabolizagdo da DMT pela
MAO e o mecanismo de a¢ao nos receptores de se-
rotonina, respectivamente, que podem resultar na
sindrome de serotonina. Este fendmeno néo foi ob-
servado comumente em pessoas que utilizam antide-
pressivos concomitantemente com Ayahuasca, entre-
tanto, os casos existem.

A sindrome de serotonina é um evento que pode
ser potencialmente fatal e que envolve o excesso de
estimulagdo dos receptores de serotonina (principal-
mente os receptores 5-HT1A e 5-HT2A) no siste-
ma nervoso periférico e central. Este incidente pode
ocorrer com o excesso de exposi¢do a drogas seroto-
ninérgicas, como Inibidores Seletivos da receptacao
de serotonina (ISRS) e/ou inibidores da MAO [31,32].

Referente ao uso da Ayahuasca em mulheres gra-
vidas e adolescentes, os unicos estudos que avaliaram
alguns destes aspectos, concluiram que adolescentes
expostos ao cha de Ayahuasca em varios estagios de
seu desenvolvimento, desde o utero, incluindo infan-
cia e adolescéncia, foram considerados normais do
ponto de vista psiquiatrico, psicologico e neuropsico-
légico. Entretanto, vale ressaltar que nao ha publica-
¢oes cientificas sobre efeitos toxicos da Ayahuasca em
mulheres gravidas ou até mesmo no feto, apesar do
consumo de Ayahuasca por anos em rituais [32].

Em um estudo realizado com ratas prenhas, os
animais foram tratados com Ayahuasca por via oral
(1x, 2x, 4x e 8x a dose ingerida por um adulto sau-
davel durante um ritual religioso), sendo que a dose
humana equivalente (1X) desta infusio corresponde a
0,30 mg/kg pc/dia DMT, do sexto ao vigésimo dia de
gestacdo e no vigésimo primeiro dia foram avaliadas
as informagdes coletadas do estudo. Cerca de 44% dos
animais tratados com 4x a dose normal ingerida por
um humano morreram durante o estudo, enquanto
que, 52% dos animais tratados com 8x a dose normal,
também morreram, a parte sobrevivente apresentou
efeitos toxicos como, por exemplo, perdas neuronais,
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atraso no crescimento intrauterino, ébitos induzidos
por embrides e aumento da ocorréncia de anomalias
fetais, além de degeneragdes hidrdpicas nas células re-
nais dos animais [33].

A hipoétese mais plausivel para a morte dos ani-
mais envolvidas no estudo anterior descrito é de
que a Ayahuasca apresentou efeitos neurotoxicos,
visto que, antes das mortes registradas as amostras
apresentaram tremores, rigidez, hiperextensdo dos
membros posteriores e convulsoes, sintomas tipicos
de uma sindrome de serotonina [33].

Em outro estudo, sintomas como diarreia, ndusea
e vomito, assim como elevagdo de frequéncia cardiaca
e pressdo arterial foram observados apds o consumo
da DMT [20, 34]. Também foi verificado que uma
dose oral de 1 mg/kg de DMT ¢ suficiente para o apa-
recimento desses efeitos. Quando administrado por
via intravenosa, pequenas doses entre 0,1 e 0,2 mg/
kg ja sao suficientes para ocasionar os efeitos supra-
citados [35].

A dose oral letal média para 50% da populagdo
(DL50) de DMT ¢é de 8mg/kg. Esse dado foi obtido
através de experimentos com animais de laboratério,
estimando que uma dose total letal para um adulto
de 70kg é de 560 mg. Em cerimonias, é consumido
em média uma dose de cerca de 27 mg. Levando em
consideragao a DL50, podemos supor que a margem
de seguranga para o uso de Ayahuasca é de aproxi-
madamente 0,385 mg/kg para um individuo adulto e
saudavel de 70kg [34].

Conclusao

Baseando-se nos resultados apresentados durante
esta revisao de literatura, pode-se concluir que o cha
de Ayahuasca e o seu componente alucinégeno DMT
apresentam grande potencial terapéutico, com efeitos
que incluem beneficios psicoterapéuticos, agdo anti-
depressiva e antitumoral, despertando cada vez mais
o interesse da comunidade cientifica.

Apesar dos seus importantes aspectos farmacolo-
gicos, a DMT também pode causar efeitos adversos
consideraveis, incluindo toxicidade, o que corrobora
com a necessidade da realizagao de mais testes agu-
dos e cronicos, além de pesquisas epidemioldgicas
focadas na sua agdo nas populagdes que a utilizam,
considerando a limita¢do de estudos e dados sobre
esse assunto.
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A ingestao didria da bebida polifenol chéd verde por 12 semanas apresentou
efeito fotoprotetor. Observou-se que substancias nao toxicas consumidas na
dieta como polifenois em frutas, vegetais, vinho, cha e cafeina, ou disponiveis
na forma oral de suplementos, podem aumentar a produciao de ATP e inibir
a produc¢ao de ROS ou diminui a produgao de PGE2, causando redugdo dos
danos induzidos pela luz solar em humanos e protegendo a pele por varios
mecanismos potenciais. Extrato de propolis tem sido utilizado no preparo
de alimentos e bebidas com a finalidade de melhorar ou prevenir o cancer,
e a fruta roma pode exercer a¢do anti-inflamatoria, antiproliferativa e ter
efeitos anti-tumorigénicos. Conforme os artigos estudados, o consumo dos
compostos bioativos carotenoides como betacaroteno e licopeno, flavonoi-
des, polifendis, cafeina, dcidos graxos poli-insaturados émega-3, vitamina
E, e minerais como o selénio, sao estratégias eficientes na protecao da pele
contra a radiagao solar, diminuindo o risco do cancer de pele. Entretanto,
mais estudos clinicos randomizados precisam ser realizados para confirmar
seus efeitos e estabelecer doses adequadas para efeito fotoprotetor.

Abstract

Skin cancer is the most common in Brazil and represents 30% of all ma-
lignant tumors registered in the country. Some bioactive compounds pre-
sent foods such as carotenoids (beta carotene, lycopene), probiotics and
omega-3 propolis extract, can help protect the skin from damage caused by
ultraviolet rays. To achieve the objective, a literature review was performed
to evaluate a photoprotective action of bioactive compounds in the main
health databases Pubmed, Lilacs and SciELO, with keywords: skin cancer,
diet, photoprotection, in Portuguese and English, considering the period
from 2008 to 2019. The use of beta-carotene in photoprotection was effec-
tive, with daily supplementation between 15 mg and 180 mg daily and pro-
tects the skin against sunburn. Included lycopene tomato extract provides
protection against acute skin damage caused by long-term sun exposure.
Lycopene and lutein supplementation protected the skin from damage to
the skin caused by sun damage. A daily intake of polyphenol green tea drink
for 12 weeks shows photoprotective effect. Note that non-toxic substances
that consume diet such as polyphenols in fruits, vegetables, wine, tea and
coffee, or make oral supplements available, may increase ATP production
and inhibit ROS production or decrease PGE2 production, causing harm
reduction. induced by sunlight in humans and protect the skin by various
mechanisms used. Propolis extract was used for the preparation of food and
beverages to improve or prevent cancer, and pomegranate fruit can exert an-
ti-inflammatory, antiproliferative action and anti-tumor effects. According
to the articles studied, the consumption of carotenoid bioactive compounds
such as beta-carotene and lycopene, flavonoids, polyphenols, caffeine, ome-
ga-3 polyunsaturated fatty acids, vitamins and minerals such as selenium,
are effective in protecting the skin against sun pollution, improving or prog-
nosis of skin cancer. However, further randomized clinical trials need to be
performed to confirm their effects and to define doses used for the photo-
protective effect.
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Introducao

O céncer de pele é o mais frequente no Brasil e re-
presenta 30% de todos os tumores malignos registra-
dos no pais, segundo o Instituto Nacional de Cancer
José de Alencar Gomes da Silva (INCA 2018).

O céncer de pele ndo melanoma ¢ a neoplasia ma-
ligna de maior incidéncia no Brasil, segundo dados
epidemioldgicos nacionais, sendo considerado um
grave problema de saude publica, pois pode levar a
deformidades fisicas e ulceragdes graves, onerando
os custos dos servicos de satde. Nos Estados Unidos,
a incidéncia de cancer de pele tem aumentado expo-
nencialmente, chegando a uma média de 900.000 a
1.200.000 casos/ano, elevando significativamente os
custos das seguradoras de saude (FERREIRA et al,
2011).

A radia¢ao solar é considerada o fator ambiental
mais importante no desenvolvimento do cancer de
pele. Os estudos apontam que 80% de toda a expo-
si¢do solar em nossa vida até os 18 anos de idade, e a
experiéncia médica mostra que as pessoas que mani-
festam cancer de pele foram expostas a grandes quan-
tidades de sol ao longo da vida ou receberam picos
intensos dessa exposi¢do, com queimadura solar. A
radiagao solar é capaz de provocar mutagdes e alte-
ragOes nas células, e essas alteragdes podem ser trans-
mitidas para as células novas resultantes do processo
de multiplicagao celular. Com o tempo, elas podem
acumular outras mutacdes causando céncer de pele
(OLIVEIRA et al., 2018).

A alimentagdo é um fator responsavel por manter o
sistema imunolégico funcionando adequadamente, o
que auxilia na prevencdo do surgimento do cancer de
pele. Por esse motivo torna-se relevante uma alimen-
tagdo balanceada, regular e variada, rica em verduras,
legumes e frutas, optando por produtos naturais e
evitando os processados industrialmente, que contém
corantes e conservantes. (OLIVEIRA et al., 2018).

A nutri¢do pode auxiliar como fator de prevencio
primaria do cancer, através da ingestdo de alimentos
que atuam como fator de protecio contra esta doenca,
e evitando-se a ingestdo de alimentos que contenham
fatores cancerigenos. (GOMES et al., 2010)

O consumo de frutas, verduras e hortaligas, que
apresentam agentes naturais com potencial antio-
xidante, anti-inflamatdrio, anti-
carcinogénico e propriedades imunomodulatorias,
demonstra surpreendentes efeitos inibitérios em di-

antimutagénico,

versos processos moleculares e celulares e, portanto,
atualmente ganha destaque nos estudos de prevencao
de danos cutaneos causados por radiagoes UV (FER-
NANDEZ-GARCIA, 2003; 2014; BETTA et al., 2018).

Existem alguns alimentos, nutrientes e compostos
bioativos de alimentos (CBAs) como carotenoides,
flavonoides, polifendis, cafeina, acidos graxos poli-in-
saturados 6mega-3, vitamina C, vitamina E, e o selé-
nio, que podem apresentar capacidade fotoprotetora
da pele através de seu consumo regular (BOELSMA,
HENDRIKS, ROZA, 2001; STAHL, SIES, 2007, 2012;
ANUNCIATO, ROCHA FILHO, 2012).

Considerando o acentuado impacto do consumo
de fotoprotetores orais na prevengéo e tratamento do
cancer de pele, torna-se relevante avaliar o impacto
de nutrientes e compostos bioativos contra a radiagao
ultravioleta.

Material e Método

Foi realizada uma revisao bibliogréfica nos peri-
odicos disponiveis nas principais bases de dados em
saude Pubmed, Lilacs e SciElO, utilizando as palavras-
-chave: neoplasias cutaneas, cancer de pele, dieta, fo-
toprotecdo, vitaminas, minerais, 6mega-3 nos idiomas
portugués e inglés, considerando o periodo de 2008 a
2019. Foram considerados como critérios de inclusao,
estudos que avaliaram o consumo e a suplementagao
oral de alimentos com agao fotoprotetora em pacien-
tes adultos e idosos.

Resultados

FORTES et al. (2018), em estudo de caso-contro-
le em hospital em Roma, avaliaram 304 pacientes re-
cém-diagnosticados com melanoma e 305 pacientes
controle responderam questionario de frequéncia
alimentar. Apds o controle de varios fatores, como
histérico médico, exposicao ao sol e pigmentagao da
pele, mostraram que aqueles que consumiram dieta
tipica do Mediterraneo tiveram menor incidéncia de
melanoma. O consumo de frutas, legumes, chd, pei-
Xe, marisco e peixe rico em acidos graxos 6mega-3 foi
encontrado para ter efeito protetor. Peixes ricos em
acidos graxos dmega-3 incluem sardinha, anchova,
atum e salmao. O consumo de vegetais cozidos (mais
de cinco vezes por semana), vegetais cruciferos (mais
de trés vezes por semana), vegetais de folhas verdes
(trés vezes por semana), frutas (mais de uma vez por
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dia), frutas citricas (mais de cinco vezes) por semana),
e o uso de ervas frescas (quatro ou mais regularmen-
te) foi significativamente associado a diminui¢do do
risco de melanoma.

KOPCKE, KRUTMANN (2008), em meta-analise
realizada com base em sete estudos, avaliaram a efi-
cacia do uso de betacaroteno na fotoprote¢do em hu-
manos com suplementacao didria entre 15 mg e 180
mg, e demonstraram que a suplementagao deste ca-
rotenoide protegeu a pele contra queimaduras solares
e que esta protecdo foi dependente do tempo de du-
racao da intervengdo. O tempo minimo de suplemen-
tagdo para alcance da protecao foi de dez semanas,
com aumento médio do efeito protetor de 0,5 desvio
padrao para cada més adicional de suplementagio. A
dose ideal para fotoprotecao mesmo sendo controver-
sa, apresentou efeito fotoprotetor com doses didrias a
partir de 24 mg.

RIZWAN et al. (2011), em estudo clinico, avalia-
ram vinte mulheres que consumiram 55g de extrato
de tomate por dia, correspondente a 16 mg de lico-
peno, acompanhado de 10g de azeite de oliva, por 12
doze semanas. Os autores demonstraram que extrato
de tomate contendo licopeno conferiu protegdo con-
tra danos agudos a pele causados pela exposi¢ao solar
e potencialmente, também a longo prazo.

GAMBA et al. (2013), para investigar o aconselha-
mento nutricional sobre os efeitos de dieta com baixo
teor de gordura no risco de céncer de pele, avaliaram
mais de 48.000 mulheres na poés-menopausa, rando-
mizadas para controle ou grupo de intervencao die-
tética. A intervencdo dietética incluiu vérias sessdes
educacionais nas quais nutricionistas instruiram os
participantes sobre como diminuir o consumo total
de gordura para menos de 20% do total de calorias,
consumir cinco ou mais porg¢des didrias de vegetais e
consumir seis ou mais porg¢des didrias de graos. Apds
oito anos de acompanhamento, nao houve diferengas
na incidéncia de melanoma ou céncer de pele nio
melanoma entre os dois grupos de mulheres. Mesmo
apos a analise de sensibilidade, em que os participan-
tes que ndo cumpriram totalmente os requisitos do
estudo foram excluidos, ainda nédo houve associacao
entre a intervengdo com baixo teor de gordura e o ris-
co de cancer de pele.

FARRAR et al. (2015), em estudo clinico randomi-
zado duplo-cego controlado por placebo 50 adultos
com idade entre 18 a 65 anos e fototipo de pele I e II,
consumiram 1350 mg de extrato de cha verde encap-

sulado com 50 mg de vitamina C, duas vezes ao dia
durante trés meses. Os autores observaram que nao
houve diferenga significante entre os grupos controle
e placebo em relacio a eritema cutineo, infiltragdo de
leucdcitos e efeito inflamatério de UVR.

FREITAS et al. (2015), em estudo transversal,
mostraram os efeitos de antioxidantes na prevencio
do céancer de pele em 84 individuos com idade entre
38 a 84 anos. No grupo 1, n = 60, os voluntarios foram
diagnosticados com cancer de pele nio melanoma.
O grupo 2, n = 24 foi composto de individuos sau-
déaveis que nunca tiveram céncer de pele. Os autores
mostraram que a ingestdo de concentragoes dietéticas
de minerais, antioxidantes, zinco, cobre e selénio no
grupo 1 foi significantemente menor em comparagao
ao grupo 2 . A correlagdo entre marcadores de estres-
se oxidativo e concentracoes dietéticas, nutrientes e
antioxidantes mostrou a influéncia da ingestdo de
alimentos de vitaminas A, E na reducéo do estresse
oxidativo.

SOKOLOSKI, BORGES, BAGATIN (2015), em
ensaio clinico randomizado, mostraram os efeitos da
suplementacgao oral de licopeno em 20 mulheres sau-
daveis na faixa etaria de 40 anos, durante dez sema-
nas. No grupo (C/ GC) dez mulheres consumiram 16
mg de licopeno em capsulas por dia. No grupo con-
trole (T/GT) dez mulheres consumiram duas colheres
de sopa de molho de tomate com uma colher de sopa
de azeite, diariamente. A ingestdo oral e regular de li-
copeno foi segura, contudo os resultados encontrados
ndo apresentaram nenhum efeito para foto-protecao
sistémica contra radiacio ultravioleta.

BECK et al. (2017), em estudo cruzado, randomi-
zado, duplo-cego controlado por placebo, demostra-
ram os efeitos da suplementacéo oral de 5 mg licope-
no e 10 mg luteina diariamente por doze semanas. No
grupo de estudo licopeno, 33 individuos foram recru-
tados, sendo homens e mulheres com idade média de
40 anos. No grupo luteina, 32 individuos foram sele-
cionados, sendo homens e mulheres com idade média
de 47 anos. No grupo de estudo licopeno, houve re-
dugdo da radiagdo UV. No grupo luteina, houve redu-
¢do da radiagdo de UVA e UVB. Em ambos os grupos
suplementados com licopeno e luteina a concentra-
¢do de carotenoides aumentou significantemente. Os
autores observaram que a suplementagio de licopeno
e luteina pode proteger contra danos a pele causados
pela radiagao solar.

HEINRICH et al. (2011), em estudo clinico rando-
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mizado duplo-cego, controlado por placebo, mostra-
ram os efeitos de polifendis de chd verde em 60 mu-
lheres durante 12 semanas. No grupo GT (tratado)
as participantes consumiram um litro de cha verde /
1402mg de catequinas, diariamente. No grupo C (pla-
cebo) consumiram bebida constituinte correspon-
dente com o mesmo sabor. A fotoprotecao, estrutura
e fungdo da pele foram medidas em linha de base (se-
mana 0), semana seis e semana doze. Apds a exposicao
das areas da pele a 1,25 dose eritérmica minima de ra-
diagao de simulador solar, o eritema induzido por UV
diminuiu significantemente no grupo de intervenc¢ao
GT em 16 e 25% apds seis e 12 semanas, respectiva-
mente. Os autores mostraram que a ingestao diaria da
bebida polifenol cha verde por 12 semanas apresentou
efeito fotoprotetor.

ANDREW et al. (2014), em revisdo de literatura,
observou que substincias ndo téxicas consumidas na
dieta ou disponiveis na forma oral de suplementos
que aumentam a producio de ATP, inibem a produ-
¢do de ROS ou diminui a produgdo de PGE2, pode
ajudar a reduzir os danos induzidos pela luz solar em
humanos e proteger a pele por varios mecanismos
potenciais. Estas substancias incluem polifendis em
frutas, vegetais, vinho, cha e cafeina.

A proépolis tem sido utilizada por muitos povos
no preparo de alimentos e bebidas com a finalida-
de de melhorar ou prevenir doengas como o diabe-
tes mellitus, inflamagdes, doencgas cardiacas e cincer
(BURDOCK, 1998; BANKOVA et al., 1998). A partir
do conhecimento empirico sobre as suas proprieda-
des medicinais, a propolis tem sido alvo de diversos
estudos cientificos com a finalidade de elucidar suas
propriedades quimicas e bioldgicas, determinando
assim, suas possiveis substancias ativas e mecanismos
de agdo SFORCIN et al. (2005), apresentou trabalhos
que tém evidenciado o potencial inibitorio das prépo-
lis brasileiras e de alguns dos seus componentes sobre
diversos tipos de células neoplasicas, como demons-
tradas por LI e colaboradores (2008). De acordo com
KAMIYA e colaboradores (2012), o extrato etandlico
da prépolis vermelha brasileira e seu componente iso-
lado, o acido caféico éster fenetil é capaz de induzir
apoptose em células de carcinoma mamario MCF-7.
Ainda ndo existem estudos semelhantes que demons-
trem estas atividades bioldgicas para a propolis G6
originada da regiao de Mata Atlantica, situada no Es-
tado da Bahia, Brasil, embora a atividade antimicro-
biana de uma substancia isolada a partir da propolis

G6 baiana ja tenha sido relatada por CASTRO e cola-
boradores (2009).

A Punica granatum L., uma planta da familia Ly-
thraceae originaria da regido mediterranea é rica em
compostos fitoquimicos. Em artigo de revisao, SHAR-
MA, MCCLEES, AFAQ (2017), observaram a fruta
roma, como promissor de agente quimiopreventivo,
por exercer agdo anti-inflamatoria, antiproliferativa e
ter efeitos anti-tumorigénicos.

As berries possuem uma grande quantidade de
antioxidantes e flavondides, que possuem implicagdes
potenciais positivas no cancer. Em estudo duplo- cego
controlado por placebo os autores avaliaram o efei-
to fotoprotetor do suco de groselha. Os participantes
consumiram 250 ml de suco de groselha quatro vezes
ao dia durante seis semanas. Contudo, os resultados
obtidos ndo mostraram efeito protetor dos raios UVA
e UVB na pele S. RAY et al, (2016).

Conclusao

De acordo com a literatura cientifica, a suplemen-
tacao de nutrientes como frutas, legumes, cha verde,
peixe rico em acidos graxos 6mega-3, betacaroteno,
licopeno e luteina foram associados a ag¢do quimio-
preventiva no cincer de pele. Entretanto, mais estu-
dos clinicos randomizados devem ser realizados para
confirmar seus efeitos e estabelecer a dose adequada
de cada nutriente.
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Abstract

The development of biosimilar medicines has been an innovative health-
care solution, as it has provided opportunities for biotechnological growth
and advancement for the pharmaceutical industries, as well as new treat-
ment options for cancer patients. HER2 is a clinically established therapeu-
tic target in therapy against breast malignancy; it is estimated that HER2
overexpression occurs in approximately 20% of breast carcinoma cases;
several biological drugs are under development, but currently only a few
monoclonal antibodies have been authorized in Brazil for the treatment of
HER?2 positive breast cancer, including trastuzumab, pertuzumab, trastuzu-
mab emtansine (T-DM1) and CT-P6. With the approval of new molecules
and the expiration of these drugs patents, there was an increase in biological
product options available at potentially lower costs. The present study is a
literature review that aims to address the biosimilar target therapy in the
treatment of HER2 overexpressed breast cancer, which has one of the worst
prognoses in relation to the other subtypes. Subsequently, we present studies
on the clinical efficacy of ANVISA approved monoclonal antibodies. In con-
clusion, studies have proven the benefits of using biosimilars when added
to adjuvant and neoadjuvant chemotherapy, significantly improving patient
survival. The treatment for HER2-positive metastatic breast cancer has been
developed with humanized monoclonal antibodies, which significantly in-
crease the outcome and effectiveness of therapy, and due to the excellent
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results presented, new HER2-targeted drugs are under development.

Introducao

O cancer ¢ uma doenca cronica degenerativa onde
ocorre uma falha nos mecanismos que regulam o
crescimento normal das células, levando a prolifera-
¢do desordenada, incontrolavel e agressiva de células
anormais e, eventualmente, pode disseminar-se para
outras areas do corpo [1].

Através de recentes estudos oncoldgicos, a diferen-
ca entre os tipos de cancer de mama ficou especifica
e objetiva, segundo a FEMAMA (Federagdo Brasilei-
ra de Institui¢oes Filantropicas de Apoio a Satde da
Mama) o cancer pode ser classificado em 4 tipos, sao
eles: Luminal A, Luminal B, HER2 e Triplo negativo
[2].

O Luminal A possui receptores hormonais como
estrogénio e progesterona positivos, cujo desenvol-
vimento celular é lento. O Luminal B apresenta re-
ceptores estrogénio e/ou progesterona positivos, cujo
desenvolvimento é mais acelerado em comparagdo ao
Luminal A. O subtipo HER2, possui alta expressao da
proteina HER2, nao expressam receptores hormonais

e apresenta o segundo pior progndstico em relagdo
aos demais. E o Triplo negativo, ndo expressa recepto-
res hormonais e HER2, sendo negativo para estrogé-
nio, progesterona e HER2. Este tipo de cancer possui
o pior prognostico, pois, o aumento do crescimento
celular é acelerado, os pacientes ndo respondem ao
tratamento com o uso das terapias hormonais, terapia
anti-HER2 e dos inibidores de aromatase. A origem
desse tipo de tumor ndo ¢ esclarecida o que dificul-
ta a busca por medicamentos eficazes. Devido a essas
condi¢des as chances de produgdo de metastases e re-
cidiva sao ampliadas [3].

O cancer de mama é uma das neoplasias mais fre-
quentes entre o género feminino, sendo estimadas 522
mil mortes em 2012, o que representa 14,7% de todos
0s dbitos [4]. Mesmo com a evolucio da biotecnolo-
gia, centros médicos especializados e industrias far-
macéuticas, é notavel um alto indice de mortalidade
em portadores de carcinoma mamadrio metastatico
que recebem o tratamento convencional, identifican-
do assim a necessidade de novas pesquisas e estudos
clinicos para o desenvolvimento de novos métodos de
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tratamento mais assertivo aos pacientes [5].

O INCA - Instituto Nacional do Cancer, analisa
indices periodicamente para o acompanhamento da
mortalidade de pacientes com tumor maligno em
diversos estados do Brasil. Calcula-se que no ano de
2017 houveram 16.724 4bitos por cancer de mama,
representando 16,1% dos casos da doenga e estima-se
que entre os anos de 2018 a 2019, aproximadamen-
te 59.700 novos casos de neoplasia da mama surgi-
rao entre mulheres brasileiras, totalizando 29,5% dos
quadros. Com o envelhecimento da populagio e estilo
de vida irregular em que as pessoas vém adotando nos
ultimos anos, a tendéncia é que este cenario aumente
consideravelmente [4].

Recentemente existem tratamentos e diagnosticos
aptos a identificar um quadro clinico de cancer du-
rante seu desenvolvimento, porém a indisponibilida-
de de atendimento médico ou até recursos financeiros
publicos podem postergar este diagndstico nas fases
iniciais, dificultando o inicio do tratamento para o pa-
ciente, colaborando entdo com a reducio de sobrevi-
da dos pacientes por esta patologia em especifico. Este
tem sido um desafio proeminente para o governo bra-
sileiro, assim como de diversos paises emergentes [6].

As alternativas terapéuticas para o tratamento
do cancer sdao complexas e sdo realizadas de acordo
com o estdgio da doenca, existem varias hipoteses,
que incluem, cirurgia, hormonioterapia, radioterapia
(RxT), quimioterapia (QT), terapia alvo especifica ou
combinac¢do de duas ou mais modalidades [7].

Com os biotecnoldgicos,
métodos de engenharia genética para a produgdo de
novos farmacos a partir da manipulagao do DNA,
sendo possivel realizar a troca de material genético

avangos surgiram

entre diferentes estruturas e viabilizando a sintese de
novas moléculas de DNA, ou seja, DNA recombinan-
te (rDNA) [8].

Com o deferimento e comercializacdo dos far-
macos bioldgicos, houve uma evolugdo consideravel
nos tratamentos oncoldgicos, proporcionando maior
qualidade de vida aos pacientes. Apds a expiragao de
algumas patentes dos biofdrmacos, foi possivel a co-
mercializacdo de medicamentos biossimilares, dimi-
nuindo custos nos sistemas de saude e viabilizando o
acesso ao tratamento [9,10].

Metodologia

Realizou-se um estudo bibliografico com o obje-

tivo de descrever os principais biossimilares dispo-
niveis atualmente utilizados para o tratamento do
cancer de mama HER2. Para a realiza¢do do estudo,
foi elaborado um levantamento de pesquisas em arti-
gos cientificos obtidos nas bases de dados Literatura
Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude
(LILACS), Scientific Eletronic Library Online (SCIE-
LO) e National Library of Medicine (PUBMED).
Utilizou-se as seguintes palavras-chave: “Biosimilar”,
“Breast cancer” e “Monoclonal antibodies”. Apds uma
pré-selecdo dos titulos e resumos, a eleicdo de artigo
constituiu na realizagao da leitura integral da publi-
cacdo. Pesquisou-se 138 estudos, os principais foram
publicados no periodo de 2010 a 2019, entre eles, 55
foram selecionados; desconsiderou-se os textos dupli-
cados ou que eram irrelevantes ao tema.

Resultados

Os anticorpos monoclonais em anélise sdo utiliza-
dos por mulheres para tratar o cincer de mama me-
tastatico. O desenvolvimento desses medicamentos
apresenta um grande avan¢o na area oncologica e sua
terapéutica promove qualidade na sobrevida dos pa-
cientes. Além disso, o tratamento com biossimilares
apresentam melhores resultados quando sdo associa-
dos a outras terapias antineoplasicas. Realizou-se um
levantamento bibliografico onde foram selecionados
13 estudos sobre a eficacia dos anticorpos monoclo-
nais utilizados no tratamento do cdncer de mama, em
seguidas os dados analisados foram compilados na
Tabela 1.

Discussao
Discussido dos Resultados

O objetivo de desenvolver medicamentos biossi-
milares é reduzir o custo e aumentar o acesso para as
pessoas receberem o que ha de mais eficaz e moderno
no tratamento do cincer e de outras doengas cronicas.

Estudos evidenciaram beneficios clinicos no uso
da terapia anti-HER2 utilizada em mulheres com
neoplasia nos estagios inicial e metastatico. O tras-
tuzumabe reduziu pela metade o risco de 6bito entre
pacientes que possuiam o cdncer de mama HER2+.
Além disso, foi comprovado um aumento na taxa de
sobrevida quando combinado a quimioterapia e di-
minui¢ao do risco de recidiva, apresentou melhora
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no tempo estimado de sobrevida global em pacientes

diagnosticados com carcinoma mamdrio precoce.
Como o trastuzumabe é guiado somente para as

células que possuem amplificagdo do HER2 os efeitos

alopecia, mielossupressdo, nauseas, vomitos e diar-
reia. Porém, foi relatado que em 1,4% das mulheres
com o tumor metastdtico tiveram cardiotoxidade,
quando utilizado o trastuzumabe como monoterapia

colaterais quase ndo existem em relacdo a quimiote-

[24].

rapia convencional que causa efeitos agressivos, como

Tabela 1 - Comprovagao da eficacia do uso de biossimilares no tratamento do cancer de mama a partir da
analise de artigos cientificos publicados no periodo de 2010 a 2019.

ANO

AUTOR

METODOS

RESULTADOS

2010

Macedo et al.11

Foi desenvolvido um modelo de
Markov, a partir de um estudo HERA,
para avaliar a eficacia do trastuzumabe
durante 1 ano versus o tratamento base
em pacientes com cincer de mama
HER?2 positivo, em estdgios iniciais.

O trastuzumabe diminuiu o risco de
recidiva em 49% e de metdstase em
48%.

2010

Costa et al.12

Analise dos dados publicados sobre a
eficacia e seguranga cardiaca dos en-
saios adjuvantes de trastuzumabe.

O trastuzumabe em combina¢do com
quimioterapia adjuvante, resultou em
um aumento admiravel de 24% a 58%
na SLD em 5 de 6 estudos. Nos grandes
ensaios houve elevacio da sobrevida
geral de 23% a 35%.

2012

Baselga et al.13

Estudo NeoALTTO de fase III, ran-
domizado, aberto. 455 pacientes par-
ticiparam do estudo, 154 doentes re-
ceberam lapatinibe, 149 trastuzumabe
e 152 lapatinibe + trastuzumabe. A
terapia anti-HER2 foi administrada
por 6 semanas; entao foi incluido o pa-
clitaxel por mais 12 semanas antes da
cirurgia.

O bloqueio duplo de HER?2 por lapati-
nibe + trastuzumabe em sinergia com
paclitaxel é melhor se comparado a
essas drogas quando utilizadas isola-
damente.

2012

Gianni et al.14

Estudo NeoSphere de fase I, multicén-
trico, aberto. Das 417 mulheres parti-
cipantes, 107 receberam o tratamento
com trastuzumabe + docetaxel (grupo
A); 107 pertuzumabe + trastuzumabe
+ docetaxel (grupo B); 107 pertuzu-
mabe + trastuzumabe (grupo C); 96
pertuzumabe + docetaxel (grupo D).

No grupo B observou-se melhora na
PCR de 45,8% (49 de 107) das pacien-
tes, enquanto que o grupo A teve uma
pCR de 29% (31 de 107) dos casos.
Grupo C e grupo D apresentaram pCR
de, 16,8% (18 dos 107); 24% (23 de 96)
respectivamente.

2013

Boyraz et al. 15

Revisao da literatura que apresenta da-
dos clinicos sobre a terapia com tras-
tuzumabe-DM1 (T-DM1) e explora as
vantagens da terapia no tratamento de
pacientes com cancer de mama HER2
positivo.

O tratamento anti-HER2 com T-DM1
em pacientes com cancer de mama me-
tastatico HER2 positivo como monote-
rapia e em combina¢do com a quimio-
terapia evidenciaram atividade clinica
e um perfil de segurancga favoravel.
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2013

Verma et al.16

Estudo EMILIA de fase III, randomi-
zado, aberto. 991 pacientes com cancer
de mama localmente avangado ou me-
tatastico HER2 positivo previamente
tratado com trastuzumabe e taxano,
receberam T-DM1 (n= 495) e lapatini-
be + capecitabina (n= 496).

O T-DM1 prolongou significativamen-
te a SLP comparado com lapatinibe +
caperabina em paciente com céncer de
mama avan¢ado HER2 positivo apds
tratamento com trastuzumabe + taxa-
no. A SLP média foi de 9,6 meses com
TDM1 e 6,4 meses com lapatinibe +
capecitabina.

2014

Perez et al.17

Foi desenvolvida uma andlise entre
os estudos NSABP B-31 e NCCTG
N9831, onde 4.046 pacientes com can-
cer de mama operavel HER2 positivo
receberam doxorrubicina + ciclofos-
famida, adicionados ao paclitaxel com
ou sem trastuzumabe em ambos os
ensaios.

O doxorrubicina e ciclofosfamida, se-
guidos paclitaxel e trastuzumabe, re-
sulta em melhora significativa e estavel
na sobrevida e reduz substancialmen-
te a recorréncia do cancer de mama
HER?2 positivo, em estagio inicial.

2015

Swain et al.18

Estudo CLEOPATRA de fase III, ran-
domizado, duplo-cego, controlado por
placebo. Pertuzumabe ou placebo +
trastuzumabe foram administrados.
Posteriormente foi acrescentado doce-
taxel ao tratamento.

A terapia com pertuzumabe + tras-
tuzumabe + docetaxel, melhorou po-
tencialmente a SG média para 56,5
meses entre pacientes com cancer de
mama metastatico HER2 positivo, em
comparagdo ao placebo + trastuzu-
mabe + docetaxel.

2017

Cameron et al.19

Estudo HERA de fase III, randomi-
zado, multicéntrico, aberto. 5099 mu-
lheres com cancer de mama precoce
HER2 positivo receberam trastuzu-
mabe durante um periodo de trata-
mento de 1 ou 2 anos.

O trastuzumabe melhora expressiva-
mente a SLD (69% para 1 ano de tras-
tuzumabe e 69% para 2 anos de tras-
tuzumabe) e a SG em mulheres com
cancer de mama inicial positivo para
HER?2.

2017

Minckwitz et al.
20

Estudo APHINITY de fase III, multi-
céntrico, duplo-cego, controlado por
placebo. De 4805 pacientes que foram
randomizados, 2400 receberam qui-
mioterapia + trastuzumabe + pertuzu-
mabe e 2405 quimioterapia + trastuzu-
mabe + placebo.

A taxa de SLDI em 3 anos foi de 94,1%
no grupo pertuzumabe, ou seja, o per-
tuzumabe quando adicionado ao tras-
tuzumabe e a quimioterapia, apresenta
uma melhora estatisticamente signifi-
cativa da taxa de SLDI a longo prazo
nos pacientes com cancer de mama
precoce HER2 positivo.

2017

Perez et al.21

Estudo MARIANNE de fase III, in-
ternacional, randomizado. 1.095 pa-
cientes HER2 positivo foram avaliados
sem terapia prévia para o cancer avan-
¢ado e receberam aleatoriamente tras-
tuzumabe + taxano (n = 365), T- DM1
(n = 367) e T-DM1 + pertuzumabe (n
= 363) em doses padrio.

As terapias contendo T-DM1 néo evi-
denciaram superioridade na SLP em
comparagdo com trastuzumabe + ta-
xano, portanto, o T-DM1 pode prover
uma opgdo de tratamento alternativo
para o trastuzumabe + taxano em pa-
cientes com cancer de mama metasta-
tico HER2 positivo.
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Estudo de equivaléncia de fase III,
randomizado, duplo-cego, controlado
por ativo. 549 mulheres com cancer
de mama operado por HER2 positivo
em estagio I-IITA receberam aleato-

O CT-P6 (Herzuma) apresentou efi-
cacia semelhante em relacdo ao tras-
tuzumabe. As mulheres que utilizaram

2017 | Stebbing etal 22 riamente CT-P6 neoadjuvante (271 | CT-P6 e trastuzumabe, obtiveram pCR
[49%]) ou trastuzumabe (278 [51%]), | de 46,8% (116 de 248) e 50,4% (129 de
em conjunto com o docetaxel neoadju- | 256) respectivamente.
vante e FEC (fluorouracil, epirrubicina
e ciclofosfamida) terapia.

Estudo NCT02162667 de fase III, du-

plo-c.ego. 549. p.a.c1entes foram ran- O CT-P6 (Herzuma) adjuvante apre-

domizados, e iniciaram o tratamento . .
2019 Estevaetal.23 | com CT-P6 (n=271) e trastuzumabe sentou eficdcia e seguranga similares

(n=278), a cada 3 semanas por < 1 ano,
apos o tratamento neoadjuvante e a ci-
rurgia.

ao trastuzumabe em 1 ano em pacien-
tes com cancer de mama HER2+.

Tabela 1. Abreviagdes: Sobrevida Global (SG); Sobrevida Livre de Doenga Invasiva (SLDI); Sobrevida Livre de Doenga
(SLD); Sobrevida Livre de Progressdo (SLP); Resposta Patologica Completa (pCR). Fonte: Elaborado pelas autoras.

Indice de mortalidade por cincer de mama no
Brasil

Segundo as informagdes obtidas através dos ban-
cos de dados online do DATASUS, sobre o indice de
mortalidade por cincer de mama no Brasil, pode-se
destacar na Figura 1 o aumento expressivo do nime-
ro de 6bitos por cancer de mama no Brasil no perio-
do entre 2000 e 2017, onde a quantia passou de 8.311
para 16.724 casos. Além disso, a Tabela 2 apresenta a
taxa de mortalidade por faixa etaria, entre o género
feminino no Brasil, no periodo de 2000 a 2017, onde

0 maior valor se encontra no intervalo entre 50 a 59
anos (24,5% dos casos). Assim, observa-se que a se-
nescéncia é um importante fator de risco, devidas as
alteragoes fisioldgicas naturais ligadas a idade [25].

O diagndstico precoce do cancer de mama, ou seja,
nos estagios iniciais (I e IT), colabora para a eficacia da
terapia. Entretanto, no Brasil, devido a falta de estra-
tégias de rastreamento, bem como a conscientiza¢do
da importancia da mamografia, cerca de metade dos
casos sao diagnosticados nos estagios avancados da
doenga (IIT e IV), aumentando assim a dificuldade do
tratamento e a incidéncia de dbitos [26].

Figura 1: Mortalidade por cancer de mama entre mulheres no Brasil, durante o periodo de 2000 a 2017.
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Tabela 2: Taxas de mortalidade por neoplasia da
mama, por faixa etdria, entre o género feminino no
Brasil, no periodo de 2000 a 2017.

Faixa Etaria (anos) | Numero de Obito %
20 - 29 1.756 0,8
30 -39 14.650 6,7
40 - 49 38.238 17,6
50 - 59 53.325 24,5
60 - 69 45.858 21,1
70 -79 35.452 16,3
>80 28.184 13

Tabela 2. Fonte: Adaptado de DATASUS, 2019.”

Regulamentac¢do para medicamentos biossimi-
lares

Um medicamento ¢ autorizado para comercializa-
¢do ap0s ser definido, analisado e aprovado pela agén-
ciareguladora, no caso da Brasil,a ANVISA - Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria é o 6rgao responsavel
por esta regulamentacdo, e define o biossimilar como
um medicamento desenvolvido a partir da biossinte-
se em células vivas (in vivo), geneticamente modifi-
cadas, moléculas complexas e suscetiveis a variacao
de temperatura e armazenagem. Possui um alto valor
de investimento, por conta do processo biotecnolégi-
co, e sua replicacao nao é realizada de forma idénti-
ca, sendo assim as moléculas bioldgicas nunca serdo
totalmente iguais. Em contrapartida, hd os farmacos
sintéticos, classificados como medicamentos desen-
volvidos por sintese quimica (in vitro), com molécu-
las simples e estaveis, de forma que sua replicagdo em
laboratdrio pode ser efetuada identicamente. Através
do desenvolvimento em laboratérios é possivel pro-
duzir mecanismos tecnologicos para facilitar a disso-
lugdo em meio acido ou bésico, sendo assim é possivel
elaborar medicamentos para a administragdo por via
oral [28].

Em 2010 a Agéncia Nacional de Vigilancia Sa-
nitaria (ANVISA), publicou a RDC Ne 55, de 16 de
dezembro de 2010 e definiu como produto biolégico
vacinas, soros hiperimunes, hemoderivados, biome-
dicamentos (farmacos obtidos a partir de fluidos bio-
légicos ou de tecidos de origem animal, e firmacos
obtidos por procedimentos biotecnolédgicos), anticor-
pos monoclonais (mABs) e medicamentos contendo

microrganismos vivos, atenuados ou mortos (nao se
aplica aos antibidticos e estrégenos conjugados se-
missintéticos, anovulatorios, pro biodticos e alérgenos)
[28].

O FDA - Food and Drug Administration, agén-
cia reguladora responsavel pela avaliagdo de medica-
mentos nos Estados Unidos, considera os produtos
biolégicos como a classe de produtos terapéuticos
com maior indice de crescimento no pais, e define
este produto como um medicamento utilizado para
diagnosticar e prevenir o avango, assim como tra-
tar e curar patologias de pacientes em condigoes de
atendimento médico. Trata-se de moléculas grandes
e complexas produzidas por biotecnologia em um
sistema vivo, um microrganismo, célula vegetal ou
célula animal, que geralmente sdo mais dificeis de
caracterizar do que os medicamentos de moléculas
pequenas. A FDA se difere das demais agéncias, pois
criou um processo abreviado de licenciamento para
produtos biologicos, proporcionando mais opgdes de
tratamento, facilitando o acesso a medicamentos, sal-
vando avida de inimeros pacientes, e potencialmente
reduzindo os custos com assisténcia médica. Por meio
de um processo de fiscalizagdo agil e complexo, anali-
sa e comprova que seus fabricantes possuem estudos
clinicos, processos de produgéo e distribuicdo seguros
e eficazes [29].

A EMA - European Medicines Agency foi a agén-
cia pioneira na analise e deferimento de dossiés para
registro de medicamentos bioldgicos, apds este marco
para a industria farmacéutica e saude da populagao
da Unido Europeia, o 6rgao regulamentador concluiu
o maior nimero de analises de dossiés de farmacos
biossimilares, possibilitando a utilizacdo como parte
consideravel nas terapias eficazes contra vérios tipos
de doengas. Para a aprovagdo e comercializagdo de
um medicamento, é necessario que o fabricante apre-
sente um dossié composto por requisitos rigorosos,
assim como diversos testes clinicos que comprovem
similitude ao de referéncia, eficacia, seguranga e qua-
lidade comprovada, assim como a apresentagao de li-
cengas de funcionamento e autorizacdo de BPF (Boas
Praticas de Fabricacdo) [30,31,32,33,34].

Utilizagdo de biossimilares no tratamento do
cancer

Os medicamentos biossimilares tém demostrado
sua eficacia para o tratamento do cancer, pois apre-
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sentam melhorias consideraveis nos desfechos cli-
nicos, incluindo sobrevida do paciente, conforme
indicagdes da NCCN - National Comprehensive Can-
cer Network e ASCO - American Society of Clinical
Oncology. Porém, por conta dos investimentos com
o desenvolvimento de fabricagdo destes farmacos, os
custos sdo particularmente altos, muitas vezes impos-
sibilitando a acessibilidade ao tratamento [35].

Com o avan¢o e desenvolvimento das industrias
farmacéuticas, juntamente com progresso de diversas
pesquisas clinicas, foram obtidas melhorias conside-
raveis referentes a firmacos disponiveis para o trata-
mento de cancer de mama, por exemplo, a sintese de
anticorpos monoclonais humanizados recombinantes
(mAbs) como: o trastuzumabe, um anticorpo anti-re-
ceptor do fator de crescimento epidérmico humano
(HER2), e o bevacizumabe, um anticorpo anti-fator
vascular de crescimento endotelial (VEGF), que em
combinagdo com capecitabina ou taxanos sao reco-
mendados para pacientes com cancer de mama me-
tastatico [36].

O HER2 (ERBB2), trata-se de uma proteina tiro-
sina-quinases transmembranosa que se ligam ao fator
de crescimento epidérmico - EGFR, sua superexpres-
sdo ¢ observada em 20% dos carcinomas invasivos
da mama, é o subtipo que apresenta um dos piores
prognosticos. Em quantidades normais possui um
importante papel no crescimento e desenvolvimento
de células epiteliais, porém em altas quantidades, tor-
na-se um alvo terapéutico para tratamento do carci-
noma mamario, pois a super ativagdo estd relacionada
a um provavel desenvolvimento de tumores, seja por
amplificagdo do gene HER2, ou através da desregula-
¢do do programa de diferenciagdo para cada célula.
O HER?2 quando superexpresso, estimula a formacao
de heterodimeros com outros membros da familia
EGEFR, e consequentemente ocorre uma fosforilacao
dos residuos de tirosina no citoplasma, que permite
uma diversifica¢ao de vias de sinaliza¢ao que promo-
vem o crescimento celular exacerbado e a carcinogé-
nese [37,38,39].

Anticorpos monoclonais

Os anticorpos monoclonais (mAbs) sdo imuno-
globulinas origindrias de um tnico clone de linfécito
B, portanto produzem anticorpos com caracteristicas
idénticas e sdao desenvolvidas para reagir, seletiva-
mente, com antigenos de determinados grupos ce-

lulares (neste caso, o alvo sdo as células tumorais) e
preservar as células saudaveis. Por isso, sdo indicados
como um produto biotecnolégico inovador para o
tratamento de alguns tipos de cancer [40]. A Figura 2
apresenta uma linha do tempo com os anticorpos mo-
noclonais usados no tratamento do cdncer de mama
aprovados no Brasil.

Figura 2: Anticorpos monoclonais utilizados na tera-
pia do cincer de mama aprovados pela ANVISA, em
ordem cronoldgica.
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Figura 2. Fonte: Elaborado pelas autoras.
Trastuzumabe

O trastuzumabe (Herceptin °) fabricado pela Ro-
che, é um anticorpo monoclonal utilizado no trata-
mento do cincer de mama HER2+, ao qual fornece
beneficios clinicos na terapia de pacientes com a pa-
tologia em estdgio inicial e metastatico [41]. Ele se liga
aos receptores HER2 (que se encontram de maneira
aumentada nos tumores HER2+), bloqueando o esti-
mulo ao crescimento tumoral, além disso ele sinaliza
os anticorpos do préprio sistema imunolégico que é
capaz de identificar as células e destrui-las [42, 43]. O
trastuzumabe possui alta afinidade ao receptor HER2,
porém, cerca de 70% a 80% dos pacientes com can-
cer de mama com superexpressiao de HER2 possuem
resisténcia primaria ou adquirida ao trastuzumabe e
ndo respondem ao tratamento quando administrado
como monoterapia [44].

Pertuzumabe

Pertuzumabe (Perjeta’) ¢ um anticorpo monoclo-
nal humanizado anti-HER2, possui um mecanismo
de agdo coadjuvante ao trastuzumabe, pois inibe a
dimerizag¢dao com outros receptores ao se ligar com
ao dominio extracelular IT do receptor HER. Estudos
farmacocinéticos comprovam que através da terapia
combinada, os resultados sdo promissores para pa-
cientes com cincer de mama [18,45,46].
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Trastuzumabe entansina - TDM1

Trastuzumabe entansina (Kadcyla’) trata-se de
um conjugado anticorpo-droga (ADC), ou seja, uma
associagdo de um anticorpo monoclonal (trastuzu-
mabe) ligado ao quimioterapico extremamente po-
tente DM1. O trastuzumabe se liga ao receptor HER2
e leva o quimioterdpico para dentro das células do-
entes onde impede o crescimento e a divisao destas e
provoca a morte celular. Estudos comprovaram a pro-
longacao da sobrevida global e livre de agravamento
da doenga em pacientes diagnosticados com carcino-
ma mamario avangado [47,48,49].

CT-P6

O CT-P6 (Herzuma’), recentemente aprovado
pela ANVISA, é um medicamento biossimilar do
trastuzumabe, que oferece um tratamento alternativo
mais econdémico. Seu mecanismo funciona de maneira
semelhante ao produto de referéncia, e também ¢é indi-
cada para tumores que apresentam superexpressao da
proteina HER2. Por se tratar de uma terapia alvo, seu
principal foco é inibir a multiplicagdo das células can-
cerigenas, sem afetar as células saudaveis [50].

Desafios para a elabora¢io de novos biossimilares

Para que uma induastria farmacéutica apresente
um novo produto biossimilar no mercado, é neces-
saria comprovagao da eficacia e seguranca através de
relatorios e ensaios como, comparabilidade, toxicolo-
gia, farmacodinidmica, farmacocinética, que compro-
vem a biossimilaridade com o farmaco de referéncia,
além de uma tecnologia analitica de ultima geragéo,
incluindo teste de poténcia e andlise da atividade
bioldgica da molécula. Estes relatdrios requerem al-
tos valores de investimentos para as industrias, assim
como maquindrio adequado para a produ¢iao e mao
de obra especializada. Apds o levantamento destes
estudos, ¢ elaborado um dossié e apresentado a agén-
cia reguladora, no caso do Brasil a ANVISA, que por
sua vez analisa os documentos apresentados em até
120 dias conforme Lei n° 13.411/2016, e pode apontar
correcOes a serem realizadas pela empresa, concluin-
do assim o deferimento ou indeferimento do registro
do medicamento [51].

Investimentos para o tratamento do cancer no SUS

Segundo o Ministério da Saude, o SUS (Sistema
Unico de Satde) criado em 1988, é um sistema que
oferece saude, atendimento, diagndstico e tratamen-
to totalmente gratuito para a populagio brasileira. A
proposta é um sistema que ofereca assisténcia médi-
ca sem discriminacdo, do nascimento ao falecimen-
to, passando a ser um direito assegurado por lei (N°
8.080, de 19/09/1990) para o brasileiro [52,53].

O Relatdrio de Auditoria Operacional, Politica
Nacional de Atengao Oncoldgica do Tribunal de Con-
tas da Unido - TCU, divulgou em 2010 que o governo
federal investiu cerca de R$1,9 bilhoes de reais para o
tratamento do cancer no pais [54]. E através das redes
publicas e suplementar de saude, foi possivel diagnos-
ticar cerca de 60,5% de casos de cancer nos estagios
IIT e IV. Na figura 3, divulgado pelo TCU em 2011,
¢ possivel visualizar a evolu¢ao de gastos do governo
para tratamento do cancer de mama no periodo de
2002 a 2010 [55].

Figura 3: Evolugdo de investimento na terapia contra
o cancer realizado pelo governo, no periodo de 2002
a2010.
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Figura 3. Fonte: Adaptado de TCU, 2011.”

Em um relatério divulgado em 2016 pelo Obser-
vatdrio de Oncologia, uma plataforma online de mo-
nitoramento de dados referente a oncologia no Brasil
e integrante do movimento Todos Juntos Contra o
Cancer, é possivel visualizar na Figura 4 a evolugéo
no custo em reais do tratamento e os estagios de cada
paciente diagnosticado na pré e pés menopausa [52].

Conclusao

Através do avan¢o em estudos clinicos, testes e
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desenvolvimentos biotecnoldgicos, industrias e insti-
tuigdes proporcionaram nos ultimos anos progresso
no tratamento para inumeros pacientes diagnostica-
dos com carcinoma mamario. A descoberta dos me-
dicamentos bioldgicos como a terapia anti-HER2,
certamente foi uma evolug¢do inovadora para drea
da sadde, sua aplica¢do é eficaz como monoterapia
ou em associacdo a outro quimioterdpico, pois pro-
longa a sobrevida no cenario metastatico na terapia
do cancer de mama com superexpressio de HER2.
Conforme estudos de fase II em 2012, pacientes uti-
lizando um tratamento composto de pertuzumabe +
trastuzumabe + docetaxel eliminaram tumores por
completo. Estudos em 2019 estudos evidenciaram
resultados eficazes para o uso do CT-P6 (Herzu-
ma®), similar ao trastuzumabe. Porém o cendrio
de casos com ¢bito ainda ¢ alarmante, seja por um
diagnostico tardio, morosidade no atendimento mé-
dico, ou falta de medicamentos essenciais e eficazes
nas unidades de saude. Por meio de parcerias entre
o governo, industrias e institui¢des de pesquisas, faz-
-se necessario a elaboragdo de programas fiscais que
possibilitem o desenvolvimento de fiarmacos mais
eficiente e acessivel para os pacientes.

Figura 4: Valor em reais investido pelo governo brasi-
leiro no tratamento do carcinoma mamério de acordo
com o estagio da doenga.
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Figura 4. Fonte: Adaptado de Observatério de On-
cologia, 2016.**
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diretamente na composi¢ao final do broto e, consequentemente na sua bio-
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germinagao e o teor de compostos fenélicos presentes nos graos, apesar da ex-
plicagdo para isso ser peculiar para cada processo de germinagao. De maneira
geral, sabe-se que os compostos fendlicos podem estar presentes nas formas
soluvel e insoluvel, sendo que a primeira estd normalmente armazenada no
vacuolo da planta, e a segunda ligada a macromoléculas, constituindo a estru-
tura dos graos. Durante o processo de germinac¢ao e consequente atuagdo das
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ser transformada a soluvel, devido a hidrélise das ligagdes com as macromolé-
culas de armazenamento da planta. Dessa forma, a compreenséao das diversas
vias e consequentes resultados se tornam alvo de estudo da literatura. Dentro
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Abstract

Germination is a simple and economical process that improves the nu-
tritional and functional quality of the grains as a result of complex trans-
formations. The environmental conditions in which the grains are exposed
directly influence the final composition of the sprout and, consequently, its
bioactivity. It is possible to notice a positive correlation between the germi-
nation process and the content of phenolic compounds present in the grains,
although the explanation for this is peculiar to each germination process. In
general, it is known that phenolic compounds can be present in soluble and
insoluble forms, the first being normally stored in the plant’s vacuole, and
the second linked to macromolecules, constituting the grain structure. Du-
ring the germination process and the consequent action of enzymes activa-
ted by water absorption, these two fractions are transformed simultaneously.
The soluble fraction can become insoluble due to root growth and the need
for structural formation and the insoluble fraction can be transformed into
soluble, due to the hydrolysis of the bonds with the plant’s macromolecules.
In this way, the understanding of the different pathways and the consequent
results become a target for studying the literature. Within this context, the
main objective of this review is to present recent studies that investigate the
changes promoted by the germination process and its relationship with the
antioxidant properties of different grains. Some biochemical pathways for
the formation of phenolic compounds already elucidated have been addres-
sed, as well as future trends for the use of germination as a process to impro-

ve the biological properties of grains.

Introducao

Germinagdo significa o surgimento de uma nova
planta. Isso inclui os eventos fisiologicos desde que as
sementes sao plantadas até a extensao da radicula que
penetra as estruturas proximas. A absor¢do de agua
inicia as atividades metabdlicas e celulares do grao.
Temperatura, luz, umidade e tempo sdo fatores res-
ponsaveis para a transi¢io do estado de dorméncia
para metabolismo ativo por meio das enzimas hidro-
liticas enddgenas e a ativagdo de hormonios. Enzimas
hidroliticas iniciam a degradagdo de macromolécu-
las de armazenamento como carboidratos, proteinas
e lipidios para gerar os produtos necessarios para o
desenvolvimento e crescimento da planta. Como dito
anteriormente, a germinagao é visualmente detecta-
da com o aparecimento da radicula que aumenta o
consumo de oxigénio e agua, como consequéncia das
necessidades para o crescimento da radicula (Bewley,
1997; Nonogaki & Nonogaki, 2017).

E importante a compreensdo, de que durante a

germinacao, mudanqas ﬁtoquimicas sao extensas,
como resultado de um fluxo dindmico e complexo
de nutrientes, incluindo remobilizagdo, degrada¢ao
e acimulo dos mesmos (Nelson et al., 2013). Como
consequéncia, mudancas bioquimicas e nutricionais
importantes acontecem nos graos, modificando as
caracteristicas dos mesmos (Gan et al., 2017). Como
resultado desse processo dinidmico, a diversidade da
composicdo e, consequentemente, a composi¢do da
atividade bioldgica, sdo especificas para cada grao
(Paucar-Menacho et al., 2010).

Compostos bioativos sdo encontrados em frutas,
vegetais e graos, e, apresentam efeitos em células es-
pecificas do corpo, resultando em melhores condi¢des
de saide. Como eles nao sio essenciais, nio siao re-
conhecidos como nutrientes, apesar de exibirem efei-
tos benéficos como poder antioxidante (Gibney et al.,
2009). A respeito disso, ja se sabe que estes compostos
podem aumentar, diminuir, e principalmente sofre-
rem transformacdes, de acordo com o uso da planta,
sendo novamente especifico para cada broto e grao
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(Nelson etal., 2013). Mesmo assim, ja se sabe também
que esse processo pode acumular diferentes compos-
tos bioativos em brotos, como vitaminas, GABA (4ci-
do y-aminobutirico) e polifendis (Gan et al., 2017). O
objetivo central dessa revisdo ¢ relacionar o processo
de germinagdo de diferentes graos com as mudangas
no perfil de compostos fendlicos, assim como de suas
propriedades antioxidantes.

O que acontece durante a germinagao?

A germinagdo causa mudangas importantes nas
caracteristicas bioquimicas e na melhoria nutricional
e sensorial dos graos (Yang et al., 2017) devido aos
efeitos na composi¢ao dos mesmos, que acontecem a
fim de sustentar o crescimento da semente. Apesar de
algumas transformagdes ocorrerem de maneira geral
nos graos, constituindo as fases de desenvolvimento,
sabe-se que a diversidade de composi¢iao e conse-
quentemente de bioatividade sio marcantes e, um es-
tudo detalhado do tipo de semente e das condigdes de
germinacao, é entio, essencial paraum conhecimento
adequado (Paucar-Menacho et al., 2010).

As primeiras transformagdes que ocorrem durante
a germinagdo iniciam-se com a embebi¢do das se-
mentes. Essencial para este processo, a absor¢do da
quantidade de agua necessaria (A), como resposta
do menor potencial de agua das células, da inicio as
atividades celulares e metabolicas (Nonogaki & Nono-
gaki, 2017) e a reorganizac¢do das organelas celulares
(Bewley, 1997).

A temperatura, luz e umidade adequadas fazem
a transicao do grdo do estado de dorméncia para o
inicio do metabolismo ativo, por meio da ativacao de
inumeras enzimas e hormonios hidroliticos, como a
giberelina. Este hormonio, transita do embrido (ou
germe) para a camada de aleurona, facilitando a libe-
racao de enzimas hidroliticas endogenas degradado-
ras de macromoléculas de armazenamento, que quan-
do degradadas produzem nitrogénio e o esqueleto de
carbono necessdrios para o crescimento e fotossintese
da planta (Nelson et al., 2013) pertencentes aos even-
tos pos-germinativos e crescimento da radicula (No-
nogaki & Nonogaki, 2017).

A germinagdo ¢ detectada visualmente pelo rom-
pimento do grdo com o surgimento da radicula. As-
sim, o embrido gera uma pressdo para a saida da mes-
ma. O alongamento celular na radicula do embrido
é provavelmente induzido pelo afrouxamento da pa-

rede celular através das proteinas modificadoras de
parede celular, como as expansinas, que estdo sob o
controle da giberelina. Neste periodo ha aumento no
consumo de oxigénio. Essa taxa decai em seguida até
que a radicula penetre na membrana, quando ocor-
re novamente aumento expressivo do consumo desse
gas. A vias das pentoses fosfato, glicolitica e oxidativa
retomam e as enzimas do ciclo de Krebs sao ativadas.
Vale ressaltar que os tecidos da semente seca e madu-
ra contém mitocdndrias, enzimas do ciclo de Krebs e
oxidases terminais suficientes para fornecer quantida-
des adequadas de ATP para apoiar o metabolismo du-
rante varias horas ap6s a embebicao (Bewley, 1997).
Apds o afrouxamento da parede celular e aumento do
consumo de oxigénio, uma fase lag inicia-se, onde o
conteudo de agua ¢ estabilizado, eventos bioquimicos
acontecem e RNA e proteinas sdo sintetizados. Nota-
-se o enfraquecimento do endosperma vivo, evento
essencial para a germina¢do de sementes e pré-re-
quisito para a ruptura do endosperma pela radicula,
que marca a conclusdo da germinagdo. Os eventos
pds-germinativos iniciam-se e sio marcados pelo au-
mento da necessidade de consumo de agua, devido
ao surgimento da radicula, que absorve rapidamente
a agua e alonga. Além disso, a mobiliza¢ao de reser-
vas das sementes, como proteinas, lipidios e polissa-
carideos ¢ intensificada, como dito anteriormente. A
degradagdo dos macronutrientes é bem coordenada
e o crescimento das plantulas continuardo até que as
verdadeiras folhas surjam e iniciem atividades fotos-
sintéticas eficientes (Nonogaki; Nonogaki, 2017).

Condi¢oes ambientais de germinag¢io, o que
muda?

Sabe-se que as condi¢des ambientais em que as
sementes sdo germinadas influenciam diretamente
na composi¢ao final do broto e consequentemente
na sua bioatividade. Cada semente tem sua especifi-
cidade em composicdo, e, os fatores ambientais de-
vem ser entdo, combinados para que o ponto 6timo
de germinac¢ao seja determinado (Facelli; Chesson
& Barnes, 2005). Desta forma, fatores como luz,
umidade, temperatura e tempo sdo primordiais para
a determinacdo das condi¢cdes mais adequadas de
germinagao. Uma breve descri¢ao de como estes fa-
tores atuam sobre a germinacgao de sementes e graos
é apresentada a seguir:

Luz: Trata-se de um fator ambiental que afeta
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a fotossintese da planta (Yan et al., 2013), sendo
que a quantidade, a duragdo e a qualidade da luz
desempenham um papel importante na regulagdo
da dorméncia e germinagdo das sementes, o que ¢é
essencial para o crescimento e o desenvolvimento
da planta (Barrero et al., 2014). A luz é detectada
por diferentes fotorreceptores em plantas, como os
fitocromos, que sdo os principais reguladores da
germinacgao em resposta a luz. Os fitocromos sdo os
responsaveis por perceber os sinais de luz e trans-
forma-los em sinais bioquimicos, dependendo da
qualidade, intensidade, comprimento de onda e du-
racao da luz (Vieira; Rodrigues; Garcia, 2017). A luz
evoca mudancas foto-oxidativas nas plantas, como
a produgdo de diferentes formas de espécies reati-
vas de oxigénio (ROS), produzidas principalmente
por cloroplastos. ROS podem iniciar uma série de
alteracdes metabolicas, como a reducdo da ativida-
de enzimadtica e diminui¢do da taxa fotossintética
quando em excesso. Assim, para minimizar os pos-
siveis danos oxidativos causados por estas espécies
reativas, as plantas ativam seus mecanismos de de-
sintoxica¢do constituidos de substincias de baixo
peso molecular como os antioxidantes e as enzimas
antioxidantes (Simlat et al., 2016). Portanto, a au-
séncia ou presenga de luz leva a formas de desen-
volvimento morfologicamente distintos durante o
crescimento da planta (Galvao et al., 2012).

Temperatura: A temperatura é outro parame-
tro fundamental para o crescimento e o desenvol-
vimento das sementes. O processo fotossintético
parece ser sensivel a esse fator, havendo impactos
prejudiciais no desempenho e produtividade da
planta quando exposta a temperaturas inadequadas,
como enfraquecimento da absor¢do de agua e nu-
trientes, mudanca na taxa de crescimento e reducio
nas taxas de processos fotoquimicos, como reagdes
enzimaticas e capacidade fotossintética (Yan et al.,
2013).

Assim, temperaturas inadequadas tornam-se
estresse abidtico para a planta, e, COmo mecanis-
mo de prote¢do e defesa, as mesmas produzem os
compostos fendlicos, incluindo acidos fendlicos,
flavonoides e proantocianidinas, além de polifendis
presentes como glicosideos, acilglicosideos e outras
formas conjugadas (Zhang & Tsao, 2016).

Tempo de germinagao: O tempo de germinagao
afeta diretamente a decomposi¢do das macromo-
léculas. O prolongamento do tempo proporciona

mais decomposi¢do das moléculas de reserva das
plantas e, portanto, maior nivel de liberagdo dos
componentes bioativos (Chungcharoen et al., 2015),
0 que, juntamente com alta atividade de beta-gluca-
nase e alfa-amilase com o tempo, aumenta o teor de
compostos fenolicos livres nos brotos (Farzaneh et
al., 2017).

Germina¢do como uma estratégia para aumen-
tar o contetido de compostos fendlicos e atividade
antioxidante de graos.

Um antioxidante pode ser definido como “uma
substancia que, quando presente em baixas con-
centragdes em comparagdo com a de um substra-
to oxidavel, atrasa significativamente ou impede
a oxidacdo desse substrato” (Halliwell, 1990). Isso
pode acontecer por: a) sequestro de radicais livres
do meio; b) quelagdo de ions metalicos; ¢) inibigdo
de enzimas produtoras de radicais livres; d) ativacdo
de enzimas antioxidantes endogenas; e) prevencao
de peroxidagao lipidica; f) preven¢ao de danos no
DNA; g) preven¢ao da modificagdo proteica e des-
trui¢do de agtcares (Carocho; Morales & Ferreira,
2017).

O termo “compostos fendlicos” pode ser atribu-
ido a compostos que possuem um anel aromatico
com grupamento hidroxila e “polifenois”, compos-
tos que possuem um ou mais anéis aromaticos com
um ou mais grupamentos hidroxilas, embora sejam
termos sinonimos. Os compostos fendlicos podem
ser divididos em diversos sub-grupos de acordo
com as suas caracteristicas estruturais (Figura 1),
que sao os fatores responsaveis pela atividade an-
tioxidante de cada polifenol ou composto fendlico.
Assim, o numero e a posi¢do de grupamentos hidro-
xilas nas moléculas, grau de hidroxilagao, distancia
entre grupamento carbonil e anel aromatico, assim
como a quantidade de anéis aromaticos desempe-
nham um papel importante na atividade antioxi-
dante do composto. (Zhang & Tsao, 2016).

Dados de pesquisas abordados na literatura de-
monstram o potencial efeito positivo na composi-
¢do e qualidade nutricional dos graos germinados.
A Tabela 1 apresenta alguns estudos publicados nos
ultimos 3 anos mostrando brevemente os efeitos
positivos da germinagdo no conteudo de compostos
fendlicos e propriedades antioxidantes de diferentes
sementes e grao.
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Figura 1.

Acidos . . Acido

Taninos
condensados

Figura 1. Classificagao esquematica de polifendis. Fonte: Traduzida de Zhang &Tsao, 2016.

Tabela 1. Graos germinados e mudangas observadas no conteido de compostos fendlicos e propriedades an-
tioxidantes durante a germinagao.

Graos e sementes Mudangas observadas (nao germinadas

. Determinagoes . Referéncias
germinados para germinadas)

Fendlicos totais aumentaram14 vezes em
meédia na oliva germinada. Atividade antio- | (Falcinelli et
xidante dos brotos (8 a 16 dias) foi 30 vezes | al., 2018)

maior que das sementes nao germinadas.

Conteudo de fendlicos
totais (TPC); DPPH;
ABTS; FRAP

Oliva (Olea euro-
paea L.) seeds

Conteudo de fendlicos
totais; flavonoides totais;

. . . Trés, das dez variedades de arroz estudadas
taninos totais; acido fiti-

(IET-23466, IET-23463 e PR-123), apresen- | (Kaur, Asthir,

Cultivares de co; DPPH; FRAP; ensaio ) ) L .
. . taram nivel maior de compostos bioativos & Mahajan,
arroz de atividade de elimina- . . )
N RS . e atividade antioxidante apos 48 horas de 2017)
¢do de radicais hidroxila; o
germinacao.

poder redutor; tocoferol;
ascorbato total.
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Grio de bico

Conteudo de fendlicos
totais; DPPH; ABTS
(TEAC)

Germinagdo aumentou duas vezes o teor de
compostos fenolicos totais; 4 vezes o valor
de DPPH e 2 vezes o valor de TEAC.

(Hayta & Is-
¢imen, 2017)

Compostos fendlicos
totais; determinagao
quantitativa e qualitativa

Acidos fenolicos livres diminuiram
del679,72 mg GAE/100 g a 1042,82 mg
GAE/100 g. Os valores de ORAC também

Feijao (Phaseolus
vulgaris)

p Me-
Milho roxo (Zea | de compostos fendlicos | diminuiram de 4837,061 mg TE/100 g a flaa;;i:t ale
mays L.) totais por HPLC-DAD- | 2060,83 mg TE/100 g. Antocianinas foi a ”
. . ) 2017)
-ESI/MS; compostos nao | classe de compostos fendlicos de maior
antocianinas; antociani- | abundéncia nos brotos de milho roxo com
nas; ORAC 63 horas de germinagao.
Favas (Vicia faba
L.) Tremogo
(Lupinus albus)
Grao de bico
(Cicer arietinum , o Fenolicos totais, flavonoides totais, e ativi-
. Contetdo de fendlicos .. .
L.) Lentilha (Lens . ) . dade antioxidante das leguminosas au- (Saleh et al.,
. totais; flavonoides totais; .
culinaris) DPPH mentaram proporcionalmente ao tempo de | 2017)
Feno-grego (Tri- germinagao (6 dias maximos)
gonella foenum-
-graecum L.)

Arroz marrom

Conteudo de fendlicos

Germinagao a 34°C por 96 horas aumentou
em 3 vezes o conteudo de compostos feno-

(Céceres et

HPLC-MS; DPPH e
FRAP

e cinco flavonoides) foram encontrados nos
brotos de feijao-arroz.

totais; ORAC licos totais e duas vezes a atividade antioxi- | al., 2017)
dante avaliada pelo método ORAC.
36 horas de germinagdo aumentou as pro-
Arroz Xia et al.,
( Or;;zanslzirfﬂ_) DPPH; ABTS; FRAP porq/f)e's de compostos antioxidantes bioa- ; 011217)6 a
cessiveis.
O conteudo de polifendis totais dos extratos
variou de 0,45 al,62 g/kg para graos nao
. B . Compostos fenolicos germinados e de 0,68 a 2,45 g/kg e 0,65-2,53
Soja, grao de bico, . . o o 0 ;
o totais (TPC); flavonoides | g/kg em germinagdo a 30 °C e 40 °C, res- (Mamilla
feijao mungu, len- . . - . o . .
) totais. Quantificagao pectivamente. Atividade antioxidante dos & Mishra,
tilhas vermelhas e . 1 .
feiifio roxXo0 de acidos fendlicos por | extratos aumentou proporcionalmente com | 2017)
) HPLC e DPPH o aumento de TPC. Acido ferulico foi o
acido fendlico mais predominante detectado
nos graos germinados.
1 . Germinagado por 24 horas aumentou o
Fendlicos totais; com- , - ..
. . conteddo total de fendlicos e atividade
. . posicdo de flavonoides o ) )
Feijao-arroz (Vig- |~ . - antioxidante aproximadamente 2 vezes. Sete | (Sritongtae et
e acidos fendlicos por . o .
na umbellata) compostos fendlicos (dois dcidos fenolicos | al., 2017)
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Conteudo de fendlicos
totais (TPC); conteudo

Linha¢a germinada por 10 dias aumentou
55 vezes o conteudo de flavonoides e 6 vezes

Linh Li ] TP L,
lI'l a.ga‘( inum | 1. favonoi des; ORAC: 0 conteu~d0 de . C quando comparada (Wangeta
usitatissimumlL.) . .. . com a ndo germinada. Os valores de ORAC |2016)
andlises atividade antio- aumentaram 7 vezes. CAA mostrou um
xidante celular (CAA). i

aumento de aproximadamente 4 vezes.

Fonte: Dos autores.

Transformagao de compostos fendlicos durante
a germinacao

Os compostos fenolicos podem estar presentes nas
células em suas formas livres e soluveis, esterificadas
e insoluveis (Nayak et al., 2017) e, de maneira geral, a
germinacdo resulta em mudangas no nivel de fenoli-
cos totais da semente germinada, atuando diferente-
mente em suas fracdes (Cevallos-Casals & Cisneros-
-Zevallos, 2010). A maioria dos compostos fenolicos
é sintetizada no espaco intracelular, especialmente no
reticulo endoplasmatico e é armazenada no vactiolo
celular como fragao solavel (Agati et al., 2012). Ja os
compostos insoluveis estio normalmente ligados nos
componentes estruturais da parede celular como ce-
lulose, hemicelulose, lignina, proteinas estruturais e
carboidratos por meio de ligagdes covalentes e, devi-
do a fungdes potencialmente fisioldgicas, esta fragdo

vem sendo explorada nos ultimos anos (Chen et al.,
2016).

Quando ha aumento do conteudo de fendlicos
totais atribui-se isso as transformac¢des que ocorrem
durante o processo de germinagio e a sintese de novo,
que normalmente acontece como resposta de prote-
¢do contra mudangas ambientais e para formacéio es-
trutural (Cevallos-Casals & Cisneros-Zevallos, 2010).
A sintese de compostos fenolicos tem como precursor
original a glicose, e, varias vias de sinalizagdo mole-
cular importantes, incluindo as vias das pentose fos-
fato, glicdlise, via do acetato/malonato e via de tani-
nos hidrolisaveis, estando estas envolvidas na sintese
e transformacdo dos diferentes compostos fenolicos
(Gan et al., 2017). Alguns exemplos de vias bioquimi-
cas de sintese de compostos fendlicos estao exemplifi-
cados nos esquemas 2, 3 e 4.

Esquema 2.
Glucose
Glucose-6-phosphate
! }
Erythrose-4-phosph. Phosph | py Py
L | l
3 Dehydroquinic acid A“"T'c"“
Gallic acid 3-Dehydr ikimic acid Malonyl-CoA
Shikimic acid
Phlorotannins
Monogalloylglucose Polyketides

Simple gallic acid ‘ Phenylalanine
. . v
derivatives Pentagalloylglucose l

l l Ci ic acid ——» Hydroxy ic acids
Gallotanni Bllagitannins.  pCoumaric acid —— Hydroxycinnamic acids Esquema 2. Via pro-
l posta para sintese e trans-
p-Ci oyl CoA ~
formagao de compostos
| v } fendlicos. Fonte: Traduzi-
Flavonoids Stilbenes Proanthocyanidins

da de Gan at al., (2017).
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Esquema 3.

p-cumaril CoA + 3 malonil CoA
l Chalcona sintase (CHS)
Naringenina chalcona
l Chalcona isomerase

Flavonona

Flavononol o / l \\\ Catequinas

Flavonol Flavona Antocianinas
Isoflavona

Esquema 3. Via proposta para sintese de flavonoides. A forma¢ao do composto Naringenina chalcona se da
pela jungdo de p-cumaril CoA com 3 moléculas de malonil CoA por meio da agdo da enzima chalcona sintase.
A naringenina chalcona é convertida a flavonona pela agdo da chalcona isomerase. Flavonona é convertida as
demais formas de flavonoides por diversas vias enzimaticas. Baseado em Shahidi & Yeo (2016).

Esquema 4.

Via Chiquimato

I

Fenilalanina
-NH; l Fenilalanina aménia liase (PAL)
Acido trans-cinamico
l P450 monoxigenase
Acido p-cumarico
l hidroxilase
Acido cafeico
l o-metil transferase
Acido ferulico

+ grupo metoxi l Hidroxilase e o-metil transferase

Acido sinapico

Esquema 4. Via proposta de sintese de fendlicos totais. O aminoacido essencial fenilalanina, derivado da
via bioquimica chamada de Chiquimato, por meio da agdo da enzima fenilalanina amonia liase (PAL), perde
uma amonia e gera acido trans-cinamico. O mesmo, ap6s agdo da enzima P450 monoxigenase é convertido a
acido p-cumarico, que pela a¢do da hidroxilase, gera acido cafeico. Esse ultimo, pela agao da enzima o-metil
transferase é convertido a acido ferulico que é convertido a acido sindpico pela agdo da hidroxilase ou o-metil
transferase. Baseado em Shahidi & Yeo (2016).
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Além disso, nos periodos iniciais de germinagao,
os carboidratos, proteinas e lipidios sdo degradados
e acompanhados consequentemente de um aumento
de agticares simples e aminoacidos livres (Nelson et
al., 2013) e as fragoes de fenolicos insolaveis ligadas a
parede celular também sdo liberadas. Por outro lado,
com a formagdo de novas estruturas devido ao cres-
cimento da planta durante a germinagao, os compos-
tos fendlicos soluveis podem se ligar a carboidratos e
proteinas para a formacdo de novas paredes celulares,
diminuindo sua quantidade na fra¢éo soltuvel (Gan et
al., 2017). Assim, a sintese e transporte de fendlicos
para uso na parede celular ocorrem ao mesmo tempo
(Yeo & Shahidi, 2015) o que faz com que a taxa de
liberagdo e conjugacéo varie de acordo com a semente
que estd germinando (Gan et al., 2017). Trata-se, por-
tanto, de um processo complexo, continuo e peculiar
de cada semente, e, com grande potencial de estudo.
De fato, a literatura mostra diferentes pesquisas com
o objetivo de entender e explicar as transformagoes de
compostos fenolicos que ocorrem durante a germina-
¢do para a semente estudada.

Chen et al., (2017) observaram que diferentes va-
riedades de trigo apresentaram mudangas diferencia-
das na composi¢do fendlica durante a germinagio.
A taxa de compostos fendlicos insoluveis e soluveis
mudou positivamente de acordo com o tempo de ger-
minagdo e variedade. Consequentemente, com maior
teor de compostos fenolicos, a atividade antioxidante
(medida pelos métodos ABTS e DPPH) também apre-
sentou mudanga positiva. Acido fertlico, p-cumarico
e sinapico foram os principais acidos fendlicos encon-
trados em grios de trigo germinados. Acido sindpico
livre esteve presente em todas as variedades germina-
das (4 dias) e para a fracdo insolivel, um aumento de
60,4% foi detectado na variedade Jimai22 enquanto
redugdes de 29,9% e 13,5% foram reportadas para as
variedades Sumail88 e Luyuan502, respectivamente.

O arroz marrom nativo (BR) foi germinado por
4 dias a 30°C. Os autores descreveram mudancas na
composicdo fendlica e na atividade antioxidante no
endosperma e no embrido. Os acidos ferulico, p-cu-
marico e sinapico foram os compostos mais encon-
trados, com uma variagdo interessante dos valores em
cada parte do grao quando germinado. Existem mui-
to mais acidos fendlicos no embrido (especialmente
acido ferulico e p-cumadrico, que aumentaram 27 e
14 vezes, respectivamente, em relacio ao grao nao
germinado e depois diminuiram) do que no endos-

perma. Além disso, a maior parte do acido fendlico
presente no grao é na forma insoltvel. A germinagao
pode alterar essa composi¢do por meio da a¢ao enzi-
matica, causando mudancas na bioatividade (Cho &
Lim, 2018).

Diferencas quantitativas e qualitativas notaveis fo-
ram identificadas em compostos fendlicos em com-
paragdo feita entre graos de amaranto germinados e
crus. Compostos ndo-flavonoides (dcidos hidroxiben-
z0icos e hidroxicindmicos) foram os mais encontra-
dos no grao e no broto de amaranto. A germinagao
otimizada (26 °C por 63 h) aumentou significativa-
mente (p<0,05) a concentragdo de compostos hi-
droxinamicos, representando 97% do conteudo total
de fendlicos, sendo os acidos 4-o-cafeiolquinico e o
4-o-feruloilquinico os principais compostos desse
grupo nos brotos, e que nao foram encontrados nos
grdos sem germinagdo. Ainda, este processo causou
aumento de 50% no contetdo total de compostos hi-
droxibenzdicos, sendo o dcido vanilico o Unico detec-
tado no brotos de amaranto (Paucar-Menacho et al,,
2017).

Apesar das mudangas de diferentes formas de iso-
flavonas serem complexas durante a germinagao, esse
processo pode aumentar o contetdo total de aglico-
nas na soja (Huang, Cai, & Xu, 2014) . Em analise
realizada por Cromatografia Liquida de Alta Eficién-
cia relatou-se que o contetdo total de agliconas, in-
cluindo daidzeina, genisteina e gliciteina de graos de
soja foi significativamente maior (p < 0,05) em graos
germinados do que ndo germinados, o que significa
que a germinagao aumentou isoflavona na sua forma
livre (Huang, Cai, & Xu, 2017). Outras pesquisas com
resultados similares explicaram que isso pode ser atri-
buido as glicosidases ativadas e associadas a conver-
sao de mondmeros de isoflavona através das vias de
malonato e fenilpropanoide (Wang et al., 2015).

Resultados mais especificos foram observados por
Chen et al.,, (2016) que mostraram as mudangas cau-
sadas pela germinagdo em alpiste (na temperatura de
20°C variando tempo de germinagdo de 24 a 120 ho-
ras), onde o contetido de acido galico foi encontrado
apenas em sua forma livre e aumentou gradualmente
com o tempo de germinac¢do. O acido fotocatecuico
foi encontrado apenas em sua forma insoltvel que foi
mantida em conteudo durante a germinagao. O acido
hidroxibenzdico foi detectado na forma livre e inso-
lavel e ambas as formas foram modificadas durante o
processo. O acido vanilico foi encontrado apenas na
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forma insolavel e a forma livre somente foi detectada
em sementes ndo germinadas. Isso pode ser explica-
do pelo uso da fragao soluvel durante a germinacgao
para a formagdo da parece celular. O acido cafeico
foi detectado em alpiste apenas na forma insoluvel e
foi mantido sem alteragdes durante a germinagdo. O
acido siringico, por sua vez, foi detectado apenas em
sementes nao germinadas na forma livre. Ja o acido
p-cumadrico estava presente principalmente na forma
insoluvel e apresentou aumento durante a germina-
¢ao. O acido fertlico foi observado nas fragdes livres
e insolivel com aumento em ambas durante a germi-
nag¢do. Apesar do conhecimento dos mecanismos de
sintese e regulacdo serem limitados durante a germi-
nacdo, esse artigo mostra resultados consistentes do
que acontece com cada composto durante a germina-
¢ao de alpiste.

Ti et al. (2014) também elucidaram as diferentes
mudangas durante a germinagdo de arroz marrom
(a 20°C, no escuro por 17, 24, 30, 35 e 48 horas). Os
autores observaram que o acido fotocatecuico foi en-
contrado apenas em sua forma livre nos graos germi-
nados e cru, apresentando aumento apos 48 horas de
germinacdo. Os acidos clorogénico e cafeico foram
detectados na forma livre com o primeiro mantendo-
-se estavel durante o processo e o segundo apresen-
tando aumento durante as 48 horas de germinagao.
O 4cido siringico, presente nas fragdes livre e inso-
lavel aumentou durante as 48 horas de germinagao.
Ja o acido cumarico, apenas detectado na forma in-
soluvel também aumentou durante todo o tempo de
germinacgdo. Por ultimo, o acido ferulico foi obser-
vado principalmente na forma insoluvel e aumentou
durante todo o tempo de processo.

Em termos de classes de fenodlicos totais, outro
estudo observou o comportamento do composto
tocoferol durante a germinagdo. Sementes de Cha-
maerops humilis var. humilis mostraram altos niveis
de tocoferol, incluindo a-tocotrienol quando em
dorméncia. Durante a germinagao, os autores obser-
varam a sintese de a-tocoferol no embrido, que foi
associada a protegdo de lipideos contra peroxidagio
lipidica durante a germinagdo. Os brotos apresenta-
ram, portanto, conteudos de a-tocotrienol (principal-
mente devido a presenga no embrido e endosperma)
e a-tocoferol com efeitos antioxidantes (Siles et al.,
2015).

Claramente, cada grdo, com condigdes especificas
de germinacao, tem mudangas peculiares de transfor-

magao, demonstrando que ¢ impossivel generalizar
as transformagoes fendlicas que ocorrem durante a
germinacgao e a necessidade da realizagdo de estudos
especificos para cada semente e grao.

Tendéncias futuras de pesquisa

Ja é de conhecimento da literatura que a germi-
nagao causa mudangas estruturais nos compostos fe-
nolicos das sementes e graos, e isso pode mudar as
propriedades bioldgicas e de bioacessibilidade dos
compostos bioativos. Assim sendo, utilizar testes
bioldgicos in vitro (com linhagens celulares ou diges-
tdo simulada, por exemplo) ou mesmo testes in vivo
sdo propostas de continuagdo dos estudos, visto que
avaliam uma perspectiva bioldgica dos ensaios mais
proxima de situagoes reais.

Wang et al. (2016) por exemplo, realizaram o pri-
meiro estudo focado na cinética da atividade antio-
xidante de linhaga e brotos durante a germinagéo (8
a 10 dias) por atividade antioxidante celular (CAA).
Para tal, utilizaram células humanas de cincer de fi-
gado (HepG2). Os resultados obtidos sugeriram que
a linhaga e seus brotos sdo uma fonte alternativa de
antioxidantes celulares para aplicagdes futuras. Essa
metodologia é util para examinar a biodisponibili-
dade de antioxidantes alimentares, porque leva em
consideragio diversos fatores como absor¢éo celular e
metabolismo, possibilitando a obten¢ao de uma pers-
pectiva bioldgica mais realista (Kellett, Greenspan, &
Pegg, 2018).

Ainda, por meio da inducdo de estresse oxidativo
em culturas celulares, Wang et al. (2015) observaram
que o extrato de soja chinesa germinada foi capaz de
proteger as células contra estresse oxidativo sem mor-
te celular, mostrando outro exemplo de estudo in vi-
tro com culturas celulares.

Além disso, a digestdao in vitro é outa tendéncia
para estudos em graos germinados devido a sua
abordagem fisioldgica. Apesar de ser comum, poucos
estudos utilizaram dessa técnica para analisar graos
germinados e os produtos derivados destes, como
extratos. Trata-se de um teste biolégico in vitro que
pode mostrar a bioacessibilidade de compostos fe-
nolicos e eficiéncia antioxidante dos brotos (Pérez-
-Burillo; Rufian-Henares & Pastoriza, 2018). Swieca,
Seczyk, & Gawlik-Dziki, (2014) simularam o proces-
so de digestao in vitro e observaram a liberagdo dos
compostos fenolicos presentes no broto de lentilha
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apesar dos flavonoides estarem pouco bioacessiveis.
A complexidade da digestdo e a interagdo com outros
compostos também foi discutida.

A falta de pesquisas com esse foco para produtos
germinados mostra o alto potencial de estudo nessa

Esquema 5.

area. O Esquema 5 ilustra o caminho proposto para
obtengdo de resultados seguros e consolidados, onde
a combinagdo e sequéncia adequada de métodos é
crucial.

Grao

I

Solvente adequado para extra¢do de

compostos fendlicos soluveis

|

Condigdo de germinagdo otimizada

|

Extracdo de compostos soluveis

e insoluveis

!

Estudo do comportamento de

antioxidante com a germinagdo

(in vitro)

fendlicos compostos e atividade —»

Testes bioldgicos In vivo

T

Testes biolégico in vitro

T

Digestdo simulada (in vitro)

T

Identificacdo de compostos

fendlicos

Esquema 5. Caminho proposto para a pesquisa com graos germinados. Fonte: dos autores.

Conclusao

O processo de germina¢do mostra-se como uma
excelente alternativa para melhorar a capacidade an-
tioxidante de sementes e graos, como discutido nessa
contribui¢do. Os compostos fendlicos nas duas fra-
¢oes, livre e insoluvel, sdo transformados positiva-
mente durante o processo de germina¢ao melhorando
a composicdo fitoquimica das sementes e consequen-
temente suas propriedades antioxidantes. Apesar de
algumas mudangas serem similares durante a germi-
nagao, cada grao deve ser estudado de forma especifi-
ca para defini¢do dos tratamentos mais adequados. A
revisdo de literatura aqui apresentada mostrou clara-
mente a necessidade de identificacio e caracterizacio
de compostos fenolicos, além da realizagdo de ensaios
que simulem de forma mais préxima dos eventos re-
ais no organismo, como o processo de digestdo e/ou
testes in vivo, no sentido de dar a dimensao factual
da atuacdo destes compostos em sistemas complexos.
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