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APRESENTACAO

O e-book: “Quimica e tecnologia: avancos que moldam o mundo
contemporaneo 3” € composto por quatro capitulos de livros que investigaram: i)
estratégias de aprendizagem, no ensino de quimica, para alunos com deficiéncia
visual; ii) desenvolvimento de biofilmes para protecdo de manga p6s-colheita; iii)
monitoramento de reacdes quimicas com a técnica de Ressonancia Magnética
Nuclear; iv) andlise bioquimica e fisiologica de camundongos Balb/c tratados
com benzoiltiouréia.

O primeiro capitulo desenvolveu um material pedagoégico voltado para
0 ensino de elementos quimicos direcionado a alunos com deficiéncia visual.
Os resultados apontaram que o material desenvolvido pode colaborar de forma
significativa no processo de aprendizagem destes alunos.

O capitulo 2 investigou o desenvolvimento de um biofilme comestivel
a base de quitosana e cera de carnalba para a protecdo de mangas do tipo
Palmer apés a colheita, a fim de evitar o processo de deterioragcéo. Os resultados
apontaram que o biofilme apresenta propriedades antimicrobianas, antioxidantes
e anti-inflamatorias. Além de ser proveniente de uma fonte abundante e de baixo
custo, se constituindo em uma fonte alternativa e viavel.

O terceiro capitulo avaliou a aplicacdo da Ressonéncia Magnética
Nuclear no dominio do tempo, reflaxometria, para monitoramento de reagbes
quimicas diversas em tempo real. Os resultados demonstraram uma correlagéo
do tempo de relaxagéo longitudinal e transversal com diversas caracteristicas
morfologicas e fisico-quimicas das amostras.

Por fim, o Ultimo capitulo investigou os desafios e limitagbes das
intervencdes terapéuticas existentes para a doenca de Chagas. Entre as novas
alternativas de tratamento se encontra o uso das benzoitiouréias (BTU) como
agente triponicida. Os experimentos foram realizados com Camundongos Balb/C
machos, submetidos a um tratamento com BTU em diferentes concentragdes
(12,5; 25 e 50 mg/kg) durante 30 dias. Os resultados foram promissores e
apontaram que a BTU n&o causa toxicidade a longo prazo.

Nesta perspectiva, a Atena Editora vem trabalhando de forma a estimular
e incentivar cada vez mais pesquisadores do Brasil e de outros paises, a
publicarem seus trabalhos com garantia de qualidade e exceléncia em forma de
livros, capitulos de livros e artigos cientificos.

Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua
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CAPITULO 1

BLOCOS DE MONTAR COMO INSTRUMENTOS PARA
PROMOVER A COMPREENSAO DE ELEMENTOS
QUIMICOS EM ALUNOS COM DEFICIENCIA VISUAL

Dara Stephanie Marcelino

Instituto Federal de Educacéao, Ciéncia e
Tecnologia de Sdo Paulo

Larissa Vitoria Panichelli

Instituto Federal de Educacéao, Ciéncia e
Tecnologia de Sdo Paulo

Valeria Fernanda de Lima

Instituto Federal de Educacéao, Ciéncia e
Tecnologia de Sdo Paulo

Juliana Barretto de Toledo

Instituto Federal de Educacéao, Ciéncia e
Tecnologia de Sao Paulo

RESUMO: Os materiais pedagogicos
adaptados, direcionados aos educandos
com necessidades especificas, também
servem para que docentes busquem
alternativas que desenvolvam aprendizagem
desses alunos. Blocos de montar foram
adaptados para as aulas sobre Elementos
Quimicos, visando facilitar a compreenséo
de todos, incluindo os estudantes com
deficiéncia visual. A proposta apresentada,
faz com que estudantes participem
ativamente das aulas, podendo montar as
moléculas. Quando o aluno foca apenas na
memorizacao, no reflete sobre o conteldo,

Data de aceite: 02/05/2024

néo o questiona, ndo compreende de fato, e
quando nao lhe for mais util, ele o esquece.
O instrumento, dessa forma, age como
vetor de aprendizagem significativa.
PALAVRAS-CHAVE: materiais adaptados,
deficiéncia visual, ensino de quimica.

INTRODUCAO

Garantir aprendizagem as pessoas
com algum tipo de necessidade especifica
€ de extrema importancia. Todavia, a
dificuldade em lhes ensinar & maior. A
falta de conscientizacdo do Estado, dos
educadores, dos pais, e da sociedade de
modo geral, faz com que a inclusdo dos
educandos com deficiéncia visual seja
mais dificil do que o esperado. Faltam
desde politicas publicas de formagéo inicial
e continuada de professores, materiais
pedagogicos adequados, espacos fisicos
para realizacdo dessas atividades,
somente para ressaltar alguns problemas.

Jogos e brinquedos adaptados
sdo de extrema importancia pedagogica,
pois atuam como facilitadores do trabalho

com estudantes que possuam deficiéncia,
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tornando a compreensdo dos conteddos mais evidente. Além disso, conforme PIAGET
(1972), sdo instrumentos que trazem curiosidade (aspecto da acomodacéo) e despertam o
interessa (aspecto da assimilagéo.

Para SOARES (2004, p.14), atividades como jogos e/ou brincadeiras, “podem ser
usados para apresentar obstaculos e desafios a serem vencidos, como forma de fazer
como que o individuo atue em sua realidade, o que envolve, portanto, o interessa e o
despertar desse”. O autor ainda ressalta o interesse como algo material, sendo, assim,
destaca que s6 havera motivagdo em aprender, se houver interesse envolvido.

Os materiais pedagogicos adaptados, incluindo jogos e brinquedos, direcionados
aos educandos com necessidades especificas, servem igualmente para que docentes
busquem alternativas que desenvolvam as habilidades de aprendizagem. A escola tem papel
fundamental em promover a apropriacdo do conhecimento de forma coletiva e abrangente
(SERVICO DE PRODUCAO DE MATERIAL PEDAGOGICO ADAPTADO, 2021).

O presente resumo expandido descreve a experiéncia da elaboragdo de um
instrumento pedagogico voltado para a aprendizagem de todos os estudantes. Foi um
produto final das aulas Instrumentagéo para o Ensino de Quimica Il.

PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

No contexto educacional a palavra “brinquedo” pode ser interpretada de maneira
ampla, referindo-se a materiais interativos produzidos para auxiliar na aprendizagem e no
desenvolvimento das habilidades.

Segundo Soares (2013) o termo brinquedo é “o lugar, objeto e/ou espag¢o onde
acontece o aprendizado” e, nesse caso em especifico, s@o pecas de lego® adaptadas
em braile, desenvolvidas para o ensino de quimica para pessoas com deficiéncia visual, a
serem manipuladas de forma tétil, visando a incluséo e facilitar o aprendizado.

Os blocos de montar LEGO foram adaptados para as aulas de Quimica sobre
Elementos Quimicos, tendo por objetivo principal facilitar a compreenséo dos alunos pelo
conteudo tratado e, além disso, pode incluir os alunos. Isto faz com que participem mais
ativamente das aulas, pois podem montar as moléculas propostas. E de grande importancia
ressaltar que este material ndo se aplica somente aos alunos com deficiéncia, os demais
alunos também podem usufruir do material com um grande aproveitamento, pois elucida
melhor o conteudo que a simples escrita na lousa.

Os materiais utilizados para a confecg¢éo dos blocos de montar adaptados foram:

+  Blocos de montar de varios tamanhos com encaixe;
+  Cola quente;
+  Tabela peritdica (figura 1);

+  Alfabeto braile (figura 3).

Quimica e tecnologia avangos que moldam o mundo contemporéaneo 3 Capitulo 1
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Figura 1: Blocos de montar e tabela periédica

Fonte: Préprio autor, 2023

Figura 2: Blocos finalizados

Fonte: Préprio autor, 2023
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Figura 3: Alfabeto Braile
Fonte: Alfabeto, s.d.

Os blocos quadrados médios e pequenos (verdes e azuis) representam os elementos
que serdo utilizados para identificar os elementos (carbono, hidrogénio e oxigénio) montar
a equacgao quimica.

O bloco vermelho grande sera a base identificada como asterisco, em que sera
utilizada para montar a equagédo quimica e os blocos triangulares verdes representam o
sinal de soma que sera utilizado para auxiliar a montagem da equacgao quimica. Os blocos
possuem diferentes cores para que possam ser utilizados caso necessario com alunos de
baixa visao.

Na lateral de cada peca foi feito pequenas aderéncias circulares (bolinhas) com
a cola quente, seguindo o alfabeto braile para representagdo dos simbolos da tabela
periddica, para que assim o aluno possa identificar de qual elemento quimico se trata.

As pecas que foram confeccionadas séo para exemplos simples para ser utilizados
em sala de aula, com isso foi possivel utilizar blocos de tamanhos diferentes, fazendo com
que a distincdo entre um elemento e outro seja facilitada.

Nas figuras 4 e 5, é demonstrado dois exemplos de moléculas (H20 e CO2), de
como seria o trabalho com o material dentro de sala.

Quimica e tecnologia avangos que moldam o mundo contemporéaneo 3 Capitulo 1
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Figura 4: Molécula de H20

Fonte: Pr(’)prio autor, 2023
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Fonte: Proprio autor, 2023

5

Capitulo 1

Quimica e tecnologia avangos que moldam o mundo contemporéaneo 3



Os materiais e métodos utilizados no desenvolvimento da pesquisa devem ser
adequadamente descritos, usando a Grafia Braille.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Espera-se que, com este material adaptado para a aprendizagem dos elementos
quimicos e moléculas, os alunos consigam ter uma melhor no¢cdo de como forma-las por
meio dos elementos quimicos.

Como se trata de uma proposta para a 12 série do Ensino Médio, utilizou-se apenas
exemplos simples, para que a constru¢do do conhecimento seja gradativa, pensando em
que os estudantes possam primeiramente assimilar as moléculas mais simples e de como
manipula-las, para que assim possam ser dado sequéncia na constru¢cdo de moléculas
mais complexas.

Quando o aluno foca apenas em memorizagao de conteudos ele n&o pensa sobre o
conteldo, ndo o questiona, ndo compreende de fato, e quando nao lhe for mais Gtil e sem
uso cotidiano, sera inevitavelmente esquecido. A partir do momento em que o aluno assimila
e acomoda a estrutura de aprendizagem, por si s6 compreende o conteudo transmitido, por
isso deve-se dar inicio na aprendizagem com conteudo “mais leves”, de facil compreensao
(INSTRUMENTACAO ENSINO DE QUIMICA 1I, 2021).

CONSIDERAGCOES FINAIS

Espera-se que com este material os alunos possam compreender melhor o contetdo
abordado pelo professor, isso ira fazer com que ele se interesse mais pela disciplina e
motive-se a buscar cada vez mais conhecimentos sobre a area.

Também pretendeu-se atender as necessidades especificas dos alunos com
deficiéncia, fazendo com que se sintam parte da aula e da sociedade, para que assim possa
dar continuidade nos estudos e ndo apenas ser aprovado sem ao menos compreender 0s
conteudos ministrados no componente curricular de Quimica, pois a missdo das escolas
€ ensinar, independente de qual forma ela ocorrer4, mesmo que muitas das vezes no
cotidiano essa missao ndo é aplicada. Cabe a escola e aos docentes ndo esquecerem para

que eles estéo realmente la: ensinar para todos os alunos, sem excegéo!

AGRADECIMENTOS

A Daniela Cristina Selmini, bibliotecaria do IFSP-Campus Matéo, pela ajuda com as
referéncias bibliograficas.
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RESUMO: A conservagao pos-
colheita de frutas é desafiadora para
produtores, comerciantes e consumidores,
especialmente em frutas tropicais como a
manga. A aplicagéo de filmes comestiveis
€ uma estratégia relevante para prevenir a

Data de aceite: 02/05/2024

deterioracdo, criando uma barreira contra
perda de umidade, trocas gasosas e agao
microbioldgica. A técnica de deposicéo
camada-por-camada, LbL  (Layer-by-
Layer), pode ser usada para desenvolver
esses filmes. A quitosana, obtida do
exoesqueleto de crustaceos, e a cera de
carnalba s@o usadas nessas solucoes,
oferecendo propriedades antimicrobianas,
biocompatibilidade, biodegradabilidade,
abundancia e baixo custo. O 6leo essencial
de orégano também pode ser utilizado
devido as suas propriedades antioxidantes,
antimicrobianas e anti-inflamatérias. Nesse
contexto, o projeto propds a fabricacéo,
caracterizagdo e investigacdo de filmes
comestiveis LbL contendo quitosana, cera
de carnauba e 6leo essencial de orégano.
Os testes para avaliar a eficacia dos filmes
protetores foram conduzidos utilizando
amostras de manga Palmer (Mangifera
indica). Os resultados obtidos indicam que
filmes feitos de quitosana, combinados
com cera de carnalba e 0Oleo essencial
de orégano, sdo eficazes na protecdo de
manga Palmer. Esses filmes apresentam
caracteristicas  favoraveis como boa
manuseabilidade, textura, aparéncia e
espessura adequadas, além de serem
biodegradaveis tanto em agua quanto em
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solo. Notavelmente, as mangas tratadas com os filmes contendo cera e 6leo essencial de
orégano mantiveram sua aparéncia e peso por periodos prolongados, destacando o potencial
desses filmes. Assim, os resultados sugerem que os filmes de quitosana e extratos naturais
representam uma alternativa viavel para protecéo de frutas apds a colheita.
PALAVRAS-CHAVE: filmes comestiveis; quitosana; cera de carnauba.

DEVELOPMENT OF CHITOSAN FILMS USING THE LAYER-BY-LAYER
TECHNIQUE FOR POST-HARVEST PROTECTION OF PALMER MANGOES

ABSTRACT: Post-harvest fruit conservation is challenging for producers, traders and
consumers, especially in tropical fruits such as mango. The application of edible films is a
relevant strategy to prevent spoilage, creating a barrier against moisture loss, gas exchange
and microbiological action. The layer-by-layer deposition technique, LbL (Layer-by-Layer), can
be used to create these films. Chitosan, obtained from the exoskeleton of crustaceans, and
carnauba wax are used in these solutions, offering antimicrobial properties, biocompatibility,
biodegradability, abundance and low cost. Oregano essential oil can also be used due to
its antioxidant, antimicrobial and anti-inflammatory properties. In this context, the project
proposed the manufacture, characterization and investigation of LbL edible films containing
chitosan, carnauba wax and oregano essential oil. Tests to evaluate the effectiveness of the
protective films were conducted using Palmer sleeve samples. The results obtained indicate
that films made from chitosan, combined with carnauba wax and oregano essential oil, are
effective in protecting fruits. These films have favorable characteristics such as good handling,
texture, appearance and thickness, in addition to being biodegradable in both water and soil.
Notably, mangoes treated with films containing wax and oregano essential oil maintained
their appearance and weight for longer periods, highlighting the potential of these films. Thus,
the results suggest that chitosan films and natural extracts represent a viable alternative for
protecting fruits after harvest.

KEYWORDS: edible films; chitosan; carnauba wax.

INTRODUCAO

O Brasil desperdica cerca de 39.000 toneladas de alimentos diariamente (MARTINS
e colab., 2022). Conforme a Organizacdo das Nagbes Unidas para a Alimentagcéo e
Agricultura (FAO), o desperdicio anual de alimentos global atinge aproximadamente 1,3
bilhdo de toneladas (FAO, 2013), quantidade suficiente para alimentar dois bilhdes de
pessoas por ano. Essa perda expressiva ndo apenas causa prejuizos econémicos, mas
também compromete a seguranca alimentar. O desperdicio, especialmente relevante no
pbs-colheita de frutas, resulta de fatores intrinsecos, como oxidagéo e senescéncia, bem
como de fatores extrinsecos, como pragas e danos fisicos.

Diante desse cenario, diversas estratégias tém sido desenvolvidas para mitigar
esses problemas, visando melhorar a preservacdo, prolongar o tempo de prateleira e
garantir a qualidade das frutas. A utilizacdo de revestimentos comestiveis na superficie
das frutas pode reduzir a degradacdo natural (JURIC e colab., 2023; MD NOR e DING,
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2020), atuando como barreiras eficazes contra a perda de agua, trocas gasosas e agéao
microbiolégica. Esses revestimentos desempenham um papel crucial ao evitar danos
fisicos, quimicos e microbiolégicos (JURIC e colab., 2023; PESTANA e colab., 2021; SHEZI
e colab., 2020).

E interessante que os revestimentos comestiveis sejam desenvolvidos de modo
que suas caracteristicas organolépticas e protetivas sejam adequadas para o consumo
(SAHA e colab., 2017; ZAMBRANO-ZARAGOZA e colab., 2018). Portanto, é crucial utilizar
biomoléculas e compostos de origem natural para preservar as propriedades das frutas ap6s
a colheita. A quitosana, um polimero natural, surge como uma escolha ideal para formar
filmes protetores na superficie das frutas devido a sua atoxicidade, biodegradabilidade,
comestibilidade, atividade antimicrobiana e baixo custo (ADHIKARI e colab., 2022; KUMAR
e colab.

Uma alternativa para viabilizar a utilizagcdo da quitosana na fabricacdo de
revestimentos comestiveis € empregar a técnica de formacdo de filmes camada-por-
camada, também conhecida como LbL (Layer-by-Layer). Nesse método, as superficies séo
cobertas por meio da deposi¢éo progressiva de camadas de materiais protetivos (ODJO e
colab., 2022; WANG e colab., 2022).

Os filmes comestiveis LbL tém a capacidade de incorporar materiais funcionais
em suas camadas protetoras, como ceras, extratos de plantas ou 6leos essenciais, que
podem oferecer uma variedade de atividades biolégicas importantes (SALAS-MENDEZ e
colab., 2019). Alguns desses componentes possuem propriedades antimicrobianas, como
€ 0 caso do 6leo essencial de orégano, que contém agentes ativos como timol e carvacrol,
conhecidos por seus efeitos antimicrobianos (ZAMBRANO-ZARAGOZA e colab., 2018).
Outra substancia interessante para a fabricag@o de filmes LbL é a cera de carnalba, um
composto lipidico obtido das folhas de Copernicia cerifera (DE FREITAS e colab., 2019).
Ceras naturais, como a carnalba, sdo capazes de limitar a perda de agua, além de
aumentar o brilho e a atratividade visual das frutas.

Assim, o objetivo deste projeto foi investigar o efeito protetor de filmes comestiveis
a base de quitosana, 6leo essencial de orégano e cera de carnalba na preservagcéao de
mangas. A formulagéo dos filmes LbL possibilitou o revestimento das mangas com um filme
comestivel, oferecendo protegdo adicional contra microrganismos e prolongando o tempo
de armazenamento. O estudo teve como objetivo preencher lacunas na literatura sobre a
preservacao de mangas usando filmes camada-por-camada produzidos com ingredientes
naturais e acessiveis.
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MATERIAIS E METODOS

Caracterizacao da quitosana

O grau de desacetilagdo da quitosana foi determinado por meio da técnica de
titulacdo potenciométrica, conforme o método estabelecido por Tolaimate e colegas.
(TOLAIMATE e colab., 2000). Neste procedimento, cerca de 40 mg de quitosana, que foi
previamente seca em estufa a 50 °C até atingir uma massa constante, foi dissolvida em
10 mL de é&cido cloridrico (HCI) padronizado (0,1 mol L"). A solu¢do de quitosana foi entéo
titulada com hidroxido de sédio (NaOH) padronizado (0,1 mol L'). Um pHmetro Digimed
DM-2P foi utilizado para monitorar o pH durante o processo de titulagao.

Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier por Refletancia
Total Atenuada (FTIR-ATR)

Amostras solidas de quitosana foram caracterizadas por espectroscopia na regido
do infravermelho (1V). Para assegurar a completa remocao da umidade, aproximadamente
2,5 mg das amostras dos polimeros foram secas em estufa a 50 °C por 24 horas. Apds esse
periodo, os espectros de infravermelho foram adquiridos utilizando um espectrofotdmetro
FTIR-ATR Agilent Cary 630, com pelo menos 4 acumulagdes na regido de 4000 a 400 cm™'.

Preparo e caracterizacao dos filmes

A solucgao filmogénica de quitosana (1% m/v, 250 mL) foi elaborada dispersando o
polimero em acido acético glacial (1%, v/v), seguindo a metodologia proposta por Pilon e
colaboradores (PILON e colab., 2015). Em seguida a solucao foi agitada por 12 horas para
completa solubiliza¢do da quitosana.

A solugé@o de cera de carnauba foi preparada pela fusdo de 5 g de cera em 45
mL de 6leo de coco previamente aquecido a 70 °C sob agitagdo constante, segundo
proposto na literatura (GUTIERREZ-PACHECO e colab., 2020; PESTANA e colab., 2021).
Aincorporacao do 6leo essencial de orégano foi realizada nesta etapa. Para tanto, volumes
correspondentes de 6leo essencial foram adicionados a solugéo de cera de carnauba para
obtencao de concentracbes finais de 1% e 5% de 6leo.

Os filmes foram produzidos em placas de Petri de poliestireno pela técnica de
deposicdo camada-por-camada (LbL). Inicialmente foi depositada a solucao filmogénica de
quitosana e o material foi seco em estufa (50 °C). Posteriormente o filme foi removido da
placa e submergido na solu¢do de cera de carnalba para o revestimento final.

Os filmes foram caracterizados por analise subjetiva, espessura e teor de umidade.
Na avaliacdo subjetiva, foram verificadas caracteristicas como auséncia de rupturas e/
ou fraturas ap6s a secagem, homogeneidade e manuseabilidade. Para cada uma dessas
caracteristicas, foi atribuida uma classificacéo: 6timo, regular e insatisfatorio. Além disso,
espectros de infravermelho dos filmes foram obtidos.
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Estudos de biodegradabilidade em agua e solo

A determinacdo da biodegradabilidade dos filmes em agua seguiu o protocolo
descrito por Kaya e colegas (KAYA e colab., 2018). Amostras dos filmes, com dimenses de
2 x 1 cm, foram recortadas, pesadas e transferidas para béqueres de 50 mL. Em seguida,
adicionou-se 50 mL de agua as amostras, que foram mantidas em temperatura ambiente
por 48 horas. Apos esse periodo, as amostras resultantes dos filmes foram secas em estufa
a 80 °C e novamente pesadas para determinar a massa final do filme remanescente. Trés
amostras de cada filme foram utilizadas. A perda de massa do filme devido a degradacéo
em agua foi calculada utilizando a Equacéo (1).

massa final

Biodegradagio em agua (%) = % 100(%)

massa inicial ™)

O estudo da biodegradabilidade dos filmes no solo também seguiu 0 método descrito
por Kaya e colaboradores (KAYA e colab., 2018). Amostras dos filmes secos, com dimensées
de 2 x 1 cm, foram previamente pesadas e colocadas em recipientes contendo solo. Cerca
de 10 mL de agua foram adicionados as amostras, e apdés 31 dias, as massas finais foram
registradas. A microflora do solo néo foi artificialmente modificada para manter as condicoes
naturais de biodegradacao. Trés amostras de cada filme foram utilizadas, e a perda de massa
do filme devido a degradacéo no solo foi calculada utilizando a Equagéo (2).

massa final

Biodegradacio em solo (%) = x 100(%)

massa inicial (2)

Recobrimento das frutas e determinacéo da perda de massa das frutas

A investigacéo da capacidade protetiva dos filmes foi realizada em amostras de
manga Palmer (Mangifera indica). O procedimento de recobrimento das frutas foi conduzido
conforme proposto por Jurié e colaboradores (JURIC e colab., 2023), com algumas
adaptacdes. Foram selecionadas mangas de tamanho, forma e cor uniformes, sem sinais
de danos mecénicos ou deterioracdo por fungos, as quais foram desinfetadas com solucéo
de hipoclorito de so6dio (2,5%) antes do processo de recobrimento. Apés uma lavagem
completa com agua destilada, as frutas foram imersas nas solu¢des de recobrimento por
15 minutos. Em seguida, foram secas em temperatura ambiente e mergulhadas na solugéo
de cera de carnaulba por 15 minutos. Apds esse periodo, as mangas foram armazenadas
em uma incubadora a 25 + 1 °C por 31 dias. As amostras de manga foram avaliadas
periodicamente quanto a perda de massa, aparéncia, textura e firmeza.

A perda de massa (PM) das frutas revestidas com os filmes foi avaliada ao monitorar
a massa em intervalos variados durante o armazenamento. Esse indice foi calculado como
uma porcentagem de massa inicial, conforme indicado pela equacao (3). (MENG e colab.,
2008; MOHAMMADI e colab., 2016; NIKKHAH e HASHEMI, 2020).
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PM(%) = massa final 100(%)

massa inicial (3)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacao da Quitosana por Titulacao Potenciométrica

A quitosana € um biopolimero muito abundante em crustaceos, sendo formado
(GlcNAc)
glicopiranose (GlIcN) unidas por ligagdes do tipo B(1®4), conforme ilustra a Erro! Fonte de

por unidades 2-acetamido-2-deoxi-D-glicopiranose e 2-amino-2-deoxi-D-

referéncia nao encontrada..

OH on
o
™o R o]
/ H
NH "‘
Ny
of °:< OH
L cH, 1 L _
3 y z

Figura 1: Representagéo esquematica da estrutura da quitosana.

Os indices y e z representam as unidades GIcNAc acetilada e GIcN desacetilada, respectivamente.
Fonte: Autoria Propria, 2024.

As unidades GIcN recebem a denominagdo de unidades desacetiladas enquanto
as unidades GIcNAc sao denominadas unidades acetiladas. A razao proporcional entre
unidades GIcN e GIcNAc define varias propriedades finais da quitosana, tais como
solubilidade e capacidade antimicrobiana. Por isso, é fundamental determinar a razao entre
as unidades GIcN e GIcNAc.

A quantidade de grupos GlIcN presentes na cadeia polissacaridica da quitosana &
conhecida como grau médio de desacetilacdo (¢D) . Uma das alternativas mais eficientes e
rapidas de determinacédo do GD é pela técnica de titulacdo potenciométrica. A fim de garantir
a protonagédo de todos os grupos amina ligados ao anel glicopiranosidico da quitosana,
a substancia foi dissolvida inicialmente em uma solucdo aquosa de HCI previamente
preparada e padronizada. Apos essa etapa, a solugéo foi titulada com NaOH padronizado
(0,101 mol L"), resultando em uma curva de titulagéo (Figura 2).
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Figura 2: Curva de titulagéo potenciométrica da quitosana. Em preto: variagdo de pH em funcdo do
volume de NaOH; em vermelho: derivada primeira da curva de titulagéo.

Fonte: Autoria Prépria, 2024.

O primeiro ponto de viragem na curva da derivada primeira marca o fim da
neutralizagdo dos hidrogénios (H*) em excesso da solugao de acido cloridrico e 0 comego
da neutralizacédo dos grupos amina protonados na quitosana. Ja a segunda viragem indica o
término da desprotonacao desses grupos amina. A diferenca entre esses dois pontos indica
o volume de NaOH necessario para desprotonar os grupos amina, permitindo calcular o
namero de mols de unidades desacetiladas. O valor do grau médio de desacetilagdo (GD)
foi calculado usando a Equacgéao (4):

= M xV
0Ly — NaoH*XVNaoH
GD( /0) = ((M - )+ me=[Mygor*VNaoH*161.22] ) x 100
NaoH*VNaOH 20324 )
sendo M, a concentragdo da solugéo de hidroxido de sédio em mol L™; V, . 0

volume de base necessario na neutralizagédo das unidades protonadas da quitosana; m,
representa a massa total de quitosana usada na titulacdo; 161,22 g mol' e 203,24 g mol”
correspondem, respectivamente, as massas molares das unidades desacetilada e acetilada

de quitosana. Sendo assim, o valor de GD , obtido em duplicata, foi de 98,3 = 1,1%.
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Caracterizacdo da Quitosana por Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier por Refletancia Total Atenuada (FTIR-ATR)

A Figura 3 exibe o espectro de infravermelho da quitosana com suas respectivas
bandas vibracionais. Os dados observados sdo caracteristicos da amostra e estdo alinhados
com a literatura.

55

50 T T T T T T T T T T T

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda (cm™)

3362-— ——— - —— -
2870- — === = = — = ~&— - — - — -
1649
1588
1425
1375
1320
1149

Banda (cm-1) Atribuicao Referéncia
3362 Estiramento axial dos grupos hidroxilas -OH (DOMSZ\;&?)O BERTS,
2870 Estiramento das ligagbes C - H da cadeia polimérica | (DONG e colab., 2002)
1649 Estiramento C = 0 de amida |
1588 Deformagéo angular de N - H dos grupos amina (BRUGNEROTTO e

colab., 2001; DOMSZY

1425 Deformacéo de -CN de amida e ROBERTS, 1985;

1375 Deformacéo -CN de amina DONG e colab., 2002)

1320 Deformacéo -CN de amida lll

1149 Estiramento antissimétrico de C - O - C de unidades (BRUGNEROTTO e
glicosamina colab., 2001)

Figura 3: Espectro de absor¢do na regiao do infravermelho para amostra de quitosana.

Fonte: Autoria Prépria, 2024.

Caracterizacao dos filmes

Foram produzidas quatro amostras de filmes de quitosana em placas de Petri para
andlise das propriedades dos materiais. A primeira amostra, denominada Q, consiste apenas
de quitosana. A segunda amostra, Q.CERA.10, é composta por um filme de quitosana
revestido com uma solucéo de 10% de cera de carnauba solubilizada em 6leo de coco. As
amostras Q.CERA.10.0E.1 e Q.CERA.10.0E.5 sao filmes de quitosana revestidos com
solucdes de 10% de cera de carnauba contendo 1% e 5% de 6leo essencial de orégano,
respectivamente.
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A Tabela 1 mostra os dados de analise subjetiva (auséncia de rupturas/fraturas,
homogeneidade, bolhas e manuseabilidade) para as amostras estudadas. Os parametros
foram classificados como 6timo (***), regular (**) ou insatisfatério (*). E relevante destacar
que a camada de cera € quebradica, por isso os filmes contendo essa substéncia foram
classificados como regulares. Esta caracteristica também comprometeu a manuseabilidade
das amostras. Aléem disso, essas amostras tem tendéncia de formarem camadas nao
homogéneas devido ao acumulo de cera em alguns pontos do filme durante a etapa de

recobrimento. Nenhuma das amostras apresentou bolhas.

Amostra - Anatilse Sub]itlva : Es?;snf)ura
Q kx ok ok . 82 + 20
Q.CERA.10 > ** i e 120 +20
Q.CERA.10.0E.1 ** ** ok 3 95 +15
Q.CERA.10.0E.5 * ** e * 124 + 4

a: Auséncia de rupturas/fraturas; b: Homogeneidade; c: Bolhas; d: Manuseabilidade

Tabela 1: Resultados da avaliagéo subjetiva e espessura dos filmes obtidos no trabalho.

A espessura do filme desempenha um papel crucial em suas propriedades globais. A
medicao da espessura em varios pontos da amostra permite avaliar, de forma quantitativa,
a uniformidade do filme produzido em placas de Petri.

De acordo com os dados da Tabela 1, as espessuras médias variaram entre 82
e 124 mm. Os dados mostram que incorporagdo da camada de cera tente a aumentar a
espessura dos filmes. Entretanto, esse aumento é discreto e a presencga do 6leo essencial
de orégano parece influenciar na espessura.

Essas medidas de espessura sdo consistentes com estudos anteriores realizados
por Xavier e colaboradores (XAVIER e colab., 2020) em filmes de quitosana com fécula e
cera de carnalba, que obtiveram filmes com espessuras de cerca de 92 ym. Resultados
semelhantes foram encontrados em filmes de quitosana estudados por Chiumarelli e Hubinger
(CHIUMARELLI e HUBINGER, 2012). Os autores verificaram que a espessura de filmes
de fécula de mandioca e cera de carnauba tiveram espessuras de 130 ym. Além disso, a
espessura dos filmes ndo excedeu os 250 um, considerado o valor maximo ideal (SKURTYS,
2010). Cabe destacar, no entanto, que o recobrimento dos filmes de quitosana com solugdes
de cera de carnalba em maiores concentragcdes pode proporcionar filmes mais espessos.
Devido a esse comportamento a concentracdo de cera de carnalba foi mantida em 10%.

O teor de umidade dos filmes é crucial na preservacéo dos alimentos, especialmente
quando a deterioracdo natural da fruta esta ligada a alteragdo na quantidade de agua. Os
resultados indicam que o teor de umidade dos filmes ficou abaixo de 10%, sendo ainda

menor nas amostras que incluiam cera.
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Os filmes também foram caracterizados quanto a sua composicdo quimica. Os
espectros infravermelhos do filme Q, cera de carnadba e Q.CERA.10 foram avaliados para
verificar possiveis interagdes entre grupos funcionais (Figura 4). A maioria dos principais
picos de quitosana e da cera de carnalba foram preservados ap6s a formacéao do filme,
indicando poucas interacdes entre grupos funcionais de ambos os compostos, garantindo
perdas ndo significativas de atividades individuais.

A as longas cadeias alquilicas da cera e o flme Q.CERA.10 apresentam bandas
vibracionais referentes aos estiramentos assimétricos e simétricos dos grupos metil (CH,)
e metileno (CH,) localizados em 2915 e 2845 cm”, respectivamente (BUCIO e colab.,
2021). As vibragdes dos grupos amina e amida da quitosana aparecem na regido de 1530
e 1400 cm™ na amostra Q.CERA.10 (BRUGNEROTTO e colab., 2001), com pequenos
deslocamentos em relagdo ao filme de quitosana (amostra Q). O mesmo acontece com
as vibracbes associadas ao estiramento -C-O-C- na ligagdo glicosidica da estrutura da
quitosana, observados em 1065 e 1015 cm™. A maioria das bandas vibracionais da cera

e da quitosana foram preservadas no filme, indicando a manutencgéo das caracteristicas
individuais de cada substancia.
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Figura 4: Espectro de absorcdo na regido do infravermelho para amostra de filme de quitosana, cera de
carnauba e filme LbL Q.CERA.10.

Fonte: Autoria Prépria, 2024.
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Biodegradabilidade em agua e solo

Os dados de biodegradabilidade das amostras de filmes em agua e solo estdo
exibidos na Tabela 2. E interessante observar que a amostra Q apresentou valor de
degradacdo em agua de 65,7 %, enquanto esse valor variou entre 42,5 e 20,1 para os
filmes contendo cera. Esse resultado pode ser explicado pela hidrofobicidade conferida
aos filmes pela presenca da cera de carnauba. Isso faz com a biodegradabilidade em agua
seja reduzida.

Amostra Degradacao em agua (%) Degradacao em solo (%)
Q 65,7 +4,0 19,9 +6,7
Q.CERA.10 425 +7,4 27,9 +13,3
Q.CERA.10.0E.1 20,1+4,9 59,3 +1,8
Q.CERA.10.0E.5 27,8 +8,3 43,2 +4,6

Tabela 2: Dados de biodegradabilidade dos filmes em agua e solo.

Além disso, quando as amostras revestidas com cera sdo comparadas, observa-se
que a presencga do 6leo essencial de orégano contribui para redugdo ainda mais drastica
da biodegradabilidade. Enquanto que na amostra Q.CERA.10 a degradacao em agua foi da
ordem de 42,5%, esse valor foi reduzido para 20,1 e 27,8% para as amostras Q.CERA.10.
OE.1 e Q.CERA.10.0E.5, respectivamente. Essa drastica reducdo parece também estar
diretamente relacionada ao aumento da hidrofobicidade proporcionado pelo 6leo essencial
de orégano.

Por outro lado, a presenca de substéncias hidrofobicas nos filmes proporcionou um
aumento no teor de degradagé@o em solo quanto comparado com o filme de quitosana sem
camada de cera.

Os resultados de degradagdo em &gua e solo sdao ambientalmente relevantes.
Atualmente, a protecédo de frutas depende muito de filmes plasticos que demoram muitos
anos para se decompor, podendo levar até 1200 anos (CHAMAS e colab., 2020). Portanto,
esses resultados destacam a importancia das descobertas deste estudo.

Determinacéao da perda de massa das mangas

Amostras de manga Palmer (Mangifera indica) foram adquiridas em um mercado da
cidade e submetidas a higienizagdo em solucao de hiploclorito de so6dio. Ap6s a secagem,
as mangas foram tratadas com solugdes filmogénicas de quitosana e cera de carnauba para
obtencao dos filmes protetores pela técnica LbL. As amostras foram entdo armazenadas
por 31 dias em estufa (25 = 1°C). O Quadro 1 exibe uma comparacgéo entre amostras de

mangas tratadas no inicio e final do periodo de armazenamento pés-colheita.
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Amostra Dia 0 Dia 31

Controle

Q.CERA.10

Q.CERA.10.0E.1

Q.CERA.10.0E.5

*O brilho das imagens foi ajustado para uma melhor visualizagao da superficie das frutas.
Quadro 1: Comparativo do efeito protetivo dos filmes de quitosana em amostras de manga Palmer*.

Fonte: Autoria Propria, 2024.

As amostras do grupo controle, sem filme, apresentaram deterioragdo consideravel
ao longo do periodo de armazenamento, com desenvolvimento visivel de fungos na
superficie das frutas. Por outro lado, as amostras tratadas apenas com quitosana (Q) nao
mostraram sinais evidentes de fungos na superficie, embora sua aparéncia tenha sido
comprometida. Da mesma forma, a amostra Q.CERA.10 também teve sua aparéncia
bastante prejudicada ao final do experimento. Visualmente a amostra Q.CERA.10.0OE.5 foi
a mais bem avaliada ao final do periodo de armazenamento, sendo sua aparéncia a mais
preservada pelos filmes protetores.
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Além da analise visual, experimentos de determinacdo da perda de massa foram
realizadas para quantificar a eficicia dos filmes protetores. A Figura 5 confirma que o grupo
controle foi 0 que mais perdeu massa ao longo do tempo. Em seguida estdo as amostras
Q.CERA.10 e Q, respectivamente. Os dados da Figura 5 mostram que essas duas amostras
foram capazes de retardar a perda de massa das mangas quando comparadas ao grupo
controle.

As amostras Q.CERA.10.0E.1 e Q.CERA.10.0E.5 foram as mais efetivas na
protecao das mangas. Esse resultado est4 associado a presenga do Oleo essencial de
orégano, substancia que apresenta propriedades antioxidantes e antimicrobianas. Embora
nédo tenha sido observada diferencga significativa nos dados de perda de massa entre as
amostras Q.CERA.10.0E.1 e Q.CERA.10.0E.5, as imagens apresentadas no Quadro
1 evidenciam que uma maior concentracdo de 6leo essencial de orégano foi capaz de
produzir melhores resultados visuais na protecdo das mangas. Desse modo, o aumento da
concentracéo de 6leo essencial pode ser uma boa estratégia para maximizar a capacidade

protetiva dos filmes.
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Figura 5: Evolugdo da perda de massa de morangos tratados com filmes comestiveis.

Fonte: Autoria Propria, 2024.
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CONCLUSOES

Os resultados deste estudo evidenciam a eficacia na producéo de filmes comestiveis
a base de quitosana, cera de carnalba e 6leo essencial de orégano, empregando a técnica
de camada-por-camada (LbL). Esses filmes exibiram propriedades mecanicas, fisicas e
quimicas adequadas para a preservagado pos-colheita de frutas, incluindo aspectos como
aparéncia, homogeneidade, manuseio e espessura ideais para o revestimento das frutas.
Além disso, estudos de biodegradabilidade em agua e solo indicaram que esses filmes séo
degradados eficientemente nesses ambientes.

Os testes dos filmes em mangas Palmer revelaram que a combinagdo dessas
substancias proporcionou protecdo as frutas por até 31 dias. Os resultados indicam que
0 6leo essencial de orégano desempenha um papel fundamental na preservagédo da
aparéncia das frutas e na reducédo da perda de massa ao longo do tempo.

Essas descobertas evidenciam o potencial das formulagbes que incorporam
quitosana, cera e 6leo essencial como revestimentos comestiveis para frutas pos-colheita.
Os filmes desenvolvidos neste estudo surgem como uma alternativa importante, sendo
biodegradaveis, naturais, comestiveis e de baixo custo, contribuindo, assim, para melhorar

0 armazenamento pés-colheita de mangas.
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RESUMO: A ressondncia magnética
nuclear no dominio do tempo, também
chamada de relaxometria, € uma técnica
espectroscopica nao-destrutiva e rapida
de obtencdo de informacgbes relevantes
de sistemas estaticos ou dinamicos,
como aqueles representados por reacdes
quimicas diversas. Os parametros obtidos
pela técnica, principalmente os tempos de
relaxagé@o longitudinal (T,) e o tempo de
relaxagéo transversal (T,), se correlacionam
com diversas caracteristicas morfolégicas
e fisico-quimicas de amostras, como
cristalinidade, presenca e estado de fases
liquidas em matrizes porosas, extensao de

Data de aceite: 02/05/2024

uma reagdo quimica, entre outros. Essas
capacidades tornam a relaxometria uma
excelente sonda para investigacdo de
uma ampla gama de sistemas, tanto na
industria quanto no ambiente laboratorial
de pesquisa. Este trabalho apresenta um
panorama dos principios fisicos da técnica,
uma nova sequéncia de pulsos desenvolvida
pelos autores, e explora suas aplicagcdes em
diversos sistemas estaticos e dinamicos.
PALAVRAS-CHAVE: Relaxometria;
Ressonancia Magnética Nuclear no
Dominio do Tempo; SAFF; Monitoramento
de reacéo em tempo real

TIME-DOMAIN NUCLEAR MAGNETIC
RESONANCE AS ATOOL FOR
THE REAL-TIME MONITORING OF
CHEMICAL REACTIONS

ABSTRACT: Time-domain nuclear magnetic
resonance, also known as relaxometry, is a
non-destructive and rapid spectroscopic
technique for obtaining relevant information
from static or dynamic systems, such as those
represented by various chemical reactions.
The parameters obtained by this technique,
particularly the longitudinal relaxation times
(T,) and transverse relaxation time (T,),
correlate with various morphological and
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physicochemical characteristics of samples, including crystallinity, the presence and state of
liquid phases in porous matrices, and the extent of chemical reactions, among others. These
capabilities make relaxometry an excellent probe for investigating a wide range of systems,
both in the industry and in research laboratory environments. This work provides an overview
of the physical principles of the technique, introduces a new pulse sequence developed by the
authors, and explores its applications in various static and dynamic systems.

KEYWORDS: Relaxometry; Time-Domain Nuclear Magnetic Resonance; SAFF; Real-time
reaction monitoring

RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma técnica espectroscopica aplicada ao
estudo de inUmeros compostos quimicos, sejam inorganicos ou organicos. Diversos nucleos
podem ser estudados, sendo o hidrogénio e o carbono os mais explorados. Elucida¢des
sobre a estrutura quimica e relaxacdo nuclear séo realizadas nas mais diferentes areas de
pesquisa com o auxilio desta ferramenta.

Os nlcleos de massa e/ou numero atdmico impar apresentam uma propriedade
conhecida como spin, onde se comportam como se estivessem girando, e, para estes
casos, 0 numero de estados de spins permitidos é quantizado e determinado por seu
namero quantico de spin nuclear |. Logo, cada nuclear ira apresentar 21+1 estados de spin
permitidos com valores inteiros entre +1 e —I. Para o hidrogénio que possui I=%2, havera dois
estados de spins permitidos em seu nicleo: +Y2 e -Y.

Portanto, quando submetidos a uma forga magnética externa (B,) os spins, assim
como minusculos imas, se alinham a este campo, de forma que aqueles como p=+% se
alinham a favor de B, e apresentam menor energia, e os demais com p=-% alinham-se na
direcé@o oposta a B, em um estado de maior energia.

A energia magnética de um nucleo é o produto entre seu momento magnético e a
forca do campo aplicada (LEVITT, 2008):

Emag =—H. BD
O fenbmeno de ressonancia magnética nuclear ocorre a partir do momento em
que os nlcleos alinhados a B, tem a diregdo de seus spins alterada ao absorverem uma
determinada quantidade de energia, que pode ser quantizada pela variagdo de energia

entre os estados de spins possiveis. Para nucleos com I=%2, a equacgéo sera (LEVITT,
2008):

Eabsorvida = E—lfz - E1f2 = hv

onde h é a constante de Planck (6,62x103* J/s) e v é a frequéncia da radiagédo
emitida. A diferenca ou variacdo de energia entre os dois estados de spins é diretamente
proporcional a forca do campo magnético.
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Em um experimento simples de RMN, onde um ndcleo com momento magnético
2 é submetido a um campo magnético externo B, os spins nucleares se distribuem entre
aqueles alinhados no sentido do vetor B ou na diregéo oposta, de acordo com a razéo de
Boltzmann, de forma que o excesso populacional pode ser representado por um conjunto
de spins distribuidos aleatoriamente formando um cone que precessa em torno do eixo Z
em um sistema cartesiano em trés dimensdes.

Estes spins, representados por vetores, resultam em um vetor somatoério ou vetor
de magnetizacao (Mz) ao longo do eixo Z. A magnitude de Mz durante o equilibrio (sem
emisséo de RF) é simbolizada por M,. Neste estagio ndo ha nenhuma fonte de energia
para excitar estes spins e transferi-los para o plano XY (ou plano transversal), ou seja, a
magnetizacao neste plano, Mxy, é nula.

A partir do instante em que um pulso de RF com a mesma frequéncia da frequéncia
de Larmor irradia os nlcleos atébmicos, a partir de um campo magnético oscilante B,
perpendicular a B, o vetor magnetizagdo Mz é submetido a um torque que se desloca
em direcdo ao plano XY. O angulo 6 através do qual o vetor se desloca, que depende da
duracgéo (tp) e da forca (amplitude) do pulso, determina a magnitude Mxy e é obtido em
graus pela equacgéao de Claridge (1999):

¥
6 = 3605-Bit,

Portanto, existem dois principais processos de relaxa¢do, um longitudinal (spin-
rede) e um transversal (spin-spin) que ocorrem ao mesmo tempo ap6s um pulso de RF.
Ambos seguem uma cinética de relaxagcéo conhecida por tempo de relaxagéo.

Na relaxacdo spin-rede, os spins perdem sua energia ao transferi-la para as
vizinhangas (rede) sob a forma de energia térmica, que aquece essas vizinhancas. A
velocidade deste processo é regida pelo tempo de relaxagéo spin-rede ou T, e seu inverso,
1/T, é a taxa de relaxag&o longitudinal.

Na relaxagdo spin-spin ndo ha alteracdo na energia do sistema e, durante a
relaxacéo no plano XY ocorre a perda de coeréncia de fase pela troca de energia entre
os spins, sendo descrito como um processo entropico. Quando as fases dos spins em
precessao se tornam aleatérias a entropia aumenta, sendo um processo que ocorre apenas
entre nlcleos de um mesmo elemento. O tempo de relaxagéo transversal T, é a velocidade
com que este processo acontece e 1/T, é a taxa de relaxagéo transversal.

Esquematicamente, um equipamento de RMN e os processos de relaxacéo envolvidos
durante a excitacdo e a relaxacéo podem ser ilustrados de acordo com a Figura 1.
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Figura 1 - Representacéo vetorial dos processos de relaxagéo longitudinal e transversal que ocorrem
durante uma andlise de RMN

Fonte: Elaborado pelos autores.

A ressonancia magnética nuclear no dominio do tempo (RMN-DT) é a nomenclatura

aplicada aos procedimentos relacionados a obteng¢édo dos tempos de relaxag¢do, também

conhecida por relaxometria. Embora os equipamentos de alto campo magnético também

possam realizar tais medidas, os processos de relaxagéo ndo necessitam de um campo

muito potente para serem detectados. Por esta razéo existem modelos de RMN de bancada

com magnetos da ordem de 0,04 a 1,4 T que ndo necessitam de aparelhagens sofisticadas

e liquidos criogénicos.
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SEQUENC[AS DE PULSOS RAPIDAS PARA DETERMINAQAO DE TEMPO DE
RELAXACAO LONGITUDINAL (T,)

As sequéncias de pulsos para rapida determinacdo do tempo de relaxagéo
longitudinal, T,, reinem uma extensa linha de pesquisa com o objetivo de reduzir o tempo
de aquisicdo em espectrometros de ressonancia magnética nuclear (CHOW et al., 2014;
DE VASCONCELLOS AZEREDO; ENGELSBERG; COLNAGO, 2001; TODT et al., 2006;
VARELA et al., 2011). Tais métodos séo Uteis, principalmente, no estudo de materiais com
elevados valores de T,, como agua e compostos orgénicos. Além disso, analises rapidas de
relaxagao spin-rede sao de grande importancia em estudos de monitoramentos em tempo
real de reacBes quimicas (RODRIGUES; SEBASTIAO; TAVARES, 2017) ou processos
fisico-quimicos promovidos pela variagdo de temperatura (PATEL; HSU, 2018).

Atualmente as sequéncias de rapida determinagéo de T, podem ser classificadas
em trés grandes grupos: preparation-recovery, steady-state, e magnetization-conserving
(SEZGINER et al., 1991).

No primeiro grupo encontram-se as técnicas tradicionais de inversdo-recuperag¢ao
(IR) (m—T1t-1/2-5T,) (VOLD et al., 1968) e saturagio-recuperagéo [ (V2 - T) — 12— 5T,
] (GARWIN; REICH, 1959; MARKLEY; HORSLEY; KLEIN, 1971), bem como suas versdes
modificadas (NETO; DA ROCHA RODRIGUES; TAVARES, 2018; WANG et al., 2017), além
dos métodos baseados na sequéncia de Carr-Purcell (DUAN et al., 2017). O tempo de
analise, que pode variar de minutos a horas, é seu principal fator limitante.

A familia steady-state ou saturagdo progressiva [ (8 — 1) ] reline as sequéncias que
utilizam trens de pulsos de radiofrequéncia (RF) com 6 =< 1/2 simetricamente espacados
que promovem perturbagcdes dinamicamente balanceadas durante o retorno do vetor
magnetizagédo M_ ao estado de equilibrio (CARR, 1958). Isto permite a aquisi¢éo da relaxagéo
em poucos segundos, principalmente por ndo depender do tempo de reciclo de 5T, entre
cada escaneamento. Entretanto, a relagao entre o angulo de rotagcdo e o tempo entre os
pulsos influenciam diretamente a razdo entre as magnetizacbes inicial e de equilibrio da
curva de relaxagéo, além do valor de T, obtido, sendo frequentemente necessarios alguns
ajustes matematicos (HOMER; BEEVERS, 1985; PUCKERIDGE; PAGES; KUCHEL, 2012).

As técnicas de magnetization-conserving sdo também conhecidas como sequéncias
de pulso z-restoringou triplet{ -1, - [(V2), - T, -1 - T, - (W2) , - T,] } (DINESH; ROGERS;
VICKERS, 1972; KURLAND; PARRISH, 1975; STREEVER; CARR, 1961) e utilizam pulsos
(v2) e (/2) , rotacionando a vetor magnetizagédo ao plano transversal para a formagéo do
eco, e, em seguida, retornando a magnetizagéo na direcéo longitudinal. Embora sejam téo
rapidas quanto as sequéncias de steady-state, estas sequéncias necessitam de elevados
ciclos de aquisi¢do para a obtenc¢do de uma razao sinal/ruido (SNR) satisfatoria, ndo sendo
muito eficazes para amostras solidas (EDZES, 1975).
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SEQUENCIA DE PULSOS SMALL-ANGLE FLIP-FLOP PULSE SEQUENCE
(SAFF)

A Figura 2 apresenta a sequéncia proposta, que utiliza os fundamentos de steady-
state e magnetization-conserving com angulos menores do que /2, propostos por Look
e Locker (nomeada por nés de LL) (LOOK; LOCKER, 1969), com o emprego de pulsos
alternados nas diregbes x e —x oriundos da sequéncia FFS (DEMCO; SIMPLACEANU;
URSU, 1974).

T, (
1~
RD o n

—

Figura 2. Sequéncia de pulsos Small-Angle Flip-Flop. O intervalo T, € o primeiro tempo de
recuperagéo, T, € o tempo de evolugdo para aquisi¢éo do eco, T,é o tempo de pds-aquisigédo e T, é
o0 incremento de tempo durante a recuperagéo do vetor M,. O namero de pontos ou medidas de M, é
controlado por ne RD é o recycle delay.

A principal diferenca entre a SAFF e as sequéncias de steady-state é a assimetria
no intervalo de tempo entre os pulsos que compdem o trem de ecos, também utilizado na
FFS. Além disso, na SAFF séo aplicados pulsos com rotacdo em 1/12 ao longo do trem de
pulsos. Embora isto impligue em uma redugéo na intensidade do sinal, &ngulos pequenos
sdo vantajosos (KAPTEIN; DIUKSTRA; TARR, 1976).

Uma limitagdo em sequéncias de trem de pulsos como a de Look e Locker é a
necessidade de a amostra possuir T,. superior ao produto entre o tempo morto da bobina do
espectrdmetro e 0 nUmero de pulsos aplicados, ndo sendo adequada para materiais soélidos
que possuam este tempo da ordem de poucos microssegundos. Outra questdo ndo menos
importante deve-se ao surgimento de distor¢Ges periddicas néo lineares em amostras com T,
« T, causadas por relaxag6es incompletas que s&o promovidas por imperfeigdes nos pulsos
(MOMQT et al., 2000). Estes problemas fazem com que o valor de T, aparente obtido (T
sofra um desvio em relacé@o ao valor real de acordo com a equagao (MASTIKHIN, 2005):

1app)

1 1 |In(coscos?®)
B Tl TR

Tﬂpp

Logo, para 6 < /2, Tapp € inversamente proporcional a rotagdo do pulso de RF.
Similar observagéo foi realizada por Guthausen et al. (GUTHAUSEN et al., 1998). Uma
possibilidade para minimizar este desvio é a inser¢éo de pulsos curtos de fase alternada
(GUPTA et al., 1979; MEHRING, 2012), que também permitem a aquisicdo do eco de
materiais com T, de poucos microssegundos. Tal metodologia é oriunda das sequéncias
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conhecidas como doublets que fazem o uso de pulsos em W2 com fase alternada para
projetar o vetor magnetizagcdo no plano transversal e retorna-lo rapidamente ao eixo
longitudinal antes que os spins iniciem a perda de coeréncia, sendo aplicavel em situagdes
onde T,. € maior do que a duragéo do pulso (SEZGINER et al., 1991).

Na SAFF, que utiliza 8 = 15°, este processo ocorre seis vezes mais rapido do que na
FFS (6 =90°), permitindo a aquisicao da relaxagéo spin-rede em sistemas onde a perda de
coeréncia no plano transversal é de poucos microssegundos.

A rotacdo do pulso de radiofrequéncia em /12 foi configurada para que a SAFF
pudesse ser capaz de analisar tanto amostras solidas e rigidas quanto sistemas liquidos.
Rotagbes abaixo desse valor comprometem demasiadamente a SNR (MORAES;
MONARETTO; COLNAGO, 2016), principalmente em sélidos com T, e T,. de poucos
microssegundos. Em contrapartida, angulos maiores, préximo ou igual a 2 limitam o
universo de amostras que podem ser corretamente analisadas, excluindo materiais como
polimeros e argilas.

A Figura 3 apresenta uma comparacgdo entre as curvas de relaxagdo longitudinais
obtidas por SAFF e LL (6 = /12) para a agua destilada com condi¢des experimentais
idénticas. A auséncia da alternancia de fases na sequéncia LL exige um tempo de
recuperagdo (T, = T,) superior a dez vezes em relagdo a SAFF para a medigéo correta
do valor de T, da agua, devido as limitagdes discutidas anteriormente. De acordo com
a Equagéo 4, para a sequéncia de LL com 6 =112 e T, = 50 ms, o valor de T1app obtido
para a agua (T, = 3s) seria aproximadamente 1 s, valor razoavelmente proximo ao obtido
experimentalmente. Deve-se observar ainda a perda de resolu¢do do sinal obtido, com
maior ruido e perda de simetria entre M_e M_ . Para compensar os efeitos das imperfeicdes
dos pulsos e alcangar o valor correto com a LL, é necessario um valor de T, = 600 ms,
reduzindo significativamente a densidade de pontos e a resolugdo da curva.
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Figura 3. Curvas de relaxacéo longitudinal obtidas por LL (6 = 1v12) e SAFF para a agua destilada.
T, corresponde a T, para LL e T, para SAFF, respectivamente. Foram utilizados 2 scans com receiver
gain (RG) = 8% e RD =1 s. O grafico interno € a curva obtida por inversao-recuperagéo com um ajuste
monoexponencial.

Na SAFF os pulsos alternados espagados por um tempo fixo (T, + T, + FID « 5T,)
permitem estabelecer um estado de equilibrio dindmico entre os processos de excitagéo e
relaxagdo (GUTHAUSEN et al., 1998). Este fato associado ao uso de pulsos curtos permite
o retorno do vetor M, sem que seja necessario aguardar o periodo de 5T, entre cada
escaneamento (MORAES; MONARETTO; COLNAGO, 2016) de acordo com a equagéo
(WU, 2011):

_RD
M, l—e T

M _RD
¢ 1—e T .cos@
Logo, para sequéncias que utilizam pulsos de 90°, é necessario que RD seja igual
a 5T, para garantir que 99,33% dos spins retornem ao estado fundamental antes de uma
nova aquisi¢éo. Ja para a SAFF, que utiliza pulsos de 15°, uma razéo RD/T, = 0,7 ja garante
o retorno de 98% do vetor M,, permitindo tempos de analises muito mais curtos.
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MONITORAMENTO DE REACOES QUIMICAS

O uso das técnicas de estado estacionario em sensores com potenciais aplica¢des
industriais (ANDRADE, COLNAGO, 2012) no ramo alimenticio e de energia vem sendo
relatado na literatura. A medida rapida de ambas as constantes de relaxagdo em um Unico
experimento fornece informacdes a respeito da quantidade de 6leo presente em uma
semente (COLNAGO et al., 2011; ANDRADE, NETTO, COLNAGO, 2012) e caracteristicas
qualitativas de carnes (CORREA, FORATO, COLNAGO, 2009; PEREIRA, COLNAGO,
2012; PEREIRA et al., 2013).

O controle eficiente de uma reacéo quimica depende do conhecimento da evolugédo
de fatores como concentracé@o de reagentes e produtos e da propria cinética do processo.
Conhecer e prever as mudangas nesses e em outros parametros € fundamental na melhoria
inteligente das condig¢des reacionais, visando a modelagem de processos mais eficientes,
tanto em escala piloto quanto industrial (ALB, REED, 2010; FRAUENDORFER, WOLF,
HERGETH, 2010).

As técnicas espectroscopicas e cromatograficas sdo comumente aplicadas
no acompanhamento de uma reagdo quimica, para verificacdo de sua extenséo,
cinética, e quantidade de produtos formados (SKILTON et al., 2013; DENG et al., 2014).
Tradicionalmente, as anélises sao efetuadas sobre aliquotas retiradas do reator, que séo
diluidas ou manipuladas de acordo com o método de caracterizagdo (REED, 2004). Contudo,
a retirada de material do meio reacional e seu posterior transporte até onde os equipamentos
de caracterizacdo se encontram pode ser inconveniente, perigoso e introduzir erros na
medicao da propriedade de interesse. Esses fatores comprometem a reprodutibilidade da
medida e adicionam dificuldades ao controle da variagcdo na qualidade do produto a cada
batelada (FRAUENDORFER, WOLF, HERGETH, 2010). O monitoramento on-line de uma
determinada reagcéo quimica apresenta-se como uma solucédo para os problemas apontados.
Essa classe de monitoramento reacional é aquela onde a analise é feita com auxilio de
sondas empregadas no proprio reator, sem a necessidade de retirada e transporte de fragdes
dos reagentes, meio reacional ou produtos (COLNAGO, ANDRADE, 2017)

Alguns processos fisicos de interesse académico e industrial também podem ser
acompanhados em tempo real, com equipamentos de baixo custo e precisdo razoavel.
Silva et al. (2013) estabeleceram curvas de solubilidade do acido adipico e do ibuprofeno
empregando andlise computadorizada de imagens tomadas por uma camera digital,
comparando os resultados obtidos com aqueles fornecidos por técnicas tradicionais. Os
valores s@o bastante concordantes entre si, estabelecendo a método de caracterizacéo
proposto pelos autores como uma alternativa barata e pratica as analises tradicionais.

O monitoramento de reagbes quimicas de polimerizagdo também se beneficiou de
diversos esforcos de grupos de pesquisa, seja na proposi¢éo, implantagdo ou melhoria
dos métodos utilizados. Caracteristicas como viscosidade, composicdo de copolimeros,
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distribuicdo do tamanho de particulas em polimerizagbes heterofasicas e distribuicéo
de massa molar podem ser usadas para sondar o desenrolar de uma polimerizagcéo e
identificar eventuais erros na conduc¢éo da reagao, evitando a produgéao de polimeros com
propriedades indesejaveis e a consequente perda de tempo e matéria-prima (REED, 2004;
FRAUENDORFER, WOLF, HERGETH, 2010).

Técnicas de acompanhamento em tempo real de reag¢des de polimerizagdo
vém sendo propostas ha algumas décadas. Valendo-se de calorimetria, viscosimetria,
cromatografias e técnicas espectroscopicas, numa ampla gama de frequéncias, os autores
obtém informacgdes a respeito da reacdo (FRAUENDORFER, WOLF, HERGETH, 2010).
Contudo, impedimentos técnicos parecem ter mediado a evolugdo de um Unico método
de acompanhamento em direcdo a hegemonia nesse campo. Geralmente, as técnicas
viscosimétricas e de espalhamento de luz requerem diluicdo da massa reacional e pureza
da solugéo resultante. Técnicas calorimétricas, como a calorimetria de varredura diferencial
(DSC), precisam ser calibradas adequadamente para levar em consideragéo os gradientes
de temperatura dentro do volume do reator, assim como a dissipacdo de energia térmica
provocada pela agitacdo dos reagentes (FONSECA, DUBE, PENLIDIS, 2009).

Técnicas espectroscopicas, como infravermelho médio (DENG et al., 2014),
infravermelho préximo (SANTOS JUNIOR, 2012), ultravioleta (GIZ et al, 2001) e
espalhamento Raman (BRUN et al., 2012) dependem da n&o deposicéo de material sobre o
sensor para fornecerem resultados confiaveis. Ja a RMN tradicional, ou seja, de alto campo
magnético, apresenta restricdes de infraestrutura, manutengéo e operagdo (COLNAGO et
al., 2014). Outras técnicas como atenuagao de ultrassom, condutimetria e espectroscopia
dielétrica também s&o relatadas na literatura como métodos de caracterizacdo em tempo
real de monitoramento de reacdes de polimerizacdo (HAUPTMANN, HOPPE, PUTTMER,
2002; SANTOS et al., 2003; FONSECA, DUBE, PENLIDIS, 2009; FRAUENDORFER,
WOLF, HERGETH, 2010).

Alguns autores descrevem o desenvolvimento de sistemas de monitoramento
que empregam uma série de técnicas absolutas de caracterizagcao, como refratometria,
espectroscopia de ultravioleta-visivel, espalhamento de luz e viscosimetria para fornecer
dados sobre o sistema reacional sem a necessidade de recorrer 2 modelagem matematica
para descricao do sistema reacional (GIZ et al., 2001; REED, 2004; ALB, REED, 2010).
Esses sistemas sdo compostos por reatores de bancada, ligados ao aparato eletronico de
monitoramento, com um sistema de bombeamento e diluigdo continuo responsavel pela
entrega de pequenas aliquotas do meio reacional, previamente diluidas, aos diferentes
sensores. Os dados podem ser utilizados da maneira como séo retirados do equipamento
ou aplicados as equacgdes particulares de cada técnica para extragdo de mais informagoes.

A relaxometria, ou ressonancia magnética nuclear no dominio do tempo (RMN-
DT) constitui uma alternativa interessante as técnicas de monitoramento apresentadas. A
aparelhagem é mais robusta e mais barata do que aquela empregada pela RMN tradicional
(isto €, no dominio da frequéncia), ndo depende da transparéncia optica do analito, néo
€ sensivel a cor da amostra, ndo requer diluicdo prévia da solucdo analisada e realiza
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andlise em fluxo. A RMN-DT analisa a amostra em sua totalidade de massa e volume
e encerra no mesmo aparelho o potencial de extrair informagdes diferentes, bastando
programar as sequéncias de pulso corretas. Como ndo ha necessidade de preparo prévio
do analito, ao fim da analise ele fica disponivel para caracterizagbes subsequentes, caso
seja necessario. Como desvantagens, apresenta sensibilidade as particulas magnéticas
dispersas na amostra e frequentemente tem geometria de amostragem restrita (geralmente
um cilindro de didmetro variavel). Essa Ultima desvantagem vem sendo contornada com
o desenvolvimento de aparelhos de RMN-DT com é&rea sensivel aberta, permitindo uma
maior flexibilidade na forma e volume da amostra (VARGAS et al., 2010; CABECA et al,,
2012; COBRA, 2012, HEROLD et al., 2013; COLNAGO et al., 2014).

De maneira geral, o acompanhamento em tempo real de reagdes quimicas é
interessante por promover a otimizagcdo de parametros reacionais que se traduzem em
maior eficiéncia e rendimento do processo. Essas melhorias se transformam em economia
de recursos, maior produtividade, maior qualidade dos produtos e a possibilidade de
efetuar ajustes durante o curso da reagéo (GIZ et al., 2001; REED, 2004, ALB, REED, 2010;
FRAUENDORFER, WOLF, HERGETH, 2010).

Sistemas baseados em reagdes quimicas de endurecimento em resinas autocuraveis
foram analisados por RMN-DT em diversos trabalhos. Nesses sistemas, ocorre uma reacéo
de reticulagé@o quimica entre um composto contendo, geralmente, um grupo funcional epoxi
e um uma diamina, com duragédo dependente de fatores estequiométricos e termodinamicos.
O processo de cura leva o material de um estado pouco viscoso a um soélido, fazendo variar
muito suas constantes de relaxagéo e, portanto, a resposta obtida pelo espectrometro.

Dare, Chadwick (1995) estudaram a dinamica do endurecimento de uma resina
epoOxi baseada em bisfenol-A funcionalizado com epicloridrina e amido-poliaminas através
do acompanhamento do comportamento do FID da amostra durante a reacdo de cura,
verificando a diminuicdo da intensidade do sinal conforme a reac&o prosseguia e o sistema
se tornava cada vez mais rigido.

Cocker et al. (1998) empregaram técnicas de RMN-DT e propagacéo de ultrassom
pulsado de banda larga para monitorar a reagdo de cura de um sistema semelhante ao
estudado por DARE e CHADWICK (1995). Neste trabalho, os autores utilizaram a CPMG
para decompor a variagdo do valor de T,das amostras em contribuicbes de dinamica
lenta e rapida atribuidas, respectivamente, as fragoes rigida e liquida. Conforme a reacéo
prosseguia, a contribuicdo da dindmica lenta aumentava enquanto a da rapida diminuia até
ser praticamente extinta, no momento em que o material se solidificava. Os resultados de
RMN-DT foram confirmados pelos de ultrassom.

Vargas, Kerstin e Guthausen (2012) investigaram sistemas de poliésteres termofixos
obtidos por reacdes de reticulagdo radicalar através de RMN-DT, utilizando CPMG e a
variacdo do valor da constante de relaxacéo transversal e compararam os resultados com
aqueles obtidos por espectroscopia no infravermelho proximo (NIR). A cinética das reacdes
foi bem descrita por um modelo autocatalitico ajustado sobre os dados obtidos por ambas
as técnicas.
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Venancio, Colnago (2012) demonstraram o potencial de uma sequéncia de pulso
de estado estacionario (Continuous Wave Free Precession, CWFP) para a determinagéo
simultanea de T, e T, durante o processo de cura de uma resina comercial e concluiram
que este segue uma cinética de primeira ordem, com etapas relativas a abertura do anel
epoxi e subsequente reacao de reticulacao responsavel pelo endurecimento do material.

Esforcos para o entendimento da dindmica de sistemas poliméricos curaveis por
RMN-DT, com auxilio de técnicas complementares ou ndo, foram descritos na literatura
para os casos onde o material parte de um estado liquido para um extremamente viscoso
ou so6lido, no final da reacao quimica. Contudo, o uso de RMN-DT para monitorar sistemas
onde o0 meio reacional parte de um estado inicial liquido, pouco viscoso, para um estado final
contendo alguma fase liquida confinada (no caso de géis) ou livre (no caso de solugdes)
ainda ndo havia sido descrito. Os registros na literatura para o caso onde o sistema
estudado por RMN-DT permanece em solugéo e/ou possui fragdes liquidas durante e ap6s
o término da reacéo de polimerizacao foram obtidos e publicados pelos presentes autores,
utilizando sequéncias de estado estacionario de geragdes anteriores a da SAFF, como a
Carr-Purcell Continuous Wave Free Precession, CP-CWFP).

Rodrigues, Sebastido, Tavares (2017) empregaram um equipamento de relaxometria
para realizar o monitoramento in situ e em tempo real de rea¢cdes em solucdo aquosa de
reticulagcdo quimica de poliacrilamida. A sequéncia de pulsos CP-CWFP foi utilizada para
extrair as constantes de relaxagdo T, e T, e a mudanga nos valores dessas constantes foi
interpretada a luz de medidas de conversdao monomérica realizadas, também em tempo
real, por espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-Vis). Os resultados demonstraram
correlacéo positiva entre os dados de RMN-DT e os de UV-Vis, sugerindo que as variagdes
das constantes de relaxagcéo podem ser usadas como sonda para acompanhar a extensao
desse tipo de reacgao.

Rodrigues et al. (2018) aumentaram a variacdo dos parametros reacionais de
polimerizacdes radicalares em solucdo aquosa de acrilamida sem a presenca de agente
reticulante. As reagbes, com diferentes concentracées de monémero e de agente iniciador,
foram monitoradas in situ e em tempo real tanto por RMN-DT (empregando CP-CWFP como
sequéncia de pulso) quanto por UV-vis. Os autores encontraram, novamente, correlagéo
positiva entre os dados obtidos por ambas as técnicas e demonstraram a sensibilidade da
RMN-DT a composigcéo do meio reacional. Os resultados apontaram, ainda, que a constante
de relaxagéo T, aparenta se mais adequada que a T, para monitoramento em tempo real de
reagdes de polimerizagao radicalar.
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CONSIDERACOES FINAIS

A SAFF é uma sequéncia de apenas trés pulsos que combina os fundamentos de
steady-state e magnetization-conserving para aquisicdo do tempo de relaxagdo T, por
single-shot. Sua composicao simples permite total ajuste dos tempos entre os pulsos e
do numero de medi¢des de recuperacdo de M, para a melhor obtengéo do resultado em
funcdo da grande variedade de amostras existentes.

Através de diversas medidas e comparacdes com outras sequéncias, esta técnica
mostrou-se sensivel ndo apenas a diferentes ordens de grandeza de T,, mas também a
sistemas multiexponenciais, com tempos de aquisicdo dezenas de vezes menor e em
monitoramentos com variagdo de temperatura. A facil hifenacdo com outras sequéncias
de pulsos permite um aumento nas aplicacdes da SAFF em determinagdes simultaneas de
T, e T,ou T, em uma Unica aquisi¢éo para sistemas poliméricos, nanoparticulas, liquidos,
alimentos, farmacos ou fragbes liquidas confinadas em matrizes sélidas.

A partir do exposto acerca do monitoramento em tempo real de reagdes quimicas,
a SAFF se configura como uma alternativa interessante para o monitoramento em tempo
real de reagcbes quimicas, tais como as polimeriza¢des radicalares. A sua simplicidade
de implementacédo a torna uma candidata natural para aplicacbes desde equipamentos
de RMN-DT mais robustos, em chao de fabrica, quanto em laboratérios de pesquisa e

desenvolvimento.
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RESUMO: A doenca de Chagas (DC), causada por Trypanosoma cruzi, representa grandes
desafios devido a limitada eficacia das intervencdes terapéuticas existentes. Novos farmacos
para tratar DC sdo necessarios. Com isso, ha uma busca continua por novas alternativas
que possam servir para o tratamento da DC, sendo eficazes contra o parasito sem causar
toxicidade pelo uso a longo prazo. As benzoiltiouréias (BTU) sdo moléculas modificadas que
tém demonstrado efeitos tripanocidas em ensaios in vitro, inibindo a propagacéo de formas
tripomastigotas do T. cruzi, e tém se mostrado seguras por nao induzirem agées tumorigénicas
ou mutagénicas. O objetivo deste trabalho foi caracterizar parametros bioquimicos (enzimas
hepaticas e renais) e fisiologicos (massa corporal e dos 6rgaos; figado e rins) em modelo
murino apoés o tratamento com diferentes concentracées de benzoiltiouréias 1p (BTU-1p).
Camundongos BALB/c machos foram tratados (via gavagem) com BTU-1p (12,5, 25,0
e 50,0 mg/kg) durante 30 dias (controles receberam agua; DMSO 2% - veiculo). Enzimas
hepaticas e renais, assim como a massa corporal, do figado e dos rins, foram avaliadas. A
quantificacdo de ALT, AST, gama GT, fosfatase alcalina, ureia, massa corporal, do figado e
dos rins apresentou resultados negativos para toxicidade. Satisfatoriamente, demonstramos
que a BTU 1p, quanto a sua toxicidade, € uma candidata para testes in vivo frente a DC,
podendo ser uma alternativa para o tratamento em monoterapia ou em terapia combinada.
PALAVRAS-CHAVE: Doenga de Chagas, Alternativa terapéutica, Benzoiltiouréia 1p, Dose-
resposta.

TOXICOLOGICAL EVALUATION OF TREATMENT OF BALB/c MICE WITH
BENZOILTHIOUREA 1p: BIOCHEMICAL AND PHYSIOLOGICAL PARAMETERS

ABSTRACT: Chagas disease (CD), caused by Trypanosoma cruzi, represents significant
challenges due to the limited efficacy of existing therapeutic interventions. New drugs to
treat CD are necessary. As such, there is a continuous search for new alternatives that can
be effective against the parasite without causing long-term toxicity. Benzoiltiouréias (BTU)
are modified molecules that have demonstrated trypanocidal effects in in vitro assays,
inhibiting the propagation of T. cruzi tripomastigote forms, and have proven to be safe by
not inducing tumorigenic or mutagenic actions. The aim of this study was to characterize
biochemical parameters (hepatic and renal enzymes) and physiological parameters (body
mass and organ mass; liver and kidneys) in a murine model after treatment with different
concentrations of benzoiltiouréias 1p (BTU-1p). Male BALB/c mice were treated (via gavage)
with BTU-1p (12.5, 25.0, and 50.0 mg/kg) for 30 days (controls received water; 2% DMSO
- vehicle). Hepatic and renal enzymes, as well as body mass, liver mass, and kidney mass,
were evaluated. The quantification of ALT, AST, gamma GT, alkaline phosphatase, urea, body
mass, liver mass, and kidney mass showed negative results for toxicity. We have satisfactorily
demonstrated that BTU 1p, concerning its toxicity, is a candidate for in vivo tests against CD,
being a potential alternative for monotherapy or combined therapy.

KEYWORDS: Chagas disease, Therapeutic alternative, Benzoylthiourea 1p, Dose-response.
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INTRODUCAO

A Doenca de Chagas (DC) é causada pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma
cruzi (1). Como estratégia terapéutica ha disponibilidade de dois medicamentos no Brasil:
Benznidazol e Nifurtimox. No entanto, ambos possuem efeitos adversos proeminentes
e séo pouco eficazes na fase crénica da doenga, o que culmina em ampla desisténcia
do tratamento pelos pacientes, resultando na progressédo da doenca (2-4). Portanto, ha
uma necessidade critica de medicamentos novos, seguros e eficazes para o tratamento
da DC (5). Benzoiltiouréias (BTUs) sao derivados de tiouréia que apresentaram respostas
biologicas auspiciosas em testes in vitro com T. cruzi. Apés docking molecular, estima-
se que a BTU 1p interage com as enzimas cruzaina por ligacdes de hidrogénio ou se
coordenam com o ferro do grupo heme da C14-alfaesteroldesmetilase (CYP51), através do
oxigénio do grupamento carbonila. Como resultado da interagéo, pode-se haver inibicéo da
replicacdo e/ou mortalidade do parasito (6). Outrossim, ha necessidade de testes in vivo
para avaliar sua seguranca em modelo animal.

OBJETIVOS

Caracterizar parametros bioquimicos (enzimas hepéticas e renais) e fisiolégicos
(massa corporal e dos 6rgéaos; figado e rins) em modelo murino ap6s o tratamento com
diferentes concentragdes de benzoiltiouréias 1p.

METODOLOGIA

Para o ensaio dose-resposta foram utilizados camundongos BALB/c machos
com idade de 8 a 12 semanas (n = 7). Protocolos aprovados pelo Comite de Etica em
Experimentacéo Animal da UEL (CEUA 023.2022). Os camundongos foram tratados com
as concentragdes de 12,5, 25,0 e 50,0 mg/kg/animal durante 30 dias via gavagem (100
pL/dia). Grupos de animais controles receberam agua autoclavada em mesmo volume ou
dimetilsulféxido (DMSO) a 2% (veiculo).

Parametros bioquimicos

No dia 31° ap6s o tratamento, foi realizada a coleta de sangue por puncao cardiaca.
Os niveis ALT, AST, GGT, FA e ureia foram quantificados partir do soro utilizando-se os kits
comerciais e um analisador bioquimico por quimioluminescéncia da Dimension RxL Max

(Siemens Munique, Alemanha) conforme protocolo do fabricante.
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Avaliacao de massa corporal

Para avaliar a massa corporal, os animais dos diferentes grupos controles e
experimental foram pesados nos dias 7, 15 e 30. No 31° dia, os animais foram submetidos
a eutanasia, e a coleta de rins e figado foi realizada para a mensuragéo da massa corporal.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (SEM). A
significancia foi avaliada por ANOVA One-way ou Two-way, seguida pelo teste de multiplas
comparacoes de Tukey. Foram consideradas diferencas significativas os resultados com p
<0,05. Todas as analises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism 8.0
(GraphPad Software, San Diego, CA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo de enzimas hepaticas e renais é importante para a seguranca
farmacologica. Dessa maneira, avaliamos a alanina aminotransferase (ALT), a aspartato
aminotransferase (AST), a gama glutamiltransferase (GGT), a fosfatase alcalina (FA) e a
ureia (Fig. 1A - E). Nossos resultados demonstram que o tratamento com benzoiltiouréias
1p em diferentes concentra¢des nao alterou as enzimas ALT e AST (Fig. 1A e 1B) quando
comparamos 0s animais tratados com os animais dos grupos controles (p = 0,05). Essas
enzimas (ALT e AST) sé@o importantes marcadores de extravasamento hepatico sérico,
sendo medidas no sangue periférico. Esse extravasamento pode ser ocasionado por
lesdo hepatocelular ou alteracdes na permeabilidade da membrana de hepatdcitos, que
podem ser geradas pela intoxicagdo medicamentosa. Esse conjunto de medidas fornece
de forma precisa a magnitude e extensdo de possiveis leses no figado, além de apontar o
desempenho adequado deste 6rgéo (7).
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Figura 1. Niveis sorologicos de enzimas hepaticas e renais. O monitoramento dos niveis sorologicos
de ALT (A) e AST (B) GGT (C), FA (D) e ureia (E) foram utilizados como indicativo de dano renal e
hepatico. Os resultados foram expressos com média + erro padrao (SEM). Os dados foram submetidos
ao ANOVA One-way seguido pelo pos-teste de Tukey, com p = 0,05.

Nossos resultamos demonstram que o tratamento com benzoiltiouréias em diferentes
concentragdes nao alteraram as enzimas GGT e FA (Fig. 1C e 1D) quando comparamos
0s animais tratados com os animais do grupo controle (p > 0,05). A dosagem de GGT e FA
séo fundamentais na analise hepatica ja que detecta a colestase hepatica, que consiste na
diminuicéo ou interrupgéo do fluxo biliar.

A ureia € um metabdlito produzido via ciclo da ornitina, através da aménia circulante.
Baixos niveis indicam que a conversdo de amoénia em ureia esta deficiente, sendo um
sinalizador de deficiéncia hepatica e renal. Em adicdo mostramos que o tratamento com
benzoiltiouréias 1p em diferentes concentragbes nao alteraram os niveis de ureia (Fig. 1E)
quando comparamos 0s animais dos grupos controles (p = 0,05). De maneira satisfatoria,
nossos resultados asseguram que as doses testadas (12,5, 25,0 e 50,0 mg/Kg) néo produzem
dano tecidual ou celular hepatico, bem como, néo interferem no funcionamento renal.

Visando compreender os efeitos fisioldgicos do tratamento com BTU 1p, analisamos
a massa corporal total, a massa dos rins e do figado. Nossos resultamos demonstram que
o tratamento com BTU 1p em diferentes concentragdes néo alterou a massa corporal total

ou dos 6rgaos (Fig. 2A, 2B e 2C) quando comparamos 0s animais tratados com os animais
do grupo controle (p = 0,05).
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Figura 2. Avaliagdo da massa corporal total e de 6rgdos. Massa corporal total (A), massa do figado (B)
e massa dos rins (C). A avaliagdo da massa foi utilizada como parametro fisiol6gicos para alteragdes
metabdlicas sistémicas ou localizadas. Os resultados foram expressos com média + erro padrao
(SEM). Os dados foram submetidos ao ANOVA One-way ou Two-way seguido pelo pds-teste de Tukey,
com p =0.05.

Dessa forma, demonstramos que as doses testadas de BTU 1p (com efeitos
tripanocidas comprovados), ndo foram capazes de induzir alteracdes metabdlicas
relacionadas a massa corporal ou aos 6rgdos avaliados. Em suma, os parametros
fisiologicos indicam a manutencdo da homeostase durante o periodo de exposicdo ao

farmaco, caracterizada pela preservacao renal, hepatica e corporal dos animais.
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CONCLUSOES

A doenca de Chagas carece de aperfeicoamento quimioterapico como medida
fundamental para evitar o abandono do tratamento pelos pacientes. Nossos resultados
em modelo animal séo pioneiros ao analisar a toxicidade de benzoiltiouréias em murinos.
Com isso, demonstramos que a BTU 1p foi capaz de preservar o bom funcionamento
hepatico e renal em todas as concentracdes testadas, em comparagdo com o grupo de
controle. Além disso, nossos resultados fisiologicos indicam que o composto nédo alterou
o metabolismo energético dos murinos durante o periodo de tratamento. Considerando a
intrinseca necessidade de novos medicamentos para a DC, este € um marco de grande
relevancia. Concluimos, portanto, que a BTU 1p, quanto a sua toxicidade, € uma candidata
para testes in vivo frente a DC, podendo ser uma alternativa ao tratamento em monoterapia
ou em terapia combinada.
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