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RESUMO

A especiaria noz-moscada, Myristica fragans, Houtt, € amplamente utilizada
desde tempos remotos no preparo doméstico de alimentos e chas curativos e
modernamente pela industria farmacéutica e de alimentos. Este produto esta
relacionado a diversos efeitos controversos, podendo promover a cura de sintomas
patoloégicos do aparelho digestério e respiratério ou causar efeitos psicoativos por
consumo abusivo. No preparo de alimentos é empregada por seu sabor picante e
carater conservador (antimicrobiano e antioxidante). Este trabalho teve como objetivo
caracterizar fisico-quimicamente a semente, enfatizando a determinagédo de
miristicina, principal composto ao qual se atribui os efeitos danosos, e estudar o efeito
de infusdes consumidas cronicamente no comportamento de animais de laboratério.
Para desenvolvimento do trabalho foram coletadas amostras de noz-moscada
comercializadas na forma de semente e p6 em duas regidbes do pais. Para
caracterizagao fisico-quimica foram adotados os procedimentos descritos pela AOAC
(2000) para determinagédo de umidade, proteina, extrato etéreo, cinza e demais
componentes por diferenca. Foi adaptada uma metodologia para determinar miristicina
em cromatografia gasosa. Para os seis lotes avaliados foram encontrados valores
médios de 9,5%(+/-1,5); 2,1%(+/-0,5); 8,5%(+/-2,5); 31,9%(+/- 9,3) e 49,9 (+/-10,6)
respectivamente para umidade, proteina, extrato etéreo e outros componentes. A
miristicina foi determinada no extrato hidroalcodlico das sementes; da fracao lipidica
extraida a frio e da infusdo. Os teores encontrados variaram entre 6,6 a 14 mg/g de
semente no extrato hidroalcodlico e na infusdo preparada, o que sugere que 0 maior
risco de dano crbénico de miristicina esta associado ao consumo de chas para
diferentes fins. Numa segunda etapa foram estudados os efeitos crénicos do extrato
aquoso, preparado com 0,5; 1,0 e 2,0% (p/v) de noz-moscada. Estas infusbes das
sementes foram avaliadas quanto a sua atividade psicoativa, administrando-se
oralmente, ad libitum, durante 90 dias, aos animais. Os grupos tratados exibiram
atividade ansiogénica no teste do labirinto em cruz elevado (LCE) e no teste de
campo aberto (CA). Estes resultados sugerem e corroboram com efeitos centrais
atribuidos ao consumo abusivo do vegetal.

Palavras-chave: noz-moscada; Myristica fragans; miristicina; atividade ansiogénica,

labirinto em cruz elevado; campo aberto.



ABSTRACT

Nutmeg, Myristica fragans, Houtt., is a specialty used to cook and to prepare and
healing teas since the most remote times and more recently it started to be used in
pharmaceutical and the food industry. This product is involved by controversial effects,
since healing pathological symptoms of the stomach and the respiratory system or
causing psychoactivity alteration due to it's over use. Nutmeg is used as a spice due to
it's hot flavor and conservative characteristics (antimicrobiotic and antioxidant). This
paper has as a objective characterizing physic-chemically the seed, giving emphasis to
the determination of miristicyn, compound that causes the biggest damages, and
studying its effects in lab animals with a diet rich in miristicyn. To develop the work
samples of nutmeg seeds or powder where collected from two different regions of the
country. For the physic-chemical characterization two procedures described by AOAC
(2000) were adopted for the determination of humidity, protein, eter extract, ash and
other compounds by difference. A methodology was adapted to determinate miristicyn
in gas chromatography. The medium values for the six samples where; 9,5%(+/- 1,5)
humidity, 2,1%(+/-2,5) ash, 8,5%(+/-2,5) protein,31,9%(+/-9,3) eter extract and
49,9%(+/- 10,6) of other compounds. The miristicyn was determined in hydroalcoholic
extract from the seeds; from the cold lipid extracted portion and from the effusion. The
found levels ranged from 6,6 to 14 mg/g seed in the prepared effusion hydroalcoholic
extract, witch suggests a higher chronic damage to be associated to the use of
multipurpose teas. In a second stage the chronic effects of a liquid solution prepared
with 1,0 to 2,0% (p/v) of nutmeg. The seed effusions were evaluated for its psycho
activity when ingested orally ad libitum trough 90 days in animals. The treated groups
showed ansiogenic activity in the elevated plus maze (EPM) and in the open field test
(OF). This results suggest and agree with central effects attributed to the abusive
consume of this product.

Key-words: Nutmeg, Myristica fragans, miristicyn, ansiogenic activity, elevated plus
maze, open field.
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1. INTRODUGAO

A partir do séc. XV, as viagens de descobrimento procuravam por novas rotas
maritimas que levassem as especiarias, apreciadas por suas qualidades aromaticas,
condimentares e conservantes. Dentre estas especiarias destacou-se a noz —
moscada. Originalmente, a moscadeira (Myristica fragans Houtt), arvore produtora da
semente denominada noz-moscada, crescia nas ilhas Molucas e Banda, na Indonésia
(STEIN, 2001; UCHIBAYASHI, 2001).

As tradicionais medicina oriental e ocidental, conheciam suas qualidades, o
que abriu caminho para o interesse das modernas industrias de alimentos,
farmacéutica e de cosméticos. Seu uso como medicamento abrange um largo
espectro, pois apresenta acbes antiinflamatérias, antidiarréicas, carminativas,
hipolipidémica, antitrombotica, antiagregante plaquetaria e afrodisiaca (OZAKI et al.,
1989; JANSSENS et al., 1990; RAM et al., 1996; OLAJIDE et al., 1999; TAJUDDIN et
al., 2003). Ao lado destas propriedades curativas a literatura registra  propriedades
também toxicas, que podem ocorrer de modo acidental ou intencional, (KRESANEK et
al, 2005). Constam também registros do uso destas sementes, desde tempos remotos
para provocar inebriacdo e aborto (PAYNE,1963;), podendo conduzir a intoxicacoes,
potencialmente letais, com quadros excitatorios e também depressores, alucinatérios
e distarbios no aparelho digestério, como os mais freqiientes. (FARNSWORTH, 1968;
LEE, 1998; KELLY e GAVIN, 2000; STEIN, 2001; SONAVANE, 2002; IPCSINTOX,
2004).

O uso de noz-moscada na producao de alimentos, em nivel industrial e
domeéstico, objetiva melhorar as caracteristicas sensoriais dos mesmos, atribuindo-se
o seu potencial conservador a presenca de Oleos essenciais. Em termos de
composicao quimica a noz-moscada é constituida por cerca de 30-55% de 6leos, 45-
60% de matéria solida, incluindo celulose e que estes dleos sdo de dois tipos: 6leo
essencial ou volatil, 5-15%, e 6leo fixo, 24-40% (FAQO, 2000).

O 6leo essencial que mantém o aroma tipico da noz-moscada, odor creditado
a presencga de miristicina, é usado pela industria em substituigdo a propria noz-
moscada, devido a suas qualidades sensoriais mais marcantes e pelo fato de evitar a
presenca de particulas em alimentos e bebidas, destacando-se o uso na produgao de
bebidas n&o alcodlicas, doces, comidas, xaropes e, também, cremes dentais (FAO,

11



2000; YUN, et al., 2003). Entre outros componentes do 6leo essencial desta semente,
destaca-se a miristicina ( metil iso-eugenol) e a elemicina (metoxy eugenol), as quais
se atribui as principais acoes farmacolégicas e efeitos psicoativos conhecidos (FAO,
2000; STEIN, 2001).

Segundo Shulgin (1966) e Kalbhen (1971), a myristicina e a elemicina,
respectivamente, sofrem biotransformacdo, produzindo MMDA (3-metoxi-4,5-
metilenodioxianfetamina) e TMA (3,3,5-trimetoxianfetamina), que desencadeiam um
efeito alucinogénico superior ao da mescalina (FARNSWORTH, 1968). Sobre a
formacao de derivados anfetaminicos, em alimentos preparados, Idle (2005) credita
sua geragdo a acao do calor do cozimento, dos assados e dos fornos utilizados.

Estudos recentes também vém apontando aos componentes dos 6leos
essenciais de noz-moscada, especialmente a miristicina, um papel ativador da
glutationa peroxidase, podendo, assim, inibir a tumorogénese (LEE et al., 1998 e YUN
et al 2003; JANNU et al., 1991).

Considerando que este condimento, possuidor de componentes com
atividades tdo controversas, sendo empregado no preparo de diversas formulacdes
alimenticias, incluindo refrigerantes (LEE, et al., 1993; MORGAN; 1994; HOFFMANN,
et al.,, 2000; DE VICENZI et al.,, 2004, www.gmc.ufsc.br, 2007), que podem ser
consumidas associadas a outras fontes naturais de miristicina e, eventualmente, com
0 acréscimo do uso de cigarros flavorizados indianos (bidi cigarettes) (STANFILL,
2006), que também apresentam este componente, seria interessante avaliar o
risco/beneficio do consumo crénico e/ou subcrénico de noz-moscada nas diferentes
formas em que pode aparecer na dieta. Mesmo n&o havendo registros de danos
agudos pelo consumo nao intencional, através da ingestdao destas fontes, também
convém destacar que ndo estéo disponiveis informes sobre os efeitos crénicos e/ou

subcrénicos do consumo dos componentes desta semente.

Com o propésito de contribuir para futuras avaliacbes de propriedades
benéficas e toxicas da noz-moscada nas formas usuais de seu emprego, o objetivo
deste trabalho foi caracterizar fisico — quimicamente e determinar os teores de
miristicina em sementes, 6leo essencial e infusdo aquosa de noz moscada e avaliar o
efeito do seu extrato aquoso, preparado como infusdo, no comportamento de animais
de laboratério.

12



A estratégia adotada para a realizacao do trabalho consistiu em caracterizar
fisico-quimicamente amostras de noz — moscada na forma como s&o comercializadas;
padronizar um procedimento para determinagao de miristicina e realizar experimento
biolégico avaliando o comportamento de camundongos aos quais se administrou
cronicamente infusdo de noz — moscada, contendo quantidades conhecidas de
miristicina.

Os dados colhidos serviram para compor, ao lado daqueles constantes da
literatura e das informagbes publicas das quantidades deste condimento contidas em
produtos industrializados, subsidios para uma futura estimativa de risco, deste
consumo, sobre a saude da populagao.

13
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Especiarias

Especiarias sdo definidas como partes de certas plantas (raizes, rizomas,
cascas, bulbos, folhas, caules, flores, frutos e sementes) em estado natural, secas
e/ou objeto de elaboracdo mecanica que por seu sabor ou aroma caracteristicos dao
sabor aos alimentos para consumo humano. As especiarias se incorporam aos
alimentos em pequenas quantidades e os tornam mais saborosos. Também estimulam
o apetite ao favorecer a secrecao das glandulas digestivas. Tudo isso influencia no
maior aproveitamento dos alimentos pelo organismo (GERHARDT, 1973; HIRASA &
TAKEMASA, 2002).

A maioria das especiarias sdo conhecidas desde a mais remota antiguidade,
e ndo eram somente empregadas para dar sabor aos alimentos. E fato que foram
usadas em ceriménias e rituais e seus 6leos eram utilizados para o embalsamamento
de cadaveres. Por isso, nao é de se estranhar o uso para fins profilaticos e curativos
para doencas conhecidas ou ndo. O homem acreditava que as especiarias possuiam
efeitos curativos magicos e os sacerdotes consideravam-nas divinas por nao
encontrarem argumentos racionais para justificar seus efeitos curativos e
conservadores (RAFOLS,1963).

Convém salientar que as especiarias, como partes de uma planta, sao
constituidas por fibra, agucar, proteina, cinzas, gomas, 6leos essenciais e outros
componentes. Os 06leos essenciais, constituidos por varios compostos quimicos,
conferem aroma particular, um flavor especifico, os quais motivam o seu uso na
composicao dos alimentos. O balango entre os componentes quimicos dos 6leos
essenciais € que confere as caracteristicas préprias de cada tipo de especiaria,
mesmo que sejam provenientes da mesma familia botanica, as proporcdes podem

ser bastante distintas.
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1.2 Noz-moscada

A noz — moscada é produzida pela planta denominada moscadeira,
Myristica fragans, Houtt., pertencente a familia das Miristicaceas (Fig. 1), que atinge
na maturidade até 12 m de altura. A fruta é redonda amarelo esverdeada com
diametro de aproximadamente 5 cm e consiste de pericarpo e semente. Ao
amadurecer a parte carnosa se divide em dois, descobrindo a semente. A semente é
revestida por um anel, de cor vermelho brilhante e que se chama macis ou “flor de
macis”. Estas duas partes sdo usadas como especiarias. A semente também é
chamada de noz-moscada, denominacio incorreta segundo a botanica, ja que nao se
trata de uma noz. Estas podem pesar até 10g e formam a maior parte do fruto
(RAFOLS, 1963; CHOO et al. 1999).

O cultivo da moscadeira, Myristica fragans, Houtt., é dificil, pois requer solo
rico, Umido, bem drenado, quente, livre de sol e de ventos fortes. Apesar disto os
britAnicos conseguiram introduzir a noz — moscada em Cingapura € no Caribe.
Atualmente, os maiores produtores de noz — moscada sao Indonésia, Sri Lanka e a
ilha caribenha de Granada (SPRICIGO, 1999; WEIL, 2001). No Brasil o cultivo da
moscadeira encontra condicdes climaticas no sul da Bahia, cuja produgao atende
parte da demanda nacional da industria farmacéutica e alimenticia, além do consumo

a varejo para as preparacoes domésticas.

16



Myristicaceae

Myristica fragrans Houtt.

Figura 1 — Noz-moscada, Myristica fragans, Houtt.

Fonte: http://nl.wikipedia.org/wiki/Afbeelding:Koeh-097. From: Koehler’s

Medicinal-Plants 1887.

1.3 Consideracdes historico-politicas sobre a noz-moscada

Gerhardt (1973) e Uchibayashi (2001) apresentaram aspectos historicos do
uso de especiarias e suas conseqiéncias na politica mundial, fatos também
divulgados em midia eletrénica (www.gmc.ufsc.br, 2007; www.nozmoscada.com.br,
2007; www.emedis.com.br, 2007).
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A noz-moscada é originaria das lendérias “llhas das Especiarias” ou Molucas,
atualmente, provincia da Indonésia de Maluku. A arvore da noz-moscada sO crescia
nas ilhas de Banda, um grupo isolado de sete ilhas no mar de Banda. Durante muitos
séculos os habitantes das ilhas sobreviveram do comércio desta e do cravo da india,
abundantes na regiéo.

Os negociantes venezianos foram os primeiros a estabelecer uma rota
comercial para abastecer a Europa Ocidental e paises do leste com estes produtos,
que ao chegarem ao destino atingiam alto valor comercial, em decorréncia, também,
de seu carater conservador de alimentos (CULIKOVA, 2000). Atraidos pelo
interessante comércio, os portugueses, em 1512, estabeleceram o seu monopolio
superando os venezianos, sendo em seguida superados pelos holandeses (STEIN,
2001; UCHIBAYASHI, 2001). Estes para manter o monopdlio sobre o comércio de noz
— moscada e outras especiarias, preferiram abrir mao de seus direitos sobre ailha de
Manhattan (Nova York). A luta pelo monopélio das especiarias continuou entre os
europeus e s6 deixou de ser interessante com o advento da refrigeragéo, que superou

a eficiéncia destas como conservadores.

Estes condimentos, hoje, sdo usados mais por suas caracteristicas
organolépticas e curativas e ndo constituem mais um motivo de disputas politicas. No
entanto, com o advento da era dos alimentos funcionais, estas especiarias voltaram ao
centro da atencao da ciéncia (NGUYEN, 2000). Destacam-se, neste interesse, a busca
de propriedades antimicrobianas, antifingicas e antioxidantes destes compostos,
inclusive para a noz — moscada, sendo este tema estudado por varios autores
(OZAKI et al., 1989; JANSSENS et al, 1990; IMARK et al., 2002; SOLIMAN &
BADEAA, 2002; NGUEFACK, et al., 2004; TOMAINO et al., 2005).

1.4 Propriedades fisico-quimicas da noz-moscada

A maioria dos dados disponiveis na literatura enfocam a composicao da noz-
moscada enfatizando o seu conteddo em ébleo, na faixa entre 25 e 40%, destes, 5-
15% de 6leo volatil (essencial), 3,5% de gordura, 2% de resina, pequenas quantidades
de acidos e 8,5% de matéria insaponificavel (RAFOLS, 1963; (GIACOMETTI, 1989;

WEIL, 2001). A grande énfase em estudos tecnoldgicos estd na busca de condi¢bes
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de processo que nao alterem o balanco entre os componentes dos 6leos essenciais ou
acarretem nas suas perdas, para nao descaracterizar o flavor caracteristico desta
especiaria (McKEE et al, 1993; SPRICIGO et al, 1999).

A composigao quimica da noz —moscada é influenciada por variaveis bioticas
e abioticas, sendo sua composicao centesimal média de 9% de umidade; 9,6% de
compostos nitrogenados; 33% de lipidios; 4,5% de 6leos essenciais; 27% de amido;
145% de extratos ndo nitrogenados e 2,5% de cinzas (MORGAN, 1994;

www.nozmoscada.com.br, 2007).

As sementes deterioradas sao utilizadas para a fabricagdo de manteiga de
noz-moscada, que contém de 38 a 43% de matéria extraida, incluindo 6leos
essenciais e uma peguena quantidade de resina, além de uma parte insaponificavel e
alguns glicerideos (RAFOLS, 1963). A manteiga é obtida por pressao que resulta em
gordura, de cor amarela e odor aromatico caracteristico. O mais importante
componente da manteiga é o triglicerideo de acido miristico, que chega a 75% do total
(GERHARDT, 1973).

Dentre os componentes quimicos dos 6leos essenciais, os principais sao
terpenos, compostos formados por carbono, hidrogénio e oxigénio, sendo os mais
abundantes os monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos. Estas estruturas sao
sintetizadas pelos tecidos vegetais como forma de protecdo contra animais herbivoros,
insetos, fungos e bactérias. Todos estes compostos sdo inseticidas naturais, cujas
moléculas possuem flavor picante caracteristico e, em decorréncia disso, seu
consumo natural por humanos esta limitado a pequenas doses, 0 que permite aos
mecanismos de detoxificacdo uma atuacdo de forma eficiente, dentro de uma légica
de sustentabilidade dos organismos (LEE, 1998).

Da mesma forma que a composicdo centesimal, o conteldo de Oleos
essenciais da noz — moscada varia com a origem, solo e clima o que resulta na ampla
faixa entre 5 e 15%. Destes 6leos essenciais, cerca de 80% € composto por terpenos,
ver Figura 2, tais como o a pineno, B pineno, y pineno, sabineno, limoneno e 4 —
terpineol (SPRICIGO et al.1999). Outros componentes importantes sdo aqueles aos
quais se atribui os efeitos aromaticos, conservadores e psicoativos, caracteristicos da
noz-moscada, sendo: a elemicina (1-alil-3,4,5 trimetoxi benzeno), a miristicina (4-
metoxi-6-(2-propenil -1,3-benzodioxole), o safrol (5-2-propenil-3-benzodioxole) e o

eugenol (4-alil-2-metoxifenol), destes, é a miristicina a responsavel pelo odor tipico
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desta semente (ARCHER, 1988; SPRICIGO et al.1999; WEIL, 2001; TAJUDDIN et al.,
2003; www.nozmoscada.com.br, 2007, www.gmc.ufsc.br, 2007).

o pineno

B pineno

Y pineno

sabineno

limoneno

4 — terpineol

eugenol

Elemicina

(1-alil-3,4,5 trimetoxi benzeno)

Miristicina

(4-metoxi-6-(2-propenil-1,3-benzodioxole)

Safrol

(5-2-propenil-3-benzodioxole)

Figura 2 - Componentes do éleo essencial de noz-moscada.
(80% de terpenos).

A miristicina encontra-se entre 2,1 a 2,9% do peso total da noz-moscada, € o
safrol, cerca de 0,3 a 0,4% enquanto que, nas amostras de 6leo essencial de noz-
moscada, a miristicina encontra-se entre 3,9 a 12,8%, o safrol, cerca de 0,53 a
3,42% e a elemicina 0,02 a 2,4% (FARNSWORTH, 1968; ARCHER, 1988;
RANDERATH, et al., 1993; WANG et al, 2004; YUAN et al, 2006). A miristicina é
quimicamente semelhante a outros trés compostos aromaticos: eugenol, isoeugenol e
safrol (JANSSENS et al, 1990; WEIL, 2001).
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No trabalho de Al-Khatib et al. (1988), os extratos a éter de petréleo, a partir
da noz-moscada, apresentam em sua composicdo o0 sitosterol, campesterol e
lanosterol, sendo o desmosterol o componente em menor quantidade (ISOGAI et al.,
1973; JANSSEN e LAEKEMAN, 1990; HALLSTROM e THUVANDER, 1997;
SPRICIGO, 1999). Verifica-se que a miristicina, composto de propriedades pouco
usuais e controversas foi também encontrado em outros vegetais de uso rotineiro,
tais como cenoura, pimenta preta e em 06leos essenciais de diferentes agentes
flavorizantes, provenientes de outras especiarias (HALLTROM e
THUVANDER, 1997; LEE, 1998; HOFFMANN et al., 2000; HIRASA e TAKEMASA,
2002).

Na Figura 3 estdo as estruturas da elemicina, miristicina e safrol,
componentes do 6leo essencial, mais estudados por seus efeitos conservadores,
aromatizantes e psicoativos (BEYER, et al., 2006; YUAN, et al., 2006).

"“*\\/'H\/ *ﬁ/”& W“\( Xr”
Lf » Hﬁ)

" "

elemicina miristicina
ihqj\

safrol

A
L

Figura 3 — Estrutura molecular dos componentes bioativos do 6leo

essencial de noz — moscada.
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1.5 Propriedades biologicas e efeitos comportamentais dos componentes

essenciais da noz-moscada

A noz-moscada é utilizada mundialmente como condimento e conservante
devido as suas propriedades sensoriais (FAO, 2000; YUN, 2003) e como medicamento
tradicional na medicina oriental chinesa e indiana (medicina Ayurvédica e medicina
Unani) (STEIN, 2001;TAJUDDIN, 2005; MUKHERJEE, 2007) e na medicina ocidental,
bem como pela cultura popular devido as suas acdes que atingem, sobretudo, o
sistema digestorio, o sistema reprodutor feminino e masculino e o sistema circulatério
(GROVER et al, 2002). Além de isso, sao atribuidos ao cha desta semente,
propriedades abortivas, afrodisiacas, narcoéticas e alucinégenas (FARNSWORTH,
1968; PCEYSKI et al, 1981; MILLER et al, 1983; BRENNER et al., 1993; LEE, et al.
1998 CHOO et al. 1999; KELLY e GAVIN, 2000; STEIN, 2001; SONAVANE, 2002;
TAJUDDIN, 2003; TAJUDDIN, 2005; IPCSINTOX, 2004).

Dados coletados, a partir de intoxicagbes, revelam que 5-30 g de noz-
moscada sao usados para provocar, apés 1-7 h de ingestéo, efeitos psicoativos tais
como, euforia, delirios, alucinacdo, desorientacdo temporal ou letargia, convulsées.
Podem ocorrer sensacdo de estomago pesado, nauseas, com ou sem vémitos,
desassossego, dor de cabeca, excitacdo, boca séca, midriase ou miose, taquicardia,
opressdo, sensagdo de angustia e tontura, diminuindo a intensidade das
manifestacoes apdés 24 horas (FARNSWORTH, 1968; ABERNETHY e BECKER,
1992; HALLTROM e THUVANDER, 1997; STEIN, 2001). Os dados encontrados
demonstram que os efeitos tdxicos da noz-moscada, em especial a atividade
alucinogénica, provém do Oleo essencial, cuja atividade é 1,8 vezes superior a do
alcool absoluto (TRUITT et al, 1961; RAFOLS, 1963; FARNSWORTH, 1968;
PANYOTOPOULOS e CHISHOLM, 1970; HALLTROM e THUVANDER, 1997;
SANGALLI e CHIANG, 2000; KELLY e GAVIN, 2003).

Outros efeitos téxicos da ingestdo de noz-moscada, como condimento,
podem causar espasmos em pessoas hipersensiveis a ela, estes sinais sao
corroborados pelos achados de Lis-Balchin, 1997, que registrou efeitos contrateis do
6leo essencial de noz-moscada sobre o musculo diafragmatico de ratos e efeitos
espasmogénicos sobre musculo liso de ileo de cobaios.
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Farnsworth, (1968); Lee, et al. (1998) e Yun et al. (2003), apontam para a
evidéncia de que o 6leo essencial da semente de noz-moscada contém varios
componentes, precursores metabdlicos de compostos do tipo derivados anfetaminicos,
responsaveis pelo efeito psicoativo, que ocorre em doses elevadas. Segundo estes
autores, além de Shulgin (1966) e Stein (2001), 20 gramas de noz moscada, contém,
aproximadamente, 210 mg de miristicina (potencial MMDA, 3-metoxi-4,5-
metilenodioxianfetamina) (ver Figura 4), 70 mg de elemicina (potencial TMA, 3,3,5-
trimetoxianfetamina) e 39 mg de safrol (potencial MDA, metilenodioxianfetamina), que
podem ser convertidos, in vivo, respectivamente, para as formas aminicas, derivadas
da anfetamina, MMDA, um precursor da droga de abuso denominada “ecstasy”, TMA
e MDA (www.gmc.ufsc.br; 2007; www.ildue.it; 2007). Idle (2005) propbe que a melhora

do humor e a alegria peculiar que cerca as comemoragdes natalinas, no inverno do
hemisfério norte, tém sua origem nos derivados anfetaminicos, produzidos durante o

cozimento dos pratos tipicos condimentados com noz-moscada.

O/CH3 O/CH3
) ]
< | = ‘CHZ + MNH, < ‘ = MHy
. = Aminase o s o
c}
Mlyristicin Mt A,
Figura 4 - Biotransformagdo da miristicina em MMDA (3-metoxi-4,5-

metilenodioxianfetamina), uma amina psicoativa, substancia derivada anfetaminica.

Estes compostos, classificados como derivados anfetaminicos, sao

potencialmente causadores de dependéncia quimica, de modo semelhante ao
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causado pelo consumo de anfetaminas, ver Figura 5, cujas estruturas moleculares
sao semelhantes aquelas dos componentes do 6éleo essencial de noz-moscada.

- 7\
i NH;
Anfetamina Metanfetamina

Figura 5 - Estrutura molecular das aminas psicoativas.

Usualmente, os casos de intoxicacdo aguda, em humanos, estdo associados
ao uso abusivo intencional da semente de noz-moscada, devido a acao psicoativa de
seus componentes, assim capacitados a penetrar no sistema nervoso central (SNC)
(ver Figura 6) e provocar, além de prazer, através da via dopaminérgica, efeitos
alucinégenos, euféricos ou disforicos (depressores). A maioria das publicacdes sobre
casos de intoxicagao, apds ingesta desta semente, referem-se ao emprego por parte
de presidiarios, estudantes e adolescentes, dependentes quimicos ou nao
(ABERNETHY e BECKER, 1992; STEIN, 2001; STAHL, 2002; KELLY e GAVIN, 2003).
Casos de envenenamento, registrados pelo Centro Texano de Venenos, foram
descritos por Forrester (2005) e relatam situagbes decorrentes da ingestdo de noz-
moscada, das quais 65% envolviam uso intencional. Neste estudo verifica-se que
homens (67%) sdo os maiores consumidores e destes 55% eram adolescentes. Tanto
na América do Norte, junto ao Centro de Controle de Venenos de Utah, como no leste
europeu, junto ao Centro de Informacdo Toxicolégica da Eslovaquia, os registros
apontam igualmente para o aumento deste uso entre colegiais e adolescentes e entre
aqueles que procuram uma experiéncia euférica ou alucinogénica que envolva

aquisicao de material legal e/ou que seja de origem natural, como conseqiiéncia da
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facilidade de obtencao desta semente, seu baixo custo e a rapida propagacao de
informacbes  através da  internet (STEIN,  2001; UPCC, 2003;
www.erowid.org/plants/nutmeg, 2004; FORRESTER, 2005; KRESANEK, 2005).

Averiguando acdes sobre o sistema nervoso central (SNC), Messiha e Zaki
(1984) realizaram estudos experimentais com camundongos, e o0s resultados
sugeriram uma acao depressora do extrato aquoso de noz-moscada sobre o SNC.
Sherry et al. (1982), verificaram um aumento significativo na duracédo do sono leve e
profundo, em frangos, sob acdo do exirato etéreo de noz-moscada. Enquanto
Grover et al. (2002), trabalhando com extrato de noz-moscada a éter de petroleo,
demonstrou significativa acéo sedativa, sendo capaz de potenciar o efeito de inducéo
do sono provocada pelo fenobarbital e pentobarbital.

i SISTEMA
SUBSTANCIA NERVOSO CENTRAL

PSICOATIVA

- ESTIMULACAO

- DEPRESSAO <

- PERTURBAGAO CIRCUITO
DA

RECOMPENSA

DEPENDENCIA
QUIMICA

Figura 6 - A substancia psicoativa ingerida penetra no SNC, libera dopamina
(DOPA) no circuito da recompensa, gera bem-estar ou euforia, enquanto estimula,
deprime ou perturba a acdo geral do SNC, podendo levar a dependéncia quimica, com

consequente retorno a utilizacao da substancia psicoativa original ou outra.
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Moreira et al (2000), verificaram que o 6leo essencial da Piper solmsianum,
que possui como maior componente o sarisan, um analogo da miristicina,
administrado a camundongos sob a forma de emulsdo, demonstrou ser capaz de
provocar efeitos excitatérios e depressores, 0s quais podem ser induzidos,
simultaneamente, no estagio final da ansiedade. Sonavane (2002), verificou que a
trimiristicina, também presente no éleo de noz-moscada, foi capaz de inibir a atividade
ansiolitica do ondansetron (antagonista do receptor 5-HT3), buspirona (agonista do
receptor 5-HT1A) e do diazepam (agente do receptor GABA A), parecendo
apresentar uma atividade ansiogénica nao especifica.

Randerath et al. (1993) estudando o efeito de constituintes de bebidas do tipo
cola salientaram que a ocorréncia de alteracées no DNA de preparados de figado de
animais, podia ser decorrente da presenca de 6leos essenciais empregados como
flavorizantes. Entre o0s compostos identificados estavam presentes safrol e
metileugenol que formavam alteragdes similares as formadas por miristicina ou

extratos de noz — moscada e macis (cobertura das sementes da Myristica fragans).

Contrapondo estes efeitos, experimentos realizados ministrando miristicina
a animais de laboratério, para avaliar a formagao de alteragcbes de DNA do figado,
demonstraram um efeito indutor da glutationa S-transferase, abrindo a perspectiva de
acao anti-tumorogenese quando administrado in vivo (LEE et al, 1998 e YUN et al
2003). Estes achados concordam com os resultados que mostraram protecao diante
da indugdo ao céancer uterino, por metilcolantrene, em camundongos (HUSSAIN e
RAO, 1991).

Também Jannu et al. (1991), verificaram a agao protetora do macis que,
introduzida na dieta de camundongos albinos, na proporgcao de 1%, reduziu em 50% o
aparecimento de papilomas de pele, enquanto os resultados obtidos por Lee et al.
(2005) demonstram que a miristicina € capaz de induzir citotocixidade em células de
neuroblastoma humano (SK-N-SH cell line), in vitro.

Estes indicativos de que os componentes de 6leos essenciais poderiam
apresentar efeitos protetores contra tumorogénese e outras doengas cronico-
degenerativas, levaram a estudos especificos sobre o efeito metabdlico da noz —
moscada ou dos componentes do seu 6leo essencial, com grande énfase para a
elemicina e miristicina (GROOVE et al. 2002; YUN et al. 2003; DE VICENZI et al.,
2004).
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O metabolismo da miristicina, em animais de laboratério, foi estudado
determinando a excrecao pela urina e pelo tratamento de preparados de microssomo
de figado humano. A etapa oxidativa pelo citocromo P 450, foi identificada, ficando
demonstrado que o0 maior metabdlito formado foi o 5 alil-3,4 metilenodioxi — 2,3
dihidroxibenzeno que se formava numa velocidade de 0,176 uM/minuto/ug proteina
quando nao estavam presentes outros compostos que usam esta via metabdlica (YUN
et al., 2003).

1.6 Uso industrial de noz-moscada

De acordo com Hirasa e Takemasa (2002) as especiarias apresentam efeitos
variados quando acrescentadas aos alimentos, ndo s6 conferindo flavor agradavel
mas, também, mascarando odores desagradaveis, induzindo sabores picantes e
conferindo cores caracteristicas e atrativas aos alimentos. Além disso, possuem
propriedades antioxidantes, antimicrobianas e nutritivas, o que as torna alvo para o
uso industrial (PARLE et al., 2004; NARASIMHAN e DHAKE, 2006).

A noz-moscada, se encaixa nestas caracteristica e é amplamente utilizada
na industria de alimentos, muito mais do que o macis. As formas de uso sdo como
particulados da sementes, 6leos essenciais ou manteiga. Estes sdo empregados em
produtos de panificacdo, em todo tipo de massas doces. A noz-moscada complementa
a canela e pode ser encontrada combinada com esta especiaria (RAFOLS,1963;
HIRASA e TAKEMASA, 2002). Outro exemplo muito abundante do uso da noz-
moscada é na industria de produtos carneos processados, associada a pimentas
diversas. Muitos embutidos devem seu aroma a noz-moscada e a seus Oleos
essenciais, de modo que o componente aromatico mais abundante na salsicha tipo
Viena e na mortadela é a noz-moscada (RAFOLS,1963; TATEO, 1999; DE VICENZI,
2004).

A preparacao de bebidas, especialmente as de tipo cola e também algumas
bebidas fermentadas, preconizam a utilizacdo de especiarias picantes para a
composigao do flavor caracteristico que apresentam e, entre estas, encontra — se com
freqiéncia o 6leo essencial de noz — moscada (RANDERATH et al, 1993;
HALLSTROM & THUVANDER, 1998; HOFFMANN & HEIDEN, 2000; TATEO, 2000;
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DE VICENZI, 2004). A culinaria popular emprega a noz-moscada sob a forma de
particulados para aromatizar coquetéis, molhos doces e salgados, bolos e outros
produtos de confeitaria (HIRASA e TAKEMASA, 2002; DE VICENZI, 2004;

www.nozmoscada.com.br, 2007).

Determinacao de 6leos essenciais em noz- moscada

A década de 90, com os conhecimentos cientificos aportados pela
disponibilizagao de instrumentacéo analitica, colocou no foco de estudos cientificos
uma série de compostos-tracos dos alimentos, aos quais a sabedoria popular atribuia
efeitos funcionais. Assim, os 06leos essenciais provenientes das especiarias, que
haviam sido relegados a um papel secundario, com o advento da refrigeracao,
passaram ao centro das atencoes (OZAKI et al., 1989; JANSSENS et al, 1990;
SOLIMAN & BADEAA, 2002; NGUEFACK, et al. 2004; TOMAINO et al.; 2005).

Em vista da diversidade de componentes de 6leos essenciais os métodos
mais adequados para a sua determinacdo sdo os cromatograficos, especificamente a
cromatografia gasosa, beneficiada pela volatilidade destes compostos. Previamente
sa0 necessarios cuidados para a preparacao da amostra, visto que a volatilidade
destes Oleos, por outro lado, dificulta inclusive o processo de moagem da amostra.
(MCKEE et al, 1993). A extracao dos 6leos essenciais é frequentemente realizada por
extracdo hidroalcodlica (arraste a vapor) que também pode ocasionar perdas ou
alteracdes nas estruturas quimicas dos componentes essenciais em funcdo das
temperaturas e tempos de destilacido (TOMAINO et al., 2005).

A quantificagéo e identificacdo dos oleos extraidos das sementes ou de
outras matrizes sdo usualmente realizadas empregando cromatografia gasosa
acoplada a detectores universais de ionizacdo de chama ou de massas. O numero de
compostos identificados, variam entre 6 e 17 e sao decorrentes da performance dos
métodos adotados (MCKEE et al, 1993; HOFFMANN et al, 2000; TOMAINO et al.,
2005).

Uma interessante alternativa para este problema foi estudada por Spricigo et

al. (1999) propondo a extragdo supercritica por diéxido de carbono, porém este
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método ainda ndo esta implantado como rotina analitica, sendo pouco freqlientes as
citacbes envolvendo este tipo de extracao para esta especiaria.

Extracdo de dleos essenciais de noz- moscada, em matrizes alimenticias,
frequentemente sdo descritas para estudos em bebidas e pouco para outros
alimentos, possivelmente decorrente da interferéncia de matrizes mais complexas
(RANDERATH et al., 1993; HOFFMANN et al, 2000).

1.8 indice de refracdo

A medida do indice de refracdo tem sido usada para a identificacdo de
compostos desconhecidos, fazendo-se comparacdo com valores divulgados pela
literatura. Este indice € muito usado na analise qualitativa de éleos e gorduras, sendo
capaz de levar a identificacdo do produto analisado (CECCHI, 2003).

Na analise do 6leo, extraido pelo método de Bligh e Dyer (1959), a partir de
amostra moida de noz moscada, apds extracao hidrotérmica dos volateis, utilizando-se
destilador de Clevenger, o material condensado foi mantido em frasco escuro, sendo
padronizado pelo indice de refracdo, medido em refratdmetro tipo Abbé. Os indices de
refragéo foram colhidos, visando obter um indicativo da uniformidade das condi¢bes de
destilacdo e da coleta do destilado.

1.9 Cromatografia gasosa

A cromatografia € uma técnica analitica, util para efetuar a separagdo de
componentes de uma dada amostra, sendo especialmente sofisticada ao tratarmos de
cromatografia gasosa. Esta, devido a sua alta sensibilidade, permite que se analise
pequenas quantidades de amostra, de modo rapido, com alto poder de separacao e
resolucdao (CECCHI, 2003). Tal equipamento apresenta aplicagdo somente na analise
de compostos volateis, de modo que a amostra de noz-moscada, sendo um 6leo
essencial, volatil, apresenta a caracteristica necessaria para poder ser avaliada por
instrumental deste tipo.
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1.10 Testes de Toxicidade

Estes testes visam determinar um limite de segurangca, em termos de
quantidade de material a ser utilizado, a dose adequada, representada por miligramas
do produto, concentragdo ou percentual, por quilo de peso vivo, em relacdo a uma
dada substancia desconhecida que se pretenda estudar, dentro de um protocolo
experimental. Procede-se a uma investigacdo, sobre as interacdes tdxicas que
possam existir entre a substéncia em avaliagdo e 0s organismos vivos disponiveis
para tal. Trata-se de um estudo prévio e orientador de estratégias para o trabalho

cientifico.

1,10.1 Tratamento agudo - DL 50

O valor DL50 define um valor numérico médio, como uma estimativa estatistica
do numero de miligramas de uma substancia por quilogramas de peso vivo requerido
para provocar a morte 50% de uma populacdo de animais de experimentacao.
Procede-se a uma Unica administracdo do material em estudo aos animais, através de
uma via de administragdo adequada, € mantém-se os animais sob observacao,
registrando-se todos os eventos ou sinais e sintomas que venham a apresentar. Os
animais sdo observados imediatamente apds a aplicagdo da substancia, durante toda
a primeira hora seguinte a aplicacdo e apods 6, 24, 48, 72 e 96 horas e ao término de

14 dias ap0s esta exposicao.

1.10.2 Tratamento cronico

A substancia em estudo é investigada através de sua administragdo a animais
de experimentagéo, durante um periodo de tempo pré-determinado, denominando-se
como tratamento crénico. Procede-se a observacdes diarias dos animais, visando
detectar as interagbes tdxicas da substancia em avaliacdo, através de sinais e
sintomas, bem como o registro de alteracées de comportamento.  Durante estes
trabalhos os animais sdo alojados e mantidos segundo as normas ditadas pelo
COBEA (1992).
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1.11 Psicoatividade: Testes comportamentais

Os relatos existentes sobre os efeitos toxicos da noz-moscada sao unanimes
em descrever efeitos significativos sobre o sistema nervoso central, decorrentes da
acao psicoativa dos componentes do seu 6leo essencial, os quais podem agir
isoladamente, sendo apontadas a miristicina e a elemicina como agentes mais
importante, ou como um conjunto de compostos em sinergia (FARNSWORTH, 1968;
ABERNETHY e BECKER, 1992; HALLTROM e THUVANDER, 1997; STEIN, 2001).

Os efeitos psicoativos induzidos pela noz-moscada sdo muitos variados, visto
que os niveis dos constituintes do 6leo essencial também variam em funcdo da
qualidade apresentada pela semente que foi usada, o que leva a uma variabilidade
de efeitos que sdo comparados, com freqiiéncia, com os efeitos provocados pela
maconha (Cannabis sativa) ou pelo LSD (dietilamida do acido lisérgico)
(FARNSWORTH, 1968; WEIL, 2001).

Na busca para verificar efeitos funcionais nos compostos alimenticios,
estudos sdo montados para verificar seus efeitos sobre 0 comportamento de animais e
humanos, ao consumi-los. Em relacdo as especiarias, em especial, a noz-moscada
nao é mencionada. Entre outras necessidades aportadas por estes conhecimentos
chama a atencao a falta de estudos sobre o efeito crénico e subcrénico decorrentes do
consumo freqlente de alimentos diversos e bebidas contendo esta especiaria. Deve-
se considerar que os efeitos diretos sofridos pelos condimentos, submetidos a
tratamentos térmicos e em associagdo com outros componentes, durante o preparo
dos alimentos, pode resultar em efeitos complexos e secundarios que dificiimente
seriam atribuidos a ingredientes adicionados em tdo pequenas quantidades e que
podem ser salientados em testes crénicos (IDLE, 2005).

Para o estudo do comportamento animal, os modelos experimentais
envolvendo o estudo do sistema nervoso central (SNC) surgiram a partir da metade do
século XX. Neste campo de estudo, investiga-se as interacbes entre substancias
quimicas, extratos de plantas, farmacos ou drogas de abuso e respostas
comportamentais, de modo que se possa inferir relacbes entre os varios
comportamentos manifestados e o respectivo suporte neurobiologico (LAPA et al,
2003).
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1.11.1 Teste de atividade locomotora espontanea — Teste de Campo Aberto
(Open field)

Hall (1941) e Bruhwyler (1991) descreveram o teste, que deve ser realizado
em ambiente climatizado. O campo aberto quadrangular, adaptado para
camundongos, mede: 25x30x25 cm, dividido em 12 quadrados iguais, com uma
parede de vidro para permitir a visualizagdo do animal, testado pelo periodo de 5
minutos, com auxilio de cronémetros para o registro: 1) deslocamento pelos
quadrados periféricos, como signo de atividade exploratéria; 2) pelos quadrados
centrais, como atividade ansiolitica; 3) o levantar-se sobre as patas traseiras
(“rearing”); 4) a auto-limpeza (“grooming”); 5) a imobilizagdo do animal (“freezing”) e 6)
a defecacao (bolos fecais eliminados), como indices de emocionalidade.

A taxa de ambulacéo e a defecacao verificadas durante este tipo de teste, sdo
validas porque estdo relacionadas a alteragdes fisioldgicas associadas a
emocionalidade, pois animais expostos ao estresse ou a novos estimulos tém
aumentados os niveis de secrecao de esteroides, situacdo confirmada por Levine et al
(1967). Verifica-se associagdo entre estresse ou novos estimulos e aumento na
secrecao de esterodides, 0 que provoca menores taxas de ambulacdo e altas taxas
de defecacdo, caracterizando a denominacdo proposta por Denenberg (1969), de
animal emocional. Nao havendo alteracdo do estado emocional, os niveis de
esterdides sao baixos, a ambulacdo é alta e a defecacao é baixa. Deste modo, este
aparelho tradicionalmente tem sido utilizado para medir emocionalidade, sendo Util
para avaliar a ansiedade, com o auxilio de substancias ansioliticas ou ansiogénicas,
além de possibilitar o estudo da atividade locomotora e exploratéria (BRUHWYLER et
al, 1991; XAVIER, 1999).

O numero de vezes em que o animal faz exploracao do ambiente, levantando-
se sobre as patas traseiras (rearing), € uma resposta muito comum entre os roedores,
tendo sido proposta por Lat (1963) (apud BIRKE e ARCHER, 1983) e desde entédo
tem sido utilizada para mensurar o nivel de excitabilidade e que também se

corrrelaciona com os procedimentos de auto-limpeza (grooming).
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1.11.2 Testes de ansiedade - Teste do Labirinto em Cruz Elevado (Elevated

Plus-Maze)

Este teste foi proposto em 1985, por Pellow et al. e em 1990 foi revisto por
Lister, devendo ser realizado em ambiente climatizado e em semi-obscuridade,
utilizando o equipamento denominado labirinto em cruz elevado que apresenta uma
plataforma central (5x5 cm) ligando os dois bracos abertos (30 x 5 x 2 cm) e os dois
bracos fechados (30 x 5 x 25 cm), estando elevado a 45 cm do chdo. Cada animal,
a ser testado, permanece durante 5 minutos, e deve ser colocado na arena central,
com a cabeca voltada para um dos bracos fechados, registrando-se: 1) a freqliéncia
de entrada nos bracos abertos e nos fechados; 2) o tempo de permanéncia nos bracos
abertos e nos fechados; 3) a freqUéncia de levantar sobre as patas traseiras
(“rearing”). Um aumento dos  parametros relativos aos bragos abertos indica um
efeito ansiolitico, enquanto um efeito ansiogénico é apontado por uma redugao nos
valores registrados para estes mesmo parametros. Segundo Rodgers et al. (1997) o
numero de entradas nos bracos fechados apresenta correlacdo positiva com a
atividade locomotora dos animais.
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CAPITULO Il - DESENVOLVIMENTO
EXPERIMENTAL
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Este capitulo esta composto por dois artigos que apresentam os resultados
experimentais obtidos no desenvolvimento desta dissertagao:

1. CARACTERIZACAO FiSICO - QUIMICA E DETERMINAGAO DE MIRISTICINA EM
NOZ - MOSCADA (Myristica fragans, Houtt).

2. EFEITOS DA INFUSAO DE Myristica fragans, Houtt SOBRE O
COMPORTAMENTO DE CAMUNDONGOS TRATADOS CRONICAMENTE.
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CAPITULO Ill. 1 - Caracterizacao fisico -
quimica e determinacao de miristicina em

noz- moscada (Myristica fragans, Houtt.).
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CARACTERIZAGCAO FiSICO-QUIMICA E DETERMINAGAO DE

MIRISTICINA EM NOZ- MOSCADA (Myristica fragans, Houtt)

RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo caracterizar fisico-quimicamente e
determinar o contelido de miristicina em noz-moscada comercializada para preparo de
alimentos. Foram coletadas amostras em semente e em pd, em duas regides
distintas. Os procedimentos da AOAC (2000) foram adotados para determinar:
umidade, extrato etéreo, proteina e cinzas. A miristicina foi determinada por
Cromatografia Gasosa em extrato hidroalcodlico das sementes, da fracao lipidica e da
infusdo. Foram encontrados valores médios de 9,45 ( +-1,5); 2,1 (+-0,46); 8,5 (+-2,5);
31,9 (+-9,3); 49,9(+-10,6) para os percentuais de umidade, cinza, proteina, extrato
etéreo e outros, respectivamente. A miristicina variou de 8,0 mg/g a 37,4 mg/g de
amostra nas fragdes estudadas, sugerindo que em infusbes aquosas os teores
consumidos podem vir a ser maiores do que quando se emprega a semente sélida no

preparo de alimentos.

Palavras-chave: miristicina, noz-moscada, cromatografia gasosa, caracterizacao

fisico-quimica.
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1. INTRODUCAO

A noz-moscada, Myristica fragans, Houtt, € uma planta originalmente
cultivada no oriente para fins medicinais. Em meados da idade média a semente desta
planta passou a ser utilizada no ocidente como condimento em preparacdes
domésticas e industriais de alimentos doces, salgados e bebidas. A industria
farmacéutica emprega também os 6leos essenciais desta semente para formulagédo de
medicamentos para tratamento de infecgbes respiratorias e danos do aparelho
digestério, enquanto a industria de cosméticos emprega-os na aromatizacdo de
cosméticos (CULIKOVA, 2000; HIRASA & TAKEMASA, 2002).

A cultura popular atribui ao cha da semente propriedades curativas de
disturbios do aparelho digestério e respiratorio, além de potente atividade estimulante,
sob determinadas condicoes de preparo e atividade calmante em outras. A ingestao
da semente ou extratos concentrados de noz-moscada provoca demonstrada atividade
psicoativa, sendo por isso empregada por dependentes quimicos, que ingerem em
média 20 g para obterem os efeitos alucinatérios da droga. A ingestao deste
condimento, em quantidades ndo usuais, de modo acidental ou intencional, tem levado
a intoxicagbes, potencialmente letais, caracterizadas por quadros excitatérios,
alucinatérios e distirbios no aparelho digestério, como os mais freqlentes
(MORGAN,1994; wwwgmec.ufsc.br, 2007)

Farnsworth, (1968); Lee, et al. (1998) e Yun et al. (2003) relataram que o
0leo essencial da semente de noz-moscada contem varios compostos precursores
metabdlicos de compostos do tipo MDA (melienodioxianfetamina), responsaveis pelo
efeito psicoativo que ocorre em doses elevadas. Segundo Lee et. al, (1998) 20
gramas de noz moscada, que contém, aproximadamente, 210 mg de miristicina
(potencial MMDA: 3-metoxi-4,5-metilenodioxianfetamina), 70 mg de elemicina
(potencial TMA: 3-metoxi-4,5-metilenodioxianfetamina) e 39 mg de safrol (potencial
MDA), que podem ser convertidos, in vivo, para as formas aminicas isto é, MDA,
MMDA e TMA. Estes compostos sdo potencialmente causadores de dependéncia
quimica semelhante a causada pelo consumo de anfetaminas (SHULGIN,1966;
STEIN, 2001).
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As caracteristicas flavorizantes e o carater conservador (antimicrobiano e
antioxidante), anticancerigeno bem como o efeito toxico da semente sdo atribuidos
aos 6leos essenciais que a constituem (MCKEE et al, 1993; RANDERATH et al, 1993;
MORGAN, 1994; TOMARINO et al, 2005; www.gmc.ufsc.br, 2007).

Em experimentos realizados ministrando miristicina (5-alil-1-
metilenodioxibenzeno) ( Figura 1), em animais de laboratério, para avaliar alteracdes
de DNA de figado, foi verificado um efeito indutor da glutationa S-transferase abrindo
a perspectiva de acdo anti tumorogénese (LEE et al, 1998 e YUN et al 2003).

S S0
,f D->
u]

Figura 1: Estrutura da miristicina (5-alil-1-metilenodioxibenzeno).

Este composto, de propriedades pouco usuais e controversas, € também
encontrado em outros vegetais, tais como, cenoura, pimenta preta e em 6éleos
essenciais de diferentes agentes flavorizantes. Também foi detectada sua presenga
em refrigerantes do tipo cola e em outras bebidas fermentadas (HOFFMANN et al,
2000; HIRASA e TAKEMASA, 2002).

Considerando o emprego deste condimento no preparo de diversas
formulacdes alimenticias, incluindo refrigerantes (LEE, et al. 1993; MORGAN; 1994;
HOFFMANN, et al. 2000; DE VICENZI et al. 2004, www.gmc.ufsc.br, 2007),
associados a outras fontes naturais de miristicina, seria interessante avaliar o
risco/beneficio do consumo crénico deste composto nas diferentes formas em que
pode aparecer na dieta. Especialmente, considerando-se as controvérsias sobre o seu
potencial benéfico, tdxico, psicoativo, cancerigeno e inibidor de tumorogénese
(RANDERATH et al. 1993 € LEE et al. 1998).
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No entanto, ndo é usual a literatura tratar o estudo da miristicina sob a ética
da ciéncia de alimentos e determinar o conteldo deste composto nas diferentes
formas que poderiam estar disponiveis para consumo. Até porque as quantidades
empregadas ndo sdo claramente definidas nas formulagdes utilizadas.

Com proposito de contribuir para futuras avaliacbes de propriedades
benéficas e téxicas da noz- moscada nas formas usuais de seu emprego, o objetivo
deste trabalho foi caracterizar fisico — quimicamente e determinar os teores de
miristicina em sementes, 6leo essencial e infusdo aquosa de noz moscada, nas formas
como estao disponiveis para serem empregados em formulagdes alimenticias e chas

medicinais para preparo industrial e doméstico.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostragem e Preparo das amostras

As amostras foram adquiridas em estabelecimentos comerciais da cidade de
Rio Grande e Pelotas (RS) e Piracicaba (SP). Foram compostos seis lotes com as
amostras coletadas nas diferentes regides, sendo trés de noz-moscada inteiras e trés
de noz-moscada moida, agrupados por similaridade de marca comercial.

As sementes foram trituradas em moinho de facas da Marca Tecnal durante
40 segundos a 1200 g e armazenadas em frascos escuros, evacuados sob atmosfera

de nitrogénio e guardados em ambiente fresco e ao abrigo da luz.

2.2. Composicao Centesimal

A composicao centesimal das amostras preparadas foi determinada conforme
os procedimentos recomendados pela AOAC (2000). As determinacdes foram:
umidade em estufa com circulagéo de ar a 60°C até peso constante; cinzas em mufla

a 550° C durante 3 horas; extrato etéreo obtido em sistema Soxhlet ap6s refluxo de 6
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horas com hexano; proteina pelo micrométodo de Kjeldahl empregando o fator 6,25

para conversdo do percentual de nitrogénio em proteina.

2.3. Determinacao de miristicina

2.3.1. Estabelecimento de condi¢cGes para cromatografia gasosa

A solucdo estoque de miristicina foi preparada dissolvendo 100 mg de
padrdo, adquirido da Sigma Chemical Company, em 10 mL de polietilenoglicol. A
solucdo padrao foi preparada diluindo 1mL de solugédo estoque em 25 mL de hexano
homogeneizando a mistura em banho-ultra sénico por 5 minutos. A partir dela foram
preparadas solugdes contendo 50, 100, 200, 300, 400 ug. mL" para comporem as
concentragbes da curva analitica a serem injetadas em cromatégrafo gasoso (1uL

para cada dilui¢ao).

As condicdes cromatograficas padronizadas foram: injetor split/splitless a
250°C, detector de ionizacdo de chama a 300°C, gas de arraste hidrogénio 1
mL/minuto, coluna cromatogréafica DB-17 de 30m, com 0,25mm de diametro interno;
programagdo da coluna de 50°C/iminuto, aumentando 8°C/minuto até 180°C
totalizando 25 minutos. A identificacdo da miristicina foi realizada por comparacao do
tempo de retencdo com padrdo e confirmacdo por co-cromatografia. Para
quantificacdo da miristicina nas amostras foi empregada padronizacdo externa com

uma curva analitica de miristicina que variou nas concentragdes de 10 ng a 250 ng/uL.

O limite de quantificagao foi determinado diluindo-se o extrato hidrotérmico de
cada preparacdo até que o pico observado tivesse area equivalente ao da menor

diluicdo da miristicina na curva analitica.

A recuperacéao do procedimento foi testada empregando adigdo de solucao de
miristicina em trés niveis (1; 2 e 3 mg. g de noz-moscada moida) seguindo-se o

procedimento padronizado para cada condicao de preparo.
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2.3.2. Determinacao de miristicina em extrato hidrotérmico da noz- moscada

Para obtencdo do extrato hidrotérmico de noz moscada foram utilizadas
amostras moidas (no momento da coleta ou como forma de preparo no laboratorio),
das quais foram pesadas 15 g que foram submetidas a destilacdo por arraste a vapor
em destilador de Clevenger. O destilado foi coletado padronizando-se o volume
coletado e monitorando o indice de refracdo, em refratbmetro tipo Abbé, a temperatura
de 55°C. O extrato foi avolumado a 25 mL, sendo que 5 mL foram submetidos a
particio com hexano (3 particbes de 10 mL) Os eluidos foram evaporados e
guardados sob atmosfera de N, até o momento do uso.

2.3.3. Determinacao de miristicina em extrato hidrotérmico da fracao lipidica das

sementes de noz moscada

A fracao lipidica das amostras foi extraida a frio empregando o método de
Bligh-Dyer (1959), cujo procedimento consistiu em: pesar 59 de amostra moida as
quais foi adicionada de uma mistura de 30mL de solucdo metanol : cloroférmio : agua
(2:1:0,8). O volume de agua acrescentado na mistura levou em consideragcdo a
proporcao de solventes e conteldo de umidade da amostra.

A mistura foi homogeneizada em erlenmeyer com tampa por 30 minutos em
agitador horizontal. Foram adicionados 7,5 mL de cloroférmio e 7,5 mL de &gua
destilada seguindo-se a homogeneizacdo por mais 30minutos. Os soélidos foram
separados por centrifugacdo. O sobrenadante foi submetido a trés particoes com 10
mL de cloroférmio. As fracdes cloroférmicas separadas nas diferentes lavagens foram
avolumadas a 50 mL, dos quais 10 mL foram coletados e secos em capsula de
porcelana previamente taradas em estufa a 70°C. A massa obtida apds a secagem foi
utilizada para estimar o percentual de lipidios na amostra.

O restante do 6leo extraido foi colocado em baldo préprio do destilador de
Clevenger para extragao hidrotérmica dos éleos essenciais. O material condensado foi
coletado em frasco escuro, sendo no volume coletado monitorado o indice de refracéo

em refratbmetro tipo Abbé, a temperatura de 55°C . A fragdo destilada também foi
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pesada e avolumada a 50 mL e armazenada em refrigerador, sendo 5 mL submetido
a 3 particdbes com 10 mL de hexano. Este foi evaporado e guardado sob nitrogénio e,

no momento do uso, era ressuspenso em 2 mL.

2.3.4. Determinacao de miristicina na fracao aquosa de sementes de noz-

moscada.

Os extratos aquosos foram preparados considerando a elaboracdo doméstica
do cha de noz- moscada. A 10 g de p6 de noz moscada foram adicionados 250 mL de
agua fervente mantendo a temperatura por 5 minutos em banho-maria. Depois o
extrato foi resfriado e agitado em agitador horizontal por 60 minutos com o baldo
tampado, apds o que foi filtrado em papel de filtro. Foram tomados 10 mL de filtrado e
efetuadas 3 particdbes com hexano que foram juntados e evaporados sob nitrogénio.
No momento da determinacado cromatografica o extrato seco foi ressuspenso com 1

mL de hexano.

A Figura 2 apresenta o organograma do procedimento adotado para

obtencéo de cada fracdo estudada.
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Moagem das amostras

Extracdo de
fracao
lipidica

Obtencdo de infusdo
aquosa

Extracdo hidrotérmica

Particao com hexano

Determinagdo cromatografica de
miristicina

Figura 2- Organograma das etapas da determinagéo de miristicina em preparados

de noz-moscada.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Composicao Centesimal das amostras de noz- moscada

O Quadro 1 apresenta as amostras utilizadas para a determinacdo da

composicao centesimal e suas respectivas caracteristicas de venda, incluindo

estabelecimento e preco.
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Quadro 1 - Amostras de noz-moscada utilizadas e suas respectivas

caracteristicas de comercializagéo.

Amostras Apresentacao Marcas Conteldo Custo em | Custo em
comercial das R$ R$/ grama
embalagens
@)
1 P6 A 70 10,59 0,15
2 P6 A 50 6,99 0,14
3 Po A 30 5,95 0,20
4 Sementes B 5 1,60 0,32
5 Sementes A 15 6,69 0,45
6 Sementes A 8 1,59 0,20

A, B= marcas;

No Quadro 1 encontram-se os valores médios da matéria-prima coletada nas
diferentes regides amostradas. Independente da regido da coleta pode ser observado
que, apenas uma empresa comercializa noz-moscada na forma de pé em ampla
distribuicdo e que o prego do grama na forma de p6 é trés vezes inferior ao da
semente. O fato sugere que o produto pode ser constituido por sementes que nao
apresentavam aparéncia adequada para o padrao de comercializacdo, provenientes
de longo periodo de armazenamento ou misturado a outros materiais, especialmente
considerando-se que a moagem constitui-se numa operagao que poderia agregar valor
e nao baratear uma producao.

Em vista da observacdo dos dados anteriores foi avaliada a composicédo
centesimal usualmente empregada para caracterizar matrizes de alimentos, cujos
resultados estdo na Quadro 2, separados pelos lotes formados durante as diferentes
coletas.

53




Quadro 2 — Composicao centesimal das amostras de sementes de noz-

moscada.
Amostras | % de umidade | % de cinzas | % proteinas | % extrato | % outros
(CV%) (CV%) (CV%) etéreo (CV%)
1 (pd) 10,3 (15%)* |2,5 (13%) 59 (11%)* | 36,0 (14%)* | 453
2 (pd) 9,3 (17%)° | 2,8 (17%)® 9,5 (6,9%)° |26,9 (13,2%)° | 63,6
3 (po) 6,7 (9%)° |1,9 (11%)° |129 (9,5%) |152 (6,0%)° | 63,3
4 (noz) 10,4 (12%)* | 1,6 (7,8%)° 77 (50%)° | 38,0 (13,6%)° | 42,3
5 (noz) 9,0 (15%)° |2,0 (6,5%)° 8,3 (6,3%)° |37,2 (142%)* | 43,3
6 (noz) 11,0 (16,4%)° | 1,8 (9%)° 6,8 (6,2%)" |38,6 (150%)* | 41,8

Letras diferentes= diferengas significativas em nivel de 95%.

CV%-= coeficiente de variagao de 6 determinagdes.

A observacdo do Quadro 2 mostra que os teores de umidade e extrato
etéreo sdo os que apresentam os maiores coeficientes de variagdo para a mesma
marca e consequentemente diferiram significativamente entre os lotes. As diferencas
observadas entre as amostragens sdo conseqiiéncias da variabilidade das amostras

ou decorrentes do erro inerente das determinagdes analiticas.

Os resultados da determinacdo de matéria nitrogenada das amostras
comercializadas sob a forma de p6 diferiram significativamente entre si, sendo que a
variagao entre os teores chegava ao dobro. Este fato corrobora com a possibilidade
de emprego de sementes de caracteristicas diferentes do padrdo ou de adicdo de
outros particulados para a formulagdo do produto. Na fragdo cinza, esta mesma
tendéncia foi verificada, pois seus teores, nas amostras comercializadas como pé,

foram superiores aos das sementes inteiras (noz).

Para determinacbes de qualidade em condimentos e especiarias as
informacdes disponiveis na literatura observam os procedimentos da “Official
Analytical Methods of American Spice Trade Association” (ASTA) o que dificulta a
comparagao com os dados obtidos neste trabalho. Neste caso a maior diferengca em
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termos de recomendacdo metodolégica é para a fracdo umidade, cujo procedimento
recomendado pela ASTA é a determinacdo por destilacdo. Mc Kee et al. (1993)
determinando umidade de sementes de noz-moscada moida sob diferentes condicoes
encontrou valores em torno de 6,8% € menciona que estes resultados foram
inferiores ao de Lewis, que reporta 7,7% de umidade. Os valores obtidos neste
trabalho foram superiores a estes e estdo acima dos 8% recomendados pela FDA, e
isto pode ser atribuido a evaporacgéao de volateis, mesmo a temperatura de 60°C.

Mc Kee et al. (1993) empregaram extrator de Soxhlet e acetona para extrair
as resinas das sementes de noz-moscada submetidas a diferentes processos de
moagem e obtiveram valores percentuais entre 22 e 46%, atribuindo esta variacdo aos
efeitos das temperaturas de moagem das amostras e a propria variabilidade das
sementes nos diferentes lotes estudados. Os resultados apresentados no Quadro 2
ficaram dentro desta faixa, mesmo empregando hexano como solvente, sendo a
excecdo um lote de amostras comercializadas sob a forma de particulados. A
semelhanca dos autores mencionados, o processo de moagem poderia ter sido o
responsavel pela diferenga, ou a matéria-prima € que seria a causa do valor duas
vezes inferior ao dos demais lotes estudados.

3.2. Oleos essenciais de noz-moscada

ApOs a caracterizagdo da composicao dos diferentes lotes de amostras de
noz-moscada, em p6 e sementes, todos os de mesma marca foram homogeneizados
antes da continuagdo das determinagbes, visto que se pretendia padronizar uma
metodologia que permitisse avaliar a distribuicdo da miristicina nas amostras, sob
diferentes formas de consumo em formulacées (moida, éleo essencial e infusdo). A
amostra B, encontrada apenas em uma amostragem, nao foi empregada para
compor um lote, ndo foi avaliada por ndo ter sido mais encontrada nos locais de

coleta, durante o periodo de realizacdo da amostragem.

Os 6leos essenciais das fracées de noz-moscada foram obtidos por extracéo
hidroalcodlica das amostras sob a forma de p6 e do 6leo extraido pelo método de

Bligh & Dyer. Os resultados das determinagdes encontram-se no Quadro 3, bem
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como os indices de refracdo empregados como indicativo de uniformidade de
condigdes de destilagao.

Quadro 3 - Conteldo de 6leos essenciais e indice de refracdo de amostras

de noz- moscada.

Determinagdes Noz-moscada moida Sementes de Noz-
moscada

% de 6leo no EH 0,6 (CV=5,3%) 1 (CV=7,0%)
n*° EH 1,3411  (CV = 1,3%) 1,3631  (CV =1,5%)

% de 6leo B&D 19,1 (CV=16%) 32,6 (CV=13,5%)

n°5° do 6leo B&D 1,4516 (CV =1,4%) 1,4612 (CV =1,5%)

% de 6leo EH da 3,6 (CV=7%) 8,1 (CV=5%)

fracao lipidica

1°Cdo 6leo EHda | 1,3623  (CV=1,2%) 1,8717  (CV=1,4%)

fracao lipidica

EH: extrato hidroalcodlico;  n: indice de refragao;

CV = coeficiente de variagao; B&D: método de Bligh & Dyer, 1959.

Estes resultados mostram que a extracdo hidroalcodlica, diretamente das
amostras moidas, apresentou baixo rendimento para os 6leos essenciais, sendo
consideravelmente inferiores aos mencionados 45 e 5,6% da literatura
(www.nozmoscada.com.br,2007; HIRASA e TAKEMASA, 2002 e MCKEE et al. 1993).
Possivelmente, isto se deva ao fato de que mesmo uma destilagcdo realizada por
tempos superiores a 60 minutos ndo resolveu a dificuldade inerente do vapor extrair
os volateis do interior da matriz solida, pois que o indice de refracdo se manteve
constante por 3 horas de destilagido. Chama atencdo, novamente, a tendéncia ja
verificada das sementes comercializadas na forma de pd apresentarem rendimentos

em média 40% menores do que as sementes inteiras.
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A extragéo da fragao lipidica pelo método de Bligh & Dyer, 1959, resultou em
menores teores de lipidios que os encontrados por extragdo continua a quente, mas a
tendéncia de que os valores para as amostras de sementes moidas comercializadas
fosse menor se manteve e as faixas de 6leo obtidas ainda sdo comparaveis aos teores
mencionados por Mc Kee et al. (1993) e aos 33% mencionados em
www.nosmoscada.com.br, (2007).

O extrato hidroalcodlico apresentou rendimentos em 0leos essenciais em
torno de 8% para as sementes de noz- moscada, portanto superior aos dados de
literatura 4,5 e 5,6%. Autores como Soliman & Badeaa (2002); Hirasa e Takemasa,
(2002) e Tomaino et al. (2005) salientaram a grande variabilidade no contetdo de
6leos essenciais em vegetais aromaticos empregados como condimento, atribuindo o
fato as condigbes de cultivo, preparo e armazenamento do material, além da
variabilidade inerente da metodologia de determinacdo. Situagdo confirmada neste
trabalho. As sementes comercializadas moidas apresentaram o0s menores

rendimentos em 6leos essenciais.

3.3. Determinacao de miristicina

As caracteristicas do método padronizado para determinagdo de miristicina
estao apresentados no Quadro 4.
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Quadro 4 - Caracteristicas do método para determinacao de miristicina em

Cromatografia Gasosa em diferentes fragdes de noz-moscada.

Caracteristicas EH Fracao EH 6leo | Infusdo
sementes lipidica bruto
T retencao 15,6 15,4 15,8 15,3
(min) (CV= 2,6%) (CV=22%) | (cv=29%) | (Cv=2%)
LD (ng) 10 10 10 10
LQ (mg/g am) 6 6 3 8
Recup. média (%) 66 85 88 79
Repetibilidade 16 10 9 12
(CV %)

T retengao: tempo de retengao; LD: limite de detecgdo; LQ: limite de quantificagao

CV: coeficiente de variagdo; EH: extrato hidrotérmico.

Para determinar os tempos de retengdo da miristicina nas condigdes
cromatograficas adotadas foram injetados seis repeticdes de padrao na concentracéo

de 200ng/uL, sendo encontrado o tempo médio de 15,56 minutos (CV= 0,6%).

A confirmacéo deste tempo de retencao foi avaliada injetando trés repeticoes
das concentracoes estabelecidas inicialmente para comporem a curva padrao (50 a
400 ng/uL). Foi verificado que a ultima concentracdo nao apresentava variagao linear
de area detectada, o que levou a diminuicao das concentracbes de padrao injetadas
para 10 ng/uL a 250 ng/uL, para estabelecer a linearidade da curva analitica de

miristicina.

Quando foi injetado o extrato hidrotérmico obtido diretamente das amostras
moidas a estimativa dos niveis de recuperacdo, da repetibilidade e do limite de
quantificacdo da miristicina apresentaram respectivamente os menores e maiores
valores, 0 que torna a determinagao nestas formas mais susceptivel a erros analiticos.

Tal situacao era previsivel, pois que o rendimento em 6leos essenciais foi muito baixo,
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o que dificilmente permitiria a recuperagdo, a menos que se empregassem maiores
massas iniciais para a destilagdo, as quais poderiam saturar a capacidade extratora
do equipamento utilizado.

Nos cromatogramas dos extratos hidrotérmicos da fracao lipidica e da infusdo
foram detectados seis picos. O pico correspondente a miristicina foi confirmado por co-
cromatografia com o padrao puro, Figura 3. As variagbes no tempo de retencao
apresentadas no Quadro 4 mostram que havia diferencas nos tempos de retencao
dos extratos, mais um indicativo de que € possivel quantificar a miristicina pela
metodologia adotada. No extrato hidrotérmico da fracao lipidica das sementes moidas,
das sementes inteiras e na infusdo a area do pico da miristicina correspondia a 2,2%;
3,32% e 2,4% respectivamente. Estes resultados s&o similares aos mencionados por
Choo et al., (1999).
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Figura 3 - Cromatograma a partir de infusdo de noz-moscada. Tretengéo= 15,56 min.

Os resultados dos Quadros 3 e 4 nortearam as estratégias analiticas
adotadas para determinar miristicina nas amostras de sementes de noz moscada
comercializadas e preparadas sob diferentes formas. A miristicina foi determinada no
extrato hidrotérmico das amostras secas, da fracao lipidica das sementes comerciais

moidas, sementes inteiras e infusdo aquosa e os resultados estdo mostrados no
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Quadro 5, separados e quantificados por cromatografia gasosa, expressas em mg/g

de semente de noz-moscada.

Tomaino et al. (2005) separaram O6leo essencial de noz-moscada por

cromatografia gasosa, sendo detectados 7 picos correspondentes ao o pineno, P

pineno, sabineno, & terpineno; terpinen-4-ol, safrol e miristicina que correspondia a

35% do total, quando o 6leo essencial era submetido 3 horas a 180°C. Em

temperaturas variando entre 80 e 120°C os valores médios foram 10,2%. Estas

comparagdes mostram que o procedimento que emprega a extragdo da miristicina da

fracéo lipidica € o que melhor reflete o conteido deste composto em noz-moscada,

sem o risco de ter seu rendimento afetado pelas condicbes de extragao.

Quadro 5 — Contelido de miristicina em amostras de noz-moscada.

Fragado noz-moscada

ug/mL de extrato

mg/g de amostra

EH particulados 12,0 8,0
EH sementes 21,0 14,0
FL particulados 27,0 18,0
FL sementes 37,5 25,0
EH/B&D particulados 12,4 22,4
EH/B&D sementes 36,3 37,4
Infuséo 4,0 10,0

EH: extrato hidrotérmico; FL: fracdo lipidica; B&D: método de Bligh & Dyer, 1959.
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Dos resultados pode-se concluir que o emprego de noz-moscada para o
preparo de chas propicia um aporte razoavel de miristicina para o consumidor, de
aproximadamente 1/3 dos valores encontrados a partir dos extratos hidrotérmicos da
fracéo lipidica extraida pelo procedimento de Bligh & Dyer, 1959. Os valores dispostos
neste Quadro indicam que o uso de 6leos essenciais como flavorizante de bebidas tipo
cola pode, neste caso, ser avaliado pelos niveis obtidos nos extratos hidrotérmicos da
fracéo lipidica extraida pelo procedimento de Bligh & Dyer, 1959. Estes dados também
emitem um alerta para o risco de consumo crénico de miristicina pelo consumidor,
podendo ser estimando pelos valores detectados na fragao lipidica e seus respectivos
extratos hidrotérmicos. Os teores de miristicina encontrados no extrato hidrotérmico
das sementes inteiras, analisadas neste trabalho, foram ligeiramente superiores aos

mencionados por Lee et al. (1998) (10,1 mg/g amostra).

Considerando-se que a média de uma semente de noz moscada usada para
preparo de chas possui em média 8 g que sao preparadas em uma xicara de 200 mL,
este consumo acarretaria um aporte consideravel de miristicina para o consumidor
(80 mg).

Yun et al. (2003) estudando o metabolismo oxidativo de enzimas dos
microssomas de figado humano mostraram que 0,176 puM de miristicina foram
oxidados por minuto por uM de enzima resultando no principal metabolito 5-alil-1-
metoxy- 2,3 dihidroxybenzeno que pode ser excretado pela urina. Os autores
salientam que uma série de compostos da dieta empregam esta mesma via de
oxidagdo para excregcdo e que o acumulo de miristicina pode ocorrer em caso de
efeitos competitivos resultando em transtornos psicoativos. No caso de consumo da

infusdao o organismo teria para metabolizar 583 puM.

O uso de noz-moscada em preparo de molhos e doces ndo pode ser
estimado, devido a diversidade de componentes empregados. De Vicenzi (2004)
apresenta os niveis de utilizagdo de 6leos essenciais de noz-moscada para produtos
de panificacdo: docinhos de forma, 75,22 ppm; produtos carneos, 148 ppm;
temperos prontos, 20,61 ppm; balas, 18,94 ppm e bebidas, 14,5 ppm. Sendo assim, a
forma mais aproximada de estimativa seria através do teor encontrado nas sementes
e determinadas diretamente no extrato hidrotérmico. Isto faz supor que o aporte

através de alimentos ndo acarretaria riscos de efeitos psicoativos agudos, mas um
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estudo de efeito cronico seria interessante especialmente para os individuos jovens
que consomem com freqléncia refrigerantes do tipo cola, isoladamente ou em
associacao com bebidas alcodlicas ou, ainda, em paralelo com maconha (Cannabis
sativa).

4. CONCLUSOES

1- As sementes de noz moscada comercializadas na forma de p6 apresentam
maior variabilidade em sua composicao centesimal, especialmente demonstrada pelo

teor de nitrogénio (5,9 a 12,9%) e extrato etéreo (15,2 a 36%).

2- O procedimento proposto para determinar miristicina mostrou a melhor
performance quando foi realizado no extrato hidrotérmico da fragao lipidica extraida a
frio, especificamente representados por 88% de recuperacio, coeficiente de variacao

9% e limite de quantificacdo de 3 mg. g de amostra.

3- A miristicina pode ser detectada em maiores quantidades no extrato
hidrotérmico da fracdo lipidica das sementes inteiras (37,4 mg. g' de amostra) e na
fracdo lipidica obtida de sementes (25,0 mg. g™ de amostra).

4- Em razdo dos teores de miristicina encontrados nas preparagoes
estudadas, seria recomendavel que se avaliasse o efeito crénico do consumo de
infusbes e de bebidas que incluem noz-moscada ou seus 6leos essenciais em sua

composigao.
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CAPITULO Ill. 2 - EFEITOS DE INFUSOES
DA Myristica fragans, Houtt., SOBRE O
COMPORTAMENTO DE CAMUNDONGOS
TRATADOS CRONICAMENTE.
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EFEITOS DE INFUSOES DA Myristica fragans, Houtt., SOBRE O
COMPORTAMENTO DE CAMUNDONGOS TRATADOS CRONICAMENTE.

RESUMO

Neste estudo os extratos aquosos de sementes de noz-moscada,
Myristica fragans, Houtt., foram avaliados quanto a sua atividade ansiogénica. Os
extratos (0,5, 1,0 e 2,0%) administrados via oral, ad libitum, em tratamento crénico de
90 dias, a camundongos (Mus musculus), exibiram atividade ansiogénica no teste do
labirinto em cruz elevado (LCE) (Elevated Plus Maze) e no teste do campo aberto (CA)
(Open Field). Estes resultados corroboram os efeitos centrais encontrados nos casos
de intoxicacdo e confirmam parte dos efeitos verificados com o consumo abusivo da

noz-moscada.

Palavras-chave: noz-moscada; Myristica fragans; atividade ansiogéncia;

labirinto em cruz elevado; campo aberto; camundongo.
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1. INTRODUGAO

As plantas possuem multiplas acdes farmacologicas por conterem numerosos
componentes de natureza quimica diversa, sendo justificado assim o fato de que
algumas constituem fontes importantes de medicamentos. No Brasil algumas plantas
das familias das Piperaceas e Miristicaceae sdo empregadas como condimentos e
popularmente sdo indicadas para o tratamento de diversas doengas (CORREA, 1984).
No entanto, o uso medicamentoso de plantas medicinais pressupde a ingestdo de
doses elevadas, que podem ocasionar efeitos toxicos acidentais.

A noz-moscada, semente da Myristica fragans, Houtt (familia Miristicacea),
empregada principalmente como condimento alimentar, contém 25 a 40% de 6leo fixo
e 8 a 15% de 6leo volatil, onde se encontram os componentes miristicina, elemicina e
safrol, apontados como responsaveis pelos efeitos tdxicos e psicoativos que compde o
quadros de intoxicacao, descritos na literatura (ROBBERS et al., 1997; FORRESTER,
2005; BEYER et al., 2006). Estudos tém demonstrado que sementes de Myristica
fragans, Houtt sdo psicotomiméticas, sendo igualmente capazes de apresentar tanto
acoes estimulantes como depressoras (FARNSWORTH, 1968; ISOGAI et al., 1973;
JANSSEN e LACKMAN, 1990).

Varios séo os relatos de intoxicagdo acidental ocasionada principalmente pela
ingestdo das sementes (ABERNETHY e BECKER, 1992; DEMETRIADES et al., 2000;
KELLY E GAVIN, 2003). O consumo de quantidades em torno de 20 g,
correspondente a aproximadamente 2 a 3 sementes, ocasiona o aparecimento de
efeitos alucindgenos (TRUITT et al., 1961) muito reputado entre detentos/reclusos e
adolescentes (ROBBERS et al., 1997; KRESANEK et al., 2005).

Trabalho recente, com o extrato n-hexanico de Myristica fragans, Houtt.,
mostrou atividade ansiogénica (SONAVANE et al, 2002). Em vista destes
antecedentes e do largo uso industrial e popular desta especiaria no preparo de
alimentos e como tratamento de varios sintomas digestorios e respiratérios, o objetivo
deste estudo foi avaliar a atividade farmacolégica sobre o comportamento, a partir da
forma popular de consumo de plantas medicinais, o chg, ou infusdo das sementes de
noz-moscada, administrado em tratamento crénico. Também foi avaliada a toxicidade
aguda, por meio de administracdo intraperitonial e a toxicidade crbénica através da

administragao oral.

67



A atividade ansiogénica foi investigada através de diferentes modelos animais
de ansiedade, baseados no comportamento exploratorio.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Preparacao dos extratos

As sementes de noz-moscada foram obtidas de fontes comerciais. Apos
moagem, quantidades de 2,5; 5 e 10 g que, individualmente, receberam 250 ml de
agua destilada quente (1002 C), permanecendo em repouso por periodo de 10
minutos. A seguir, foram acrescentados 250 ml de agua destilada fria e submetidos a
agitacao por 4 horas. Desta forma foram obtidas trés concentragdes de extrato aquoso
de Myristica fragans, Houtt, de 0,5; 1,0 e 2,0%, os quais foram utilizados nos
diferentes protocolos experimentais. Nestes extratos foi determinado os teores de
miristicina por cromatografia gasosa da particao hexanica.

O extrato aquoso da Myristica fragans foi administrado diariamente por via
oral aos grupos de camundongos ( n = 10) nas concentragdes de | (0%), Il (0,5%), llI
(1,0%) e IV (2,0%). Os animais foram pesados a cada 45 dias. Os dados expressam a
média + S.E.M.; diferencas significativas para cada grupo em cada tempo versus o
pré-tratamento (DO) s&o: *P < 0,05 vs dia zero e ** P<0,05 vs 45 dias; ANOVA e
Tukey.

2.2. Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) machos com idade entre 5 e
6 semanas, pesando entre 30 e 40 gramas. Os animais, procedentes do Biotério
Central da FURG, foram mantidos no Biotério do Departamento de Ciéncias
Fisiolégicas, em condi¢cdes controladas de temperatura (21£3°C), umidade (51%) e
foto periodo (12h claro/12h escuro). Os animais foram alimentados com racdo para
animais de laboratério e agua ad libitum, exceto para os grupos tratados que, durante
o periodo, receberam o extrato de Myristica fragans, Houtt., no lugar de agua. Todos
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os procedimentos obedeceram as normas éticas ditadas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacao Animal (COBEA, 1992).

2.3. Teste da toxicidade aguda DL50

O extrato de Myristica fragans, Houtt., foi administrado nas concentracdes de
1,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 15,0%, via intraperitoneal, a cinco grupos de animais tratados
(n=9) e grupo controle (n=10). O comportamento geral dos animais foi verificado
continuamente durante a primeira hora, depois, apés 6 horas, 24, 48, 72 e 96 horas.
Foram também observados quanto ao aparecimento de sintomas tardios de
intoxicacao no 149 dia.

2.4 Estudo da toxicidade cronica em camundongos

Os camundongos selecionados foram mantidos dentro das condicoes ja
descritas. Foram divididos em grupos de 10 individuos, acomodados em gaiolas
préprias e com lotacdo de 5 animais, tratados com o extrato (infusdo) de Myristica
fragans, Houtt., nas concentracdes de 2,0; 1,0 e 0,5% p/v, durante 90 dias. As
manifestagcdes de toxicidade e a mortalidade foram monitoradas diariamente e as
mudancas do peso corporal foram registradas.

Ao final do periodo de 90 dias os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e o figado, pulmao, coracio, bacgo e rins foram cuidadosamente
dissecados e pesados. Uma parte destes érgaos foi fixada em formalina para a
verificacao histopatologica.

2.5 Estudos comportamentais

2.5.1 Campo aberto (Open Field)

O teste do campo aberto consistiu em utilizar uma arena de 30x22 cm, cujo
piso é dividido em 12 quadrado (3x3cm). Os animais foram colocados individualmente

dentro da arena, em um dos cantos e observados quanto a sua mobilizacdo
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espontanea (numero de quadrados cruzados com as quatro patas, entre as divisoes
do campo), na periferia (atividade exploratéria) e no centro (atividade ansiolitica e/ou
sedativa). O nimero de comportamentos de levantar-se ou colocar-se na posicao
bipede (rearing), comportamentos de auto-limpeza (grooming) bem como o
comportamento em que permanece parado (freezing) e a sua defecacao (indice de
emocionalidade) foram também registrados. O nimero de rearing, grooming, freezing,
bolus fecais e quadrados cruzados foram contados durante um periodo de 5 minutos

de observacéo.

Os animais foram submetidos aos testes antes, durante e ao término do

tratamento com as infusdes de noz-moscada.

2.5.2 Labirinto em cruz elevado (Elevated Plus Maze)

O labirinto em cruz elevado (LCE) usado neste estudo foi modificado por
Lister (1987). O aparelho consiste em dois bracos abertos (34x34cm), um em face do
outro, e dois bragos fechados (34x34cm) com o teto aberto e as paredes com 26¢cm de
altura. No teste, as seguintes medidas foram realizadas durante um periodo de 5min,
apods a colocacdo de cada animal no centro do labirinto: 1) o nimero de entradas em
cada tipo de brago; 2) o tempo de ocupacao em cada tipo de braco. O numero total de
entradas nos bragos consistiram na medida da atividade geral dos animais de
experimentagdo. Os animais receberam os mesmos tratamentos que o protocolo

anterior.

2.6. Analise estatistica

Os resultados estdo expressos como média = erro padrdo da média. As
diferencas significativas entre os tempos de tratamento em cada grupo foram
verificadas através da analise de variancia seguida do teste post hoc de Tukey. Foram

consideradas diferencas significativas para P<0,05.
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3. RESULTADOS

3.1 Toxicidade aguda

Logo apdés a administragdo do extrato, morreu um animal do grupo que
recebeu o extrato de Myristica fragans, Houtt., na concentracido de 5% e dois animais
do grupo de concentracdo de 15%. Nas primeiras 6 horas de observacao os animais
apresentaram comportamento agressivo, 0 que ocasionou lesdes com sangramento
nas caudas dos animais. A partir destes dados a DLs, foi estipulada em 62,4%, para
a concentragao utilizada.

3.2 Efeitos da administracao crénica oral do extrato de Myristica fragans,

Houtt., sobre o peso corporal e a mortalidade

No tratamento crénico os animais receberam o extrato de Myristica fragans,
Houtt., nas concentracées de 0,5; 1,0 e 2,0%. Todos os tratamentos foram bem
tolerados e ndo houve ocorréncia de mortalidade em nenhum dos grupos tratados.
Todos os grupos ganharam peso ao longo do tempo. A Tabela 1 apresenta os
resultados da verificagdo do peso corporal antes (DO, dia zero) e durante a exposicao
as diferentes concentracdes do extrato de Myristica fragans, Houtt., aos 45 e 90 dias.
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Tabela 1- Mudancas no peso corporal dos camundongos apo6s tratamento

crénico oral com o extrato de Myristica fragans, Houtt.

Dia Grupo | - 0,0% Grupoll — 0,5% Grupo Il = 1,0% Grupo IV -2,0%
(% de ganho) (% de ganho) (% de ganho) (% de ganho)
DO (zero) 27,5+0,8 g 26,0+0,7 g 37,0£1,5¢g 39,509 ¢
D45 57,0+1,3*g 52,5+2,5* g 56,0+1,8*g 49,5+1,4*g
(208+4,4) (202,3%9,3) (152,5+2,8)* (125,5+28)**
D90 60,0+2,0*g 55,5+2,3* g 57,5+2,0*g 50,5+1,4*g
(21947,3) (214%8,9) (156,3+4,2)* (128+2,6)**

DO= antes do tratamento; D45= ap6ds 45 dias de tratamento;

D90= apos 90 dias de tratamento.

A tabela mostra também a porcentagem do ganho de peso comparada ao
inicio dos tratamentos e ao longo do periodo de exposicao. Conforme pode ser visto
houve uma significativa reducdo no ganho ponderal, dose e tempo dependentes,
principalmente nos grupos de animais tratados com as concentracoes de 1,0 e 2,0%.

3.3 Efeitos da administracao cronica oral do extrato de Myristica fragans,

Houtt., sobre o peso dos orgaos

A Tabela 2 mostra os efeitos dos extratos de Myristica fragans, Houtt., sobre
0 peso de alguns 6rgéos vitais no camundongo. A administragdo crbnica do extrato
nao provocou nenhuma diferenca significativa no peso dos pulmdes e rins entre os
grupos tratados e o grupo controle. Por outro lado houve uma diminuicdo dose-
dependente no peso do figado para todas as concentracbes do extrato comparadas
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com o grupo controle. Quanto ao peso do coragdo, também encontra-se uma
diminuicao para as concentragbes de 1,0 e 2,0% comparadas com o grupo controle.

Tabela 2 - Efeito do extrato aquoso de Myristica fragans, Houtt., sobre o peso

dos 6rgaos vitais®.

Peso dos érgaos (g)

Orgaos Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV
Coracao 0,24+0,02 0,21+0,01 0,18+0,01* 0,17+0,01*
Pulmao 0,36+0,07 0,28+0,05 0,21+0,01 0,20+0,02
Figado 2,91+0,15 2,37+0,12* 2,30+0,06* 2,18+0,07*
Baco 0,12+0,01 0,12+0,01 0,13%0,01 0,09+0,00"
rins 0,64+0,02 0,55+0,02 0,55+0,03 0,60+0,02
mortalidade Zero Zero Zero Zero

(%)

#Valores representam média + S.E.M. (n = 10). As comparagdes foram feitas
entre os grupos | (controle) com os grupos I, Ill e IV (extrato aquoso de Myristica
fragans Houtt, 0,5%, 1,0% e 2,0%, respectivamente). * P < 0,05 vs controle

A Tabela 3 mostra a relacao entre o peso corporal e 0 peso dos respectivos
orgaos vitais dos camundongos apds 90 dias de tratamento crénico, visualizando-se
uma reducio de massa tecidual, em relagcdo ao coracao e pulmao, nos grupos lll e IV.
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Tabela 3 — Relacdo entre o peso dos érgaos vitais/peso corporal, apés tratamento

cronico com extrato aquoso de Myristica fragans, Houtt.

Peso dos érgaos

(9)

Orgaos

Coracao

Pulmao

Figado

Baco

rins

Grupo |

0,0040

0,0060

0,048

0,0020

0,010

Grupo I

0,0037

0,0050

0,042

0,0021

0,0099

Grupo lll

0,0031*

0,0036*

0,040

0,0022

0,0095

Grupo IV

0,0033*

0,0039*

0,043

0,0017

0,0118

Valores representam média (n = 10). As comparacoes foram feitas entre os grupos |

(controle) com os grupos I, Il e IV (extrato aquoso de Myristica fragans Houtt, 0,5%,

1,0% e 2,0%, respectivamente). * P < 0,05 vs controle
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3.4 Efeitos da administracao cronica oral do extrato de Myristica fragans sobre

o comportamento animal

3.4.1 Teste do campo aberto

Em todos os grupos, os animais evidenciaram o mesmo comportamento
de colocar-se na posicdo bipede (numero de rearings). Observamos valores de
50,4 £2,2; 45,1 + 5,5 e 51,3 £4,0 respectivamente para os grupos tratados com
0,5; 1,0 e 2,0%, antes do inicio dos tratamentos. A exposicdo dos animais as
diferentes concentracbes dos extratos de Myristica fragans, Houtt., embora tenha
reduzido o nimero de rearings de maneira dose-dependente, esta diminuicdo nao foi
significativa. Os dados podem ser vistos na Tabela 4.
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Tabela 4. Efeitos do extrato de Myristica fragans no teste do campo aberto.

N° N° Ne Ne Ne
Grupos | cruzados cruzados® cruzamentos bolus fecais
rearing®
centro periferia

EA

0,5%
Zero 7,214 107,145,3 114,315,7 50,4+2,2 3,640,9
dia

45 dias | 8,1+1,6* 79,9+14,6 58,7+12,4 50,415,7 1,5%0,5

90 dias | 5,7+0,9** 46,3+5,6" 52,06,4 47,0+5,5 3,410,8

EA

1,0%
Zero dia 8,4+1,0 77,753 86,1+9,1 45,1+5,5 2,9+0,9
45 dias 8,9+1,5* 59,0+7,9 67,919,1 37,7+3,7 2,840,2
90 dias | 2,8+0,5** 31,8+3,3* 34,6£10,9 31,6+3,3 4,2+0,8

EA
2,0%
Zero dia 9,0+1,2 86,3+7,4 93,3+7,9 51,3+4,0 4,0+0,9
45 dias 4,8+0,8 67,4+4,8 72,245,1 50,0+3,9 0,9+0,3*
90 dias | 3,3+0,9** 29,7+3,9* 33,0+4,6 1,2+0,5*

32,7+5,0

0,5%; 1,0% e 2,0% = concentragdes do estrato aquoso de noz-moscada;
EA= extrato aquoso; *# =p<0,05 vs controle e 45 dias.

Numeros expressos como média + SEM.

Uma reducao significativa e dose-dependente da atividade ambulatéria ou
locomocdo dos animais foi produzida pelo extrato de Myristica fragans, Houtt,
evidenciada através da reducdo do numero de quadrados atravessados no intervalo
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de tempo de 5 minutos. A Tabela 4 mostra o niumero total de quadrados cruzados
assim como o nimero de quadrados cruzados na periferia e no centro do campo
aberto. Foi registrada uma diminuicdo do numero total de quadrados cruzados para
todas as concentragbes testadas, a partir do 45° dias de exposicao e tendo sua agéao
maxima aos 90 dias para todas as concentragbées. Ainda na mesma Tabela 4 pode-se
observar o niumero de quadrados cruzados na periferia € no centro do campo aberto
bem como o nimero total de quadrados.

Quanto ao numero de comportamentos de auto-limpeza (grooming), de
imobilizagbes (freezing) e de bolus fecais, ndo foram observadas diferengas
significativas dentro de cada grupo ao longo do tempo de exposicdo ao extrato
(Tabela 5).
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Tabela 5 - Efeitos do extrato de Myristica fragans no teste do campo aberto.

Grupos rearing® grooming?® freezing?® fezes?

(n° bolos fecais)
EA 0,5%
Zero dia 50,4+2,2 0,6+0,2 0,4+0,2 3,6+0,9
45 dias 50,45,7 1,2+0,4 4,7¢1,5 1,5+0,5
90 dias 47,0+5,5 1,1+0,3 2,3+0,7 3,4+0,8
EA 1,0%

Zero dia 45,155 6,612,7 10,215,4 2,910,9
45 dias 37,7£3,7 1,410,2 3,212,0 2,810,2
90 dias 31,6%3,3 1,9+0,3 1,3+0,4 4,2+0,8
EA 2,0%

Zero dia 51,314,0 0,5+0,2 1,0+0,4 4,0+0,9
45 dias 50,0£3,9 1,1+0,3 2,910,7 0,9+0,3*
90 dias 32,7+5,0" 1,4+0,3 2,015 1,2+0,5*

0,5%; 1,0% e 2,0% = concentragdes do estrato aquoso de noz-moscada;

 nimeros expressos como média + SEM; EA= extrato aquoso.

78



3.4.2 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

A administracdo cronica do extrato aquoso de Myristica fragans, Houtt., nas

trés concentragdes testadas, reduziu o nimero de entradas em ambos os bragos

aberto e fechado. Estas observagbes estdao apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6 - Efeitos do extrato de Myristica fragans, Houtt., sobre o comportamento de

camundongos no teste do labirinto em cruz elevado.

Tratamentos N¢ entradas brago Aberto® N¢ entradas brago Fechado ?®
EA 0,5%
Zero dia 14,0£1,1 11.4£1.2
45 dias 8,0+1,1 13,1+1,2
90 dias 6,2+1,3 11,541,1
EA 1,0%
Zero dia 13,0£1,0 10,2+0,9
45 dias 11,6£1,6 12,840,9
90 dias 6,5+1,6*" 11,3£1,0
EA 2,0%
Zero dia 12,9+1,1 12,5+1,7
45 dias 8,8+0,9* 12,941,0
90 dias 7,741,0* 13,0£0,9

0,5%; 1,0% e 2,0% = concentragdes do estrato aquoso de noz-moscada;

#Cada valor representa a média + SEM; *P<0,05 vs o tempo zero (ANOVA e teste post

hoc de Tukey).
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O tempo de permanéncia também foi modificado pela exposicao cronica dos
animais ao extrato. Foi registrado para todas as concentracbes testadas uma
diminuicdo da permanéncia no brago aberto, tempo e dose dependente. Por outro
lado, houve um aumento progressivo, que acompanhou o tempo de exposicdo, do
tempo de permanéncia dos animais dentro do brago fechado. Estes resultados podem
ser vistos na Tabela 7.
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Tabela 7 - Efeitos do tratamento com extrato aquoso de Myristica fragans,

Hout., sobre o comportamento de camundongos no teste do labirinto em cruz elevado.

tempo de Tempo Tempo de | % do tempo de
duragao Dose | N | permanéncia no | permanéncia permanéncia no
braco aberto | braco fechado braco aberto
(seg)
% (seq)
DO 156,11£5,4 125,3+9,3 55,9+1,9
10
45° dia 0,5 65,9+9,4* 168,2+17,4 29,5+4,9*
90° dia 56,4+8,9* 171,6+£15,8 25,643,7*
10
DO 10 156,3+£10,7 80,6+11,7 66,4142
45° dia 1,0 82,3+10,4* 114,3+16,6 43,545,9*
90° dia 65,3+14,1* 186,7+18,4** 26,545,9*
10
DO 140,9+£10,7 107,948,6 56,5427
10
45° dia 2,0 70,7+8,4* 126,2+10,7 36,2+4,1*
90° dia 10 62,4+7,1* 151,8+9,4* 28,9+2,8*
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10

10

10

DO0= dia zero

4. DISCUSSAO

Ao analisarem-se os resultados obtidos neste estudo com o teste do campo
aberto, observa-se uma diminuicdo do numero de comportamentos bipede e uma
reducédo do nimero de cruzamentos efetuados, reflexo de uma diminuigéo da atividade
de locomocao. Resultados semelhantes foram obtidos por Sonavane et al
(2002) com o extrato n-hexanico de Myristica fragans, Houtt., e com o composto puro
trimiristina, no modelo do campo aberto, onde também ficou evidenciada uma
diminuicdo da locomocdo e do numero de comportamentos bipedes, a favor de um
efeito ansiogénico, porém o estudo destes autores avaliou o efeito de dose aguda.

Substancias reconhecidamente ansiogénicas como o meta-cloro fenil
piperazina diminuem o numero de cruzamentos no teste do campo aberto e as
substancias como o diazepan e o ondasentron, ao contrario, aumentam o namero de
cruzamentos. Esta diminuicdo pode ser interpretada como um indicativo de diminuicao
da transmissdo dopaminérgica secundaria aos aumentos dos niveis de serotonina
provocados pelo agente ansiogénico (JONES et al., 1992; KAHN et al., 1988).

Com o teste do LCE, a diminuicdo da ocupacao dos bracos abertos e/ou a
redugdo no numero de entradas no braco aberto em relagcdo ao numero total de
entradas oferece uma medida da inibicdo da atividade exploratéria induzida pelo
medo, considerando-se que os roedores tendem a evitar locais altos e abertos. Os
agentes ansioliticos atenuam esta tendéncia e os ansiogénicos a aumentam (PELLOW
et al., 1985; PELLOW e FILE, 1986; PELLOW et al., 1987).
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Neste estudo se evidenciou uma diminuicao do tempo de permanéncia nos
bragos abertos e a redugdo no nimero de entradas nos mesmos bragos, sugerindo
atividade ansiogénica do extrato aquoso da Myristica fragans, Houtt, sem no entanto

caracterizar 0 mecanismo da agao ansiogénica.

O efeito ansiolitico do extrato n-hexanico da Myristica fragans Houtt e do
composto trimiristina foi recentemente sugerido (SONAVANE et al., 2002). Os autores
encontraram diminuigdo do tempo de permanéncia e do nimero de entradas no brago
aberto, utilizando o teste do LCE, tanto para o extrato quanto para o composto

trimiristina.

Varias sao as drogas ansioliticas que podem ser empregadas nos estudos do
LCE. O diazepan (benzodiazepinico) atua sobre o receptor GABA A, a buspirona, um
agonista do receptor serotoninérgico 5-HT1A e o ondansetron, um antagonista do
receptor serotoninérgico 5-HT3. A trimiristina foi capaz de reverter o efeito ansiolitico
de drogas como o diazepan, buspirona e ondansetrom (SONAVANE et al., 2002).

Neste trabalho, as diferencas encontradas na avaliacdo do numero de
entradas nos bragos abertos e no tempo de ocupacdo dos mesmos e os resultados
obtidos (SONAVANE et al., 2002) com as substincias ansioliticas diazepan,
ondasentron e buspirona, sugerem a natureza nao especifica da ansiedade (gerada
também pelo extrato da Myristica fragans, Houtt.) ou a multiplicidade de acédo dos
componentes quimicos presentes no extrato. Seus compostos foram separados
durante a determinacao cromatografica dos extratos aquosos.

Os efeitos do sarisan, um andlogo da miristicina, composto presente no 6leo
essencial da Myristica fragans, Houtt, foi testado sobre o comportamento de
camundongos (MOREIRA et al., 2001). Com o teste do sono induzido por barbitdrico,
0os autores evidenciaram inicialmente (ap6s 5 minutos da administragdo i.p.) um
comportamento excitante seguido por um periodo de ataxia e sono. Efeitos
psicofarmacolégicos ja haviam sido identificados para a miristicina, promovendo
depressao do sistema nervoso central e inducao do sistema P-450 (SHULGIN, 1966;
HALLSTROM e THUVANDER, 1997).

Quanto ao tratamento cronico, ele foi bem tolerado e nao foi encontrada
nenhuma ocorréncia de mortalidade com as concentracbes empregadas. Todos os
animais de experimentacdao ganharam peso ao longo do tempo. As mudancas de peso
corporal tém sido usadas como um indicador de efeitos adversos de drogas e extratos
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de plantas (TOFOVIC and JACKSON, 1999). Neste estudo observa-se que embora
todos tenham ganhado peso, a porcentagem do aumento do peso foi
significativamente diferente, principalmente nos animais que receberam as maiores
doses (1,0 e 2,0%). E possivel que o efeito ansiogénico evidenciado pelos testes
comportamentais possa explicar estes efeitos sobre o ganho ponderal. Os animais,
tendo diminuida a sua atividade locomotora, podem ter assim reduzido o seu acesso a
comida. Além disso, a miristicina € um 6leo volatil compreendendo uma mistura
de derivados alilbenzenos e terpenos (terpines). A miristicina tem uma fraca atividade
inibidora da MAO e com a elemicina pode ser metabolizada em um composto do tipo
anfetamina com efeitos alucinogénicos similares ao acido lisérgico (SHULGIN, 1966;
STEIN, 2001) o que poderia também explicar os efeitos sobre 0 ganho de peso.

Analisando o peso dos oOrgdos, nao foram evidenciadas alteracoes
macroscopicas € nem diferencas significativas com excecado de uma diminuigdo no

peso dos figados.

A administracdo crénica do extrato ndo provocou nenhuma diferenca
significativa no peso dos pulmdes e rins entre os grupos tratados e o grupo controle.
Por outro lado, houve uma diminuicdo dose-dependente no peso do figado para todas
as concentracbes do extrato comparadas com o grupo controle. Quanto ao peso do
coracao, também encontrou-se uma diminuicdo para as concentragdes de 1% e 2%
comparadas com o grupo controle. A relacdo entre peso do 6rgao e peso corporal
mostrou que os grupos das concentracdes de 1% e 2%, apresentaram reducao desta
relacdo, quando comparados com o grupo controle.

Em conclusao estes resultados comprovam os efeitos psicotropicos do extrato
da noz-moscada em favor de um efeito ansiogénico. Neste estudo néo ficou
evidenciado o mecanismo da agdo ansiogénica, porém os diversos tipos de
ansiedade e os diferentes agentes ansioliticos falam a favor de um mecanismo misto.
Interessante observar que estes efeitos foram decorrentes de tratamento crénico e, de
alguma forma, foram similares aos danos agudos ja registrados em humanos, para o

consumo desta semente.
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CAPITULO IV - OUTRAS ATIVIDADES
AVALIADAS
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Em vista das tendéncias atuais de atribuir atividades funcionais aos 6leos
essenciais neste trabalho foram realizados também alguns experimentos que visaram
avaliar as atividades antifungicas, antioxidantes e citotéxicas dos 6leos essenciais de

noz-moscada. Este capitulo descreve os procedimentos adotados e os resultados
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obtidos que serdo posteriormente redimensionados e reavaliados quanto a sua
validade.

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA E ANTIOXIDANTE DA
NOZ - MOSCADA

1. Atividade antifungica

1.1. Procedimento 1

O fungo utilizado para a atividade antifungica foi o Aspergillus oryzae, sendo
proveniente de uma cultura pura do microrganismo armazenado entre 4°a 10°C. O
microrganismo foi replicado para um erlenmayer contendo agar BDA utilizando-se
solucdo 0,2% tween sendo inoculado a 25°C para crescimento durante 5 dias. O
material necessario para o teste (placas, agar, 6leo essencial e etc) foi preparado e a
inoculagcdo dos esporos foi feita em camara de fluxo laminar utilizando agar BDA

estéril e contendo os volumes de 6leo essencial respectivamente de 0,1mL, 0,2 mL,
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0,5mL e 1mL, além de um branco e um padrdo de crescimento do microrganismo
somente com agar e agua. A solugdo de esporos com o microrganismo foi obtida por
extracdo dos mesmos do meio utilizando-se solucédo 0,2% tween 80. A contagem dos
esporos se fez em camara de Neubauer. E a solugdo de esporos (1mL) nas placas
preparadas espalhando-se com alca de Drigalski até a absorgdo pelo agar. Apés 5
dias de incubagdo a 25°C foi avaliado o crescimento e a formagdo de micélio
comparando-se com o padrao.

1.2. Procedimento 2

O procedimento de preparo do microrganismo foi o mesmo que no
procedimento 1. A diferenca foi na forma de colocar o inéculo nas placas preparadas
para o experimento. Inoculou-se a solugao de esporos (5uL) no centro das placas
preparadas. Ao final de 5 dias a 25°C foram medidos os didmetros médios dos halos
descritos comparando-se com o padrao.

2. Determinacao da Atividade Antioxidante

2.1. Procedimento

Foi utilizado o 6leo de oliva extra virgem para determinacdo da atividade
antioxidante do 6éleo essencial de noz-moscada, tendo-se como ferramenta o
planejamento experimental. Foram estudados trés pardmetros em dois niveis:
concentracao de 6leo essencial no 6leo de oliva (1% e 5%), comprimento da luz UV
(260 e 354 nm) e tempo de exposicao (5 € 15 min). Como resposta foram empregados
o indice de peréxido e o indice de acidez. Foram preparadas as solucdes de 6leo de
oliva com as concentragbes determinadas acima, das quais foram aplicadas 20mL em
cada placa de Petry. Estas foram expostas a radiagdo UV nos comprimentos e tempos
determinados. Apods, foram retiradas 5g de cada placa para a determinagao do indice
de acidez e 5g para determinacao do indice de perdxido.
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3. Determinacio do indice de Acidez

Definido como o numero de mg de hidréxido de sbédio necessario para

neutralizar os acidos livres de uma grama da amostra.

3.1. Procedimento:

Pesar 5g da amostra em erlenmeyer e adicionar 50mL de uma solugéo alcool-
éter etilico (1:2) e indicador fenolftaleina 0,1% (em torno de 4 gotas). Titular com
solucdo de NaOH 0,1N padronizada até o aparecimento da cor résea por 30s.

4. Determinacéo do indice de Peréxido

Determina substancias que oxidam o iodeto de potassio. Essas sao
conhecidas como sendo perdxidos ou produtos similares provenientes da oxidacao de

gorduras.

4.1. Procedimento:

Pesar 5g de amostra em erlenmeyer, adicionar 30mL de solucao de acido
acético-cloroférmio (3:2) e agitar até completa dissolugédo. Adicionar 0,5mL de solucao
de lodeto de potassio saturada e agitar novamente, permanecendo em repouso por
1min no escuro. Apo6s adicionar 30mL de agua e 0,5mL de solugdo de amido soluvel
1% agitar novamente. Titular com tiossulfato de sédio 0,001N padronizado agitando

constantemente até o desaparecimento da cor azul.
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5. Resultados

5.1. Atividade antifungica

Foram utilizadas placas contendo 5mL/L, 10mL/L, 25mL/L, 50mL/L (éleo
essencial por litro de agar), além de um branco e um padrao. Nenhuma concentracao
testada inibiu o crescimento do fungo. Isto mostra que o 6leo essencial de noz-
moscada, na forma preparada, nao possui atividade antifingica, nesta condi¢do de

extragdo e nas concentragdes estudadas.

Na tabela 1 encontram-se os resultados obtidos pelo método de crescimento

radial para a determinacéo da atividade antifingica.

Tabela 1 - Dados obtidos para a atividade antifiingica pelo método de

crescimento radial.

Concen. Placa1 Placa2 Placa3 Média (cm)

0,5 3,0 29 2,9 2,93
0,3 3,0 3,1 2,8 2,97
0,1 3,0 3,0 3,3 3,10

padrao 3,0 2,9 3,1 3,00

Nao foi observada inibicado quanto ao crescimento do fungo, quando
comparadas as colbénias contendo o extrato hidrotérmico e o padrdo. Isto confirma que
o 6leo essencial de noz-moscada nao possui atividade antifingica, nesta condicao de
extragdo e nas concentragOes estudadas.
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5.2. Determinacao da Atividade Antioxidante

Foi utilizado o planejamento experimental 2°, com os parametros descritos no

item 3.9.1. com a matriz apresentada na Tabela 2.

Tabela 2- Matriz do planejamento experimental completo.

Ensaio Tempo de Compriment

exposicdo a radiacdo o de onda da o de oleo essencial

Concentraca

uv radiacao UV
1 +1 +1 +1
2 +1 +1 -1
3 +1 -1 +1
4 +1 -1 -1
5 -1 +1 +1
6 -1 +1 -1
7 -1 -1 +1

A Tabela 3 apresenta os valores dos niveis codificados na matriz do

planejamento experimental.



Tabela 3 - Valores dos niveis codificados usados no planejamento

experimental.

Niveis Tempo de Compriment Concentraca
Codificados exposicdo a radiacdo o de onda da o de oleo essencial
UV (min) radiacdo UV (%)
-1 5 250nm 1
+1 15 354nm 5

A Tabela 4 apresenta as respostas médias encontradas para cada

experimento.

Os parametros estudados, concentracdo de 6leo essencial e tempo de
exposicao, nas condicbes descritas nao apresentaram diferenca significativa ao nivel
de confianca de 95%. O parametro comprimento da radiagdo UV mostrou que quando
este se encontra no nivel mais baixo (250nm), o indice de perdxido tende a aumentar,
verificando-se que ha o maior oxidagao. O indice de Acidez ndo apresentou nenhuma
diferenga com os parametros estudados.

Tabela 4 - Dados obtidos a partir do planejamento experimental.

indice Acidez indice Peroxido

experimento  (mg de KOH/g 6leo) (mEg/g)

1 0,05 3,59
2 0,053 4,28
3 0,053 4,55
4 0,05 4,42
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5 0,053 3,59

6 0,05 3,45
7 0,053 4,83
8 0,056 5,24

CAPITULO V - CONCLUSAO GERAL
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CONCLUSAO GERAL

Considerando-se a hipotese estudada neste trabalho que o consumo em
doses cronicas de compostos psicoativos contidos na noz moscada, comercializada
para preparos industriais e domésticos, poderia acarretar danos no comportamento de
animais de experimentacdo em funcdo de sua composi¢cdo quimica as conclusdes

foram:

A noz-moscada apresenta diferengas significativas na composicao quimica e
conteldo de 6leos essenciais se comercializada na forma de semente ou de p6. Neste
caso o teor de compostos nitrogenados e o conteldo de volateis sugerem a nao
homogeneidade da composicao.

A miristicina encontra-se em niveis detectaveis no extrato hidroalcodlico das
sementes, no extrato hidroalcodlico dos 6leos essenciais e nas infusdes na faixa de

8,0 a 37,4 mg/g amostra.

O estudo dos efeitos bioldgicos comportamentais do consumo crénico de
infusdo de noz-moscada mostraram efeitos psicotropicos (ansiogénicos) semelhantes

aos observados pelo consumo agudo, em humanos e registrados na literatura.
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