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Resumo — As B-Glucanas constituem uma importante classe de compostos bioativos, os quais apresentam
diferentes funcionalidades biolégicas, incluindo atividade antitumoral, antioxidante e imunomoduladora.
Pesquisas tém demonstrado que derivatizacdes quimicas em B-glucanas podem intensificar seu potencial
biolégico, uma vez que had uma forte correlacdo entre bioatividade e a estrutura quimica da macromolécula.
Nesse contexto, o presente trabalho teve por objetivo a obtencdo e a caracterizacdo de uma (1- 6)-B-D-
glucana (lasiodiplodana) derivatizada por fosforilacdo com trimetafosfato de sédio (TMFS). A lasiodiplodana
fosforilada foi caracterizada quanto a solubilidade, grau de substituicdo (DS), anélises por espectroscopia na
regido do infravermelho (FT-IR), microscopia eletrénica de varredura (MEV) e difratometria de raios-X. Os
espectros de FT-IR confirmaram a fosforilacdo, sendo verificada banda tipica do grupamento fosfato na
amostra derivatizada. A derivatizacdo promoveu aumento da solubilidade da macromolécula, mesmo sendo
obtido um derivado com baixo DS (0,0144). Por outro lado, ndo promoveu mudan¢as no padrio
cristalografico da lasiodiplodana, sendo observado difratograma tipico de amostra amorfa com regides com
certa cristalinidade em ambas as amostras (in natura e derivatizada). A fosforilacdo pelo método proposto
pode ser utilizada para melhorar a solubilidade da lasiodiplodana e possivelmente suas propriedades
biolégicas, sendo ainda necessérios estudos especificos para avaliacido das funcionalidades bioldgicas do

derivado.
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B-glucanas  sdo biomacromoléculas  de

ligacdes PB-glicosidicas (GRAUBAUM, 2012). Estio
presentes na parede celular de fungos e bactérias e

também s3o encontradas em cereais como aveia e
cevada (DALMO; B@GWALD, 2008; VOLMAN;
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RAMAKERS;  PLAT, 2008).

filamentosos, além de apresentarem B-glucanas como

Alguns  fungos
constituinte estrutural da parede celular, produzem [-
glucanas extracelulares quando cultivados em cultivos
submersos (CUNHA et al., 2017, KAGIMURA et al
2015a, THEIS et al, 2017). O
Lasiodiplodia theobromae MMPI tem sido estudado
(1—6)-B-D-glucana
(lasiodiplodana), como metabélito secundério, a partir
da fermentagdo da glicose (KAGIMURA et al,
2015b).

ascomiceto

como produtor da

B-Glucanas tem sido descritas como macromoléculas
que apresentam diferentes propriedades biolégicas
imunomoduladora, antioxidante,

como atividade

anticarcinogeénica, anticoagulante, antiviral,
hipocolesterolémica, hipoglicémica, além de algumas
como a lasiodiplodana apresentarem efeito protetivo
ao DNA causados  por

quimioterapicas (MELLO et al., 2017).

contra danos drogas

A solubilidade de uma molécula em &gua é um

parametro bastante relevante com relacio a

bioatividade da mesma, e neste sentido as B-glucanas
sdo relatadas como polissacarideos de baixa ou
praticamente nenhuma solubilidade, como é o caso da
lasiodiplodana in natura. Para contornar essa
caracteristica, algumas pesquisas propdem métodos
de derivatizacdo quimica, tais como carboximetilac3o,
sulfonacdo e fosforilacdo, os quais tém apresentado
bons resultados no aumento da solubilidade
(SYNYTSYA; NOVAK, 2013). Dentre esses métodos,
a fosforilacdo tem se destacado pela simplicidade e
baixo custo do processo (SHI; SHI; LI, 2014). B-
Glucanas fosforiladas, mesmo com grau de
substituicdo pequeno, tém apresentado aumento na
solubilidade e intensificacdo ou introducdo de
atividades bioldgicas interessantes como capacidade

imunomoduladora, antioxidante e antitumoral

(ANUSUYA; SATHIYABAMA, 2014; SHI; SHI; LI,
2014; YE et al., 2013). Neste contexto, o presente

trabalho teve por objetivo a producio e

caracterizacdo de lasiodiplodana fosforilada com

trimetafosfato de sédio (TMFS), como proposta para

a obtencdo de um material com solubilidade
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melhorada.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencdo da Lasiodiplodana

A lasiodiplodana foi obtida por meio de cultivo
submerso do ascomiceto Lasiodiplodia theobromae
MMPI. Biomassa micelilal foi produzida em meio
minimo de sais de Vogel contendo 5 g L™ de glicose
(48 h, 150 rpm e 28 °C). Em seguida, a biomassa
fungica foi separada do caldo por centrifugacdo (1600
X g)
homogeneizada em mixer para obtencido de inéculo
(KAGIMURA et al.,, 2015b). O
exopolissacarideo foi entdo produzido em frascos

ressuspendida em Adgua esterilizada e

padronizado

Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio
minimo mineral de Vogel (VOGEL, 1956), 20 g L" de
glicose e 10 mL de inéculo padronizado. Os cultivos
foram conduzidos em incubadora orbital (Shaker) por
48 h a 28 °C e 150 rpm. O caldo de fermentacdo
contendo a lasiodiplodana foi separado da biomassa
(1600 x g) e a
lasiodiplodana foi precipitada com etanol 96% (3:1

fangica por centrifugacdo
v/v) durante 12 h a 4 °C. Apds a precipitacdo, o
material foi recuperado por filtracdo em tecido de
organza, ressuspendido em Agua destilada e
intensamente dialisado contra dgua (5 dias) em tubos
de didlise (212,000 Da, 1.3 in. width, MWCO 11,331
Sigma-Aldrich)

contelido de exopolisacarideo foi estimado através da

e entdo seco por liofilizacdo. O
determinacdo do contelido de carboidratos totais pelo
método fenol-sulfirico (DUBOIS et al., 1956).

2.2 Fosforilacdo da Lasiodiplodana com
Trimetafosfato de Sédio (TMFS)

A derivatizacdo da lasiodiplodana por fosforilacdo foi
realizada seguindo protocolo descrito por Anusuya e
Sathiyabama (2014), com pequenas modificacdes.
Uma suspensdo de lasiodiplodana 0,1 % (m/v) em
100 mL de solugdo de NaOH 2% (m/v) foi preparada
e submetida a agitacdo por 2 h a 60 °C. Em seguida,
foi adicionado o agente derivatizante TMFS na
proporcdo massica de 1:1 (lasiodiplodana : agente
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derivatizante). A mistura foi mantida sob agitacdo
durante 24 h a temperatura ambiente e entdo
dialisada contra 4gua destilada (5 dias) e liofilizada. A
amostra fosforilada foi nomeada como GP-TM e a

lasiodiplodana in natura liofilizada como GP.

2.3 Avaliacio da Solubilidade em Agua
A solubilidade das amostras GP e GP-TM foi

estimada em termos de carboidratos soliveis. Foram
suspensos aproximadamente 50 mg de amostra em 10
mL de agua destilada e mantidos sob agitacdo
durante 24 h a 25 °C. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas e no sobrenadante foi determinado o
contetldo de carboidratos totais pelo método fenol-
sulfarico (DUBOIS et al., 1956). A solubilidade em
dgua foi expressa de diferentes maneiras. Primeiro
como fracdo de massa solivel em mg por 1 g de
polissacarideo (mg/g) e depois como o percentual de
massa soltivel (% de polissacarideo soldvel) em 100 g
de polissacarideo e como percentual de massa solivel
em 100 mL de agua.

2.4 Analise por Espectroscopia na Regido do
Infravermelho com Transformada de Fourier
(FT-IR)

As andlises por espectroscopia na regiao do
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)
foram realizadas pelo método de pastilhas de KBr,
empregando a proporcdo massica de 1:10 (amostra:
KBr). As leituras foram realizadas na regido de 4000
a 400 cm™ com resolucdo de 2 cm™ e 32 acumulacdes
em espectrémetro FT-IR (modelo Frontier, Perkin

Elmer, USA).

2.5 Determinacdo do Grau de Substituicdo (DS)

O grau de substituicio da amostra GP-TM foi
determinado de acordo com o método proposto por
Passauer, Bender e Fisher (2010). Primeiramente
foram determinados os teores de fésforo nas amostras
pelo método espectrofotométrico vanado-molibdato,
utilizando como padrido o fosfato de potassio
monobésico (KH,PO,). Aproximadamente 70 mg de

amostra foram adicionadas a 2 mL de solucdo de
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carbonato de sédio (Na,COs3) 3% (m/v) em cadinho
de porcelana. A mistura foi homogeneizada, aquecida
a 100 °C até secagem e posteriormente calcinada a
550 °C por 8 h. Em seguida foram adicionados as
cinzas cerca de 4 mL de HCI 1,0 mol L' e 6 mL de
agua destilada. Essa suspensdo foi homogeneizada e
filtrada em papel filtro. Uma aliquota de 1 mL do
filtrado foi misturada com 5 mL de 4dgua destilada e 1
mL de reagente vanado-molibdato em tubo de ensaio.
Apbs repouso por 45 min foram realizadas leituras
(A = 435
espectrofotémetro UV-VIS (modelo Evolution 60S,
Thermo Fisher Scientific, USA). A partir dos teores

de fésforo obtidos foi estimado o grau de substituicio

espectrofotométricas nm) em

(DS) por meio da Equacgdo 1

162 x P%
DS =
3100-102 x P%

(1)

Onde, 162 refere-se a massa molar de uma unidade de
anidroglicose; P% corresponde a porcentagem de
fésforo; 3100 corresponde a massa molar do fésforo
multiplicada por 100, e 102 refere-se a massa molar
do substituinte fosfato (-NaHPO;) subtraida pela

massa molar do atomo de hidrogénio.

2.6 Analise por Difratometria de Raios X

Os padrdes de difracdo de raios X das amostras foram
obtidos em difratémetro de raios X (modelo MiniFlex
600, Rigaku, Jap3o), equipado com fonte de radiacdo
de ldmpada de cobre (CuKoa= 1,5418 A), operado
com tensdo de 40kV, corrente de 15 mA, passo de
0,02 2 20 e velocidades de 52 min™. As leituras foram
realizadas na faixa de 10° a 60° (20).

2.7 Caracterizacdo Morfolégica por Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV)

A caracterizacdo morfolégica das amostras foi

realizada por meio de micrografias obtidas em
microscopio eletronico de varredura de bancada
(modelo  TM3000, Hitachi,

liofilizadas foram dispostas em fita de carbono e o

Jap3o). As amostras
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equipamento foi operado a 15 kV. As micrografias
foram obtidas com aproximacdes entre 400 e 2000

Vezes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi verificado no processo de derivatizacdo um

rendimento em massa de 102%. Tal aumento de
massa da amostra fosforilada (GP-TM) em relacdo a
amostra nativa (GP) é justificado pela introduco dos
grupos fosfato. Comportamento similar foi relatado
(2015), os

rendimento de até 104% no processo de fosforilacdo

por Song et al quais obtiveram
de polissacarideos extraidos de abdbora (variedade

godiva).

3.1. Solubilidade em Agua

A amostra GP-TM apresentou um aumento de 52,4%
(m/m) na solubilidade em agua em relacdo a amostra
GP (Tabela 1). Tal aumento de solubilidade est
associado 3 introducdo dos grupamentos fosfato pela
modificacdo quimica da macromolécula promovida
pelo agente TMFS. Shi, Shi e Li (2014) observaram
um aumento de aproximadamente 30% (m/m) na
solubilidade em &4gua, em amostra de P-glucana
extraida da parede celular de Saccharomyces
cerevisiae apds fosforilacdo mecanoquimica. Williams
et al. (1991) verificaram que a fosforilacdo de uma B-
D-Glucana insolivel, extraida de Saccharomyces
cerevisiae, resultou em um novo material soldvel. De

forma semelhante, Suflet et al. (2011) obtiveram

curdlana  ((1—3)-B-D-Glucana)  soldvel  apds
derivatizacdo por fosforilacdo.
Tabela 1 — Solubilidade das amostras in natura e fosforilada.

Solubilidade em Agua

Amostras
(mg g*) % (m/m) % (miv)

GP* 4,250 0,003 0,425 +0,02 0,002 +0,00
GP-TM** 528,409 +0,3 52,841 +0,2 0,273 +0,00

* Lasiodiplodana in natura, ¥* Lasiodiplodana fosforilada com TMFS
Os resultados sdo médias de triplicadas

3.2 Caracterizacao por FT-IR

Os espectros de FT-IR das amostras GP e GP-TM
estdo apresentados na Figura 1A e uma ampliacdo da
regido entre 1880 e 750 cm™ dos espectros é
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apresentada na Figura 1B.

As bandas observadas na regido acima de 3000 cm™
(Figura 1A) em ambas as amostras (GP e GP-TM)
sdo provenientes de estiramento simétrico e
assimétrico no grupo O-H e na regido de 2926 cm™
correspondem a vibracdo de estiramento assimétrico
na ligacdo C-H, tipicos de estruturas de B-Glucanas
(NOVAK et al., 2012; SHI; SHI; LI, 2014

LIMBERGER-BAYER et al., 2014).

A

I A"\)

4000 300 3000 2500 2000 1500

T T
1000500

Numero de Onda (cm)

Nimero de Onda (cm?}

Figura 1 — Espectros de FT-IR das Amostras GP e GP-TM obtidos nas
regides entre 4000 e 400 cm™ (A) e 1800 e 750 cm™ (B).

Bandas bem definidas na regido entre 1600 e 1700
cm™ s3o atribuidas a presenca de agua, sendo muito
comuns em glucanas (SUFLET et al., 2011). Também
podem ser observadas bandas caracteristicas de
configuracio de ligacio do tipo B na regido de 891
cm’, tal como previamente descrito por Kagimura et
al. (2015a). No espectro ampliado da amostra GP-
™
acentuada em 1041 cm™ atribuida 3 presenca de
ligagdes P-OH (SUFLET et al., 2011) e um aumento

de intensidade em uma segunda banda em 1228 cm™

(Figura 1B) ¢é verificada uma banda mais

atribuida ao estiramento assimétrico P=0 (YE et al.,
2013; SONG et al., 2015), que pode estar relacionada
a presenca de grupos fosfato oriundos da modificacio
da macromolécula por fosforilacido. E importante
destacar, que bandas associadas a fosforilacdo podem
ser dificeis de serem identificadas em polissacarideos
fosforilados com baixos graus de fosforilacio como
observado em estudos semelhantes, sobretudo, em
funcdo da presenca de bandas de absorcido de
estiramento simétrico a assimétrico das ligacdes C-O-
C do anel de anidroglicose na regido entre 1047 e
1269 cm™ (YE et al, 2013; GAO et al, 2014;

KAGIMURA et al., 2015a).

3.3 Grau de Substituicdo (DS)

A determinacdo do grau de substituicdo de amostras
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fosforiladas usando o método vanado-molibdato tem
sido descrita por diferentes autores, sendo verificados
protocolos com e sem o emprego de fixadores de
fésforo (PASSAUER; BENDER; FISCHER, 2010).
Nesse trabalho utilizou-se o fixador carbonato de
sédio, pois testes preliminares (ndo mostrados aqui)
demonstraram sua efetividade no processo de fixac3o,
possibilitando obtencdo de melhores resultados. A
amostra GP n3o apresentou nenhum residuo de
fésforo, enquanto a amostra GP-TM apresentou baixo

teor de fésforo conforme demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2 — Teor de Fésforo e Grau de Substituicdo (DS)

Amostra Teores de Fésforo DS
% (m/m)
GP* nd -
GP-TM** 0,273 £0.002 0,014 +£0.001

nd — N3o detectavel, * Lasiodiplodana in natura, Lasiodiplodana Fosforilada
com TMFS
Os resultados sdo médias de triplicadas

O protocolo de derivatizacio empregado levou a
obtenc3do de um derivado com grau de substituicdo
relativamente baixo (DS 0,014). Deng et al. (2015)
relataram um DS de 0,206 em amostra de (1—3)-a-
D-glucana extraida de Dictyophora indusiata
fosforilada com o derivatizante acido fosférico. Zhang
et al. (2017) obtiveram derivado do polissacarideo
extraido de casca de Trichosanthes (T. kirilowii
Maxin)

composta por trimetafosfato de sédio e tripolifosfato

fosforilado com mistura derivatizante

de sédio, o derivado apresentou DS de 0,43.

Embora no presente estudo tenha sido obtido um
derivado com baixo grau de fosforilacdo, a fosforilacdo
solubilidade da

amostra

promoveu grande aumento na

macromolécula em relacdo a nativa,
conforme demonstrado na Tabela 1. Ha relatos na
literatura cientifica que demonstram que, mesmo com
baixos de DS, a

polissacarideos pode sofrer grandes modificacbes em

valores solubilidade  dos
relacdo as amostras originais n3o derivatizadas. Shi,
Shi e Li (2014) observaram aumento de solubilidade
de aproximadamente 30% em glucana fosforilada (DS:
0,77) com hexametafosfato de sédio. Suflet et al.
(2011)

soltvel, mesmo com DS inferiores a 1,0. O aumento

obtiveram curdlana fosforilada totalmente
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na solubilidade de glucanas fosforiladas pode ser
atribuido ao carater hidrofilico dos grupamentos
fosfato introduzidos, que ampliam a interacdo com a
dgua e diminuem a quantidade de interacdes de
hidrogénio entre as cadeias, que por sua vez,
melhoram a permeacdo de agua nos granulos ou

particulas (SHI; SHI; LI, 2014).

3.4 Difratometria de Raios X

A Figura 2 mostra o perfil de difracdo de raios X das
amostras GP e GP-TM. Segundo Veverka et al.
(2014) e Kagimura et al. (2015a), de maneira geral
s3o verificados picos largos nos difratogramas de P-
glucanas. De fato, os perfis difratograficos verificados
nas amostras de lasiodiplodana nativa e fosforilada
sdo tipicos de matrizes amorfas. Entretanto, sdo
verificados trés picos de alta intensidade em 20 com
valores proximos a 21°, 24° e 399, indicando que
tanto a lasiodiplodana nativa, como a fosforilada

apresentam regides cristalinas em uma matriz amorfa.

——GP
-~ GP-TM

° 20

Figura 2 — Difratogramas de raios X das amostras GP e GP-TM.

Na regido de 29° a 20 pode ser observado no
difratograma da amostra GP-TM o surgimento de um
pequeno pico. Tal pico, possivelmente estd associado
a formac3o de novas ligacdes quimicas (fosforilacdo)
na estrutura da macromolécula. O pico em 29° a 20
tem baixa intensidade em funcdo do baixo grau de
fosforilacdo obtido apds derivatizacdo da amostra.
Possivelmente tal pico seria mais pronunciado em
amostra com elevado grau de fosforilacao.
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3.5 Microscopia Eletronica de Varredura

As micrografias das amostras de lasiodiplodana nativa
(GP) e fosforilada (GP-TM) estdo demonstradas na
Figura 3.

H_ D57 x400 200 um H_ D57 x2.0k__30um

H D84 X600 100um H D84 x20k 30um

Figura 3 — Micrografias das amostras de lasiodiplodana nativa (GP) e
fosforilada (GP-TM). GP: amplitudes de 400x (A) e 2000x (B); GP-TM:
amplitudes 600x (C) e 2000x (D).

A amostra de lasiodiplodana nativa (GP) demonstrou
ter uma estrutura superficial bastante heterogénea,
3B)

estruturas na forma de filmes finos e contorcidos.

apresentando em algumas regides (Figura
Também pode ser observada pequena quantidade de
estruturas fibrilares (Figuras 3A e 3C) em ambas as

amostras.

A estrutura morfolégica com aspecto de filmes pode
estar relacionada a forte presenca de interacdes de
hidrogénio entre cadeias adjacentes da glucana.
Devido a linearidade da estrutura da lasiodiplodana,
pode haver tendéncia de orientacdo paralela das
cadeias, o que facilita interacdes intramoleculares, que
podem ainda, resultar na diminuicdo da afinidade do
polissacarideo pela agua (MALI; GROSSMANN;
YAMASHITA, 2010; WURZBURG, 1986). A

fosforilacido da amostra parece ter contribuido para
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obtencio de um material com superficie menos

heterogénea e menos irregular, sendo observadas
regides com estruturas similares a um filme, contendo
microfibras entre estas. O incremento de fibrilas mais
regulares na amostra GP-TM pode estar relacionado a
diminuicdo das interacdes de hidrogénio entre as
cadeias do polissacarideo em funcdo da substituicdo

de hidrogénios de algumas hidroxilas por grupamento

fosfato, o que pode ter influéncia na maior
solubilidade desse material (WANG et al., 2005).

4. CONCLUSOES

A fosforilacdo da lasiodiplodana usando o

trimetafosfato de sdédio como agente derivatizante
possibilitou a obtencdo de um derivado com baixo
grau de substituicido (DS: 0,014). A fosforilagdo do

biopolimero contribuiu para o aumento de sua

solubilidade em 4gua, sendo observado uma
solubilidade 52,4% superior apés derivatizac3o.
Ambas as amostras (nativa e fosforilada)

apresentaram perfis difratograficos caracteristicos de
matrizes amorfas, mas contendo regiGes com certa
cristalinidade. As anélises por MEV revelaram que as
amostras nativa e derivatizada possuem estrutura
superficial heterogénea, contendo estruturas na forma

de filmes finos e presenca de microfibrilas. A

fosforilagdo parece ter contribuido para certa

modificacdo na estrutura superficial do polimero,

sendo obtido um material com superficie menos

heterogénea e menos irregular apés derivatizacdo.
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Preparation and characterization of lasiodiplodan phosphorylated with
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Abstract — B-Glucans constitute an important class of bioactive compounds, which have different biological
functionalities, including antitumor, antioxidant and immunomodulatory activity. Research has shown that
chemical derivatizations in B-glucans may intensify their biological potential, since there is a strong
correlation between bioactivity and the chemical structure of the macromolecule. In this context, the present
work had the objective of obtaining and characterizing a (1—6)-B-D-Glucan (lasiodiplodan) derivatized by
phosphorylation with sodium trimetaphosphate (STMP). The Phosphorylated lasiodiplodan was characterized
in terms of solubility, degree of substitution (DS), analysis by infrared spectroscopy (FT-IR), scanning
electron microscopy (SEM) and X-ray diffraction. The FT-IR spectra confirmed the phosphorylation, and a
typical band of the phosphate group was verified in the derivatized sample. Derivatization promoted increased
solubility of the macromolecule, even though a derivative with low DS (0.0144) was obtained. On the other
hand, it did not promote changes in the crystallographic pattern of lasiodiplodan, as a diffractogram typical
of an amorphous sample was observed; with regions with certain crystallinity in both samples (in natura and
derivatized). Phosphorylation by the proposed method can be used to improve the solubility of lasiodiplodane
and possibly its biological properties, and specific studies are still needed to evaluate the biological
functionalities of the derivative.
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Correspondéncia:
Natan da Silva Miranda Sechi

Via do conhecimento, Km 1, s/n, Fraron, Pato Branco, Paran4, Brasil.

Recebido: 30/10/2016
Aprovado: 03/07/2017

Como citar: Sechi, Natan da Silva Miranda; et al. Obtencdo e caracterizagdo de lasiodiplodana fosforilada
(NBR 6023) com trimetafosfato de sédio. Syn. scy. UTFPR, Pato Branco, v. 12, n. 1, p. 132-140.
2017. ISSN 2316-4689 (Eletrénico). Disponivel em:

<https://periodicos.utfpr.edu.br/synscy>. Acesso em: DD mmm. AAAA.

DOI: “registro apenas quando a revista for depositada no portal do PERI”
@@@@ Direito autoral: Este artigo esta licenciado sob os termos da Licenca Creative Commons
BY NC ND Atribuicdo 4.0 Internacional.

6 natanmsechi@gmail.com, Universidade Tecnolégica Federal do Parand-UTFPR, Campus Pato Branco, Pato Branco, Parand, Brasil.

7 gabrielleccalegari@gmail.com, Universidade Tecnolégica Federal do Parand-UTFPR, Campus Pato Branco, Pato Branco, Parand, Brasil.

8 mfonseca@alunos.utfpr.edu.br, Universidade Tecnoldgica Federal do Parana-UTFPR, Campus Pato Branco, Pato Branco, Parand, Brasil.

9 patriciamarques@utfpr.edu.br, Universidade Tecnolégica Federal do Parand-UTFPR, Campus Pato Branco, Pato Branco, Parana, Brasil.
10 mcunha®utfpr.edu.br, Universidade Tecnolégica Federal do Parana-UTFPR, Campus Pato Branco, Pato Branco, Parand, Brasil.

Syn. scy. UTFPR, Pato Branco, v. 12, n. 1, p. 132—-140, 2017. Pagina | 140


mailto:mcunha@utfpr.edu.br
mailto:patriciamarques@utfpr.edu.br
mailto:mfonseca@alunos.utfpr.edu.br
mailto:gabrielleccalegari@gmail.com
mailto:natanmsechi@gmail.com

