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APRESENTACAO

As Ciéncias Biologicas estéo relacionadas a todo estudo que envolve os seres
vivos, sejam eles micro-organismos, animais ou vegetais, bem como a maneira
com que estes seres se relacionam entre si e com 0 ambiente. Quando se fala em
Ciéncias da Saude faz-se mencao a toda area e estudo relacionada a vida, saude
e doenca. Neste sentido, fazem parte das Ciéncias Bioldgicas e Saude areas como
Biologia, Biomedicina, Ciéncias do Esporte, Educacéao Fisica, Enfermagem, Farmacia,
Fisioterapia, Fonoaudiologia, Medicina, Medicina Veterinaria, Nutricdo, Odontologia,
Saude Coletiva, Terapia Ocupacional, Zootecnia, entre outras.

Apreservacao do meio ambiente, a manutengao da vida e a saude dos individuos é
foco principal dos estudos relacionados as Ciéncias Biol6gicas, onde pode-se navegar
por um campo bem abrangente de pesquisas que vai desde aspectos moleculares
da composicéo quimica dos organismos vivos até termos médicos utilizados para
compreensao de determinadas patologias.

Neste ebook é possivel observar essa grande diversidade que envolve os aspectos
da vida. A preocupacéo de profissionais e pesquisadores das grandes academias em
investigar formas de viver em equilibrio com o meio ambiente, bem como aproveitando
da melhor forma possivel os beneficios ofertados pelos seres vivos.

Inicialmente sdo apresentados artigos que discutem os cuidados de enfermagem
com os seres humanos, desde acidentes com animais peconhentos, cuidados com
a dengue, preenchimento de prontuarios, cuidados com a higiene, atendimento de
urgéncia e emergéncia e primeiros socorros, doengas sexualmente transmissiveis e
hemodialise.

Em seguida sao apresentados alguns estudos relacionados a intoxicacdo com
drogas e alcool, bem como aspectos envolvendo a farmacologia. Caracterizacao
bioguimica de enzimas e sua relacado com infarto, insegurancga alimentar e obesidade
infantil.

Ainda podem ser observados artigos que relatam sobre aspectos antimicrobianos
e antioxiodantes de vegetais e micro-organismos. Presenca de fungos plantas.
Caracterizacado do solo e frutas. Doencas em plantas. E para terminar, vocé ira
observar algumas discussdes envolvendo a fisioterapia no desenvolvimento motor de
criangas, os beneficios da caminhada, além de tratamentos estéticos para o controle
de estrias.

Christiane Trevisan Slivinski
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RESUMO: O Brasil possui grande destaque
na producao de laranja em escala mundial,
entretanto, todos os anos registram-se perdas
consideraveis relacionadas a doencas e pragas
nos pomares. Uma das principais doencas
que atacam citros € o cancro citrico causado
pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri.
Atualmente o combate ao cancro citrico é
feito principalmente com o uso de defensivos
agricolas quimicos a base de cobre. Tendo em
vista o impacto ambiental envolvido no uso de
metais pesados, é fundamental a busca por
alternativas sustentaveis de combate a doenca.
Novas pesquisas apontam o potencial de
metabdlitos secundarios parafins fitossanitarios,
principalmente metabdlitos originados de
microrganismos em condicoes extremas, como

As Ciéncias Biolégicas e da Saude e seus Parametros 2

€ 0 caso da Antartica. Esse trabalho avaliou a
atividade antibacteriana contra Xanthomonas
citri subsp. citri de 24 extratos produzidos por
12 fungos isolados de solo antartico. Dez dos
isolados produziram extratos que inibiram em
pelo menos 85% o crescimento do fitopatdogeno.
Os resultados indicam o potencial de producao
de compostos bioativos por fungos oriundos da
Antartica para o combate ao cancro citrico.
PALAVRAS-CHAVE: Citros, Antartica, cancro
citrico, fungos, metabdlitos secundarios.

ABSTRACT: Brazil has great importance in the
world production of citrus, however, every year
there are considerable losses related to plant
diseases and pests in the orchards. One of the
main diseases that attack citrus is citrus canker
caused by the bacteria Xanthomonas citri subsp.
citri. Currently citrus canker disease control
is done mainly with the use of copper based
chemical pesticides. In view of the environmental
impact involved in the use of heavy metals it is
essential to search for sustainable alternatives
to combat the pathology. Recent research
indicates the potential of secondary metabolites
for phytosanitary purposes, mainly metabolites
originating from microorganisms under extreme
conditions, such as Antarctica. This study
evaluated the antibacterial activity against
Xanthomonas citri subsp. citri of 24 extracts
produced by 12 fungi isolated from Antarctic
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soil. Ten of the isolates produced extracts that inhibited phytopathogen growth by at
least 85%. The results indicate the potential for the production of bioactive compounds
by fungi from Antarctica to combat citrus canker.

KEYWORDS: Citrus, Antarctic, citrus canker, fungi, secondary metabolites.

11 INTRODUCAO

Desde a década de 60 o Brasil tem se tornado destaque na agricultura em escala
mundial, principalmente apds uma série de incentivos na area de ciéncia e tecnologia
agricola que permitiu melhor aproveitamento de sua extenséo territorial. Na década de
80 o pais se tornou poténcia na citricultura, principalmente por conta de suas condi¢coes
climaticas favoraveis ao plantio de citros. A producéo ainda hoje é a maior do mundo,
segundo dados do Fundo de Defesa da Citricultura (Fundecitrus) a safra 2017/2018
de laranja foi de aproximadamente 398,35mi de caixas, ou seja, mais de 16mi de
toneladas da fruta, safra 62% maior que a producéo 2016/2017.

Infelizmente, a citricultura, assim como outras culturas de interesse econémico,
€ constantemente afetada por doencas e pragas que diminuem a produtividade dos
pomares (SANCHES et al., 2014) e causam impactos tanto na rentabilidade para o
produtor quanto na economia do pais como um todo. No Brasil, um dos problemas
fitossanitarios relacionados a citricultura € o cancro citrico (SANCHES et al., 2014;
CABI, 2017; EPPO, 2017), doenca causada pela bactéria Xanthomonas citri subsp.
citri (Figura 1).

Figura 1. Leséo eruptiva causada pelo Cancro Citrico na laranja (Fonte: FUNDECITRUS)

A primeira detec¢ao no estado de Sdo Paulo ocorreu em 1957 e desde entdo ha
um esforco para a contengcdo da doencga. Sua disseminacao ocorre de forma natural
por meio de sementes contaminadas, chuva, vento, insetos, podas, nebulizacéo de
canteiros, além da manipulacédo de mudas e equipamentos contaminados. A entrada
da bactéria na planta hospedeira ocorre através de aberturas naturais dos tecidos,
sejam estomatos, hidatédios ou ferimentos (GOTTWALD et al., 2002), e a multiplicagéo

ocorre em espacos intercelulares (JACOB, 2009) como mesofilo e parénquima.

As Ciéncias Biolégicas e da Saude e seus Parametros 2 Capitulo 6




As lesbes causadas pelo cancro citrico séo circulares, corticosas, salientes, de
coloragcao castanha e aspecto eruptivo/necrotico (BITANCOURT, 1957; ROSSETTI,
1981; ROSSETTI, 1993; NAMEKATA, 1991) (Figura 1). As feridas ocorrem apenas no
local de insercéo da bactéria no hospedeiro, e podem ocorrer nos mais diversos tecidos
vegetais como folhas, ramos e frutos (AMARAL, 2003). Ha relatos de contaminagao
via ferimentos de raizes, por espécies de Xanthomonas que sobrevivem no solo em
associagcao com material vegetal morto (RYAN et al., 2011)

A bactéria causadora do cancro citrico pertence ao género Xanthomonas
(do grego, “xantus” = amarelo, “monas” = unidade) que sdo bactérias aerdbicas
obrigatérias, possuem formato de bastonete, um Unico flagelo polar (TESSMANN,
2002) e nao formam esporos. Além disso, séo bactérias Gram negativas, ou seja, suas
paredes celulares sao mais delgadas e apresentam uma membrana de lipoproteinas,
polissacarideos e fosfolipidios que Ihes confere maior complexidade e seletividade
de captacéo de recursos externos, de modo a serem mais resistentes a antibiéticos e
defensivos quimicos (TORTORA et al., 2012).

Em 2016 a legislagéo brasileira referente ao cancro citrico foi alterada e as
areas de cultivo passaram a ser categorizadas em relacéo a incidéncia da doenca.
Atualmente as medidas contra o cancro citrico incluem o uso de mudas sadias, uso de
guebra vento, uso de espécies e variedades menos suscetiveis, além de aplicagao de
defensivos agricolas com base de cobre durante o manejo.

O cobre, bem como outros metais pesados, é altamente toxico e se acumula
facilmente ao longo de cadeias tréficas (ROCHA e AZEVEDO, 2017), afetando sistema
nervoso central, sistema hepatico, renal e até esquelético (SEGURA-MUNOZ, 2002)
dos seres vivos. Tendo em vista o impacto ambiental que agroquimicos de base cuprica
podem causar torna-se extremamente necessaria a busca por medidas alternativas e
sustentaveis de combater o cancro citrico.

Uma alternativa ao uso de agrodefensivos e produtos quimicos atualmente
utilizados no combate aos fitopatégenos, principalmente os de interesse econémico,
sdo os produtos naturais. Essas substéncias, produzidas por diversos organismos
como animais, plantas e micro-organismos, apresentam um menor impacto em relacao
aos bactericidas quimicos sintéticos, sendo mais facilmente degradaveis além de nao
se acumularem no ambiente e oferecerem um menor risco para o desenvolvimento
de fitopatdégenos resistentes (PEIXOTO NETO et al.,, 2002; DAYAN et al., 2009).
Neste sentido surgem novas pesquisas na area da biotecnologia com uso de micro-
organismos.

Conhecidos produtores de compostos com atividade antimicrobiana, os fungos
filamentosos tem sido alvo de estudos frequentes desde a descoberta da penicilina
e sao considerados uma importante fonte de novos compostos antimicrobianos
devido a grande diversidade de espécies e diversificacao das estruturas quimicas dos
metabdlitos secundarios produzidos (NIGAM e SINGH, 2014).

Dentre esses micro-organismos os extremofilos constituem um grupo

As Ciéncias Biolégicas e da Saude e seus Parametros 2 Capitulo 6




relativamente pouco explorado, mas no qual o interesse como fonte de metabdlitos
secundarios tem aumentado, pois séo fortes potenciais para produzirem compostos
bioativos com estruturas quimicas unicas (FURBINO et al., 2014; CHEUNG et al.,
2014, TIAN et al., 2017). Estudos prévios em organismos provenientes da regiao
Antartica revelaram diversos compostos bioativos produzidos pelos isolados como
alcaloides, &cidos, ésters e actinomicinas (GONCALVES et al., 2015; SVAHN et al.,
2015; IVANOVA, 2007).

Bactérias isoladas na regido demonstraram atividade antimicrobiana contra
diversas bactérias e fungos como Staphylococus aureus, Escherichia coli, Aspergillus
fumigatus e Candida albicans (ROJAS et al., 2009; SHEKH et al., 2011).

Os fungos filamentosos oriundos d a Antartica também tem mostrado potencial
como nova fonte de compostos e moléculas com propriedades antimicrobianas (DE
OLIVEIRAetal., 2011; GONCALVES, et al., 2015; HENRIQUEZ, et al., 2014). Em 2015,
Goncalves e colaboradores produziram extratos etandlicos de fungos filamentosos
isolados de solo da Antartica que apresentaram atividade antifungica e antimicrobiana.
Em outro estudo, extratos fungicos produzidos por 101 isolados foram avaliados quanto
ao potencial antimicrobiano e mais de 50% dos extratos apresentaram bioatividade
(HENRIQUEZ, et al., 2014)

Recentemente tem sido relatada atividade de metabdlitos produzidos por micro-
organismos do ambiente antartico contra diferentes espécies do género (X. axonopodis
pv. glycines, X. campestris, X. vesicatoria, X. euvesicatoria). (ENCHEVA-MALINOVA
et al., 2015; HENRIQUEZ et al., 2014; SILBER, et al., 2013)..

Em 2002, Moncheva e colaboradores relataram atividade de actinobactérias
isoladas de solo antartico em X. axonopodis pv. glycines, X. euvesicatoria, X.
axonopodis pv. phaseol, causadoras de doencas nas culturas de soja, tomate e feijao,
respectivamente (MONCHEVA et al., 2002). A atividade de fungos associados a
esponjas coletadas na Antartica contra X. campestris foi constatada por Henriquez et
al. (2014). Estudos conduzidos em 2014 e 2015 apontam atividade de extratos brutos
produzidos por micro-organismos de solo antartico contra as espécies X. vesicatoria,
X. euvesicatoria e X. gardneri, responsaveis pela mancha-bacteriana nas culturas de
tomate e pimentdo (ENCHEVA-MALINOVA et al., 2014; ENCHEVA-MALINOVA et al.,
2015).

Tendo em vista a substituicado de produtos cupricos para minimizagdo de danos
ao ambiente e considerando a necessidade de medidas alternativas para o controle de
fitopatdbgenos como X.citri subsp. citri, o trabalho contribui para a busca de compostos
bioativos produzidos por fungos isolados da Antartica no combate ao cancro citrico
em frutas citricas. Para tal, extratos produzidos pelos isolados foram avaliados em
triagem quanto a atividade antibacteriana contra X. citri subsp. citri, causadora do
cancro citrico.
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2 | MATERIAIS E METODOS

2.1. Recursos Microbianos

Os fungos filamentosos utilizados nesse estudo (12) foram cedidos pela Prof.2
Dr.2 Lara Duraes Sette (UNESP, Rio Claro), tendo sido coletados na llha Deception na
Antartica e isolados de solos abaixo de madeira podre durante expedicdo PROANTAR
(OPERANTAR XXXIl) em novembro/dezembro de 2013 no dmbito do projeto INCT
Criosfera (Coordenado pelo Prof. Jefferson Simdes, UFRGS). Os isolados atualmente
fazem parte do acervo de fungos da colecao de pesquisa da Central de Recursos
Microbianos da UNESP (CRM-UNESP).

O fitopatdgeno causador do cancro citrico, X. citri subsp. citri, linhagem selvagem
306, foi disponibilizado pelo Prof. Dr. Henrique Ferreira da UNESP de Rio Claro.

2.2. Extratos metaboélicos brutos

Para a producdo dos metabdlitos secundarios os fungos foram cultivados
em meio de cultura agar malte 2% a 15°C por 7 dias. ApOs crescimento discos de
aproximadamente 5 mm contendo agar e micélio foram inoculados em erlenmeyers
contendo meio de cultura malte 2% liquido e colocados sob agitagéo a 15°C e 150 rpm
por 20 dias.

ApOs separacgéao entre biomassa e fase liquida por filtracéo a vacuo, os metabdlitos
secundarios foram extraidos do meio extracelular com acetato de etila por extracao
liquido-liquido e do meio intracelular via rompimento celular em almofariz na presenca
de metanol, As fracdes organicas obtidas foram concentradas em evaporador rotativo.

2.3. Atividade antibacteriana dos extratos

A avaliacdo da atividade antibacteriana dos extratos foi feita pelo método
Resazurin Microtiter Assay (REMA) que se baseia na reducdo da resazurina (corante
azul), quando ha metabolismo celular, para a substancia resorufina, que apresenta cor
rosa e € altamente fluorescente (SILVA et al., 2013).

Os extratos brutos secos foram dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO) 10%
para concentracéo final de 30 mg/mL e em seguida diluidos para 2,1 mg/mL em meio
de cultivo NYG (0,3% de extrato de levedura; 0,5% de peptona bacteriologica e 2% de
glicerol). A partir dessa concentracéo partiu-se a microdiluicdo seriada em microplaca
de 96 pocos até 0,016 mg/mL.

O ensaio seguiu o protocolo de Silva et al. (2013) com algumas modificacdes.
Para controle positivo (CP) do teste foi utilizado uma solugédo de canamicina a 20
pg/mL em NYG preparada a partir de solugédo estoque a 20 mg/mL. Uma solucéo
de DMSO 1% preparada em meio NYG foi usada como controle do veiculo (CV). O
controle negativo (CN) foi feito diretamente na microplaca.

O inéculo bacteriano foi cultivado em meio NYG liquido a 29 °C e 200 rpm
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overnight até densidade optica (D.O. ) de 0,8 (10" UFC/mL) e ent&o diluido 1:10 em
meio NYG e 10 pL foram adicionados em cada poco (10° UFC/poco). A microplaca foi
incubada a 29 °C por 18h, em seguida 15 pL de uma solucéo de resazurina 0,01%
(w/v) foi adicionada e a placa novamente levada para incubacao a 29 °C por 1 h e trinta
minutos.

Apos o periodo de incubacgao a fluorescéncia apresentada foi mensurada a 530
nm (excitacdo) e 590 nm (emissao) usando um espectréometro de fluorescéncia Biotek
Synergy HIMFD. A porcentagem de inibicao (%) de cada extrato foi determinada pela

féormula abaixo, onde UF sao as Unidades de Fluorescéncia.

[(Média UF de CN) — (UF do extrato)]|
X

100
Média UF de CN

Consideraram-se efetivas as amostras cuja porcentagem de inibicao foi igual ou
superior a media do controle positivo, 87%.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme descrito anteriormente, 12 fungos foram avaliados quanto a producéo
de metabdlitos secundarios com acéo antibacteriana. Esses isolados deram origem
a 24 extratos, 12 extratos extracelulares e 12 extratos intracelulares, os quais foram
testados quanto a atividade em Xanthomonas citri subsp. citri. A Tabela 1 apresenta a
média de inibicdo dos extratos avaliados em 2,1 mg/mL.
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Isolado Extrato* Média** de Inibicao (%)
i 92,00
3MP
e 89,00
i 93,00
5MP
e 00,00
i 85,00
6MP
e 93,00
i 00,00
IMP
e 00,00
i 92,00
10MP
e 00,00
i 90,00
10.1MP
e 00,00
i 93,00
10.4MP
e 90,00
i 92,00
10.5MP
e 00,00
i 00,00
10.7MP
e 00,00
i 89,00
10.8MP
e 00,00
i 93,00
CMP
e 95,00
i 00,00
FMP
e 89,00
Controles
CP Canamicina 20 pg/mL 87,00
cv DMSO 1% 0,00
CN X. citri subsp. citri 0,00

Tabela 1 — Média de inibicdo do crescimento de Xanthomonas citri subsp. citri por extratos

produzidos por fungos filamentosos de solo antartico

*ir intracelular e: extracelular. **Média de triplicata.

Como mostra a Tabela 1, 10 isolados produziram pelo menos um extrato com

atividade antimicrobiana em Xanthomoas citri subsp. citri. Dentre os 24 extratos, 10

inibiram em 90% ou mais o crescimento bacteriano, 4 extratos apresentaram inibicao

entre 85 e 89% e 10 extratos n&o inibiram o crescimento de Xanthomonas citri subsp.

citri. Treze dos 24 extratos testados apresentaram inibicdo superior ao controle positivo

(87%), sendo 8 extratos de origem extracelular e 5 extratos intracelulares.

O extrato extracelular produzido por CMP apresentou a maior inibicdo do

fitopatdégenos, 95%, seguido do extrato extracelular produzido pelo isolado 6MP e dos

extratos intracelulares obtidos do cultivo de 5MP, 10.4MPi e CMPi, todos com 93% de

inibicao.

A atividade inibitoria de extratos extracelulares condiz com resultados de

estudos anteriores em extratos organicos de fungos da Antéartica. Em 2014, Furbino
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e colaboradores relataram atividade de extratos de fungos associados a macroalgas
em Candida albicans, Candida krusei e Cladosporium sphaerosperum. Outros estudos
denotam atividade antifungica e antibacteriana de extratos de fungos isolados de solo
e outros substratos (GONCALVES et al., 2015; ENCHEVA-MALINOVA et al., 2015).

Embora grande parte das pesquisas em atividade antimicrobiana seja centralizada
em moléculas encontradas no meio extracelular devido a facilidade do acesso a esses
compostos sem a necessidade de quebra da parede celular, a atividade antimicrobiana
ndo se restringe aos compostos excretados, englobando também moléculas néo
secretadas, como evidenciam o0s extratos intracelulares ativos em Xanthomonas citri
subsp. citri.

A triagem de extratos bioativos iniciada nesse trabalho teve continuidade para
comprovacao dos resultados em estudo posterior envolvendo isolados de solo
e sedimentos marinhos da regido da Antartica e outros fitopatdgenos de interesse
agroecondémico como Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae e Xanthomonas
euvesicatoria em adigao aos testes envolvendo Xanthomonas citri subps. citri, sendo
que estes resultados foram recentemente publicados (VIEIRA, et al., 2018; PURIC, et
al., 2018).

41 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram o potencial biotecnolégico dos fungos de
ambientes extremos como fonte de moléculas naturais com propriedades bioativas
assim como a capacidade dos fungos de solo antartico de produzirem compostos
capazes de inibir o crescimento de Xanthomonas citri subsp. citri, fitopatbgeno
causador do cancro citrico.
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