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APRESENTAÇÃO

As Ciências Biológicas estão 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 o ambiente. Quando se fala em 
Ciências da Saúde faz-se menção a toda área e estudo relacionada a vida, saúde 
e doença. Neste sentido, fazem parte das Ciências Biológicas e Saúde áreas como 
Biologia, Biomedicina, Ciências do Esporte, Educação Física, Enfermagem, Farmácia, 
Fisioterapia, Fonoaudiologia, Medicina, Medicina Veterinária, Nutrição, Odontologia, 
Saúde Coletiva, Terapia Ocupacional, Zootecnia, entre outras.

A preservação do meio ambiente, a manutenção da vida e a saúde dos indivíduos é 
foco principal dos estudos relacionados as Ciências Biológicas, onde pode-se navegar 
por um campo bem abrangente de pesquisas que vai desde aspectos moleculares 
da composição química dos organismos vivos até termos médicos utilizados para 
compreensão de determinadas patologias.

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

Inicialmente são apresentados artigos que discutem os cuidados de enfermagem 
com os seres humanos, desde acidentes com animais peçonhentos, cuidados com 
a dengue, preenchimento de prontuários, cuidados com a higiene, atendimento de 
urgência e emergência e primeiros socorros, doenças sexualmente transmissíveis e 
hemodiálise.

Em seguida são apresentados alguns estudos relacionados a intoxicação com 
drogas e álcool, bem como aspectos envolvendo a farmacologia. Caracterização 
bioquímica de enzimas e sua relação com infarto, insegurança alimentar e obesidade 
infantil.

Ainda podem ser observados artigos que relatam sobre aspectos antimicrobianos 
e antioxiodantes de vegetais e micro-organismos. Presença de fungos plantas. 
Caracterização do solo e frutas.  Doenças  em plantas. E para terminar, você irá 
observar algumas discussões envolvendo a fisioterapia no desenvolvimento motor de 
crianças, os benefícios 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 produção de laranja em escala mundial, 
entretanto, todos os anos registram-se perdas 
consideráveis relacionadas a doenças e pragas 
nos pomares. Uma das principais doenças 
que atacam citros é o cancro cítrico causado 
pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri. 
Atualmente o combate ao cancro cítrico é 
feito principalmente com o uso de defensivos 
agrícolas químicos a base de cobre. Tendo em 
vista o impacto ambiental envolvido no uso de 
metais pesados, é fundamental a busca por 
alternativas sustentáveis de combate à doença. 
Novas pesquisas apontam o potencial de 
metabólitos secundários para fins fitossanitários, 
principalmente metabólitos originados de 
microrganismos em condições extremas, como 

é o caso da Antártica. Esse trabalho avaliou a 
atividade antibacteriana contra Xanthomonas 
citri subsp. citri de 24 extratos produzidos por 
12 fungos isolados de solo antártico. Dez dos 
isolados produziram extratos que inibiram em 
pelo menos 85% o crescimento do fitopatógeno. 
Os resultados indicam o potencial de produção 
de compostos bioativos por fungos oriundos da 
Antártica para o combate ao cancro cítrico. 
PALAVRAS-CHAVE: Citros, Antártica, câncro 
cítrico, fungos, metabólitos secundários.

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.

1 | 	INTRODUÇÃO

Desde a década de 60 o Brasil tem se tornado destaque na agricultura em escala 
mundial, principalmente após uma série de incentivos na área de ciência e tecnologia 
agrícola que permitiu melhor aproveitamento de sua extensão territorial. Na década de 
80 o país se tornou potência na citricultura, principalmente por conta de suas condições 
climáticas favoráveis ao plantio de citros. A produção 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 produção 2016/2017.

Infelizmente, a citricultura, assim como outras culturas de interesse econômico, 
é constantemente afetada por doenças 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 país como um todo. No Brasil, um dos problemas 
fitossanitários relacionados à citricultura é o cancro cítrico (SANCHES et al., 2014; 
CABI, 2017; EPPO, 2017), doença causada pela bactéria Xanthomonas citri subsp. 
citri (Figura 1). 

Figura 1. Lesão eruptiva causada pelo Cancro Cítrico na laranja (Fonte: FUNDECITRUS)

A primeira detecção no estado de São Paulo ocorreu em 1957 e desde então há 
um esforço para a contenção da doença. Sua disseminação ocorre de forma natural 
por meio de sementes contaminadas, chuva, vento, insetos, podas, nebulização de 
canteiros, além da manipulação de mudas e equipamentos contaminados. A entrada 
da bactéria na planta hospedeira ocorre através de aberturas naturais dos tecidos, 
sejam estômatos, hidatódios ou ferimentos (GOTTWALD et al., 2002), e a multiplicação 
ocorre em espaços intercelulares (JACOB, 2009) como mesofilo e parênquima.
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As lesões causadas pelo cancro cítrico são circulares, corticosas, salientes, de 
coloração castanha e aspecto eruptivo/necrótico (BITANCOURT, 1957; ROSSETTI, 
1981; ROSSETTI, 1993; NAMEKATA, 1991) (Figura 1). As feridas ocorrem apenas no 
local de inserção da bactéria no hospedeiro, e podem ocorrer nos mais diversos tecidos 
vegetais como folhas, ramos e frutos (AMARAL, 2003). Há relatos de contaminação 
via ferimentos de raízes, por espécies de Xanthomonas que sobrevivem no solo em 
associação com material vegetal morto (RYAN et al., 2011)

A bactéria causadora do cancro cítrico pertence ao gênero Xanthomonas 
(do grego, “xantus” = amarelo, “monas” = unidade) que são bactérias aeróbicas 
obrigatórias, possuem formato de bastonete, um único flagelo polar (TESSMANN, 
2002) e não formam esporos. Além disso, são bactérias Gram negativas, ou seja, suas 
paredes celulares são mais delgadas e apresentam uma membrana de lipoproteínas, 
polissacarídeos e fosfolipídios que lhes confere maior complexidade e seletividade 
de captação de recursos externos, de modo a serem mais resistentes a antibióticos e 
defensivos químicos (TORTORA et al., 2012). 

Em 2016 a legislação brasileira referente ao cancro cítrico foi alterada e as 
áreas de cultivo passaram a ser categorizadas em relação à incidência da doença. 
Atualmente as medidas contra o cancro cítrico incluem o uso de mudas sadias, uso de 
quebra vento, uso de espécies e variedades menos suscetíveis, além de aplicação de 
defensivos agrícolas com base de cobre durante o manejo.

O cobre, bem como outros metais pesados, é altamente tóxico e se acumula 
facilmente ao longo de cadeias tróficas (ROCHA e AZEVEDO, 2017), afetando sistema 
nervoso central, sistema hepático, renal e até esquelético (SEGURA-MUÑOZ, 2002) 
dos seres vivos. Tendo em vista o impacto ambiental que agroquímicos de base cúprica 
podem causar torna-se extremamente necessária a busca por medidas alternativas e 
sustentáveis de combater o cancro cítrico.

Uma alternativa ao uso de agrodefensivos e produtos químicos atualmente 
utilizados no combate aos fitopatógenos, principalmente os de interesse econômico, 
são os produtos naturais. Essas substâncias, produzidas por diversos organismos 
como animais, plantas e micro-organismos, apresentam um menor impacto em relação 
aos bactericidas químicos sintéticos, sendo mais facilmente degradáveis além de não 
se acumularem no ambiente e oferecerem um menor risco para o desenvolvimento 
de fitopatógenos resistentes (PEIXOTO NETO et al., 2002; DAYAN et al., 2009). 
Neste sentido surgem novas pesquisas na área 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 são considerados uma importante fonte de novos compostos antimicrobianos 
devido à grande diversidade de espécies e diversificação das estruturas químicas dos 
metabólitos secundários produzidos (NIGAM e SINGH, 2014).

Dentre esses micro-organismos os extremófilos constituem um grupo 
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relativamente pouco explorado, mas no qual o interesse como fonte de metabólitos 
secundários tem aumentado, pois são fortes potenciais para produzirem compostos 
bioativos com estruturas químicas únicas (FURBINO et al., 2014; CHEUNG et al., 
2014, TIAN et al., 2017). Estudos prévios em organismos provenientes da região 
Antártica revelaram diversos compostos bioativos produzidos pelos isolados como 
alcaloides, ácidos, ésters e actinomicinas (GONÇALVES et al., 2015; SVAHN et al., 
2015; IVANOVA, 2007).

Bactérias isoladas na região 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 Antártica também tem mostrado potencial 
como nova fonte de compostos e moléculas com propriedades antimicrobianas (DE 
OLIVEIRA et al., 2011; GONÇALVES, et al., 2015; HENRÍQUEZ, et al., 2014). Em 2015, 
Gonçalves e colaboradores produziram extratos etanólicos de fungos filamentosos 
isolados de solo da Antártica que apresentaram atividade antifúngica e antimicrobiana. 
Em outro estudo, extratos fúngicos produzidos por 101 isolados foram avaliados quanto 
ao potencial antimicrobiano e mais de 50% dos extratos apresentaram bioatividade 
(HENRÍQUEZ, et al., 2014)

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

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

Tendo em vista a substituição de produtos cúpricos para minimização de danos 
ao ambiente e considerando a necessidade de medidas alternativas para o controle de 
fitopatógenos como X.citri subsp. citri, o trabalho contribui para a busca de compostos 
bioativos produzidos por fungos isolados da Antártica no combate ao cancro cítrico 
em frutas cítricas. Para tal, extratos produzidos pelos isolados foram avaliados em 
triagem quanto à atividade antibacteriana contra X. citri subsp. citri,  causadora do 
cancro cítrico. 
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2 | 	MATERIAIS E MÉTODOS

2.1. Recursos Microbianos

Os fungos filamentosos utilizados nesse estudo (12) foram cedidos pela Prof.a 
Dr.a Lara Durães Sette (UNESP, Rio Claro), tendo sido coletados na Ilha Deception na 
Antártica e isolados de solos abaixo de madeira podre durante expedição PROANTAR 
(OPERANTAR XXXII) em novembro/dezembro de 2013 no âmbito do projeto INCT 
Criosfera (Coordenado pelo Prof. Jefferson Simões, UFRGS). Os isolados atualmente 
fazem parte do acervo de fungos da coleção de pesquisa da Central de Recursos 
Microbianos da UNESP (CRM-UNESP).

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

2.2. Extratos metabólicos brutos

Para a produção dos metabólitos secundários os fungos foram cultivados 
em meio de cultura ágar malte 2% à 15ºC por 7 dias. Após crescimento discos de 
aproximadamente 5 mm contendo ágar e micélio foram inoculados em erlenmeyers 
contendo meio de cultura malte 2% líquido e colocados sob agitação à 15ºC e 150 rpm 
por 20 dias.

Após separação entre biomassa e fase líquida por filtração à vácuo, os metabólitos 
secundários foram extraídos do meio extracelular com acetato de etila por extração 
líquido-líquido e do meio intracelular via rompimento celular em almofariz na presença 
de metanol, As frações orgânicas obtidas foram concentradas em evaporador rotativo.

2.3. Atividade antibacteriana dos extratos

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

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

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

O inóculo bacteriano foi cultivado em meio NYG líquido a 29 ºC e 200 rpm 
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overnight até densidade óptica (D.O.600) de 0,8 (107 UFC/mL) e então diluído 1:10 em 
meio NYG e 10 µL foram adicionados em cada poço (105 UFC/poço). A microplaca foi 
incubada a 29 ºC por 18h, em seguida 15 μL de uma solução de resazurina 0,01% 
(w/v) foi adicionada e a placa novamente levada para incubação à 29 ºC por 1 h e trinta 
minutos.

Após o período de incubação a fl uorescência apresentada foi mensurada a 530 
nm (excitação) e 590 nm (emissão) usando um espectrômetro de fl uorescência Biotek 
Synergy H1MFD. A porcentagem de inibição (%) de cada extrato foi determinada pela 
fórmula abaixo, onde UF são as Unidades de Fluorescência.

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

3 |  RESUlTADOS E DISCUSSÃO

Conforme descrito anteriormente, 12 fungos foram avaliados quanto à produção 
de metabólitos secundários com ação antibacteriana. Esses isolados deram origem 
a 24 extratos, 12 extratos extracelulares e 12 extratos intracelulares, os quais foram 
testados quanto à atividade em Xanthomonas citri subsp. citri. A Tabela 1 apresenta a 
média de inibição dos extratos avaliados em 2,1 mg/mL.
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Isolado Extrato* Média** de Inibição (%)

3MP
i 92,00
e 89,00

5MP
i 93,00
e 00,00

6MP
i 85,00
e 93,00

9MP
i 00,00
e 00,00

10MP
i 92,00
e 00,00

10.1MP
i 90,00
e 00,00

10.4MP
i 93,00
e 90,00

10.5MP
i 92,00
e 00,00

10.7MP
i 00,00
e 00,00

10.8MP
i 89,00
e 00,00

CMP
i 93,00
e 95,00

FMP
i 00,00
e 89,00

Controles
CP Canamicina 20 µg/mL 87,00
CV DMSO 1% 0,00
CN X. citri subsp. citri 0,00

     Tabela 1 – Média de inibição do crescimento de Xanthomonas citri subsp. citri por extratos 
produzidos por fungos filamentosos de solo antártico

 * i: 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 inibição 
entre 85 e 89% e 10 extratos não inibiram o crescimento de Xanthomonas citri subsp. 
citri. Treze dos 24 extratos testados apresentaram inibição superior ao controle positivo 
(87%), sendo 8 extratos de origem extracelular e 5 extratos intracelulares.

O extrato extracelular produzido por CMP apresentou a maior inibição do 
fitopatógenos, 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 
inibição.

A atividade inibitória de extratos extracelulares condiz com resultados de 
estudos anteriores em extratos orgânicos de fungos da Antártica. 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 antifúngica e antibacteriana de extratos de fungos isolados de solo 
e outros substratos (GONÇALVES 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 à facilidade do acesso a esses 
compostos sem a necessidade de quebra da parede celular, a atividade antimicrobiana 
não se restringe aos compostos excretados, englobando também moléculas não 
secretadas, como evidenciam os extratos intracelulares ativos em Xanthomonas citri 
subsp. citri.

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

4 | 	CONCLUSÃO

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