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APRESENTACAO

A colecéo “Ciéncias Biol6gicas: Campo Promissor em Pesquisa” € uma obra
composta de dois volumes que tem como foco principal a discussao cientifica atual
através de trabalhos categorizados e interdisciplinares abordando pesquisas, relatos
de casos, resumos ou revisdes que transitam nas diversas areas das Ciéncias
Biologicas.

A grande diversidade de seres vivos e a grande especializacdo das areas de
estudo da biologia, a tornam uma ciéncia muito envolvente, que consegue abranger
todas as relagdes interpessoais e uma grande interdisciplinaridade com outras areas.

O primeiro volume foi organizado com trabalhos e pesquisas que envolvem a
area da Saude em diferentes Instituicdes de Ensino e Pesquisa do Pais. Logo, neste
volume podera ser encontrado pesquisas relacionadas a anatomia humana, plantas
medicinais, arboviroses, atividades antimicrobianas e antifungicas, biotecnologia e
topicos relacionados a seguranca alimentar e cuidados em saude. O destaque desse
volume é para compostos naturais que podem ser utilizados no combate e controle
de diversos microorganismos.

Ja o volume dois, € composto por trabalhos que envolvem o Ensino de Ciéncias
e pesquisas cientificas em Biologia, tendo destaque os trabalhos relacionados a
Ecologia e Conservacao ambiental, e também a divulgacéo da Educacéo Especial.

A crescente preocupacdo com o meio ambiente e 0 consumo sustentavel
trazem reflexdes que atingem nossa fauna e flora; os atuais processos de ensino e
aprendizagem oferecem um plano de fundo as discussdes referentes ao melhoramento
das abordagens educacionais nas diferentes esperas de ensino.

Conteldos relevantes sédo, deste modo, apresentados e discutidos com a
proposta de fundamentar e apoiar o conhecimento de académicos, mestres e
doutores das amplas areas das Ciéncias Biologicas.

Renata Mendes de Freitas
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CEREBRAL

RESUMO: A Malformacdao Arteriovenosa
Cerebral (MAV) é uma patologia que decorre
da n&o interposicao de capilares entre artérias
e veias durante o periodo da embriogénese,
sendo caracterizada como uma falha no sistema
circulatérioocasionadaporumaredeemaranhada
de artérias, veias e vasos malformados. Esta
patologia é comumente encontrada no sistema
nervoso central causando disfuncédo encefalica
apés microlesdes vasculares. O objetivo
desse trabalho é relatar o caso e a conduta
fisioterapéutica para sequelas de MAV, com
vistas a evidenciar a evolugao terapéutica
do paciente envolvido. Os artigos que deram
base a pesquisa foram publicados a partir do
ano de 2012, possuem cunho experimental
ou relato de caso; e estdo disponiveis nas
plataformas Biblioteca Virtual em Saude (BVS);
Scielo; Lilacs e Google Académico. Ao final,
pode-se identificar que para quadros brandos
de sequelas de AVC por MAV a cinesioterapia
e mecanoterapia podem ser suficientes para
a manutencdo da funcionalidade e ganho de
forca muscular. Além disso, faz-se necessaria a
identificac&o de riscos para o paciente portador
de MAV durante a reabilitacdo baseada em
técnicas que possam alterar o fluxo sanguineo
e a pressao arterial sistémica.
PALAVRAS-CHAVE: Malformacgéao
Arteriovenosa; Acidente vascular; Hemorragia;
Reabilitacao; Fisioterapia.
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PHYSIOTHERAPY IN FUNCTIONAL REHABILITATION OF BRAIN
ARTERIOVENOUS MALFORMATION CARRIER

ABSTRACT: Brain Arteriovenous Malformation (AVM) is a condition that results from
the non-interposition of capillaries between arteries and veins during the embryogenesis
period, being characterized as a failure in circulatory system caused by a tangled
network of malformed arteries, veins and vessels. This condition is commonly found
in central nervous system causing brain dysfunction after vascular microlesions. The
objective of this paper is to report the case and physiotherapeutic conduct for AVM
sequelae, in order to highlight therapeutic evolution of patient involved. The articles
based on the research were published from the year 2012, hAVC experimental nature
or case report; and are available on Virtual Health Library (VHL) platforms; Scielo;
Lilacs and Google Scholar. In the end, it can be identified that for mild cases of AVM
stroke sequelae, kinesiotherapy and mechanotherapy may be sufficient to maintain
functionality and gain muscle strength. In addition, it is necessary to identify risks for
the patient with AVM during rehabilitation based on techniques that may alter blood
flow and systemic blood pressure.

KEYWORDS: Arteriovenous Malformation; Vascular accident; Bleeding; Rehabilitation;
Physiotherapy.

11 INTRODUCAO

AMalformacéao Arteriovenosa (MAV) é uma doencga vascular de carater congénito
rara, que acomete principalmente o encéfalo, caracterizada por um enovelado de
vasos tortuosos oriundos de um disturbio fisiologico na formagéo da conexdo entre
artérias e veias, que se conectam sem a mediacao de estruturas capilares. Este fato
faz com que a elevada pressao sanguinea oriunda da vascularizagao arterial seja
sentida nas paredes das veias, onde passam a apresentar forte tendéncia a ruptura
vascular (BEZERRA et al., 2012).

Caracterizam-se por comunicagcao anormal entre artérias e veias, interpostas por
tecidos malformados, conhecidos como nicho ou nidus. Com a evolucéao da doenca,
as veias tornam-se mais distendidas e evidentes, podendo provocar uma ruptura
dos vasos e uma consequente hemorragia, que & considerada uma complicacéao
bastante importante, podendo levar o paciente a 6bito (FARIA et al., 2017; KUMAR
et al., 2013).

Geralmente, a localizacdo da MAV envolve a regido da artéria cerebral média,
chegando as superficies dos hemisférios cerebrais com potencial de alcancar a
regido do cortex cerebral, leptomeninge, e parte da substancia branca. A incidéncia
ocorre entre os 10 a 30 anos de idade, sendo a razdo de 2:1 entre homens e
mulheres, respectivamente. Cerca de 2% dos casos de Acidente Vascular Enceféalico
Hemorragico sdo causados pela ruptura dos vasos na malformacgéo arteriovenosa
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(KUMAR et al., 2013; BEZERRA et al., 2012).

Para Diagnoéstico clinico pode-se utilizar a angiografia cerebral, que é
considerado o0 método de escolha para o diagnéstico precoce, sendo realizado de
acordo com os sinais de localizacdo da MAV cerebral. A ressonéncia magnética
nuclear (RMN) melhor evidencia a extensao da lesdo, também diferenciando a MAV
de um hemangioma, malformacéo venosa ou linfatica (MELO; LOPES, 2013; KUMAR
et al., 2013).

As MAVs cerebrais podem ser assintomaticas e, por isso, alguns casos sao
descobertos de forma inesperada e sem que haja qualquer indicio de acometimento
do tecido vascular. Porém, quando os sintomas surgem, podem-se observar
manifestacdes clinicas diversas, leves ou grAVCs, a depender de sua localizacao.
Dentre os sintomas mais comuns observam-se: Convulsdes, cefaleia, fraqueza
muscular, alteracdes na fala e na visao (KUMAR et al., 2013).

A gravidade da patologia e suas repercussoes na qualidade de vida do paciente
tornam o tema relevante para a comunidade cientifica que busca alternativas de
minimizar os agravos a saude humana incessantemente (BEZERRA et al., 2012).
Por tanto, a presente investigacdo apresenta um relato de caso de um paciente
submetido voltados a reabilitacdo de sequelas provocadas pelas microlesdes
vasculares junto ao sistema nervoso central de pacientes com MAV cerebral, bem
como apresentar os resultados da conduta proposta.

2| MATERIAL E METODOS

Para construcdo do presente artigo, foi desenvolvido um relato de caso de
carater qualitativo, com referéncias oriundas de base artigos nacionais publicados
em revistas indexadas da area da saude. Além disso, 0os pesquisadores buscaram
se valer de bibliografia recente, publicada ap6s 0 ano de 2012, para que os estudos
discutidos na narrativa possuam maior fidelidade aos mais novos métodos e técnicas
fisioterapéuticos e ultimos achados cientificos sobre o tema.

Os artigos selecionados para dar base a discusséo do presente estudo foram
pesquisados na Biblioteca Virtual em Saude (BVS), livros da biblioteca Dante Alighieri
da Faculdade Metropolitana de Maraba, Scielo (Scientifific Eletronic Library on line),
Lilacs e Google Académico.

Os pesquisadores utilizaram somente a observacdao do atendimento feito por
profissional graduado em fisioterapia e realizaram anélise de prontuéarios para obter
informagdes complementares.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Paciente, W.P.C. sexo masculino, 38 anos, pardo, desempregado, residente
na cidade de Maraba-PA, localizada na regido sudeste do Estado do Para. Segundo
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informacdes colhidas junto ao prontuéario, o paciente foi diagnosticado com MAV
cerebral em fevereiro de 2013 ap6s o aparecimento dos primeiros sintomas, que
envolveram crises convulsivas com posterior reducédo de forca e amplitude de
movimentos. Apresentou o0s primeiros episddios de fraqueza muscular subita
associado a parestesia.

A MAV cerebral provoca um impacto negativo na vida do paciente, devido a
limitacdo funcional no cotidiano, por isso a importancia da atuagao do fisioterapeuta
no processo de reabilitacdo (KUMAR et al., 2013).

Devido ao constante tratamento fisioterapéutico o qual o paciente foi submetido,
a espasticidade foi um fator que comprometeu a funcionalidade do hemicorpo direito,
mas nao incapacitou. Dentre as disfungcbes ocasionadas pela MAV cerebral, a
espasticidade caracteriza-se por limitacdo do movimento articular ativo e/ou passivo
devido a hipertonicidade (ZUGE et al., 2017).

No periodo em que esteve hospitalizado, o sujeito realizou Tomografia
Computadorizada de cranio, evidenciando discreta hemorragia subdural no lobo
frontal esquerdo, correspondente a AVC hemorragico agudo. Permaneceu internado
durante sete dias.

Vale ressaltar que quando as MAV’s se rompem, 0 sangramento provocado
podem causar diversas disfuncdes neuroldgicas relacionadas as funcbes motoras,
dentre as principais temos: espasticidade, hemiparesia, déficits da forca muscular,
diminuicdo da amplitude de movimento (ADM), alteracéo do equilibrio, coordenacéao
e da marcha, comprometendo a realizacao das atividades de vida diaria (AVD’s) e a
qualidade de vida do mesmo (BEZERRA et al., 2012). Alguns destes sintomas foram
evidentes no quadro agudo e nas sequelas deixadas pelo AVC oriundo de MAV no
paciente em questao.

Entre o diagndstico e o inicio do presente acompanhamento fisioterapéutico,
houve um periodo de tratamento em clinicas voltadas a reabilitacdo Traumato-
ortopédica devido a caréncia de servigco de reabilitagdo neurologica na regido. Foi
admitido na Clinica Escola da Faculdade metropolitana de Maraba dia 08 de agosto
de 2017. Em seu relato colido em prontuario, identificou-se que nao possuir casos da
doenca na familia, ndo apresenta histérico de patologias pregressas ou associadas.

Em seu ultimo ciclo de sessbes, a avaliagao inicial realizada em fevereiro de 2018
revelou déficit de forgca (grau 3), diminuicdo de coordenacao motora fina; alteracdes
de equilibrio estatico e dindmico; reducdo de ADM ativa para todos os movimentos
do hemicorpo acometido; levando-o a limitacao funcional para atividades de vida
diaria (AVD’s), principalmente para a funcdo da marcha, que possui padréo ceifante.
Além disso, o paciente relata perda auditiva e de acuidade visual.

Baseado nos dados obtidos foi definido o diagnéstico fisioterapéutico, plano de
tratamento incluindo objetivos e condutas que envolveram Facilitacdo Neuromuscular
Proprioceptiva; alongamentos; treinos para MSD com contenséao induzida; bandagens
funcionais; exercicios resistidos com anilhas, tornozeleiras e halteres; tabua de
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propriocep¢ao; cama elastica; treino de marcha em barras paralela respeitando
suas fases fisiologicas; treino de coordenacao motora fina na preensao em pinga e
movimentos de precisao no posicionamento de pequenos objetos.

Um dos métodos que a fisioterapia dispde para ganho de forca e trofismo é
a eletroestimulacédo por Corrente Russa. A mesma consiste em uma estimulacao
elétrica com corrente alternada, modulada de média frequéncia, sendo capaz de
atingir estruturas teciduais musculares profundas. Isto se deve ao fato de que a
corrente ativa um maior numero de unidades motora que um individuo poderia ativar
voluntariamente (GUIMARAES et al., 2013).

Alguns autores preconizam que a utilizacdo de termoterapia é eficaz para a
manutencao da funcionalidade intrinseca aos musculos por proporcionar uma
serie de respostas fisiologicas que facilitam a conducédo da reabilitacdo. Rochedo
e colaboradores (2017) relataram que a termoterapia € bastante eficaz para o
tratamento da espasticidade, pois proporciona um resultado relaxante sobre o ténus
musculoesquelético. O uso do calor local promove o relaxamento dos musculos
devido a diminuicdo simultdnea do limiar de disparo das vias neuronais eferentes
gama, reduzindo a excitabilidade dos fusos musculares e proporcionando o aumento
da atividade dos 6rgéos tendinosos de Golgi.

Segundo o mesmo autor supracitado, a crioterapia, quando utilizada em
temperatura variada entre 0°C e 18,3°C, também é bastante eficaz na diminuicdo da
espasticidade, devido ocorrer a reducéo do processo de reflexo de estiramento do
musculo.

O tratamento contou com trés sessd6es semanais e foi concluido em abril de
2018. Essa etapa buscou dar enfoque a cinesioterapia e mecanoterapia, ja que a
queixa principal do paciente era o maior comprometimento funcional esta presentem
em seu desempenho para algumas atividades de vida diaria como andar de Onibus,
varre casa, conduzir o carrinho de compras e dirigir automoveis.

Apébs 20 sessdes, 0 paciente apresentou ganho de forca em MMII (grau 4) e
apresenta bom desempenho em testes de equilibrio dinamico e da funcao de marcha,
apesar da dificuldade na coordenagao motora persistir, sendo indicada a realizacéao
de terapia ocupacional.

Apesar de autores como De Almeida (2017); Silva et al. (2015), apontarem o
biofeedback visual como método positivo na restauracao do equilibrio; Zuge (2017) e
Schuster (2016), relatarem que a estimulagao elétrica funcional (FES) € um recurso
terapéutico voltado a melhorar a marcha e sua velocidade, inibicado temporaria de
espasticidade, reducéo de contraturas e retardamento de atrofia; o presente estudo
mostra que somente a cinesioterapia e mecanoterapia utilizadas isoladamente para
um quadro clinico favoravel de sequelas e AVC por MAV cerebral é suficiente para o
aparecimento de bons resultados.
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41 CONCLUSAO

Uma grande severidade envolvem as disfungcbes ocasionadas pela MAV
cerebral. Sua repercussao afeta a funcionalidade e qualidade de vida do individuo.
Logo, a fisioterapia torna-se um método essencial para a recuperacao da autonomia
do paciente sobre suas atividades cotidianas.

Apesar de pouco se falar sobre a reabilitacdo para as sequelas de MAV no
cérebro, a literatura voltada a reabilitacdo € muito vasta, abrindo oportunidade
para novas abordagens serem testadas e suas eficacias comprovadas. Durante a
observacéo feita pelos pesquisadores, os cuidados com um paciente que apresente
MAV séao distintos aos de um paciente com sequelas neurolégicas de um AVC
hemorragico tipico, tendo em vista que a Ma formacao permanece junto ao paciente
apos os periodos de crise hemorragica. O aumento da pressao intracraniana deve
ser evitado e as técnicas de cinesioterapia e mecanoterapia devem ser feitas com
monitoramento intenso da pressao arterial sistémica.

Estudos que indiguem o quao intensas podem ser as sequelas da MAYV,
quais os fatores desencadeadores de crises hemorragicas e como o tratamento
fisioterapéutico pode ser feito de forma segura, precisam ser mais explorados pelos
pesquisadores da area de neurologia.

Apartir de pequenas diferencas entre o paciente acometido por AVC hemorragico
tipico e pelo AVC Hemorragico por MAV sera possivel que os rumos de cada
tratamento sejam conduzidos de modo particular, reduzindo os riscos que a prépria
fisioterapia pode ocasionar para novas crises apés a atividade fisica dos programas
de reabilitacao, por utilizar técnicas que alteram o funcionamento do corpo humano
no que tange, principalmente, ao aumento do fluxo sanguineo e pressao arterial
sistémica.

Sendo assim, sugere-se abordagens experimentais em fisioterapia neuroldgica
que comprovem a eficacia de cada método terapéutico de forma segura e credivel
em beneficio do ganho de funcionalidade para o paciente com sequelas de AVC
hemorréagica por MAV.
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RESUMO: A anatomia é a ciéncia que busca
correlacionar as diversas estruturas corporais.
Um dos métodos mais antigos para o estudo
em anatomia é o uso de cadaveres humanos.
Diante da importancia de perpetuar esse estudo,
a conservacdo do cadaver é ponto crucial do
ensino na disciplina. Assim, esse breve estudou
centrou-se na analise das principais técnicas de
conservacao de pecas anatémicas trazendo as
vantagens e desvantagens de cada técnica. O
presente estudo levantou dados nas bases de
Scielo, Lilacs, PubMed e Livros de Anatomia dos
anos de 2007-2018. Ademais, convém ressaltar
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HUMANA

gue a necessidade de sempre existir pesquisas
nessa area € ideal para tornar a anatomia algo
acessivel para o estudante.

PALAVRAS-CHAVE:
Dissecacéo. Conservacgédo. Técnicas

Anatomia. Cadaver.

ANALYSIS OF CADAVER CONSERVATION
TECHNIQUES FOR THE STUDY OF HUMAN
ANATOMY

ABSTRACT: Anatomy is the science that aims
to correlate the various body structures. One of
the oldest methods for studying and teaching
in anatomy is the use of human cadaver. Due
to the importance of perpetuating this study,
the conservation of the corpse is crucial for the
teaching of this discipline. Therefore, this work
focused on the analysis of the main conservation
parts, bringing
the advantages and disadvantages of each
technique. The present study collected data
from the Scielo, Lilacs, PubMed and Anatomy
Books databases from 2007-2018. In addition,
it should be noted that the need to always have
research in this area is ideal to make anatomy
something accessible to the student.
KEYWORDS: Anatomy. Cadaver. Dissection.
Conservation. Techniques.

techniques of anatomical
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11 INTRODUCAO

Anatomia trata-se da ciéncia que se ocupa do estudo da morfologia, estrutura e
arquitetura do organismo vivo. O inicio do uso de cadaveres para o ensino e pesquisa
anatbmica data de meio século anterior ao nascimento de Cristo (PONTINHA;
SOEIRO, 2014). Assim, a conservacao do material utilizado como estudo é ideal
para que haja uma propagacao de ensino entre diferentes estudantes, de forma que
0 conhecimento possa ser perpassado.

Atualmente, diante da dificuldade de aquisicdo de material para estudo, a
conservacgao dos cadaveres e pecas € um ponto crucial para o ensino da anatomia.
No século XIX, surgiu o formol ou formaldeido. A técnica de conservacgao ainda
€ bastante utilizada em virtude do baixo custo e conservagao por longos anos.
Entretanto, o formol € um produto tdéxico e volatil, que pode trazer uma série de
maleficios para os individuos que se expdem (COOKSON; AKA; FINN, 2018). Em
1779, a glicerina apresentou um grande impulso de utilizagdo como conservacgao.
A glicerina possui varias vantagens, como a reducédo da antigenicidade do corpo
conservado, além de facilidade de manuseio (PONTINHA; SOEIRO, 2014).

A plastinacéo surgiu no final do século XX como uma técnica que possibilita a
manutencéo das caracteristicas originais da peca, ndo apresenta odor e é de facil
conservacao. Porém, tal técnica apresenta alguns impasses, como o custo elevado
e tempo de preparo, que pode chegar a meses (SILVA et al.,, 2011). Apesar do
grande desenvolvimento de novas tecnologias na educacéo, o uso do cadaver na
anatomia continua sendo chave essencial no processo de ensino-aprendizagem,
pode-se notar, inclusive, que as pecas artificiais ndo substituem com fidedignidade
as caracteristicas do cadaver (KERBY; SHUKUR; SHALHOUB, 2011).

O objetivo desse estudo é retratar as diversas formas de conservagcédo de
cadaveres para o estudo na anatomia demonstrando as vantagens e desvantagens
em cada uma delas.

2| METODOLOGIA

O presente estudo é uma revisao bibliografica de natureza qualitativa, ou seja,
que se ocupa do nivel subjetivo e relacional da realidade social e é tratado por meio
da histéria, do universo, dos significados, dos motivos, das crengas (MINAYO, 2012).
Este tipo de pesquisa tem como base a anélise do material, pela organizacéo e
interpretacéo no atendimento ao objetivo da investigacéo.

Para coleta de dados, foram utilizados como fonte os artigos indexados na
LILACS (Literatura Latino-americana e do Caribe Ciéncias da Saude), no PUBMED
— NCBI, no Scielo e no Google Académico. Foram considerados todos os artigos
publicados, em lingua portuguesa e inglesa, abordando tema relacionado aos
aspectos referentes a conservacao de cadaveres para o estudo na anatomia, entre
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os anos de 2007 a 2018. Os descritores utilizados foram “Anatomia”, “Cadaver”,
“Dissecacao”, “Conservacao”, “Técnicas”. Ademais, foram desconsiderados artigos
em que os objetivos fossem divergentes aos desse estudo. Foram selecionados no
total de 10 artigos.

Posteriormente, foi feita uma leitura mais atenta do conteudo manifesto e feito
um agrupamento para determinar unidades de registro por intermédio de recortes
de trechos importantes que fossem estivessem em consonancia com os objetivos
desse trabalho.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

As principais técnicas utilizadas como forma de conservacéo foram agrupadas
e tratadas trazendo beneficios e maleficios.

3.1 Fixacao

Na técnica de fixacdo, utiliza-se um fixador que atua preservando tecidos
biolbgicos de decomposicbes e alteracées. O formaldeido ou formol € um dos
principais fixadores utilizados na atualidade. O formol apresenta propriedades
antifangicas e bactericidas (VERONEZ et al., 2010). Além disso, é classificado pela
Agéncia Internacional de Pesquisas em Cancer como cancerigeno (FINN, 2018). O
uso do formaldeido causa lacrimejamento, irritacdo das mucosas nasais, queimacao
da garganta e poderia desestimular o estudo da anatomia (KARAM et al., 2016). O
principal fator que torna o formol como agente de maior utilizacdo nas universidades
seria o baixo custo empregado na técnica.

3.2 Glicerinacao

Tal técnica permite a conservacédo sem a imersdao em solu¢ées conservadoras.
A glicerina tem caracteristicas fungicidas e bactericidas, pois tem a capacidade de
desidratacao celular. Ha na literatura que tal técnica poderia proporcionar melhor
preservacao das pecas anatdémicas com vantagens, como a morfologia mantida
proximo ao real (facilitando a identificacdo das estruturas), além de néo irritar
as mucosas (inodora) e nado é carcinogénica (KARAM et al.,, 2016). A principal
desvantagem seria o alto em comparagdo a outras técnicas, como o uso do
formaldeido.

3.3 Desidratacao

A desidratacéo consiste em retirar 4gua das pecas para a utilizacdo. Essa
técnica surgiu na tentativa de solucionar o problema da conservacéo e manutencao
das pecas em formol. Algumas pecas podem ser retraidas e sofrerem algumas
deformagdes em estruturas (CURY; CENSONI; AMBROSIO, 2013) As principais
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vantagens da técnica consistem em n&o precisar manter as pecas em solucdes
fixadoras e a perca total de agua faz com que elas figuem extremamente mais leves.

3.4 Plastinacao

Aplastinagao, surgidaem 1977, consiste numa forma moderna de “mumificacao”
fazendo com que os corpos tenham uma alta durabilidade. Essa técnica produz
amostras secas, inodoras, duraveis e nao toxicas, faceis de manusear e que
podem ser armazenadas em temperatura ambiente indefinidamente. No processo
de plastinacéo, a agua e os lipidios nos tecidos biolégicos sdo substituidos por
polimeros curaveis, como silicone, epdxi e resina de poliéster, por impregnacao a
vacuo for¢cada. Esta técnica possui grandes vantagens como a boa conservagcao sem
a necessidade de manutencéo. Outro beneficio seria que ndo ha necessidade de se
utilizar o formaldeido, substancia tdéxica, como forma de manutencao das pecas.
Entretanto, trata-se de uma técnica relativamente recente e cara. (VASUDEVA et al.,
2016).

41 CONSIDERACOES FINAIS

Com este breve estudo, conclui-se que a conservacéo do objeto de estudo da
anatomia é pauta de grande importancia para que 0 ensino possa perpassar entre
os estudiosos da area.

Nota-se que grande parte dos autores analisados demonstraram que o formol,
apesar de ser a substancia mais utilizada, devido ao seu baixo custo, possui diversos
maleficios que podem apresentar riscos a saude. A glicerinacédo demonstrou ser uma
pratica eficiente, pois ndo apresenta efeito cancerigeno e ndo possui o odor forte,
caracteristico do formol. A plastinagcdo mostrou-se também uma técnica promissora
para os préximos anos, apesar do alto custo. Ademais, conclui-se a importancia de
se estudar e descobrir-se novas técnicas conservativas para que que o cadaver seja
objeto de estudo e auxilie 0 maior numero possivel de pessoas no entendimento da
anatomia.
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RESUMO: A acupuntura representa um
paradigma médico complexo e antigo, conhecido
genericamente como “Medicina Tradicional
Chinesa”. Dentre as diversas indicagdes
terapéuticas da acupuntura, destacam-se o
controledadore aredug¢dodo estresse, condicdo
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que tem se tornado prevalente dado o estilo
de vida atual. O estresse ndo é uma doenca,
mas pode desencadear e/ou agravar condicoes
nosoldgicas para as quais haja predisposicéo
individual, quando em duragado e intensidade
que excedam a capacidade de adaptacao
funcional psicobiologica. Entre as doencas
psiquiatricas, os transtornos de ansiedade
mantém nexo fisiopatoldogico com o estresse
agudo intenso ou com o estresse cronico e, entre
outros sistemas, o cardiovascular é suscetivel
as mudancas adaptativas desencadeadas tanto
pela resposta de estresse como pelo estado
ansioso. Esse artigo compreende uma revisao
da literatura cientifica atualmente disponivel
sobre acupuntura e sua aplicagéo no tratamento
do estresse. Relata dados de pesquisa
em modelos experimentais que objetivam
esclarecer 0os mecanismos pelos quais a
acupuntura exerce seu efeito no tratamento de
transtornos induzidos por estresse.
PALAVRAS-CHAVE: estresse,
Nei Guan, PC6

acupuntura,

ACUPUNCTURE AS THERAPY FOR STRESS

ABSTRACT: Acupuncture is
and ancient medical paradigm, known as
“Traditional Chinese Medicine”. Pain control and
stress reduction are some of the acupuncture
therapeutic indications. Nowadays, stress has

a complex
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become a prevalent condition due to the modern life style. Stress is not a disease,
but when its duration and intensity exceed the capacity of psychobiological functional
adaptation stress may trigger and / or worsen nosological conditions for which there
is individual predisposition,. Among psychiatric disorders, anxiety disorders maintain
pathophysiological nexus with intense acute or chronic stress and, among other
systems, the cardiovascular system is susceptible to adaptive changes triggered by
both the stress response and the anxious state. This chapter is a review of the scientific
literature on acupuncture and its application in stress therapy. Data obtained from
research using animal models aimed to clarify acupuncture mechanisms of action in
the therapy of stress induced disorders are reported.

KEYWORDS: stress, acupuncture, Nei Guan, PC6

11 INTRODUCAO

A acupuntura representa um paradigma médico complexo e antigo, conhecido
como “Medicina Tradicional Chinesa”, com origem ha mais de trés mil anos
(Beijing,1995). O primeiro registro,“Huang Di Nei Jing”, em forma de compéndio, data
doséculoVa.C.ereunefundamentostedricos eindicacbesclinicas. Essalongahistoria
produziu um conhecimento empirico descrito em linguagem filoséfica, simbdlica e
analdgica, influenciada pelo Taoismo, 0 que colaborou, junto com o idioma chinés,
para criar barreiras a compreensao ocidental. Desde os primeiros contatos,através
dos jesuitas no século XVI, até sua difusdo posterior pelos continentes europeu e
americano esta se manteve mistificada e distante dos meios académicos. Portanto,
a acupuntura como objeto de interesse académico para pesquisa é algo recente,
das ultimas quatro décadas, quando a neurociéncia permitiu pesquisar e desvendar
mecanismos envolvidos no chamado “efeito acupuntura”.

Dentre as diversas indicacbes terapéuticas da acupuntura, destacam-se
o controle da dor e a reducdo do estresse. Esse artigo compreende uma revisao
da literatura cientifica atualmente disponivel sobre acupuntura e sua aplicacédo no
tratamento do estresse, um mal que aflige cerca de 80% da populagcdo mundial,
desencadeado pelo estilo de vida e que é responsavel pelo desencadeamento e/ou
agravamento de muitas enfermidades prevalentes em nosso meio.

2| ACUPUNTURA E ELETROACUPUNTURA (EEA)

A acdo da acupuntura na modulacéo da dor foi o primeiro foco de atengcdo em
estudos controlados (Melzack, 1978). Mas, Chiang e colaboradores (1973) ja haviam
sugerido que as mudancas fisiolégicas iniciadas pela acupuntura, em primeira
instancia, dependem do sistema nervoso periférico. Mayer & Hayes (1975) definiram
entdo o agulhamento como uma modalidade de analgesia produzida por estimulo
qgue envolve varias vias, areas e fun¢des do sistema nervoso.
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O uso de uma corrente de pulso percutanea, por meio de agulhas de acupuntura
através dos tecidos, eletroacupuntura (EEA), decorreu da compreenséao do sistema
terapéutico acupuntural como um método de estimulo neuronal e de que a qualidade
do estimulo modula a resposta bioldgica (Filshie & White, 2002a).

Considerar a acupuntura como uma forma de estimulo neural significa também
aceitar os pontos acupunturais como os /oci iniciais desse estimulo sensorial e que,
portanto, estes apresentam especificidades anatémicas, fisiolégicas e quimicas.
As mais relevantes sdo: a coincidéncia anatdmica com pontos motores musculares
e pontos gatilho (Melzack e col., 1981), a baixa resisténcia elétrica no local pela
alta concentracdo de terminacdes nervosas livres, e um perfil neuroquimico
caracteristico (Ciszek e col., 1985; Kwok e col., 1998; Croley, 1991; Chan e col.,
1998). O agulhamento dessas areas promove modificagdes multifatoriais como, por
exemplo, a geracdo de potenciais de acao que produzem alteracbes bioquimicas
focais, as quais geram o estimulo que origina as mudancgas biologicas relacionadas
ao efeito da acupuntura.

31 ENVOLVIMENTO DO SISTEMA NERVOSO

A resposta ao estimulo por acupuntura depende da integridade do sistema
nervoso periférico no segmento do estimulo (Levy e Matsumoto, 1975; Toda e
Ichioka, 1979), e também de estruturas suprasegmentares (Melzack, 1975; 1981).
Comecando na periferia, o estimulo subsequentemente ascende pela medula
espinhal, passando pelo talamo, até o cértex.

E provavel que circuitos de feedback excitatorios e inibitérios também estejam
envolvidos. Takeshigue e colaboradores (1991a; b; 1992a; b) apresentaram
evidéncias, usando modelo animal, de uma via aferente, uma via eferente e vias
associadas a varios neurotransmissores especificos em cada nivel do neuroeixo.

Foram demonstrados efeitos da acupuntura sobre neurénios serotonérgicos e
colinérgicos (Han e col., 1979; Jisheng, 1979; Cheng & Pomeranz, 1981). Aumento
dos opidides enddgenos (beta endorfina, encefalina, dinorfinas) foi observado na
amigdala (Xu e col., 1985), no nucleo reticuloparagigantocelular (Zhou e col, 1993),
na medula espinal (Vacca-Galloway e col., 1985) e no plasma (Bossut e col.,1983)
de animais submetidos a acupuntura.

Opibdides endbgenos, assim como seus receptores, estdao presentes nos ganglios
simpaticos e na medula suprarrenal (Mollereau & Mouledous, 2000; Pettersson e col,
2002; Bodnar 2013), de modo que o estimulo acupuntural potencialmente mobiliza
nao apenas centros mais altos do sistema de estresse e areas correlatas (hipotalamo,
amigdala, formacé&o hipocampal, cértex pré-frontal, tronco encefalico), mas modula
também aspectos neuroendocrinos, autondmicos e comportamentais da resposta de
estresse (Lee e col., 2004; Park e col., 2005; Kim e col., 2009; Uchida e col., 2010;
Eshkevari e col., 2012; Takahashi, 2013; Lu e col., 2013; Sapru, 2013; Wang e col.,
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2014).

41 O PONTO PC6 — NEI GUAN

Dentre os inumeros pontos de acupuntura, destacamos o PC6, Nei Guan, por
sua versatilidade e inumeras aplicagdes, entre as quais se encontram as doencas
cardiovasculares, principal causa de morte atualmente.

Dividindo-se em seis partes iguais uma linha que se origina no centro da prega
de flexdo do punho e se estende até o centro da prega de flexado do cotovelo, o ponto
PC6 localiza-se a distancia de uma sexta parte da linha descrita, proximal a partir da
prega de flexdo do punho, entre os tenddes dos musculos palmar longo e flexor radial
do carpo. A agulha é inserida perpendicularmente a profundidade variavel entre 0,3
a 1,5 cm, respeitando o nervo mediano € a membrana interéssea, entre 0s 0Ss0s
radio e ulna. Essas referéncias sao aplicaveis tanto ao modelo humano quanto aos
modelos animais, respeitadas as propor¢des descritas (Zhang e col., 2009; Lee e
col., 2004; Yang e col., 2002; Kim e col., 2009).

Ha umavariedade de indicagdes clinicas descritas para esse ponto: dor no braco,
cotovelo e punho, hemiplegia, enxaqueca e vertigem; precordialgia; palpitacao; dor
no térax; dor nos hipocdndrios; epigastralgia com sensacéao de distensao; vomitos;
solucos; hiperémese gravidica; insénia; déficit de memdria; disturbios do humor.
Chama atencdo uma gama tdo grande de indicacdes relacionadas a condicoes
organicas tao dispares (Liu, 2004). Para algumas delas ha evidéncias clinicas
comprovadas, sendo, sem duvida, a acao antiemética a mais universalmente aceita
(NIH, 1997). Entretanto, h4 um volume consideravel de pesquisas desenvolvidas
em modelos animais, a respeito dos mecanismos de ac¢ao relacionados aos efeitos
antiarritmicos e de cardioprotecéao, ansioliticos, moduladores do humor e da resposta
de estresse.

O pré-tratamento com EEA no PC6 em ratos submetidos a isquemia
miocardica e reperfusdo, atenuou o escore de arritmia, a duragcdo do segmento
ST no eletrocardiograma, a area de infarto, a concentracdo de adrenorreceptores
B,, proteina Gs e AMPc dessa area (Gao e col.,, 2006a; b; 2007); aumentou a
concentracao de NO e de NOS e reduziu a concentragao intracelular de Ca?* (Wang
e col., 2010), aumentou a degranulacdo de mastocitos exercendo, assim, um efeito
cardioprotetor (Zhang e col., 2010).

Em cardiomiocitos isquémicos de ratos tratados com EEA no Nei Guan-PC6
houve potencializacdo da atividade da ATPase de Na* e K* e aumento da expressao
do mRNA da ATPase (Yan e col., 2007). Em musculo cardiaco de coelhos submetidos
a isquemia miocardica e reperfusdo, EEA no PC6 reduziu dramaticamente o niUmero
de células apoptéticas e o conteudo de malondialdeido (MDA), inibiu a expressao
génica de Bax, aumentou a expresséo de Bcl-2 e a atividade da glutationa peroxidase
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(GSH-PX), exercendo, assim, efeito cardioprotetor (Zhang e col., 2009). Aimplantacéo
de agulha subcutanea de uso veterinario no Nei Guan (PC6), com permanéncia de
sete dias, aumentou a concentracao da proteina TGF3 3 e sua expresséao génica no
miocardio de ratos submetidos a isquemia (Yang e col., 2010).

Ha evidéncias de que os mecanismos de acao do PC6 envolvendo o SNC tém
repercussao na fungao cardiaca. EEA no PC6 de coelhos tem efeito inibitorio sobre o
nucleo arqueado do hipotalamo, ap6s aumento das sistoles ventriculares induzidas
por estimulacdo elétrica na linha média do hipotadlamo (Zhong & Li, 2009, Zhou e
col., 2009) O nucleo arqueado do hipotalamo, a substancia cinzenta periaquedutal
ventrolateral e o bulbo rostral ventrolateral foram apontados como sendo essenciais
na atenuacdo da resposta reflexa de excitacdo simpatica cardiovascular, com
participacao dos sistemas endocanabindide e GABAérgico. A eletroestimulagcéo nos
pontos PC5-PC6 modula o reflexo de excitagcdo visceral simpatica, diminuindo a
concentracdo de GABA na substancia cinzenta periaquedutal ventrolateral. Essas
acOes sdo mediadas por receptores CB1 de endocanabindides (Fu & Longhurst,
2009; Tjen-A-Looi e col., 2009). EEA nos pontos PC5-PC6, adicionalmente ao
demonstrado nos estudos anteriores, também ativa os neurbnios serotonérgicos
do nudcleo da rafe, cujas projecdes atingem os receptores serotoninérgicos 5-HT1A
no bulbo ventrolateral rostral, colaborando com a atenuacgao dos reflexos simpato-
excitatorios cardiovasculares (Moazzami e col., 2010).

51 ESTRESSE

“Stress” é a resposta do organismo as ameacgas a sua integridade (Selye,
1936). A resposta de estresse se inicia pela liberagao de catecolaminas pelo sistema
nervoso simpatico e medula suprarrenal, e de glicocorticéides pelo cértex suprarrenal.
Esses mediadores quimicos atuam em receptores localizados nos tecidos de érgaos
alvo onde a resposta ao estimulo estressor se traduz clinicamente. Estressores,
sejam fisicos ou psicolégicos, geram respostas que variam de acordo com a sua
natureza, intensidades e/ou duragéo, mas também de acordo com a maneira como
cada organismo sente e interpreta o estimulo, associando-o a experiéncia prévia
(Santos & Spadari-Bratfisch, 2006).

Assim, o estresse pode ser definido como uma condi¢do de risco ou de percepgcao
de risco a homeostase, estabelecido por possiveis forcas adversas, intrinsecas ou
extrinsecas, reais ou nédo (Chrousos & Gold, 1992; Habib e col., 2001). A reacéo
de estresse ativa um repertorio complexo de respostas adaptativas, fisioldgicas ou
comportamentais que, se inadequadas, excessivas e/ou prolongadas podem afetar o
comportamento, bem como provocar consequéncias adversas as fungcdes organicas
como o crescimento, o metabolismo, a circulagdo, a reproducao e as respostas
imunoldgica e inflamatéria (Charmandari e col., 2005). Sendo assim, o0 estresse é
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um fendmeno intrinsecamente dicotémico. Se por um lado desencadeia importantes
funcbes de adaptacgéo, por outro, se excessivo em intensidade ou duracéo, pode
desencadear as chamadas doencas relacionadas ao estresse (Santos & Spadari-
Bratfisch, 2006).

Com base na observacao da variedade das acbes centrais e periféricas das
catecolaminas e glicocorticoides, foi proposto que o organismo disporia de um
“Sistema de Estresse”, a semelhanca dos demais sistemas organicos (Charmandari
e col.,, 2005). O Sistema de Estresse inclui componentes centrais localizados,
principalmente, no hipotalamo e no tronco encefalico, e componentes periféricos.
Destacam-se os neurdnios parvocelulares (que sintetizam e liberam o fator liberador
de corticotrofina, CRF) e os neurbnios do nucleo paraventricular (PVH) (que liberam
arginina/vasopressina, AVP), ambos do hipotdlamo. No bulbo estdo localizados
os neurbnios CRFérgicos dos nucleos paragigantocelular e parabraquial e o I6cus
ceruleosnoradrenérgico (LC/NE). Os componentes periféricos do sistema de estresse
incluem os integrantes periféricos do eixo HPA, o sistema eferente simpético e a
medula suprarrenal (Charmandary e col., 2005).

O PVH é um microcosmo de integracao neuroendocrina, autonédmica e sensorio
motora, dadas suas divisdes estruturais e funcionais que liberam no sistema porta-
hipofisario neurohorménios e cujas projec¢des sao direcionadas ao tronco encefalico
e a medula espinal. Essas estruturas controlam a presséo arterial, a composicao
eletrolitica, o metabolismo energético, a temperatura, o apetite, 0 comportamento
de defesa e a resposta de estresse. O CRF é o principal regulador hipotalamico de
sitios extra-hipotalamicos no cérebro, incluindo partes do sistema limbico, amigdala,
hipocampo, regido frontal e o sistema simpético LC-NE (Charmandari e col, 2005;
Horn & Swanson, 2013; Joéls & Baram, 2009).

AAreaHipotalamica Lateralrecebe umavastasérie deinformacdesinteroceptivas
e exteroceptivas; exerce modulagdo cognitiva, motora esquelética, autonémica e
endocrina, controla a ingestao alimentar e o estresse (Berthold & Mlnzberg, 2012).
Exerce acéo inibitéria sobre a resposta taquicardica desencadeada pelo estresse
de restricdo (Deolindo e col., 2013). Tem abundantes projecdes eferentes para toda
camada cortical, incluindo a formacé&o hipocampal, amigdala, nuacleos da base,
talamo, tronco encefalico e medula espinal, assim como para maior parte dos outros
nucleos do hipotalamo (nucleo da area medial, nucleo arqueado, PVH, DMH, nucleo
ventromedial e nucleo anterior).

O Ndcleo Hipotalamico Dorsomedial (DMH) desempenha papel crucial na
modulacdo da resposta cardiovascular e da resposta vasomotora simpatica a
diferentes estressores por meio de neurbnios da medula ventrolateral rostral
(RVLM) e do nucleo pélido da rafe (RP) que aumentam a frequéncia cardiaca (FC),
a pressao arterial (PA), a liberacao de ACTH, a atividade locomotora e a atividade
simpatica (Fontes e col., 2011). O neuropeptideo orexina (ORX), mobiliza uma
resposta coordenada de panico/defesa que envolve alteracbes cardiorrespiratérias,
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endocrinas e de ansiedade (Johnson e col., 2012).

Aamigdala é critica no condicionamento do medo e também estarelacionadacom
a consolidacao da memoria de experiéncias emocionais conscientes via mecanismos
noradrenérgicos intrinsecos ativados na resposta de estresse (Roozendaal e col.,
2008). Os efeitos do estresse sobre a amigdala incluem disturbios em aspectos
afetivos e emocionais da cognicdo. Foram identificadas modificacdes celulares e
moleculares relacionadas a neuroplasticidade amigdaldide induzidas por estresse,
que devem estar na base de comportamentos depressivos e ansiosos (Lucassem e
col., 2014). O hipocampo medeia os aspectos espaco-temporais do comportamento
(Lucassem e col., 2014), é fundamental a memdria explicita/ consciente relacionada
a sequéncia de eventos de curto prazo (McEwen e col., 2013).

O cortex cerebral, integrado com a amigdala, PVH, hipotalamo lateral e
nuacleo parabraquial, envia proje¢cées aos neurdnios autonémicos pré-ganglionares.
Estimulos nas areas pré-limbica e infra-limbica do cortex cerebral pré-frontal
produzem uma variedade de efeitos autondmicos, incluindo contragao do estbmago
e mudancas na pressdo arterial (Horn e Swanson, 2013), modulagdo negativa
do eixo HPA e do sistema simpatico adrenomedular (Brunoni e col., 2013). Essas
areas sensoério-motora-vicerais do cortex cerebral e da amigdala estdo na base das
respostas emocionais condicionadas. (LeDoux e Damasio, 2013).

O sistema limbico, composto por giro do cingulo, cértex pré-frontal, giro
parahipocampal, amigdala e hipocampo, estd relacionado ao processamento
emocional, sendo que as regides corticais sao responsaveis pela percepcao/
consciéncia deste processo. Estruturas limbicas e projecdes da amigdala podem
modular a atencdo, percepcdo, memoéria e decisdo, enquanto proje¢cdes do CPF
modulam estruturas amigdalinas. Essas correlagdes entre amigdala e CPF estéo na
base dos processos fisiologicos e fisiopatoldgicos de condi¢des como ansiedade,
medo, distarbios do humor, tomada de decisao e fungdes cognitivas (McEwen e col.,
2013). Ha crescentes evidéncias de que alteragdes na morfologia neuronal do CPF
induzidas por estresse, estdo associados com “deficits” nas fungdes executivas,
como a memoria de trabalho, mudancas no foco de atencéao e flexibilidade cognitiva,
assim como o desequilibrio emocional na forma de uma debilidade na capacidade de
extincdo do medo condicionado (Holmes & Wellman, 2009).

O exposto acima demonstra que a resposta de estresse envolve inUmeras
estruturas do sistema nervoso central e periférico, além de praticamente todos os
orgaos periféricos, as emocdes e 0 comportamento.

Os transtornos de ansiedade estdo intimamente relacionados com a regulacéo
anormal do medo e o estresse cronico tem acéo critica na sensibilizacéo das vias
amigdalinas relacionadas a resposta de medo e ao comportamento ansioso (Hyman
& Cohen, 2013).

O circuito de medo esta centrado na amigdala e medeia comportamentos de
defesa e respostas ao perigo, recebendo inputs diretamente do sistema sensorial e
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projetando neurdnios para o neocortex, nucleos da base, hipocampo e hipotalamo.
O estimulo gerador de medo ativa a amigdala mesmo quando n&o é percebido
conscientemente, ou seja, na auséncia de processo cortical (Etkin e col., (2004;
Ohman e col. ,(2007).

Nos circuitos envolvidos na relagdo estresse — medo — ansiedade, destaca-se o
papel da substancia cinzenta periaqueductal dorsal, CPF, cortex do giro do cingulo,
nucleo da rafe, septo e hipocampo, amigdala e hipotalamo medial (Brandé&o e col.,
2004). Tais vias séo sitios preferenciais de estudo das a¢des da EEA no ponto PC6,
descrito como ansiolitico, antiarritmico e protetor cardiaco.

Basseto e col. (2016) demonstraram que EEA aplicada ao ponto Nei Guan
(PC®6), descrito classicamente como ansiolitico e regulador cardiovascular, em ratos
submetidos a imobilizagao (IMO) por 60 min em 3 dias consecutivos (IMO) reduziu a
imunorreatividade a proteina Fosno CPF, AMIme, AMIce, nas areas hipocampais CA1,
CA2,CA3 e GD, PVH, DMH e no hipotalamo lateral, com redugcéo de comportamentos
indicadores de ansiedade. Os autores sugeriram que a eletroacupuntura pode ser
utilizada como ferramenta terapéutica para atenuar os efeitos do estresse crdnico
reduzindo, assim, seu potencial patogénico.

6 | CONCLUSAO

Estresse é uma condicdo prevalente na sociedade devido ao estilo de vida
atual. Embora seu objetivo seja permitir a sobrevivéncia frente a adversidade, o
estresse pode desencadear inumeras doengas, quando crénico ou muito intenso.
A acupuntura pode representar uma alternativa terapéutica para o tratamento do
estresse uma vez que seus efeitos se estendem as inumeras regides do sistema
nervoso central, inclusive aquelas ativadas durante a resposta de estresse.
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RESUMO: Existem cerca de 148.000 pessoas
cegas no Brasil. A principal causa de cegueira
€ a catarata, a segunda causa é o glaucoma.
Glaucoma é uma doenca que lesiona o nervo
Opticodevido ao aumentoda pressaointraocular.
O tratamento é feito com agente farmacol6gico
ou cirurgico. A adesao e eficacia do tratamento
estdo relacionados com as informacoes
prestadas aos pacientes que, muitas vezes
isso ndo acontece nos consultérios médicos.
Estudos demonstram que 80% dos pacientes
usam a técnica incorreta, por essa razao é
essencial a atencdo farmacéutica, prestar
assisténcia ao paciente orientando sobre os
cuidados com a saude, riscos e consequéncias,
e técnica correta de instilacdo do colirio, com
videos demonstrativos e folhetos instrucionais,
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causando um impacto positivo no tratamento.
Uma maneira simples e de baixo custo para
aumentar a adesao ao tratamento.

PALAVRAS-CHAVE:
farmacéutica, ldoso.

Glaucoma, Atencao

PHARMACEUTICAL CARE FOR PATIENTS
WITH GLAUCOMA: A LITERATURE REVIEW

ABSTRACT: There are about 148,000 blind
people in Brazil. The main cause of blindness
is cataract, the second cause is glaucoma.
Glaucoma is a disease that damages the optic
nerve dueto in creased intraocular pressure.
The treatment is done with pharmacological
or surgical agent. Adherence an defficacy
of treatment are related to the information
provided to patients, which often does not
happen in doctors’ offices. Studies show that
80% of patients use the wrong technique, there
fore pharmaceutical care is essential, providing
patient care with guidance on healthcare, risks
and consequences, and correct eye wash in
stil lation technique with demonstrative video
sandle aflets with a positive impact on treatment.
A simple and inexpensive way to increasead
herence to treatment.

KEYWORDS: Glaucoma, Pharmaceutical care,
Aged.
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11 INTRODUCAO

Glaucoma é uma doenca que lesiona o nervo Optico levando a perda irreversivel
da visao (GUPTA et al, 2016). A pressao intraocular (PIO) é regulada pelo humor
aquoso. Lesdes congénitas ou adquiridas que obstruem mecanicamente o efluxo
do humor aquoso fazem decorrer o glaucoma. Existem farmacos para o tratamento
prolongado do glaucoma, quando um agente farmacologico ndo reduz a PIO deve
ser usado um de classe diferente ou uma segunda medicagdo pode ser adicionada
como terapia adjunta (PORTH e MATFIN, 2010).

Uma boa relacdo médico-paciente é muito importante, pois a maior causa de
fracasso no tratamento ndo esta na ineficacia das drogas e, sim, na baixa fidelidade
ao tratamento clinico, pois tem o desconhecimento da doenca e suas consequéncias,
e também formas inadequadas de uso de medicacdo. As informagdes necessarias
sobre os riscos da doencga, consequéncias, objetivo do tratamento e regras béasicas
para o uso de medicacgao, cabe ao médico informar, mas é fundamental que o paciente
tenha uma orientacéo sobre a instilagéo correta da medicac&o e essa atribuicao se
da ao farmacéutico (BETINJANE et al, 2005).

A Assisténcia Farmacéutica esta definida no Art.1°, inciso IV da Resolugéo n. °
338, do Conselho Nacional de Saude, de 06 de maio de 2004. A¢des de assisténcia
farmacéuticas referentes a atencéao farmacéutica compreende prevencéo, promog¢ao
e recuperacado da saude, de forma integrada a equipe de saude. A interacdo do
farmacéutico com o usuario visa uma farmacoterapia racional, obter resultados
definidos, voltados a melhorar a qualidade de vida respeitando suas especificidades
biopsicossociais.

E uma troca de informagées entre o paciente e o farmacéutico, que orienta
sobre os cuidados em saude e uso de seus medicamentos, traz grandes beneficios
aos pacientes e proporciona reconhecimento ao farmacéutico, além de fortalecer
o relacionamento entre o profissional da saude e o paciente, podendo aumentar a
adeséo ao tratamento. No aconselhamento o farmacéutico pode orientar sobre o0 uso
correto dos medicamentos prescritos para melhorar os efeitos terapéuticos, reduzir
0 aparecimento de efeitos adversos e toxicidade, informar sobre os cuidados com a
saude e higiene, a fim de prevenir complicacbes e doencgas e melhorar seu estado
geral. Podendo ser feito com paciente individual, com base na sua receita médica,
ou em grupos de portadores de doencas especificas, isso cria condi¢cdes para que se
estabeleca uma interacdo satisfatéria, onde nédo ha somente troca de informacdes,
mas também seja um espaco para os pacientes tirarem suas duvidas, discutirem
suas dificuldades e necessidades (SILVA, NAVES e VIDAL, 2008).

Sobre a técnica de instilacdo, até 80% dos pacientes que fazem uso de colirios
realizam a técnica incorreta quando se auto administram medicacéo ocular por
falta de instrucdo formal. A técnica errada pode favorecer para o desperdicio de
medicamentos, desfecho desfavoravel, aumento de custo, diminuicdo da eficacia
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terapéutica e menor satisfacdo do paciente. Feng et al, (2016), fizeram um estudo
com objetivo de avaliar a utilidade e o impacto da educagédo dos pacientes sobre
a técnica correta de auto administracao de colirios, com video instrucional, folheto
educacional ilustrado e pré e po6s-pesquisa de ensino, como resultado apds o
ensino, 91% dos pacientes se sentiram mais confiantes em administrar os colirios,
demostrando melhora significativa imediata apds o ensino.

2|1 REVISAO DA LITERATURA

Estima-se que a segunda maior causa mundial de cegueira seja o glaucoma.
O glaucoma causa danos progressivos e irreversiveis ao nervo oOptico, resultando
gravemente a perda de visdo. E mais comum em idosos e sua prevaléncia continuara
crescendo em todo o mundo a medida que a expectativa de vida aumente (MIGUEL
et al, 2015; DE MORAES et al, 2016).

Alguns fatores estao associados com o risco em aumentar o desenvolvimento de
glaucoma, sao eles: pressao intra-ocular elevada (P1O), aumento da idade, histérico
familiar, funda racial africano ou asiatico, miopia e espessura corneana central mais
fina. Os trés principais tratamentos para reduzir a PIO sao: terapia medicamentosa,
terapia com laser e cirurgia incisional (XU et al, 2017).

O mecanismo de acdo dos medicamentos na reducéo da PIO fundamenta-se
em reduzir a producéo de humor aquoso ou o aumento da taxa de fluxo do humor
aquoso dentro do olho. (Analogos de prostaglandinas, betabloqueadores, agonistas
adrenérgicos seletivos alfa2, agonista colinérgicos e inibidores da anidriase
carbbnica). Habitualmente comeca com medicamentos, para um nivel mais alto
podem ser usados como tratamento suplementar com laser ou cirurgia, quando
esses dois ndo for bem-sucedido em atingir a PIO alvo no p6s-operatério (XU et al,
2017).

A ndo adesao ao tratamento esta associada ao avang¢o dos danos causados
nas células ganglionares da retina, levando a perda de vis&o. E valioso que o médico
oftalmologista verifique a técnica de instilacéo dos colirios, orientando-os em relacao
ao manuseio correto da medicacao (MC VEIGH et al, 2015; MIGUEL et al, 2015).

Segundo Feng, foram realizados estudos anteriormente e demostraram que
até 80% dos pacientes usavam a técnica incorreta. Alguns pacientes consomem
grandes quantidades de colirios, tentando colocar a medicagado em seus olhos. Nao
h& como saber a dosagem correta que foi utilizada, isso dificulta para os médicos
determinarem se 0s medicamentos prescritos néo estdo fazendo efeito ou se a gota
nao esta caindo no olho, isso pode impactar nas escolhas terapéuticas (EATON et
al, 2015).

Dificuldades com a auto instilagéo de colirios € um problema significativo para
0 paciente, se o paciente sempre falhar em instilar com sucesso seus colirios maior

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa Capitulo 4




o risco de progresséo da doenca (TATHAM et al, 2013).

A educacao dos pacientes é um elemento primordial para garantir que eles usem
seus colirios de forma eficaz e entender o porqué aquela medicacéo foi prescrita
(MC VEIGH et al, 2015).Explicacdo adequada e demonstracdo de como os colirios
devem ser usados muitas vezes sao negligenciados (TATHAM et al, 2013).Isso
devido ao tempo limitado que os pacientes tém com seus oftalmologistas (SAYNER
et al, 2016).

Estudo feito por Tatham, verificou que sessenta e nove dos 85 (81,2%) néo
conseguiam lembrar de alguma vez ser mostrado como instilar o colirio, apenas
quatorze dos 85(16,5%) lembram de ter sido mostrado como usar os colirios pelo
oftalmologista.

Outro estudo feito por Eaton, realizado por um dispositivo portétil, reutilizavel
e barato, o Eye Drop Applicator Monitor (EDAM), figura 1, que permite monitorar
diretamente a adeséo do paciente e até fornecer informacdes sobre como melhorar
a técnica de instilacdo. O EDAM usa um sistema de monitoramento de video, que
registra o tempo de aplicacao, e também o tempo real da administracéo em si, essas
informacdes podem ser transferidas para um computador permitindo que médicos e
paciente analise o que esta sendo feito de errado, e posteriormente, recomendacdes
especificas sobre como corrigir e melhorar ou alterar o regime terapéutico possa ser
feito por médico, enfermeiro ou assistente. Nesse estudo ficou nitido que poucos
pacientes sado capazes de instilar colirios de forma adequada e consistente, apenas
1 dos 25 na fase clinica foi capaz de instilar adequadamente 20 gotas e fazer com
que todas pousassem no olho sem tocar nos cilios, nas palpebras ou nos anexos
com o conta gotas.

Figura 1 - Dispositivo portatil Eye Drop Applicator Monitor (EDAM)
AJ Tathamet al., 2013.
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E questionavel que a educacédo dos pacientes sobre a administragéo de colirios
pode ser uma maneira coerente e econémica de aumentar a adesao e 0 sucesso
clinico (FENG et al, 2016).

Pacientes com glaucoma devem ser instruidos uma boa técnica de instilacao
de colirios desde a primeira vez que fossem prescritos (TATHAM et al, 2013).De
acordo com Zimermman a técnica ideal € a criagdo de um bols&o na palpebra inferior,
puxando para longe do olho e aplicando uma gota no bolso criado, apés administrar
a gota o olho deve ser fechado ou aplicar uma pressao nos ductos lacrimais com
o dedo por 1 a 2 minutos, isso aumenta o tempo de contato com a medicacéo, é
necessario um tempo de 5 minutos entre uma instilacédo e outra nos olhos.

Existe uma ocasidao para os farmacéuticos terem um impacto positivo no
tratamento dos pacientes de glaucoma, ja que raramente recebem instrucoes
continuas sobre a administragao de colirios de seus oftalmologistas e acham dificil se
auto administrar. Os farmacéuticos podem demonstrar e avaliar a técnica correta de
instilacéo de colirios, se o tempo nas consultas € limitado, os farmacéuticos podem
fornecer uma hiperligacdo de como administrar corretamente os colirios (SAYNER
et al, 2016).

Estudo feito por Feng et al, 2016, teve como objetivo medir os efeitos diretos que
0s materiais educativos tiveram sobre a técnica de autoadministracdo de pacientes
com colirios, conforme figura 2. Pacientes relataram que se sentiram mais confiantes
depois do ensino com os materiais educativos. Foram usados video instrucional
e um folheto educacional ilustrado, independente se tiveram educacao anterior ou
confianca a maioria dos pacientes relataram que os materiais ajudaram a administrar
corretamente os colirios.
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Figura 2 — Pontuacéo de desempenho de autoadministracéo de colirios antes e depois da
exposicao as ferramentas educacionais.

Fenget al., 2016.

O reforgo da técnica correta deve ocorrer periodicamente, em visitas, para ajudar
a motivar o paciente a aderirem ao regime de medicacao (TATHAM et al, 2013), seria
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util desenvolver protocolos com técnicos em videos (MIGUEL et al, 2015), videos
demonstrativos e folhetos instrucionais ilustrativos, ferramentas de baixo custo e que
iram promover aos pacientes compreensao, conformidade e satisfacao (FENG et al,
2016).

31 DISCUSSAO E RESULTADOS OBTIDOS

De acordo com as pesquisas realizadas nos treze artigos cientificos, o glaucoma
€ mais comum em idosos e sua prevaléncia continuara aumentando conforme a
expectativa de vida aumenta.

Segundo Tatham etal,2013,em seu estudo 81,2% dos pacientes nao conseguiam
lembrar se alguma vez foi mostrado como administrar os colirios, apenas 16,5%
lembram de ter sidos orientados por um oftalmologista.

No estudo de Sayner et al, 2016, apenas 5% foram capazes de incutir uma
unica gota no olho, 90% conseguiram com que a gota caisse na primeira tentativa
e 40% tocaram com o conta gotas nos olhos ou face. Descobriu-se que raramente
0s médicos instruiam os pacientes sobre como instilar os colirios, devido ao tempo
limitado das consultas e que existe uma oportunidade para os farmacéuticos terem
um impacto positivo no tratamento dos pacientes com glaucoma, podendo avaliar,
de demostrar a técnica correta de instilagdo segundo Zimermman.

Eaton et al. 2015, testaram um dispositivo chamado de Eye Drop Application
Monitor (EDAM), portatil, reutilizavel e barato. E um sistema de monitoramento que
registra o tempo de aplicacdo, podendo ver quando e quanto cai de medicamento
no olho durante a autoadministracdo. Permitindo que se analise o que esta fazendo
de errado através de dados transferidos para o computador, podendo ser usado em
ambiente ambulatorial.

Feng et al, 2016, a educacéo do paciente sobre a instilacdo de colirios pode
ser uma maneira simples e econébmica para aumentar a adesdo ao tratamento,
sugerindo que médicos devam considerar a inser¢cédo de ferramentas formais como
videos demonstrativos e folhetos instrucionais.

Os resultados do estudo de MC Veigh and Vakros, 2015, destacaram a questao
da adesao dos pacientes com glaucoma, sendo o primeiro estudo oftalmologico que
buscou melhorar a adesao e educar os pacientes simultaneamente.

Por fim, Miguel AIM et al, 2015, ressalta que é importante que os oftalmologistas
verifiquem a técnica correta de instilacao dos colirios, afim de orienta-los. Sugerindo
que os pacientes devam ser supervisionados ou um acompanhante possa instilar
o colirio afim de aumentar a chance de adesao. Sendo util também desenvolver
protocolos com videos e folhetos ilustrativos.
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41 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram que muitos pacientes ndo tem uma boa
adesao ao tratamento de glaucoma. Muitos ndo foram orientados corretamente na
consulta com seus oftalmologistas, consultas rapidas, pouca destreza. Pesquisas
mostraram resultados favoraveis ap6s educacdo dos pacientes com videos
instrucional, folhetos educacionais ilustrativos e demonstragcdo da técnica correta,
melhorando a relagéo custo-eficacia, resultados clinicos, satisfacao do paciente e
adesdao ao tratamento. Sendo uma 6tima oportunidade para os farmacéuticos atuarem
na atencdo farmacéutica, visando a farmacoterapia racional, obtendo resultados
definidos, melhorando a qualidade de vida respeitando suas especificidades
biopsicossociais.
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RESUMO: A vitamina D é adquirida,
principalmente, através da sintese epidérmica
sob exposicdo solar, mas que pode também
ser adquirida por meio da alimentagao ou
suplementacao. Para que seja absorvida pelo
organismo e utilizada em seus processos
biol6gicos, é necessario que seja convertida em
1,25(0OH)2D3 (vitamina D3). Tanto a vitamina
D3 quanto o receptor de vitamina D (VDR)
atuam diretamente em processos imunolégicos
tipicos e quadros patoldgicos, que vao de
doencas infecciosas, como a tuberculose, a
autoimunes, como a artrite reumatoide. Sua
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atuacéo no sistema imunologico abrange tanto
a resposta imune inata quanto a adquirida.
Os polimorfismos do gene VDR, que codifica
o receptor, tém sido associados a ocorréncia
de determinadas patologias. Os niveis de
vitamina D3 e de expressao de mRNA de
VDR apresentam relagcbes com a ocorréncia
de doencas como a hanseniase, atuando na
susceptibilidade a hanseniase por si e as formas
clinicas desenvolvidas, onde alteram os perfis
de resposta celular Th1 e Th2. As variagcbes
genéticas populacoes
uma questdo de importancia sobre essas

entre representam

caracteristicas.
PALAVRAS-CHAVE:
Imunologia

VDR. 1,25(0H)2D3.

VITAMIN D AND ITS RECEPTOR’S ACTING
ON IMMUNOLOGICAL PROCESSES AND
IMMUNOGENETIC PROFILES RELATED TO
LEPROSY

ABSTRACT: Vitamin D is acquired mainly
through
exposure, but can also be acquired through diet

epidermal synthesis under sun
or supplementation. In order to be absorbed by
the body and used in its biological processes,
it must be converted to 1,25 (OH) 2D3 (vitamin
D3). Both the vitamin D3 and the vitamin D

receptor (VDR) act directly on typical immune
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processes and pathological conditions, ranging from infectious diseases such as
tuberculosis to autoimmune diseases such as rheumatoid arthritis. Its role in the immune
system encompasses both innate and acquired immune responses. Polymorphisms of
the VDR gene, which encodes the receptor, have been associated with the occurrence
of certain pathologies. Vitamin D3 and VDR mRNA expression levels are related to the
occurrence of diseases such as leprosy, acting on the susceptibility to leprosy per se
and to the clinical forms developed, which alter the Th1 and Th2 cell response profiles.
Genetic variations between populations represent an important question about these
traits.

KEYWORDS: VDR. 1,25(0OH)2DS3. Imunology

11 VITAMINA D E O RECEPTOR DE VITAMINA D (VDR)

Ha muito se estuda os efeitos regulatorios do horménio chamado vitamina D
sobre o organismo, ficando conhecida, inicialmente, por favorecer a homeostase
do calcio (BOUILLON; OKAMURA; NORMAN, 1995). A vitamina D atualmente tem
suas pesquisas voltadas também a sua atuacdo no sistema imunolbgico, tanto
nas respostas inatas como adaptativas (SHIN et al., 2010; VASILIOU et al., 2014)
Com diversas vias de atuacéo, tem a capacidade de estimular e suprimir cascatas
imunoldgicas, com, por exemplo, a inducéo e inibicdo da producéo de citocinas e
outros componentes imunes (PENNA; ADORINI, 2000; CANNING et al., 2001).

Na imunidade inata, uma das participagcdes observadas foi da ativacao de
Receptores do tipo Toll-Like (TLR) em mondcitos, aumentando a atuagao microbicida
(LAI; GALLO, 2009). Na resposta adaptativa, ha relatos de efeito supressor da
vitamina D3 sobre as células T helper tipo 1 (Th1), ao contrario disso, nas células
Th2 e Treg pode haver uma estimulacéo indireta (CANTORNA et al., 2015; VAN DER
HARST; VERWEIJ, 2018).

A forma inicial da vitamina D, sintetizada na epiderme sob incidéncia de raios
UV, néo é aproveitada pelo organismo, ela precisa ser convertida em uma de suas
formar ativas, a vitamina D2 (Ergocalciferol) ou, a principal delas, vitamina D3, o
calcitriol (KOREN, 2006). A enzima 1-alfa-hidroxilase catalisa a conversao final em
1-alfa,25-di-hidroxivitamina D ou 1,25(0OH)2D3 (TAKEYAMA et al., 1997).

E preciso ressaltar a importancia dessa vitamina sofre o funcionamento do
sistema ésseo. Estudos moleculares demonstram que o tratamento com vitamina D
sobre seus receptores especificos altera a expresséo e a atividade de ligacao aos
genes de fatores de transcricao em células 6sseas (SHIAU et al., 1998).

O receptor de vitamina D (VDR) atua no interior de suas células-alvo,
especificamente no nucleo, regulando a expressao génica. Para que exerca suas
funcdes, o VDR precisa estar associado ao receptor X retinéide (RXR), formando
o heterodimero VDR/RXR. Ao ser ativado pela 1,25(0OH)2D3, o receptor sofre
uma mudang¢a conformacional e aciona uma cascata imunolégica (KOREN, 2006;
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CAMPBELL et al., 2010).

Em humanos, o gene VDR, que codifica o receptor de nome homologo, esta
localizado no cromossomo 12 (SZPIRER et al., 1991). Possui 11 éxons, destes, os
éxons 2 e 3 estao envolvidos na ligacdo ao DNA e os éxons 7,8 e 9 sdo responsaveis
pela ligacéo a vitamina D (HUGHES et al., 1988; MIYAMOTO et al., 1997).

Niveis desse horménio em portadores de esclerose mdaltipla afetaram
diretamente o desenvolvimento da mesma. A presenca de altos niveis no momento
do primeiro evento desmielinizante promoveu efeito protetivo, com menor risco na
progressdo da doenca (ASCHERIO et al., 2011). J& em casos e urticéaria crbnica,
mudancas na via metabdlica de vitamina D, relacionadas a proteinas de ligacao
e assim como o polimorfismo nos genes das proteinas e do receptor de vitamina
D, podem ser fortes fatores de risco para a evolucdo de quadros (ABU EL MAATY;
WOLFL, 2017).

E observada possivel interferéncia da vitamina D no estado de equilibrio
imunoldgico diante de reacdes do sistema, exercendo outra de suas acoes, o efeito
paracrino sobre a liberacdo de linfocitos, regulacdo da diferenciacao de células T
e inibicdo da citotoxicidade em reacdes linfocitarias (BHALLA; AMENTO; KRANE,
1986; MEEHAN; KERMAN; LEMIRE, 1992; CHANG et al., 2010).

A reducdo da producéo de IL-2 e IFN-y é parcialmente mediada pela ligacao
do heterodimero de receptores VDR/RXR aos elementos de resposta da vitamina
D (VDRE) nos promotores dos seus genes codificantes, essa reducdo ocorre
principalmente em células T de memdria. Ha relatos de células T inespecificas
tratadas com 1,25(0OH)2D3 suprimindo respostas primarias de linfocitos mistos e
células T citotoxicas (MEEHAN; KERMAN; LEMIRE, 1992; CIPPITELLI; SANTONI,
1998; VELDMAN; CANTORNA; DELUCA, 2000).

Em doencgas autoimunes e transplantes, a vitamina D3 atua na prevencao de
fortes respostas Th1 ao mesmo tempo que aumenta respostas Th2, na auséncia
de APC. Em ensaios in vivo, com camundongos, a administracdo de vitamina D3
resultou no aumento da producéo e expressao de IL-4 e diminuicao dos niveis de
IFN-y (BOONSTRA et al., 2001; GREGORI et al., 2001).

Estudos sugerem uso da vitamina no tratamento de artrite reumatoide, para
controle da inflamacdo. Pesquisas in vivo demonstraram que concentracdes
especificas de vitamina D3 foram capazes de reduzir a proliferacdo celular e induzir
apoptose. Para além disso, foi verificada capacidade inibitéria sobre a via de
sinalizacao de NF-kB. Deste modo, a vitamina é capaz de amenizar o avanco da
doenca (WANG et al., 2016; SUN et al., 2019).

Outra forma de atuacéo conhecida da vitamina D é na inibi¢do do fator nuclear
kappa B (NF-kB), este que pode favorecer a susceptibilidade imunologica a M. leprae,
especialmente a forma multibacilar da hanseniase (TELES et al., 2013; WAMBIER et
al., 2014; TONIATO et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2017). Estudos sugerem aplicacao
da terapia com vitamina D em pacientes com asma, para atuacéo contra a ativacao
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excessiva do NF-kB nas atividades das células musculares lisas das vias aéreas
humanas (SONG et al., 2013).

A participacao da vitamina D em processos imunologicos de combate a outras
infeccdes micobacterianas corroboram a proposta de que a terapia com vitamina D
seja utilizada como adjuvante no tratamento da hanseniase (MANDAL et al., 2015).

2 | POLIMORFISMOS DO GENE VDR EM DOENCAS

Possivelmente a primeira mutagéo patologica identificada molecularmente em
gene de receptor de horménio esteroide ocorreu no receptor de vitamina D. A doenca
descoberta se chama raquitismo dependente de vitamina D tipo 2A (HUGHES et
al., 1988). Essa enfermidade tem como caracteristica hipocalcemia na presenca de
altos niveis séricos de vitamina D3, que gera diminuicdo dos 6rgaos-alvos a vitamina
(BROOKS et al., 1978; MARX et al., 1978).

Uma vez envolvido em processos de resposta imune, o receptor de vitamina
D pode ser relacionado a susceptibilidade em algumas doencgas. Tanto os niveis
de vitamina D3, quanto de expressao de mRNA de VDR apresentam relagcbes com
a ocorréncia de hanseniase. Uma vasta gama de estudos tem demonstrado uma
possivel associacdo direta entre os polimorfismos no gene do receptor de vitamina
D, que pertence a familia de supergenes de receptores nucleares, e a ocorréncia de
doencas autoimunes e infecciosas, dentre as quais, outras infeccbes micobacterianas
(HUANG et al., 2015; MANDAL et al., 2015; JOLLIFFE et al., 2016).

A atuacédo em atividades imunomoduladoras do VDR vem sido estudadas em
algumas doencas. Sob inducao do TGF-$ (Fator de crescimento transformador ),
a ativacao de fibroblastos de ratos com esclerose sistémica foi influenciada pela
gueda nos niveis de expressdo do VDR, que aumentou a sensibilidade ao fator de
crescimento. A estimulacdo com paracalcitrol (droga similar a vitamina D2) reduziu
a estimulacédo do TGF- 3 sobre os fibroblastos e influenciou de modo antifribético,
expressando, assim, seu papel imunoregulador em quadros de fibrose (ZERR et al.,
2015).

No epitélio intestinal, a sinalizagdo do VDR participa da regulagao de processos
inflamatérios do colon, resguardando a integridade da barreira epitelial. Isso faz
com que o receptor seja negativamente regulado e tenha sua deteccéo reduzida
em bidpsias de pacientes com colite. Estudos experimentais com camundongos
demonstraram que, diante da deficiéncia de vitamina D, inflamac¢des foram agravadas
(DU et al., 2017).

A vitamina D sintetizada no célon pode atuar sobre componentes imunologicos
locais para suprimir a inflamacé&o nos tecidos. Ela tem a capacidade de inibir o perfil
de resposta celular T auxiliar 17 (Th17) e promover o perfil de resposta das células T
reguladoras (Treg) (DU et al., 2017). Em experimentos in vitro com sangue periférico
humano, ativado com anticorpos e com a presenca de citocinas Th17, foi realizado
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tratamento com vitamina D3. A partir dai, os experimentos demonstram diminuicao
significativa de IL-17A (citocina Th17), sem afetar a expressédo de miRNAs (HUANG
et al., 2017).

Na doenca de Crohn, a suplementacao com vitamina D auxilia o aprimoramento
das funcbes das barreiras intestinais. (ZERR et al., 2015; DIMITROV; WHITE,
2017)1,25-(OH.

E importante ressaltar que, assim como quaisquer outras configuragdes
genéticas, os polimorfismos do VDR n&o obedecem necessariamente a um padréo
de distribuicdo global, mas com perfis genotipicos diferentes em etnias distintas.
Enquanto a predominancia genotipica de Apal tende a ser Aa em individuos de
diferentes continentes, Taql se divide em Tt e TT até mesmo em paises do mesmo
continente. O polimorfismo Taqgl, através do genétipo TT, se mostrou presente em
doentes, enquanto o genoétipo Tt prevaleceu em controles saudaveis de estudo
realizado no México. (VELARDE FELIX et al., 2009; HADDAD, 2014).

O polimorfismo no gene do receptor de vitamina D denominado Fokl/ tem sido
relacionado a distintos quadros patoldgicos. Dentre eles, foi relatada influéncia sobre
a ocorréncia de doencgas infecciosas, como a tuberculose em asiaticos, e sobre
atuacdes de doencgas autoimunes, como a esclerose multipla (HUANG et al., 2015;
ABDOLLAHZADEH et al., 2017).

3 1 POLIMORFISMOS DO GENE VDR NA HANSENIASE

Estudos apontam que os polimorfismos nos sitios Apal, Tagl, Fokl e Bsml
podem afetar a estabilidade do RNAm, alterando significativamente os niveis de
proteinas, o qual resulta em um desequilibrio da resposta imune do hospedeiro,
tanto Th1 quanto Th2. Deste modo, a forma clinica a ser desenvolvida e severidade
da doenca séo afetadas (NEELA et al., 2015).

Pesquisas demonstraram provavel relacéo de polimorfismos no gene VDR com
o o desenvolvimento da hanseniase, além da progressao aos polos da mesma. Estudo
indiano aponta os genoétipos Fokl ff, Apal AA e Aa, assim como os haplétipos de T-F-a
e T-f-a (Taql-Fokl-Apal) como caracteristica de grupos de risco de desenvolvimento
da doenca, através de alteracdo no fenétipo VDR e consequentemente na cascata
imunoldgica em que esta envolvido (NEELA et al., 2015).

Estudo pioneiro, realizado na india, analisou a influéncia do polimorfismo Taql,
do gene VDR, sobre as diferentes formas da hanseniase. Esse primeiro trabalho
demonstrou uma diferenca estatisticamente significante entre os genétipos de
controles saudaveis e pessoas com as duas principais formas da doencga. O gendtipo
it teve frequéncia altamente significativa nos individuos da forma tuberculdide,
sendo provavel que esse gendtipo afete a diferenciagcdo e maturagcdo das células
T, portanto, dificultando a resposta imune e favorecendo a susceptibilidade a
hanseniase. O gendtipo Tt foi mais frequente nos controles, proporcionando indicios
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de protecédo (ROY et al., 1999). No Malawi, foram também encontradas evidéncias
da susceptibilidade relacionada ao gendtipo tt do gene VDR (FITNESS et al., 2004).

Um trabalho no Brasil reforca a ideia de ft estar atuando no desenvolvimento
das células T, predominantemente em virchowianos, apesar de nao obter diferenca
estatistica significante. Pacientes com este gendétipo apresentaram indices
baciloscopicos mais altos. A juncéo de gendtipo tt com teste de Mitsuda negativo
e baciloscopia positiva demonstram uma predisposicdo ao desenvolvimento da
doenca. Os dados do teste de Mitsuda e gendétipo sozinhos ja conferem 4,5 vezes
mais chances de desenvolvimento da doenca (GOULART; FERREIRA; GOULART,
2006).

O gendtipo Tt, que pode estar conferindo protecao, foi novamente encontrado
em controles saudaveis em uma pesquisa realizada no México com alta significancia
estatistica. A relagdo entre o genétipo TT e virchowianos também se repete com
significancia (VELARDE FELIX et al., 2009).

Uma pesquisa posterior realizada na India estudou os trés polimorfismos, Tag/,
Fokl e Apal. Os autores ndao encontraram evidéncias suficientes que relacionasse o
haplétipo com a hanseniase por si. Contudo, isoladamente o gendtipo ffe o alelo f
foram considerados marcadores de susceptibilidade a forma paucibacilar da doenca.
Segundo essa pesquisa, no polimorfismo Apal os gendétipos AA, Aa e o alelo A
podem conferir susceptibilidade a hanseniase por si e a forma multibacilar. Nenhuma
associacao significante foi encontrada no polimorfismo Taqgl. No que se refere aos
haplétipos, o panorama é um pouco diferente, T-F-a e T-f-a apresentaram relacéo de
susceptibilidade a doenca “per si”, pois foram predominantes nas formas PB e MB,
respectivamente (NEELA et al., 2015).

Nem todos os trabalhos alcancam relacbes entre a hanseniase e estes
polimorfismos, isso se deve a diferencas étnicas, de amostragem e desenho de
estudo. Importante ressaltar que cada populacéo possui caracteristicas genéticas
préprias e isso deve ser considerado em estudos genéticos de populagdes (SAPKOTA
et al., 2010).

Apesar de ndo ser comumente alvo de estudo, a diferenca entre os niveis de
expressédo do gene VDR de virchowianos e pacientes com reacéo reversa ja foi
demonstrada (TELES et al., 2013).

A expressao do gene VDR em hansenianos pode ser em torno de 5 a 10%
menor que em pessoas sem a doencga, corroborando este dado, os niveis de
1,25(0OH)2D3 no sangue de doentes também se mostram reduzidos. Devido a isso,
pesquisadores sugerem a terapia com VDR como um auxiliar no tratamento desses
pacientes (MANDAL et al., 2015).

Contudo, ha que se ressaltar a necessidade de mais estudos acerca da
influéncia da vitamina D e seus receptores sobre os processos de resposta
imunoldgica dos individuos contra a hanseniase, para que estes possam agregar
ainda mais conhecimento acerca do amplo aspecto imunoldgico dos hospedeiros,
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com a possibilidade de subsidiar novas abordagens terapéuticas e profilaticas.
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RESUMO: As ervas medicinais tem na sua
utiizacdo uma grande importéncia, pois
sao de facil acesso, baixo custo e possuem
propriedades terapéuticas eficazes. Levando
em consideracdo a biodiversidade vegetal, a
caatinga destaca-se, por se tratar de um bioma

Capitulo 6




gue possui uma extensa variedade de espécies, a Pityrocarpa moniliformis (angelim)
por exemplo é uma das mais encontradas nessa regido. Esta espécie vegetal possui
diversas atividades com potencial terapéutico o que provoca o interesse da comunidade
cientifica em elucidar a relagdo risco/beneficio que sua utilizagdo pode ocasionar aos
individuos, paraisso se fazem necessarios ensaios toxicologicos. Atoxicidade originada
por uso de doses inadequadas de um composto pode ser determinada devido a
descompensacgao do organismo analisado ndo necessariamente sendo desencadeada
por um efeito toxico especifico. Diante disso, 0 objetivo do estudo foi avaliar o consumo
alimentar e o peso corporal em camundongos Swiss machos tratados com extrato
metandlico de Pityrocarpa moniliformis. Os camundongos Swiss foram divididos em
dois grupos: controle (DMSO 10% e PBS) e teste (dose administrada de 2000 mg/kg
do extrato de P. moniliformis), os mesmos foram aclimatados para analise do consumo
alimentar e peso corporal durante 14 dias. Os dados revelaram que tanto a ingestéao
alimentar e hidrica quanto o peso corporal dos animais avaliados ndo apresentaram
diferenca significativa. Portanto, pode-se observar que possivelmente o extrato
metandlico de P. moniliformis em dose de até 2000 mg/kg n&o confere toxicidade
frente a0 modelo animal estudado, porém, experimentos adicionais de toxicidade,
serdo realizados com a finalidade de melhor elucidar o potencial toxico desta espécie
vegetal.

PALAVRAS-CHAVE: Angelim. Biodiversidade. Espécies. Pityrocarpa moniliformis.
Toxicidade.

ABSTRACT: Medicinal herbs are of great importance in their use because they are
easily accessible, inexpensive and have effective therapeutic properties. Taking into
account the plant biodiversity, the caatinga stands out because it is a biome that has
a wide variety of species, the Pityrocarpa moniliformis (angelim) for example is one of
the most found in this region. This plant species has several activities with therapeutic
potential, which provokes the interest of the scientific community in elucidating the
risk/benefit relationship that its use may cause to individuals, so toxicological tests
are necessary. Toxicity from inadequate doses of a compound can be determined
due to decompensation of the organism analyzed and not necessarily triggered by
a specific toxic effect. Therefore, the objective of the study was to evaluate the food
intake and body weight in male Swiss mice treated with Pityrocarpa moniliformis
methanolic extract. Swiss mice were divided into two groups: control (DMSO 10% and
PBS) and test (administered dose of 2000 mg/kg of P. moniliformis extract), they were
acclimatized for analysis of food intake and body weight for 14 days. The data revealed
that both food and water intake and body weight of the evaluated animals did not
present significant difference. Therefore, it is possible to observe that the methanolic
extract of P. moniliformis in doses up to 2000 mg/kg does not confer toxicity to the
studied animal model plant species.

KEYWORDS: Angelim. Biodiversity Species. Pityrocarpa moniliformis. Toxicity
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INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais tem revelado cada vez mais que elas sao
importantes componentes da evolugcao humana e sdo consideradas como recursos
terapéuticos iniciais usados pelos povos. As antigas civilizagdes possuem suas
proprias referéncias histéricas sobre as plantas medicinais e, muito antes de aparecer
qualquer forma de escrita, 0 homem ja utilizava as plantas e, entre estas, algumas
como alimento e outras como remédio (TUROLLA e NASCIMENTO, 2006).

As ervas medicinais representam fator de grande relevéncia para a
manutencdo e melhora as das condi¢bes de saude dos individuos, contudo, a
maioria dessas plantas é utilizada a partir do conhecimento empirico, notando-se a
caréncia do conhecimento cientifico de seus atributos farmacol6gicos e toxicolégicos
(TOMAZZONI, NEGRELLE e CENTA, 2006; FIRMO et al., 2011).

Considerando a diversidade de espécies vegetais, a caatinga destaca-se, por
se tratar de um bioma que contém uma ampla variedade de tipos vegetacionais,
com alto numero de espécies e também remanescentes de vegetacdo ainda bem
preservada, que incluem um quantitativo significativo de taxons raros e endémicos
(GIULIETTI et al., 2003).

Dentre as espécies comumente encontradas na caatinga, a Pityrocarpa
moniliformis pertencente a familia Fabaceae é conhecida popularmente como
Catanduva. E uma espécie pioneira de médio porte que possui rapido crescimento,
no nordeste do Brasil ocorre principalmente em solos arenosos (LORENZI, 2002;
MAIA, 2004).

P. moniliformis possui um fruto em forma de vagem plana, deiscente, atingindo
até 13 cm de comprimento, de coloragcdo marrom, coriacea, curvada, contraida
entre as sementes, sua abertura ocorre apenas em um dos lados, evidenciando as
sementes de coloragéo branca, ovais e comprimidas. Esta planta produz, anualmente,
guantidades abundosas de sementes viaveis (MAIA, 2004).

As sementes de P. moniliformis, bem como as de outras espécies pertencentes a
familia Fabaceae, possuem aumentadas taxas de predacao por insetos que ocorrem
gquando as sementes ainda estdo nos frutos ligados a planta mae. Os principais
predadores das sementes dessa familia sdo os besouros da familia Bruchidae
causando danos e promovendo a reducdo do vigor das sementes (LOUREIRO,
CARVALHO e ROSSETTO, 2004; DONATO et al., 2010).

Com relacao as suas propriedades bioldgicas referenciadas a P. moniliformis
possui atividade antioxidante, fotoprotetora e antibacteriana. Essas moléculas
bioativas apresentam potencial terapéutico, podendo melhorar a qualidade e a
expectativa de vida ao atuarem contra o stress oxidativo, associado a muitas doencgas
cronicas e degenerativas. Contudo, a fim de, melhorar a compreensao sobre a
utilizacéo de espécies vegetais, se faz necesséario avaliar a relagdo risco/beneficio
de seu consumo, através de estudos toxicoldgicos (SORG, 2004; SILVA 2013; LIMA
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et al., 2014)

Atoxicidade causada por uso de doses inadequadas de um determinado extrato
vegetal pode ser determinada por descompensacéo do organismo avaliado e nao
necessariamente devido a uma acgao toxica especifica (BORGES et al., 2003, 2005;
SOUSA et al., 2008, 2011).

A toxicidade sistémica de certa substancia pode ser evidenciada, através de
diminuicdo no consumo de agua e racdo, mudanga comportamental, apatia, condigéo
inadequada de pelagem e alteracdo da massa relativa dos 6rgaos (MELO, 2001;
GONZALEZ e SILVA, 2003).

O pesocorporal € umdos parametros mais aplicados em avaliagcdes toxicolégicas
como indicativo do surgimento, muitas vezes precoce, de acdes toxicas originadas
por uma substancia no organismo animal. A auséncia de mudancgas nos parametros
fisiologicos analisados reflete numa baixa toxicidade de determinado composto
analisado (HAYES, 2001). Logo, o objetivo do presente estudo foi avaliar o consumo
alimentar e peso corporal em camundongos Swiss machos tratados com extrato
metandlico de Pityrocarpa moniliformis.

METODOLOGIA

Os grupos experimentais foram compostos por 6 camundongos Swiss (Mus
musculus) machos pesando de 20 a 25g, provenientes do biotério do Centro
Académico de Vitéria, Universidade Federal de Pernambuco — CAV/UFPE. Foram
estabelecidos dois grupos: A e B, A (controle), recebeu DMSO 10% e PBS, veiculo
no qual os extratos foram diluidos e B (teste), com dose administrada de 2000mg/kg,
todos os grupos foram compostos por trés animais selecionados randomicamente e
identificados, os mesmos foram aclimatados por um periodo minimo de cinco dias,
sob condi¢des padrao (temperatura de 25+3°C, umidade relativa do ar de 30 a 70%,
com controle do ciclo claro/escuro de 12h), para averiguacao da: ingestao de racao
e agua e pesagem dos animais. Os animais receberam racdo (Purina Labina®) e
agua ad libitum, estes foram mantidos em gaiolas de polipropileno (30x20x13 cm).
O experimento contou com a aprovacdo do Comité de Etica em Experimentagéo
Animal - CEUA (Protocolo n° 23076.052055/2014-21).

A coleta das folhas foi realizada no Parque Nacional do Catimbau, em Buique,
Pernambuco, uma exsicata da espécie P. moniliformes foi encaminhada para
Herbario do IPA (Instituto Agronémico de Pernambuco), para identificacdo. As folhas
foram trazidas para o laboratério de Produtos Naturais da UFPE, e foram secas
na estufa de circulacéo de ar forcado (40-45°C), durante trés dias, posteriormente
foram trituradas em moinho. Apés a trituracdo o material foi pesado e submetido a
extracdo em extrator automatico ASE 350 Dionex, utilizando o solvente metanol,
sob temperatura de 40°C durante 15 minutos sob pressédo de 1500 psi e fluxo de
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solvente de 5 mL/min. Em seguida o extrato foi filtrado, e permaneceu a temperatura
ambiente para secagem completa do solvente, apds a extracéo, o extrato metandlico
foi armazenado em vidro ambar na temperatura ambiente.

No primeiro dia do experimento os dois grupos (n=3), A e B receberam
DMSO 10% e PBS (veiculo no qual o extrato foi diluido) e o extrato (2000mg/kg)
respectivamente. Ambos administrados por via oral e todos receberam racao padréo e
agua em quantidades controladas para avaliagdo do consumo. Apés a administracéo,
os valores do consumo de agua e racéo, foram registrados todos os dias durante 14
dias. Vale salientar que, o peso corporal foi registrado diariamente para construcéao
da curva de evolucéo e verificagcdo de possivel alteracdo de peso. Apos o 14° de
administracao, os resultados quantitativos foram agrupados para analise estatistica,
mediante utilizacdo do teste t de student, com pés-teste de Tukey, onde p<0,05 foi
considerado como significativo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados encontrados no presente estudo foram expressos com média +
desvios padrao da média (trés animais por grupo) tabela 1 e 2.

Parametros Grupo A Grupo B
(DMSO 10%+PBS) (2000 mg/Kg)
Alimento consumido (g/dia/grupo) 21,76 £7,42 23,28+14,65
Agua consumida (mL/dia/grupo) 30,38+9,00 38,46+7,47

Tabela 1. Média dos valores obtidos do consumo alimentar e hidrico de camundongos machos
avaliados durante 14 dias.

*Significativamente diferente do controle (p <0,05).

O consumo alimentar e hidrico dos animais ndo apresentou diferenca significativa
(p>0,05) entre os grupos experimentais Ae B (Tabela 1). Os resultados sugerem que
o extrato n&o foi téxico neste modelo animal analisado, pois uma possivel toxicidade
sistémica de determinada substéncia apresenta, em muitos casos uma reducao no
consumo de agua e racao, alteracdo comportamental e ma condicdo de pelagem
(MELO, 2001; GONZALEZ e SILVA, 2003).

O ganho de peso obtido no grupo tratado com o extrato metandlico avaliado,
foi semelhante com o grupo controle, evidenciando a néo influéncia do extrato nesse
parametro (Tabela 2 e Figura 1).
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Parametros Grupo A Grupo B
(DMSO 10%+PBS) (2000 mg/Kg)

Inicial 43,56+1,85 46,23+1,50
Final 45,33+2,40 48,4+2 53

Ganho de peso(g)

Tabela 2. Média dos valores obtidos de ganho de peso de camundongos Swiss, machos
avaliados durante 14 dias ap6s administracdo de extrato metandlico e controle.

*Significativamente diferente do controle (p <0,05).

O peso corporal dos camundongos, por exemplo, € um dos parametros
utilizados para a avaliagdo toxica, pois indica muitas vezes de forma mais rapida e
efetiva, alteragdes toxicas causadas por determinadas substancias no organismo
animal, sendo tal sinal importante para a avaliacdo da toxicidade de uma substéncia,
pois fornece informacgdes sobre o estado geral de saude dos animais (VALADARES,
2006).
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i
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41
i 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 12 13 14
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Figura 1. Evolugéo do peso (g) dos camundongos swiss, tratados com extrato metandlico de
Pityrocarpa moniliformis.

Os valores estéo expressos em média + e.p.m. N = 3 animais. Teste “t” de Student p< 0,05.

CONCLUSOES

Pode-se concluir com os resultados obtidos que, o extrato metandlico
de P. moniliformis na dose de até 2000 mg/kg ndo apresenta toxicidade sobre
camundongos Swiss. Contudo, ensaios adicionais de toxicidade, devem ser
realizados posteriormente, a fim de melhor elucidar os possiveis efeitos toxicos
desta espécie vegetal frente a modelos experimentais.
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RESUMO: Introducdo:  Nativa da india,
Moringa oleifera é uma planta encontrada nos
tropicos. Possui relevante valor nutricional,
contendo vitaminas, proteinas, flavonoides,
etc. Suas atividades farmacoldgicas
inflamatdria, hepatoproterora, antimicrobiana)
sdo bem conhecidas e estudadas. O objetivo
deste trabalho foi demonstrar o potencial
antibacteriano de M. oileifera, possivel modo
de acdo e aplicagcbes biotecnologicas das
moléculas descobertas. Métodos: Foi realizado
uma revisao bibliografica de artigos publicados

em periodicos internacionais disponiveis no

(anti-
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banco de dados ScienceDirect e Google Académico. A pesquisa usou o periodo de
tempo entre 2008 e 2019. Resultado e discussao: Os trabalhos observados mostraram
que extratos das folhas e sementes (aquoso e estandlico) inibiram o desenvolvimento
de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomas aeruginosa, Enterococcus
faecalis, Vibrio, parahaemolycus, Salmonella enteridis € Aeromas caviae. Ja o extrato
hidro-alcodlicos das sementes e folhas de M. oleifera e inibiram o crescimento de P,
aeruginosa, Bacilus subtilis, E. coli e S. aureus, sendo atribuido isso as moléculas
benzilamina, piterigosperma e benzil isotiocianato. Nanoparticulas do extrato da
casca do fruto de M. oleifera induzem aumento na producdo de espécies reativas
de oxigénio, danificando o DNA e a membrana celular em S. aureus e E. coli. Por
fim, a nanoparticula do 6leo das sementes encapsulado em quitosana apresentou
efeito contra Listeria monocytogenes e S. aureus. Consideracdes finais: O trabalho
evidencia o potencial de M. oleifera como fonte de novos compostos antibacterianos
visando alternativas aos farmacos atualmente utilizados e suas possiveis aplicacoes
no mercado.

PALAVRAS-CHAVE: Saude. Farmacologia. Produtos naturais.

ANTIBACTERIAL ACTIVITY FROM Moringa oleifera: APPLICATIONS IN THE
HEALTH AND TECHNOLOGICAL POTENTIAL

ABSTRACT: Introduction: Native to India, Moringa oleifera is a plant found in the
tropics. It has relevant nutritional value, containing vitamins, proteins, flavonoids, etc.
Its pharmacological activities (anti-inflammatory, hepatoproterora, antimicrobial) are
well known and studied. The aim of this work was to demonstrate the M. oileifera
antibacterial potential, possible mode of action and biotechnological applications
of the discovered molecules. Methods: A literature review of articles published in
international journals available in the database ScienceDirect and Google Scholar
was performed. The research used the time period between 2008 and 2019. Result
and discussion: The observed works showed that leaf and seed extracts (aqueous
and stannic) inhibited the development of Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomas aeruginosa, Enterococcus faecalis, Vibrio, parahaemolycus, Salmonella
enteridis and Aeromas caviae. Already the hydroalcoholic extract of seeds and leaves
of M. oleifera and inhibited the growth of P. aeruginosa, Bacilus subtilis, E. coli and
S. aureus, being attributed to the molecules benzylamine, piterigosperma and benzyl
isothiocyanate. Nanoparticles from M. oleifera peel extract induce increased production
of reactive oxygen species, damaging DNA and cell membrane in S. aureus and E. coli.
Finally, the chitosan encapsulated seed oil nanoparticle had an effect against Listeria
monocytogenes and S. aureus. Final considerations: The work shows the potential of
M. oleifera as a source of new antibacterial compounds aiming at alternatives to the
currently used drugs and their possible applications in the market.

KEYWORDS: Health. Pharmacology. Natural products.
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INTRODUCAO

Aplanta M. oleifera, & originaria do nordeste da india e possui ampla distribuicdo
global, sendo encontrada principalmente em regides de clima tropical e subtropical.
Em conjunto com outras 13 espécies, € membro da familia Moringaceae (Figura 1).
Muitas partes dessa planta apresentam mdultiplos usos, como alimento funcional e
tratamento para diferentes disturbios que acometem o ser humano (TSHABALALA
et al, 2019). No contexto biotecnolégico, as aplicagdes de M. oleifera abrangem o
uso como controle bioldgico de insetos, producéo de biocombustivel e limpeza de
agua. Na industria ela é bastante utilizada para fazer produtos como extrato em
capsula, cha, 6leo, sopa, xampu, creme facial, e suplemento alimentar (FAROOQ e
KOUL, 2019). Além das propriedades ja mencionadas, na literatura existem diversas
atividades farmacoldgicas descritas para M. oleifera, como efeito anticancer,
hipoglicémico, antimalarial e antifungico (FAROOQ e KOUL, 2019; LIN, et al
2019). Neste contexto, o referido trabalho teve como objetivo fazer uma reviséo
sobre a atividade antibacteriana de M. oleifera e aplica¢des biotecnologicas dessa
propriedade.

METODO

Para a realizacdo da revisdo bibliografica, foram pesquisados trabalhos
cientificos nos bancos de dados ScienceDirect (https://www.sciencedirect.com)
e Google académico (https://scholar.google.com.br) no periodo de 2008 a 2019.
Foram excluidos todos os trabalhos que nao estivessem publicados em periédicos
internacionais e redigidos em lingua inglesa. Também foram excluidos trabalhos de
revisao, sendo utilizados apenas artigos de pesquisa original.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Indmeros trabalhos demonstram os diferentes efeitos medicinais e aplica¢des
das partes de M. oleifera. Um dos efeitos mais estudados € o antimicrobiano, com
destaque para a atividade contra bactérias. O extrato etandlico e aquoso das folhas
conseguiu inibir in vitro o desenvolvimento de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomas aeruginosa, Enterococcus faecalis, Vibrio, parahaemolycus,
Salmonella enteridis e Aeromas caviae na concentracdo de 11 mg/mL. Varias
dessas bactérias avaliadas possuem importéancia clinica, e elas abrangem as Gram-
positivas e negativas. (PEIXOTO, et al, 2011). Similarmente, FOROOQ e KOUL
(2019) produziram extratos hidro-alcodlicos das sementes e folhas de M. oleifera
e avaliaram seu efeito sobre células de P. aeruginosa, Bacilus subtilis, E. coli e
S. aureus. Todas as concentracdes avaliadas (25, 50, 75 e 100ug/mL) inibiram o
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desenvolvimento de todas as bactérias. Essa atividade foi associada a presenca
dos compostos benzilamina, piterigosperma e benzil isotiocianato. Além das folhas
e sementes, foi observado também efeito antibacteriano contra B. subtilis, E. coli
e S. aureus nos extratos etandlico e aquoso das raizes de M. oleifera. Devido ao
relevante efeito antibacteriano de M. oleifera, além da prospeccao de moléculas
naturais, alguns pesquisadores buscam melhorar esse efeito por meio da produgéo de
nanoparticulas. SURENDRA e ROOPAN (2016) preparam nanoparticulas a partir do
extrato da casca do fruto de M. oleifera. Essas nanoparticulas foram capazes de inibir
o desenvolvimento S. aureus e E. colli. Os autores hipotetizaram que a nanoparticula
induz aumento na producao de espécies reativas de oxigénio, danificando o DNA e
a membrana celular, levando a bactéria a morte (Figura 2). Recentemente, o 6leo
das sementes de M. oleifera foi encapsulado em nanoparticulas de quitosana e
usado para produzir uma embalagem (Figura 3) com efeito antibacteriano contra
Listeria monocytogenes e S. aureus. Essa embalagem apresentou potente efeito
antibacteriano nas concentracbes de 10 mg/mL, degradando, desestabilizado
a parede celular da bactéria (Figura 4). Esses resultados ressaltam ainda mais
a importancia de M. oleifera como fonte de moléculas multifuncionais, além da
importancia da pesquisa basica voltada a fontes vegetais.

CONCLUSAO

O presente trabalho demostra a importancia da planta M. oleifera como
uma fonte de moléculas bioativas contra bactérias patogénicas ao ser humano e
de importancia comercial. Além da prospeccao e purificacdo de novas moléculas,
merece destaque, a gama de aplicagdes que estas moléculas apresentam, como a
producéo de nanoparticulas e utilizac&o na industria alimenticia.
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Figura 1.Moringa oleifera e suas partes constituintes.A)Arvore de M. oleifera. B) Folhas e
frutos maduros. C) Flores. D) Sementes maduras. E) Améndoas de sementes.

Fonte: Préprio autor.
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Figura 2.Modo de acdo da nanoparticula produzidas do extrato da casca de M. oleifera.
(SURENDRA e ROOPAN, 2016)
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Figura 3.Produ¢do da embalagem da embalagem com nanoparticula de 6leo de M oleifera e
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(LINet al, 2019)
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Figura 4.Atividade antibacteriana da embalagem com nanoparticula de 6leo de M oleifera
equitosana. A-B-C) Efeito sobre L. monocytogenes. D-E-F) Efeito sobreS. aureus.
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RESUMO: A candidiase vulvovaginal (CVV)
€ uma vaginite comum que afeta mulheres
especialmente em idade fértil. Candida albicans
€ a levedura responsavel por quase 80% dos
casos, porém outras espécies, como C. glabrata,
C. tropicalis e C. parapsilosis, também podem
causar CVV. Essas etiologias tém aumentado
e com isso, também o perfil de resisténcia aos
antifngicos convencionais. Atualmente, os
protocolos de tratamento da CVV baseiam-se
na classificacéo clinica em CVV complicada e
CVV nao-complicada, que estratifica a infeccao
de acordo com a intensidade e frequéncia das
manifestagdes clinicas, bem como as espécies
envolvidas. Na terapéutica, considerando o
limitado arsenal de farmacos disponivel e o
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crescente perfil de resisténcia fungica, a busca por novas fontes terapéuticas, com
baixa toxicidade e facil administracdo, deve ser motivada. O extrato de propolis
(PRPe) tem sido utilizado em diversos tratamentos, considerando sua composicao e
propriedades farmacologicas que permitem uma ampla aplicabilidade, inclusive como
agente antifungico. Este estudo relata uma experiéncia in vitro e in vivo da utilizagdo
do PRPe. In vitro, os isolados clinicos de C. albicans e C. glabrata foram sensiveis a
atividade antifungica do PRPe. Adicionalmente, o estudo in vivo, com modelo murino
de CVV por C. albicans, mostrou uma expressiva redugdo da carga fungica e uma
reorganizacdo epitelial nos animais tratados com prépolis, comparado ao controle.
Esses resultados atestam a oportunidade promissora do PRPe no tratamento da CVV
e representam um incentivo ao desenvolvimento de pesquisas de fase clinica.
PALAVRAS-CHAVE: propolis; candidiase experimental; antifungico.

IN VITRO AND IN VIVO EVALUATION ON THE ANTIFUNGAL ACTIVITY OF
PROPOLIS EXTRACTIVE SOLUTION ON VULVOVAGINAL CANDIDIASIS

ABSTRACT: Vulvovaginal candidiasis (VVC) is a common vaginitis that affects women,
especially at childbearing age. Candida albicans is responsible for almost 80% of cases,
but other species such as C. glabrata, C. tropicalis and C. parapsilosis may also cause
VVC. These etiologies have increased and also the resistance profile to conventional
antifungals. Currently, VVC treatment protocols are based on the clinical classification
into complicated and uncomplicated VVC, which stratifies the infection according to
the intensity and frequency of clinical signs, as well as the species involved. In therapy,
considering the limited arsenal of drugs available and the growing fungal resistance
profile, the search for new therapeutic sources with low toxicity and easy administration
should be motivated. The propolis extractive solution (PRPe) has been used in several
treatments, considering its composition and pharmacological properties that allow a
wide applicability, including as an antifungal agent. In this study, were reported an in
vitro experiment of PRPe against clinical isolates of C. albicans and C. glabrata which
an expressive PRPe antifungal activity. An in vivo study has been also performed with
a murine model of VVC by C. albicans, which showed a significant reduction in fungal
burden and an epithelial reorganization in the propolis-treated animals, compared to
control. These results attest to the promising opportunity of PRPe in the VVC treatment
and represent an incentive for the development of clinical phase research.
KEYWORDS: propolis; experimental candidiasis; antifungal.

11 INTRODUCAO

Candidiase Vulvovaginal

Candidiase vulvovaginal (CVV) é um importante problema de saude publica
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mundial. E caracterizada por uma série de sinais (eritema e edema vulvar, fissuras,
escoriacdes e leucorréia vaginal espessa) e sintomas (prurido vulvar, ardéncia,
vermelhiddo, inchago, dispareunia, disuria externa), ndo necessariamente
manifestados todos ao mesmo tempo. CVV afeta um grande numero de mulheres
saudaveis em idade fértil, resultando em sintomas que geram desconforto genital,
prejuizos nas relacbes sexuais e afetivas, além de reduzir a qualidade de vida e
prejudicar o desempenho laboral. Como consequéncia, estima-se que s6 nos EUA,
os gastos com mulheres afetadas pela CVV sao de aproximadamente $1 bilhdo/ano.
No Brasil, bem como nos EUA, a CVV é a segunda causa de infec¢éo vaginal, sendo
precedida somente pela vaginose bacteriana. Mas na Europa, CVV é a principal
causa de infec¢des vaginais. Situacées em que a mesma mulher manifesta trés ou
mais episddios de CVV no periodo de um ano sao considerados CVVR, candidiase
vulvovaginal recorrente (Sobel, 2007; Sobel, 2014; Sobel, 2016).

Atualmente, € muito dificil avaliar a real prevaléncia da CVV na populacéo,
mas estima-se que seja muito superior aos niumeros publicados, pois além de néo
ser agravo de notificacdo compulséria, ha o fato de Candida spp. estar presente no
trato genital de aproximadamente 20% das mulheres saudaveis, sem caracterizar
uma CVV. Além disso, a automedicacéo indiscriminada, com o uso das drogas over-
the-counter que estao facilmente disponiveis para compra, sem prescricdo médica,
contribui para subestimar os dados epidemiolégicos de CVV (Pappas et al., 2016).

Etiologia da CVV

Candida albicans é o principal patégeno responsavel pelas infeccées de
CVV, representando por 60-80% dos casos, especialmente aqueles de CVV néao-
complicada (Kennedy et al., 2010). A segunda espécie mais comumente relacionada
aCVV é C. glabrata, seguido das espécies C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C.
inconspicua, sendo conhecidas como espécies Candida nao-C. albicans (Colombo
et al., 2013).

Classificacao da CVV

O Center of Disease Control (Pappas et al., 2016) classifica a CVV, clinicamente,
em CVV nao-complicada e CVV complicada (Tabela 1). A CVV nao-complicada
inclui os casos esporadicos de CVV, com sintomas leves a moderados, causados
pela espécie C. albicans, em mulheres imunocompetentes. A CVV complicada,
diagnosticada em 10 a 20% dos casos, € representada pelos casos de CVV com
sintomatologia mais severa, CVVR, infec¢cdes causadas pelas espécies Candida
nao-C. albicans ou aqueles que ocorrem em mulheres imunocomprometidas (p. ex.
diabéticas, usuarias de corticosterapia ou terapia imunossupressora, infectadas pelo
virus da imunodeficiéncia humana).
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CVV Nao-complicada CVV Complicada

(todos os critérios) (pelo menos um dos critérios)
CVV esporadica / infrequente CVV recorrente
CVV com sintomas leves / moderados CVV com sintomas severos

Infeccéo por espécies de Candida néo-

Infec¢é@o por Candida albicans .
albicans

Mulheres imunocomprometidas ou em uso

Mulheres imunocompetentes L
de terapias imunossupressoras

Tabela 1 — Classificagao Clinica da Candidiase Vulvovaginal (CVV) segundo Center for Disease
Control and Prevention (2015)

Fonte: Pappas, 2016

Fisiopatologia da CVV

Muitos fatores podem influenciar no processo infeccioso por essas leveduras que
frequentam naturalmente o ambiente vaginal. Destaca-se a presenca do estrogénio;
o comensalismo, ou seja, a presenca das leveduras no local sem causar doenca;
condi¢cdes imunolégicas da mulher, bem como as caracteristicas bioquimicas e
microbiolbgicas da levedura no ambiente vaginal (Mtibaa et al., 2017). ACVV é uma
infeccdo comum na fase puberal e rara nas fases pré-pubere e pds-menopausa,
exceto em casos sob terapia de reposicdo hormonal uma vez que os estrogénios
atuam de modo multifatorial com destaque para as modificagdes diretas no epitélio
e na composicdo vaginal da hospedeira, permitindo a infeccédo por Candida spp.
Além disso, estao envolvidos fatores ligados diretamente ao patdégeno, conhecidos
como potencial de viruléncia (Silva et al. 2012). Nesse contexto, é sabido que a CVV
ocorre naturalmente, de modo mais frequente e com sintomas mais severos, na fase
lutea do ciclo ovulatorio devido aos picos de estrogénio e progesterona que ocorrem
nessa fase.

A microbiota vaginal exerce um papel importante na manutencéo da saude
vaginal e confere um efeito protetor contra a CVV através de mecanismos ainda
ndao muito bem esclarecidos. Ademais, o pH vaginal 4cido, gracas a producédo de
acido latico pelos Lactobacillus spp., também possui um forte efeito protetor para o
ambiente vaginal contra infec¢des oportunistas (Gongalvez et al. 2016).

Acredita-se que a CVVR esteja relacionada diretamente com os estados
adquiridos de depressédo imunolégica da mucosa vaginal normal, associados aos
polimorfismos genéticos predisponentes a doenca, o que permitiria uma reducao
do limiar de tolerancia da mucosa ao micro-organismo quando comparadas a
mulheres nao propensas a CVV. Entretanto, ha ainda outros fatores envolvidos na
etiofisiopatogenia e no tratamento da CVV que ainda nao estéo elucidados (Mtibaa
et al., 2017; Gongalvez et al. 2016).

Nesse contexto, € importante identificar e reconhecer minimamente os fatores
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de risco associados a CVV que predispde as pacientes a recorréncia. Dentre os
fatores de risco mais conhecidos estdo: alta frequéncia de relacbes sexuais,
recepcao de sexo oral, uso de condom e espermicidas, uso de anticoncepcionais
hormonais combinados com altas doses de estrogénio, gestacao, uso de antibibticos
e imunossupressores, diabetes mellitus descompensada, estresse, obesidade e a
propria predisposicao genética (Achkar et al., 2010; Sobel, 2017).

Candida spp. é dotada de importantes fatores que sao responsaveis pela
sua alta viruléncia, dificultam a resposta imunoldgica do paciente e adicionalmente
prejudicam a acao fungicida do antifngico no tratamento. Dentre esses fatores de
viruléncia pode-se citar: filamentacao, capacidade de aderir a células do hospedeiro
e a dispositivos médicos, e a consequente formacao de biofilme sobre essas
superficies. Em conjunto, esses fatores podem ser responsaveis pela permanéncia
prolongada desse agente no ambiente vaginal.

Diagnéstico da CVV

O diagnéstico da CVV é sugerido na presenca de dois ou mais sinais ou
sintomas pela paciente associado a presenca de leveduras, hifas ou pseudo-hifas
na avaliagdo a fresco (solucéo salina, 10% KOH) e coloracdo de Gram da secrec¢ao
vaginal (Pappas et al. 2016). Porém, devido a baixa especificidade dos achados
clinicos, uma vez que também podem se manifestar em outras infec¢des vaginais
(vaginose bacteriana, tricomoniase e gonorreia), a cultura para identificacédo da
espécie da levedurainfectante ganha espaco relevante no diagnostico para direcionar
o tratamento adequado, além de predizer o risco de recorréncia da doencga (Sobel
2016).

Segundo orientagdes do CDC, o uso de KOH a 10% em exames a fresco
facilita a visualizacdo de leveduras e micélios ao romper material celular que possa
sobrepor as leveduras ou pseudo-hifas. Por isso, esse exame deve ser realizado em
todas as mulheres que apresentem sinais e sintomas de CVV. Aquelas que tiverem
resultado positivo, devem ser tratadas; aquelas que tiverem resultado negativo,
a cultura vaginal deve ser considerada. Se a cultura de Candida spp. nao puder
ser realizada, o tratamento empirico deve ser considerado nos casos de CVV nao-
complicada (Pappas et al. 2016).

Nos casos de CVV complicada, a cultura é de extrema importancia, tanto
no diagnostico como na identificacdo de espécies atipicas, incluindo as espécies
como C. glabrata que ndo forma hifas ou pseudo-hifas e, por esse motivo, tem sua
identificac&o prejudicada no exame a fresco da secrecao vaginal. Mulheres que, por
ventura, apresentem culturas vaginais positivas para Candida spp., na auséncia de
manifestacdes clinicas, ndo devem ser tratadas, visto que até 20% das mulheres sao
colonizadas pelo fungo e se mantém assintomaticas (Pappas et al. 2016).

Por fim, o controle de cura s6 esta indicado ap6s tratamento de infec¢des
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persistentes por Candida néo-C. albicans com pelo menos duas culturas negativas
uma semana e duas semanas apos o tratamento (Febrasgo, 2010).

Tratamento da CVV

O tratamento da CVV depende de diversos fatores (historia clinica atual
e pregressa da paciente, classificacdo clinica da CVV, exame fisico e resultados
laboratoriais) e, por isso, deve ser individualizado. De modo geral, as drogas
antifangicas disponiveis no mercado podem ser divididas em poucas classes
farmacologicas, conforme seu mecanismo de acdo (Tabela 2), sendo que uma
grande parte delas pode ser aplicada na terapéutica da CVV (Silva, 2010).

Grupos Poliénicos Imidazélicos | Triazélicos | Equinocandinas Outros
miconazol
butoconazol fluconazol .
N . . . flucitosina
. nistatina clotrimazol itraconazol caspofungina .
Farmacos - . ; acido
anfotericina B cetoconazol terconazol micafungina bbrico
fenticonazol voriconazol
tioconazol

Tabela 2 — Classificagao farmacologica dos antifingicos
Fonte: Silva, 2010

Nesse contexto, a CVV néao-complicada pode ser tratada, de forma eficaz,
com formulag¢des de curta duragdo, isto é, dose Unica ou regimes de 1 a 3 dias
(Tabela 3), sendo que os azodlicos aplicados topicamente resultam em rapido alivio
dos sintomas e culturas negativas em 80-90% das pacientes que finalizam a terapia
(Pappas et al. 2016). Ja os protocolos nacionais trazem a nistatina como droga
de primeira escolha no tratamento da CVV nao-complicada e, também na CVV
complicada causada por espécies Candida nao-C. albicans, como opc¢éo eficaz e de
baixa toxicidade podendo ser utilizada com seguranca em grupos especiais como
gestantes, criancas e idosos (Febrasgo, 2010).

Contudo, apesar de os derivados azélicos serem medicacbes bem toleradas,
estdo frequentemente associados a reagdes locais adversas (irritacao, vermelhidao,
ardor e prurido) e efeitos sistémicos ja descritos. Essas reacdes adversas podem ser
motivo de baixa aderéncia ao tratamento e descontinuagcéo do uso do medicamento,
além de confundir os parametros de controle de cura clinica e limitar o sucesso do
tratamento.

Nos casos de CVV complicada, os episodios isolados de infeccdo respondem
bem as terapias de curta duragao com azélicos tépicos ou orais, porém, para manter
o controle clinico e micologico, recomenda-se o tratamento estendido da droga de
escolha inicial por 7 a 14 dias, ou dose unica de fluconazol (100, 150 ou 200mg) a
cada 3 dias em um total de 3 doses (Pappas et al. 2016). Em associa¢ao, nos casos
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de CVVR, o tratamento de manutencdo semanal com fluconazol oral (100, 150 ou
200mg) ou clotrimazol 500mg vaginal &€ recomendado, por pelo menos seis meses,
com 40-50% de sucesso em manter a cura clinica e laboratorial por até um ano ap6s
o término do tratamento. Na gravidez e lactacdo, uma vez que os azolicos orais sdo
contra indicados (Classe C), em casos de recorréncia, pode-se utilizar clotrimazol
500 mg a cada 1 a 2 semanas para melhor controle dos sintomas (Febrasgo, 2010).
Adicionalmente, os casos de CVV com clinica severa estdo associados a pior
resposta quando utilizados tratamentos orais ou tdpicos de curta duracdo, sendo
recomendado um regime estendido com azodlicos tépicos por até 14 dias ou duas
doses sequenciais de fluconazol (150mg) com intervalo de 3 dias (Pappas et al.
2016).

Nos casos de CVV por espécies Candida nao-C. albicans é importante excluir
outras causas para os sintomas apresentados pela paciente antes de estabelecer o
plano terapéutico, uma vez que 50% das infec¢des por essas espécies apresentam
minimos ou nenhum sintoma, e a cultura positiva ndo deve ser fator exclusivo
determinante no planejamento do tratamento (Kennedy et al., 2010). Ainda ndo ha um
tratamento padrao para as infeccdes vaginais por espécies Candida néao-C. albicans,
os protocolos ainda incluem como primeira escolha os regimes estendidos (7-14
dias) de azdlicos nao-fluconazol orais ou topicos, apesar da crescente resisténcia
dessas espécies a esse grupo antifungico.

Medicamento Concentracao Posologia edole
tratamento
nistatina (creme) 100.000UlI 49, 1 vez ao dia, intravaginal 14 dias
clotrimazol (creme) 1% 59, 1 vez ao dia, intravaginal 7-14 dias
clotrimazol (creme) 2% 59, 1 vez ao dia, intravaginal 3 dias
miconazol (creme) 2% 5g, 1 vez ao dia, intravaginal 7 dias
miconazol (creme) 4% 59, 1 vez ao dia, intravaginal 3 dias
butoconazol (creme) 2% 59, 1 vez ao dia, intravaginal dose Unica
terconazol (creme) 0.4% 59, 1 vez ao dia, intravaginal 7 dias
terconazol (creme) 0.8% 59, 1 vez ao dia, intravaginal 3 dias
fluconazol (comprimido) 150mg 1cp, 1 vez ao dia dose Unica
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Tabela 3 — Esquemas terapéuticos recomendados no tratamento da CVV nao-complicada
Center for Disease Control and Prevention (2015)

Fonte: Febrasgo, 2010, Pappas, 2016

Se houver recorréncia, pode se utilizar acido bérico 600mg em céapsulas
gelatinosas via vaginal, diariamente, por 2 semanas, com taxa de cura de até 70%
, OU com um custo mais elevado, a op¢ao da flucitosina 17% sozinha ou associada
a anfotericina B 3% tdpica diaria, por 14 dias consecutivos (Febrasgo, 2010; Sobel
2016

Por fim, o tratamento do parceiro sexual ndo se faz necessario em nenhuma
das situagdes ja mencionadas, por falta de evidéncias que suportem melhores
resultados com essa conduta, exceto nos casos em que haja clinica propria de
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balanite (eritema, prurido e irritacdo na regido da glande peniana), quando ha entao
beneficio no tratamento topico para alivio dos sintomas masculinos (Febrasgo, 2010;
Pappas et al. 2016).

21 NOVAS TERAPIAS ANTIFUNGICAS

No contexto da inovacgéao terapéutica, os compostos naturais possuem papel
relevante como fonte de novas drogas com boa atividade antimicrobiana e baixo
efeito citotoxico. Nas ultimas 3 décadas, 49% dos quimioterapicos aprovados pelo
Food and Drug Administration - FDA derivam diretamente de produtos naturais
(Newman et al., 2016). A indastria farmacéutica tem demonstrado muito interesse
na descoberta de novas moléculas derivadas e compostos naturais com efetividade
isolada ou em associagcdo com outras drogas ja conhecidas para otimizar diversos
tratamentos. Além disso, os compostos naturais tém se mostrado como alternativas
terapéuticas interessantes, gracas a multiplas atividades bioldgicas, baixa toxicidade
e poucos efeitos colaterais.

Propolis

Propolis € um material resinoso, fortemente adesivo, produzido principalmente
por abelhas Apis mellifera L., a partir da coleta de brotos e exsudatos de plantas,
misturados com enzimas, pélen e cera (Burdock et al., 1998). Dentre muitas
utilidades, a prépolis € utilizada pelas abelhas para preservar sua sociedade contra
diversas doencas, como infecgdes fungicas e bacterianas, gragas as propriedades
antimicrobianas atribuidas a prépolis.

Registros bibliograficos mostram o uso terapéutico da prépolis desde a
antiguidade por egipcios, persas e romanos. Como um composto natural, tem
sido usada como um remédio tradicional para tratar diversas doencas devido suas
caracteristicas biologicas e farmacologicas, com multiplas atividades terapéuticas
ja demonstradas, dentre elas antimicrobiana, anti-inflamatéria, imunomoduladora,
antioxidante, reparadora tecidual, citostatica e antitumoral com resultados positivos
e inovadores no tratamento da CVV (Oryan et al., 2018; Capoci et al., 2015; Longhini
etal., 2007; Castaldo et al., 2002). Além disso, seu baixo efeito citotoxico foi reportado
por alguns autores, assegurando seu uso e aplicacao clinica (Capoci et al., 2015).

Os efeitos antifungicos in vitro da propolis ja foram demonstrados em diversos
estudos prévios, incluindo varias espécies de fungos (Veiga et al., 2018; Capoci et al.
2015), comprovando sua a¢ao tanto fungistatica quanto fungicida. Além disso, nosso
grupo também tem experiéncia com o uso do extrato de prdpolis no tratamento clinico
da onicomicose (Veiga et al. 2018), com resultados promissores ja que comprova a
atividade antifungica aliada a baixa toxicidade, reportada por Capoci et al. 2015.
Entretanto, pesquisas envolvendo a aplicagao clinica visando a terapéutica vaginal,
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ainda séo incipientes. Em principio, prépolis tem um grande potencial para uso no
tratamento da candidiase, tendo em vista os efeitos cumulativos, como antifungico,
anti-inflamatério, diminuindo sintomas importantes da CVV, como edema e prurido.
Adicionalmente, suas propriedades na regeneracéo de tecidos, aliadas a auséncia
de citotoxicidade, credenciam a prépolis como promissor novo farmaco no combate
a CVV. Assim, o extrato de propolis € uma importante alternativa terapéutica do
ponto de vista econémico e de eficacia farmacolégica. Contudo, s&o raros os estudos
realizados com esse fim em animais de laboratério.

Baseados neste panorama, desenvolvemos um estudo visando avaliar a
atividade antifungica de uma formulacdo farmacéutica contendo prépolis (extrato
alcodlico) ja recomendado pela ANVISA RDC n°97 (1° de Agosto de 2016, Art.33)
para uso na cavidade bucal, como anti-inflamatério, antisséptico e cicatrizante. O
extrato de préopolis (PRPe) foi testado in vitro sobre leveduras vaginais e in vivo
em CVV experimental causada por C. albicans, em camundongos Balb/C. PRPe
€ uma complexa mistura constituida por 47% de resina contendo vitaminas, sais
minerais, compostos fenélicos como flavondides, acidos graxos, alcoois aromaticos
e ésteres; 30% de ceras; 5% de pélen, 4-15% de substancias volateis e matérias
estranhas; e 13% de substancias desconhecidas. Entre estes componentes, os
polifendis (flavonoides) estdo presentes em altas concentragdes, os quais tém sido
identificados como sendo responsaveis pelas principais atividades farmacolégicas
deste composto.

Para esse estudo, inicialmente foram realizados testes in vitro de acordo com
o documento M27-A3 do Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI), modificado
para produtos naturais (Capoci et al. 2015). PRPe foi testado nas concentracdes
de 5,2 a 2680 pg/mL de polifendis totais sobre isolados clinicos CVV (Comité de
ética e pesquisa com seres humanos (COPEP) CAAE n° 02200093000-09 reporte n°
435/2009). Foram utilizadas 104 leveduras do género Candida, sendo 56 leveduras
da espécie C. albicans e 48 da espécie C. glabrata. A Figura 1 mostra de forma
representativa a determinacao da Concentracao Fungicida Minima (CFM) de prépolis
frente as duas espécies de levedura. C. albicans mostrou maior sensibilidade a
atividade antifungica do PRPe em relacéo a espécie C. glabrata. A concentracdo de
167 pg/mLde polifendis totais foi capaz de eliminar a maioria (59%; n=33) dos isolados
clinicos da espécie C. albicans. Por outro lado, 69% (n=33) dos isolados clinicos da
espécie C. glabrata, foram sensiveis a atividade antifiUngica na concentracao de 335
pg/mL de polifendis totais.
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A pg/mL polifendis totais B pg/mL polifendis totais

Isolados clinicos C. albicans
Isolados clinicos C. glabrata

Figura 1: Imagem representativa da determinacao da concentrac¢édo fungicida minima (CFM) do
extrato de prépolis (PRPe) sobre leveduras isoladas de pacientes com candidiase vulvovaginal.
A concentragcdo do extrato de propolis variou de 5,2 a 2680 pg/mL de polifendis totais. A)
Representacédo da CFM do extrato de propolis para os isolados clinicos de C. albicans.

B) Representacao da CFM do extrato de propolis para os isolados clinicos de C. glabrata.
Controle Positivo= C+ (leveduras em meio de cultura sem propolis). CFM corresponde a menor
concentracao de PRPe capaz de impedir o crescimento das leveduras.

Os resultados in vitro foram encorajadores para a realizagcdo do estudo
experimental, em animais de laboratério. Assim, as propriedades antifungicas
do PRPe foram avaliadas em camundongos BALB/C fémeas (n=24) com 4 a 5
semanas de idade e peso médio de 22 gramas. O estudo foi aprovado pelo comité
de ética em animais CEUA, da Universidades Estadual de Maringa sob parecer n°
4717180616. Os animais foram divididos em trés grupos com oito animais cada,
sendo: grupo controle (sem tratamento), grupo tratado com PRPe (214 pug/mL de
polifendis totais) e grupo tratado com droga comercial, miconazol creme (20mg/qg).
Apo6s comprovacao que o modelo infeccioso tinha sido estabelecido e estabilizado,
os animais foram tratados 2x/dia por 7 dias. Para este ensaio, foi escolhida uma
concentracdo mediana do PRPe a partir da atividade antifungica in vitro. A Figura 2
mostra reducao expressiva na carga fungica apés o tratamento da CVV experimental
com PRPe quando comparado com o grupo controle. Observamos que a atividade
antifungica foi significativa apds sete dias de tratamento com reducédo da carga
fungica aproximada de 2 logs, p<0.05, o que representa uma redu¢ao da viabilidade
fungica de aproximadamente 100x. Estes resultados foram semelhantes aqueles
obtidos com a droga de referéncia.
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Carga fungica/g tecido vaginal (log,,)

T T 008
Controle Propolis Miconazol

Figura 2. Atividade antifungica in vivo do extrato de prépolis (PRPe) em modelo de candidiase
vulvovaginal experimental. A) Camundongos fémeas com candidiase vulvovaginal (n=8) sem
tratamento (controle), tratados (n=8) durante 7 dias com o PRPe (30uL, 214 ug/mL de teor total
de fenol contido em acido gélico) e tratados (n=8) durante 7 dias com miconazol (30uL, 20mg/g
creme). *p<0.05, de acordo com o Student’s t-test, realizado pelo programa GraphPad Prism
verséo 6.0.

Apéds sete dias de tratamento, foi retirado cirurgicamente o tecido vaginal dos
animais avaliados. Cortes histolégicos foram realizados com posterior coloracao por
Grocott-Gomori’s methenamine silver (GMS) e contra-corados com haematoxylin
and eosin (H&E). Ap6s analise de no minimo 20 campos microscoépicos, foi possivel
comprovar a eficiente atividade antifungica do PRPe com importante reducdo da
carga fungica no tecido vaginal (Figura 3A) e reconstituicdo da camada cdérnea com
estabelecimento da integridade da mucosa vaginal, como observado na figura 3B.

Figura 3. Andlise histopatolégica da mucosa vaginal de animais Balb/c infectados
intravaginalmente com Candida albicans e tratados com extrato de prépolis (PRPe). (A) Grupo
controle: animais infectados intravaginalmente com C. albicans e sem tratamento (20x). (B)
Grupo tratamento: animais infectados intravaginalmente com C. albicans e tratados 2x/dia
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durante 7 dias (20x). Setas pretas indicam a presenca de pseudo-hifas de Candida albicans
no extrato corneo da mucosa vaginal. Setas brancas indicam o extrato corneo da mucosa
vaginal reconstituido e com a auséncia de leveduras ap6s o tratamento com o PRPe. Cortes
histol6gicos corados por Grocott-Gomori’s methenamine silver (GMS) e contra-corados com
haematoxylin and eosin (H&E).

31 CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista os desafios encontrados em relagédo a abordagem terapéutica
da CVV, o extrato de proépolis, ja aceito e disponivel no mercado para tratamento de
infeccbes tegumentares, tem potencial para ser empregado também no tratamento
de infeccbes de mucosas, mais especificamente a CVV. Neste estudo, o extrato de
prépolis mostrou eficiente atividade antifungica in vitro, corroborando com estudos
prévios a este e, também de outros grupos. Além disso, apresentou resultados
satisfatérios no tratamento in vivo, em animais infectados experimentalmente com
C. albicans, sendo esta a espécie de levedura mais frequente em CVV, configurando
uma alternativa eficiente para tratamento da CVV em humanos. Importante destacar
qgue o estudo histopatolégico mostra néo apenas o desaparecimento dos fungos no
tecido da mucosa vaginal como também a reconstituicdo do epitélio, provavelmente
devido a acdo somatoria das propriedades antifungicas e cicatrizantes da prépolis.
Além disso, é importante destacar a auséncia de citotoxicidade da prépolis
evidenciada em estudos prévios. Esses resultados credencia a utilizacdo dessa
formulacédo em estudos de fase clinica, envolvendo mulheres com casos reais de
CVV randomizadas e, posteriormente, o pedido de autorizacdo da ANVISA para seu
uso no tratamento clinico da CVV. Essas etapas sao promissoras e respaldadas
pelas importantes acbes biolégicas da propolis, bem como pelo seu baixo custo e
facil disponibilidade no mercado, inclusive no sistema publico de saude.
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11 INTRODUCAO

As arboviroses sao um grupo de doencas
virais transmitidas por vetores, reconhecidas
pela Organizacdao Mundial de Saude (OMS)
como um problema global e um assunto de
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saude publica, considerando sua crescente
disperséo territorial e necessidade de acgdes
de prevencao e controle cada vez mais dificeis
(Lakshmi et al., 2018). Um dos vetores mais
conhecidos é o Aedes aegypti L., principal
transmissor de doencas emergentes e
negligenciadas que afetam a saude humana,
como dengue, febre amarela urbana e mais
recentemente chikungunya e zika (Botas et al.,
2017, Fernandes et al.,2019).

Para reducado da densidade populacional
desse vetor, recomenda-se o0 controle
integrado com uso de inseticidas e repelentes,
sendo que somente as fémeas do mosquito
sdo hematofagas, ou seja, se alimentam de
sangue de hospedeiros, como fonte nutricional
para maturacado dos seus ovos. Os repelentes
topicos e ambientais continuam sendo a
primeira linha de defesa, devido a sua acéao
rapida e de facil aplicacdo (Murugan et al.
2012).

Repelentes sdo substancias aplicadas
sobre a pele,

desencorajam a aproximacdo de insetos. No

roupas e superficies que

contexto de saude publicadesempenham papel
importante, reduzindo o risco de transmisséo
de inumeras doencas infecciosas e reacdes
imunoalérgicas resultantes da picada desses
artropodes (Ribas & Carrefio, 2010).
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Um dos primeiros repelentes a ser desenvolvidos foi o DEET (N, N-dietil-m-
toluamida), considerado seguro e eficaz, e um dos mais utilizados, no entanto séo
relatados na literatura alguns efeitos adversos atrelados ao uso continuo e prolongado
dos mesmos, como: dermatites, eczemas, enxaquecas e dificuldades respiratérias
(Osimitz et al., 2010). O DEET esta disponivel comercialmente em concentracbes
que podem variar entre 5% a 100% e em multiplas formulagdes, incluindo logdes,
cremes, aerossois e rolons (Oliveira-Filho, 2014).

Dessa forma, a busca por métodos alternativos no combate ao Ae. aegypti,
que sejam eficientes, economicamente viaveis, biodegradaveis e mais seletivos
torna-se essencial (Silva et al., 2014; Nunes et al., 2015, Fernandes et al., 2018).
Esses fatos resultaram no desenvolvimento de vérios repelentes livres de DEET,
com ativos a base de plantas, geralmente contendo 6leos essenciais e extratos de
plantas (Rodriguez et al., 2015; Keziah et al, 2015).

As espécies vegetais sdao uma fonte inestimavel de novos agentes repelentes
devido ao grande numero de compostos inseticidas encontrados em plantas como
defesas contra insetos (Garcez et al., 2013). Neste sentido, a grande diversidade da
flora brasileira e o comprovado potencial larvicida e repelente de diversos de seus
representantes indicam que os repelentes naturais podem suprir as necessidades
de alternativas ao controle de populacdes resistentes ao Ae. aegypti, bem como
minimizar o surgimento de efeitos adversos (Torres et al., 2014, Gomes et al, 2016,
Ferreiraetal.,2019). As pesquisas e os esfor¢cos para avaliar e desenvolver repelentes
a base de plantas tornaram-se muito mais rigorosos nos ultimos anos (Mukandiwa
et al, 2016).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a adaptacdo do teste de
repeléncia, desenvolvido pela World Health Organization (WHO, 2013) utilizando um
olfatbmetro em Y construido com folhas de polipropileno adaptado da, analisando o
desempenho em repelir, atrair ou inibir ffmeas do mosquito Ae. aegypti e verificar
sua eficacia em testes com produtos repelentes quimicos sintéticos e naturais.

2| METODOLOGIA

Bioensaio para avaliar a atividade repelente

Manutenc&o do ciclo de vida

Para esse experimento, foram utilizados insetos da espécie Aedes aegypti
L., linhagem Rockefeller Jodo Pessoa, obtidos de uma colbnia ciclica mantida a
mais de sete anos no Laboratério de Biotecnologia Aplicada a Parasitas e Vetores
(LAPAVET), do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba. As
populacdes da cepa Rockfeller, sdo caracterizadas como uma linhagem padréao de
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mosquito, susceptivel & classe de inseticidas quimicos derivados de produtos naturais.
Estes sdo utilizados como referéncia em estudos de monitoramento de resisténcia
comparados com 0s mosquitos existentes nas cidades brasileiras (Francga, 2015).

Inicialmente foram dispostos discos de papel filtro, contendo ovos fertilizados
do Ae. aegypti em recipiente plastico com agua, apés em média trés dias eclodiam
as primeiras larvas, passando pelos estagios L1-L4, nessa etapa as larvas eram
alimentadas com racdo para animais, em seguida elas transformam-se nas pupas,
estas eram transferidas para recipientes plasticos devidamente telados, chamados
de insetarios, donde apds trés dias emergiam os insetos adultos, esses por sua vez
sao alimentados com uma solucdo de mel, as fémeas se alimentam do sangue de
neonatos para que ocorra a maturacao dos seus ovos (Fernandes, 2017).

Os mosquitos machos também sao atraidos pelos mesmos estimulos que
levam as fémeas a encontrarem os hospedeiros. Porém, machos nao se alimentam
de sangue e, possivelmente voam ao redor do hospedeiro esperando fémeas para o
acasalamento (Cabrini, 2005). Para realizar o teste aqui detalhado foram utilizadas
apenas as fémeas do Ae. aegypti.

O ciclo do Ae. aegypti € mantido dentro de uma camara climatizada do tipo
Biological Oxygen Demand (BOD), sob condi¢cdes de temperatura controlada de
27 + 2°C, umidade relativa do ar 75 + 5% e fotoperiodo de 12 horas de claro e
escuro (WHO, 2013; Imam et al. 2014; Nunes et al. 2015). A utilizacédo de condi¢des
normalizadas de manutenc¢ao do ciclo de vida do mosquito para ensaios laboratoriais
€ essencial para garantir a confiabilidade e reprodutibilidade dos dados (WHO, 2013,
Nunes et al. 2019).

Modelo animal

Para o teste de repeléncia foram utilizados neonatos de ratos da linhagem
Wistar, obtidos no Biotério Thomas George — UFPB, segundo protocolo n° 095/2016,
estando de acordo com os preceitos da Lei no 11.794, de 08 de outubro de 2008, do
Decreto no 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA-
UFPB).

A escolha dos neonatos se deu, pois se tornava mais facil o manuseio durante
as horas de andlise, tendo em vista que os mesmos nédo sao agitados como o0s
ratos ou camundongos adultos, e dispensam a raspagem do pélo, o que facilita a
visualizacdo das picadas de mosquito.

Equipamento elaborado para testar repeléncia ou atracao
O equipamento de analise de repeléncia foi desenvolvido e construido no
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LAPAVET-UFPB de acordo com o protocolo da WHO com modificagées (WHO,
2013). O olfatébmetro em Y (Figura 1) foi confeccionado em folha de polipropileno,
tendo o tubo central 30 cm de comprimento e 5,5 cm de didmetro com uma abertura
por onde eram inseridas as fémeas do Ae. aegypti com auxilio de um capturador.
Esse tubo central estava acoplado a dois outros tubos com 20 cm de comprimento
e 5,5 cm de didmetro, formando um Y. Em cada braco do tubo Y foi colocado uma
camara (11x11x11 cm) onde foram colocados os ratos neonatos, sendo uma para o
grupo experimental (com o produto repelente) e outra para o grupo controle. Essas
camaras eram cobertas com uma tela para evitar a fuga dos insetos, bem como
para permitir a visualizacdo e contagem dos mesmos. O equipamento permaneceu
vedado durante todos os experimentos, que foram realizados na sala de criacéo de
insetos do LAPAVET-UFPB, com temperatura e umidade monitorados e controlados,
em 25°C e 60 a 70%, respetivamente.

Teste de repeléncia

Inicialmente foi feito um teste com o controle positivo (CP) e controle negativo
(CN), para avaliar a eficacia do sistema. Sendo assim, no dorso do animal da cAmara
experimental foi aplicado e espalhado 100 pl de agua destilada (CN), enquanto
no animal da camara controle aplicou-se 100 yl de repelente comercial a base de
DEET 15%. Para avaliar a substancia experimental a qual se pretendia verificar a
atividade repelente, procedeu-se de forma semelhante ao que foi realizado com o
CP, aplicando-se 100 ul das substancias teste (extrato, fases e substancias isoladas
de espécies vegetais) em uma das caixas € 0 CN em outra.

Para realizacdo do experimento, os mosquitos obtidos do insetario foram
previamente anestesiados pelo frio e posteriormente separou-se as fémeas dos
machos com auxilio de uma pinca. Vinte fémeas vivas em 24h de jejum, foram
colocados no corpo do olfatbmetro, em seguida, foram observados no intervalo de 2
minutos para registro do bragco de escolha. Os testes foram realizados em triplicata.
Sendo avaliada a eficacia do repelente ao longo de um periodo de tempo de 4 h
com a avaliagcdo nos tempos: 0 min, 30 min, 120 min, e 240 min ap6s aplicacéao
(Rodriguez et al. 2015).

Para avaliarmos o indice de repeléncia espacial (IRE), foram registrados os
mosquitos que optaram por um dos bracos, e os que ficaram no eixo do Y-tubo,
sendo utilizada a seguinte férmula, equagéo 1:

Equacao 1: Formula para determinar o indice de repeléncia espacial

(Bc—Bt) (Bc+ BY)

RE=Gcrn * v

Onde, IRE é o indice de repeléncia espacial, Bc corresponde ao nimero de
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mosquitos que optaram pela caixa controle, Bt ao nUmero de mosquitos que optaram
pela caixa tratamento e N o nUmero de mosquitos inseridos inicialmente (20).

Os valores obtidos variam de -1 a 1, valores proximos a -1 indicam atracao
pela caixa que contém o neonato com tratamento, zero indica que nao houve
repeléncia ou atracdo significativa e 1 indica maior atracdo pelo brago controle e
consequentemente maior atividade repelente das substancias teste.

Também foram contabilizados o numero de mosquitos que pousaram nos
neonatos durante os intervalos, para calcularmos a porcentagem de inibicao de
pouso proporcionada pelas substancias testes (Equacéao 2).

Camaras de inser¢do dos neonatos

30cm

u

Figura 1: Desenho esquematico do olfatdbmetro utilizado para teste de repeléncia

Equacéo 2: Férmula para determinar a inibicdo de pouso:

(Pc—Pt)

-~ x100
P

Inibi¢do do pouso =

Onde, Pt corresponde ao nimero de pousos no tratamento e Pc 0 nUmero de pousos no
controle.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Doencas negligenciadas — Arboviroses e suas complicacoes

Dengue, zika, chikungunya, entre outras arboviroses sdo consideradas
doencas negligenciadas no mundo, endémicas em populacdes de baixa renda, que
incapacitam ou matam milhdes de pessoas todos os anos. As medidas preventivas
e o tratamento sdo conhecidos, mas nem sempre estdo disponiveis em todas as
regides onde essas doencgas estdo presentes (WHO, 2013).

Atualmente no Brasil existe um alerta maior para a transmisséo de dengue,
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zika e chikungunya, tendo como principal transmissor o Ae. aegypti (Brasil, 2010).
O virus da dengue pode infectar o mesmo individuo até quatro vezes e os sintomas
se manifestam com mais severidade a cada infec¢do, provocando uma resposta
exacerbada ao virus, aumentando entdo, o risco da dengue hemorragica e choque
circulatério, podendo levar a ébito (Lindoso, 2009).

Os primeiros casos de zika no Brasil foram registrados em 2015. Sabe-se
que além da transmissdo desse virus pela picada do mosquito, pode acontecer
a transmissédo vertical (gestante-bebé), transmissdo sexual e por transfusdo de
sangue. Em adultos, podem ocorrer outras complicacbes de ordem neurolbgica
como a Sindrome de Guillain-Barré. Em gestantes, existe o risco de problemas
no desenvolvimento fetal, acarretando no nascimento do bebé com microcefalia. A
chikungunya é caracterizada por sintomas mais duradouros, principalmente as dores
articulares, o que pode fazer com que o individuo demore varias semanas para
retomar suas atividades normais, além da possibilidade de reativacdo da doenca
depois de um periodo de melhora (Viana, et al. 2018).

Repeléncia topica e ambiental

Segundo a ANVISA os repelentes podem ser classificados em ambientais e de
uso tépico. O registro dos ambientais se enquadra nos mesmos pré-requisitos de
registro dos inseticidas, classificados como agentes saneantes de risco 2, devendo
dessaforma possuirregistro junto aAgéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(Brasil 2016b, Brasil, 2013). Ja os repelentes de uso topico sao classificados segundo
a Resolucédo N° 07, de 11 de fevereiro de 2015, como cosméticos com finalidade de
repeléncia de insetos, por ser considerado um produto de Grau 2 sujeito a registro,
€ necessario comprovacao de seguranca e eficacia (Paumgartten & Delgado, 2016;
Brasil, 2015, Brasil, 2016b).

Os repelentes podem ser categorizados como fisicos (utlizagcdo de telas,
aparelhos eletronicos, uso de vestimentas) e quimicos (sistémicos ambientais, topicos
ou sintéticos) (Stefani et al, 2009, Fernandes, 2014). Os repelentes ambientais
evitam o contato com insetos, sendo os mais indicados como adjuvantes aos
repelentes tépicos (ANVISA, 2017). Os tdpicos por sua vez sdo os mais utilizados,
e consistem na aplicacdo sobre a pele e a fomacédo de uma camada de vapor com
odor repulsivo aos insetos, porém, seu uso, inclusive em areas endémicas, ocorre de
forma inapropriada, ndo garantindo uma protecao adequada (Brown & Hebert, 1997;
Ribas & Carrefio, 2010).

Os repelentes topicos podem ser sintéticos ou naturais. Algumas das
caracteristicas desejaveis para umrepelente sdo a eficacia por pelo menos seis horas,
ser atéxico, ter pouco cheiro, ser resistente a abrasdo e a agua, cosmeticamente
favoravel e economicamente viadvel. Os 6leos essenciais sdao 0s mais antigos
repelentes conhecidos e diversas plantas ja foram utilizadas com tal propdésito
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(Fradin, 1998, Santos, 2013).

No Brasil, ha varias formas de apresentacdo dos repelentes topicos, sejam em
aerossois, sprays, locoes, cremes, liquidos, bastdes, roll-ons ou lengos impregnados
com a substancia repelente. A maioria destes produtos contém DEET (N, Ndiethyl-
m-toluamida), que possui atividade de amplo espectiro e repele a maioria dos
mosquitos conhecidos, sendo considerado o mais eficaz disponivel para uso
humano. No entanto, o DEET mostrou efeitos adversos quando aplicado conforme
as instrucoes, sendo que os problemas mais comuns estao associados a irritacao
local da pele, anafilaxia, e muitas pessoas que aplicaram altas concentracdes de
DEET diariamente desenvolveram efeitos adversos mais graves devido a exposi¢cao
crOnica, que incluiram insénia, disturbios do humor, e erupcdes cutdneas (Menon &
Brown, 2005).

Por esta razéo, extratos de plantas ou 6leos essenciais tém sido estudados
como fonte alternativa e naturais para repelentes de mosquitos, com boa eficacia,
porque eles constituem uma potencial fonte de produtos quimicos bioativos (Keziah
et al, 2015).

Mecanismos de resisténcia dos insetos

Atualmente o controle de insetos se baseia principalmente na remog¢ao dos
criadouros, o que representa um desafio logistico, ja que na sua maioria 0s casos séo
registrados dispersamente em aglomerados urbanos (Freitas et al, 2012). A utilizacao
de inseticidas quimicos associada as campanhas populares promove a diminuicao
populacional do vetor no ambiente através da conscientizacédo da necessidade de
combate aos locais propicios para a proliferacdo do inseto. Entretanto, estudos
revelam que o uso prolongado de inseticidas e repelentes promove o surgimento
de populacdes resistentes para os diversos produtos utilizados para combaté-los
(Braga & Valle, 2007).

Resisténcia a agentes quimicos consiste na capacidade de uma populacao
de insetos tolerar uma dose de determinado produto, que em condi¢gdes normais,
provocaria a mortalidade ou inibiria a aproximag¢ao da maioria dos individuos expostos
aele (WHO, 1957). O desenvolvimento da resisténcia pode promover a diminuicdo da
efetividade do inseticida ou repelente frente a uma populacao de vetores e promove,
subsequentemente, o aumento de doencas que estes vetores sao responsaveis por
propagar na sociedade (Georghiou, 1972; Roush, 1993).

Os mecanismos de defesa comportamentais sao influenciados pela pressao
de selecéo promovida pela substéncia inseticida a uma determinada populagédo de
insetos, proporcionando a habilidade de evitar os seus respectivos efeitos letais
(Roush, 1993). Assim, pode incluir um comportamento que previne a exposicao ao
composto téxico, seja com a necessidade de um contato prévio ou a resposta de
fuga frente a deteccao da substancia (Georghiou, 1972; Lockwood, Sparks & Story,
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1984).

Os mecanismos fisiologicos podem envolver o aumento da taxa de excre¢cao dos
compostos toxicos pelo organismo, o sequestro dos mesmos sendo armazenados
em tecidos e 6rgaos ricos em lipidios ou até mesmo a redugdo da penetracao
do inseticida através da parede do corpo através da modificacdo da estrutura ou
composicao da cuticula (Soderlund e Knipple, 2003; Brattsten, Holyoke, et al., 1986).

Os mecanismos bioquimicos de resisténcia consistem no aumento da
destoxificacdo metabdlica de moléculas toxicas ao insetos e a reducéo do sitio de acéao
do composto que constitui 0 inseticida (Scott, 1995). Os insetos possuem sistemas
enzimaticos internos para decompor estas substancias, tais como a monoxigenases
dependentendes de citocromo P-450 (Scott, 1999).

Os insetos podem apresentar resisténcia a dois ou mais compostos quimicos
mediante a presenca de um ou mais mecanismo de resisténcia no mesmo organismo
(Guedes et al., 1995; Berticat et al., 2008). A integracdo desses mecanismos
promovem perpetuacdo destes na sociedade, propagando doencas e causando
diversos impactos socioeconémicos (Guedes et al., 1995; Soderlund & Knipple,
2003).

Produtos naturais e efeito repelente para insetos

Ao longo do desenvolvimento da humanidade, a busca de estratégias para a
prevencao das picadas de insetos, seja de maneira natural e/ou artificial, na tentativa
de evitar o contagio de doencas e proteger das desconfortaveis picadas, sempre
estiveram presentes (CATMAT, 2012; Sorge et al., 2007). Dentre estas estratégias,
os repelentes, associados com os inseticidas, assumem o pressuposto objetivo.

Todavia, a eficacia do repelente, seja natural ou sintético, dependera do modo
de utilizacédo do produto, de substancias atrativas aos mosquitos que séo exaladas
na pele (acido latico, suor, CO,), odor, clima quente e Umido ou fragrancias florais
(Brown & Hebert, 1997; Fradin & JF, 2002; Miot et al., 2004). Logo, atenta-se ao
fato que a utilizagdo correta do repelente promove uma protecdo relativa frente
aos fatores externos, no qual esta relacionado diretamente no combate a doencgas
transmitidas por mosquitos vetores.

Repelentes tém um lugar importante na protecdo do homem contra as picadas
de insetos e na interrupcao da transmissdo de doencas. Um composto repelente
deve ser téxico para o inseto, nao irritante para o usuario e de longa duracéo. Amidas,
imidas, ésteres e outros compostos polifuncionais sdo conhecidos por serem bons
repelentes. Plantas podem ser uma fonte alternativa para repelentes de mosquitos,
porque eles constituem um potencial fonte de produtos quimicos bioativos. Por isso,
muito interesse tem sido focado em extratos de plantas, ou 6leos essenciais como
agentes potencialmente repelentes de mosquitos (Murugan et al., 2007).

A flora nativa brasileira detém de um alto potencial de recursos naturais para
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o desenvolvimento de inseticidas e repelentes. Neste panorama, a biotecnologia
vem sendo usada para explorar esses recursos e desenvolver novos meios para
o controle de insetos (Nunes et al, 2019). No territério nacional, sdo encontrados
compostos botanicos (hortelda, alho, soja, citronela, arruda) que tém demonstrado
propriedades repelentes (Brasil, 2016a).

A utilizacdo de compostos naturais, apresentado na forma de extrato ou 6leo
essencial, podem causar consequéncias diversas aos insetos seja na promog¢ao da
repeléncia, inibicao de oviposicao e da alimentacéo, agitacées no sistema hormonal,
acarretando disturbios no desenvolvimento, deformacdes, infertilidade e mortalidade
nas diferentes fases (Roel, 2001). Logo, recomenda-se a reaplicacdo do produto a
cada hora da exposicao ou a associagao com os repelentes fisicos ambientais, no
intuito de ter uma maior protecéo contra as picadas (Andrade et al.,2013, Torres et
al., 2014).

Na literatura a repeléncia causada por extratos de plantas estda comumente
associada a presenca de terpenos e sesquiterpenos como citronelal, cineole,
eugenol e camfor, constituintes tipicos do éleo de citronela, que conferem a planta
caracteristicas Unicas como odor, atratividade de polinizadores e resisténcia a
herbivoria (Oliveira, 2014, Lakshmi et al.,2018). Alguns compostos botanicos (como
eucalipto, gerénio, soja, citronela, andiroba, 6leo de aipo, alho) tém demonstrado
propriedades repelentes a baixo custo e baixa toxicidade. No entanto, nenhum
derivado de plantas testado até o momento demonstrou eficacia e duracéo semelhante
ao DEET (Ribas & Carreno, 2010).

Bioensaios para repeléncia de insetos

A preocupacao em se evitar que os mosquitos causem epidemias tem aberto
portas para o desenvolvimento de novos métodos de controle, que incluem nao
somente a descoberta de novas moléculas inseticidas, mas também alternativas para
impedir que as fémeas consigam picar seu hospedeiro (Cabrini, 2005). A atividade
biol6gica de um composto quimico é comprovada por meio de bioensaios, em geral
séo utilizados ensaios que discriminem respostas comportamentais de atratividade
ou de repeléncia, para analise de compostos (Oliveira-Filho, 2014).

Segundo a OMS (2013), o ideal é que os testes de repeléncia sejam realizados
com trés ou mais mosquitos locais, de espécies susceptiveis de Aedes (de preferéncia
0 Aedes aegypti), Culex (de preferéncia Cx. quinquefasciatus) e Anopheles (de
preferéncia An. stephensi, An. gambiae ou An. Albimanus), caracterizados de acordo
com o padrdo da OMS como orientadores para o monitoramento de susceptibilidade.

O tunel de vento em forma de tubo em Y pode ser eficiente principalmente
para bioensaios com a finalidade de avaliar o efeito atrativo de odores, sintéticos
ou naturais, pois nas duas extremidades menores do tubo sao liberados os odores
gue seguem, com o vento liberado, até o tubo principal de onde virdo as fémeas que
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poderao optar pelo lado mais atrativo (Tissot, 2008).

A deteccado pelo mosquito de um hospedeiro potencial consiste em varias
etapas onde os varios estimulos atrativos, internos e externos, sao percebidos a
medida que o inseto se aproxima da fonte alimentar. Inicialmente, as fémeas voam
aleatoriamente no ambiente a procura de um hospedeiro, elas conseguem detectar
o calor e a umidade que fazem com que elas encontrem o hospedeiro especifico
(Cabrini, 2005; Forattini, 2002).

Afase dereceptividade ao hospedeiro ocorre quando afémea, apds aemergéncia
e 0 amadurecimento fisiolégico, encontra-se apta para a ingestdo de sangue e, de
acordo com a espécie, adota uma estratégia para a busca deste recurso nutricional.
Na fase de ativacdo o mosquito entra em contato com algum sinal do hospedeiro,
que pode ser visual ou olfativo e vai orienta-lo em direcdo a este estimulo; e na fase
final de atracdo a fémea aproxima-se do hospedeiro, entrando em contato ou néao
(Tissot, 2008).

41 CONCLUSOES

Com esse trabalho podemos concluir que a utilizagdo do olfatbmetro em
Y confeccionado com folhas de polipropileno para estudos com mosquitos é
adequada, pois conseguimos homogeneidade nas respostas para as repeticoes,
sendo as principais vantagens desse método, o baixo custo do material utilizado
para confecciona-lo e a facilidade em se fazer adaptag¢des, podendo o mesmo ser
utilizado facilmente nos bioensaios com espécies vegetais na busca por repelentes
naturais que auxiliem no combate as arboviroses transmitidas por vetores.
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CAPITULO 10

DIAGNOSTICO, IMPLANTACAO E AVALIAGAO DE
BOAS PRATICAS DE MANIPULAGCAO EM UMA
CANTINA UNIVERSITARIA DE RIBEIRAO PRETO — SP

Raphael Petrorossi Pita
Centro Universitario Bardo de Maua, Ribeirdo
Preto — SP

Luciano Menezes Ferreira
Centro Universitario Bardo de Maua, Ribeirdo
Preto - SP

RESUMO: Considerando que os alimentos
podem ser naturalmente contaminados por
diversos tipos de microrganismos, a questao
esta em impedir que sobrevivam, multipliquem-
Se ou que ocorra uma contaminagcao durante
a manipulagao inadequada. Diante disso, a
avaliagédo deste trabalho foi realizada por meio
da observacgao in loco e do preenchimento de
uma lista de verificacdo da Portaria CVS 5, de
09 de abril de 2013, do estado de Séao Paulo.
Verificou-se, no inicio deste trabalho, que
59,57% dos itens observados nao estavam de
acordo com a legislagao vigente. No entanto, ao
fim deste estudo, 80,85% dos itens avaliados
atenderam a legislacao, principalmente aqueles
referentes a qualidade sanitaria da producéo
de alimentos. Observou-se, ainda, mudanca
na disponibilidade de documentos, como o0s
laudos que comprovam a qualidade da agua, a
limpeza da caixa d’agua e o controle de vetores.
Com isso, foi verificada a adequacdo de um
estabelecimento manipulador de alimentos
na cidade de Ribeirdao Preto — SP perante a

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa

legislacéo vigente por meio da utilizagcdo de
um check-list observacional, elaboragcédo de um
plano de acdo, adocado de medidas corretivas,
orientacdo e capacitacdo do proprietario e
dos funcionarios. Por fim, demonstrou-se,
também, que o médico-veterinario pode auxiliar
positivamente este tipo de estabelecimento a
se adequar a legislacdo e a produzir alimentos
de acordo com as normas higiénico-sanitarias
necessarias a fim de preservar a saude do
consumidor.

PALAVRAS-CHAVE: seguranca
consultoria; saude Unica.

alimentar;

DIAGNOSTIC, IMPLANTATION AND
AVALIATION OF GOOD MANUFACTURING
PRACTICES AT UNIVERSITY CANTEEN IN

RIBEIRAO PRETO — SP

ABSTRACTY: Since
naturally contaminated by various types of

foods can be

microorganisms, the issue is to prevent them
from surviving, multiplying or contaminating
during improper handling. Therefore, the
evaluation of this work was performed by
observing in loco and completing a checklist of
Portaria CVS 5, of April 9, 2013, of the state
of Sao Paulo. At the beginning of this study,
59.57% of the observed items were not in

accordance with current legislation. However,
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at the end of this study, 80.85% of the items evaluated met the legislation, especially
those related to the sanitary quality of food production. There was also a change in the
availability of documents, such as the reports that prove the water quality, the cleaning
of the water tank and the vector control. Thus, it was verified the adequacy of a food
handling establishment in the city of Ribeirdo Preto - SP according to current legislation
through the use of an observational check-list, preparation of an action plan, adoption
of corrective measures, guidance and training of the owner and staffs. Finally, it has
also been shown that the veterinarian can positively assist this type of establishment
in complying with the legislation and producing food in accordance with the necessary
sanitary and hygiene standards in order to preserve consumer health.

KEYWORDS: food safety; consultancy; one health.

11 INTRODUCAO

As mudancas observadas nos habitos alimentares da populacédo em geral nas
ultimas décadas fizeram com que as pessoas busquem formas de se alimentarem
fora das residéncias. Fatores ligados a emancipacao da mulher na sociedade e sua
entrada no mercado de trabalho, assim como a falta de tempo para elaborar as
refeicbes em casa, tornam cada vez maior 0 nUmero de pessoas que se alimentam
fora de casa.

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatisticas (IBGE), o
setor alimenticio, em comparado com as demais atividades, teve o maior ganho de
participacao (2,2 pp) no periodo de 2007 a 2016, passando da sexta posi¢ao (5,5%)
para a quarta posicéo (7,7%).

Portanto, o manipulador é o grande responsavel pela contaminacdo dos
alimentos, conhecida como DTA (Doenca Transmitidas por Alimentos). Considerando
que os alimentos ja sdo naturalmente contaminados por diversos tipos de
microrganismos, a questao estd em impedir que sobrevivam, multipliquem ou que
ocorra uma contaminagéo por outros microrganismos pela manipulacao inadequada.

As Boas Praticas de Fabricacao (BPF) sao uma forma de atingir um padrao alto
de qualidade, tendo como meta a maxima redug¢do dos riscos, aumentando com isso
a qualidade e a seguranca dos alimentos. Para complementar as BPF, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovou os Procedimentos Operacionais
Padronizados (POP), que sao procedimentos escritos onde se estabelecem instrucoes
sequenciais de operacgdes rotineiras e especificas na produ¢ao, armazenamento e o0
transporte de alimentos (BRASIL, 2002).

2| OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi realizar o diagnostico, a implantagdo e a avaliacéo
de boas praticas de manipulacdo em uma cantina universitaria de Ribeirdo Preto —
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SP, de acordo com as legislagdes vigentes para o controle higiénico-sanitario dos
alimentos.

31 MATERIAL E METODOS

A coleta de dados foi feita por meio do preenchimento do check-list
disponibilizado pela Portaria CVS 5, do estado de Sao Paulo, por meio da observacao
dos seguintes itens no local: Higiene e saude dos funcionarios, Responsabilidade
Técnica e Capacitacdo pessoal; Qualidade sanitaria da producdo de alimentos;
Higienizacdo das instalagbes e do ambiente; Suporte operacional; Qualidade sanitaria
das edificacdes e das instalacbes; e Documentacao e registro das informacoes.

Os itens verificados foram enumerados de 1 a 55, sendo divididos em capitulos
e sec¢des conforme descrito na portaria, iniciando-se a partir do Capitulo Il, visto que
o Capitulo | refere-se as disposicdes iniciais da referida legislagao.

Apé6s a coleta de dados obtidos na primeira visita foi elaborado um relatério
apontando somente as respostas negativas, consideradas como ndo conformidades,
identificadas no estabelecimento (49,09% do total das questbes). Diante dos
problemas encontrados, foram elaboradas as medidas corretivas para todas as nao
conformidades, e apresentadas ao proprietario do estabelecimento nesta visita,
momento em que foi elaborado, ainda, um plano de acéao.

Parafacilitar essa discussao, o relatorio e as medidas corretivas foram impressos
e apresentados ao proprietario do estabelecimento, momento em que foram
estipuladas datas para a adequacéao a Portaria CVS 5. Neste momento, ainda foram
estabelecidos os temas a serem abordados na capacitacdo dos colaboradores, assim
como do proprietario, de acordo com as principais ndo conformidades encontradas,
tais como: Boas Praticas de Fabricacdo (BPF); Procedimentos Operacionais
Padronizados (POPs); e Doencas transmitidas por alimentos.

Foi ministrada palestra aos colaboradores e ao proprietario, tendo como enfoque
as Boas Praticas de Fabricacédo. Também foi verificada a realizagao de algumas das
medidas corretivas propostas na visita anterior, como a aquisi¢cao de lixeira com
tampa acionada por pedal na cozinha, o controle de temperatura dos freezers e
refrigeradores em planilhas especificas, POP para higienizacdo de saladas, sabao
antisséptico liquido nas saboneteiras e utilizacdo de papel toalha de material nao
reciclado.

Apos o periodo de 30 dias solicitado pelo proprietario para a adequacéao das
nao conformidades do estabelecimento, nesta visita foram observados novamente
os itens do mesmo check-list, com o intuito de verificar a realizacdo das acdes
corretivas.
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4 | RESULTADOS E DISCUSSAO

ApoOs a coleta de dados obtidos na primeira visita foi verificado que 49,09%
dos itens observados ndo estavam de acordo com a legislagcéo. Diante disso, foram
elaboradas medidas corretivas para todas as nao conformidades e apresentadas ao
proprietario do estabelecimento por meio de um plano de agao.

A sequir, apresentam-se todas as ndo conformidades encontradas neste estudo
de acordo com o capitulo e sua respectiva secao (BRASIL, 2013):

Em relacdo ao Capitulo Il, onde se abordam informacdes sobre higiene
dos funcionérios, responsabilidade técnica e capacitacdo de pessoal, mais
especificamente na secéo | (Controle de Saude dos Funcionarios), no primeiro item
o estabelecimento ndo possuia de forma comprovada atestado médico, nem laudos
laboratoriais sobre a saude dos colaboradores. Sendo assim, ndo havia um registro
de controle de saude de seus funcionarios. O mesmo resultado pode ser observado
no trabalho de Santos (2010), onde 100% dos estabelecimentos pesquisados néo
possuiam o registro de controle de saude dos funcionarios, sendo feito também
apenas 0s exames admissionais.

Na secao Il (Higiene e Seguranca dos Funcionarios) do mesmo capitulo, uma
das ndo conformidades encontradas foi a presenca de adornos nos funcionarios
(brincos, pulseiras, relégio e correntes) e a outra foi referente aos habitos e
comportamentos que evitam a contaminacdo dos alimentos. O mesmo pode ser
observado no trabalho da Poerner (2009), onde os manipuladores também usavam
adornos, porém apresentavam unhas compridas e lesbes visiveis nos dedos, itens
nao encontrados neste estudo.

Quanto as questdes referentes ao responsavel técnico do estabelecimento e
a capacitacao de pessoal (secao Il do capitulo Il), ambas foram identificadas como
nao conformes no primeiro check-list, pois o responsavel pelo estabelecimento néo
era comprovadamente capacitado para implantar BPF, além de nao possuir um
programa de capacitacdo da sua equipe. Diante disso, foi elaborado um treinamento
com a finalidade de efetuar tal capacitacdo, onde apéds este, tanto o proprietario
como os funcionarios ficaram em conformidade com este item.

Andreotti (2003) demostrou, em seu trabalho, que apds a realizacédo do
treinamento a porcentagem dos itens em conformidades aumentou de 29% para 47 %,
enquanto que os itens inadequados diminuiram de 71% para 53%. Ressaltou, ainda,
gue antes do treinamento os funcionarios desconheciam a maioria dos procedimentos
de higiene pessoal que deveriam ser adotados para evitar a contaminacdo dos
alimentos.

Referente a recepcao e ao controle de mercadorias, embora fossem realizados
em local proprio e observados os quesitos de qualidade, como embalagens,
rotulagens e avaliagbes sensoriais adequados, a medicdo da temperatura dos
produtos recebidos nao era realizada. No entanto, apds treinamento este passou
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a ser feito periodicamente e registrado em planilha afixada na parede do local de
recepg¢ao das mercadorias.

O mesmo pode ser observado por Santos (2010) em relagcdo ao controle de
temperaturadurante orecebimentodas mercadorias,onde 100% dos estabelecimentos
pesquisados ndo possuiam especificado nenhum critério para avaliacao e selecao
de fornecedores, nem para controle de temperatura na recepcao das mercadorias
pereciveis. Neste presente estudo, embora ainda houvesse a necessidade de
investimentos por parte do estabelecimento no sentido de adequacéo e atendimento
de alguns itens de exigéncias da legislacdo, os mesmos nao foram considerados de
risco para a saude do consumidor.

Os refrigeradores e freezers atendiam as necessidades, pois estavam em
bom estado de conservagdo e de higienizagcédo, porém n&o possuiam controle de
temperatura. Resultado parecido pode ser observado no estudo de Ferreira (2011),
onde os problemas mais frequentes encontrados estavam nos equipamentos de
conservacao dos alimentos (freezers e refrigeradores), que nao apresentavam
medidor de temperatura ou ndo estavam em adequado estado de funcionamento,
além da inexisténcia de registros de manutencao preventiva dos equipamentos, os
quais s6 possuiam manutencao corretiva.

Neste trabalho foi observado, ainda, que a disposicdo dos alimentos néo era
realizada de forma adequada. Situacdo semelhante foi relatada por Sdo José et.
al. (2008), em que o acondicionamento dos produtos refrigerados foi considerado
inadequado, uma vez que, leite e derivados, ovos, hortalicas e frutas eram
armazenados na mesma camara fira.

Apbs a capacitagdo dos funcionarios, as embalagens, a matéria prima, os
alimentos preparados e as sobras dos mesmos passaram a ser identificados,
enquanto que o local dos produtos fora do prazo de validade ou para devolugéao
passou a ser identificado. O controle de temperatura dos refrigeradores e freezers
comecou a ser feito periodicamente e registrados em planilhas afixadas nos mesmos,
e a disposicao dos alimentos passou a ser feita de forma correta.

Ja na secado do pré-preparo dos alimentos (lll), todos os itens ndo estavam
adequados na primeira visita, pois foi observada a auséncia de alguns cuidados
higiénicos que poderiam corroborar para a contaminacéo cruzada dos alimentos. Nao
conformidades encontradas: na manipulagcédo de alimentos crus, o descongelamento
das carnes era feito em vasilha sobre o congelador, ou seja, sem refrigeracao (4°C);
e os hortifruticolas ndo eram higienizados em solucéo de hipoclorito, nem havia um
POP especifico para o mesmo.

O art. 39 da CVS 5, do estado de Sao Paulo, descreve que o procedimento de
higienizacéo de hortifruticolas deve ser feito em local apropriado, com agua potavel e
com produtos desinfetantes para uso de alimentos, regulamentado na ANVISA. Deve
ser efetuado em dois passos: 0 primeiro com a remocao das partes deterioradas
e sujidades de forma mecénica sob agua corrente e potavel, e o segundo com a
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desinfeccéo por imersdo em solugéo desinfetante. Quando utilizada solugéo clorada,
os hortifruticolas devem permanecer imersos por quinze minutos, enxaguados em
seguida com agua potavel (ANVISA, 2013; BRASIL, 2013).

Nadistribuicdo dos alimentos preparados (secéo V), ositenstempo e temperatura
de exposicao, temperatura da agua do balcao térmico, e manipulador sem acesso ao
caixa estavam como nao conformes na primeira aplicacédo do check-list. Porém, apos
a capacitacao, a falta de controle da temperatura dos alimentos servidos, ou seja, em
exposicao, foram solucionados. Para isso, foi utilizado termdmetro tipo espeto para o
controle da temperatura interna dos alimentos quentes, que se manteve no minimo
a 60°C, utilizacao de termdémetro infravermelho para a verificacdo da temperatura
da agua do balcao de exposicédo, que se manteve entre 80 a 90°C e, por fim, os
alimentos servidos sob refrigeracdo, que apresentou temperatura de no maximo
10°C. Diante disso, todos esses parametros de temperatura estavam de acordo com
a legislacdo apos a palestra de capacitacéo.

Em estudo realizado por Santos (2010), foi observado que nao havia controle
de temperatura dos balcoes térmicos, além de nao possuirem dimensao compativel
com a quantidades de alimentos expostos. Ja Ferreira (2011) teve, como problema
mais frequentemente encontrado nos equipamentos de conservacao dos alimentos,
a auséncia de medidor de temperatura ou simplesmente ndo estavam funcionando
adequadamente, assim como n&o havia registros de manutengao preventiva, os
quais sé possuiam manutencao corretiva.

Foi identificado, ainda, a falta de um funcionario especifico para o atendimento
no caixa (pagamentos), pois observou-se que, em horarios de pico, o proprietario
também auxiliava no atendimento do balcdo, uma vez que se tratava de um
estabelecimento de pequeno porte, com mao de obra reduzida. No entanto,
foi orientado a necessidade de realizar a higienizacdo das mé&os com solucao
antisséptica sempre que fosse manipular os alimentos, ja que o0 mesmo reforgou que
nao era economicamente viavel a contratacdo de um funcionéario exclusivo para o
atendimento do caixa, nem contratar outro para o atendimento no balcao.

Aproximadamente 100 bactérias e fungos por centimetro quadrado podem
ser isolados de cédulas (moeda em papel) com valores mais baixos, sendo esse
o limite para a resisténcia humana. Os principais microrganismos frequentemente
identificados sao os coliformes termotolerantes, assim como Staphylococcus
coagulase positiva. O primeiro grupo representa riscos a saude humana, ja que
indica contaminacao fecal, enquanto que o segundo, embora faca parte da microbiota
normal da pele, garganta e fossas nasais de humanos e animais, € capaz de causar
inumeras enfermidades, como: pneumonia, meningite e osteomielite (TORTORA,
2012).

Resultado semelhante foi observado no estudo de Silva e Lima (2016),
onde em uma das cantinas avaliadas, o dinheiro era manipulado no balcado de
comercializacdo de alimentos pelo mesmo funcionario que manipulava o alimento.
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Mesmo o funcionario praticando habitos de higiene na maioria das vezes, em alguns
momentos tal cuidado passava desapercebido devido ao alto fluxo de movimento,
principalmente em horéarios de pico. Portanto, ha um grande indicio de fonte de
contaminagao.

Diante do exposto, € fundamental o habito de lavar as maos todas as vezes
que o dinheiro for manipulado, que deve ser feito por meio de lavagem com agua e
sabdo, por um tempo de aproximadamente um minuto, dando preferéncia ao sabao
liquido, pois em barra pode transmitir bactérias se este for de uso coletivo. Caso
nao seja utilizado sabao liquido antisséptico, indica-se utilizar alcool em gel apés a
lavagem. E importante, ainda, esfregar bem os dedos, palmas das maos e o espaco
embaixo das unhas (TORTORA, 2012).

No item capacitacdo dos funcionarios e utilizacdo de equipamentos de
protecéo individual (EPI) ficou em conformidade apds a capacitacdo, sendo
observadas as praticas e utilizacdo de EPI’'s na ultima visita ao estabelecimento.
Dados semelhantes foram encontrados por Poerner (2009), onde o emprego de
procedimentos inadequados de higienizacéo das instalacoes, equipamentos, méveis
e utensilios também foram observados. E, ainda, nenhum deles seguia as instru¢des
dos fabricantes no que se referia a diluicdo dos produtos de higienizacéo, tempo de
contato e modo de uso.

A higienizacdo do ambiente e das instalacées (Capitulo 1V) ndo estava em
conformidade, pois a remoc¢ao das sujidades ocorria de forma incorreta (varriam a
seco) e escoava-se aguaresidual da higienizagado ambiental para a via publica. Diante
disso, a acao corretiva foi: lavar ou passar pano umido com agua e sanitizantes, e
a instalacéo de ralos ligados a rede pluvial, que permita ser fechado quando néao
utilizado, a fim de evitar pragas urbanas.

Entretanto, até o final deste estudo, os itens ainda ndo haviam sido corrigidos.
O proprietario se prop6s a testar um diferente método de limpeza das instalagdes
utilizando, como sugestao, equipamento do tipo mop (esfregao), ou outro similar.
Genta (2005) observou resultado parecido no aspecto higienizagao das instalacdes.
O estabelecimento nao atendeu a nenhum dos itens considerados criticos para este
aspecto, pois ndo era cumprida a etapa de desinfeccao. Verificou, ainda, o uso de
produto de limpeza sem registro no Ministério da Saude e a frequéncia da limpeza
era inadequada.

Quanto aos ralos, disse que entraria em contato com a administracdo da
instituicdo de ensino superior (IES), pois foi instalado conforme determinagédo da
mesma. Sao José (2008) também detectou, em seu estudo, a auséncia de ralos
sifonados, 0 que corrobora para a proliferacdo de roedores e pragas urbanas no
setor. A instalacao de ralos sifonados € importante, pois impedem a entrada desses
animais no ambiente (TONELLI, 2011).

O reservatorio de lixo ndo apresentava pedal e, embora tivesse tampa, a mesma
era retirada para facilitar a disposicao dos residuos. Entao, foi substituido por uma
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lixeira com tampa e acionamento por pedal. Resultado semelhante foi observado por
Séo José (2001), onde os residuos das unidades eram armazenados em tambores
nao-tampados e colocados proximos a porta de acesso do estabelecimento, o que
contribui para o surgimento de pragas.

Um grande problema no manejo dos residuos pode ser a falta de espaco fisico
adequado no estabelecimento para o armazenamento dos residuos até o descarte.
Em 100% dos estabelecimentos pesquisados por Santos (2010), o lixo ficava na
area ligada a producdo de alimentos, podendo ocasionar contaminagédo cruzada,
além de atrair pragas.

Referente as inadequacgdes, em conversa com o proprietario na ultima visita
técnica, relatou que nao podera alterar o local do lavatério especifico a higienizacao
das maos, pois depende de autorizacao da instituicdo para efetuar reformas, sendo
esta negada até o momento. Sado José (2008) observou que a area de producéao
de alimentos ndo possuia nenhum lavatério exclusivo destinado a higienizagcéao das
maos, sendo que os manipuladores mencionaram fazer tal higienizacéo na pia dos
sanitarios. Com isso, observou-se a falta de preocupacao dos manipuladores com
a higienizagdo das maos, sendo feita muitas vezes sobre o alimento nos setores de
pré-preparo.

As pias para a higienizagao das méos dispostas em locais estratégicos ao fluxo
dos colaboradores sé&o importantes aliadas, pois estimulam as pessoas a efetuarem
a lavagem das maos com maior frequéncia, tratando-se de um procedimento simples
qgue confere seguranca aos alimentos (MOMESSO, 2002).

As outras secbes estavam todas em conformidades, sendo que trés nao se
aplicavam: camara frigorifica (secao lll) ausente no estabelecimento; auséncia de
vestiario e instalagdes sanitarias (secéo IX) para os funcionarios e sanitarios para os
clientes (secéo X), pois eram utilizados os da IES, uma vez que seus clientes eram
0s proprios universitarios, os docentes e também outros funcionarios da instituicao.

Genta (2005) observou niveis variados de nao conformidades dos
estabelecimentos no aspecto de projetos e instalagdes, dentre os quais salientou que
nenhum restaurante avaliado tinha protecdo completa contra a entrada de pragas,
como: telas, cortinas de ar ou protecéo na parte inferior de portas.

Para a elaboragcdo de um Manual de Boas Praticas (MBP) seria preciso mais
tempo de acompanhamento do estabelecimento, porém isso nao foi possivel devido
ao curto prazo deste experimento. No entanto, alguns POPs foram elaborados,
como o da higienizacao das maos, afixado acima do lavatério, o da higienizagéo dos
hortifruticolas, afixado acima da pia da cozinha, e foi encaminhado ao proprietario,
ainda, uma Cartilha sobre Boas Praticas no Servico de Alimentacdo elaborada
pela Agéncia Nacional da Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Como ainda ndo foram
elaborados, foi disponibilizado ao proprietario do estabelecimento a possibilidade de
serem realizados outros trabalhos em parceria.

Santos (2010) observou que os Manuais de BPF ainda néo faziam parte
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da realidade da maioria dos estabelecimentos manipuladores de alimentos
visitados, embora fosse exigido pela legislacdo. Em um deles, inclusive, além de
nao possuir 0 manual, o proprietario nem tinha conhecimento de sua existéncia e
importancia. Referente aos POPs, também nao havia implementado em nenhum
dos estabelecimentos. Ja Akutsu (2005) relatou que 100% dos hotéis avaliados e
93,33% dos restaurantes pesquisados nao possuiam Manual de Boas Praticas.

Neste presente estudo, embora ainda houvesse a necessidade de investimentos
por parte do estabelecimento no sentido de adequacéo e atendimento de alguns
itens de exigéncias da legislacdo, os mesmos néo foram considerados de risco para
a saude do consumidor.

A presenca do médico-veterinario em estabelecimentos manipuladores de
alimentos é indispensavel. Principalmente na educacéo em saude, esse profissional
atua na difuséo de informacbes e na conscientizagcdo das pessoas sobre temas
relacionados a essa area. O médico-veterinario sanitarista atua, inclusive, em
programas de protecéo e de promoc¢ao da saude humana em comunidades dentro dos
principios do desenvolvimento sustentavel (PFUETZENREITER; ZYLBERSZTAJN;
AVILA-PIRES, (2004).

Em uma analise geral, excluindo-se as questdes que nao se aplicavam ao
estabelecimento, a seguir podem ser observados os resultados da aplicagdo do
primeiro (Gréafico 1) e do segundo check-list (Grafico 2), ou seja, o progresso que o
estabelecimento teve apds a capacitacdo do proprietario e de sua equipe.

Na primeira visita (Grafico 1) foi constatado que 59,57% dos itens avaliados nao
se encontravam em conformidade, enquanto que 40,43% estavam de acordo com a
legislac&o. No entanto, ap6s a elaboracéo de um plano de agdo, com posterior ado¢ao
de medidas corretivas, e ainda da palestra de capacitacdo, as ndo conformidades
passaram para 19,14%, ou seja, ao final deste estudo 80,86% dos itens avaliados se
encontram de acordo com a legislagao.

PRIMEIRO CHECK-LIST

Grafico 1. Resultado total da aplicag&o do primeiro check-list efetuado de acordo com a Portaria
CVS 5, onde NAO significa fora do conforme e SIM significa em conformidade, aplicada antes
da capacitacéao do proprietario e sua equipe, em uma cantina universitaria, Ribeirdo Preto — SP,
2018.
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Fonte: Arquivo de pesquisa, 2018.

SEGUNDO CHECK-LIST

| NAO
19,14%

Grafico 2. Resultado total da aplicagéo do segundo check-list efetuado de acordo com a
Portaria CVS 5, onde NAO significa fora do conforme e SIM significa em conformidade, aplicada
apoés a capacitacdo do proprietario e sua equipe, em uma cantina universitaria, Ribeirédo Preto —

SP, 2018.

Com disso, observa-se que o médico-veterinario pode auxiliar positivamente os
estabelecimentos manipuladores de alimentos, inclusive cantinas e restaurantes, a
se adequarem a legislacao e a produzirem alimentos seguros.

51 CONCLUSOES

Verificou-se, no inicio deste trabalho, que 59,57% dos itens observados nao
estavam de acordo com a legislacao vigente. No entanto, ao fim deste estudo, 80,85%
dos itens avaliados atenderam a legislacdo, principalmente aqueles referentes
a qualidade sanitaria da producédo de alimentos, como: a higienizacdo adequada
das méos; o controle de temperatura das mercadorias na recepgéo; a organizacao
do local de produtos reprovados e fora de validade; o controle de temperatura dos
refrigerados e freezers por meio de planilhas; descongelamento de carnes em
refrigeradores; higienizac&o dos hortifruticolas coma utilizagdo de um POP; controle
de temperatura do balcao térmico de exposicdo. E, ainda, observou-se mudanca
na disponibilidade de documentos, como os laudos que comprovam a qualidade da
agua, a limpeza da caixa d’agua e o controle de vetores. E importante salientar que
os resultados obtidos de forma positiva, ocorreram em curto espaco de tempo (dois
meses).

Com isso, foi verificada a adequagao de um estabelecimento manipulador de
alimentos na cidade de Ribeirdo Preto — SP perante a legislagao vigente por meio da
utilizacao de um check-list observacional, elaboragcdo de um plano de acéo, adog¢éo
de medidas corretivas, orientacéo e capacitagao do proprietario e dos funcionarios.

Por fim, demonstrou-se, ainda, que o médico-veterinario pode auxiliar
positivamente este tipo de estabelecimento, neste caso uma cantina universitaria, a
se adequar a legislacao e a produzir alimentos de acordo com as normas higiénico-
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sanitarias necessarias a fim de preservar a saude do consumidor.
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RESUMO: A descoberta dos genes, da
molécula de DNA e a compreensao das suas
funcbes (coordenacdo do desenvolvimento,
funcionamento do metabolismo dos seres
vivos) estimularam o meio cientifico a buscar,
compreender e manipular o coédigo fundamental
da vida. Desse modo, o desenvolvimento de
técnicas de edigcdo de genes esta possibilitando a
modificacdo de mutacdes genéticas, auxiliando
na identificagcdo de possiveis tratamentos que
resultariam na cura permanentemente de certas
patologias, trazendo beneficios a saude publica.
Uma dessas técnicas de edi¢cdo é a nuclease
programavel CRISPR/cas9 que possui como
funcdo a alteracdo de um determinado gene
andbmalo e, consequentemente, permitindo a
correcéo de mutacdes génicas, a modulagdo da
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TRATAMENTO DE DOENCAS

expressao génica, a caracterizagao fenotipica
de uma doenca, o tratamento de doencas
infecciosas, o desenvolvimento de culturas
agricolas resistentes a pragas ou a infecgoes,
o0 aumento da imunidade viral em bactérias
utilizadas na producédo de alimentos, entre
outras aplicabilidades. Alguns estudos com a
CRISPR/cas9 mostram resultados promissores
no tratamento de doencas monogénicas,
como na acondroplasia, hemofilia e talassemia
beta. 0 desenvolvimento dessa
metodologia propiciou o surgimento de diversos
misticismos e debates éticos / filosoficos devido
a associacdo com possiveis manipulacédo do
genoma humano. As filosofias transumanistas,

Todavia,

movimento intelectual com a premissa analisar
e melhorar a condicdo humana a partir do uso de
ciéncia e tecnologia para otimizar a capacidade
cognitiva e superar as limitagcdes humanas tem
incentivado o estudo da técnica CRISPR/cas9.
Vale salientar e necessidade da desmistificagao
da edicdo genética, buscando informar o seu
funcionamento e os impactos socioeconémicos
associados.

PALAVRAS-CHAVE: (1) Edicéo-génica 1; (2)
CRISPR/Cas9 2; (3) Tratamento.

ABSTRACT: The gene and DNA molecule
discovery as well as the their
comprehension highlighted the importance of

functions

scientific understanding and manipulation of the
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live fundamental code. Thus, the development of gene editing techniques enabled the
modification of genetic mutations the identification of possible treatments that possible
results in some pathologies cure, bringing benefits to Public health. One of these editing
techniques is the programmable nuclease CRISPR/Cas9, which can alter mutated gene
and, consequently, allowing the correction of these gene mutations, the modulation of
gene expression, the phenotypic disease characterization, the treatment of infectious
diseases, the development of agricultural crops resistant to pests or infections, the
increase of viral immunity in bacteria used in the production of food, among other
explicabilities. Some studies with CRISPR/Cas9 show promising results in the treatment
of monogenic diseases, such as achondroplasia, haemophilia and beta thalassemia.
Although, the development of CRISPR methodology led to the emergence of several
ethical and philosophical debates due to the association with possible manipulation
of the human genome. The transumanist philosophies, intellectual movements that
analyze and improve the human condition from the use of science and technology
to optimize cognitive capacity and overcome human limitations has encouraged the
study of the technique CRISPR/Cas9. It is very important the demystification of genetic
edition, seeking to inform the functionality and associated socioeconomic impacts.
KEY WORDS: (1) Gene-Editing 1; (2) CRISPR / Cas9 2; (3) Treatment.

11 INTRODUCAO

Os aspectos da vida humana foram, em algum grau, reformulados pelo
desenvolvimentotecnoldgico,incluindoamaneiradelocomocéao,buscadeinformacgoes,
comunicagcdo e o tratamento de doencas. Inicialmente, esse desenvolvimento
tecnolégico, através de acdes que modificam o curso natural de uma doenca, atenuou
o ciclo celular dos microrganismos, que poderia levar a invalidez, incapacitacao,
recuperacéo ou obito (CLARK & LEAVELL, 1976). A evolucéo tecnoldgica auxiliou
na utilizacdo de seres vivos em processos industriais (biotecnologia), possibilitando
0 manuseio de agentes biolégicos ou de seus derivados para otimizar processos
(MALAJOVICH, 2016). O desenvolvimento de tecnologia destinada a fabricacao de
medicamentos reduziu o processo de selecao natural de micrébios e humanos, em
que o mais apto sobrevive (CLARK, 2010). A interac&o entre um agente bioldgico e o
ser humano, era potencialmente letal. Em 1941, ocorre a sintese e comercializagcéao
da penicilina, marco para o tratamento de doengas e diminuicdo na mortalidade
decorrente da sele¢éo natural.

A descoberta do Acido Desoxirribonucleico (DNA) e a posterior compreenséo da
sua funcdo na coordenacao, no desenvolvimento e no funcionamento do metabolismo
dos seres vivos estimularam o meio cientifico a buscar, compreender e manipular
a codigo fundamental da vida. A capacidade de editar tal codigo esta relacionado a
capacidade de corrigir defeitos, prevenir e curar permanentemente doencgas. Antes
do anos 2000, as ferramentas de manipulacao e edicdo genética existentes, embora
viaveis, erampouco eficientes ou muitolaboriosas (DOUDNA& CHARPENTIER, 2014).
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No inicio da década de 2000, estudos sobre o sistema de defesa de bactérias contra
bacteridéfagos levou a descoberta da Repeticdes Palindrémicas Curtas Agrupadas e
Regularmente Inter espacadas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats) ou CRISPR, sistema de defesa adaptativo de bactérias e arqueias, em
gue sequéncias de material genético viral ou plasmidial, tornando-se analogo a uma
espécie de “memoria” de invasdes anteriores. As CRISPRs podem ser traduzidas
em pequenas sequéncias de Acido Ribonucleico (RNA) que se associam a enzimas
denominadas CRISPR associated proteins (Cas). O sistema CRISPR identifica
sequencias de DNA complementares ao material genético previamente modificado
por infeccbes anteriores e a enzima nuclease associada, Cas9, faz a clivagem do
DNA (BARRANGOU & HORVATH, 2012). Embora apresentem mecanismos de
atuacdo semelhantes, existe uma imensa variedade nos sistemas CRISPR/Cas
com especificidades e caracteristicas distintas. Isso se deve a vasta variabilidade
genéticas de bactérias e arqueias e a constante coevolucéo delas e seus némeses,
os bacteriéfagos (ROSSI & ALMEIDA, 2010).

Em decorréncia das grandes mudancas tecnolégicas, surgiram, principalmente
no final do século XX, movimentos filos6ficos que buscam entender os impactos e
estimular ou conter aimplementacao desses avancos. Dentre as ramificacées desses
pensamentos, esta o transumanismo, movimento intelectual que tem como premissa
analisar e melhorar a condicdo humana a partir do uso de ciéncia e tecnologia para
otimizar a capacidade cognitiva e superar limitacdes fisicas e psicolégicas humanas,
defendendo alteracbes nas estruturas biolégicas que permitam reduzir o sofrimento,
nao s6 entre humanos, mas entre todos os seres vivos (MORE, 1990).

O presente trabalho teve como principal descrever o tratamento de doencas
por meio da edi¢cdo genica através do sistema CRISPR/Cas, os seus possiveis
desdobramentos filos6ficos e consequéncias para saude publica, tentando
desmistificara edicao genica e seu uso.

21 0S ACIDOS NUCLEICOS E A INFORMACAO GENETICA

2.1 O material genético e a hereditariedade

Pormuitotempo, acreditou-se que asinformacdes hereditarias eram transmitidas
através das proteinas, uma vez que apresentavam estruturas complexas quando
comparadas aos &cidos nucleicos. Na década de 1940, alguns experimentos
foram realizados, gerando questionamentos sobre a teoria das proteinas como
propagadoras das informacdes genéticas. Com o teste realizado com a bactéria da
espécie Pneumococos foi possivel identificar mecanismos e moléculas relacionados
ao processo de transformacdo bacteriana, isto é, capacidade em assimilar
caracteristicas de outras bactérias mortas. Com a cepa especifica de Pneumococos
que sintetizava uma cépsula bacteriana, foi realizado a separacéo de seu extrato
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celular em proteinas, DNA, RNA, lipideos e carboidratos. Cada uma desses
produtos foi adicionada a culturas de outra cepa de Pneumococos que nao produzia
a cgpsula. O resultado mostrou que apenas a fragcdo contendo DNA possibilitou a
recuperacédo da capacidade bacteriana em formarem a capsula, inferindo-se que
o DNA desempenhava um papel imprescindivel na formacdo e transmissao de
caracteristicas (WATSON et al., 2015).

A estrutura quimica da molécula de DNA é composta por uma dupla fita,
antiparalela, helicoidal formada por um extenso polimero de nucleotideos. A cadeia
principal € formada por moléculas de pentose (desoxirribose) e fosfato intercalados e
unidos por ligacdes covalentes do tipo fosfodiéster. A molécula da pentose esta ligada
aos compostos ciclicos contendo nitrogénio, as chamadas bases nitrogenadas, as
quais fazem a ligagdo entre uma fita e sua fita complementar através de pontes de
hidrogénio (Figura 1). Existem quatro tipos de bases nitrogenadas na molécula de
DNA a Timina (T), Adenina (A), Guanina (G) e Citosina (C).

Figura 1: A estrutura bioquimica da molécula de DNA. O DNA é composto por unidades
fundamentais denominadas nucleotideos, estrutura composta por um grupamento fosfato, uma
pentose e uma base nitrogenada. E uma molécula dupla fita, antiparalela, helicoidal, ligadas
entre si por pontes de hidrogénio.

Fonte: imagem adaptada a partir do site Biophilia: https:/bit.ly/2rfPGYV

O DNA é uma molécula muito longa que se associa a proteinas, histonas,
gerando um complexo DNA-Proteina chamado de cromatina, com diferentes
estados de compactacgéo. A cromatina em seu estado mais compactado € chamada
de cromossomo (DE ROBERTIS & HIB, 2006). O DNA & uma estrutura replicante
e também capaz de ser transcrito em fita de RNA que, por sua vez é traduzida em
cadeias polipeptidicas que dardo origem as proteinas (dogma central da biologia
molecular) (WATSON et al., 2015). Assim, o DNA é uma molécula que contém o
codigo de sintese para as estruturas que direta ou indiretamente compde os seres
vivos (Figura 2).
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transcrigdo tradugéo
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RNA proteina

Figura 2: Dogma central da biologia molecular. O fluxo das informagdes genéticas: uma
molécula de DNA pode se replicar gerando copias idénticas de si mesma, pode ser transcrita
em uma molécula de RNA que por sua vez é traduzida em uma proteina.

Fonte: imagem adaptada a partir do site https://bit.ly/2QcjcgT

A replicacéao é a capacidade de duplicacdo do DNA sintetizando copias de si
mesma. Para que ocorra a duplicacédo do DNA é necesséria a separacao das duas
fitas originais, chamadas de fitas parentais e a sintese de duas novas fitas, tendo as
parentais como molde. O processo de replicacdo €, um processo semiconservativo,
uma vez que cada nova fita de DNA contém uma fita parental e uma fita recém-
sintetizada (WATSON et al., 2015).

O processo de transcricéo corresponde ao DNA como molde para a sintese de
uma fita de RNA, . O RNA também é polimero de nucleotideos que tem sua cadeia
principal composta por moléculas de pentose ribose e fosfato intercaladas e unidos
por ligacdes fosfodiéster, além de bases nitrogenadas ligadas a molécula de pentose.
Abase nitrogenada uracila (U) substitui a timina (T) presente no DNA (DE ROBERTIS
& HIB, 2006). Nos eucariotos, o0 RNA geralmente tem uma estrutura em forma de fita
simples, enquanto que em alguns virus essa molécula pode apresentar estrutura de
dupla fita. Existem 3 tipos principais de RNA, o RNA ribossémico (RNAr) que origina
os ribossomos, organelas citoplasmaticas que atuam na sintese de proteinas, o
RNA transportador (RNAt), que transportam os aminoacidos até o ribossomo e o
RNA mensageiro (RNAm) que guia na ordem de encaixe dos aminoacidos para a
sintese de proteina. A sintese de proteina, tradug¢ao, corresponde a ultima etapa de
transferéncia da informacé&o contida no DNA (WATSON et al., 2015).

Nos eucariotos a molécula de RNA é inicialmente sintetizada em um estado
“imaturo” que é processado para gerar uma sequéncia de cédons que sintetizam
proteinas funcionais. O processamento da molécula de RNA é composto por trés
etapas, a adicao de CAP, o splicing e a adicao da cauda poliA (Figura 3). A adigéao
do CAP ocorre apés o inicio da sintese do RNAm e tem como fungdes a protecéao
contra a agao de enzimas que clivam o RNA, a interagdo com complexos proteicos
que exportam esse RNAm para o citosol da célula e o acoplamento da molécula de
RNAm no ribossomo. O processo de splicing consiste na retirada de sequéncias de
nucleotideos nao codificadores, os introns, e a ligacéo de sequéncias codificadoras,
0s exons. A adicéo da cauda poliA corresponde a incorporagdo de uma sequéncia
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de nucleotideos de adenina na porcao 3’ do RNA, que, apesar de sua funcéo ainda
ser pouco compreendida, especula-se que possivelmente atue no aumento da
estabilidade da molécula e evite sua degradacéo precoce. Apds o processamento,
o RNAm maduro atravessa os poros nucleares, deslocando-se para o citoplasma,
onde desempenha a funcéo de sintese proteica.

Exons
e ||||||||+|||1|1|11—_®®®®“';'
§' cop Tedvovs Cauda poli-A
/\/(:\:’\\hﬁw 4{ Sp\'\c:\h%
s'e e —OOA® - 3

RNAm Maduro

Figura 3: Processo de Splicing. Processamento do RNAm apds sua transcricdo, com a
retirada que regides nao codificantes, os introns e a unido das regides codificantes, os exons,
para a producdo de um RNAm funcional.

Fonte: imagem adaptada a partir do site Medical Xpress https://bit.ly/2Qz5Af2

2.2 Danos e os mecanismos de reparo do material genético

Como o DNA é codigo fundamental da vida e contém todas as informagdes
necessarias para o desenvolvimento de organismos, a manutencdo da sua
integridade é fundamental para o perfeito funcionamento do metabolismo dos seres
vivos. Entretanto, modificagdes e danos ao DNA, relativamente comuns durante o
ciclo celular, sédo capazes de ocasionar mutac¢des ou disfungdes, gerando alteragdes
metabdlicas e estruturais que comprometem o funcionamento do organismo. Os
danos ao material genético sdo causados por diversos fatores como radiagoes,
substancias quimicas, radicais livres, infeccbes virais, fatores endogenos, entre
outros. Os danos induzem mecanismos de resposta celular que visam a corre¢cao do
erro e reparo do material genético, ou a ativacao de mecanismos apoptéticos, caso
a lesao seja irreversivel ou potencialmente maléfica (SANCAR et al., 2004).

As lesdes no DNA ocorrem por danos a uma unica fita do DNA, denominadas
de danos a fita simples (single strand break — SSB) ou por danos a dupla fita de
DNA (double strand break — DSB). Os mecanismos de reparo de SSB usam a fita
complementar como molde para correcdo da fita danificada e podem ser feitos
pela excisdo da base nitrogenada (BER — Base excison repair) ou do nucleotideo
(NER - Nucleotide excision repair) (LISTIK & CARMO, 2016). Os DSB possuem
maior potencial de comprometer a estabilidade celular e podem ocorrer por a
unido de extremidade ndo-homdloga (NHEJ - Non-homologous end joining) ou por
recombinagcdo homologa (HDR - homologous recombination). No NHEJ, principal
mecanismo de reparacdo de DSB em mamiferos, as extremidades de quebra sédo
ligadas diretamente, sem a necessidade de molde da regido homologa ao DNA,
tornando o processo mais rapido. Entretanto, a regido de ligagc&o tem a sequéncia de
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nucleotideos alteradas, o que pode causar deleg¢des ou inser¢cdes de nucleotideos
(MOORE & HABER, 1996). AHDR é mais precisa, pois utiliza uma sequéncia idéntica
ou similar localizada no cromossomo homdlogo para o reparo da quebra, diminuindo
a ocorréncia de mutacoes (Figura 4).

Dano na fita dupla de DNA

e S S
LA R L L

DNA doador
e i

unido de extremidades recombinagio homdloga
nao-homaélogas (NHEJ) (HDRY)
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Insergdo ou delegdo de mutagdes Alteragdo [ corregdo precisa

Figura 4: Mecanismos de Reparo a Danos da Fita Dupla do DNA. O dano na fita dupla
de DNA pode ser reparado pela (1) unido de extremidade nao-homoéloga (NHEJ), onde as
extremidades de quebra sé&o ligadas diretamente sem a necessidade de molde da regiao
homologa ao DNA, podendo causar dele¢des ou insercdes de nucleotideos ou (2) pela
recombinacao homologa (HDR), que utiliza uma sequéncia idéntica ou similar de DNA (DNA
doador) como direcionamento para o reparo da quebra, diminuindo a ocorréncia de mutacoes.

Fonte: imagem adaptada a partir do site Medical Xpress https://bit.ly/2Go1111

2.3 Expressao Génica

Um gene, sequéncia especifica de nucleotideos na molécula de DNA, contém
as informacbes necessarias para a produ¢cdo do RNA e consequentemente para
a sintese de uma proteina. O processamento de um gene para a sintese de um
composto funcional é chamado expressao génica. O gene é a unidade fundamental
da hereditariedade e o conjunto deles em uma espécie é chamado de genoma. A
expressédo desse genoma sob a influéncia o meio ambiente € chamado de fenotipo
(WATSON et al., 2015).

Emum mesmo organismo, emboratodas as células possuisse 0 mesmo genoma,
a sua expressao nao ocorre de modo homogéneo, possibilitando que células de
diferentes linhagens expressem distintas proteinas, gerando diversas morfologias e
especializacdes. Aregulacéo da expressao dos genes possibilita o ajuste das células
as alteraces ambientais e adequarem seu metabolismo as necessidades geradas
pelo meio onde se encontram, permitindo que uma célula gere respostas diferentes
a um mesmo estimulo, ou ainda expresse determinados genes e nao outros. Dessa
forma, uma célula consegue controlar as proteinas que produz controlando como e
qguando um determinado gene deve ser expresso (WATSON et al., 2015). O controle
e regulacao da expressao dos genes podem ocorrer por diferentes processos, como
o grau de compactacédo da cromatina. Quando a cromatina esta pouco condensada
(eucromatina), o DNA esta frouxo e pode ser facilmente transcrito. A cromatina
condensada (heterocromatina), ndo pode ser transcrita e os eucariotos tém proteinas
que conseguem facilitar ou bloquear o acesso de enzimas a essa regiao, modulando
o processo de transcricdo (WATSON et al., 2015). O splicing também é um processo
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que auxilia na regulacéo da expressao génica. Um mesmo gene pode gerar proteinas
distintas de acordo com o tipo de célula que se encontra, pois no momento do
splicing remove-se introns e exons diversos, produzindo proteinas diferentes. Outro
fator que regula a expresséo dos genes € a translocacao do RNAm do nucleo para o
citoplasma, influenciando a tradugao de proteinas. A regulacao génica pode ocorrer
através de alguns processos que inibem ou estimulam o acoplamento do RNAm
ao ribossomo, podendo impossibilitar a traducédo ou produzir de substancias que
degradem e inativem o RNAm antes que ele seja traduzido (WATSON et al., 2015).

2.4 Epigenética

Todas as células do organismo humano se desenvolvem de uma Unica célula
primordial, o zigoto, que contém toda a informacé&o que dara origem aos diferentes
tipos celulares que compde tecidos, 6rgao e sistemas. O controle e modulagcéao da
expressao dessas informacdes desde a concepcao até a maturagcdo do organismo
€ muito importante. Como a variacdo e a especializacdo das expressdes do
genoma nao sao inteiramente explicadas pelos processos genéticos devido a néao
h& alteracdo no DNA, surgiu, em 1942, o conceito de epigenética, por Conrad H.
Waddington (VIEIRA, 2017). A epigenética,“acima do genoma”, estuda as mudancas
na expressao de genes e as possiveis alteracdes na funcionalidade de uma célula
gue nao envolvem a alteracédo da sequéncia nucleotideos da molécula de DNA, mas
que envolvem modificagdes na estrutura da cromatina decorrentes da interagdo do
individuo com fatores externos a ele, como o ambiente, a alimentacéo, o estresse,
as infeccdes, entre outros. Tais alteragdes séo suscetiveis a reversdo e mesmo sem
alterar o DNA, as caracteristicas epigenéticas podem ser herdaveis (ELSNER &
SIQUEIRA, 2016).

A regulacao epigenética estd associada principalmente a trés mecanismos sé@o
eles a metilacdo do DNA, as modificacbes nas histonas e a atuacédo de RNA’s néao
codificantes. A metilacdo do DNA consiste na substituicdo de um atomo de hidrogénio
na molécula de citosina, por um grupo metil. Essa substituicdo ocorre em regides
promotoras do DNA e impossibilita a atuacédo de fatores de transcricdo e enzimas
que polimerizam as moléculas de RNA (VIEIRA, 2017). As histonas, proteinas nas
quais o DNA se enovela, sao de cinco tipos, H1, H2A, H2B, H3 e H4 e associam-
se em pares formando um octadmero. As histonas ligam-se a cada 147 pares de
bases de DNA, formando um nucleossomo. As histonas tém uma regido terminal,
conhecida também como cauda, rica em lisina e arginina, apresentando carga
oposta ao DNA o que possibilita 0 seu enovelamento. Mecanismos epigenéticos
podem promover alteragdes na cauda dessas proteinas, modulando a condensagao
da cromatina e por consequéncia, a acessibilidade ao DNA, implicando em uma
maior ou menor transcricdo de regides génicas (MULLER & PRADO, 2009). A
producdo de RNAs néo codificantes envolve a sintese de pequenas moléculas de
RNA que néo codificam proteinas, também conhecidos como microRNAs (miRNA).
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Essas moléculas sdo capazes de reprimir o processo de tradug¢do, ou em caso de
homologia e complementariedade das fitas, parear-se com moléculas de RNAm
resultando em sua degradacgao precoce, processo conhecido como silenciamento
génico (VIEIRA, 2017).

31 0S MECANISMOS MOLECULARES DE EDICAO DO GENOMA

As ferramentas de edicéo genica utilizam nucleases, enzimas capazes de romper
as ligagdes entre os nucleotideos, que possam ser programadas para cortar trechos
especificos do material genético (HOTTA & YAMANAKA, 2015). Tais ferramentas
realizam quebras na dupla fita de DNA, ativando mecanismos de reparo como HDR,
reparo por homologia ou por NHEJ, juncéo de extremidades ndo homologas.

O HDR utiliza um molde de DNA pré-existente para reparar a fita danificada.
Dessa forma a introducdo de uma molécula de DNA com transgenes especificos
pode ser empregada na DSB alvo para corrigir a funcionalidade de um gene mutado
(Figura 5).

Correcdo
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Figura 5. Correcao de um gene mutante utilizando Recombinagcao Homologa Direcionada
(HDR) e uma fita de DNA molde. Em uma célula que possui o Locus mutante ha a transcricao
de um RNAm alterado e consequentemente uma proteina com mutagéo. Para a correcéo desse
gene mutante é realizada uma quebra na dupla fita de DNA (DSB) e inserido uma fita de DNA
molde para corregéo.

Fonte: adaptado de LISTIK & CARMO, 2016.

O reparo por NHEJ esta associado a ligacao direta da regiao de DBS. Esse tipo
de reparo € altamente mutagénico, gerando principalmente deleg¢des e insercdes,
os chamados indels (LIEBER et al., 2003). As caracteristicas do NHEJ podem ser
utilizadas para inducéo das mutacdes pontuais, delecao de sequéncias indesejaveis,
adicao de cddons especificos, como cddons de parada, possibilitando o knock out de
tais genes (LISTIK & CARMO, 2016).

3.1 Sistema CRISPR/Cas

O sistema CRISPR/Cas9 € um mecanismo de defesa das bactérias e Archaea
contra elementos genéticos invasores de bacteriéfagos e outros plasmideos (Figura
6). O material genético exdégeno é clivado, fragmentado em pequenas fragdes e
incorporado a locus do CRISPR (DOUDNA & CHARPENTIER, 2014). Quando ha
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novamente contato com o material genético exd6geno, o sistema CRISPR identifica
trechos de DNAde infec¢cbes anteriores. Assim a endonuclease associada, Cas9, cliva
o material genético invasor impedindo sua replicagdo (BARRANGOU & HORVATH,
2012).
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Figura 6: Mecanismo de Atuacao do sistema CRISPR em bactérias e Arqueas. 1)
Imunizacéo: reconhecimento e clivagem de elementos genéticos invasores (DNA viral)

e incorporacéo de novas unidades espacadoras ao locus do CRISPR. 2) Imunidade: Os
espacadores podem ser traduzidas em pequenas sequéncias de RNA (TracrRNA) que se
associam ao complexo de enzimas Cas. Assim, o sistema CRISPR identifica trechos de DNA
complementares ao material genético previamente integrado, de infeccdes anteriores, e a
enzima nuclease associada Cas9 faz a clivagem do DNA viral em uma sequéncia precisa
impedindo a propagacao do DNA ex6geno.

Fonte: GENSCRIPT, 2015.

41 CRISPR NO TRATAMENTO DE DOENCAS GENETICAS E EPIGENETICAS

A medicina define patologia ou doenca os disturbios, alteracdes ou desajustes
na funcionalidade de um grupo celular, tecido, 6rgédo ou sistema do organismo,
associados a sinais e sintomas definiveis e especificos. As doencgas genéticas sdo um
grupo de disfungdes que resultam da modificacdo de uma sequéncia de nucleotideos
em uma parte do DNA que, direta ou indiretamente, causam alteragdes fisiol6gicas
ou anatbmicas, trazendo prejuizo ao organismo. Esse grupo de doencgas pode estar
associado a um gene, um grupo de genes ou ainda na forma de expresséo de
determinados genes ao longo da vida. Vale salientar que nem toda doencga genética
€ herdada, podendo ser causada por diversos fatores como radiacao, infec¢cao, ma
alimentacao, estresse entre outros (ZAHA, FERREIRA & PASSAGLIA, 2014).

A tecnologia CRISPR-Cas9 vem sendo amplamente estudada e utilizada
em terapias genicas e consiste na introducdo delecdo ou modificagcdo de genes
prejudiciais, tendo, em testes em modelo animal e em cultura de células, mostrado
resultados bastante positivos no tratamento e cura de varias doencgas relacionadas
com alteracdes genicas.
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4.1 Acondoplasia

A Acondroplasia (ACH) é um distarbio genético autossémico dominante que
gera um desenvolvimento anormal dos tecidos 0sseos afetando a ossificagéo
endocondral, processo que acelera a ossificacao das cartilagens, impossibilitando o
crescimento normal dos ossos longos. A ACH caracteriza-se fenotipicamente por um
nanismo desproporcional, membros curtos, tronco normal, macrocefalia, as méaos
s&o pequenas e largas, e os dedos curtos com separagao entre a terceira e quartas
falanges, podendo apresentar inumeras complicacdes (CERVAN et al., 2008). A
ACH é o tipo mais comum de nanismo no mundo e sua incidéncia é estimada em
1 a cada 25.000 nascidos vivos (HORIE et al., 2017). A maior parte dos individuos
com essa disfuncao apresenta mutagao no gene FGFR3, que leva a substituicdo do
aminodcido glicina pelo aminoacido arginina no receptor de crescimento fibroblastico
3, gerando uma superatividade dessa enzima e resultando em uma condrodisplasia,
em geral em cartilagens epifisarias, que alteram, por consequéncia, o crescimento
linear dos ossos (DENG et al., 1996).

Na tentativa de identificar possiveis tratamentos para a ACH, fibroblastos de
individuos acondroplasicos adultos foram induzidas para se tornassem células
troncos pluripotentes induzidas (iPS). Essas células iPS foram separadas em 2
grupos, um sem nenhuma alterac&o genética (grupo controle), e outro com a edicéao
no gene FGFR3 usando a CRISPR/Cas9. Apoés a introducéo das iPS modificadas
com o CRISPR, houve a eliminacdo do alelo dominante FGFR3 e a reducédo da
hiperatividade das enzimas FGFR3, quando comparados com o grupo controle o que
possibilitou o desenvolvimento normal do tecido (HORIE et al., 2017). Esse estudo
provou que é possivel impedir que o gene mutante FGFR3 se manifeste.

4.2 Distrofia de Duchenne

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma alteragcédo genética hereditaria
ligada ao cromossomo sexual X. Esse disturbio impede a produg¢ao de uma proteina
muscular chamada distrofina cuja funcdo exata ainda é desconhecida. Porém, a
hip6tese mais aceita é que ela tenha um papel relacionado a integridade, estabilidade
e alinhamento da membrana plasmatica e das miofibrilas durante a contracéo e
relaxamento muscular. A auséncia da distrofina possivelmente gera alteracées no
sarcolema, provocando aberturas que possibilitam a livre passagem de célcio para
o interior da célula muscular levando a necrose e perda da capacidade contratil da
fibora (MORAES, FERNANDES & ACOSTA, 2011).

A DMD, doenca recessiva localizada no brago curto do cromossomo X, afeta
principalmente homens, pois neles ha apenas uma cépia do cromossomo X.
A incidéncia é de um com a sindrome a cada 3.500 meninos nascidos vivos. As
manifestacdes clinicas, em geral, s6 sdo observadas quando a crian¢ca comecga a
andar. As alteragdes iniciam-se com o gradual enfraquecimento muscular, que se
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torna evidente por volta dos cinco anos de idade, resultando em uma dificuldade de
manutencéo da marcha, quedas recorrentes e um andar caracteristico de acentuado
balanco do corpo durante o caminhar, devido a atrofia da musculatura do quadril
impedindo o nivelamento da pelve (SANTOS et al., 2006). A progressao da DMD,
por volta dos 10 a 13 anos de idade, leva a impossibilidade de o paciente andar
sendo necessario o uso de cadeira de rodas para a locomogéo. A medida que a
doenca avanca surge insuficiéncia respiratéria e a dificuldade na ventilagdo, sendo
necessario o uso de aparelhos para o restabelecimento dessa funcéo. Nesse estagio,
tornam-se comuns infec¢cbes respiratorias, principais causa de morte de paciente
nesse estado (SANTOS et al., 2006). Os pacientes com sobrevida maior acabam
tendo a musculatura cardiaca acometida. Os pacientes com DMD acabam evoluindo
a 6bito por volta dos 18 a 25 anos pelo comprometimento cardiaco ou insuficiéncia
respiratoria (MORAES, FERNANDES, & ACOSTA, 2011).

Utilizando a técnica de edicdo genica CRISPR/Cas9 foi possivel, em modelo
canino, impossibilitar a progressdao da DMD, restabelecendo a produgao de distrofina
cardiaca a niveis superiores a 90% (AMOASII, 2018), além disso, obteve resultados
similares com distrofina produzida pela musculatura esquelética. A pesquisa levanta
grandes expectativas com relagao a futuros tratamentos para a doenca (GONCALVES
etal., 2017).

4.3 Talassemia beta

A talassemia beta € uma doencga sanguinea, de origem genética, caracterizada
por uma anormalidade na produ¢do de hemoglobina (Hb), uma proteina globular
quaternaria que atua na captacao e transportes de moléculas gasosas, principalmente
0 oxigénio. A talassemia ocorre em variados graus com alteragcées na sintese das
cadeias de globina betas e as alteracbes podem resultar em pacientes completamente
assintomaticos até pacientes com severas complicagées (MINISTERIO DA SAUDE,
2016). O desequilibrio entre a quantidade de globinas alfas e betas, devido a
menor producéo das globinas do tipo beta, faz com que o excesso de globinas alfa
livres se precipite formando agregados proteicos que causam alteragées morfo-
fisioldgicas, levando a lesbes na membrana plasmatica da hemacia. Quando essas
células atingem o sangue periférico essas alteragdes sinalizam para que ocorra o
sequestro e destruicdo dessas células pelo baco, podendo desencadear um quadro
de anemia hemolitica e a evolucdo para uma crise aplasica da medula (MINISTERIO
DA SAUDE, 2016).

Através da utilizacao do CRISPR em células iPS de pacientes beta talassemicos,
foi possivel corrigir de forma eficiente as mutagcdes nos genes da globina beta,
restaurando a sua expressdo. Nenhumaalteracéo forado alvo (off-target) foiobservada
e as iPS alteradas exibiam o cariétipo normal (XIE et al., 2014). Os resultados
obtidos mostraram a possibilidade de tratamento da B-talassemia utilizando terapias
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baseadas no CRISPR. Outra possibilidade é a modificagcdo de culturas celulares do
préprio paciente fornecendo uma fonte de células para transplante ou transfusées
sanguineas, que nao gerariam os efeitos adversos das transfusdes normais (XIE et
al., 2014).

4.4 Hepatite

A hepatite, caracterizada pela inflamacao de hepatdcitos, pode ser causada por
diferentes fatores etioldgicos como infec¢des virais ou substancias toxicas (alcool,
drogas, medicamentos). As hepatites virais, principalmente HBV e HCV, s&o um
grave problema de saude publica brasileira e em seu curso natural a doenca pode
levar ao surgimento de cirrose e cancer hepatico, sendo muito comum a necessidade
de transplante (FERREIRA, 2000).

A hepatite B (HBV) é causada por um virus com genoma de DNA e envelopado,
dificultando a sua remocéo utilizando as terapias convencionais. Além disso, o virus
pode ficar longos periodos latentes e se reativar. Estudos recentes com o sistema
CRISPR-Cas9 alterando o DNA viral mostraram a diminuicdo da expressado de
antigenos marcadores da replicacéo viraldo HBV (AgHBe) (SEEGER & SOHN, 2014).
Testes utilizando iPS e edicdo genética mostraram a possibilidade de restabelecer
a funcdo hepatica repovoando o figado com hepatodcitos saudaveis, através da
utilizacdo do CRISPR para modificar sequéncias de genes de iPS, convertendo-
as em hepatocitos. Essas células, além de sadias, possuiam ainda um RNA de
interferéncia especifico contra o HBV o0 que gerou uma resisténcia dessa populacao
celular contra a hepatite B. O estudo se mostrou promissor e em poucos testes foi
possivel restabelecer a funcéo hepatica a niveis normais (KAY, 2011).

4.5 HIV

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) € um retrovirus com genoma de
RNA, que possui a enzima, a transcriptase reversa capaz de transcrever a molécula
de RNA viral em DNA para permitir a integracdao ao genoma do hospedeiro. Sua
principal forma de transmissdo € sexual, embora possa ser transmitido por via
sanguinea e congénita. O virus tem tropismo por linfocitos T CD4+, grupo de linfocitos
capaz de mediar, modular e regular a resposta imune, podendo atuar na ativacéo e
no recrutamento de células fagociticas e induzie a troca de classes e a produgéo de
imunoglobulinas pelos linfécitos B. Dessa forma o aumento da destruicdo desse tipo
celular leva a maior vulnerabilidade do sistema imune e o surgimento de infec¢des
oportunistas que podem levar o pacienta a Obito. A principal forma de tratamento do
HIV é a administragdo conjunta de varios antirretrovirais, no intuito de diminuir ou
retardar a replicacdo e propagacao viral, limitar a o surgimento de cepas resistentes
aos medicamentos e impedir a reducado dos linfécitos auxiliares. Apesar da eficacia
dos agentes antirretrovirais de impedir a replicacéo do virus em diferentes fases do
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seu ciclo, o HIV é capaz de gerar reservatorios latentes através de sua integracéo
ao genoma celular. Dessa forma, mesmo que a carga viral do paciente seja
extremamente baixa, o tratamento com antirretrovirais deve ser mantido por toda a
vida. Entretanto, a terapia antirretroviral apresenta efeitos adversos que estimulam a
desisténcia do regime terapéutico, como nausea, vomito, diarreia, cefaleia, alteracdes
cardiovasculares, hematolégicas e metabdlicas.

Varios avancos foram mostrados com o CRISPR, levantando a possibilidade de
novas formas de tratamento. Varios estudos em modelo animal e células humanas
mostraram que utilizando o CRISPR é possivel remover o DNA viral do HIV do
genoma do hospedeiro com extrema precisdao (KAMINSKI et al., 2016). Alguns
estudos demostraram a possibilidade de modificar os genes codificantes do receptor
quimiocina tipo 5, proteina da membrana celular que contém o principal sitio de
ligagdo do virus HIV com os linfocitos T, sem a produgdo dessa proteina o virus
nao consegue infectar as células T (DENG et al., 2018). A edicdo génica usando o
CRISPR Cas9 para modificar as células possibilitou que de duas criangas tornassem-
as imune ao Virus da Imunodeficiéncia Humana (NUNES & BATISTA, 2019). O uso
do sistema CRISPR/Cas9 para clivar o HIV do genoma removeu os reservatérios
latentes do virus e impediu a reinfecgao.

4.6 Prevencao e tratamento de doencas infecciosas

Doencas infecciosas sao causadas por virus, fungos, bactérias ou parasitas e
transmissiveis de uma pessoa para outra. A manipula¢do genica abre uma gama de
perspectivas no que tange a esses tipos de doencas. Um dos principais problemas
enfrentados atualmente no tratamento de infec¢des bacterianas é o desenvolvimento
de microrganismos resistentes a antibioticos, denominadas superbactérias. Usando
a adicao da enzima Cas9 ao virus, pesquisadores mostraram que é possivel produzir
bacteridfagos quem atacam microrganismos super-resistentes. Dessa forma, durante
a infeccao bacteriana, a enzima Cas9 adicionada ao genoma viral € transcrita e cliva
o DNA bacteriano em regides pré-determinadas resultando na morte da bactéria
(REARDON, 2017).

Ao utilizar o CRISPR, foi possivel rastrear os genes responsaveis pela fertilidade
em mosquitos Anopheles e desenvolver linhagens de mosquitos que podem suprimir
e substituir a populagdo natural de mosquitos, que séo estéreis ou que gerem uma
prole que nao pode se reproduzir, controlando endemias e epidemias de dengue,
zika e chikungunya.

4.7 Tratamento do Cancer

Organismos multicelulares precisam constantemente replicar suas células a
fim de reparar lesbes, renovar tecidos ou para o crescimento corpéreo. Dessa forma,
0 processo de proliferacdo celular deve ser continuo, controlado e autolimitado,
variando de acordo com a necessidade fisiolégica do individuo. Existem diversos
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mecanismos para a verificacdo de erros celulares, levando as células defeituosas a
um processo de morte programada, denominada a apoptose (INCA, 2011). Quando a
células nao responde corretamente aos estimulos apoptéticos e perde seu potencial
de autolimitacdo ha o descontrole proliferativo que pode levar a diversas disfung¢des
organicas, como as neoplasias malignas (cancer), que podem invadir outros tecidos
(metastase). As causas podem ser diversos fatores, como ambientais (substancias
quimicas, radiacao, infec¢des, habitos alimentares, tabagismo) e genéticos (alteragcéo
em genes responsaveis pela sintese de enzimas de variadas vias metabdlicas que
transformam uma substéncia nocivas ao organismo em outra substancia menos
toxicas e levam ao acumulo de metabdlitos que lesionam o material genético celular,
em genes que regulam a estabilidade do genoma e do ciclo celular, em genes de
sinalizacdo e controle do desenvolvimento celular, vias apoptéticas e proliferacéao
das células) (WARD, 2002). O tratamentos mais usado no combate ao céancer é a
quimioterapia, utilizacado de farmacos isolados ou combinados, que busca eliminar,
inibir ou dificultar a proliferacédo das células cancerigenas. Os diversos quimioterapicos
variam quanto sua a acao farmacologica, toxicidade e efeitos colaterais (RIUL &
AGUILLAR, 1999).

O desenvolvimento de quimioterapicos necessita da compreensao e
conhecimento da resposta celular frente a um farmaco. Por meio da tecnologia
do CRISPR diversos estudos estdo buscando inibir ou aumentar a expressao de
genes especificos a fim de identificar como essa alteragcdo genética modificaria ou
modularia a atuacdo dos quimioterapicos, identificando proteinas, vias metabdlicas
ou receptores alvos que sejam relevantes para o tratamento da doenca (OKAMOTO,
2017).

A inibiram in vitro e in vivo genes de células de adenocarcinoma pancreatico
identificaram que a delecdo de alguns genes aumenta a citotoxicidade de
quimioterapicos inibidores de ativacdo de MEK (grupo de proteinas quinase que
respondem a estimulos extracelulares para regular a diferenciacéo, proliferacao e
morte celular). O estudo também mostrou a utilidade da edicdo genética para criar
alteragdes pontuais no genoma de células neoplasicas, possibilitando a compreenséao
de como mutacdes genéticas desconhecidas afetardo positiva ou negativamente a
resposta celular para um determinado quimioterapico (SZLACHTA et al., 2018).

51 CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento de novas tecnologias e metodologias, principalmente na
area da medicina, biotecnologia e informatica, tem possibilitado grandes avancgos
no entendimento de certas condi¢des e tem trazido muitos beneficios relacionados
a vida.

Uma tecnologia inovadora e promissora que tem sido destaque € a CRISPR-
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Cas9, naturalmente encontradas no sistema de defesa imunologica em bactérias.
O CRISPR-Cas9 tem como principio a edicdo genica e consequentemente,
modificacdo proteica, metabdlica e de algumas caracteristicas do organismo de
forma rapida, econdmica e eficiente (poucos efeitos off-target), portanto, considerada
precisa e pontual. A CRISPR-Cas9 possibilita a insercdo, remocéo e correcao de
uma sequéncia mutada em uma molécula DNA de uma determinada célula com
precisdo. Dessa forma, a CRISPR tem sido usada em alteracbes genéticas como
a correcdo de genes com mutacdes génicas, a modulagcdo da expressao génica,
a caracterizacao fenotipica de uma doenca, no tratamento de doencas infecciosas
e patologias, no desenvolvimento de culturas agricolas resistentes a pragas ou a
infeccdes, no aumento da imunidade viral em bactérias utilizadas na producao de
alimentos, entre outras. Dessa forma, altera¢des na funcionalidade celular, tecidual
ou sistémica relacionadas, direta ou indiretamente, aos genes e suas expressoes
podem auxiliar na prevencao, no tratamento ou na cura de certas patologias. Alguns
estudos mostram resultados promissores no tratamento de doencas monogénicas.
Um exemplo é o desenvolvimento normal de cartilagens na acondroplasia, distarbio
genético com alteracdo da ossificacdo endocondral, cuja utilizacdo da técnica
CRISPR-Cas9 possibilitou hiperatividade das enzimas FGFR3, responsaveis
pela anormalidade dos tecidos 6sseos. Também se pode citar o retardamento na
progressdo da distrofia muscular de Duchenne, através do restabelecimento da
producéo de distrofina no musculo esquelético e cardiaco. O CRISPR também se
mostrou promissor no tratamento de doencas hematoldgicas, a talassemia beta e
a hemofilia, por meio da correcdo da mutacao génica causadoras essas patologias
e também a modificacéo de culturas celulares do proprio paciente fornecendo uma
fonte de células para transplante ou enxerto. Ademais, essa metodologia CRISPR-
Cas9 tem possibilitado a criacdo de organismos geneticamente modificados
capazes de atacar e destruir sequéncias génicas essenciais de microrganismos com
elevada resisténcia a antibidéticos bem como a diminuicdo do potencial patogénico
e dissiminativo de artropodes transmissores de doencas endémicas como zika,
dengue, chagas entre outras.

Embora o nivel tecnologico atual possibilite a manipulagcdo do genoma, ainda ha
a necessidade da continuidade de pesquisas, do desenvolvimento e aprimoramento
das técnicas de edicéo genética principalmente devido ao surgimento de impactos
associados com os avangos biotecnoldgicos a dessacralizagdo do genoma e sua
manipulacado. Diversos debates éticos e filosoficos tém aparecido principalmente
relacionados as filosofias transumanistas, movimento intelectual com a premissa
analisar e melhorar a condicdo humana a partir do uso de ciéncia e tecnologia
para otimizar a capacidade cognitiva e superar as limitagcbes humanas. Tais ramos
filoséficos esperam que a evolucao biotecnocientifica seja marcada pela superacao
dos limites fisicos, psicolégicos, comportamentais e pelo aprimoramento de

capacidades orgénicas, visando a longevidade e o bem-estar humano.
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RESUMO: Realizamos uma revisao sistematica
sobre técnicas cirurgicas na regeneracéo de
nervos periféricos. Foram realizadas pesquisas
no banco de dados da PUBMED, além de
buscas manuais nas referéncias de estudos
publicados. Artigos publicados entre 2008 e
2018 e indexados foram selecionados para
este trabalho de revisdo. O periodo de busca
dos artigos ocorreu entre 10 de janeiro de
2018 e 20 de fevereiro de 2018. A estratégia
de busca utilizada foi a partir das palavras-
chave: “Techniques of therapeutic”, “Surgical”,
“Regeneration”, “Peripheral nerve”, sendo
incluidos, também, os seguintes limites: artigos
em portugués, inglés e espanhol, disponiveis
na integra. Foram excluidos artigos de revisao,
relatos e séries de casos, bem como comentarios
de literatura, editoriais, revisoes, comunicacoes
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e cartas ao editor. Dentre os 2.154 artigos
identificados inicialmente na busca eletronica,
apenas 34 artigos foram incluidos na amostra
final apdés os testes de relevancia e analise
criteriosanaintegra. Concluiu-se que astécnicas
de regeneracao por autoenxertos, aproximagao
de cotos com proteses sintéticas, estimulagao
elétrica e construgcdo tecidual por células-
tronco apresentam resultados satisfatorios na
regeneragcdo nervosa em curtos periodos de
recuperacéo, divergindo quanto as amostras
estudadas e tempo em meses de analise
tecidual. Dessa forma, fazem-se necessarias
mais pesquisas para o0 desenvolvimento de
novos modelos de regeneragcdo do nervo
periférico.

INTRODUCAO

Em os estudos histoldgicos, os feixes
de fibras nervosas encontrados no sistema
nervoso periférico séo chamados de nervos
periféricos (SNELL et al.,, 2011). Em sua
organizacao, essas fibras s&o divididas em
feixes paralelos de diferentes espessuras e
separados por bainhas de tecido conjuntivo.
Tais estruturas nos nervos mais calibrosos
formam: o epineuro, que € a estrutura mais
superficial do nervo e se continua com o tecido
conjuntivo dos 6rgdos proximos; o perineuro,
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formado por células alongadas que revestem os fasciculos nervosos para protegé-los
da entrada de macromoléculas e de agentes agressivos; € 0 endoneuro, localizado
entre os prolongamentos nervosos individuais, sendo um tecido delicado e rico em
fibras reticulares (SNELL et al., 2011).

No neurbnio que sofre lesdo axonal focal grave sao iniciados processos
degenerativos, conhecidos como degeneracdo Walleriana (DW), consistindo em
alteragdes no corpo celular, no segmento proximal (coto proximal) ao pericéario e
no segmento distal (coto distal), separado do corpo celular, enquanto a parte distal
sofre degeneracdo, a parte proximal promove a regeneracdao (WALLER, 1850;
SNELL et al., 2011). O pericario sofre degeneracao retrograda, devido a auséncia
do fluxo de substancias troficas produzidas no 6rgao inervado, o que resulta em
cromatolise, tumefacéo celular e retracdo de muitos prolongamentos celulares
(extirpacéo sinaptica). Quando a lesdo ocorre muito préxima ao corpo celular essa
degradacéao se intensifica e a regeneracao torna-se mais dificil MULLER & STOLL,
1999). Nesse processo, no coto distal, as células de Schwann degradam a mielina e
engolfam restos axonais. Posteriormente, macréfagos migram para a area de leséao
e fagocitam residuos de mielina e de axénios. Nos cotos proximais as células sofrem
degeneracéo apenas até os segundos ou terceiros internodos distais, os quais séo
submetidos a regeneracéo (DIAO & VANNUYEN, 2000).

Quando a leséo for do tipo neurotmese (transec¢do do nervo) com espacos
entre cotos maiores que 5 cm, faz-se necessaria a utilizacao de reparos cirurgicos.
O método classico utilizado é a sutura, sendo a sutura epineural a mais tradicional.
Outras técnicas como enxerto de nervo e enxerto de musculo também podem ser
utilizadas para o reparo cirurgico (DIAO & VANNUYEN, 2000). A lesao axonal nao
somente induz a fraqueza do musculo, a perda de sensagao e dores neuropaticas,
como também alteracbes no mapa cortical somatossensorial (MULLER & STOLL,
1999).

Outrossim, as lesdes de tecido nervoso constituem um problema de saude
mundial. Os tratamentos sdo escassos e, a maioria, ainda em fase de testes. A
prevaléncia mundial estimada de neuropatias periféricas na populacdo em geral
€ de cerca de 2% e em adultos com mais de 55 anos pode atingir 8%, incluindo
lesdes por traumas e causas biologicas (KRAYCHETE & SAKATA, 2011). Uma série
de experiéncias e estratégias foram testadas buscando a melhoria da recuperacéao
funcional apés lesdao do nervo periférico, como genes (MADISON et al.,, 1985),
terapias celulares (WAN et al., 2013), técnicas de microcirurgia e terapias fisicas
(exercicio, laser e terapia elétrica) (YANG et al., 2011). No entanto, a eficacia dessas
estratégias terapéuticas ainda é de pequeno impacto na busca pela reinervacéao
adequada e recuperacao funcional (KRAYCHETE & SAKATA, 2011). Portanto, ha
uma necessidade continua de desenvolver estratégias que possam, isoladas ou
combinadas, promover funcionalidades completas na recuperacao.

Destarte, é evidente a complexidade dos processos de regeneracao de nervos
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periféricos e a importancia das intervencdes cirurgicas para o reparo, principalmente
em lesdes do tipo neurotmese, em que ocorre a cisdao completa no tronco nervoso
(SIQUEIRA, 2006). Dessa forma, esse trabalho objetiva reunir os conhecimentos
cientificos produzidos nos ultimos dez anos acerca das técnicas cirirgicas no
tratamento de lesdes nervosas periféricas, a fim de oferecer subsidio para pesquisas
e intervencdes neste tema em analise.

METODOLOGIA

Artigos publicados entre 2008 e 2018 e indexados no banco de dados da
PUBMED foram selecionados para este trabalho de revisdo. A estratégia de busca
utilizada foi a partir das palavras-chave: “Techniques of therapeutic”, “Surgical”,
“Regeneration”, “Peripheral nerve”, sendo incluidos, também, os seguintes limites:
artigos em portugués, inglés e espanhol, disponiveis na integra. Foram excluidos
artigos de revisao, relatos e séries de casos, bem como comentarios de literatura,
editoriais, revisdes, comunicacgdes e cartas ao editor. O periodo de busca dos artigos
ocorreu entre 10 de janeiro de 2018 e 20 de fevereiro de 2018.

A selecao dos artigos foi realizada por dois revisores independentes e, no caso
de discordancias, um terceiro revisor foi convocado para o consenso final. Cada artigo
foi lido na integra e suas informagdes foram dispostas em uma planilha, incluindo
ano de publicacéo, autores, base de dados e periddico. Em seguida, os trabalhos
foram submetidos a trés testes de relevancia compostos por perguntas objetivas que
avaliavam e quantificavam as relagdes existentes entre os critérios de busca e os
trabalhos encontrados, analisando a relagdo do artigo com os objetivos propostos
pela pesquisa consoante o protocolo descrito por Mufoz et al. (2002).

No teste de relevéancia final, foram extraidas informac¢des detalhadas de cada
artigo selecionado, distribuindo-as em uma planilha para posterior analise. Logo, os
artigos foram agrupados consoante seu tema principal, possibilitando uma sintese
e discussédo pelos seguintes temas: Transplante de nervo, Estimulacdo elétrica
nervosa e Terapia com células-tronco. Os resultados da estratégia de busca foram
apresentados, em Figura-1, pelo diagrama de pesquisa PRISMA em Moher et al.
(2009).

RESULTADOS

Dentre os 2.154 artigos identificados inicialmente na busca eletrénica, apenas
34 artigos foram incluidos na amostra final apds os testes de relevancia e analise
criteriosa na integra (Figura 1). As referéncias obtidas descrevem métodos cirurgicos
de regeneracédo do nervo periférico, divergindo quanto as espécies utilizadas na
amostra e o desenho metodoldgico empregado (Quadro 1).
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Figura 1. Diagrama PRISMA com dados de pesquisa
FONTE: Dados de pesquisa

TECNICA CIRURGICA DE TEMPO DE
Ul 2 aN]e SUCSIHE REGENERAGAO RENERAGAO
Uso de aloenxerto da cérnea
McLaughlin et Nervo Optico 44 ratos ouum subs,tltuto feito de 12 meses
al., 2008 qualquer colageno humano
recombinante tipo | ou Il.
Sutura do nervo lesionado
Whitlock et al., Nervo 123 com aloenxerto de 5 mm, sem
2010 Isquiético camundongos retirada de fragmentos do
nervo receptor.
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Reconstrugéo microcirirgica
bilateral imediata usando
0 nervo genitofemoral com
tubos de silicone semeados
Schlenker et Nervo com células de Schwann ou 1mése?2
344 ratos .
al., 2010 Cavernoso tubos de silicone semeados semanas
com células de Schwann
transduzidas com Fator
Neurotréfico derivado de
Células- gliais (GDNF).
. Reconstrucéo do nervo
Hsiang et al., Nervo .
. 23 ratos com conduto de genipina e 2 meses
2011 Isquiatico p
caseina.
Reconstrucéo do nervo com
conduto nervoso de 1,2 cm
Wang et al., Nervo 48 ratos semeado de células-tronco 1 més
201 Isquiético derivadas da crista neural
com espago de 1 cm entre os
cotos.
Reparo do nervo mediano
Nervo
Moges et al., ; com autoenxerto do nervo
Mediano e 36 ratos . 4 meses
2011 sural com cola de fibrina e
Nervo Sural .
terapia com laser.
Separacdo dos fasciculos e
sutura com prolene 10-0 pelo
epineuro em um conduto de
1,7 cm apos retracdo dos
Kokai et al., Nervo cotos. Num grupo, o conduto
. 30 ratos . . 4 meses
201 Isquiético foi semeado com microesferas
de GNDF e, no outro, sem
o fator de crescimento. No
grupo controle, utilizou-se
isoenxerto.
Ray et al., Nervo 114 F.'X? d? aloe_nxert_o_ em .
2011 Isquiatico camundonaos posicéo invertida utilizando 1 més
q 9 microssutura 11-0.
Reparo utilizando condutos de
Yao et al., Nervo silicone em um espaco de 10 .
18 ratos A ~ " 1 més
2012 Isquiatico mm, com estimulacao elétrica
induzida por estreptozocina.
Autoenxerto com conduto de
Dornseifer et Nervo colageno tipo | bovino com
. 24 ratos ; . 2 meses
al., 2011 Isquiético tecido muscular autélogo
desnaturado modificado.
Reparo do nervo apés
Suslu et al., esmagamento com
Nervo - R
2013 o 36 camundongos dexametasona topica ou 1 més
Isquiatico e
sistémica podendo estar
associada ao gelfoam.
Aloenxertos criopreservados
10 seres foram utilizados para
Squintani et Plexo humanos com neurotiza¢des musculares, 24 meses
al., 2013 braquial lesdo do plexo | para neurotizagdes nervosas
braquial e procedimentos de neurdlise
foram realizados.
Berrocal et al Nervo Transplante de células de
" . 90 ratos Schwann em um tubo de 4 meses
2013 Isquiatico .
colageno.
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A cirurgia consistiu na
interposicéo de um enxerto de
nervo pré-degenerado (PNG)

Wan et al., Nervo 45 camundonaos | € modificado geneticamente 4 meses
2013 Hipoglosso 9 para Neurotrofina 3 (NT-3)
com 0s hervos hipoglosso
e facial em cada uma das
extremidades.
Cunha et al., Nervo !Enxerto de nervo au_tp !ogo 1mése?2
26 camundongos | oriundo do nervo isquiatico de
2013 Peroneal semanas
5 mm.
Corte do nervo isquiatico e
Nervo aplicagéo de um autoenxerto
Dai et al., 2013 . 70 camundongos | ou de um conduto feito com 2 meses
Isquiatico )
uma membrana derivada do
latex natural.
.. Reparo do nervo por
Urands et al., Ne_r,vp 14 porcos coaptacao ou com prétese 9 meses
2012 Isquiatico o . P
sintética (gelatina, titanio).
Mohammadi et Nervo Implanteld'e tubcz de silicone
. 54 ratos e administracao oral de 3 meses
al., 2012 Isquiético :
Hypericum 30c.
Kim et al., Nervo Nanotubos e celulas-tronco 1mése?2
. 42 ratos derivadas de tecido adiposo
2014 Isquiatico semanas
humano.
Riley et al., Nervo 36 ratos Aloenxertos fundidos com 1mése?2
2014 Isquiatico polietilenoglicol (PEG). semanas
Goulart et al., Ne_r,vp 32 ratos Sutura seguida de enxerto 5 meses
2014 Isquiético celular e acelular.
Marinescu et Nero Guia de nervo biodegradavel
. 48 ratos composto por colageno (COL) 3 meses
al., 2014 Isquiatico . 2
e alcool polivinilico.
Assis et al., Nervo 95 Egmaga[n ento do nervo e .
2014 lsquidtico Camundongos Estimulacdo Nervosa Elétrica 1 més
Transcuténea (TENS).
Havashi et al Nervo A extremidade do nervo
y v 88 camundongos | lesionado foi suturada a lateral 5 meses
2008 Femoral ~ .
de um nervo néo lesionado.
Amr et al., Nervo 14 seres Enxerto com células-tronco
. humanos com . 24 meses
2014 Espinal . oriundas de cultura.
total paraplegia
Choi et al Nervo Reconex&o dos cotos com
" ) 28 coelhos implante de tubo de silicone 2 meses
2014 Laringeo ~
Nao poroso.
Carrier-Ruiz et Nervo Reconexao dos cotos com
. 104 ratos tubo de polietileno com 3 meses
al., 2015 Isquiatico 3
células-tronco.
Nervo . ~ R
Barber et al., Acessorio 30 seres Estimulacao breve local 1mése?2
2015 . humanos (BES). semanas
espinal
Ressecgao transversa
do nervo, seguida de
Chen et al., Ne_r,vg 72 ratos _ anastomose e |njt,agao 5 meses
2015 Isquiatico intramuscular de células-

tronco derivadas do liquido
amniético humano.
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Transecc¢éo do nervo e
. posterior recuperagao
Sadraie et al., Ne_r,vp 50 ratos com membrana amniotica 2 meses
2016 Isquiatico . ~
acelular associada ou néo a
betametasona.
Transplante de enxerto
Wang et al., Nervo 48 ratas de células de Schwann 1 més
2017 Isquiatico transfectadas com Fator 7 de
Kruppel (KLF7).
Nakayama et Nervo 11 cées Aloenxertos de nervos > meses
al., 2014 Isquiético tratados com polifenol.
Nervo cortado e tratado com
Qiongjiao et Ne_r,vg 32 ratos tacrolimus (F_K506) e com 3 meses
al., 2010 Isquiatico fator de crescimento neural
(NGF).
Células-tronco derivadas de
Sowa et al., Nervo tecido adiposo e células de .
2016 Isquiatico 55 camundongos Schwann transplantadas com 1 mes
tubos de hidrogel.

Quadro 1. Sintese dos artigos incluidos no estudo.

DISCUSSAO

Regeneracao por enxertos de nervo

Estudos de Riley et al., (2014) utilizaram a técnica de fusdao de aloenxertos
de nervo isquiatico com polietilenoglicol (PEG), sugerindo que esse procedimento
recupera a fungdo do nervo lesionado em poucas semanas e retarda a degeneracao
walleriana, além de reduzir a perda da funcdo motora e a atrofia muscular tipicas
das lesdes nervosas. Os dados provenientes desse estudo sé&o consistentes com
os dados publicados por Britt et al., (2010), utilizando a técnica de fusdo com PEG
apos leséo do nervo isquiatico por esmagamento e transeccéo. Além disso, os dados
de Riley et al., (2014) corroboram com o estudo anterior de Sexton et al., (2012)
ao observar que o numero total de axdnios mielinizados viaveis é maior em um
aloenxerto fundido com PEG.

As pesquisas de Sexton et al., (2012) usaram um modelo de lesdo do nervo
isquiatico em ratos com reparagao por autoenxerto e tratamento com solucdes
contendo polietilenoglicol (PEG) e azul de metileno. Os grupos tratados com PEG
demonstraram uma eficacia na condug¢ado de potencial elétrico, o qual foi restaurado
precocemente em comparacdo aos nao tratados. Ademais, os dados do estudo
demonstraram que o uso do PEG atrasa a degeneracao walleriana que ocorre ap0os
lesao nervosa aguda.

Os estudos de Marinescu et al., (2014) utilizaram tubos de colageno (COL)
e alcool polivinilico (PVA) associado a células-tronco mesenquimais (CTM) como
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substituintes de enxertos de nervos periféricos, avaliando o grau de regeneracéo
de nervo isquiatico de ratos. O uso das CTM demonstrou significativa melhora no
crescimento axonal e na mielinizagao em comparacao ao uso do tubo nervoso vazio.
Além disso, os dados desse estudo demonstraram que as CTM liberam fatores de
crescimento que estimulam a sintese de componentes da lamina basal. A técnica
utilizada por Marinescu et al., (2014) difere da técnica de Riley et al., (2014) sobretudo
por este utilizar uma base biolégica de nervo, enquanto o primeiro utilizou um tubo
sintético preenchido por células mesenquimais.

Nesse viés, estudos de McLaughlin et al., (2008) utilizaram enxertos suinos,
biossintéticos feitos com colageno tipo | e outros produzidos com colageno
tipo Ill para avaliar o grau de regeneracdo nervosa. Os enxertos biossintéticos,
tanto os de colageno tipo | quanto tipo Ill, possuem um ambiente favoravel para
a regeneracdo neuronal em comparacdo com o enxerto suino, com a vantagem
de ndo possuir componentes derivados de animais. Além disso, a inervagcado nos
enxertos biossintéticos segue naturalmente sem o intermédio de qualquer fator de
crescimento.

Estudos de Zhu et al., (2011) desenvolveram um canal nervoso nanofibroso
de duas camadas como forma de substituir nervos lesionados. A técnica utilizada é
inovadora em comparacédo com a dos estudos de Chew et al., (2007) e Kim et al.,
(2008), haja vista que estes utilizaram um tubo de silicone com I&minas alinhadas
de nanofibras para simular a eletrofiacdo, enquanto a técnica utilizada por Zhu
et al., (2011) consiste em uma construcdo unificada com nanofibras dispostas
longitudinalmente. Os dados demonstram que essa técnica fornecera melhor
integridade mecéanica e durabilidade em comparacédo aos condutos compostos por
nanofibras longitudinais. Ademais, foi demonstrado também que a utilizagdo dessa
técnica acelera o crescimento de axdnios mielinizados.

Em Wang et al. (2017) utilizaram o transplante de enxerto de células de Schwann
associado com o fator 7 de Krippel (KLF7) para avaliar o grau de regeneragao apos
lesé&o do nervo isquiatico. Os dados demonstram que a utilizacdo de KLF7 promoveu
0 aumento do crescimento axonal e da mielinizac&o. Tais resultados corroboram
com os estudos de Veldman et al., (2007) que utilizou técnica semelhante. O KLF7
demonstrou o potencial de estimular genes associados a regenerag¢ao, promovendo
a proliferacéao das células de Schwann e a recuperacéao funcional do nervo.

Para Nakayama et al., (2014), os polifen6is sdo um importante grupo a ser
estudado, uma vez que promovem acdes tanto anti-isquémicas, essenciais para
a preservacdo do enxerto, quanto imunossupressoras, importantes para evitar
a rejeicdo. No entanto, a despeito do eficiente mecanismo anti-isquémico dos
polifendis, estes ndao suprimiram completamente os episédios de rejeicdo imune
induzidos pelo alotransplante contra os enxertos em animais como o cachorro, que
tém um sistema imunoldgico altamente desenvolvido. Dessa forma, uma alternativa
viavel seria a imersédo de polifendis em associacdo com uma dose terapéutica de
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imunossupressor FK506 (Tacrolimus), que pode levar a regeneracao nervosa bem-
sucedida em animais maiores.

Todavia, enquanto o Tacrolimus é tido por Nakayama et al., (2014) como
imunossupressor recomendado para o aloenxerto de nervo periférico, Whitlock et
al., (2010) sugere a utilizacao da terapia experimental de bloqueio de coestimulacéo
tripla como abordagem substituta. Isso porque, na imunossupressédo continua do
Tacrolimus, ap6s a rapida migracado de células de Schwann observada no pés-
operatorio imediato, mas a substituicdo adicional das células de Schwann do doador
pelas do hospedeiro ocorre lentamente, quando ocorre.

Em contraste com o Tacrolimus, o objetivo do bloqueio de coestimulacgao tripla é
induzirtolerdnciaalongoprazoaotecidoalogénico, inibindoasensibilizacdodascélulas
T do hospedeiro aos aloantigenos doadores no pds-operatério imediato. Baseado
nisso, formulou-se a hipotese de que a retirada gradual da imunossupressao, como
ocorre na terapia experimental de bloqueio de coestimulagéo tripla, pode funcionar
como um estimulo suave para a migracao das células de Schwann hospedeiras para
o enxerto, a medida que a populacao de células doadoras sofre rejeicao lentamente,
representando melhor prognéstico na terapéutica dos transplantes. Destarte, os
ratos que receberam o bloqueio coestimulatério ndo experimentaram nenhuma
das morbidades (incluindo ulceras de pele e ganho de peso relativamente baixo) e
exibiram menor mortalidade que os ratos nos grupos tratados com Tacrolimus.

Segundo Ray et al., (2011), a preservacao a frio € uma promissora técnica,
uma vez que, apds apenas 2 semanas de criopreservacao, as células de Schwann
diminuem sua expressao de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) Classe Il e tem sido demonstrado que as mesmas se comportam como
células apresentadoras de antigeno (APCs) facultativas, representando o alvo
primario de rejeicao de aloenxerto do hospedeiro. Nesse aspecto, a via indireta pode
ser a via predominante da apresentacdo do antigeno na resposta do hospedeiro ao
aloenxerto do nervo. A duracéo prolongada da preservacao do aloenxerto do nervo a
frio € necessaria para atenuar significativamente a resposta de rejeicao.

A preservacéo a frio por 4 semanas melhora a regeneracao nervosa com efeito
significativo pela via indireta. Para Squintani et al., (2013), a criopreservagao e o
congelamento controlado diminuem a resposta imune e o risco de rejeicdo do enxerto
em receptores, preservam a viabilidade das células de Schwann e mantém a lamina
basal nervosa. Também foi demonstrado que essas técnicas diminuem a expressao
de moléculas de adesao intercelular, essenciais para o reconhecimento imunolégico
de tecidos estranhos, auxiliando a regeneracao axonal através de lacunas estreitas
de nervos periféricos.

O autoenxerto é um procedimento comumente utilizado em casos de lesdo do
nervo periférico com perda de massa. Estudos clinicos mostraram que os enxertos
venosos sao eficientes na reconstrugcédo de nervos sensitivos com defeitos menores
que 3 cm. Cunha et al., (2013) demostraram que o fator de crescimento de células
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endoteliais (ou fator angiogénico) € semelhante ao que se encontra nas células de
Schwann, podendo favorecer a proliferagdo celular.

Cunha et al.,, (2013) compararam o grau de regeneracdo neural em ratos
por interposicdo de enxerto de nervo autbélogo, veia autbégena, veia autdbgena
conservada em glicerol e veia alogénica conservada em glicerol, utilizando analises
histoldégicas qualitativas e bem como avaliagdes funcionais. Os nervos peroneais
foram reconstruidos diferentemente nos quatro grupos de animais. As avaliacées
funcionais foram realizadas pré e pds-operatdrio por um periodo de seis semanas.
Apds seis semanas, os animais foram sacrificados e as avaliagdes histologicas
foram realizadas. As veias autdégenas ou alogénicas preservadas com glicerol
mostraram resultados semelhantes aos resultados do autoenxerto. Veia autdgena
(sem preservacdo em glicerol) apresentou resultados histolégicos e funcionais
estatisticamente inferiores aos demais grupos.

Regeneracao por estimulacao elétrica nervosa

O uso de eletrodos para estimulacéo dos nervos pode ser uma das metodologias
empregadas na regeneracdo nervosa. Segundo estudos retrospectivos, o
procedimento possui menor risco que os demais, podendo ser utilizado por longos
periodos. Além disso, a técnica possui facil execucéo e aplicacéo. Todavia, alguns
autores afirmam que a estimulagao elétrica nervosa prolongada pode inibir o processo
regenerativo, contradizendo assim os estudos existentes que reiteram sua eficacia
independendo do periodo de aplicacao (ASSIS et al., 2014; BARBER et al., 2015).

Assis et al, (2014) estudaram o efeito da estimulacdo elétrica nervosa
transcuténea (TENS) de baixa frequéncia e TENS de alta frequéncia em
camundongos Swiss, ap0s lesdo por esmagamento do nervo isquiatico direito. Apos
cinco semanas, os nervos foram dissecados bilateralmente para analise histolégica
e histomorfométrica.

A avaliacao histolégica por microscopia de luz e eletrénica evidenciou, em
Assis et al., (2014), que os nervos isquiaticos dos animais presentes nos grupos
TENS de alta frequéncia e lesionados nédo tratados tinham perfil similar, apresentando
sinais extensivos de degeneracédo (diminuicdo da densidade de fibras na faixa de
6-12 um de didmetro e diminuicdo do didametro da fibra e area de mielina na faixa
de 0-2 pm de diametro). Contudo, os animais do grupo TENS de baixa frequéncia
apresentaram nervos com regeneracao aumentada, exibindo aspectos histolégicos
semelhantes aos nervos do grupo controle (ndo lesionados). Sugerindo assim que
as altas cargas elétricas aplicadas ap6s um esmagamento nervoso periférico podem
ser prejudiciais para a regeneragdo, enquanto as baixas cargas elétricas podem
aumentar a capacidade de regeneragao nervosa.

Teodori et al., (2011) investigaram a influéncia da estimulacéo elétrica de alta
voltagem (EEAV) sobre a morfologia e afuncao do nervo isquiatico apdés esmagamento
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em ratos. Ao contrario de Assis et al., (2014), concluiram que a EEAV acelerou a
recuperacéo funcional, potencializou a maturacéao das fibras nervosas regeneradas
e promoveu diminui¢cdo da densidade de area de macréfagos e tecido conjuntivo no
nervo, sugerindo aceleracao do reparo neural.

Gordon et al., (2010) avaliaram o efeito da Estimulacdo elétrica (ES) na
regeneracao axonal apés a cirurgia em pacientes com compresséo do nervo mediano
no tunel do carpo, causando acentuada perda axonal motora. Foi realizada a cirurgia
de liberacéo do tunel do carpo (CTRS) e estimulacédo elétrica dos pacientes através
de eletrodos de aco inoxidavel colocados ao lado do nervo mediano proximal ao
local de descompressao cirurgica para ES bipolar imediato de 1 h em 20 Hz. Os
sujeitos foram acompanhados por um ano com intervalos regulares.

A regeneracdo axonal foi quantificada por meio da estimagdo do numero de
unidades motoras (MUNE) e estudos de condugéo nervosa sensorial e motora. Teste
de Pegboard Purdue, Monofilamentos de Semmes Weinstein, e o Questionario de
Autoavaliagcao de Levine foram usados para avaliar a recuperacéo funcional. O grupo
de estimulacao teve regeneracédo axonal significativa em 6-8 meses ap6s o CTRS.
Os desfechos mostraram melhora significativa nos pacientes. Refere-se, portanto,
que ES breve de baixa frequéncia acelera a regeneracao axonal e reinervacao alvo
em humanos (GORDON et al., 2010).

Em Barber et al., (2015) refere-se a lesdao do nervo acessoério espinal (SAN)
por disseccao tecidual em pessoas acometidas por cancer de cabeca e pescoco
(CCP). Os autores destacam que a desvascularizag¢ao e a retracdo do SAN resultam
em lesao axonal, que pode ocasionar dor no ombro e disfuncao no pds-operatorio,
mesmo em procedimentos menos invasivos. Nas duas ultimas décadas, nesse viés,
foi demonstrado, tanto em humanos como em modelos animais, que a aplicagcéo de
estimulacéo elétrica breve intraoperatéria (BES) em transeccéo de nervos motores e
sensoriais promovem crescimento axonal e, assim, aumenta a regeneragao nervosa.
Diante do exposto, os autores avaliaram a eficacia da estimulacéo elétrica breve
intraoperatoria (BES) em adultos com um novo diagnostico de CCP, submetidos a
cirurgia de dissecc¢ao tecidual na regido do pescoco.

Os participantes foram submetidos a BES ap6s o término do esvaziamento
cervical por 60 min continuamente a 20 Hz, 3 a 5 V, em pulsos de 100 mseg. No
pds-operatorio, os mesmos foram avaliados usando o Constant-Murley Shoulder
Score, uma escala que avalia a dor no ombro, forca e amplitude de movimento. Os
desfechos secundarios medidos incluiram estudos de conducdo nervosa (NCS) e
eletromiogréaficos (EMG), assim como pontuag¢des no Oxford Shoulder Score (OSS),
o Neck Dissection indice de Incapacidade (NDII), e o indice de Qualidade de Vida
(UW-QOL) da Universidade de Washington. Os resultados primarios e secundarios
foram avaliados em 6 semanas, 3 meses, 6 meses e 12 meses (BARBER et al.,
2015).

Neste estudo, 60 min de BES em 20 Hz mostrou ser tao eficaz quanto a
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estimulacéo continua durante 2 semanas, sugerindo que o BES é uma técnica
clinicamente viavel. O BES demonstrou ter sucesso, acelerando a regeneracao
nervosa periférica em humanos. Logo, esta técnica pode fornecer uma opcao de
prevencao adjunta para dor e disfuncédo do ombro em pacientes com CCP (BARBER
et al., 2015).

Regeneracao por células-tronco

Os nervos periféricos podem apresentar retardo de regeneracdo em decorréncia
do comprometimento de uma microarquitetura adequada para o crescimento tecidual,
bem como pelo acometimento patoldgico prolongado do tecido. Nesse interim, células-
tronco mesenquimais da medula 6ssea (MSC) apresentam-se por secretarem fatores
soluveis que podem melhorar a regeneracéao dos nervos periféricos. Além disso,
no ambito da engenharia de biomateriais, estruturas destacam-se por sozinhas ou
aliadas as células-tronco, ocasionarem uma positiva reconstrucéo tecidual.

Filamentos microestruturados de poli-caprolactona (PCL) sdo capazes de induzir
bandas de Blingner (estruturas especializadas formadas por células de Schwann
diferenciadas, alinhadas e proliferativas que constituem um guia permissivo para
0s axoOnios regenerativos) e promover a regeneragao no sistema nervoso periférico
(SNP). Isto levou ao desenvolvimento de muitos biomateriais sintéticos, como silicone,
poli-tetrafluoroetileno (PTFE), &cido poli-L-glicélico (PLGA), poli-caprolactona (PCL)
e acido poli-L-lactico (PLLA) envolvidos na regeneracao do nervo periférico (KIM et
al., 2014).

Em Kim et al., (2014), examinaram os efeitos in vivo de células-tronco derivadas
de tecido adiposo (ADSC) em nanotubos de carbono polimerizados na indugéo da
regeneracao neuronal em ratos. Os animais foram divididos em trés grupos: 1) Grupo
controle (14 nervos isquiaticos): os ratos foram transplantados com o arcabouco
de nanotubos; 2) O grupo experimental | (14 nervos isquiaticos): os ratos foram
transplantados com o andaime de nanotubos com o ADSCs néao diferenciadas a
uma densidade de 7 x 105 células / 0,1 mL; 3) O grupo experimental Il (14 nervos
isquiaticos): os ratos foram transplantados com o andaime de nanotubos PCL com
o ADSCs diferenciadas neuronais em uma densidade de 7 x 105 células / 0,1 mL.

Os resultados de Kim et al., (2014) indicaram que as ADSCs tém efeitos na
inducéo da diferenciagao de células enxertadas em células de Schwann de suporte,
promovendo assim a regeneracao nervosa periférica. Ainda, entretanto, pouco se
sabe sobre 0s mecanismos subjacentes, quais fatores tréficos e citocinas podem ter
um impacto sobre a sobrevivéncia das células hospedeiras in vivo. Além disso, as
ADSCs diferenciadas mostram um grau mais alto de recuperacéo.

Ainda sobre a relevancia das células de Schwann que podem secretar fatores
neurotréficos no processo de regeneracao, Dai et al., (2013) afirmaram que esta e
outros tipos de células alogénicas (células-tronco adultas derivadas de tecido adiposo
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(ASCs), células-tronco da polpa dental (DPSCs) e a combinagdo de células de
Schwann com ASCs ou DPSCs) quando semeados em condutos nervosos, tém sua
eficacia comprovada na reparagdo em um defeito critico de 15 mm de comprimento
do nervo isquiatico de rato. Vale salientar que células de Schwann, no entanto, néo
sao faceis de se obter em quantidade adequada, e sua atividade em um intervalo
maior pode nao ser tao satisfatoria.

Portanto, as terapias baseadas em células-tronco sdo consideradas uma
alternativa para o reparo do defeito do nervo longo. Estudos prévios mostraram
que ASCs poderiam se diferenciar em células semelhantes a neurénios e células
semelhantes as células de Schwann in vitro, secretar alguns fatores de crescimento
nervoso, como Fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) e Fator de
crescimento de fibroblasto (FGF), e se diferenciarem em células com um fenétipo
semelhante a Schwann que beneficiam a extensdo do reparo. Assim, nos estudos
de Dai et al., (2013) condutos semeados com células foram sempre superiores aos
condutos sem células. Em relacédo a velocidade de condug¢do nervosa e ao humero
de vasos sanguineos, os condutos semeados com células de Schwann e DPSCs
apresentaram melhores valores do que aqueles semeados apenas com DPSCs. Os
resultados do estudo in vitro confirmaram a producao sinérgica de citocinas de Fator
de crescimento neural (NGF) da cocultura de células de Schwann e ASCs (DAI et
al., 2013).

Sowa et al., (2016) utilizaram transplantes de células de Schwann e células-
tronco derivadas de tecido adiposo para restaurar lesdo por transeccao de
nervo isquiatico em ratos adultos. As células-tronco derivadas de tecido adiposo
promoveram aregeneracao axonal, mas nao se diferenciaram em células de Schwann
e sobreviveram por quatro semanas. E importante destacar que as células-tronco
derivadas de tecido adiposo em seu estagio indiferenciado desempenharam papel
semelhante as células de Schwann, podendo ser usadas como fonte alternativa
para terapia de células autdlogas para pacientes com lesao de nervo periférico.

CONCLUSOES

Comparou-se as estratégias cirurgicas de regeneracao de tecido nervosos
periférico utilizadas por cada artigo, constatando-se que as técnicas de regeneracao
por autoenxertos, aproximacdo de cotos com proteses sintéticas, estimulacao
elétrica e construcao tecidual por células-tronco apresentam resultados satisfatérios
na regeneracao nervosa em curtos periodos de recuperacgao, divergindo quanto as
amostras estudadas e tempo em meses de analise tecidual.

Torna-se evidente a importdncia do conhecimento e estudo sobre a
regeneracao dos nervos periféricos, haja vista sua contribuicdo na descoberta de
novos tratamentos que visam recuperar a funcionalidade de nervos lesionados por
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esmagamento ou transeccdo. No entanto, nota-se que os estudos nessa area ainda
sao muito limitados, nao conseguindo explicar ainda grande parte dos processos de
regeneracao nervosa. Dessa forma, fazem-se necessarias mais pesquisas para o
desenvolvimento de novos modelos de regeneracao do nervo periférico.
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MATURACAO DE BIOFILME, DISPERSAO CELULAR
E RESISTENCIA A ANFOTERICINA B DE UMA CEPA
DO COMPLEXO Fusarium solani SOBRE CATETER

Alana Fernanda Luzia Salvador
Departamento de Analises Clinicas e Biomedicina,
Universidade Estadual de Maringa

Maringéa - Parana
Flavia Franco Veiga

Programa de Pé6s-Graduacao em Ciéncias da
Saude, Universidade Estadual de Maringa

Maringéa - Parana
Terezinha Inez Estivalet Svidzinski

Programa de P6s-Graduacao em Ciéncias da
Saude, Universidade Estadual de Maringa

Maringa - Parana
Melyssa Fernanda Norman Negri Grassi

Programa de P6s-Graduacéo em Ciéncias da
Saude, Universidade Estadual de Maringa

Maringéa - Parana

RESUMO: As espécies pertencentes ao
complexo Fusarium solani possuem alta
capacidade de colonizar e formar biofilme
sobre diferentes superficies, além de causar
patogenicidade agindo de forma oportunista.
Este trabalho objetivou avaliar a cinética da
formacéo de biofilmes em cateter venoso,
focando em maturacéo e dispersao ao longo
do tempo (24, 48, 72 e 96 horas) e avaliar a
acéo antibiofilme de anfotericina B, em biofilme
pré-formado. Para avaliar a cinética e dispersao
utilizou-se os métodos de enumeracdo do
numero de fungos cultivaveis em unidades
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formadoras de col6nia (UFC), biomassa do
biofilme total e atividade metabdlica mitocondrial
(ensaio de reducédo). A atividade antibiofiime
foi avaliada ap6s 96 horas de biofilme, com
a adicdo da droga (de 0,03 a 16 pg/mL) e
incubado por mais 48 horas e determinada a
concentracdo minima capaz de erradicar o
biofilme. Os biofilmes de 24 horas a 48 horas
demonstraram ser em periodo de crescimento
com aumento dos parametros avaliados. A
maturacdo passou a ser considerada entre
48 horas e 72 horas, onde o crescimento se
manteve estavel para UFC e biomassa total.
Ja a dispersédo ocorreu a partir de 72 horas
a 96 horas, quando houve diminuicdo dos
parametros avaliados UFC, biomassa total e
atividade metabdlica mitocondrial. Foi possivel
observar que ndo ocorreu a inibicdo do biofilme
da cepa do complexo F. solaniem nenhuma das
concentragdes estudadas, havendo crescimento
do fungo recuperado apoés 48 horas em contato
anfotericina B. Assim, conclui-se que o biofilme
formado de F. solani se matura em 48h e a
partir de 72h comeca a dispersar-se, podendo
organizar-se e formar um novo biofilme, além
de mostrar-se resistente a anfotericina B.
PALAVRAS-CHAVE: Fusarium solani, biofilme,
dispositivo médico, resisténcia a poliénico.
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STRAIN OF Fusarium solani COMPLEX BIOFILM MATURATION, DISPERSION ON
VENOUS CATHETER AND AMPHOTERICIN B RESISTANCE

ABSTRACT: The species belonging to the Fusarium solani complex have a high
capacity to colonize and form biofilm on different surfaces, besides causing opportunistic
pathogenicity. This study aimed to evaluate the kinetics of biofilm formation in venous
catheters, focusing on maturation and dispersion over time (24, 48, 72 and 96 hours) and
to evaluate the amphotericin B antibiofilm action in preformed biofilm. To evaluate the
kinetics and dispersion we used the methods of enumerating the number of cultivable
fungi in colony forming units (CFU), total biofilm biomass and mitochondrial metabolic
activity (reduction assay). Antibiofilm activity was evaluated after 96 h of biofilm, with
the addition of the drug (from 0.03 to 16 pg / mL) and incubated for a further 48 h and
the minimum concentration capable of eradicating the biofilm was determined. The 24
to 48 h biofilms were shown to be growing with increasing the evaluated parameters.
Maturation was considered between 48 and 72 h, where growth remained stable for
CFU and total biomass. Already the dispersion occurred from 72 to 96 h, when there
was a decrease in the parameters evaluated CFU, total biomass and mitochondrial
metabolic activity. It was observed that there was no inhibition of the F. solani complex
strain biofilm in any of the studied concentrations, with growth of the fungus recovered
after 48 h in contact with amphotericin B. Thus, it is concluded that the F. solani biofilm
formed maturity within 48h and from 72h onwards it begins to disperse and can organize
and form a new biofilm, and is resistant to amphotericin B.

KEYWORDS: Fusarium solani, biofilm, medical device, poliene resistance.

11 INTRODUGCAO

Fusarium spp. sdo um fungo filamentoso anemofilo, amplamente encontrado
no solo, agua e ar, que apresenta em sua micromorfologia hifas septadas hialinas.
Em humanos, Fusarium spp. € responsavel por diversas doencas, desde micoses
cutaneas até infeccoes sistémicas. Essas infeccoes disseminadas causadas por esse
fungo apresentam altas taxas de mortalidade, em pacientes imunocomprometidos
variando entre 50% a 70% (NUCCI; ANAISSIE, 2007).

Variados fatores de viruléncia sdo utilizados por microrganismos como
estratégias para resistir ao sistema imunoldgico do hospedeiro e causar infeccéo.
Dentre os fatores de viruléncia dos fungos, a formacdo de biofiime tem grande
importancia na patogénese das infecgdes fungicas. O biofilme se inicia com a adeséo
do fungo a um substrato, entdo as células proliferam e subsequente a formacéao
de hifas. Com o biofilme em desenvolvimento aumentando a biomassa forma-se a
matriz extracelular que o envolve e com isso o biofilme esta maturado. Apés, ocorre
a dispersao, onde as células filhas se desprendem do biofilme com uma tendéncia
de maior viruléncia (BLANKENSHIP; MITCHELL, 2006).

Esse arranjo auxilia o patbgeno em alguns aspectos, como na elevada
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capacidade de adesao as superficies, sobrevivéncia em condicbes adversas,
resisténcia aos antimicrobianos e potencializagdo de fatores de viruléncia, uma
vez que, a dispersado de células maduras de biofilme estdo associadas a infeccoes
fungicas com fenotipo de resisténcia a medicamentos e maior viruléncia desses
organismos (BLANKENSHIP; MITCHELL, 2006; BRUNKE et al., 2016). Assim, este
estudo teve como objetivo caracterizar biofilmes formados e avaliar sua resisténcia
frente a anfotericina B por uma cepa pertencente ao complexo Fusarium solani em
cateter venoso.

2 | MATERIAIS E METODOS

Isolado

O estudo foi realizado com uma espécie pertencente ao complexo Fusarium
solani ATCC 36031, mantida na Micoteca do Laboratério de Micologia Médica da
Universidade Estadual de Maringa a temperatura de -80 °C. O fungo foi reativado
em caldo Sabouraud e apés o crescimento, foi confirmado a identificacao por meio
das caracteristicas macroscopicas e microscopicas. Para cada teste, foi realizado
uma cultura em agar batata (PDA) por 5 dias a 25 °C. ApGs o crescimento, a cultura
foi raspada e os conidios de F. solani foram recolhidos em solugéo salina a 0,8% e
filtrados para eliminar a presenca de hifas. A viabilidade dos conidios foi determinada
com azul de Trypan (0,4%) em camara de Neubauer e a concentracdo do in6culo
determinada de acordo com cada experimento.

Capacidade de formacao de biofilme

O biofilme foi formado em fragmentos de cateter venoso cortados assepticamente
no tamanho de 0,5 cm, inseridos em placa de poliestireno de 96 po¢cos em propor¢ao
1:1 de RPMI 1640 (RPMI Medium 1640; Gibco, Grand Island, NY, United States)
com glutamina-l (bicarbonato de sbédio) e 0.165M de acido 3-(N-morfolino)-
propanossulfénico (pH 7.2) como tampéo (Sigma-Aldrich, St. Louis, United States) e
in6culo de 1x107 de conidios/mL a 37 °C por 24, 48, 72 e 96 horas, sendo a cada 24
horas realizada a renovacédo da metade do volume do meio de cultura (RPMI).

Avaliacao da cinética e dispersao do biofilme

O biofilme foi avaliado em termos de: enumeracdo do numero de fungos
cultivaveis em unidades formadoras de colénia (UFC); biomassa do biofilme total
usando o tradicional método de coloragao de cristal violeta (CV) e atividade metabdlica
mitocondrial (2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazélio-5-carboxanilide)
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ensaio de reducao (XTT) (GALLETTI et al., 2017).

Atividade antibiofilme

A preparacéo, diluicao e distribuicao da anfotericina B (AB; Sigma, Belgium)
em microplaca foi realizada conforme o método de microdiluicdo em caldo, protocolo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI 2008) M38-A2. Apé6s a formacgao
do biofilme da cepa do complexo F. solani durante 96 horas (como descrito acima),
os fragmentos de cateteres com este biofilme foram transferidos para a microplaca
contendo AB nas concentragcdes de 0,03 a 16 pug/mL. Subsequente, a microplaca foi
incubada por 48h a 35 °C. ApGs este periodo, os fragmentos contendo o biofilme em
contato com cada concentracao de AB foram transferidos para um tubo, contendo 500
ul de tampéo fosfato-salina (PBS pH 7,0; 0,1M) e sonicados por 10 segundos a uma
frequéncia de 35% para o desprendimento do biofilme do cateter. Apds a sonicagao
as amostras foram homogeneizadas em vortex por 1 minuto, realizada uma diluicao
seriada e plaqueada cada diluicdo em placas contendo SDA e incubadas por 48h
a 25 °C para determinar a concentracdo capaz de erradicar o biofilme em unidade
formadora de colénias por mililitro (UFC/mI).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo do biofilme realizada entre o periodo de 24 horas a 48 horas
demonstrou que o biofilme estava em periodo de crescimento, onde as UFC foram
crescentes, a biomassa total e a atividade metabdlica mitocondrial também (Tabela1).

A maturagdo passou a ser considerada entre 48 horas e 72 horas, onde o
crescimento se manteve estavel para UFC (de 0,50 para 0,52 Log10/cm?) e
biomassa total (de 0,03 para 0,04 Abs/cm?), exceto a atividade metabdlica que
ja iniciou um declinio no periodo apresentado (de 0,06 para 0,02 Abs/cm?). Esse
aumento da quantidade de biomassa pode ser caracterizado pela formacao de hifas,
0 que é importante para a formacao robusta de biofilme de fungos filamentosos
(BLANKENSHIP; MITCHELL, 2006).

Ja a disperséo ocorreu a partir de 72 horas a 96 horas, quando houve diminuicao
dos parametros avaliados: UFC de 0,52 para 0,33 Log10/cm?; biomassa total de
0,04 para 0,01 Abs/cm?. A atividade metabdlica mitocondrial seguiu decaindo de
0,02 para 0,01 Abs/cm?. Os valores do ensaio de reducédo XTT no presente estudo
diminuiram com o tempo, sugerindo reducao na atividade metabdlica dos biofilmes.
Esse resultado corrobora com de outros autores, onde os biofilmes de Fusarium
exibem cinética oposta a atividade metabdlica. Esta baixa atividade metabdlica pode
ser devida ao aumento da adsorcdo de compostos no biofilme matriz, significando
que had menos contato entre o sal de tetrazdlio e as células de biofilme maduro
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(GALLETTI et al., 2017).

E provavel que varios processos-chave desempenhem papéis vitais nesses
diferentes estagios de desenvolvimento do biofilme, como aderéncia de células-
substrato e células-células, desenvolvimento de hifas e detec¢cao de comunicacao

do biofilme.
UFC (Log10/cm?) CV (Abs/cm?) XTT (Abs/cm?)
24h 0,48 0,02 0,04
48h 0,50 0,03 0,06
72h 0,52 0,04 0,02
96h 0,33 0,01 0,01

Tabela 1. Avaliagcéo das atividades para uma espécie do complexo Fusarium solani ao longo do
tempo.

UFC: unidade formadora de colénia; CV: método de cristal de violeta para avaliar a biomassa total; XTT: método
para avaliar a atividade celular; abs: absorbancia.

Posteriormente ao periodo de 96 horas (Figura 1) do biofilme da cepa do
complexo F. soloni, foi verificado a capacidade antibiofiime de anfotericina B. Foi
possivel observar que né&o ocorreu a inibicdo do biofilme da cepa do complexo F.
solani em nenhuma das concentra¢des estudadas, havendo crescimento do fungo,
recuperado apos 48 horas em contato com a droga, indicando que como esperado,
o biofilme aumenta a resisténcia de fungo a droga e mostra a necessidade do
desenvolvimento de novas classes de medicamentos antimicoticos (DA ROSA et
al., 2019). Diante do exposto, é possivel afirmar que a formacdo de biofiime em
cateter € uma ocorréncia de alta gravidade, visto que pode acometer pacientes
imunocomprometidos e o antifungico usado na clinica médica ndo obteve sucesso em
inibir o biofilme de uma cepa do complexo F. solani, indicando assim a preocupac¢ao
da resisténcia a antifungicos por meio da formacéao de biofilme.

Figura 1. Microscopia eletronica de varredura apés 96h de formacgéo de biofilme de uma cepa
do complexo Fusarium solani em fragmento de cateter venoso.
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41 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, avaliacdo da cinética do biofilme de F.
solani, € possivel afirmar que esta espécie é capaz de formar biofiime em cateter
venoso, 0 mesmo se matura entre 48 e 72 horas e, se dispersa entre 72 e 96 horas,
além de se mostrar resistente ao antifungico de escolha a tratamento sistémico
(anfotericina B) o que pode causar um agravamento da infeccéo.
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RESUMO: Objetivo: analisar as notificacoes
dos eventos adversos em criangas de 0 a 5 anos
em um municipio da Bahia - Brasil. Método:
estudo quantitativo, transversal, retrospectivo,
descritivo, em um Programa Municipal de
Imunizacé&o, com coleta entre fevereiro e abril
de 2018. Os dados de 65 fichas de notificagao
foram organizados pelo Statistical Package
for Social Sciences versao 9.0 analisadas
com a literatura pertinente. Resultados: as
notificacbes se referem a criangas menores
de um ano (64,1%), do sexo feminino (60%),
residentes na zona urbana (91,2%), que néao
estavam em aleitamento materno (51%).
Os eventos estiveram associados a vacina
pentavalente (16,2%), via intramuscular
(57,14%); houve reacbes locais (58,6%) e
febre (24,6%), predominando os ndo graves
(68,5%), seguidos dos erros de imunizagao
(18,6%). Conclusao: a completitude das fichas
de notificagdo respalda a avaliagéo dos eventos
adversos e as acoes estratégicas frente a estes.
PALAVRAS-CHAVE: Imunizacéo ativa.
Vacinacédo. Eventos adversos. Determinantes
sociais da saude. Programas de Imunizacgao.
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NOTIFICATION OF ADVERSE POST-VACCINATION EVENTS IN CHILDREN 0 TO 5
YEARS

ABSTRACT: Obijective: To analyze the notifications of adverse events in children
from O to 5 years old in a municipality of Bahia- Brazil. Method: quantitative, cross-
sectional, retrospective, descriptive study in a Municipal Immunization Program,
collected between February and April 2018. Data from 65 notification forms were
organized by the Statistical Package for Social Sciences version 9.0 analyzed with
the relevant literature. Results: the reports refer to children under one year (64.1%),
female (60%), urban residents (91.2%), who were not breastfeeding (51%). The events
were associated with the pentavalent vaccine (16.2%), intramuscularly (57.14%);
there were local reactions (58.6%) and fever (24.6%), predominating non-severe ones
(68.5%), followed by immunization errors (18.6%). Conclusion: The completeness of
the notification forms supports the assessment of adverse events and strategic actions
against them.

KEYWORDS: Active immunization. Vaccination. Adverse events. Social determinants
of health. Immunization Programs.

11 INTRODUCAO

Imunizar as pessoas tem sido uma estratégia na area de saude publica para a
reducao de doencas infecciosas e mortes por agravos imunopreveniveis, contribuindo
com o aumento da expectativa e qualidade de vida da populacédo (FIOCRUZ, 2016).

A vacina pode ser composta pelo préprio microrganismo causador da doenca,
porém, enfraquecido, com ele morto ou com partes desses agentes infecciosos como:
proteinas, carboidratos e outros. As vacinas compostas pelo agente biolégico vivo
atenuado, geralmente, necessitam de apenas uma dose para imunizar o individuo
para vida toda, porém, com maior risco de eventos adversos (BRASIL, 2014a). Ja nas
vacinas com o microrganismo morto, a imunidade é conseguida de forma gradual,
necessitando de mais de uma dose, sendo que a maior preocupag¢ao é manter um
controle das doses ja tomadas pelo individuo, visto que, o cartdo de vacina muitas
vezes é perdido pelo usuario (BRASIL, 2014b).

Neste contexto e com o processo de expanséao e evolugcao dos imunobiologicos
foram surgindo intecorréncias associadas a vacinagcdo, denominadas eventos
adversos. O Evento Adverso Pds-Vacinacédo (EAPV) é denifinido pelo Ministério da
Saude (MS) do Brasil como qualquer manifestacéo clinica indesejada que ocorra
apos o procedimento (BRASIL, 2014c).

Os EAPV podem estar relacionados com a natureza e caracteristica dos
imunobiolégicos, denominados eventos esperados, ou estes podem ser decorrentes
de problemas associados a qualidade do produto, chamados de eventos inesperados,
como quantidade de endotoxina presente na vacina e contaminacao de lotes. As
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reacdes esperadas mais comuns, como febre, dor e vermelhidao local, na maioria
das vezes, sédo consideradas benignas, pois, acontecem devido ao reconhecimento
de um agente estranho pelo sistema de defesa do organismo; entretanto, podem
acontecer eventos mais graves como convulsdes febris, episddio hipotdnico-
hiporresponsivo, anafilaxia e outros (BRASIL, 2014c).

E importante esclarecer ao usuario e/ou responsaveis quais os sinais e sintomas
dos eventos esperados e inesperados que podem aparecer ap0s a vacinagao e caso
estes eventos aparecam deve-se retornar a unidade de saude o mais rapido possivel
para a realizacao da notificacdo e acompanhamento do caso (BRASIL, 2014c).

A investigacdo dos EAPV & um procedimento complexo, visto que a maioria
dos imunobioldgicos possuem reacdes semelhantes e muitos sdo administrados
simultaneamente. Para o sucesso deste acompanhamento, é necessario atencéao
quanto ao tipo do imunobiolégico, caracteristicas do evento e antecedentes vacinais
da crianca que sao informacgdes presentes na ficha de notificagdo, complementadas a
partir do seguimento do caso notificado pelas instancias do Programa de Imunizagao
a nivel municipal e estadual.

A portaria n°® 1.271 de 6 de junho de 2014, tornou obrigatéria a notificacao
compulsériade EAPV. Amesma deve acontecer com todos 0s eventos que retornarem
a unidade de saude, por demanda espontanea. O instrumento de notificacdo deve
ser utilizado pelos servicos de saude para promover o registro de doencas e agravos,
permitindo a comunicacdo com 0s orgaos responsaveis pela fiscalizacéo e controle
de doencas notificavéis (BRASIL, 2014d).

No municipio que serviu de campo para este estudo foi identificado, no cotidiano
de algumas unidades de saude, a existéncia de falhas no preenchimento das fichas
do EAPV para Secretaria Municipal de Saude (SMS), o que pode ser resultado da
falta de conhecimento ou compromisso dos profissionais envolvidos neste processo.

Nessa perspectiva, o enfermeiro tem uma participacao significativa no processo
de notificacdo de EAPV que ocorrem nos servicos de saude, entretanto, ainda
existem lacunas no seu conhecimento, fato este que se reflete na incidéncia de
eventos evitaveis. Este problema poderia ser solucionado por meio da sensibilizacéo
dos gestores e enfermeiros sobre a necessidade da formagao de recursos humanos
e educacado permanente nos servicos de saude (BISETTO; CUBAS; MALUCELLI,
2011).

Diante da relevancia da notificacédo dos EAPV, este estudo teve como objetivo
analisar as notificagcdes dos eventos adversos em criancas de 0 a 5 anos em municipio
da Bahia — Brasil.

2| METODO

Estudo quantitativo, descritivo, retrospectivo, de corte transversal realizado em
um municipio da Bahia, Brasil. A populagdo do estudo foi composta por criancas
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de 0 a 5 anos selecionadas a partir das fichas de registros de notificacédo de EAPV,
apresentadas junto ao Programa de Imunizagédo no ano de 2017. Os critérios de
inclusao foram: as fichas de notificacdo de EAPV do ano de 2017, de criangas de 0
até 5 anos de idade, ja langadas no Sistema de Informac¢ao do Programa Nacional
de Imunizagcao (SI-PNI). Os critérios de exclusao foram: fichas duplicadas e idade
superior a 5 anos.

Os dados foram levantados a partir da anéalise documental das fichas de
notificagcbes feitas ao Programa de Imunizacdo que esta situado na Secretaria
Municipal de Saude (SMS). Durante a coleta de dados, no periodo de fevereiro a
abril de 2018, foram encontradas 113 notificacdes ao longo do ano de 2017, sendo
65 de criancas na faixa etaria estabelecida para a pesquisa.

Como instrumento de coleta de informacgdes utilizou-se um formulario que foi
construido a partir da adaptacéo da ficha de notificagcdo e investigacdo de EAPV
composto pelas seguintes variaveis: idade, sexo, zona de habitacédo e aleitamento
materno dos participantes, data da notificacdo, funcdo do responsavel que preencheu
a notificacao, imunobioldgico, estratégia, dose, via e local de administracéo, evento
adverso provavel, tipo de evento, manifestacbes clinicas do EAPV divididas por
sistemas, tempo de inicio da manifestacdo, acompanhamento e atendimento médico,
diagnostico médico, e evolucdo do caso.

As 65 fichas coletadas foram langadas e tabuladas em planilhas eletrénicas no
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versao 9.0. Dessa forma, foi criada
no editor de dados desse programa, a mascara da pesquisa com todas as variaveis
ja citadas acima, totalizando 155 variaveis, sendo agregados valores numéricos para
cada variavel. Apés essa etapa, foram lancadas todas as informagdes da ficha. A
analise foi feita por meio da estatistica descritiva e os resultados foram apresentados
sob a forma de tabelas de frequéncias absolutas e relativas dos dados categoéricos
nominais.

Durante o desenvolvimento do estudo foram respeitadas as normas e diretrizes
estabelecidas pela Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude (BRASIL,
2012), sendo a pesquisa aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos (CEP) da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), sob o
Parecer n° 2.411.828 e CAAE n° 78013517.4.0000.0053. Os principios éticos foram
contemplados na pesquisa, assegurando o direito a confidencialidade das pessoas
cujo EAPV foi notificado, garantindo a ndo utilizacdo dos nomes ou informacdes que
pudessem identificar os participantes.

31 RESULTADOS

Neste estudo, foram selecionadas para analise 65 fichas de notificacbes de
eventos adversos pos-vacinagdo em criancas de 0 a 5 anos de idade no ano de 2017,
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correspondendo a’57,5% das notificagdes. Adistribuicdo dos dados sociodemograficos
e do aleitamento materno das criancas esta apresentada na Tabela 1.

Variaveis sociodemograficas N %
Idade
Menor de 1ano 41 64.1
1 ano 12
18,8
3 anos 02
3,1
4 anos 08
12,5
5 anos 01 16
Informacdes perdidas™ 01 ’
I\S/I‘:l);?:ulino 26 40,0
O 39 60,0
Feminino

Zona de habitacao

Zona urbana 54 91,5
Zona rural 05 8,5
Informacdes perdidas*? 06

Aleitamento materno

Sim 25 49,0
Nao 26 51,0
Informacdes perdidas*? 14 -

Tabela 1 - Distribuicdo dos eventos adversos em criangas de 0 a 5 anos segundo variaveis
sociodemogréficas (idade, sexo, local de moradia) e aleitamento materno, Bahia, Brasil, 2018.
(N=65)

Fonte: Fichas de EAPV-SMS, Bahia, 2018.

*11 ficha estava com o campo idade em branco.*? 6 fichas estavam com o campo zona em branco. *314 fichas
estavam com o campo aleitamento materno em branco.

A Tabela 2 descreve a distribuicao dos EAPV segundo tipo de vacina sendo a
pentavalente a mais associada a eventos (16,2%), seguida da pneumocoécica (12,
6%), BCG e DTP (11,7% cada uma), como visto na Tabela 2.

Tipo de vacinas notificadas N %
Pentavalente 18 16,2
Pneumocdcica 14 12,6
BCG 13 11,7
DTP 13 11,7
Rota virus humano 11 9,9
Vacina inativada da poliomielite (VIP) 10 9,0
Meningocdécica 07 6,3
Hepatite B 06 54
Febre amarela 04 3,6
Hepatite A 04 3,6
Influenza 04 3,6
Triplice viral (SCR) 04 3,6
Vacina oral da poliomielite (VOP) 03 2,7

Tabela 2 - Distribuicao dos EAPV em criancas de 0 a 5 anos segundo tipo de vacinas
notificadas. Bahia, Brasil, 2018. (N=65)

Fonte: Fichas de EAPV-SMS, Bahia, 2018.

*Houve mais de um tipo de vacina por EAPV identificado
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Os dados relativos as manifestacoes clinicas locais e sistémicas observadas nas
criancas em decorréncia de EAPV estdo descritas na Tabela 3. Foram identificadas
186 manifestacdes, destas 109 foram manifestacées locais (58,6%) seguidas de 77
sistémicas (41,4%).

ManifestacOes sistémicas N %
Febre 19 24,6
Petéquias 08 10,4
Exantema 07 9,1
Diarreia 06 7,8
Choro persistente 06 7,8
Agitacao 04 52
Vomito 04 52
Vermelhid&do na pele 03 3,9
Cianose 03 3,9
Convulséao 03 3,9
Urticaria 02 2,6
Letargia 02 2,6
Abscesso axilar 02 2,6
Choque cardiogénico 01 1,3
Ganglio flutuante 01 1,3
Palidez 01 1,3
Inconsciéncia 01 1,3
Melena 01 1,3
Colica 01 1,3
Dispneia 01 1,3
Tosse 01 1,3
Manifestacdes locais N %
Abscesso quente 13 11,9
Abscesso frio 07 6,4
Dor 22 20,1
Calor 14 12,8
Edema 14 12,8
Rubor 16 14,7
Celulite 02 1,9
Enduracéo 04 3,7
Empolagéo 02 1,9
Pustula 02 1,9
Noédulo 13 11,9

Tabela 3 - Distribuicdo dos EAPV em criangas de 0 a 5 anos segundo manifestacdes sistémicas
e locais. Bahia, Brasil, 2018. (N=65)

Fonte: Fichas de EAPV-SMS, Bahia, 2018.

*Houve mais de um tipo de manifestacao clinica por EAPV identificado

Em relac&o ao tipo de evento, predominaram 0s eventos adversos nao graves
(EANG) (68,5%), seguidos dos erros de imunizacao (El) com e sem EAPV (18,6%),
como ilustrado na Tabela 4.
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Tipo de EAPV N*

Eventos Adversos Nao Graves 37
Erros de Imunizagéo com e sem EAPV 10
Eventos Adversos Graves 6
Inclassificavel 1
Informacéo perdida* *

Tabela 4 - Distribuicdo dos EAPV em criancas de 0 a 5anos segundo tipo de evento. Bahia,

Brasil, 2018. (N=65)
Fonte; Fichas de EAPV-SMS, Bahia, 2018.

*Das 65 fichas, 11 estavam com este campo em branco

Quanto a distribuicdo dos EAPV por via e local de administragcdo da vacina,

predominaram os eventos de vacinas aplicadas por via intramuscular (57,14%), no

membro inferior direito (MID) (36%), como mostra a Tabela 5.

Via N %
Intramuscular 44 57,1
Oral 14 18,2
Intradérmica 12 15,6
Subcuténea 7 9,1
Local de aplicacao N Y%
Membro Inferior Direito 27 36,0
Membro Inferior Esquerdo 20 27,0
Membro Superior Direito 12 16,0
Membro Superior Esquerdo 6 8,0
Membro Inferior Vasto Lateral da

Coxa 4 5.3
Deltoide 3 4,0
Insercao do deltdide 3 4,0

Tabela 5 - Distribuicdo dos EAPV em criangas de 0 a 5 anos segundo local de administracéo da

vacina. Bahia, Brasil, 2018. (N=65)
Fonte: Fichas de EAPV-SMS, Bahia, 2018.

4 | DISCUSSAO

Em relac&o aos aspectos sécio demograficos, destacados na Tabela 1, estudos

realizados em Pernambuco e Goias sobre EAPV também mostraram que eventos

ocorreram mais em criangas menores de um ano, sendo justificada esta ocorréncia

pela grande quantidade de doses e imunobiolédgicos diferentes administrados nessa

faixa etaria, bem como a imaturidade do sistema imune destas. J& em relagéo ao

sexo, estes mesmos estudos apontaram que os eventos adversos aconteceram

predominantemente no sexo masculino diferentemente desta pesquisa. Em
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contrapartida, citam também uma pesquisa realizada pelo Centers for Disease
Control and Prevention (CDC), com criangcas, mostrando que as notificacbes de
EAPV ocorreram de forma proporcional entre os sexos concluindo que esta variavel
nao tem muita relevancia nos EAPV, pois os resultados dos estudos ndao seguiram
um padrao bem como nao apresentaram justificativas (SANTOS; PONTES NETTO;
ANDRADE, 2016; BRAGA et al., 2017).

Em relagdo a zona de habitacédo, 91,5% das notificacbes ocorreram na zona
urbana; porém, € necessario discutir a importéncia da supervisao rigorosa destes
acontecimentos na zona rural. Os achados nédo permitem concluir se este numero
reduzido de EAPV na zona rural esta relacionado a subnotificacdo por parte do
vacinado, servi¢co ou até mesmo ao acesso do vacinado a unidade de saude, associado
ao conhecimento da populacéo de quais eventos precisam ser informados a equipe.
Pesquisa realizada em um municipio da Zona da Mata em Minas Gerais constatou
que a presenca de salas de vacina na zona rural se constituiu como um ponto
positivo para maior acessibilidade da populacdo as vacinas do programa; porém,
um enfermeiro para supervisionar 03 salas de vacina no ambito rural pode interferir
negativamente no acompanhamento das atividades desenvolvidas (ELISIARIO et
al., 2017).

No que se refere a amamentacdo e eventos adversos, verificou-se um
namero bem aproximado entre criangas lactentes e ndo lactentes com notificacao
de eventos adversos. De acordo com a Sociedade Brasileira de Pediatria (SBP,
2017), amamentar e vacinar sao agdes que em conjunto podem proteger de forma
mais eficaz as criancgas, pois quando o bebé mama ao peito, responde rapido ao
efeito do imunobiolégico com a produgdo de anticorpos e o leite materno diminui a
agressividade do agente infeccioso.

Ao se analisar a Tabela 2, percebe-se a predominancia da vacina pentavalente
como principal causadora de evento, 0 que precisa ser avaliado com rigor, visto que
a mesma geralmente é aplicada simultaneamente com outras vacinas.

Pesquisa realizada em Pernambuco referente a analise dos EAPV nas criangas
vacinadas entre os anos de 2009 até 2013 mostrou que as vacinas que estavam
mais associadas a eventos adversos eram a tetravalente seguida da pentavalente
(SANTOS; PONTES NETTO; ANDRADE, 2016). Observa-se que ambas as vacinas
possuiam o componente Pertussisem suacomposicao, e este é o principalresponsavel
por essas reacdes indesejaveis, que em sua maioria sao eventos adversos leves, de
resolugao espontanea, que nao geram complicacoes ou sequelas (BRASIL, 2014).

A vacina pneumococica apareceu como a segunda mais reativa; porém, como
ela € administrada concomitantemente com a pentavalente, torna-se dificil afirmar
quando acontecem eventos adversos caracteristicos de ambas, o que foi causado
por uma ou outra (BRASIL, 2014b).

A Tabela 3 apresenta as manifestacdes locais, que sdo eventos que ocorrem
no local da administracdo vacinal, ou proximo do mesmo, sendo uma resposta da
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introdugdo da agulha e do contetdo vacinal no tecido muscular, tendo geralmente,
bons prognésticos que evoluem para cura espontéanea (BRASIL, 2014c).

Predominaram nesse estudo como manifestagcées locais a dor (20,1%),
rubor (14,7%), edema (12,8%) e calor (12,8%) respectivamente; estes sinais sao
caracteristicos de uma inflamacédo que é uma resposta do organismo ao agente
agressor, caracterizado pela saida de liquidos e de células do sangue para o
intersticio.

O mecanismo de acéo inicia quando um agente inflamatorio (agulha e conteudo
vacinal) lesam o tecido, este libera histamina e prostaglandina que promovem a
vasodilatacdo aumentando a permeabilidade vascular possibilitando a migracao
dos neutrofilos do vaso para o tecido afetado, fagocitando os microrganismos e as
células mortas. O aumento do fluxo sanguineo para a area afetada faz com que
o local gere calor e fique vermelho (rubor); o edema acontece devido ao aumento
de permeabilidade vascular que faz com que o plasma sanguineo passe para o
intersticio, este, por sua vez, comprime termina¢des nervosas, juntamente com a
prostaglandina que irrita essas terminacdes, ocasionando outro sinal flogistico que
€ a dor (KARPINSKI, 2010).

Nas vivéncias nos servigos de atencao primaria a saude, foi possivel observar
que os profissionais de sala de vacina costumavam orientar as maes ou responsaveis
sobre 0 uso de compressas geladas para eventos locais como 0s que apareceram
no estudo. Essa orientacdo condiz com o preconizado pelo Manual de Vigilancia
Epidemiolégica de Eventos Adversos Poés-Vacinacdao do MS, que de acordo com
as circunstancias podem ser prescritas as compressas frias, nas primeiras 24 a 48
horas apés a administragdo, havendo dor e reacéo locais intensas (BRASIL, 2014c).

Por outro lado, em relacdo as manifestacdes sistémicas, sobressaiu a febre,
que se trata da elevacdo da temperatura axilar > que 37,5°C e consiste em uma
resposta imunolégica pelo qual o organismo reconhece e responde a substancia
que considera estranha para o nosso organismo (antigeno). Os antigenos induzem
as nossas células de defesa a produzirem fatores endégenos, estes estimulam o
hipotalamo a producédo de prostaglandina sendo responsavel por elevar o ponto
de regulagdo térmica do centro termorregulador hipotalamico, ocasionando a febre
(MAGALHAES et al., 2002).

Portanto, é importante orientar ao usuario que em caso de febre, ap6s a
vacinacado, o mesmo retorne ao servico que fez a administracdo do imunobioldgico
para proceder a avaliagdo do quadro, prescricdo do antitérmico e a notificacao do
evento. E necessario refletir que a orientacdo as méaes precisa contemplar o fato de
que qualquer sinal ou sintoma ap0s a vacinacao, sendo este leve ou grave, precisa
ser comunicado ao servi¢o; e por mais que existam demandas diversas, a notificacao
dos EAPV pelas unidades de saude deve ser uma pratica, pois favorece a vigilancia
epidemioldgica do municipio e respalda as estratégias de melhoria do atendimento.

Observando a Tabela 4, nota-se que os EANG se sobressairam dentre os
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outros, confirmando o dado do MS que os eventos mais comuns de acontecerem
s&0 0s nado graves, como dor e febre baixa, e os graves acontecem na estatistica de
1 caso a cada 1000 doses (BRASIL, 2014c).

O que mais chama atencao nessa tabela sao os erros de imunizagcéo com 18,6%
por serem erros prevenieis. Foram observadas algumas caracteristicas desses erros
nas fichas de notificacdo estudadas como: erros decorrentes de vacina aplicada em
local e via errados por falta de contencdo adequada da crianga; vacinas aplicadas
com intervalo inadequado entre as doses, devido apresentacdo pelo responsavel
de cartao incompleto ja substituido, que nédo constava todas as vacinas anteriores e
vacina rotavirus humano (VRH) aplicada com a data de validade vencida.

Foram identificados ainda trés erros de imunizacéao classificados como EANG,
pela pessoa que preencheu a ficha e depois notado um erro de classificagao; assim,
€ importante destacar que, haveria menos chance de classificacdo inadequada, se
algunsitens da ficha de notificagao fossem preenchidos somente ap6s a investigacéo,
por exemplo, a classificacdo do tipo do EAPV, bem como se houvesse fidedignidade
dos detalhes mesmo quando o responsavel pelo preenchimento fosse 0 mesmo
profissional que cometeu o erro.

Vale destacar que neste item que selecionou o tipo de evento, estdo agrupadas
duas classificacbes distintas de EAPV: sendo uma classificagdo relacionada a
gravidade e a outra a causalidade. Este agrupamento faz com que seja escolhida
apenas uma classificacdo de EAPV, sendo que uma nao anula a outra, gerando
perdas de informacdes. Existem também informacdes que a depender de quem
preencha podem gerar duvida quanto a fidedignidade.

Algumas medidas simples podem evitar alguns desses erros como: ado¢ao de
protocolos, com o passo a passo sobre situacdes que devem ser evitadas e normas
de seguranca que devem ser sempre observadas; realizar educagao continuada em
servico de forma sistematizada, sobre as vacinas novas incluidas no calendario;
abordar discussOes abertas e transparentes sobre 0s erros de imunizagcao ocorridos
e apresentar maneiras para soluciona-los.

Ainda em relacéo aos tipos de El mais frequentes, estudo realizado em Goiénia,
que avaliou o periodo de 2012 a 2013, encontrou os seguintes: administracéo de
vacina errada como a VOP no lugar da VIP; aplicagdo de vacinas fora da idade
recomendada de acordo com o calendario vacinal; vacinas aplicadas com data de
validade vencida e superdosagem da BCG (BRAGA et al., 2017).

Erros podem ser frutos da falta de atencéo ou da interferéncia do excesso de
demandas do proprio servigo, ja que os profissionais na sala de vacina realizam
todas as atividades, desde a recepcéao, triagem, administracdo de imunobiologico,
orientacbes, agendamento da proxima dose e identificacdo de eventos adversos
(BRITO et al., 2014).

De acordo com o manual de vigilancia de EAPV (BRASIL, 2014c), os EAG
sao aqueles que precisam de hospitalizagdo por pelo menos 24 horas ou prolongue
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uma hospitalizacao ja existente, deixe sequelas, cause anomalia congénita, risco de
morte ou 6bito e os EANG sé&o todos aqueles que nao estéo inclusos nos graves.
Estudos mostraram que, um grande percentual dos eventos adversos da vacina era
nao grave, confirmando que o risco de um EAPV grave ocorrer era bem menor do
que o risco de um usuario contrair a doenca para a qual estava sendo imunizado
(SANTOS; PONTE NETTO; ANDRADE, 2016; SALES et al., 2017).

Associando a Tabela 5, as manifestacdes apresentadas nesta pesquisa,
houve predominancia de manifestacdes locais nos EAPVs notificados, o que esta
relacionado ao fato da injecdo causar uma lesdo mecanica tecidual.

Em se tratando da seguranca do usuario, algumas recomendacgcdes do MS,
podem prevenir eventos adversos por falhas na aplicagédo. E importante conhecer
que para criangas menores de 2 anos, € permitida a administracdo simultadnea de
02 vacinas no vasto lateral da coxa, desde que sinalize o lado no registro do cartéo;
deve-se manter uma distédnca de 2,5 cm entre os locais de aplicacdo; atentar para
higiene das maos, manipulacédo cuidadosa do frasco e da agulha; antissepsia local
com algodao seco; contencédo da crianca no colo da acompanhante com a perna
fletida; validade; aprazamento anterior com confirmagdo do intervalo antes de
aplicacado, bem como o aprazamento seguinte; conferir vacinas que nédo podem ser
administradas no mesmo dia, bem como respeitar os intervalos minimos e maximos
entre as doses (BRASIL, 2014c).

51 CONCLUSAO

As notificagdes dos eventos adversos em criancas de 0 a 5 anos, no ano de
2017, denotaram maior frequéncia da ocorréncia destes em menores de 1 ano, do
sexo feminino, que moravam na zona urbana e que nao estavam em aleitamento
materno. Em relacdo ao tipo de vacina, os EAPV predominaram na administragao
da vacina pentavalente e as criancas cursaram com febre e dor. Os eventos foram
do tipo ndo grave e a via de administragcdo dos imunobiol6gicos mais utilizada foi a
intramuscular, no membro inferior direito.

O estudo possui limitagcées por ser baseado em dados secundarios, podendo
existir subnotificacado da ocorréncia de EAPV e preenchimento inadequado da ficha
de investigagao, interferindo na qualidade das informacodes coletadas.

As fichas de notificacdo de EAPV sao importantes instrumentos para a
vigilancia epidemiolégica de um municipio; porém, identificou-se nessa pesquisa
que o preenchimento dessas nao segue um padrao, gerando informacgdes repetidas
ou auséncia de dados importantes. Nesse sentido, seria necessario trabalhar as
dificuldades da equipe para a completitude das fichas, visto que estas respaldam a
avaliacao dos eventos adversos e as acoes estratégicas.

O enfermeiro como coordenador e supervisor da equipe de Enfermagem da sala
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de vacina deve estar atento para o desenvolvimento das atividades no setor, bem
como para a habilidade técnica e relacional dos técnicos de Enfermagem, garantindo
a seguranca da equipe e da comunidade.
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RESUMO: O melanoma é um tipo de céancer
de pele, de extrema relevancia, extremamente
agressivo e com baixa resposta a terapias nos
estagios mais avangados da doenca. Enquanto
a doenca diagnosticada em estagio precoce é
efetivamente tratada com remocado cirurgica,
o estagio metastatico é quase universalmente
fatal, sendo a taxa de resposta clinica ao
tratamento quimioterapico inferior a 30% dos
casos. Dessa forma, cada vez mais a busca
por novos agentes anti-tumorais que atuem
na terapéutica do melanoma o é de grande
interesse clinico e tem ganhado espaco no
campo de pesquisa. Este trabalho teve como
objetivo realizar uma reviséo bibliogréafica sobre
novas opg¢des terapéuticas nas ciéncias a
respeito do melanoma em seus estagios mais
avancados

PALAVRAS-CHAVE: Melanoma, tratamento
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antitumoral. Fitoterapicos

ABSTRACT: Melanoma
aggressive type of skin cancer that is extremely

is an extremely
aggressive and has low response to therapies in
the later stages of the disease. While the disease
diagnosed at an early stage is effectively treated
with surgical removal, the metastatic stage is
almost universally fatal, with a clinical response
rate to chemotherapy less than 30% of cases.
Thus, the search for new anti-tumor agents that
act in the treatment of melanoma is increasingly
of great clinical interest and has gained space in
the research field. The aim of this study was to
review the literature concerning of the evaluate
new therapeutic options in the sciences
regarding melanoma in its later stages.

KEYWORDS: Melanoma, antitumoral treatment,

Phytotherapics

11 INTRODUCAO

O céancer de pele no Brasil & considerado
um dos mais frequentes entre todos os tipos
de neoplasias, classificado

em melanoma e nao melanoma. Dentre os

podendo ser

ditos ndo melanoma, os mais frequentes séao
carcinomas basocelular e o espinocelular,
respectivamente (SANTOS, 2017), ao passo
que o melanoma cutaneo corresponde a

Capitulo 15




uma neoplasia maligna com etiologia multifatorial caracterizada pela proliferagao
anormal dos melandcitos que invadem a membrana basal, sendo o tumor mais
agressivo e cuja incidéncia é crescente, sobretudo entre a populagao branca devido
a sua maior sensibilidade a exposicao solar (LEW et al., 1983 FORD et al., 1995;
WEINLICH,2003, apud JUNG, 2008). E um tumor reconhecido pela alta incidéncia
de mortalidade, devido ao seu elevado indice metastatico, alta agressividade e baixa
resposta a terapias convencionais, sendo, desse modo, considerado um importante
problema de saude publica. O melanoma cutaneo corresponde a 4% das neoplasias
cutaneas, porém é responsavel por 80% das mortes dessa categoria de canceres
(MORENO,2015).

A identificacdo do melanoma esta comumente associada ao sistema ABCDE.
Esta regra é relevante para deteccao clinica do melanoma cutaneo sendo que a
letra A caracteriza a assimetria da leséo, a letra B significa presenca de bordas
irregulares, a letra C sugere mudancas de coloracéo e a letra D corresponde a um
didmetro do tumor superior a 6 mm e a letra E significa evolugdao do tumor, sendo
o conjunto desses fatores importante para determinar o prognéstico (BONO et al.,
1999). Quanto mais precoces sao as lesdées, maior a chance de cura, porém o risco
de morte cresce proporcionalmente ao aumento de espessura do tumor (BALCH et
al., 2009; CHABNER; LONGO, 2015). Em média, pacientes que estdo em estagio
avancado da doenca, sobrevivem de 6 a 10 meses (NAZARIAN et al., 2010).

Enquanto a doencga diagnosticada em estagios iniciais é efetivamente tratada
com remogao cirurgica, o estagio metastatico é quase universalmente fatal, sendo a
taxa de resposta clinica ao tratamento quimioterapico inferior a 30% dos casos (FORD
et al., 1995). O tratamento de escolha € feito a partir do estagio da doenca, sendo
0S mais convencionais a quimioterapia, radioterapia, cirurgia (primeira indicacéao
nos casos mais precoces) e, mais recentemente, a imunoterapia (SANTOS, 2017).
Consequentemente, cada vez mais a busca por novos agentes anti-melanoma é de
grande interesse clinico. Considerando que o acervo terapéutico disponivel para
o tratamento da doenca avancada traz resultados insatisfatérios, uma vez que o
melanoma metastatico ndo responde rapidamente as terapias padréo citadas,
estudos estdo sendo desenvolvidos buscando alternativas eficazes para tratamento.

2| OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivo realizar uma revisao bibliografica sobre
novas opc¢des terapéuticas nas ciéncias a respeito do melanoma em seus estagios
mais avangados.

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa Capitulo 15




31 METODOS

Este trabalho é uma revisdo bibliografica a respeito de novos tratamentos
para o cancer de pele do tipo melanoma. Para tal, foi feita busca ativa de artigos
relacionados ao tema na base de dados Scielo e PubMed, sendo as seguintes
palavras-chave empregadas: novas perspectivas; melanoma; genética; tratamento;
plantas medicinais.

4 | DISCUSSAO

O desenvolvimento do melanoma ocorre inicialmente por meio do crescimento
radial, no qual ainda ndo ha o processo de angiogénese, seguido do crescimento
vertical, quando o potencial metastatico passa a ser preocupante. Ademais, o
envolvimento de mutacdes que ativam proto-oncogenes e que inibem genes
supressores tumorais faz parte deste contexto (SANTOS, 2017).

Vale ressaltar que a resposta imune recrutada devido as células tumorais em
desenvolvimento consiste na participacao de células efetoras pela agao direta, como
linfécitos T CD8, por exemplo, e “natural killers” por meio da liberacéo de substancias
intracitoplasmaticas (perforina e granzima) indutoras de apoptose, e, indiretamente,
por linfécitos T CD4 e diversas células do sistemaimune inato (neutréfilos, macrofagos,
mastdcitos) sintetizadoras de citocinas que atuam modulando respostas contra
cancer (CHENG et al., 2013; NOUROZ et al., 2016).

As estratégias mais atuais, neste contexto, sdo voltadas para a ruptura da
toleranciaimune. Os inibidores dos pontos de checagem modulam vias que desativam
as atividades das células T (diminuindo a supressao imune tumoral) ou estimulando
a atividade das células T, potencializando respostas antitumorais.

A vantagem da utilizacdo de imunobioldgicos esta no provavel controle eficaz
do tumor e possivel aumento da sobrevida dos pacientes (EGGERMONT e ROBERT,
2014). O antigeno 4 associado ao linfocito T citotoxico (CTLA-4) é uma molécula que
controla as vias de ativacado das células T. Sabe-se que o farmaco Ipilimumab, um
anticorpo monoclonal totalmente humano (IgG1), bloqueia CTLA-4 para promover
a imunidade antitumoral ao impedir a interacdo entre as células apresentadoras de
antigeno e as células T, testado em diversos estudos de fase 3, demonstrou beneficio
de sobrevida (alcancando até 5 anos) entretanto efeitos adversos considerados
graves ocorreram (HODI et al., 2010; MCDERMOTT et al., 2014).

Um estudo comparativo de fase | randomizou 173 pacientes com melanoma
inoperavel ou metastatico, que fizeram um tratamento com Ipilimumab, um outro
imunobiolégico, recebendo tratamento com 2mg/kg ou 10mg/kg por via endovenosa,
uma vez a cada 3 semanas. Nesses pacientes, a taxa de resposta global foi de 26%
em ambas as doses de administracao terapéutica, demonstrando assim a atividade
antitumoral. Porém, efeitos adversos como erupcao cutanea, fadiga e prurido foram
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observados, sem, por outro lado, mortalidade associada a droga (ROBERT et al.,
2014). Um outro medicamento, ainda, lambrolizumab, foi testado através de um
estudo com pessoas com melanoma em estagios avang¢ados, incluindo aqueles que
tiveram evolucdo desfavoravel enquanto recebiam Ipilimumab, ocasionando uma
alta taxa de regressao do melanoma sem efeitos toxicos graves (HAMID et al., 2013).

No que concerne as terapias alternativas, um recente estudo experimental
desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa a partir de modelo murino de melanoma
B16F10 (injecdo subcutédnea de células tumorais), testou o extrato hidroalcodlico da
planta Arctium lappa através da injecao intraperitoneal em diferentes concentracgdes.
O estudo concluiu que o extrato promoveu importante efeito anti-inflamatério ao
demonstrar uma supressao do acumulo de leucécitos na cavidade peritoneal dos
camundongos e de neutréfilos tanto na circulagdo quanto na cavidade peritoneal,
além de reduzir o edema e a formacéo de inumeros mediadores pro-inflamatorios
como Oxido nitrico (NO), IL-1B, IL-6 e TNF-a. Considerando que a inflamac&o é parte
do mecanismo de formacao e progressao do céncer, a utilizacdo da Arctium lappa
pode vir a fazer parte de novas estratégias futuras (NASCIMENTO et al., 2019).

Além da espécie Arctium lappa, o género Lobelia, planta herbacea de grande
importancia na medicina oriental, foi descrito como um agente antitumoral em
alguns tumores. Um estudo isolou polifendis e outras moléculas orgénicas da
Lobelia chinensis, em um ensaio bioquimico demonstrou a inibicdo da proliferacao
de células MCF-7 de cancer de mama (ZHANG et al., 2017). A mesma espécie é
tradicionalmente empregada na medicina chinesa para tratar picadas de cobra e
abscessos na pele, sendo recentemente apontada como uma planta medicinal cujo
extrato hidrico é rico em varios tipos de alcaloides, substéncias capazes de atuar
como efeito antitumoral no cancer de célon, pulmédo e figado, porém ainda existem
poucos dados na literatura aplicaveis a outros tipos de canceres e do controle
terapéutico em humanos (LING et al., 2016).

Um outro ensaio experimental, desenvolvido pelos autores desta reviséo
bibliogréfica, testou o extrato de uma outra espécie herbacea Lobelia inflata com a
finalidade de avaliar um possivel efeito antitumoral a partir de conclusdes obtidas por
analise do perfil histopatologico. Trata-se também do modelo de injecédo subcutédnea
de células da linhagem B16F10, capaz de reproduzir melanomas com alto potencial
metastatico, aplicado em camundongos. Um grupo de animais recebeu tratamento
via oral com Lobelia inflata. Os mesmos grupos foram comparados quanto aos
aspectos macroscépicos, incluindo o crescimento e tamanho dos tumores e presenca
de ulceragdes; numero de vasos sanguineos e células inflamatérias (macrofagos e
neutrofilos).

Dentre os resultados obtidos, € provavel que o extrato tenha retardado o
crescimento do tumor cutdneo, bem como reduzido o processo de angiogénese e
parte da inflamacéao cronica representada por macrofagos o que, indubitavelmente,
podem significar bons preditores para a escolha de uma terapia futura eficaz que
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envolva o extrato da planta Lobelia inflata , sendo, por outro lado, necessarios mais
estudos a respeito desta terapéutica (Ireno, 2019, no prelo).

A Lobelia inflata,também é constituida por polifendis, possuindo duas subfamilias
dotadas dessa substancia, apresentando atividade antibacteriana, antioxidante,
anti-inflamatéria e anticarcinogénica e, este seria provavelmente um dos principais
mecanismos envolvidos no combate as células cancerigenas.

Abaixo, imagens dos resultados positivos obtidos na pesquisa da espécie
Lobelia inflata, ilustrando a reducéo do numero de vasos sanguineos nos animais
tratados com a Lobelia inflata.

Figura 1. Imagens representativas do corte histolégico de melanoma em modelo experimental
B16F10 em camundongos e tratados com extrato Lobelia inflata (HE coloracdo. aumento de
40x). Setas indicam presenca de vasos sanguineos no melanoma.

51 CONCLUSOES

A principal lacuna existente no tratamento do melanoma decorre da ineficiéncia
do tratamento convencional, radioterapia, quimioterapia e remocao cirurgica, em
estagios mais avangados do tumor, que envolva baixa toxicidade. Assim, um dos
maiores desafios para pesquisa em melanoma é a identificacdo de alvos para o
desenvolvimento de novas estratégicas terapéuticas. Novas terapias demonstram
eficacia no campo da imunologia relacionadas a modulagéo da resposta incitada
no desenvolvimento e evolugcdo do melanoma, como alvo do tratamento, sendo
este voltado, sobretudo, para a supressédo de citocinas pré-inflamatérias bem
como diminuicdo do recrutamento de leucécitos. Compostos fitoterapicos tém
demonstrado atividade antitumoral significativa e sao candidatos promissores a
terapia. Entretanto, ainda existe uma escassez de conhecimentos sobre o papel
de herbaceas em humanos e em modelo animal, quanto a um provavel efeito
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anticancer, especificamente contra 0 melanoma metastatico, fazendo-se necessario
maior aprofundamento dessa tematica. Sobretudo, achados iniciais relacionados
a regulacéo celular imune, tendo como alvo o efeito anti-inflamatério ja elucidado
como parte da fisiopatologia do cancer €, sem duvidas, uma conquista no ambito da
pesquisa.

As pesquisas envolvendo novas propostas terapéuticas, portanto, ainda sao,
em potencial, um caminho promissor a ser fomentado na comunidade cientifica.
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RESUMO: A acerola é uma fruta de reconhecido
valor nutricional devido aos seus altos teores de
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ORGANICA

compostos fendlicos e vitamina C. A associacao
desses componentes transforma a acerola
num fruto antioxidante, redutor de gorduras
totais e propicio para o desenvolvimento de
formulacbes de uso que vao desde sucos,
sorvetes e chas, a produtos relacionados a
cosmetologia. Entretanto, pouco se sabe sobre
0s componentes presentes nas folhas da
planta, uma vez que é o 6rgao mais abundante
no vegetal. Nesse sentido, este estudo visa
investigar os componentes nutricionais que as
folnas da M. emarginata (aceroleira) possui e
suas aplicabilidades biologicas.
PALAVRAS-CHAVE: Acerola, M. emarginata,
Antioxidante.

THE BENEFITS OF USING M. EMARGINATA
(ACEROLEIRA) LEAVES FOR ORGANIC
HEALTH

ABSTRACT: Acerola is a fruit with recognized
nutritional value due to its high contents of
phenolic compounds and C vitamin. The
association of these compounds turns the
acerola into an antioxidant fruit, reducing total
fat and suitable to development of formulations
related to juices, ice cream, teas and
cosmetology-related products. However, few
is known about the components present in the

leaves of the plant, since it is the most abundant
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organ in vegetal. Thus, this study aims to investigate the nutritional components that
the leaves of M. emarginata (aceroleira) have and their biological applicability.
KEYWORDS: Acerola, M. emarginata, Antioxidant.

INTRODUCAO

O uso de plantas com fins medicinais por diversas comunidades ao redor do
mundo vem estimulando a producao de estudos cientificos sobre a eficacia dessas
plantas, quais metabdlitos sdo seus principais constituintes e quais sdo seus reais
mecanismos de acéo. Além disso, devido ao seu uso indiscriminado, muitos estudos
que visam contribuir para a comprovagcdo das atividades biolégicas das plantas
medicinais, priorizam ensaios que garantam se, de fato, é segura a sua administracao
nas pessoas (Ekor, 2014).

A primeira forma de abordagem na organizacdo de um estudo com plantas
medicinais € a investigacdo etnofarmacol6gica em que, com o auxilio de diversos
agentes da comunidade, coletam-se relatos do uso dessas plantas que a principio
séo passados entre as geragdes (conhecimento tradicional). Em segundo plano,
busca-se classificar quais 6rgdos da planta s&o utilizados, o método de extracdo
(se sob a forma de chas, decoccéo, tinturas, macerado, entre outros) e a via de
administracdo (oral, inalatéria, sobre a pele, como lo¢cdes capilares, aguas de
banho, etc.). A terceira e Gltima etapa consiste em analisar dentro de laboratério de
pesquisa, com protocolos bem estabelecidos e equipamentos de precisao analitica,
se aquele uso da planta (associando-se 6rgdo alvo, método de extracédo e via de
administracdo) € seguro e/ou se apresenta reais acdes bioldgicas relatadas segundo
0 uso etnofarmacologico.

A investigacao cientifica das acdes bioldgicas de uma planta conhecida como
medicinal se inicia através da identificacdo de seus constituintes fitoquimicos e da
correlacao desses metabodlitos com alguns possiveis mecanismos de ag¢ao, sejam
eles profilaticos ou terapéuticos (Lin et al., 2018). Atualmente essas evidéncias vém
sendo demonstradas por diversos autores em todo o mundo (Tabela 1), os quais
tém publicado estudos de eficacia contra algumas doencas como cancer (Shirzad et
al., 2011), aterosclerose (Asgari et al., 2012) e diabetes (Asgary et al., 2011). Além
disso, compostos naturais extraidos de plantas tém se apresentado como alternativas
terapéuticas para lesdes pulmonares (Favarin et al., 2013) e apresentaram perfis
anti-inflamatério (Lee et al., 2014), hepatoprotetor (Liu et al., 2014) e anti-hipertensivo
(Sultana & Muhammad 2017).
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Atividades

Composto Planta de Origem  Nome Popular Biolégicas Referéncias

Aspirina Salix alba L. Salgueiro-branco Ana_IgeS|co / Mahdi et al. 2006
Antitumoral

Morfina P. somniferum L. Papoula Analgésico Rosenblun et al. 2008

Quinina Cinchona Cinchona Antimalarico Renslo, 2013

Etoposidio P. peltatum L. Mandragora Antitumoral Montecucco et al. 2015

. L . Controle de .

Metformina Galega officinalis Arruda-capraria Glicemia Bailey, 2017

Levodopa Mucuna pruriens Feijao-da-flérida Tratam_e nto de Min et al. 2015
Parkinson

Vinblastina C. roseus Vinca / Boa-noite Antitumoral Noble et al. 1958
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Tabela 1: Compostos e/ou derivados de plantas com suas respectivas propriedades
farmacolégicas

O Brasil € conhecido como um dos paises com maior biodiversidade vegetal,
possuindo seis principais biomas de destaque, como a Amazénia, Mata Atlantica,
Cerrado, Caatinga, Pantanal e Pampa, totalizando 8,5 milh6es de Km? (Pilatti et al.
2011). A floresta amazénica se destaca por ser o maior bioma do pais, considerada
um santuério natural, localizada no norte da América do Sul, com um territério de
4,196.943 milhdes de Km? (IBGE, 2004) e abrigando mais de 2.500 espécies de
arvores e 30.000 plantas de classificagdes diversas (Ministério do Meio Ambiente,
Brasil 2018). Além disso, a Mata Atlantica, que embora esteja em constante presséo
antropica, exibe grande riqueza e diversidade, apresentando atualmente, cerca de
20 mil espécies vegetais (Ministério do Meio Ambiente, Brasil 2018).

De acordo com Rodrigues e Carvalho (2011), essas regides abrigam grandes
grupos de comunidades indigenas, quilombolas, ribeirinhos, pescadores, pequenos
produtores rurais e extrativistas, que possuem e fazem uso de um vasto conhecimento
sobre a utilizacdo de plantas na medicina popular. E esse conhecimento tem
sido passado de gerado a geracéo, fazendo parte da cultura e costumes dessas
comunidades.

Malpighia emarginata DC € um classico exemplo de planta usada para fins
terapéuticos. Conhecida popularmente como aceroleira, esta planta originaria da
regido do Caribe, pertence a familia Malpighiaceae e esta presente entre a América
Central e do Sul (Oliveiraetal., 2012). No Brasil, a planta possui um apelo comercial de
grande valor uma vez que de seu fruto, chamado de acerola, podem ser feitos doces,
sucos, sorvetes e diversos outras formulagdes nutricionais devido ao seu alto teor
de vitamina C, acidos fendlicos, flavonoides, polifendis, carotenoides, antocianinas,
diversas vitaminas e sais minerais (Tabela 2) (Rosso et al., 2008; Alvarez-Suarez et
al., 2017; Malegori et al., 2017).
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Componente Fruto Referéncia
Carboidratos (g/100 g) 8
. Proteinas (g/100 g) 0,9
Macronutrientes L NEPA, 2011
Lipidios (g/100 g) 0,2
Fibras Alimentares (g/100 g) 1,5
A (ug/100 g) 247
B1 (mg/100 g) 0,02 NEPA, 2011
B2 (mg/100 g) 0,04 IBGE, 2011
Vitaminas B3 /100 1,38 Leffa et al,
(mg 9) , 2014
3548,70 = Malegori et
C (mg/100 g) 22,75 al., 2017
E (mg/100 g) 0,13
Na (mg/100 g) 7
K (mg/100 g) 165
Ca (mg/100 13
Sais Minerais (Mg 9 IBGE, 2011
Fe (mg/100 g) 0,2 NEPA, 2011
P (mg/100 g) 9
Mg (mg/100 g) 13
Conteldo Energético . 33 NEPA. 2011
(Kcal/100 g) ’
c :
arote.nmdes (bg/100 g) 2970 Alvarez-
Rutina (mg/100 g) 107,67 £0,93  guarez et al,
Quercetina (mg/100 g) 71,33 £0,96 2017
. L ~ Tanino (mg/100 mg) 0,64 +0,17 Rodrigues-
Metabolitos Secundarios Acido Elagico (mg/100 g) 236+0,00 Amaya, 2008
Antocianinas (mg/100 g) 14,04 £ 0,38 Leffa et al.,
Flavonoides Totais (mg/100 g) 0,086 = 0,01 2014
y . Moraes, 2018
Fendis Totais (mg/100 mg) 19,90 +£0,10

Tabela 2: Perfil nutricional presente nos frutos de M. emarginata DC (acerola).

Esta planta € uma arbustiva que pode alcancar entre 3 a 4 metros de altura. Seu

tronco se ramifica desde a base, apresentando uma copa densa com muitas folhas

de coloragao verde-escura brilhante (Fig. 1A) (Souza & Lorenzi 2008). As suas flores

séo do tipo inflorescéncia corimbo, de flores com simetria zigomorfa, despontando

a partir da axila foliar, entre duas e 6 flores. A diferenciacao do botao floral ocorre

entre 7 e 10 dias, e sua antese & diurna e ocorre entre 15 e 17 dias (Fig. 1B). Além

disso, a flor & bissexuada e o sistema de reproducéo é realizado principalmente

por abelhas (Medeiros de Siqueira et al. 2011). Os frutos da acerola sédo do tipo

drupa, com a casca fina e lisa, e polpa carnosa, suculenta e aroméatica (Fig. 1C). Seu

amadurecimento ocorre entre 21 e 25 dias ap0ds a antese e chegam a pesar entre 2

e 10 g, variando em virtude do potencial genético da planta e as condi¢cdes de cultivo

e clima. A coloracéo dos frutos inicia-se na cor verde, passando para o amarelo-

alaranjado e em alguns tipos de aceroleira, chegam a ficar vermelho escuros, quando

bem maduros. A estrutura interna dos frutos consiste em 3 sementes, onde cada

uma é envolvida num endocarpo reticulado e trilobado (Souza e Lorenzi 2008).

Entre as frutas produzidas no Brasil, a acerola vem se destacando como uma
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das mais comercializadas e produzidas, contando com plantios em varios estados
brasileiros, em especial no Nordeste do pais, com 60% da producéo nacional de
acerola, alcangcando cerca de 10.000 hectares de producéo do fruto (Furlaneto e
Nasser 2015).

Segundo pesquisas, 0 suco da acerola possui em média de 50 a 100 vezes
mais vitamina C do que o suco do limao e da laranja, respectivamente (Martins et al.,
2013). Como ja se sabe, o acido ascorbico é uma vitamina cuja principal propriedade
esta relacionada diretamente com o sequestro de espécies reativas de oxigénio
(EROs), o que as torna inativas, evitando danos irreversiveis as células (Pohanka et
al. 2012). Além disso, estudos demonstraram que a vitamina C possui propriedade
antiviral contra o virus influenza, além de ser comumente usada no tratamento de
sintomas provocados por doencas respiratérias (Alvarez-Suarez et al., 2017), como
anti-inflamatério, radioprotetor, quimioprotetor, vasoprotetor e inibidor da oxidacéao
de LDL (Seeram e Nair, 2002; Rosso et al., 2008).

Figura 2: Malpighia emarginata DC. A — Vista integral da formagé&o arbustiva, B - Flores e C -
Fruto. Fontes: os autores e http://denisegomesludwig.blogspot.com.br

As comunidades fazem uso da acerola contra afeccdes respiratérias como
bronquite, catarro e sinusite. O fruto para estes fins é consumido em manipulacdes
como chas com alho e mel. Populares também usam como terapia para doencgas
cardiovasculares e associadas ao colesterol (Bolson et al., 2015). Evidéncias
cientificas tém demonstrado que a ingestédo do fruto ndo é téxica (Nunes et al., 2011;
Nunes et al., 2013), parece induzir melhora nos sintomas da influenza (Silva et al.,
2015) e que pode ser considerado um alimento funcional (Alvarez-Suarez et al.,
2017). Embora o conhecimento sobre os aspectos nutricionais e terapéuticos do
fruto estejam em processo de consolidagéo na literatura cientifica, pouco se sabe
sobre as folhas de M. emarginata. As folhas, que sao os 6rgaos mais abundantes da
planta, parecem néao ter recebido atencado cientifica quanto aos seus componentes
fitoquimicos e possiveis propriedades biolégicas. Investigacdo recente, em que
utilizou-se farelo de folhas de acerola em programa de restricdo alimentar para
suinos pesados, foram observadas reducdes de 23,65% na espessura média de
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toucinho e de 39,84% na area de gordura total. Além disso, os autores afirmam que
as caracteristicas qualitativas da carne nao foram afetadas pela insercéo do farelo
de acerola (cerca de 30% da racado) a dieta dos animais e houve um aumento de
10,44% na porcentagem de carne magra das carcacgas (Castelini et al., 2015).

Com intuito de investigar evidéncias cientificas de possiveis propriedades
biolégicas presentes nas folhas de M. emarginata DC foram realizados experimentos
de avaliacdo de biomassa e fitoquimica das folhas da planta e, ainda, utilizando
um extrato aquoso obtido a partir das folhas investigou-se seu perfil citotdxico,
antioxidante, antimicrobiano e imunoestimulante.

RESULTADOS EXPERIMENTAIS

Os resultados da analise fisico-quimica da biomassa das folhas, pelos métodos
de extracdo quimica dos metabdlitos primarios e secundarios, demonstraram uma
alta umidade retida pela planta (65% do peso fresco), com presenca significativa de
lignina total (25%) e de pectina (21%), bem como a presenca de ions e acucares

(Tabela 3).

Componente (%) M = DP
Lignina total 25,77 +£4,86
Lignina soluvel 8,45 + 0,03
Lignina insoluvel 17,32 + 9,69
Celulose 26,18 0,16
Hemicelulose 18,84 £0,18
Pectinas 21,37 + 3,63
Glicose 0,4
HMF 0,006
Xilose 0,3
Furfural 0,002
Acido Galacturénico 0,15
Extrativos 10,43 £ 0,01
Umidade 65,18 + 0,34
Cinzas Totais 3,98 + 0,03
Sais minerais: (mg/1009)
K 0,14 + 0,04

(1g/100g)
Zn 2,54 +0,13
Mn 10,33 + 3,96
Fe 103,10 + 14,54
Cu 3,92 + 2,69

Tabela 3: Determinacdo dos componentes estruturais encontrados nas folhas de M. emarginata

A determinacao da composi¢éo quimica das folhas de M. emarginata foi realizada segundo os procedimentos
metodologicos propostos por Rocha et al. (2000, 2011, 2012); Sluiter et al. (2005, 2006, 2008) e Gouveia et al.
(2009).
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Para a producéo do extrato aquoso das folhas de M. emarginata, cerca de 20 g
do material organico foi diluido em NaCl 0,15 M (200 mL) na proporcao de 10% (p/v).
Apés agitacao (400 rpm/28 °C/16 horas) em agitador magnético (Lab. Companion ™
IS-971), o material foi filtrado, centrifugado (10000 g/15 min) e liofilizado. Foi obtido
um rendimento de 9,2 g de material bruto (ou 46% de rendimento). A partir desse
extrato aquoso foi realizada a investigacéo fitoquimica de metabdlitos secundarios
(Cromatografia Liquida de Alta Performance - HPLC) e foram feitos os demais testes
biologicos.

Os resultados da investigacdo fitoquimica do extrato aquoso das folhas
demonstrou alta prevaléncia de fendis totais (51,14 + 0,21 mg GAE/g), sendo os
flavonoides alguns destes compostos (9,67 + 0,08 mg QE/g). Além disso, outros
metabdlitos secundarios como acido caféico, acido elagico e rutina também puderam
ser identificados por HPLC (Tabela 4).

Tempo de < Férmula Férmula
Area

Compostos retencdo (min) Molecular Estrutural

Acido caféico 51.180 79.336.185 C.HO

9 874

Acido elagico 22.500 177.410.980 C.HO
I

14 678

Rutina 21.567 47.352.748 CH,O

27" 30~ 16

Tabela 4: Anélise dos metabdlitos secundarios encontrados no extrato aquoso obtido a partir
das folhas de M. emarginata.

A investigacdo sobre o teor de vitaminas que o extrato das folhas poderia
apresentar revelou também que foi encontrada a vitamina B3 e altos teores de
vitamina C, bem similar ao que ja se sabe do fruto (Figura 3). Ainda na investigacao
de componentes nutricionais presentes na folha da planta, além de ions e vitaminas,
foi observado, por medi¢cdo em espectrofotometria com o regente de Bradford, que o
extrato possui 20,9 mg/mL de proteinas totais em sua composicao.

As possiveis atividades antioxidantes do extrato aquoso também foram
analisadas por diferentes técnicas, como atividade antioxidante total (usando-se o
fosfato de molibdénio — Santos et al., 2018), sequestro de radicais livres pelo DPPH
(Blois, 1958), reducédo de radicais nitrogenados (nitrito - Barapatre et al., 2016),
peroxidacéo lipidica (Jayaprakasha, 2001) e reducéo de ions férricos (Benzie et al.,
1996). Os resultados comprovaram a acao antioxidante do extrato aquoso e, isso
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ocorreu provavelmente devido a associagcdo entre altos teores de fendis totais e
vitamina C presentes no extrato (Tabela 5).

Ainvestigacdo das atividades biol6gicas com o extrato aquoso objetivou avaliar
o perfil antimicrobiano, citotoxico e imunoestimulante que a M. emarginata possui
frente a bactérias, fungos e células animais in vitro. Os resultados antimicrobianos
demonstraram que o extrato ndo foi capaz de inibir o crescimento ou até mesmo
causar a morte de bactérias das espécies Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus saprophyticcus. Entretanto, quando usado contra as leveduras de
diferentes espécies de Candida spp. O extrato apresentou alto poder antifungico em
baixas concentracdes (Tabela 6).
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Figura 3: (A) Cromatograma por HPLC do extrato aquoso das folhas de M. emarginata
demonstrando a presenca das vitaminas C e B3 (B).

M. emarginata Acido Ascorbico

Capacidade antioxidante total (mg AAE/g) 20,32 0,89 100
Sequestro de radicais livres pelo DPPH (% mg/mL) 38,59 +1,2 90,04 0,16
Oxido nitrico (IC,, - pg/mL) 100,96 + 1.2 ND
Peroxidacao lipidica (%) 51,01 £0.08 71,70 = 0,01
Reducéo de ions Férricos (EFeSO4(ll)/g) 416,11 £ 0,46 1215,00 = 48,55

Tabela 5: Resultados das atividades antioxidantes promovidas pelo extrato aquoso de folhas de
M. emarginata

ND = Nao determinado.

Cebas Fluconazol Extrato aquoso de folhas de M. emarginata
: (pg/mL) (ug/mL)
CMI,, CMI, CMi,, CFM
C. albicans 0,25 0,51 0,52 ND
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C. parapsilosis ND 0,51 0,51 0,51

C. krusei 32 8,36 8,36 ND
C. tropicalis 4 0,13 0,26 1,05
C. glabrata 64 ND ND ND

Tabela 6: Atividade antifungica promovida pelo extrato aquoso de folhas de Malpighia
emarginata frente a Candida spp.

ND = Néao detectado. Fluconazol foi usado como controle positivo.

CMI = concentragéo Inibitéria Minima. CFM = Concentra¢@o Fungicida Minima.

Os testes de citotoxicidade foram realizados em esplenécitos de camundongo
segundo metodologia descrita por Melo et al (2010), em que células de bacgo de
camundongos Balb/c sao isoladas e cultivadas em placas de cultura de 24 pocgos
com diferentes concentracdes do extrato aquoso (50, 25, 12,5, 6,25 e 3,125 ug/
mL) por 24 horas. Os resultados demonstraram que as células ndo sofreram morte
celular significativa, tanto para apoptose quanto para necrose, em nenhuma das
concentracOes avaliadas, apresentando uma taxa de sobrevivéncia superior a 90%
(Figura 4A).

ApOs a avaliagao da morte celular foram feitas investigacdes a respeito da
possivel imunoestimulagao promovida pelo extrato em linfocitos e monocitos isolados
a partir dos bagos dos animais. Para isso utilizou-se a cultura celular tratada com
0 extrato aquoso na concentracao de 12,5 ug/mL por 24 e 48 horas de incubacéo.
Os resultados demonstraram que o extrato foi capaz de promover a proliferagéo
celular (Figura 4B) e induzir a alta producéao de IL-2, IL-4, IL-6 e IL-10 (Figura 5A-D),
indicando o efeito imunoestimulante e um possivel perfil anti-inflamatério promovido
pelo extrato quando observada também a baixa producgao de nitrito (Figura 5E).
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Figura 4: (A) Viabilidade de esplenécitos de camundongos avaliada pela marcacao com
Anexina V e lodeto de Propidio em citometria de fluxo (FacsCalibur - BD®). (B) indice de
proliferacao de esplenécitos de camundongos avaliado por coloragdo com CFSE em citometria
de fluxo (FacsCalibur - BD®). (B) Barras brancas verticais representam células de controle
negativo (células + meio de cultura) e barras verticais escuras representam o extrato aquoso
na concentracdo de 12,5 yg/mL. Este ensaio foi realizado utilizando dois experimentos
independentes realizados em triplicata. # p = 0,003.
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Figura 6: (A-D) Perfil de producéo de citocinas e de nitrito (E) nos sobrenadantes de cultura
de esplendcitos de camundongos Balb/c em 24 e 48 horas de incubagéo tratadas com extrato
aquoso de folhas de M. emarginata na concentracdo de 12,5 ug/mL. Barras brancas verticais

representam células de controle negativo (células + meio de cultura) e barras verticais
pretas representam o extrato aquoso. Este ensaio foi realizado utilizando dois experimentos
independentes realizados em ftriplicata.

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS E CONSIDERACOES FINAIS

O uso de plantas medicinais para o tratamento, cura e prevencéo de certas
doencas é uma das formas mais antigas de pratica medicinal da humanidade e é
apoiado por um conhecimento consolidado por séculos de observacao em diferentes
partes do mundo. No entanto, a cultura popular colabora com o uso indiscriminado
de plantas medicinais no contexto da automedicagado, exigindo o estudo de seus
constituintes, o0 mecanismo de acéao terapéutica e a identificacéo de principios ativos
responsaveis pelas diversas atividades bioldgicas relatadas pela populagao (Ford et
al., 2014).

A acerola apresenta uma gama de estudos publicados até o momento, sendo
a maioria desses estudos de especulacao antioxidante e nutricional (Martins et al.,
2013; Rosso et al. 2008; Alvarez-Suarez et al. 2017). Aqui, usamos um extrato aquoso
obtido a partir de folhas de M. emarginata DC. A proposta foi investigar se um extrato
da planta é citotoxico para células e microrganismos, e se esse extrato também
€ capaz de ser antioxidante e imunomodulador. Um outro viés foi a investigacao
da presenca de moléculas bioativas em sua composi¢cao como ligninas, pectinas e
lectinas para planejamentos futuros de isolamento dessas moléculas e investigacao
de suas fungdes bioldgicas.

Os resultados sobre os componentes estruturais da planta demonstram uma
alta capacidade de retencéo de agua, presenca significativa de ligninas, pectinas,
glicose, proteinas e ions diversos como Fe, Mn e Cu. Esses achados séo de suma
importancia para nortear novos estudos utilizando a folha da planta e ndo apenas o
fruto, uma vez que as folhas estédo presentes de forma abundante na planta e tém
ampla disponibilidade ao longo do ano para possivel aplicabilidade farmacologica
(Medeiros de Siqueira et al. 2011). Em complementacéo, a investigacdo do extrato
aquoso demonstrou a presenca de importante vitaminas e acidos fendlicos, os quais
atuam em sinergismo para a agao antioxidante e nutricional.

Os resultados antioxidantes do extrato aquoso corroboram com o relatado por
Zengin et al. (2018), os quais demonstram o reconhecido poder antioxidante de

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa Capitulo 16



compostos fendlicos e sdo também reforcados por investigacbes com outras plantas
como Ficus beecheyana (Yen et al. 2018), Punica granatum (Russo et al. 2018) e
Saccharum officinarum (Abbas et al. 2014). Além disso, também ¢é atribuido aos
compostos fendlicos o papel antifUngico que foi demonstrado em nossos resultados
(Haghdoost et al. 2016, Barral et al. 2017, Wang et al. 2018).

A nao citotoxicidade observada pelo extrato aquoso de M. emarginata
corrobora com os achados de Fraige et al. 2018, que demonstraram o uso seguro de
algumas espécies de Byrsonima spp. (Malpighiaceae) em células RAW 264-7 nas
concentracdes de 12.5 and 50 pug/mL e com os resultados de Disman et al. (2016),
que utilizaram os frutos de Malpighia glabra Linnaeus em experimentos in vitro e in
vivo com ratos Wistar.

Em 2016, Kilani-Jaziri et al. testaram a capacidade imunoestimulatéria do acido
caféico e outros compostos fenélicos em células animais e, similar ao nosso estudo,
demonstraram que este metabdlito secundario foi capaz de estimular linfocitos T e
aumentar a taxa fagocitica de macréfagos. Estes resultados foram corroborados
por Bufalo et al. (2015), em estudo com estimulacéo in vitro de monécitos humanos
e, ainda, por Park et al. (2004) em ensaios, in vivo, com Balb/c onde houve
estimulacao de linfécitos T CD4+ e producao das citocinas IL-2, IL-4 e IFN-y. Por fim,
Ganeshpurkar e Saluja (2017) também demonstraram o perfil imunoestimulante da
rutina na imunidade celular e humoral de modelos animais.

A linha de frente de venda do produto “acerola” se concentra especificamente
no seu quantitativo de vitamina C. Os ensaios realizados com a M. emarginata
demonstraram claramente que nédo s6 o fruto, mas também a folha possui um
quantitativo de componentes nutricionais e estimuladores celulares que poderiam
trazer inumeros beneficios para a saude animal e humana. O préximo passo poderia
ser uma investigacdo a cerca das propriedades organolépticas das folhas e sua
insercdo em ragdes, farinhas, biscoitos, saladas, entre outros. Além disso, tendo em
vista a alta concentragdo de componentes antioxidantes nas folhas, seria interessante
o investimento em investigacdes de potencial cosmético e medicinal.
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CAPITULO 17
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OCASIONA INIBICAO DE H*-ATPASE DE MEMBRANA

Joao Xavier da Silva Neto
Universidade Federal do Ceara

Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular,
Fortaleza — Ceara

Larissa Alves Lopes

Universidade Federal do Ceara

Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular,
Fortaleza — Ceara

Eva Gomes Morais

Universidade Federal do Ceara

Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular,
Fortaleza — Ceara

Francisco Bruno Silva Freire

Universidade Federal do Ceara

Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular,
Fortaleza — Ceara

Ana Paula Apolinario da Silva

Universidade Estadual do Ceara

Laboratério de Biotecnologia e Biologia Molecular,
Fortaleza - Ceara

Bruno Bezerra da Silva

Universidade Estadual do Ceara

Laboratério de Biotecnologia e Biologia Molecular,
Fortaleza — Ceara

Joao Paulo Apolinario da Silva

Centro Universitario Unifanor Wyden

Engenharia de alimentos, Fortaleza-Ceara

Luciana Freitas Oliveira
Centro Universitario Unifanor Wyden, Fortaleza-

Ceara

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa

PLASMATICA

Thiago Fernandes Martins
Universidade Federal do Ceara

Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular,
Fortaleza — Ceara

Claudia Johana Pérez Cardozo

Universidade Federal do Ceara

Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular,
Fortaleza — Ceara

Johny de Souza Silva

Universidade Federal do Ceara

Departamento de Fitotecnia, Fortaleza — Ceara
Daniele de Oliveira Bezerra de Sousa
Universidade Federal do Ceara

Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular,
Fortaleza — Ceara

RESUMO: Candida spp. s@o parte de um grupo
de patbgenos oportunistas que acometem
principalmente pacientes imunocomprometidos,
aumentando orisco de mortalidade dos mesmos.
Muitos dos antimicoticos usados no controle
de infec¢cdes por Candida spp. apresentam
toxicidade e sao passiveis de desenvolvimento
de resisténcia. Assim, as plantas surgem como
fonte promissora de moléculas com efeito
antimicéticos, com destaque para as proteinas
vegetais. M. oleifera € uma planta bem utilizada
na medicina popular da india, apresentando
efeito antimicrobiano. Neste trabalho esta
sendo relatado o isolamento de uma proteina
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das sementes de M. oleifera com potencial anticandida. Essa proteina, denomina de
Mo-CBP,, foi purificada por meio da combinagao de cromatografia de afinidade e troca
i6bnica. Por SDS-PAGE, apresentou como uma unica banda proteica na faixa de 23,4
kDa. Ensaios in vitro mostraram que esta proteina foi ativa contra Candida albicans,
C. parapsilosis, C. krusei, e C. tropicalis, com um CIM, e CIM,, variando entre 9,45—
37,90 e 155,84-260,29 uM respectivamente. Como avaliagdo do modo de acéo, foi
observado que Mo-CBP, (CIM, ) inibiu a H*-ATPase de membrana de leveduras de C.
albicans, observada pela inibicao da acidificagdo do meio induzida por glicose. Esses
resultados sugerem que Mo-CBP, apresenta potencial para se tornar um possivel novo
farmaco antimicoticos, podendo ser usado como alternativa aos atuais. Também és
sugerido que a atividade da proteina essta relacionada com a inibicdo de H*-ATPase
de membrana.

PALAVRAS-CHAVE: Etnobotéanica. Etonofarmacologia. Biotecnologia. CBP._.
Antimicrobiano.

MO-CBP, PROTEIN PRODUCED INHIBITORY ACTIVITY AGAINST DIFFERENT
SPECIES OF CANDIDA AND INDUCES INHIBITION OF THE PLASMA
MEMBRANE H*-ATPASE

ABSTRACT: Candida spp. they are part of a group of opportunistic pathogens that
mainly affect immunocompromised patients, increasing their risk of mortality. Many
of the antimycotics used to control Candida infections are toxic and may develop
resistance. Thus, plants appear as a promising source of molecules with antimycotic
effect, especially plant proteins. M. oleifera is a well used plant in folk medicine of
India with antimicrobial effect. In this work the isolation of a protein from M. oleifera
seeds with anticandida potential is being reported. This protein, called Mo-CBP,, was
purified by combining affinity chromatography and ion exchange. By SDS-PAGE, it
presented as a single protein band in the 23.4 kDa range. In vitro assays have shown
that this protein was active against Candida albicans, C. parapsilosis, C. krusei, and
C. tropicalis, with an MIC_, and MIC,, ranging from 9.45-37.90 and 155.84-260.29 uM
respectively. . As an evaluation of the mode of action, it was observed that Mo-CBP,
(CIM, ) inhibited C. albicans yeast membrane H*-ATPase, observed by the inhibition
of glucose-induced acidification of the medium. These results suggest that Mo-CBP,
has the potential to become a possible new antimycotic drug and can be used as an
alternative to the current ones. It is also suggested that the activity of the protein related
to membrane H*-ATPase inhibition.

KEYWORDS: Ethnobotany. Etonopharmacology. Biotechnology. CBPs. Antimicrobial.

11 INTRODUGCAO

Nos ultimos anos, o uso prologado e indiscriminado de antimicrobianos tem
levado ao surgimento constante de microrganismos resistentes. Semelhantemente,
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os fungos desenvolvem elevada resisténcia aos antimicoticos comumente usados,
principalmente pela pouca variedade de drogas disponiveis e mutacdes sofridas
pelos fungos (Abdelrahmman et al., 2018). Fungos do género Candida séao
naturalmente encontrados em varias partes do corpo humano. Dentre as espécies
mais isoladas se destacam C. albicans, C. tropicalis, C. krusei e C. parapsilosis.
Sao fungos oportunistas que ocasionam infeccbes conhecidas como candidiases,
principalmente em pacientes imunocomprometidos. (Garcia et al., 2018).

Os antimicéticos usados atualmente ndo sao totalmente efetivos, pois os fungos
apresentam mecanismos de resisténcia (Sanglard et al., 2016) e os farmacos exibem
certo nivel de toxicidade para o ser humano (Dimopoulou et al., 2017). Na busca por
novos antimicéticos, as plantas se destacam, principalmente como fonte de proteinas
biologicamente ativas. Moringa oleifera Lamarck (Moringaceae) € uma planta natural
da india que é comumente usada na medicina tradicional e como fonte de alimento
(Freitas et al., 2016). Dela ja foram isoladas proteinas com atividade frente a fungos
fitopatogénicos. Essas proteinas sédo denominadas Mo-CBP, e Mo-CBP, (Pereira et
al., 2011; Gifoni et al., 2012). Neste trabalho é destacado a purificagédo de Mo-CBP,
uma nova proteina ligante a quitina de M. oleifera, bem como a avaliagcado de seu
efeito anticandida e determinacé&o de seu modo de acéo.

2| METODOLOGIA

2.1 Purificacao de MO-CBP,

Neste trabalho foi utilizado a proteina pura Mo-CBP, obtida ap6s a fragéo
albumina das sementes M. oleifera ser submetido a processo cromatogréafica de
afinidade e em seguida de troca i6nica. Depois de isolada, a proteina foi observada
em SDS-Page (Laemmli, 1970) para determinar o seu grau de pureza. As proteinas
soluveis foram quantificadas pelo método de Bradford (1976) e lidas a 280 nm para
o0 acompanhamento dos processos cromatograficos.

2.2 Atividade anticandida

Nesta pesquisa foram utilizadas cepas padrao de C. albicans (ATCC 10231), C.
parapsilosis (ATCC 22019), C. krusei (ATCC 6258) e uma cepa de isolado clinico de
C. tropicalis. O teste de atividade antifungica seguiu a metodologia descrita pela CLSI.
Inicialmente, uma solucao estoque de leveduras foi incubada em placas contendo
meio de cultura batata-dextrose-agar e incubado por 24 horas, 37° C. Em seguida,
uma colbnia isolada da placa foi dissolvida em meio caldo batata-dextrose ficando
com DO (densidade o6pitica) a 620 nm de 0,1. Essa solugao foi diluida 1.000 vezes
em caldo batata-dextrose, gerando o indculo final (2,5 x 10° UFC/mL). Mo-CBP,,
(0,1-1.346,46 puM), nistatina (0,085-1.067,04 uM) e itraconazol (0,088-2.832,50 yM)

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa Capitulo 17 177



foram preparados em NaCl 150 mM. Uma aliquota de 100 pyL de cada antifungico
foi incubado com 100 pL de in6culo final por 24 horas, 37° C. O crescimento foi
observado a 620 nm apds 24 horas ap0s inicio do ensaio. A concentracéo inibitoria
minima foi definida como a menor concentragao necessaria para inibir o crescimento
fungico em 50 e 90% respectivamente.

2.3 Inibicao da acidificacao do meio externo estimulada por glicose

Esse ensaio foi realizado para observar o efeito de Mo-CBP, na inibigéo de H*-
ATPase de membrana de leveduras de C. albicans. Assim, 7989 L de suspencéo de
leveduras (2,5 x 10° UFC/mL) foram misturadas com 20 yL de Mo-CBP, ou albumina
sérica bovina (BSA). A solucado foi incubada por 1 hora, 37° C, sobre agitacao
leve. Em seguida, glicose 5 M (300 pL) foi adicionada ao meio reacional e o pH
foi mensurado apés 30 minutos. Mo-CBP,, BSA, glicose e indcuo final de células
foram preparados em tampéao Tris-HCI, pH 7,2, 50 mM. A quantidade de inibicao foi
calculada em comparacéo com o grupo do controle negativo (tampao tris-HCI) (Monk
et al., 1994).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado que a proteina pura se apresentou como apenas uma banda
proteica com massa molecular aparente de 23,4 kDa kDa (Figura 1). Mo-CBP, foi
purificada com éxito e ndo apresentou contaminantes.

kDa M 1

97
66
45
30
20 -—

(1l

14 -

Figura 1. Perfil eletroforético da proteina Mo-CBP,. M = Marcadores de massa molecular. 1=
Mo-CBP, (2 ug).

Mo-CBP, foi purificada da fragdo albumina das sementes de M. oleifera,
caracterizando-a como um possivel membro da familia das albuminas. Na literatura
a varios relatos de albuminas vegetais com atividade antifungica (Candido et al.,
2011; Ribeiro et al., 2012).

Os ensaios de atividade anticandida demonstraram que Mo-CBP, apresenta
grande espectro de agao contra Candida spp., sendo capaz de inibir todas as 4
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cepas testadas. CIM, de Mo-CBP, variou entre 9,45 — 37,90 yM. Ja o CIM,, variou
entre 155,84 — 260,94 yM. A cepa mais sensivel a presenca de Mo-CBP, foi C.
krusei. Interessantemente, C. krusei é reconhecidamente resistente a fluconazol e
apresenta sensibilidade diminuida a anfotericina B (Sharifzadeh at al., 2017; Silva et
al., 2018).

Foi observado também que o tratamento com Mo-CBP, ocasionou uma forte
reducéo na acidificacdo do meio induzido por glicose (Figura 2). Esse resultado
sugere que houve atividade ensaio de acidificagdo média induzida por glicose foi
observado que sua proteina possui atividade inibitéria da H*-ATPase de membrana
plasmatica. A H*-ATPase fungica é uma enzima transmembranar que apresenta
varios papéis no metabdlicos, mantendo a fisiologia celular e o gradiente de protons
eletroquimico transmembranar necessario para a absor¢cdo de nutrientes. Devido
a sua grande relevancia, a H*-ATPase surge como um alvo para a acéo de novos
agentes antifungicos (Kongstad et al., 2015; Orie et al., 2017).

Mo- . .

Cepas CBP, Itraconazol Nistatina
C. albicans ATCC 10231
CIM,, (uM)° 18,900  11,33" 11,11¢
CIM, (uM)° 169,50* 67,988 55,55°¢
C. krusei ATCC 6258
CIM,, (uM) 9,454 22,678 11,11¢
CIM,, (uM) 155,844 136,028 55,55¢
C. parapsilosis ATCC
%?&1 g(yM) 37,900 11,338 22,23¢

50 A B C
CIM., (uM) 260,294 67,98 133,38
C. tropicalis®
CIM,, (uM) 18,904  22,67° 22,23¢
CIM,, (uM) 180,98* 136,028 133.38¢

Tabela 1. Atividade antifungica® de Mo-CBP,, nistatina e itraconazol contra Candida spp.

ag atividade antifungica foi avaliada ap6s 24 horas de incubagéo,37 °C.
¢ Concentracdo inibitéria minima que inibiu 50% e 90% de crescimento flngico.
dIsolado clinico.

ABCD Diferenca significativa entre CIMs de Mo-CBP,, itraconazol e nistatina para mesma espécie. A analise
estatistica foi realizada através de ANOVA a Tukey test. (P<0,05).

Foi observado também que o tratamento com Mo-CBP, ocasionou uma forte
reducdo na acidificacdo do meio induzido por glicose (Figura 2). Esse resultado
sugere que a proteina Mo-CBP, possui atividade inibitoria para a H*-ATPase de
membrana plasmatica. A H*-ATPase fangica € uma proteina transmembranar que
apresenta varios papéis metabolicos, mantendo a fisiologia celular e o gradiente de
prétons eletroquimico transmembranar necessario para a absor¢cado de nutrientes.
Devido a sua grande relevéncia, a H*-ATPase surge como um alvo para a acéao de
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novos agentes antifungicos (Kongstad et al., 2015; Orie et al., 2017).

Yo medium acidification

NaCl 150 mM

E3 BSA(18.9 uM)
E Mo-CBP, (18.9 uM)

Figura 2. Influéncia de Mo-CBP, e BSA na acidificagido do meio induzida por glicose. Letras
diferentes representam diferenca significativa entre médias por meio do Tukey test. (P<0,05).

41 CONCLUSAO

Com os resultados descritos neste trabalho fica evidente que o processo de
purificacdo descrito previamente, foi satisfatorio, resultando em uma proteina pura e
integra. Também ficou evidenciado o potencial biotecnolégico de Mo-CBP, como um
antimicéticos, sendo demonstrado isso através de seu amplo de espectro de acao
frente a diferentes espécies de Candida. Sua atividade inibitoria, como demonstrado,
parece estar associada com a inibicdo de H*-ATPase de membrana plasmatica destas
leveduras. Mais estudos devem ser realizados visando melhor determinar o modo
de acao desta molécula e seus eventuais efeitos toxicos em células de mamiferos.
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RESUMO: O tabagismo contribui para a perda
do colageno e elastina, tornando a pele opaca,
sem vi¢o e desvitalizada. A microcorrente atua
aumentando o transporte ativo nas membranas,
incrementa a elasticidade, promove a
revitalizac&o cutanea. O selénio é antioxidante,
bloqueia as reacbes do envelhecimento da
pele protegendo as células contra a agressao
dos radicais livres. O objetivo desse estudo
foi comparar os efeitos da microcorrente e do
oligoelemento selénio nas disfun¢des teciduais
da face do tabagista quando associados e
individualizados. Foram selecionados quinze
voluntarios de ambos o0s sexos, com idade
entre vinte e vinte e cinco anos, avaliados por
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meio de anamnese, randomizados e alocados
em cinco grupos. O experimento foi realizado
por quarenta e cinco dias, na Clinica de Estética
do Unisalesiano de Lins/SP, com frequéncia
de duas sessOes semanais. A analise dos
resultados por meio de registos fotograficos
demonstrou uma melhora na coloragao, vico,
turgor e uniformizacdo da pele nos grupos
microcorrente associados ao selénio oral e
topico.

PALAVRAS-CHAVE:
Microcorrentes. Oligoelemento. Selénio

Tabagismo.

THE EFFECTS OF MICROCORRENT AND
THE SELENIUM TRACE ELEMENTS IN
TABAGISTA'S FACIAL DYSFUNCTIONS

ABSTRACT: Smoking contributes to the
loss of collagen and elastin, making the skin
opaque, devoid of vitality and devitalized. The
microcurrent acts increasing the active transport
in the membranes, increases the elasticity,
promotes the skin revitalization. The selenium
has antioxidant action, blocks the oxidation and
aging reactions of the skin protecting the cells
against the aggression of free radicals. The
objective of this study was to compare the effects
of the microcurrent and the selenium trace
element on the tissue dysfunctions of the smoker
face when associated and individualized. It was
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selected fifteen voluteers of boths genders, between the ages of twenty and twenty-five,
evaluated by means of anamnesis form, randomized and allocated in five groups. The
experiment was carried out for forty five days at the Aesthetic Clinic of Unisalesiano in
Lins state os S&o Paulo, in a period of two weekly sessions. The analysis of the results
by means of photographic records showed an improvement in the coloration, luster,
turgor and uniformity of the skin in the microcurrent groups associated with oral and
topical selenium.

KEYWORDS: Smoking. Microcurrent. Trace element. Selenium

11 INTRODUCAO

O presente estudo tem como escopo o uso da microcorrente e do oligoelemento
selénio nas disfungdes teciduais na face do tabagista. Trata-se de uma pesquisa
experimental, com abordagem qualitativa, que teve como objetivo verificar os
efeitos dos recursos supracitados. Como hip6tese aventou-se que a associacao
da microcorrente e do selénio ofereceria melhor resultado quando comparado aos
recursos utilizados individualmente. A microcorrente melhora a nutricdo e oxigenagao
tecidual, além da estimulacédo fibroblastica, produzindo maior sintese colagena
(CARVALHO, 2011 apud BORGES, 2006). O selénio por sua vez é reconhecido como
potente antioxidante, combate os radicais livres e atua para retardar o processo de
envelhecimento (SALVADOR, 2015).

O tratamento ortomolecular estético age na neutralizacdo dos radicais livres,
prejudiciais ao funcionamento das células e restabelecem o equilibrio quimico
organico, eliminando toxinas e metais pesados (INNOVARE,2016).

O tabagismo esta associado ao envelhecimento precoce, com perda do turgor,
brilho e elasticidade da pele, deixando-a com um aspecto pardo ou amarelado. Em
geral, ocorre o aparecimento precoce das rugas e manchas. O mecanismo que
conduz ao envelhecimento precoce esta associado a vasoconstricao periférica, isso
significa menor oferta de nutrientes e de oxigénio, o que constitui um envelhecimento
prematuro com diminuicdo da producéao de colageno (JULIO,2010).

A microcorrente € uma modalidade de terapia ndo invasiva que usa corrente
de baixa amperagem, em microampéres (4A) com alternancia de polaridade
positiva e negativa a cada 3 segundos. Seus efeitos terapéuticos relacionam-se ao
aumento do metabolismo celular, estimulo do processo de reparo e regeneracéao
tecidual, normalizagcéo do pH local, aumento da sintese de colageno e elastina. Seus
efeitos fisiologicos estdo baseados no estimulo da microcirculagdo cutanea, com
consequente melhora na nutricdo e oxigenagdo gerando um efeito revitalizante nos
tecidos (OLIVEIRA,2011).

1.1 Tabagismo

1.1.1 Tabagismo e o envelhecimento precoce
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Sabendo que o envelhecimento € um processo natural do ciclo da vida, que
funciona sob a acé&o do cédigo genético e com o passar dos anos faz com que
a pele passe por transformacoes, essas precisam ser entendidas e respeitadas.
Entretanto, essas alteracbes podem se acelerar se acrescidas de alguns fatores
do meio, entre eles o tabagismo. (PANDOLFO, 2010 apud LIMA; LOURENCO,
2012). Um dos efeitos do cigarro na pele é a perda do colageno natural que a torna
mais flacida e com menor ténus. Outro efeito é o surgimento de rugas e linhas de
expressao proximas a boca, devido a repeticao do movimento de tragar que, com o
tempo, reduz a elasticidade e for¢ca da area. Ademais, um efeito similar que também
causa incbmodo € o0 aumento na incidéncia de manchas, que tornam o tom da pele
irregular, levemente acinzentado e opaco. (SILVA, 2017).

1.1.2 Envelhecimento x Radicais Livres

Para Rocha (2017) os radicais livres sao moléculas instaveis naturalmente
produzidas pelo corpo no processo de produg¢éao da energia celular. Ao circularem pelo
organismo, retiram oxigénio de outras moléculas para se tornar estaveis, causando
danos em células sadias. Entretanto, o organismo esta sempre trabalhando em
busca do equilibrio, sendo assim, ele tem mecanismos que auxiliam a reparar os
danos causados nas células e inclusive desativar os radicais livres, antes que eles
precisem danificar alguma molécula.

Segundo Salvador (2015) alguns dos principais vildes do envelhecimento é
o radical livre, substancias nocivas capazes de danificar a pele e suas estruturas,
acelerando o processo de envelhecimento cutaneo. Os principais agentes externos
que induzem a formacao de radicais livres s&o: poluicdo ambiental; radiacéao
ultravioleta; tabagismo; consumo de alcool; pesticidas; estresse. Os efeitos dos
radicais livres no envelhecimento ocorrem através de um processo conhecido como
estresse oxidativo, levando a uma alteracdo nas funcdes bioldgicas de proteinas,
como o colageno: com o aumento da degradacao das fibras de colageno surge a
flacidez na pele e o aparecimento das rugas. Existe ainda o acumulo de elastina,
caracteristica do fotoenvelhecimento. (SALVADOR, 2015).

1.2 Microcorrentes

A Microcorrente, conhecida também como MENS (Micro Electro Neuro
Stmulation), € definida como um tipo de eletroestimulagcdo na qual utiliza- se
correntes com parédmetros de baixa intensidade na faixa de microampéres, e de
baixa frequéncia, contendo corrente continua ou alternada (BORGES, 2006).
De acordo com Oliveira (2011) a eletroestimulagdo por microcorrente tem como
principal caracteristica atuar a nivel celular e de microestruturas, produzindo micro
estimulagcdo e neuro estimulagdo. Estudos mostram que a microcorrente atinge
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melhores resultados com intensidade de 10 a 500 microamperes e frequéncia em
0,5 Hz a 900 Hz. Difere-se de outras correntes eletro terapéuticas em relacdo a
percepcdo da sensacdo de formigamento, por nédo conseguir ativar as fibras
nervosas sensoriais cutaneas, proporcionando ao paciente maior conforto durante a
sua aplicacao. (ROBINSON; SNYDER-MACKLER, 2001 apud MELLO et al., 2008).

1.2.1 Indicagbes e contraindicacbes

Segundo Borges (2006) as indica¢des sao revitalizagdo cuténea, processos de
reparacao tecidual, normalizac&o de tecido, estrias, tratamento para quadro acneico,
prevencao do envelhecimento cutdneo e quadro de rosacea e as contraindicagdes
sdo gestantes, epiléticos, portadores de préteses metalicas, portadores de marca-
passo, cardiopatas, infeccbes cutaneas e neoplasias.

1.2.2 Microcorrentes no rejuvenescimento da pele

Na estimulacdo por microcorrente ocorre uma melhor oxigenacao e nutricao
do tecido, formacédo de maior e melhor quantidade de fibroblastos e beneficia o
sistema linfatico. (OLIVEIRA, 2011). Na pele envelhecida a microcirculacdo esta
comprometida, a microcorrente promove a regeneracao celular através da ativagéo
produzida nas células, aumentando a producao de colageno e elastina, promovendo
uma pele mais firme, intensificando a circulagcdo, aumentando a oxigenacéo celular,
clareando a pele, tonificando o tecido e combatendo a flacidez. (SORIANO et al;
2002 apud OLIVEIRA, 2011). De acordo com Froes (2014) pesquisas mostraram
que o crescimento dos fibroblastos e o alinhamento das fibras de colageno foram
incrementados com a estimulagéo de microcorrentes e que, a resposta maxima dos
fibroblastos foi observada nas proximidades do catodo.

1.3 Terapia ortomolecular

A Terapia Ortomolecular € um estudo fundamentado no terreno funcional
de cada individuo, no estudo dos desequilibrios e formas de ajustar através de
oligoelementos especificos. Faz parte da terapia alternativa na qual acredita-se que
disfuncdes sao resultados de desequilibrios quimicos, os beneficios do tratamento
séo numerosos e muito eficazes. (INNOVARE, 2016).

1.3.1 Beneficios da terapia ortomolecular

Os tratamentos podem ser utilizados para fins estéticos, de saude e visando
uma melhoria da qualidade de vida. Procuram este tipo de tratamento pessoas que
desejam desde o emagrecimento até solucédo para as disfuncbes estéticas como:
envelhecimento, flacidez, gordura localizada e manchas. Os beneficios estéticos sao

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa Capitulo 18




inUmeros, pois restabelecem o equilibrio quimico do organismo, eliminando toxinas,
radicais livres, metais pesados, hidratacdo, renovacéo celular flexibilidades das
fibras de colageno e do tecido vascular (INNOVARE, 2016).

1.4 Oligoelementos

Para Rosario (2008) oligoelemento significa pequena quantidade de elementos,
eles sdao substancias de origem mineral, mais conhecido como biocatalizadores.
Podem ser extraidos da natureza para consumo farmacoldgico e cosmetoldgico.
Estao presentes no organismo humano emtracos infimos e representam no organismo
inferior a 100 mg. Embora sua quantidade seja muito pequena, os oligoelementos
sdo indispensaveis para o bom funcionamento organico. E importante lembrar que o
organismo humano nao possui capacidade de sintetizar essas substancias, elas séo
fornecidas através da alimentacdo e dos cosméticos.

1.4.1 Beneficios do oligoelemento selénio

Para Sabino (2017) o selénio € um antioxidante de prevenc¢do, mineral presente
na castanha do Brasil ou castanha do Para, previne a formacéo de radicais livres,
atenuando sua producéao. Ele ainda melhora a resposta imunolégica do organismo,
retarda o envelhecimento, previne doencas cardiovasculares e &€ essencial para
formacao do T3, horménio ativo no funcionamento da tiredide. O selénio também
esta relacionado com a protecao, frente ao dano causado pelo estresse oxidativo. Na
pele, o selénio esta presente como parte da redutase, da tioredoxina, da peroxidase
e da glutationa, que partilham o papel principal na defesa celular contra o estresse
oxidativo. Ambas as enzimas protegem a pele da formacgao de lesdes oxidativas, ao
eliminarem diretamente as espécies reativas de oxigénio (EROs) e radicais livres.
(SABINO, 2017).

2| METODOLOGIA E EXPERIMENTO

2.1 Desenho de Estudo

Trata-se de uma pesquisa experimental de carater qualitativo com o objetivo
de demonstrar que, os recursos quando associados, promovam resultado mais
significativo nas disfungdes teciduais do tabagista por seus efeitos combinados em
relacao a vico, textura, turgor e hidratacéo da pele.

O projeto de pesquisa atendeu a resolugcao 466 e 510 do Conselho Nacional
de Saude, foi submetido a Plataforma Brasil do Ministério da Saude e aprovado pelo
Comité de Etica no Unisalesiano, parecer n° 2.683.402 em 29/05/2018.
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2.2 Critérios de inclusao e exclusao

Como critérios de inclusdo, foram eleitos voluntarios de ambos 0s sexos
tabagistas, na faixa etaria entre 20 a 25 anos. Como critérios de exclusao foram
dispensados voluntarios que se recusaram a assinar o termo de consentimento
livre e esclarecido e que apresentaram contraindicacdes ao uso da microcorrente:
gestantes, epiléticos, portadores de proteses metalicas, portadores de marca-passo,
cardiopatas, infeccdes cutaneas e neoplasias.

2.3 Procedimento Experimental

A pesquisa foi realizada no Centro Universitario Catélico Salesiano Auxilium -
Clinica de Estética situada na cidade de Lins - SP, ambiente tranquilo, climatizado,
iluminado e com condi¢des de biosseguranca.

Para a realizacdo do experimento foram recrutados quinze voluntarios por meio
de convite pessoal, randomizados e alocados aleatoriamente em 5 grupos.

Previamente ao inicio do experimento os voluntarios foram esclarecidos sobre
0 objetivo e metodologia da pesquisa, bem como sobre os riscos e beneficios.
Foram submetidos a uma anamnese facial, seguida de coleta de imagens, e todos
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O Grupo Microcorrente foi submetido a higienizacao e esfoliacdo com sabonete
de microesferas de polietileno brancas a 2%, aplicagdo da microcorrente baixa
intensidade com corrente continua de 200pA, polaridade alternada de corrente
elétrica por 30 minutos e finalizagdo com aplicacdo de protetor solar FPS 30.

O Grupo Selénio Oral foi submetido a 10 borrifadas do oligoelemento selénio
sublingual, 3 vezes ao dia (manha, tarde e noite) por 45 dias.

O Grupo Selénio Topico foi submetido a higienizacao e esfoliagcdo com sabonete
de microesferas de polietileno brancas a 2%, aplicagéo do selénio topico e finalizacao
com aplicacao de protetor solar FPS 30.

O grupo Microcorrente e Selénio Oral foi submetido a higienizacéo e esfoliacéo
com sabonete de microesferas de polietileno brancas a 2%, aplicagdo da microcorrente
baixa intensidade com corrente continua de 200pA, polaridade alternada de corrente
elétrica por 30 minutos, periodicidade de duas sessdes semanais e finalizacdo com
aplicacao de protetor solar e 10 borrifadas do oligoelemento selénio sublingual 3
vezes ao dia (manha, tarde e noite) por 45 dias.

O grupo Microcorrente e Selénio Topico foi submetido a higienizacéo e
esfoliacdo com sabonete de microesferas de polietileno brancas a 2%, aplicacéo da
microcorrente baixa intensidade com corrente continua de 200uA, com polaridade
alternada de corrente elétrica por 30 minutos, periodicidade de duas sessdes
semanais, aplicacéo do selénio topico e finalizagdo com aplicagao de protetor solar
FPS 30.

Durante a realizac&o da pesquisa houve desisténcia de seis voluntarios, o que
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caracteriza-se como um fator limitante, sendo dois no Grupo Microcorrente e um nos
demais grupos.

O experimento compreendeu o periodo de setembro e outubro de 2018, sendo
realizadas 10 sessdes. Foram coletados registros fotograficos antecedendo a
primeira sessao e imediatamente posterior a Ultima sesséo.

3|1 ANALISE E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Pré Pos
Figural — Grupo Microcorrente

Voluntaria 1

Fonte: elaborada pelas autoras, 2018

Pré Pos

Figura 2 — Grupo Selénio Oral
Voluntario 1

Fonte: elaborada pelas autoras, 2018
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Pré Pos
Voluntario 2

Fonte: elaborada pelas autoras, 2018

Pré Pés
Figura 3 — Grupo Selénio Tépico

Voluntéario 1

Fonte: elaborada pelas autoras, 2018

Pré Pos

Voluntario 2

Fonte: elaborada pelas autoras, 2018
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Pré Pbs
FIGURA 4 — Grupo Microcorrente e Selénio Oral

Voluntéaria 1

Pré Pos
Voluntaria 2

Fonte: elaborada pelas autoras, 2018

Pré Po6s

Figura 5 — Grupo Microcorrente e Selénio Tépico

Voluntéario 1

Fonte: elaborada pelas autoras, 2018
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Pré Pos

Voluntario 2

Fonte: elaborada pelas autoras, 2018

Nos grupos em que ocorreu a associagdo dos recursos, microcorrente e
selénio tépico e oral observou-se melhor resultado quando comparado aos recursos
utilizados separadamente, com melhora da hidratac&o, turgor, vigo, clareamento,
luminosidade e textura da pele, confirmando a hipétese aventada.

Sugere-se que a ndo obtencéo de resultados relevantes no grupo microcorrente,
ocorreu devido a ndo associag¢ao ao oligoelemento selénio. No grupo Selénio Tépico,
a aplicacao do oligoelemento nao foi diaria, somente duas aplicagcbes semanais.
J& no grupo Selénio Oral supde-se que a nao obtencdo de melhores resultados
aconteceu em virtude da nao utilizacédo correta do oligoelemento, dado colhido pelo
feedback dos voluntarios, conforme orientado.

3.1 Discussao

De acordo com Nogueira (2016) a microcorrente promove revitalizagao cuténea,
melhorando a tonicidade tecidual e a flacidez, incrementa a elasticidade, viscosidade
e brilho, com consequente melhora na nutricado e oxigenag¢do do tecido, os quais
geram um efeito revitalizante.

Segundo Serejo (2017) o selénio € um mineral que participa da formagéao de
enzimas de acéo antioxidante, tendo fundamental papel na neutralizagao dos radicais
livres, assim atua retardando o processo de envelhecimento.

Tais afirmacbes supracitadas corroboram com os resultados desta pesquisa
no que diz respeito aos Grupos Microcorrente associada ao Selénio Topico e
Microcorrente associada ao Selénio Oral, em que se pdde observar melhora na
textura, vico, hidratacdo e turgor tecidual, além da harmonizacéo facial e aumento
da luminosidade da pele.

Busca-se explicar que os recursos quando associados, promoveram resultados
mais significativos nas disfunc¢des teciduais do tabagista por seus efeitos combinados.
Borges (2006) explicita que a microcorrente aumenta a permeabilidade cuténea e da
membrana celular, melhora a oxigenacgao do tecido, aumenta a sintese de colageno
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e de ATP em até 500%, utilizando-se a intensidade de 200 mA. O selénio aumenta
o equilibrio organico, incrementa a energia celular e neutraliza os radicais livres
(INNOVARE, 2016).

Vale ressaltar que nenhum dos voluntarios se absteve do tabagismo no periodo
do experimento, o que pode ter influenciado a nao obtencao de melhores resultados,
explica Silva (2017) que os efeitos do cigarro na pele sédo a perda do colageno
natural, que a torna mais flacida e com menor ténus, surgimento de rugas e linhas
de expressao proximas a boca, aumento na incidéncia de manchas tornando o tom
da pele irregular, levemente acinzentado e opaco.

41 CONCLUSAO

Conclui-se apos a realizacéo desse experimento que nos grupos microcorrente
associada ao selénio oral e microcorrente associada ao selénio tdépico obteve-se
resposta mais satisfatéria quanto a hidratacao, turgor, coloracéo, vigo tecidual com
consequente harmonizacao facial e uma pele mais saudavel. Nos demais grupos
nao houve modificagdo satisfatoria.

Considera-se que a pesquisa desenvolvida é de grande importancia para os
profissionais em estética, pela comprovagcao da eficacia destes recursos utilizados
em associacdo no tratamento das disfuncbes faciais do tabagista, bem como
oportunizou a experiéncia correlacionando a teoria com a préatica. Finalmente sugere-
se a realizacao de um maior numero de pesquisas sobre o tema, bem como de forma
mais ampla e com maior numero de sessodes, sedimentando desta forma, aprofundar
o conhecimento dos efeitos e possibilidades de tratamentos com a microcorrente e
o selénio.
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RESUMO:
altamente difundida pelo mundo, ocorrendo

Leishmaniose €& uma doenca

da Asia até as Américas, esta doenca por sua
vez, esta na lista de doencas negligenciadas
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devido a baixos investimentos em pesquisas
laboratoriais e tratamento para a populacao
menos favorecida. Assim, uma das alternativas
utilizadas pelas populacbes € o uso de
plantas medicinais em tratamentos. Neste
sentido, este trabalho teve como objetivo
realizar o levantamento de plantas medicinais
amazolnicas utilizadas no tratamento contra a
leishmaniose. Foi realizado um levantamento
bibliografico, na base de dados Literatura
Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da
Saude (LILACS), além de sites como Google
Académico e Scielo (Scientific Eletronic Library
Online) utilizando as seguintes palavras chave:
Amazonian plant, Anti-Leishmania, extrato
vegetal Leishmania, Leishmania amazonenses,
plant and Leishmaniasis. Em seguida, as
espécies encontradas foram inseridas em uma
planilha Excel (2010), organizadas em: Familia,
Espécie, Nome Popular e Parte Utilizada. Para
atualizagcdo dos nomes cientificos utilizou-
se sites especificos como: W3 Trbpicos e
Flora do Brasil, 2020. A pesquisa mostrou
34 espécies medicinais distribuidas em: 17
familias e 28 géneros. Leguminosae (11)
destacou-se em quantidade de espécies, em
seguida Crassulaceae e Piperaceae com duas
espécies. O género de maior representatividade
foi Copaifera L. com (8 espécies). A parte
mais utilizada das plantas foram as folhas e
entrecascas. Essa pesquisa mostra que ha uma
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necessidade de estudos em relacdo as espécies que tém propriedades leishmanicidas,
uma vez que as plantas medicinais possuem uma profunda importancia no que se
refere aos tratamentos fitoterapicos de diversas doencas.

PALAVRAS-CHAVE: Leishmaniose. Levantamento. Protozoéario.

MEDICINAL PLANTS WITH LEISHMANICIDAL POTENTIAL IN AMAZONIA

ABSTRACT: Leishmaniasis is a highly widespread disease in the world, occurring from
Asia to the Americas, this disease in turn is on the list of neglected diseases due to
low investment in laboratory research and treatment for the disadvantaged population.
Thus, one of the alternatives used by the populations is the use of medicinal plants in
treatments. In this sense, this study aimed to carry out a survey of Amazonian medicinal
plants used in the treatment against leishmaniasis. A bibliographic survey was carried
out in the Latin American and Caribbean Health Sciences Literature database (LILACS),
in addition to sites such as Google Academic and Scielo (Scientific Electronic Library
Online) using the following key words: Amazonian plant, Anti-Leishmania, plant extract
Leishmania, Leishmania Amazonian, plant and Leishmaniasis. Then, the species found
were inserted into an Excel spreadsheet (2010), organized in: Family, Species, Popular
Name and Part Used. To update the scientific names, specific sites were used, such
as: W3 Tropics and Flora do Brasil, 2020. The research showed 34 medicinal species
distributed in: 17 families and 28 genera. Leguminosae (11) stood out in number of
species, then Crassulaceae and Piperaceae with two species. The most representative
genus was Copaifera L. com (8 species). The most used part of the plants were the
leaves and bark. This research shows that there is a need for studies in relation to
species that have leishmanicidal properties, since medicinal plants have a profound
importance in relation to phytotherapeutic treatments of various diseases.
KEYWORDS: Leishmaniasis. Survey. Protozoan.

11 INTRODUGCAO

Leishmaniose & uma doenca altamente infecciosa, ndo contagiosa, causada por
parasitas do género Leishmania (Imagem 1 e 2). Esta, por sua vez € considerada uma
antropozoonose, doenca que acomete animais (mamiferos silvestres e domésticos) e
eventualmente o homem. Nos reservatérios silvestres a infeccéo tende a ser benigna,
tendendo para o equilibrio da relag&o parasito-hospedeiro, sendo que muitas vezes
a infeccao é inaparente (FIOCRUZ, 1997).

Esta doenga constitui um grave problema de saude publica devido ao baixo
investimento em pesquisas laboratoriais. Em 2010 estudos indicavam que 14 milhdes
de casos em 98 paises, dos quais 79 sado considerados em desenvolvimento e,
aproximadamente, 350 a 400 milhdes de pessoas estejam em risco de sofrerem
infeccao pelos parasitas (ALVAR, YACTAYO e BERN, 2006; WHO 2010).

Segundo BRASIL (2017), no pais, ja foram identificadas sete espécies, sendo
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seis do subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania. As trés principais
espécies séo: L. (V.) braziliensis, L.(V.) guyanensis e L.(L.) amazonensis e, mais
recentemente, as especies L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.)
shawi foram identificadas em estados das regides Norte e Nordeste.

As principais espécies vetoras ocorrentes no Brasil envolvidas na transmisséao
da leishmaniose sé&o: Lutzomyia flaviscutellata, Lu. whitmani, Lu. umbratilis, Lu.
intermedia, Lu. wellcomei e Lu. Migonei (BRASIL, 2017).

Por sua vez as fémeas do flebotomineo (Imagem 3) do género Lutzomyia séo
0s Unicos vetores naturais comprovados das espécies de Leishmania (BATES et al.,
2015). Os parasitos de Leishmania séao transmitidos pela picada de flebotomineos
infectados e 98 espécies dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia (STEVERDING,
2017). AFIOCRUZ (1997) descreve

O ciclo de contaminacdo do vetor (Imagem 3) ocorre pelo fleb6tomo que
ao picar um individuo infectado ou um hospedeiro reservatério, 0 mesmo aspira
macréfagos parasitados ou amastigotas livres no sangue e até mesmo em tecidos.
As amastigotas, ao atingirem o intestino médio do inseto, se transformam em
promastigotas. Estas formas flagelas, apds rapida multiplicacdo, se convertem nos
promastigotas infectantes e migratorios. Do intestino anterior sdo regurgitadas ou
introduzidas na pele do proximo hospedeiro quando o inseto toma uma nova refeicao
de sangue.

Esta doenca, pode durar alguns meses ou até ultrapassar o periodo de um ano
(WERNECK, 2014). Basicamente, as leishmanioses podem se apresentar em duas
formas clinicas: Leishmaniose Tegumentar (LT) e Leishmaniose Visceral (LV), que
atinge os 6rgaos internos (ALVES et al., 2013; BRASIL, 2014; WHO, 2010).

Aleishmaniose tegumentar (Imagem 5), trata-se de uma doenca que acompanha
o ser humano desde tempos remotos e que tem apresentado aumento do numero
de casos e ampliagcdo de sua ocorréncia nos ultimos 20 anos, sendo encontrada
atualmente em todos os estados brasileiros, sob diferentes perfis epidemioldgicos
(BASANO; CAMARGO, 2004).

Jaaleishmaniose Visceral (Imagem 6) é considerada umadoenca negligenciada
associada & pobreza. Atinge pessoas no mundo todo, principalmente na Africa, Asia
e América Latina, com ocorréncia de até 400 mil novos casos por ano. Dentre os
acometidos, cerca de 59.000 evoluem para o Obito, 0o que torna a LV a segunda
doenca mais grave, causada por protozoario, numero menor somente aqueles
apresentados pela malaria. Em razdo das mortes prematuras, horas de trabalho
perdidas, gastos com tratamentos, dentre outros efeitos deletérios causados por
essa enfermidade sobre uma populacéo, a Organizagcdo Mundial da Saude (OMS)
coloca a LV como a 92 doenca infecciosa mais importante do mundo (DESJEUX,
2004; WHO, 2010).

Devido ao numero crescente e a alta taxa de mortalidade nesses ultimos
anos, faz-se necessario novos estudos que auxiliem no tratamento desta doenca.
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Pesquisas com plantas medicinais, constituem fontes valiosas de novos farmacos,
sendo responsaveis direta ou indiretamente por 63% das novas moléculas aprovadas
como agentes terapéuticos (NEWMAN; CRAGG, 2012).

A utilizacdo de plantas medicinais, para tratamento de doencgas, € uma das
mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade e o conhecimento sobre as
mesmas representa muitas vezes o Unico recurso terapéutico de muitas comunidades
e grupos étnicos (MACIEL et al., 2002).

Ainda hoje nas regides mais pobres do pais e até mesmo nas grandes cidades
brasileiras, plantas medicinais sdo comercializadas desde feiras livres e até mesmo
encontradas em quintais de muitas residéncias. Na regido Amazénica foram
catalogadas 260 plantas com fins medicinais (MACIEL et al., 2002).

Nesse sentido, levando em consideracéo o crescente caso de leishmaniose
que limitam a produtividade econémica e dificultam a possibilidade de integracéo
social normal e, associado a classificacdo da OMS como uma doenca tropical
negligenciada de baixo investimento em pesquisa e tratamento e voltada a populacao
menos favorecida, esse trabalho tem por objetivo realizar o levantamento de plantas
medicinais amazénicas com propriedades leishmanicida afim de contribuir para
pesquisas relacionado a doenca.

Imagem 1: Forma promastigotas do parasito do género Leishmania.

Fonte: Centers for Desease Control and Preventions (CDC), 2017.
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Imagem 2: Amastigotas de Leishmania sp.em um espécime de bidpsia de uma leséo de pele,
corado com hematoxilina e eosina (H & E).

Fonte: Centers for Desease Control and Preventions (CDC), 2017.

Imagem 3: Flebotomineo (fémea) do género Lutzomyia engurgitado.
Fonte: Fonte: Wilson, S., 2009.
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Imagem 4: Ciclo biologico da leishmaniose.

Fonte: adaptado de Centers for Desease Control and Preventions (CDC), 2017.

Imagem 5: Leishmaniose tegumentar americana. Leséo ulcerada franca, Unica, arredondada,
com bordas elevadas, infiltradas e fundo granuloso.

Fonte: BRASIL, 2006.
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Imagem 6: fase aguda da leishmaniose visceral, apresentando visivel hepatoesplenomegalia,
como demonstrado na demarcacéo.

Fonte: BRASIL, 2006.

2| METODOLOGIA

Foi realizado um levantamento bibliografico, na base de dados Literatura
Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS), Google Académico
e Scielo (Scientific Eletronic Library Online) utilizando as seguintes palavras chave:
amazonian plant, Anti-Leishmania, amazon, plant, extrato vegetal leishmania,
Leishmania amazonenses, Leishmania, plant, Leishmanicida, Leishmania flora
brasileira, plant e Leishmaniasis.

Os periodos de publicagéo dos artigos néo foram utilizados como critério para
a selecéo. A coleta de dados foi realizada no periodo de 2017 a 2019. Apés a analise
dos artigos a partir dos dados obtidos, foi elaborado uma planilha em Excel (2010)
contendo as seguintes informagdes: Familia, género, espécie, nome popular e parte
utilizada de cada espécie medicinal.

Para confirmacdo dos dados de cada planta como grafia correta de nomes
cientificos, foi verificada e corrigida quando necessario por meio dos sites: Angiosperm
Phylogeny Website (Imagem 7), Flora do Brasil e W3 Tropicos.
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Imagem 7: Pagina inicial do site “Angiosperm Phylogeny Website”
Fonte: Stevens, P. F. 2017.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A pesquisa sobre o potencial Leishmanicida de plantas da Amazdnia Brasileira
mostrou 34 espécies medicinais distribuidas em: 17 familias e 28 géneros.
Leguminosae (11) destacou-se em quantidade de espécies, em seguida Crassulaceae
e Piperaceae com duas espécies. O género de maior representatividade foi Copaifera
L. com (8 espécies). A parte mais utilizada das plantas foram as folhas e entrecascas
(Tabela 1).

Nas literaturas encontradas, existem pesquisas que comprovam o combate
desta doenca, como mostra o trabalho de Bezerra et al. (2006) que avaliaram o
efeito da espécie Vochysia haenkeana Mart. em que sua parte mais utilizada foi a
entrecasca e extrato do vegetal, obtendo resultado eficiente em suas analises.

O extrato etandlico de Annona squamosa apresentou atividade contra
Leishmania infantum e L.brasiliensis, sendo o percentual de mortalidade de 66,59 e
55,40%, respectivamente, de acordo com Figuéiredo et al. (2016). Os extratos das
folhas de Mikania glomerata apresentaram inibicao do crescimento de 97,5% contra
as formas amastigotas (LUIZE, 2005)

O género Copaifera por sua vez apresenta 8 espécies com atividade
leishmanicida, que, de acordo com o estudo de Santos et al. (2008) a espécie C.
reticulata possui maior potencial em comparacao as demais: C. martii, C. cearenses,
C. paupera, C. langsdorfii, C. officinalis, C. multijjuga, C. lucens respectivamente.
Moraes (2016) aponta que as nanoemulsdes de copaiba e de andiroba apresentam
acao leishmanicida em promastigotas de L.amazonensis e L. infantum e ainda
resultaram em retardo na evolucao do tamanho das lesbes em camundongos
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infectados com L. amazonensis.

Outras pesquisas demonstraram eficiéncias em outras espécies citadas neste
trabalho, como por exemplo, Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers e Plathymenia reticulata
Benth. que vem sendo comprovada sua atividade imunomoduladora, antiinflamatoria
(IBRAHIM et al., 2002), além de uma acéao Leishmanicida potencialmente util contra
Leishmaniose cutanea (BERGMAN et al., 1992).

O potencial leishmanicida do extrato de n-hexano de galhos de N. leucantha
foram avaliados contra a promastigota e formas amastigotas de L. (L.) infantum e na
concentracao de 300 pg/mL houve morte de 100% dos parasitos (GRECCO et al.,
2018).

O 6leo essencial de Siparuna guianensls Aubl. apresenta um bom desempenho
guanto o potencial Leishmanicida in vitroimpedindo o crescimento do parasita, sendo
assim, uma nova alternativa terapéutica (LIMA et al., 2018). Okpecon (2004) estudou
a espécie Renealmia alpinia (Rottb.), que apesar de possuir muitas utilidades,
os extratos das folhas demonstraram ser eficazes em Plasmodium falciparum,
Trypanossoma brucei e principalmente Leishmania donovani.

Assim como ha espécies que tiveram um resultado satisfatério ha outras
espécies que necessitam de estudos mais aprofundados. A planta Stachytarpheta
cayennensis (Rich.) Vahl por exemplo, apresenta-se como uma terapia para a
Leishmaniose. Segundo Moreira (2007) esta espécie tem sido empregada no
combate a ulcera causada pela doenca, porém em uma de suas analises a espécie
apresentou poucos resultados eficientes no combate a doenca, além de apresentar
maior eficiéncia contra L.brasiliensis que para L.amazonensis. Bezerra et al., (2006)
também constataram em seus estudos o extrato aquoso das folhas de Tephrosia
cinerea (L.) Pers. que foram avaliados em promastigotas, entretanto os resultados
de suas andlises tiveram um baixo efeito leishmanicida para a espécie.

As demais espécies: Passiflora edullis Sims., Syzygium cumini (L.) Skeels,
Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants, Piper regnellii (Miq.) C.DC,
Zanthoxylum caribaeum subsp. rugosum (A.St. Hil. & Tul.) Reynel, Lacistema
pubescens, Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen Mart. e a Ocimum gratissimum
L. possuem uma elevada eficiéncia ao combate a doenca. Apesar disso, se faz
necessario mais estudos que comprovem a eficacia das mesmas.
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Nome

Familia Espécie Vernacular Parte Utilizada
Amaranthaceae Praiha g /g;n;éf;:n preng. Canela Velha Raiz
Annonaceae Annona squamosa L. Fruta do Conde Folha
Asteraceae Mikania glomerata Spreng. Guaco Folha
Crassulaceae Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers T%lzi:: Folha
Lacistemataceae Lacistema pubescens Mart. Vermelhinho Folha
Lamiaceae Ocimum gratissimum L. Alfavacéo Folha
Leguminosae/Fabaceae Campsiandra comosa Capurana Casca
Leguminosae/Fabaceae Stryphnodendron adstringens Barbatiméo CaT:(;%(;asule/
Leguminosae/Fabaceae Plathymenia reticulata Benth. Pau amarelo Entrecasca
Leguminosae/Fabaceae Copaifera Cgiflzfls Huber ex Copaiba Entrecasca
Leguminosae/Fabaceae Copaifera langsdorffii Desf. Copaiba Entrecasca
Leguminosae/Fabaceae Copaifera lucens Dwyer Copaiba Entrecasca
Leguminosae/Fabaceae Copaifera martii Hayne Copaiba Entrecasca
Leguminosae/Fabaceae Copaifera multijuga Hayne Copaiba Entrecasca
Leguminosae/Fabaceae Copaifera officinalis (Jacq.) L. Copaiba Entrecasca
Leguminosae/Fabaceae Copaifera "?\55 eerra (Herzog) Copaiba Entrecasca
Leguminosae/Fabaceae Copaifera reticulata Ducke Copaiba Entrecasca
Leguminosae/Fabaceae Galactia glaucescens Kunth Galactia Folhas
Leguminosae/Fabaceae Tephrosia cinerea (L.) Pers. Anil de bode Folhas
Laureaceae Nectandra leucantha Ness. Canela Branca Casca
Meliaceae Carapa guianensis Albl. Andiroba Sementes
Myrtaceae Syzygium cumini (L.) Skeels Ameixa-roxa Folhas
Passifloraceae Passiflora edulis Sims Maracuja Folhas
Piperaceae Piper regnellii (Mig.) C.DC Pariparoba Folhas
Rutaceae Zanthoxylum ca(ibaeum subsp. Mamiqueira- Entrecasca
rugosum (A.St.-Hil. & Tul.) Reynel fedorenta
Siparunaceae Siparuna guianensis Aubl. Liméao-bravo Folhas
Verbenaceae St ta(ﬁi/;it.? \(;Zﬁnnensw Rincao Folhas
Vochysiaceae Vochysia haenkeana Mart. Pau mulato Entrecasca
Zingiberaceae Renealmia alpinia (Rottb.) Maas Alpinia Folhas
Crassulaceae Bryophy //umoliiggatum (Lam.) Courama Folha
Araceae Colocasia antiquorum L. Taja Tubérculo
Lecythidaceae Cariniana rubra Gardner ex Miers Jequitiba Casca
Musaceae Musa paradisiaca L. Banana Canr c;?ada
Piperaceae Piper sp. - Folha

Tabela 1: Espécies utilizadas no tratamento de Leishmaniose.

Fonte: Autores, 2019.

41 CONSIDERACOES FINAIS

Por ser uma doencga de distribuicdo ecuménica e carater negligenciado com

elevada incidéncia e prevaléncia no Brasil, afetando principalmente as localidades

rurais e menos favorecidas social e economicamente, essa pesquisa conclui que ha

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa

Capitulo 19




uma necessidade de estudos em relacdo aos vegetais que possuem propriedade
leishmanicida, umavez que, as plantas medicinais possuem uma profundaimportancia
relacionada ao tratamento, seja para adequar a recomendacao do extrato vegetal
como remédios caseiros, proporcionar estudos para o embasamento de uso e
desenvolvimento de novos medicamentos fitoterapicos e também para a descoberta
de novos principios ativos que possam vir a ser isolados para a formulagao de novos
medicamentos alopaticos que possam ser utilizados no tratamento da doenca.
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RESUMO: O traumatismo raquimedular se
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BROWN SEQUARD

caracteriza pela interrupcéo traumatica, parcial
ou total, de um dos segmentos da medula
vertebral. Uma hemisseccdo medular gera
sintomas atipicos, levando o paciente ao quadro
conhecido como Sindrome Brown Séquard
caracterizado por perda motora ipisilateral e
déficit sensitivo do lado contralateral a les&o. Por
tanto, este estudo tem como objetivo observar
os beneficios da fisioterapia no ganho de fungao
da marcha e sensibilidade de um paciente
com diagnostico de trauma raquimedular
com manifestacao clinica dessa sindrome. O
presente estudo € um relato de caso descritivo,
qualitativo, observacional, de carater local, sem
intervencéo, com analise documental. Aamostra
corresponde a um sujeito do sexo masculino, 22
anos, vitima de acidente motocilistico que gerou
les&o traumatica na medula espinhal a nivel T4,
T5 e T6, com queixa principal de parestesia
em membro inferior direito, algia em membro
inferior esquerdo e coluna toracica, e marcha
do tipo escarvante. A evolucéo do paciente foi
mensurada frente analise comparatéria entre
os dados inseridos no prontuario, atualizadas
a cada sessdo. Enfatizou-se a evolugdo da
sensibilidade, classificada através do mapa de
dermatomos, e a funcdo da marcha, avaliada
através da inspecéo durante a deambulacao,
com registro na ficha de evolugdo. Ao final, o
paciente apresentou ganhos de for¢ca muscular
(Escala Kendall- grau 4), sensibilidade tatil a
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nivel de L3-L4 e execucdo da marcha que é realizada com contragdo mais efetiva do
musculo tibial anterior para a descarga de peso em calcanhar. Logo, a fisioterapia foi
determinante para o ganho funcional do paciente.

PALAVRAS-CHAVE: Trauma; Medula Espinhal; Sindrome Brown Séquard;
Fisioterapia.

NEUROMOTOR REHABILITATION FOR PATIENT WITH RAQUIMEDULAR
TRAUMA - BROWN SEQUARD SYNDROME

ABSTRACT: Spinal cord injury is characterized by the partial or total traumatic
interruption of one of segments by the spinal cord. A medullary hemisection generates
atypical symptoms, leading the patient to condition known as Brown Séquard Syndrome,
manifesting ipisilateral motor loss and sensory deficit in side contralateral to lesion.
Therefore, this study aims to observe benefits of physiotherapy in gait function gain
and sensitivity of a patient with a spinal cord trauma with clinical manifestation of this
syndrome. The present study is an account of descriptive, qualitative, observational,
local, without intervention, with documentary analysis of medical records. The sample
comprised a male subject, 22 years old, a motorcycle accident victim who caused
traumatic injury to the spinal cord at T4, T5 and T6 levels, with a major complaint
of paresthesia in right lower limb, algia in left lower limb and thoracic spine, and
scrambling type gait. The evolution of patient was measured against a comparative
analysis between the data inserted in the medical record, updated at each session. It
was emphasized the evolution of sensitivity, classified through map of dermatomes,
and gait function, assessed through inspection during ambulation, with record in
evolution chart. At the end, the patient presented gains of muscle strength (Kendall-
grade 4 scale), tactile sensitivity at L3-L4 level and gait execution that is performed
with more effective contraction of anterior tibial muscle for heel weight discharge, thus,
physiotherapy was determinant for functional gain of the patient.

KEYWORDS: Trauma; Spinal cord; Brown Séquard syndrome; Physiotherapy

11 INTRODUGCAO

O Trauma raquimedular (TRM) é caracterizado por ser uma leséo traumatica a
coluna vertebral e a medula espinhal, interrompendo de forma parcial ou total o sinal
neurologico que transita através desta, resultando em déficits motores e sensitivos,
de acordo com o local atingindo na medula (GARCIA, 2015).

No interior da coluna vertebral, composta por 33 vértebras, esta presente
a medula espinhal. Dela emergem 31 pares de nervos espinhais com uma raiz
sensitiva e uma motora cada, que se relacionam com dermatomos e midétomos,
respectivamente. Os dermatomos mandam informacdes sensitivas da pele a medula,
e a mesma envia respostas motoras aos miétomos correspondentes aos seus grupos
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musculares. O limite cranial esta localizado ao nivel do forame magno, no 0sso
occipital, imediatamente ap6s o bulbo, enquanto que o limite caudal se localiza ao
nivel da segunda vértebra lombar (MACHADO, 2006).

Dessa forma, nem toda localizacao dos segmentos medulares s&o
correspondentes aos niveis vertebrais. As primeiras raizes nervosas, correspondentes
as cervicais, sao mais horizontais ao sair dos forames intervertebrais. Enquanto que
o restante dos nervos espinhais percorrem uma direcdo vertical antes de sair, ou
seja, 0s niveis onde se originam as raizes nervosas nao corresponderem, ao nivel
vertebral (MACHADO, 2006).

A classificacdo do comprometimento causado pelo trauma raquimedular pode
ser feita a partir do nivel neuroldgico da leséo, que corresponde ao segmento medular
atingido. A extensdo da lesao também pode ser ferramenta de classificacdo, sendo
denominada de lesdo completa quando ha separacado total da medula na regiao
lesionada, ocasionando auséncia de funcédo motora e sensorial abaixo do nivel de
lesao, ou incompleta quando ainda resta conex&o axonal na regiao, o que gera perda
motora e sensitiva parcial (O’'SULLIVAN; SCHMITZ, 2010).

Em lesdes incompletas ha subtipos de manifestacées clinicas, que séao
sindromes classificadas de acordo com a por¢cdo da medula espinhal atingida.
Dentre elas temos a sindrome anterior da medula espinhal, a sindrome de Brown
Séquard, a sindrome centro medular e a sindrome posterior da medula espinhal
(O’'SULLIVAN; SCHMITZ, 2010).

A Sindrome Brown Séquard é uma das manifestacdes clinicas mais desafiadoras
do trauma raquimedular. Sua ocorréncia € pouco comum e em seu tratamento sao
utilizados recursos terapéuticos diversificados. Ela é resultante de uma hemisec¢ao
da medula espinhal que ocasiona perda motora ipisilateral devida ao rompimento
das fibras do tracto corticoespinhal lateral e déficit sensitivo do lado contralateral a
lesdo, por rompimento do tracto espinotalamico lateral (DE SOUSA GOMES, 2018).

Devido a relevancia do tema e a complexidade de casos oriundos da
hemiseccao da coluna vertebral, o presente trabalho objetiva identificar os beneficios
da fisioterapia no ganho de funcéo de marcha e sensibilidade de um paciente com
manifestacédo clinica da Sindrome de Brown Séquard apéds trauma raquimedular,
bem como apresentar o tratamento proposto para sintomatologias apresentadas.

2 | MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho é um relato de caso de carater descritivo, qualitativo,
observacional, de carater local, sem intervencdo, com analise documental de
prontuario.

Quanto a intervencéo junto ao paciente, vale ressaltar que nao houve aplicacao
de procedimentos terapéuticos pelos pesquisadores e a observacéo foi o método
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escolhido para obtencéo de dados. Os procedimentos foram executados por uma
fisioterapeuta durante 2 meses, com condutas regulares de fisioterapia em 3 vezes
por semana, totalizando 24 sessbes, sendo que cada uma delas teve duragcao de 1
hora na Clinica Escola anteriormente citada.

A amostra compreende a um sujeito do sexo masculino, 22 anos, vitima de
acidente motociclistico com repercussao traumatica na medula espinhal. O mesmo
reside na cidade de Maraba, Estado do Para. A lesdo ocorreu a nivel T4, T5 e
T6, com queixa principal parestesia em membro inferior direito, algia em membro
inferior esquerdo e coluna toracica. Além disso, manifesta incontinéncia urinéria e
espasticidade no membro inferior esquerdo, caracterizando a sindrome de Brown
Séquard.

A evolugdo do tratamento de sensibilidade tatil foi observada através da
avaliacao feita pela terapeuta com auxilio do mapa de dermatomos e recursos de
diagnostico clinico, como agulha e pinga do martelo neurolégico de aco inox da
marca Buck. A funcdo da marcha foi avaliada por avaliacéo da for¢ca, de acordo com
a Escala Kendall e inspecao do paciente durante a atividade de deambulag&o, com
registro na ficha de evolucao de padrdes pré e pds-terapéuticos.

Os procedimentos adotados junto ao paciente envolveram materiais e métodos
como Estimulacdo Elétrica Nervosa Transcutanea (TENS), da marca ibramed;
mecanoterapia com alongamento de membros inferiores em barras paralelas;
prancha de equilibrio revestida em madeira, faixa elastica da marca Carci; Caneleira
de 1kg da marca Carci; massoterapia e termoterapia. A evolugdao do paciente foi
mensurada frente analise comparativa entre os dados inseridos dia ap6s dia no
prontuario, atualizadas a cada sessao de reabilitagao.

Apbs o tratamento proposto, os mesmos métodos de classificacdo de
sensibilidade e marcha foram aplicados para que a evolug¢ao pudesse ser observada
e relatada no prontuario do paciente e no presente estudo.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

No primeiro dia de atendimento o paciente compareceu na clinica, pontualmente,
sem acompanhante. A estagiaria responsavel avaliou o paciente em diversos
aspectos, incluindo anamnese, exame fisico neuro-funcional, teste de equilibrio
estéatico e dindmico, teste de propriocepcao, avaliacdo de amplitude de movimento,
dentre outros tipos de métodos avaliativos n&o pertinentes ao objetivo da pesquisa.

Durante a avaliacao inicial, o paciente relatou como queixa principal o
formigamento em membro inferior direito (MID) e dor em membro inferior esquerdo
(MIE) e em coluna toracica. Quanto a deambulagéo, a inspecao identificou uma
aparente dificuldade, j& que o paciente se valeu do uso de dispositivo auxiliar de
marcha, a muleta canadense. Sem o dispositivo auxiliar, pode-se perceber que sua
marcha era do tipo escavante, que tem como caracteristica principal a dificuldade

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa Capitulo 20




de realizar a dorsiflexdo de pé, com limitacdo para movimento de flexdo de quadril
em MIE.

O mapa de dermatomos, que de acordo com as “Diretrizes de Atencéo a
Pessoa com Lesdo Medular” (2015), verifica a resposta sensitiva ao leve estimulo
doloroso, foi aplicado objetivando avaliar o local mais distal da medula com funcéo
sensorial preservada (OLIVEIRA MAGALHAES et al., 2011 ). Assim, observou-se que
o nivel de lesdo ocasionou reducéo de sensibilidade a partir da regido de inervagéo
raquidiana de L2/L3.

Aforca do paciente em MIE apresentou grau 3, enquanto que o MID apresentou
grau 5 de acordo com a Escala de Kendall, o que pode ser observado na tabela 1
juntamente com outros achados da avaliacdo que constavam em seu prontuario.

MEMBRO INFERIOR DIREITO MEMBRO INFERIOR ESQUERDO

TONUS Normoténus Hipertonus
TROFISMO Normotrofico Hipotrofismo
GRAU DE FORCA 5 3
SENSIBILIDADE Reduzida Presente
REFELEXO PATELAR Normal Hiperreflexia
REFLEXO AQUILEU Normal Vivo

Tabela 1: Testes de sensibilidade palpagéo e percussao

Fonte: autor

A partir do segundo atendimento foi iniciado o programa de reabilitacdo com
0 paciente. Segundo Sartori e colaboradores (2009), uma reabilitacao neurolégica
visa explorar as funcbes remanescentes, estimulando vias nervosas ainda intactas
que visam proporcionar independéncia funcional para 0 mesmo. Para isso, existe
uma gama de tratamentos fisioterapéuticos que podem ser utilizadas com o lesado
medular.

A conduta fisioterapéutica constou de Estimulacdo Elétrica Nervosa
Transcutanea (TENS) na modalidade breve e intenso, com parametro de 250us/150hz
na regiao toraco-lombar; mecanoterapia com alongamento de membros inferiores
em barras paralelas; prancha de equilibrio por 30 segundos em 5 repeticoes; faixa
elastica de cor azul - média forte para plantiflexédo; extenséo de joelho com caneleira
de 1kg; cinesioterapia ativa livre em movimentos de flexdo de quadril na posicéao
de decubito dorsal; técnica deslizamento e friccdo em massoterapia; estimulacao
tatii com materiais de diversas texturas; estimulacdo térmica com tubo de ensaio
contendo agua aquecida, e gelo em cubos.

Segundo Monteiro e colaboradores (2006), através de alongamento global
e mobilizagdo articular € possivel proporcionar boa flexibilidade dos musculos e
aumentar a amplitude de movimento das articulagdes, que no paciente em questao
a énfase foi em MMII (membros inferiores). Além disso, para esta mesma regiao foi
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proporcionada estimulagdo com algodéo, agulha e tubo de ensaio com agua quente
e cubo de gelo.

O treinamento resistido, um dos componentes do programa de reabilitacdo em
médio prazo, tem como meta proporcionar forca a musculatura, condicionamento
cardiovascular e melhora do desempenho na marcha, corroborando com a pratica
clinica de Neto, Gentil (2016). Estudos realizados por Bortolloti e Tsukamoto
(2011) sobre fortalecimento muscular em membros superiores corroboram com a
intervencado proposta, pois resultaram em aumento da independéncia funcional dos
participantes, visto que referiram sensacdo de cansago reduzida para execug¢ao
de atividades cotidianas, o que facilitou a execucdo de suas tarefas. Nunciato e
colaboradores (2009) realizaram um protocolo de treinamento de forca durante 8
semanas e obtiveram melhora na qualidade da execucédo de transferéncias e no
equilibrio em um lesado medular a nivel T11/T12.

Dessa forma, para finalidade de amplitude de movimento (ADM) e ganho de
forca, o atendimento contou com alongamento ativo-assistido de MMII, cinesioterapia
ativa-livre e ativa resistida de leve intensidade em membros inferiores, sendo este
ultimo com auxilio de faixa elastica. Ao final dos exercicios foi realizada massoterapia
para eliminacao de pontos gatilhos ao redor da escapula para alivio da dor (Rodrigues
et al., 2016).

Um dos principais objetivos do plano de tratamento a longo prazo foi a
aquisicdo da marcha funcional e, para isso, foi garantido ao paciente uma boa
ADM em fases anteriores do tratamento, bem como o alinhamento postural e
resisténcia cardiovascular. O’Sullivan e Schimitz (2010) afirmam que esses mesmos
procedimentos sdo pré-requisitos para o treino de marcha.

O fortalecimento de MMII foi executado na realizacéo de exercicios funcionais
com auxilio da caneleira de 0,5 kg para recrutar musculatura de quadril, joelho e
tornozelo. O treino de equilibrio em disco proprioceptivo € o treino de marcha em
barras paralelas complementaram os movimentos funcionais do atendimento, sendo
aplicados com duracédo de 10 minutos, de acordo com 0 que preconiza a literatura
(TEIXEIRA-SALMELA et al., 2016)

O paciente progrediu durante a terceira semana de tratamento, o que levou
a utilizagcado de caneleira com peso de 1kg nos tornozelos durante o percurso de
treinamento da marcha, que gradualmente foi intensificado até que conseguisse
manter-se em movimento por 20 minutos até o final das sessdes propostas.

O estimulo tatil feito com agulha, algodao e tecido com textura em camurca foi
mantido até o final do tratamento, para que a longo prazo a resposta sensitiva nos
dermatomos pudesse ser adquirida gradualmente.

Ao final do tratamento, nas ultimas sessdes, o paciente ja realizava treino de
marcha e equilibrio com duragéo de 30 minutos em barra paralela utilizando caneleira
de 1kg. A sessao ainda contou com treino de equilibrio na prancha de propriocepcéo,
e para finalizar, realizou-se massoterapia em MMI|l para prevencao de eventuais
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fadigas musculares.

E importante ressaltar que a incontinéncia urinaria, sintoma apresentado
pelo paciente, foi tratada por outro setor da clinica que se dedica a reabilitacdo em
urologia.

41 CONSIDERACOES FINAIS

A agressao a medula € uma condi¢do neuroldgica que modifica abruptamente
o estilo de vida do individuo acometido limitando-o na realizacdo de atividades
rotineiras e funcionais do seu dia-a-dia.

A reabilitacao de um lesado medular ndo leva a cura, visto que é uma afeccao
que nao permite irreversibilidade total do quadro patolégico. Entretanto, com
muita dedicac&o e paciéncia tanto do paciente quanto do terapeuta, o tratamento
fisioterapéutico € responsavel pela adaptacdo do paciente ao novo estilo de vida,
sempre respeitando a limitagao funcional do individuo.

O paciente tratado de acordo com o protocolo apresentado obteve ganhos
de forca muscular (Escala Kendall- grau 4), sensibilidade tatil a nivel de L3-L4 e
execucao da marcha que ja é realizada com contragédo mais efetiva de musculo tibial
anterior para a descarga de peso em calcanhar. Logo, a marcha foi aperfeicoada e a
sensibilidade vem sendo reestabelecida gradativamente, através de estimulos tateis
diversos.

Pode-se concluir que as técnicas convencionais de fisioterapia neurolbgica,
com a utilizacao de texturas para ganho de sensibilidade tatil e eletroterapia para
reducdo de do ciclo espasmoédico da dor e exercicios resistidos controlados, séo
eficazes para o tratamento da Sindrome Brown Séquard, levando o paciente a maior
independéncia funcional e melhor qualidade de vida.
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11 INTRODUCAO

Os mosquitos culicideos tem grande
importancia para a saude publica, uma vez que
sao os transmissores de inumeras arboviroses,
tais como dengue, zika, chikungunia e febre
amarela (Eiras, 2001; Nunes et al, 2015).
Apesar de todas as pesquisas que vem sendo
desenvolvidas no sentido de desenvolver
vacinas e tratamentos para essas doencas,
o combate aos mosquitos vetores ainda é
a principal forma de combate da maioria
dessas enfermidades (Oliveira et al, 2016).

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa
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Para viabilizar as pesquisas envolvendo
culicideos, se faz necessario criar e manter
esses invertebrados em ambiente laboratorial,
0 que é um desafio. O Laboratério de
Biotecnologia Aplicada a Parasitas e Vetores
do Centro de Biotecnologia da Universidade
Federal da Paraiba (Lapavet/CBiotec/UFPB),
desenvolve pesquisas que vao desde o estudo
da fisiologia béasica de mosquitos Aedes
aegypti, até o desenvolvimento de ferramentas
biotecnolégicas para o seu controle, mantendo
uma coldnia ciclica desde 2013.

Nesse sentido, o objetivo desse capitulo
€ apresentar um protocolo de criacdo e manejo
de uma colénia de mosquitos Ae. aegypti
para fins de pesquisa, baseado em nossa
experiéncia.

2| CONHECENDO O MOSQUITO AEDES
AEGYPTI

O Ae. aegypti é um mosquito de atividade
diurna, pertencente a ordem Diptera, a familia
Culicidae e ao género Aedes (Brasil, 2001),
(Figura 1). Diptero de origem africana, é
considerado um ancestral de um mosquito
zodfilo chamado Ae. aegypti formosus.
Especula-se que devido ao trafico de escravos,
foi introduzido no novo mundo espalhando-se
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para regides tropicais e subtropicais, sendo dependente da presenca humana para
estabelecer-se no local (Brown et al., 2011).

O Ae. aegypti € um inseto holometabolo, ou seja, apresenta desenvolvimento
completo, pois seu ciclo biolégico envolve as fases de ovo, larva (quatro estagios),
pupa e adultos ( Forattini, 2002). As fases imaturas ocorrem em ambiente aquatico,
chamados de criadouros. Ja a fase adulta ndo é dependente do ambiente aquatico
(Forattini, 1962).

Figura 1: Mosquito Ae. aegypti em sua forma adulta.

2.1 Caracteristicas Morfoldgicas do Ae. aegypti
Ovos

Os ovos de Ae. aegypti sao imoveis, alongados e medem cerca de 0,4 mm de
comprimento. Apresentam coloracédo palida no momento da oviposi¢éo, tornando-
se escuros apo6s o contato com o oxigénio (Consoli & Oliveira, 1998), (Figura 2). As
fémeas fazem a deposicao dos ovos nas paredes de criadouros contendo agua parada
(Forattini, 1962). Em condi¢cbes ambientais favoraveis, os ovos se desenvolvem e
logo apés imersdo em agua, eclodem. Quando submetidos a situagdes adversas,
como baixas temperaturas, ou mesmo ausencia de agua, ocorre a diapausa ou
quiescéncia, que pode durar até 1 ano. Depois desse periodo, podera acontecer a
eclosao de forma natural, se for submetido a agua em situagao ambiental favoravel
(Xavier et al 1991; Consolli & Oliveira, 1994).
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Figura 2: Ovos de Ae. aegypti

Larvas

As larvas resultantes da eclosdo dos ovos sdao sempre aquaticas, possuem
aspecto vermiforme e coloragcdo que varia entre o esbranqui¢cado, esverdeado ou
enegrecido. Os quatro estagios da fase de larva (L1-L4) duram cerca de 10 dias,
podendo se prolongar por algumas semanas de acordo com as condi¢oes climaticas.
O seu corpo é nitidamente dividido em cabeca, torax e abdome. Os dois primeiros
sdo mais volumosos se forem comparados ao abdome, que possui aparéncia
semicilindrica e esta dividido em nove segmentos (Figura 3). A maioria das larvas
de mosquitos alimenta-se de quaisquer particulas de matéria organica que estao
disponiveis em seu habitat (Consoli & Oliveira,1998).

Figura 3: Larva de Ae. aegypiti

Pupas
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A pupa é a ultima fase aquatica (Figura 4 A). Essa fase dura entre 48 a 72
horas e é nela que ocorre a metamorfose para 0 mosquito. A pupa possui bastante
mobilidade no meio aquatico e apresenta um contorno geral que lembra uma virgula,
sendo possivel distinguir o cefalotérax e abdome de forma clara (Forattini, 2002).
Possui inicialmente a mesma coloracéo da larva, escurecendo a medida em que se
aproxima o momento da emergéncia da fase alada do mosquito (Figura 4B) (Consoli
& Oliveira, 1998).

Figura 4: A) Pupa de Ae. aegypti. B) Adulto emergindo da pupa.

Adulto

O mosquito adulto possui a aparéncia geral de um pequeno inseto, com cerca
de 0,5 cm de envergadura, de porte delgado e pernas longas. Geralmente os machos
s@o menores do que as fémeas e possuem antenas mais plumosas (Forattini, 1962).
Os adultos de ambos os sexos alimentam-se de seiva vegetal. Embora néo se saiba
muito sobre esse tipo de alimentagcdo em condi¢gdes naturais, supde-se que ela deva
ser a unica opcao viavel para os machos (Forattine, 1962). Somente as fémeas dos
mosquitos sdo hematofagas, estando a alimentacéo a base de sangue relacionada
ao desenvolvimento de ovos. A fémea s6 precisa de um repasto sanguineo para
conseguir ovipor por toda sua vida, porém, o repasto sanguineo pode também
contribuir para aumentar a longevidade das fémeas (Consoli, 1982).

Estabelecimento da colénia de mosquitos

O estabelecimento da col6énia de mosquitos € uma parte fundamental quando
se vai iniciar um insetario para fins cientificos. Se for possivel, € recomendavel
solicitar uma doagao de ovos de algum laboratério ja consolidado. Do contrério, sera
necessario colocar armadilhas de oviposicdo no ambiente peridomiciliar e proceder
a identificacéo dos insetos antes de colocé-los no insetario, tarefa bastante ardua.
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Alguns estudos relatam que apo6s algum tempo, as colénias podem apresentar algum
grau de debilidade (Guedes et al, 2017) ou até mesmo a perda de caracteristicas
morfologicas, algo que observamos no insetario do Lapavet/CBiotec/UFPB. Dessa
forma, a cada 6 meses nds introduzimos novos mosquitos na colénia, sejam
provenientes da natureza, sejam doados de outros insetarios. Assim, garantimos a
variabilidade genética da col6nia.

Confeccao das caixas criatorias (insetarios)

Tradicionalmente os insetarios sdo confeccionados a partir de uma estrutura
metalica na forma de um cubo, recoberto por tecido telado. No entanto, verificamos
gue esses insetarios sao mais frageis e apresentam maior dificuldade de manuseio e
principalmente de limpeza. No Lapavet adotamos caixas plasticas de 30 litros (Ax C
x L:42,5 x 30,7 x 30,5 cm), as quais devem ser adaptadas da seguinte forma: deve-
se perfurar toda a tampa e laterais da caixa para melhor ventilacdo; deve-se fazer
uma abertura circular de 15 cm de didmetro na frente da caixa, acoplando-se nela
um tecido de TNT como se fosse uma manga de camisa, fechando-a com elastico
(Figura 5)

Figura 5: Insetario confeccionado com caixa plastica.

Condigbes de temperatura, umidade e fotoperiodo

Fatores como temperatura, umidade e luminosidade s&o muito importantes para
a manutencéao da vida dos mosquitos, influenciando diretamente ou indiretamente no
seu ciclo de vida, afetando seu desenvolvimento e, até mesmo, a sua alimentacéo
(Silveira Neto, Nakano, et al., 1976; Paiva, 2012). Sendo assim, as condi¢cbes
laboratoriais devem ser as mais parecidas possiveis aquelas encontradas pelo inseto
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em seu habitat natural. A temperatura ideal para a manutencédo dos mosquitos Ae.
aegypti € em torno de 26 C (Anjolette & Macoris, 2016), tolerando-se uma variagcao
entre 22-30 ° C. As temperaturas de 18 ° C e 34 ° C sdo consideradas extremas
e desfavoraveis para o ciclo de vida do Ae. aegypti. (Beserra, Fernandes, Silval,
Silva, & Santos, 2009). Com relacao a umidade relativa do ar (UR), esta deve estar
em torno de 75%, tolerando-se uma faixa entre 40-80 % (Farnesi et al, 2018). Com
relacéo ao fotoperiodo, adotamos 12 horas de claro e escuro.

A melhor maneira de se manter as condicOes ideias de temperatura, umidade
e luminosidade é através de uma camara climatizada do tipo Biological Oxygen
Demand (BOD), pois evita variagcbes que podem comprometer o insetarios e as
pesquisas desenvolvidas no laboratério. Dessa forma, adotamos as seguintes
condicoes: temperatura de 27 + 2°C, UR de 75 + 5% e fotoperiodo de 12 horas de
claro e escuro (WHO, 2013; Nunes, Oliveira, et al., 2019). A auséncia de uma estufa
BOD néo inviabiliza a manutencao dos insetos, ja que algum grau de variagéo €
toleravel. Nestes casos 0 uso de um aparelho termo-higrémetro é recomendavel.

Manejo de postura, eclosdo e armazenamento dos ovos

Para postura, utiliza-se uma palheta de papel filtro poroso, a qual € imersa em
agua desclorada, num recipiente cilindrico de coloragdo ambar, cheio até a metade.
Dessa forma, parte do papel filtro estard apenas umedecida e ndo submersa em
agua, o que possibilitard o pouso e postura das fémeas. Esse recipiente deve ser
mantido no insetario e apds a postura de ovos, a palheta é retirada do insetario e
posta em local seco e arejado, para que 0s ovos sequem e 0 processo de eclosao
nao seja iniciado. Apés a secagem do papel filtro, caracterizada pelo toque seco
do mesmo, 0s ovos poderao ser armazenados adequadamente, mantendo sua
viabilidade (Anjoletti & Macoris, 2016). Antes da armazenagem porém, cada palheta
€ identificada com a data de retirada do insetario e informagao extras que sejam
necessarias, tais como numero de ovos, identificacdo da linhagem e etc., no verso
do papel filtro. O armazenamento é feito em um recipiente plastico com tampa, e o
mesmo mantido em local seco e arejado, por até 4 meses.

Para dar continuidade ao ciclo de vida do Ae. aegypti em laboratério, é
necessario dar inicio ao processo de ecloséo dos ovos. Uma palheta de papel filtro
com aproximadamente 300 ovos deve ser colocada no fundo de uma bandeja plastica
com 1L de agua desclorada e 500mg de racao nutritiva macerada (tabela 1). Aracao
servira tanto como substrato para microrganismos (gerando um consumo de oxigénio,
fator que estimula a eclosao dos ovos), quanto para a alimentacdo adequada das
larvas apés a eclosao (Forattini, 1962; Macoris et al, 2014). A limpeza da agua da
bandeja deve ser feita diariamente com muito cuidado, visto que a primeira forma
larval apds a eclosdao do ovo mede menos que 1mm, mantendo sempre 0s niveis de

agua e racao e retirando apenas exuvias e excretos (Forattini, 1962).
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Componente Quantidade (g/Kg)*
Umidade 100g

Proteina Bruta 559

Extrato Etéreo 90g

Matéria Fibrosa 30g

Minerais 80g

Calcio 20g

Fosforo 89

Acidos Graxos 10g

Omega 3

Tabela Nutricional da Ragéo

* Valores podem variar de acordo com o fabricante da racéo

Manejo de larvas e pupas

As larvas obtidas das bandejas de eclosdo de ovos sdo acompanhadas até
chegarem ao estagio de pupa, o que leva cerca de quatro a dez dias. Durante
esse processo de amadurecimento dos estagios larvais, a limpeza das bandejas
deve ser realizada a cada 48 horas, mantendo sempre 0s niveis de agua e ragao e
retirando exuvias e excretos. ApoOs a limpeza, adiciona-se 500 mg de ragao conforme
mencionado anteriormente (Braga, 2007).

Na fase de pupa, que é a ultima fase aquatica do Ae. aegypti, 0 mesmo néo se
alimenta, j& que o mosquito esta dentro de uma pelicula protetora, esperando sua
maturacdo para emergir. Nao existe a necessidade de adicionar material organico
nas bandejas para a alimentag¢do, mas faz-se necessaria a transferéncia das pupas
para dentro do insetéario, onde apés 2 a 3 dias, emergirdo e assim, dando origem aos
mosquitos alados. (Brasil, 2016b).

Alimentagdo de mosquitos adultos

A alimentacdo dos mosquitos adultos € um fator importantissimo para manter
a sanidade da col6nia. Machos e fémeas necessitam de fontes de carboidratos
para sua sobrevivéncia. Na natureza, essa fonte é o néctar de flores e 0 suco de
frutos (Leandro, 2012). Os mosquitos adultos ingerem goticulas de carboidratos,
mergulhando a ponta da labela no liquido. Os acucares ingeridos sdo entao
armazenados no diverticulo ventral e posteriormente sdo gradualmente digeridos
no estdmago. Diferentes carboidratos podem servir de fonte nutricional para os
mosquitos, sendo a glicose, sacarose, maltose e frutose os mais eficientes (Consolli,
1982).
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No Lapavet/CBiotec/UFPB, adotamos 2 diferentes fontes de carboidratos para
alimentacao dos mosquitos adultos. S&o elas, solugdo de mel em agua, ou solucéao
de dextrose em agua, ambas a 10%. Apesar de muitos pesquisadores utilizarem a
solucao de mel para alimentagao dos adultos (Foratine, 1962., Macoris et al, 2014.,
Anjolette et al, 2016), nossos estudos mostraram algumas vantagens na utilizacao
da dextrose. Mosquitos alimentados com a solugcao de dextrose, viveram em média
14 dias a mais que os que foram alimentados com a solucéo a base de mel. Outra
vantagem da utilizacdo da dextrose em comparagdo com o mel esta relacionada
a contaminacdo. Em nossa experiéncia, foi possivel observar que os dispositivos
de alimentagcdo umedecidos com a solugcdo de mel, apresentacdo contaminacao
visivel por fungos ap6s 1 semana, enquanto que nos casos onde a fonte nutricional
era a dextrose, essa contaminacao sé era verificada ao final da segunda semana.
Sendo assim, levando-se em consideragdo os aspectos apresentados, sugerimos o
seguinte esquema de alimentacao:

1. Preparacao da solucdo de dextrose a 10%. Apds o preparo a solugao deve
ser etiquetada com a identificacéo e data de preparo. A mesma deve ser
armazenada em geladeira por um periodo maximo de 4 semanas.

2. Como dispositivo de alimentacdo, sugere-se a utilizacdo de 1 absorvente
interno feminino (composicdao a base de rayon, polietileno, poliéster e
viscose).

3. O dispositivo, que fica permanentemente dentro do insetério, deve ser
umedecido diariamente com a solucdo de dextrose, e deve ser trocado a
cada 2 semanas, ou sempre que haja contamina¢ao ou anormalidade visivel.

Sabe-se que as fémeas de culicideos necessitam da alimentacdo a base de
sangue para realizarem a oviposicao dos seus ovos. Na natureza, a fonte desse
tipo de alimentacdo €& preferencialmente o homem, para aqueles mosquitos
antropofilicos, como o Aedes aegypti. No ambiente laboratorial, diversos animais
podem ser utilizados para alimentar as fémeas de mosquitos, porém, por fins de bem
estar animal, devemos diminuir o maximo possivel a sua utilizacéo direta. Dessa
forma, encorajamos a utilizacéo da alimentacao por via artificial. Para garantir uma
boa oviposicéo, sugerimos que as femeas sejam expostas ao alimentador artificial
contendo sangue aquecido a 37 C, pelo menos 3 vezes na semana, de acordo com
0 seguinte protocolo:

1. Pelo menos 4 horas antes de iniciar a alimentagcao sanguinea, o dispositivo
de alimentacao a base de dextrose deve ser retirado do insetario.

2. O sangue utilizado para a alimentacdo deve ser preferencialmente de
mamiferos, pois verificamos que esse tipo de sangue tem maior poder de
atrair as fémeas quando comparado ao sangue de aves. O sangue pode
estar misturado a anticoagulantes e armazenado em geladeira por 1 semana.

3. Antes de ser colocado no alimentador artificial, 0 sangue deve ser aquecido
a 37C e permanecer no insetario pelo tempo de 1 a 2 h, sempre tendo o
cuidado de verificar e manter a temperatura em torno dos 37 C.
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RESUMO: O presente trabalho teve como
objetivo realizar a triagem fitoquimica e avaliar
a atividade antioxidante, bem como determinar
os teores de fendis e flavonoides totais dos
extratos metandlicos das folhas de Hippocratea
volubilis e Mansoa difficilis que ocorrem em
Mundo Novo, MS. A andlise preliminar da
composicao quimica foi realizada por testes
in vitro, com reagentes especificos para
diferentes classes de metabdlitos secundarios.
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A atividade antioxidante foi determinada pelo
método de sequestro do radical livre 2,2-difenil-
1-picrilidrazila (DPPH) e a quantificacdo de
fendis e flavonoides totais foi realizada por
espectrofotometria na regido do visivel. Na
analise quimica foram identificados alcaloides,
flavonoides, triterpenos e/ou esteroides,
taninos e saponinas nos extratos de ambas
as espécies. Purinas e catequinas apenas no
extrato de H. volubilis. H. volubilis apresentou
teor mais elevado de fendis totais (10,01 + 1,31
mg EAG/g) e maior efetividade no consumo
do DPPH (IC,, = 65,49 = 5,10 pg/mL). Os
teores de flavonoides totais dos extratos
nao apresentaram diferenca significativa. Os
resultados sugerem que a acgao antioxidante
das espécies estad relacionada a presenca
de compostos fendlicos como flavonoides, e
possivelmente taninos e catequinas revelados
na triagem fitoquimica.
PALAVRAS-CHAVE:

antioxidante.

Fitoquimica; fendis;

PHYTOCHEMICAL SCREENING AND
ANTIOXIDANT ACTIVITY OF Mansoa difficilis
AND Hippocratea volubilis

ABSTRACT: The present work aimed to perform
the phytochemical screening and to evaluate the
antioxidant activity, as well as to determine the
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phenol and total flavonoid content of the methanolic extracts of the leaves of Hippocratea
volubilis and Mansoa difficilis that occur in Mundo Novo, MS. The preliminary analysis
of the chemical composition was performed by in vitro tests, with specific reagents
for different classes of secondary metabolites. The antioxidant activity was evaluated
by the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl free radical (DPPH) scavenging method and the
quantification of total phenols and flavonoids by spectrophotometry in the visible region.
The phytochemical results indicated the presence of alkaloids, flavonoids, triterpenes
and/or steroids, tannins and saponins in extracts of both species. Purines and catechins
only in H. volubilis extract. H. volubilis presented higher total phenol content (10.01 +
1.31 mg GAE/g) and higher effectiveness in DPPH consumption (IC,, = 65.49 + 5.10
png/mL). The total flavonoid contents of the extracts showed no significant difference.
The results suggest that the antioxidant action of the species is related to the presence
of phenolic compounds such as flavonoids, and possibly tannins and catechins found
in phytochemical screening.

KEYWORDS: Phytochemistry; phenols; antioxidant.

11 INTRODUGCAO

Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, entre outras espécies, originadas
de reag¢des quimicas ou processos bioquimicos podem ocasionar danos oxidativos a
varias biomoléculas como carboidratos, lipideos, proteinas e acido desoxirribonucleico
(LOBO et al., 2010). Compostos com potencial antioxidante podem retardar ou inibir
a oxidacéo destas macromoléculas, evitando o inicio ou propagacéo das reacoes em
cadeia de oxidagdo (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004).

O estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre as espécies
oxidantes e antioxidantes em favor da geracéo excessiva de espécies reativas ou, em
detrimento da velocidade de remocgao desses pelo sistema de defesa antioxidante,
tendo como consequéncia os danos oxidativos (VASCONCELOS et al., 2007).

A relacao entre a etiologia de diversas doencas e a acao de espécies reativas
em excesso no organismo tém aumentando o interesse na descoberta de novos
antioxidantes de origem natural (VIEIRA et al., 2015). Os compostos fendlicos de
fontes vegetais destacam-se dentre as classes de substancias antioxidantes de
ocorréncia natural e enquadram-se em diversas categorias, como fendis simples,
cumarinas, flavonoides e taninos. O poder antioxidante destes compostos esta
relacionado principalmente com suas propriedades de Oxido-redugdo, as quais
desempenham um importante papel na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres
(SOUSA et al., 2007; DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004).

Estudos realizados com fendlicos demonstram sua capacidade antioxidante,
assim como seu possivel efeito na prevencao de enfermidades cardiovasculares,
cancerigenas e neurolégicas ((HARBORNE; WILLIAMS, 2000; SANCHEZ-MORENO,
2002). Desta forma, na busca de espécies com potencial biolégico, o presente
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trabalho teve como objetivos realizar a triagem fitoquimica e avaliar a atividade
antioxidante, bem como determinar os teores de fendis e flavonoides totais dos
extratos metandlicos das folhas de Hippocratea volubilis e Mansoa difficilis, lianas
ocorrentes no sul de Mato Grosso do Sul.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta e obtencao dos extratos

O material vegetal (folhas) foi coletado em setembro de 2017 em um fragmento
florestal inserido na area urbana do municipio de Mundo Novo/Mato Grosso do Sul,
sendo a identificacdo das espécies realizadas por especialistas na area. As folhas
foram secas ao ar, moidas e submetidas a extracao com metanol (PA). Posteriormente
foram filtradas e concentradas sob presséo reduzida. Assim foram obtidos 19,41 g
de extrato de H. volubilis e 12,89 g de extrato de M. difficilis.

2.2 Triagem fitoquimica

Os extratos metanolicos foram submetidos a analise preliminar da composi¢cao
quimica realizada por testes in vitro, com reagentes especificos (SIMOES et al.,
2010) para identificar, principalmente sob observacao de coloracéo e/ou precipitado
caracteristico, os seguintes grupos de metabdlitos secundarios: alcaloides,
flavonoides, triterpenos e/ou esteroides, taninos, saponinas, purinas, catequinas,
polissacarideos, sesquiterpenlactonas e outras lactonas.

2.3 Avaliacao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada avaliando o consumo do radical livre
2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH) pelas amostras (SOUSA et al., 2007; OLIVEIRA,
2015), através da medida do decréscimo da absorbéancia de solu¢gées com diferentes
concentracdes de extratos (200 a 25 pg/mL). As absorbancias das misturas reacionais
(amostra e solucéo de 0,1 mM de DPPH) foram registradas ao final de 60 minutos a
515 nm em espectrofotdmetro UV/vis Tecnal. Como controle positivo foi utilizado o
acido galico, preparado nas mesmas condi¢cdes das amostras. A partir dos valores
de absorbéncia foi determinada a concentragao inibitoria necesséria para reduzir em
50% o DPPH (IC, ).

2.4 Determinacao dos teores de fendis e flavonoides totais

A quantificacdo dos fendlicos totais (FT) foi realizada pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau (BONOLI et al., 2004). O é&cido galico
foi usado como padrédo para construgcdo da curva de calibracdo e os resultados
expressos como miligrama de equivalente de acido galico por grama de amostra (mg
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EAG/g). A determinacéo do teor de flavonoides totais (FVT) foi realizado pelo método
colorimétrico com cloreto de aluminio (SANTI et al., 2014) utilizando quercetina como
padrao de referéncia. Os resultados foram expressos em miligrama de equivalente
de quercetina por grama de amostra (mg EQ/q).

2.5 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padréo (n = 3) para cada
extrato. O tratamento estatistico dos dados se deu pela anélise de variancia (ANOVA)
utilizando o programa computacional Sisvar 5.6. O valor de p < 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Triagem fitoquimica

Na triagem fitoquimica foi possivel identificar alcaloides, flavonoides, triterpenos
e/ou esteroides, taninos e saponinas nos extratos de ambas as espécies. Purinas e
catequinas apenas no extrato de H. volubilis. Os testes fitoquimicos indicaram ainda
a auséncia de polissacarideos e sesquiterpenlactonas e outras lactonas nos extratos
(Tabela 1).

Estudos prévios relatam o isolamento de estér de triterpenos do extrato das
cascas da raiz de H. volubilis (ALVARENGA; FERRO, 2000) e compostos esteroides
e triterpenos do extrato hexanico das folhas de M. difficilis (SILVA et al., 2010).

Extratos metanolicos brutos
H. volubilis M. difficilis
Alcaloides + +

Grupos de metabdlitos secundarios

Flavonoides
Triterpenos e/ou esteroides
Taninos

+ 4+ 4+ 4+

Saponinas
Purinas

+ + + + + o+

Catequinas

Polissacarideos
Sesquiterpenlactonas e outras
_lactonas

Tabela 1. Triagem fitoquimica dos extratos metandlicos das folhas de H. volubilis e M. difficilis
3.2 Atividade antioxidante

O ensaio de reducéo do radical livre DPPH frequentemente é utilizado para
a investigacao do potencial antioxidante de extratos de plantas. Assim, a atividade
antioxidante dos extratos de C. floribundus e C. urucurana foram expressos pelo
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valor de IC_, que € um parametro indicativo da concentragao inibitoria para diminuir
em 50% o radical. Quanto menor o valor de IC,,, maior a atividade antioxidante
(OLIVEIRA, 2015).

Os teores de FT, FVT e os valores de IC, das espécies ensaiadas estdo
relacionados na Tabela 2. Comparando os valores de IC_, produzidos pelas amostras,
constatou-se que a maior efetividade na capacidade antioxidante foi para o extrato
de H. volubilis (65,49 + 5,10 pg/mL). Este extrato apresentou estatisticamente teor
mais elevado de FT (10,01 + 1,31 mg EAG/g). J& o extrato de M. difficilis produziu
IC,, de 185,03 + 5,45 ug/mL e registrou teor de FT de 5,32 + 0,01 mg EAG/g. Os
teores de FVT entre os extratos ndo apresentaram diferenca significativa (5,70 %
0,38 mg EQ/g de H. volubilis € 5,26 + 0,17 mg EQ/g de M. difficilis).

Amostras FT FVT IC. (ug/mL)

(extratos) (mg EAG/g) (mg EQ/g) s0 (M9

H. volubilis 10,01 £1,312 5,70 £ 0,382 65,49 +5,10°

M. difficilis 5,32 £0,01° 5,26 0,172 185,03 + 5,452
Acido galico - - 3.91 +0,71

Tabela 2. Teores de fenois totais (FT), flavonoides totais (FVT) e valores de IC,, dos extratos
metandlicos brutos das folhas de H. volubilis e M. difficilis

Valores expressos como média + desvio padréo (n = 3); médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem
estatisticamente (p > 0,05).

No presente estudo a atividade antioxidante registrada para as espécies
apresentou correlacao com o teor de FT, pois o extrato de H. volubilis, o0 mais ativo
em relacdo ao consumo do radical livre DPPH foi também o que apresentou a
maior concentracéo de compostos fendlicos (Tabela 2). E possivel que os principais
constituintes fendlicos, além de flavonoides, sejam taninos e catequinas compostos
reconhecidamente como potentes antioxidantes (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ,
2004; SANTOS; RODRIGUES, 2017) revelados na triagem fitoquimica.

Atividade antioxidante semelhante a encontrada neste estudo foi descrita
anteriormente para os extratos e fracoes das partes aéreas de H. volubilis, 0s
valores de IC_, variaram de 16,91 a 72,31 ug/mL. Segundo os autores os resultados
demonstraram que a espécie tem potencial farmacolégico como sequestradora de
radicais livres (RIBEIRO et al., 2008).

Outras espécies do género Mansoaforam avaliadas quanto a acao antioxidante,
porém com valores de CE50 menores que os produzidos por M. difficilis neste estudo.
O extrato etandlico e diferentes fragbes de Mansoa hirsuta foram eficientes na
reducdo do DPPH produzindo CE50 entre 29,1 + 1,1 a 59,0 + 9,9 pg/mL (PEREIRA
et al., 2017), tal como os extratos de petroleo e etandlico das folhas de Mansoa
hymenaea que apresentaram CES50 igual a 9,0 e 65,7 pg/mL, respectivamente
(ZOGHBI et al., 2009).
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41 CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicam que os extratos das folhas de H. volubilis e M.
difficilis apresentam substancias bioativas e sugerem que a acado antioxidante das
espécies esta relacionada a presenca de compostos fenélicos como flavonoides
quantificados neste estudo, e possivelmente de taninos e catequinas detectados na
triagem fitoquimica.
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RESUMO: Introducao - Para o diagnéstico
do sexo através da porcdo cefélica ou outra
parte do esqueleto, pode-se utilizar métodos
qualitativos e quantitativos. Os métodos
qualitativos compreendem a observacao
visual das caracteristicas morfolégicas do
esqueleto, realizadas de maneira sistematica.
Os métodos quantitativos sé&o técnicas que
determinam a medic&o 6ssea, 0 que permite a
avaliacdo comparativa entre estudos realizados
por diversos pesquisadores. Objetivo - O
objetivo do nosso trabalho foi estimar a idade

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa

MEDIDAS LINEARES

e 0 sexo utilizando-se tibias secas de adultos
através de medidas lineares. Métodos - Foram
utilizadas para o estudo 150 tibias secas,
sendo 62 do sexo feminino e 88 do sexo
masculino, todas maiores de 20 anos de idade,
pertencentes ao Laboratério de Anatomia
Humana da Universidade Tiradentes — UNIT,
com autorizagdo prévia da Coordenagcdo dos
Laboratérios. Para o presente estudo foram
tomadas as seguintes medidas lineares: largura
maxima da tibia (Imt), espessura maxima da
tibia (emf) e distancia intercondilar da tibia
(dict). As medidas foram realizadas utilizando-
se um paquimetro digital de precisdo graduado
em milimetros, devidamente calibrado. A
amostra foi estatisticamente tratada utilizando-
se 0s seguintes métodos: para predicdo do
sexo foi utilizado o teste t para comparacao
das médias e intervalo de confianca, regressao
logistica, analise de fungdo discriminante e o
método da regressao linear maltipla, este ultimo
para estimativa da idade. Em todos os testes
estatisticos foi adotado o nivel de significancia
de 5% e as andlises foram conduzidas com
base no sistema SAS (SAS Institute Inc. The
SAS System, release 9.3, Cary: NC. 2010).
Resultados - A anélise de variancia dos dados
mostrou que os individuos do sexo masculino
apresentaram médias das variaveis maiores que
as do sexo feminino. De acordo com o teste t,
ocorreu diferenca significativa entre as médias
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das variaveis exceto na variavel emt (p:0,0534). Os intervalos de confianca de uma
das trés variaveis (dict) se apresentou desconexo, ou seja, nao houve interposicéo
de faixas, indicando que esta variavel apresenta bons indicios para discriminagcéo do
sexo a partir das medidas realizadas (p:<0,0001). Através da Analise Discriminante
houve indice de acerto da ordem de 69,35% para o sexo feminino e 65,91% para o
sexo masculino, apresentando uma taxa total de acertos de 67,63%. Pela regresséao
logistica, foi atingido um indice de concordancia de 71,3%. A estimativa da idade
foi realizada através de um modelo de regresséo linear multipla. De acordo com os
dados, foi constatado que o modelo de predicdo da idade nao foi significativo para as
variaveis estudadas (p:0,1369). Conclusoes — De acordo com os resultados, apenas
uma das variaveis nao apresentou bom resultado na predicéo do sexo. Com relagéo a
idade, concluimos que néo é aconselhavel a utilizacao destas variaveis em pesquisas
futuras.

PALAVRAS-CHAVE: Medicina legal. Identificacdo humana. Tibia.
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