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APRESENTACAO

O E-book “Ciéncias Biolégicas: Campo Promissor em Pesquisa 3” é
composto por 32 capitulos. Nesse volume, sdo abordados distintos topicos nas
areas de biotecnologia, citologia, genética, saude humana, educacao, importancia
de condicbes ambientais que as espécies estao inseridas, bem como, potenciais
espécies invasoras que podem ser nocivas ao meio ambiente. No cenario atual de
mudancas ambientais correntes e avancgos tecnoldgicos € extremamente importante
0 uso adequado de técnicas em cada area. Interacoes entre espécies sao dificeis
de serem mensuradas na natureza. Mutualismo é um tipo de relagdo simbidtica
essencial, em que ambos os organismos se beneficiam na relacdo. Estudos que
abordam essa tematica sdao muito relevantes para compreensédo da relacdao de
dependéncia ou ndo que os organismos estabelecem para se manterem em um
determinado ambiente.

O E-book também traz capitulos que abordam estratégicas didaticas para
alunos da educacgédo basica e da graduacéo. O ensino de ciéncias precisa ser cada
vez mais divulgado e exige interatividade e criatividade para seu sucesso em sala de
aula, o uso de modelos confeccionados ou a prépria producdo de material manual
pode auxiliar no aprendizado dos jovens.

O tema sobre saude humana se encontra em pauta trazendo o uso de células
tronco para recuperacao do tecido lesionado por queimadura, esse € um avanco
que pode ser continuadamente avaliado. Outro fator essencial associado a saude
humana é a manipulacédo de produtos altamente comercializaveis, como acgai na
regiao amazobnica, o qual sugere a pasteurizacdo como tratamento térmico pelas
industrias produtoras.

As aplicacdes de técnicas adequadas de biotecnologia que envolvem transgenia,
genética com a busca de marcadores e melhoramento genético e parasitologia
sao extremamente importantes para uso de produtos eficazes em diversas areas.
Adicionalmente, analises citogenéticas, histoquimicas e toxicoldgicas fornecem
informacgdes que sdo relevantes e inovadoras para contemporaneidade.

Convidamos os leitores a lerem os capitulos desse livro com muita atencgao,
e desejamos que cada conteudo abordado aqui seja util na vida académica. A
linguagem acessivel e no idioma portugués facilita o acesso tanto para grupos de
pesquisas como para jovens pesquisadores da area cientifica.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
Lenize Batista Calvao
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CAPITULO 1
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RESUMO: Eichhornia crassipes consta na lista
da International Union for Conservation of Nature
(IUCN) como uma das 100 piores espécies
invasoras e € reconhecida como comum em
invasdes biologicas. Esta macrofita apresenta
ampla ocorréncia no lago oxbow (7°38’60.0”S
e 72°39°03.6"W) existente na Variante em
Cruzeiro do Sul, Acre. Este lago € comumente
usado para pesca, sendo capturado os peixes
tucunaré, surubim, mocinha, sardinha, cara
e traira. Todavia, a Eicchornia dispersa pelo
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lago prejudica a pesca, atrapalhando a captura
dos peixes quando realizada por tarrafas. A
recolha de exemplares no lago é realizada pela
comunidade do municipio, e ela é levada para
ser colocada em caixas d’agua com peixes
para promover o sombreamento. Na vazante, a
Eichhornia se ancoriza e enraiza nos solos ricos
em nutrientes da varzea, sendo uma estratégia
de sobrevivéncia dela nesta época. Na vazante
de 2019, realizou-se coleta de exemplares
desta macroéfita para medicdo de raiz, folhas e
flores (pétalas). Os resultados para a biologia
da macroéfita foram as seguintes médias e
variacoes: Raizes 11,46 (6-15,4) cm; Folhas com
largura 4,39 (2,1-6,4) cm e comprimento 3,19
(1,8-5,7) cm; Pétalas com largura 1,53 (1-1,6)
cm e comprimento 2,83 (2,3-3,2) cm. Coletou-
se e averiguou-se também a qualidade da agua
durante 6 (seis) dias e obteve-se resultados com
as seguintes médias e varia¢des: Temperatura
28,66 (28-29)°C; pH 7,8 (7,2 — 8,3); nitrato
6,51 (5,1-8,4) mg.L"; Demanda Bioquimica de
Oxigénio 50,16 (45-54) mg.L"'O, e Demanda
Quimica de Oxigénio 60 (55-63) mg.L'O,.
Em geral, as variaveis foram independentes,
exceto temperatura e pH (r=0,87, p<0,05), o
que corrobora com a literatura que relata pH
como dependente da temperatura. A dispersao
desta planta invasora é preocupante e uma
ameaca, devido a sua elevada capacidade de
propagacao, o que implicara em prejuizos na
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fotossintese, com consequéncias para a fauna e flora local.
PALAVRAS-CHAVE: Biologia; dispersao, macrofita

THE OCCURRENCE OF Eichhornia crassipes, ADANGEROUS AND INVASIVE
SPECIES, IN AN OXBOW LAKE OF SOUTH-WESTERN AMAZONIA

ABSTRACT: Eichhornia crassipes appears on the list of the International Union
for Conservation of Nature (IUCN) as one of the 100 worst invasive species and is
recognized as very common in biological invasions. This macrophyte has a wide
occurrence in an oxbow lake (7 °38 '60.0 "S and 72 ° 39 ' 03.6" W) existing in Variante,
Cruzeiro do Sul, Acre (Brazil). This lake is commonly used for fishing, in which the
most commonly captured fishes are Tucunaré, Surubim, Mocinha, Sardines, Cara, and
Traira. However, Eicchornia dispersed across the lake turns fishing difficult, disrupting
the catching when using hand nets. The collection of specimens in the lake is carried
out by the community of the municipality, and the samples are placed in water boxes
with fishes to promote shading. During the ebb, Eichhornia is anchored and rooted in
the nutrient-rich soils of the floodplain, which is a survival strategy at this time. In the
2019 ebb, specimens of this macrophyte were collected for the measurement of root,
leaves and flowers (petals). The results for this macrophyte biology were the following
(averages and variations): roots 11.46 (6-15.4) cm; leaves with width 4.39 (2.1-6.4) cm
and length 3.19 (1.8-5.7) cm; petals with width 1.53 (1-1.6) cm and length 2.83 (2.3-3.2)
cm. Water quality was also collected for six (6) days and results were obtained with the
following averages and variations: Temperature 28.66 (28-29) °C; pH 7.8 (7.2 — 8.3);
Nitrate 6.51 (5.1-8.4) mg. L'; biochemical oxygen demand 50.16 (45-54) mg. L' of O,,
and chemical oxygen demand 60 (55-63) mg. L' of O,. In general, the variables were
independent, except for temperature and pH (R = 0.87, p < 0.05), which corroborates
the literature that reports pH as temperature dependent. The dispersion of this invasive
plant is a concern and a threat due to its high propagation capacity, which will imply
damage to photosynthesis, with consequences for the local fauna and flora
KEYWORDS: Biology; dispersion; macrophyte

11 INTRODUCAO

Os lagos de meandro (oxbow lakes) ou ferradura ou ainda “sacados” como sao
popularmente conhecidos na regidao amazénica, ocorrem ao longo dos rios de canal
meandrante, como os rios Madeira, Purus e Jurua e seus afluentes na Amazonia
(CUNHA-SANTINO; BIANCHINI-JUNIOR, 2002) séo formados a partir do isolamento
de meandros por processos de erosao e sedimentacdo das margens.

Estes lagos apresentam como caracteristica principal a grande variagcao no nivel
da agua (JUNK, 1997). Nas épocas de cheia estes lagos enchem-se, transbordam-
se e se intercomunicam entre si e com os rios formando muitas vezes um unico

sistema (JUNK, 1980). Apresentam grande producdao fitoplancténica e macrofitica,
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impulsionada pela riqueza nutritiva de suas bacias e, por conseguinte de suas altas
aguas (AMORIM et al. 2005)

Entre as diversas plantas aquaticas, destaca-se a espécie Eichhornia crassipes
(Mart.) Solms, popularmente chamado como aguapé, que atrai consideravel
interesse pela sua habilidade de crescer em aguas poluidas e ser capaz de tolerar
e acumular ions de metais pesados (LU et al., 2004). Essa é estratégia é conhecida
como hiperacumulacao (BROOKS et al., 1977).

O aguapé consta na lista da Unido Internacional para Conservacao da Natureza
(IUCN) como uma das 100 piores espécies invasoras e também no Top 20 do grupo
espanhol de especialistas em invasdes bioldgicas (GEIB) (TELLEZ et al., 2008).
Em paises como os Estados Unidos, Australia, Nova Zelandia, Africa do Sul, Reino
Unido, Marrocos e Portugal, foi desenvolvida legislacao especifica para a prevencao
da comercializacéao e distribuicdo do aguapé (EPPO, 2008). Na Europa, foi criado
um protocolo de analise de risco de invasao de pestes (Pest Risk Analysis — PRA)
pela Convencao Internacional de Protecao a Plantas, tendo o aguapé como uma das
espécies mais problematicas (BRUNEL et al., 2009).

Atualmente, o aguapé esta presente em todos os continentes, exceto a Antéartida,
tendo invadido todos os paises tropicais e subtropicais (PARSONS; CUTHBERTSON,
2001). Nao ha um consenso sobre como e quando essa espécie foi introduzida em
ambientes fora do seu habitat natural, porém o seu uso para fins de ornamentacéao
em lagos e jardins, bem como para o controle de nutrientes e blooms algais em
ambientes eutrofizados, certamente contribuiu para o seu espalhamento (KRITICOS
et al., 2016).

Aguapé é uma monocotiledénea pertencente a familia Pontederiaceae, uma
pequena familia de ampla distribuicdo pantropical, incluindo cerca de 10 géneros
e cerca de 30 espécies. No Brasil, ocorrem 5 géneros e cerca de 20 espécies,
sendo um grupo bem representado no Pantanal Matogrossense (SOUZA; LORENZI,
2005). Esta familia apresenta caracteristicas como: folhas pecioladas, com bainha
larga que envolve o caule na base, formato sagitado ou ovalado e em certos casos
com peciolo inflado; inflorescéncia em geral em um racemo simples, espiciforme,
protegida na base por uma bainha foliar espatacea; apresentam flores azuis, roxas
ou brancas, vistosas, radiais ou zigomorfas, hermafroditas e perianto composto por
seis elementos, todos corolinos; androceu composto de 6 estames (também 3 ou
1), epipétalos, freqientemente de tamanhos diferentes; ovario supero, tricarpelar,
trilocular ou unilocular, évulos numerosos ou apenas um, fruto seco, capsular,
semente com abundante endosperma (SOUZA; LORENZI, 2005).

Essa espécie se caracteriza por possuir um caule curto e inflado, com um tufo
de raizes finas de até 60 cm de comprimento (LORENZI, 2000). E uma planta perene
que se reproduz vegetativamente por estolées e por sementes, que podem ficar
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viaveis por até 15 anos nos sedimentos dos corpos de agua (POTT; POTT, 2000). S6
raramente apresenta condi¢cdes especiais de reproducao sexuada. Apresenta uma
bela floragdo de cachos azuis e lilases e folhagem em forma de rosetas, ramificando-
se com facilidade, gerando novas plantas flutuantes (ROMITELLI, 1983).

A hip6tese deste trabalho consiste em afirmar que o Lago da Variante apresenta
condicbes de qualidade de agua para o estabelecimento da espécie invasora
Eichhornia crassipes.

2 | MATERIAL E METODOS

O lago Oxbow estudado fica localizado na area do municipio de Cruzeiro do Sul
(7°38’60.0”S e 72°39°03.6”"W) amostrado nas Figuras 1a e 1b. O lago de meandro
abandonado, é de agua branca, com conectividade com o Rio Jurua por vertedouro
tipo canal, sendo considerada uma area nao antropizada, onde a unica atividade

exercida neste lugar é a pesca de subsisténcia no periodo da vazante.

Figura 1a. Lago da Variante localizado no municipio de Cruzeiro do Sul, Acre. Fonte: Google
Earth
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Figura 1b. Lago da Variante localizado no municipio de Cruzeiro do Sul, Acre

Durante o periodo de 27 de maio a 01 de junho de 2019 foi analisado “in
locu” com termémetro de mercurio, a temperatura da agua. Adicionalmente, foram
coletadas para analise 01 (Uma) amostra de agua, diariamente durante 6 (seis) dias.
As amostras foram acondicionadas em recipientes plasticos estéreis, e marcadas
com a localizagdo. Foram transportadas imediatamente para o laboratério num
tempo maximo de 1 (Uma) hora.

As técnicas adotadas para as analises de qualidade de &agua, pH, nitrato,
Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO,) e Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)
seguiram as especificacdes do Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater, publicacdo da American Public Health Association (APHA, 1998) e
foram adotadas variaveis especificadas na CONAMA n.° 357/2005.

O nitrato foi determinado através da analise espectrofotométrica. A Demanda
Bioquimica de Oxigénio (DBO,) foi mensurada por um teste padréo, realizado a uma
temperatura constante e durante um periodo de incubacgéo, também fixo de 5 dias.
Foi medida pela diferenca do OD antes e depois do periodo de incubacao, aferida
pelo método Winkler. Demanda quimica de Oxigénio (DQQO) é um parametro que
também se mediu a quantidade de matéria organica, através do oxigénio dissolvido,
suscetivel de ser oxidada por meios quimicos que existam em uma amostra liquida.
Todas as analises foram realizadas de acordo com as metodologias descritas em
APHA (1998).

Para correlacionar as variaveis foi usado o coeficiente de correlagdo de Pearson
(ZAR, 2010) que € representado pela letra r e assume valoresde -1 a1 (r=1).
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Quanto aos resultados da anélise da morfologia dos exemplares da Eichhornia
crassipes (Figuras 2 e 3) foram apresentadas seguintes médias e variacoes: Raizes
11,46 (6-15,4) cm; Caule 7,65 (3,5-10,3) cm; Folhas com largura 4,39 (2,1-6,4) cm e
comprimento 3,19 (1,8-5,7) cm; Pétalas com largura 1,53 (1-1,6) cm e comprimento
2,83 (2,3-3,2) cm.

Figura 3. Eicchornia crassipes no Lago da Variante, Cruzeiro do Sul, Acre
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As figuras de 4a a 4f apresentam os resultados das variaveis limnologicas.
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FIGURA 4: a. Temperatura; b. pH; c. Nitrato; d. Demanda Bioguimica de Oxigénio (DBO,); e.
Demanda Quimica de oxigénio (DQO).

Em geral, as variaveis foram independentes, exceto temperatura e pH (r=0,87,
p<0,05), o que corrobora com a literatura que relata pH como dependente da
temperatura.

Eicchornia crassipes Mart. (Solms), 1883 é uma espécie de planta aquatica
da familia Pontederiaceae (GUIMARAES et al., 2017), que pertence a Ordem
Commelinales. Agerminagcao de sementesde Eichhornia crassipesemlocais distantes
dos focos de infestacdo pode ser um meio de dispersdo dessa planta invasora. No
entanto, nenhum estudo moderno examinou a influéncia de componentes isolados
na germinacao, embora a influéncia da temperatura, oxigénio e potencial redox ja
tenha sido examinada (PEREZ et al., 2011).

Espécies invasoras se beneficiam de caracteristicas vantajosas ou de
plasticidade fenotipicas nos tragos, quando realizam invasdo, em resposta as
mudancgas ambientais, no entanto, poucos estudos exploraram esse mecanismo em
macroéfitas invasivas (WANG et al., 2017).

A disponibilidade de oxigénio acelera a decomposicdo 1,25 vezes em
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comparagao com as condi¢cdes anodxicas, enquanto um aumento de temperatura
de 10°C acelera em 1,35 vezes, concluindo que essas variaveis ambientais atuam
sinergicamente na regulacdo da decomposicdo, influenciando nesta taxa de
decomposicéo (PASSERINI et al., 2016).

Os resultados mostraram que a entrada externa de nutrientes influencia a
germinacdo (PEREZ et al., 2011), como por exemplo, os lagos, durante o periodo
de enchente. Segundo ainda Pérez et al. (2011), as sementes de E. crassipes
encontrariam condi¢des muito boas para a germinacdo em agua classificada como
hipereutréfica, o que pode desempenhar um papel decisivo na expansao desta
planta.

A temperatura € uma variavel abibtica que influencia diretamente na producao
primaria das macrofitas aquaticas, determina a distribuicdo geografica das espécies
e afeta a estrutura das comunidades (CANCIN et al., 2009). Segundo ainda estes
mesmos autores, observando experimento em laboratorio, crescimento a temperatura
de 25 °C ocorre a maior producao de brotos, por exemplo de Pistia stratiotes, planta
da mesma Ordem (Commelinales) que a Eichhornia, onde para os tratamentos com
temperatura de 15 °C e 30 °C, essa produc¢ao foi muito reduzida. Concluiu-se que,
a temperatura influencia no crescimento de Pistia stratiotes e que esta espécie
apresentou maior crescimento quando submetida a temperatura de 25 °C.

A Resolucado CONAMA n° 369 de 28 de mar¢o de 2006, que em seu artigo 2°,
inciso Il alinea “a”, considera de interesse social a erradicacao de espécies invasoras
para assegurar a prote¢do da integridade da vegetagdo nativa.

Dos métodos que sdo usados na remocéao de E. crassipes, podem ser citados:

- Remocao manual, praticada por pescadores para facilitar a inclusédo de
tarrafa no lago; Em Portugal, segundo Moreira et al. (1999), a limpeza mecénica,
eventualmente completada pela colheita manual, se caracteriza como o melhor
processo de combate as infestacdes, embora com desvantagens econémicas.

- Remocéao através da pulverizagao com herbicidas, que € desaconselhado, pois
podera causar efeitos nocivos ao homem. Embora Moreira et al. (1999), considere
gue a luta quimica, pode ser complementada com herbicidas, que apresenta que séo
mais indcuos para o ambiente aquatico, embora com desvantagens econémicas.

- Introducéo de espécies peixes que se alimentam das raizes destes aguapés:
sendo atualmente a melhor solugdao para o problema, porém com o aumento na
populacdo destas espécies desequilibrios no ecossistema podem tornar-se
consequéncias comuns. De acordo com Moreira et al. (1999), a introducéo da carpa
herbivora mereceria melhor comprovacao experimental, para avaliacdo da sua
eficacia e impactos sobre a vida de outros peixes. Segundo ainda estes autores, a
luta biol6gica com os insetos Neochetina spp., provavelmente precedida da limpeza
mecanica, seria uma solugcédo aparentemente vantajosa, havendo que prosseguir 0s
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estudos para conhecer da capacidade de sobrevivéncia no Inverno e da possibilidade
dos seus efeitos serem facilitados por acéo de outros agentes biologicos.

- O aguapé pode ser usado na fitorremediacao, que é uma técnica que utiliza
vegetais e sua microbiota a fim de degradar, isolar ou remover contaminantes do
ambiente, sendo vantajosa devido ao baixo investimento, permitindo que varios
compostos possam ser fitorremediados em um mesmo local (ESTEVES,1998)

Foi observado por Pompéo (2005) que o sistema radicular de E. crassipes
funciona como um filtro mecéanico que adsorve o material particulado (organico
e mineral) existente na agua e cria um ambiente rico em atividades de fungos e
bactérias, passando a ser um agente de despoluicédo, reduzindo, por exemplo, a
DBO. Os dados deste estudo colaboraram esta afirmativa, visto terem tido resultados
para ambiente despoluido.

A Eichhornia crassipes pode ser usada no tratamento das aguas, pois apresenta
um sistema denso de raizes que tem o potencial de tratamento e/ou mitigacdo de
poluentes, e isso foi observado pelos baixos valores de DBO e DQO encontrados,
logo a presenca da macrofita minimiza a poluicdo do ambiente. Sugere-se que esta
espécie pode ser usada como jardins ecologicos.
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RESUMO: O tecido epitelial realiza a protecao
constante do organismo de agressbes
causadas por agentes externos. Apds o dano
tecidual, inicia-se uma coordenada cascata
de eventos celulares e moleculares por
mediacbes bioquimicas, necesséarias para
que ocorra a reconstituicdo do tecido com o
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PLASMA RICO EM PLAQUETAS

objetivo de preservar a homeostasia tecidual.
O desenvolvimento de novas terapias na
tentativa de recuperar pacientes acometidos
por queimaduras graves, desperta o interesse
de muitos pesquisadores. Alguns estudos tém
evidenciado a utilizacdo de células-tronco
provenientes do tecido adiposo, como terapia
promissora, uma vez que sao capazes de
proliferar e consequentemente possibilitar a
regeneracao de tecidos, devido a sua ampla
potencialidade de diferenciacdo celular,
adaptando-se a quaisquer tecidos, otimizando
assim a reconfiguracdo funcional da pele. O
objetivo deste trabalho foi evidenciar estudos
clinicos com a finalidade de cicatrizacéo
tecidual em queimaduras e a utilizacdo de
células-tronco oriundas do tecido adiposo. Para
tanto, realizou-se uma revisao da literatura, de
carater narrativo e investigativo. Os resultados
evidenciam diferenciagcdo no processo de
cicatrizagcdo, com a injegdo e células do tecido
adiposo,
Alguns dos estudos afirmam que as células

observando melhora significativa.

do tecido adiposo podem estar envolvidas na
renovacao natural dos tecidos. Conclui-se que
0 uso de células adiposas propde vantagens
em relacdo a outros métodos existentes. A
utilizagdo de células adiposas &€ um avancgo
que deve ser continuamente estudado e que
por ser transplante autélogo possui baixo risco
de rejeicdo e transmissdo de doencas em
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comparacéo a outras possiveis fontes de células-tronco exdgenas, tornando-se assim
extremamente promissor na terapéutica moderna.
PALAVRAS-CHAVE: Células-tronco. Cicatrizagdo. Queimaduras. Tecido Adiposo

THE USE OF STEM CELLS IN BURN TISSUE REPAIR THERAPY: ADIPOSE
TISSUE-DERIVED STEM CELLS AND PLATELET-RICH PLASMA

ABSTRACT: Epithelial tissue protects the body against aggression caused by external
agents. After tissue damage, a coordinated cascade of cellular and molecular events
is initiated by the biochemical process, which is necessary for tissue reconstitution and
homeostasis. The development of new therapies in an attempt to recover patients with
severe burns stimulates the interest of many researchers. Some studies have shown
that the use of adipose stem cells is a promising therapy for burns since they can
proliferate and consequently enable tissue regeneration, due to their high potential for
cell differentiation, adapting to any tissue, thus optimizing the functional reconfiguration
of the skin. This study aimed to highlight the recent clinical research in which tissue
healing in burns was evidenced through the use of adipose-tissue derived stem cells.
We perform a narrative and investigative literature review. The studies we selected
showed that there is a significant improvement in the healing process after the injection
of adipose-tissue derived stem cells. Some of the studies state that adipose-tissue
cells may be involved in natural tissue renewal. Finally, the use of adipose-derived
stem cells offers advantages over other existing methods, mainly because these cells
can be obtained by autologous transplantation, which promotes a low risk of rejection
and disease transmission if compared to other possible sources of exogenous stem
cells, making it extremely promising in modern therapy.

KEYWORDS: Stem cells. Healing. Burns. Adipose tissue

11 INTRODUCAO

As células-tronco podem ser consideradas como células indistintas, por serem
aptas de se renovarem, além de se diferenciarem em amplos tipos celulares e da
restauracéo de tecidos. Podendo ser divididas em dois grupos essenciais, sendo
elas embrionarias e adultas (SOUZA et al.,2010). Uma recente demarcacao ressalta
trés caracteristicas cruciais do funcionamento das células-tronco como o poder de
diferenciacdo (ou seja, as células podem se especificar em uma célula definida e
desempenhar uma funcéo especial), de autorrenovacao e a aptidao de propagacéao
ampla. As células-tronco adultas (CTA), expéem uma idoneidade restringida de
regeneracao apos lesdes, sendo observadas na medula 6ssea, no intestino e
na pele, assim como em diversos 6rgaos e tecidos humanos. De acordo Lysy e
colaboradores (2008), as fundamentais CTA aspirantes ao reparo tecidual sao as
mesenquimais e hematopoiéticas. Sendo importante salientar que as células-tronco
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adultas tém poder de se distinguir, corriqueiramente em células que constituem sua
nativa localizagcdo (MARTINS et al., 2009).

Atuais avancos no ramo da engenharia tecidual viabilizaram a amplificacéo e
o aperfeicoamento de materiais biologicos (OLIVEIRA et al.,2010). Uma perspectiva
proeminente no tecido danificado equivalente a um acréscimo momentaneo da
celularidade, que aponta e pereniza o tecido de granulacdo e repbem células
lesionadas. Essas células de granulagao se aglomeram a partir de amostras celulares
transitérios, que englobam os leucécitos circulantes e células epiteliais basais, a
datar de células mesenquimiais residentes (LODER et al., 2017). Do mesmo modo,
as células-tronco ocupam ferimentos, se diferenciando em massas endoteliais e de
fibroblastos. As células que sofreram diferenciacdo terminalmente ndo cooperam na
restauracéo ou até mesmo renovacao (ROWAN et al., 2017).

A expressao plasma rico em plaquetas € usada genericamente para descrever
uma suspensao de plasma obtida a partir do sangue total, preparada de forma a
conter concentragcdes de plaquetas superiores as encontradas normalmente no
sangue circulante (MONTEIRO, 2013).

A utilizacdo do PRP em medicina se baseia no fato de as plaquetas conterem
diversos fatores de crescimento em seus alfa-granulos. Esses fatores tém papel
conhecido nos processos de reparacéo tecidual. Desse modo, a concentragdo dessas
substéncias em tecidos lesados poderia ser benéfica para atribuir mais agilidade aos
processos de regeneracao (NIE, et al., 2011).

O objetivo deste trabalho de reviséao literaria é realizar analogias comparativas
as informacdes obtidas a respeito dos avancos de estudos em CTA e tecnologias
utilizadas para o desenvolvimento de terapias de reparo tecidual com a utilizacéo
dessas, sendo elas derivadas do tecido adiposo e da associa¢do da células-tronco
com plasma rico em plaquetas e matriz de regeneracéo e serdo comparadas as suas
utilizagbes no reparo tecidual em queimaduras, analisando seus procedimentos,

caracteristicas e resultados no reparo do organismo de individuos afetados.

2| METODOLOGIA

Trata-se de uma revisao de literatura em que foram utilizados artigos nas cujas
tematicas abordasse sobre queimaduras, mecanismos cicatriciais e a utilizagao de
células-tronco provenientes do tecido adiposo. Utilizou-se as referencias publicadas
entre o periodo de 2008 até 2018 nas plataformas Biblioteca Virtual de Saude (BVS),
PubMed e Scientific Electronic Library Online (SciELO) e Mendeley. A partir da
conjugacao dos seguintes descritores: células-tronco, reparo, cicatrizacao, tecido
adiposo e plasma, foram encontrados 97 artigos, sendo a coleta de dados realizada

entre janeiro e abril de 2019. Foram utilizados 18 artigos para composi¢céao do estudo,
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levando em considerag¢do os propdésitos estabelecidos.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

Por meio de pesquisas foram constatadas a utilizacdo de inovacdes tecnoldgicas
em terapias teciduais em queimaduras, com o uso de células-tronco adultas
provenientes do tecido adiposo e plasma rico em plaquetas. De acordo com Franck
et al. (2017) o procedimento de cicatrizacdo da queimadura se discerne de outros
danos devido a lesdo tecidual essencial que afeta a organizac&o dos acontecimentos
sucessivos, para que ocorra a restauracéo do tecido.

Sendo assim, as queimaduras podem desvitalizar os tecidos subjacentes,
envolvendo o fornecimento de sangue, com extravio de plasma, além de intensas
inflamacodes, deficiéncia imunolégica, facilita a ocorréncia de sepse, como também
a auséncia de tecido concessor para a efetivacao de enxertias (BANYARD et al.,
2015).

A utilizacdo de células-tronco proveniente do tecido adiposo, segundo Lysy et
al. (2008), podendo ser transferidas para o local onde foi ocorrido 0 dano por meio
da corrente sanguinea. Assim, ao entrar em contato com o corpo, € necessario que
elas se desviem do sistema imunolégico.

Com isso, é necessario evitar que o organismo recuse essas células,
habitualmente utiliza- se medicamentos imunossupressores, assegurando assim,
gue as células-tronco alcancem o local de atuacao (LYSY et al., 2008).

De acordo com Garcia et al. (2016) aponta que a aplicacdao de células-tronco
derivadas do tecido adiposo, relacionadas a gel fibrina ou gel de plasma em
agrupamento com membranas, que destinam- se na promog¢éo do desenvolvimento
celular em sobreposicdo, sendo um método propicio que possa consultar as
utilidades das células-tronco. Nestas condi¢cbes, conserva- se a homeostase dos
tecidos ao restituir células que foram perdidas no processo de maturagcao, lesdes
ou envelhecimento, permitindo o desenvolvimento celular apropriado com finalidade
de apresentar o mais seguramente admissivel o suporte e atividades extraviadas do
tegumento primordial (CONDE et al., 2016).

Segundo Yokomizo et al (2011), quando se analisa de forma precisa, levando
em consideracéo os aspectos genéticos e fisiologicos das células, sendo ratificada a
sua capacidade de regenerar as células adiposas, evidenciando sua atuagcao sobre
a secrecao e regulacao de colageno, sendo eles do tipo | e lll, sua acao estimulante
a respeito da migragao de células fibroblasticas dérmicas humana. A terapia celular
realizada com a utilizacdo de células adiposas apresenta melhores beneficios,
quando comparada com outros procedimentos na reparacao tecidual, ocasionando

em uma renovacgao de boa qualidade sem geracéo de cicatrizes ou fibrose.
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Dessa forma, as células-tronco provenientes do tecido adiposo, por sua
capacidade de diferenciacdo celular, mecanismo autodirrecional, efeito de
imunomodulacao, acao anti-inflamatoéria e pela liberacao de substancias que excitam
a restauracéao tecidual em queimaduras, sdo eficazes quando relacionadas a um
abrangente procedimento de reestabelecimento da homeostase e da vida (YRAK &
OKAMOTO, 2010).

A demora em completar o processo cicatricial das queimaduras é considerado
um impasse decorrente e as propriedades de autorrenovacgao, distincdo em varias
linhagens de células com diminuicdo imunogenicidade, Ademais a secrecédo de
substéncias paracrinas sinalizadoras podem ser apropriadas para o favorecimento
evidente do procedimento em cada uma das etapas de cicatrizagdo pela intercessao
na estimulacao celular, na angiogénese e na reestruturacao tecidual, repondo a
fibrose tecidual (FRANCK et al., 2017).

Além disso, também sao realizados procedimentos na terapia tecidual em
queimaduras com o uso de plasma rico em plaquetas (PRP), este sendo uma
tecnologia utilizada no interior do organismo que vem promovendo a curiosidade da
medicina regenerativa em atividade do seu potencial de induzir o aceleramento de
cicatrizacdo (CHICHARRO-ALCANTARA et al., 2018).

Para Neffa e Pizani (2015), o procedimento utilizando plasma rico em plaquetas
surgiu como um veiculo que possibilitou a aplicacdo de alta quantidade de fatores
relacionados ao crescimento que irdo estimular a sintese de colageno e matriz
extracelular, por meio de uma baixa qualidade de plasma.

Segundo Pallua; Wolter; Markowicz (2010) o PRP tem como caracteristica
estimular a angiogénese ocasionando o crescimento vascular e a propagacao
de fibrioblastos. Ademais, tem como ativadade hemostatica, ocorrendo assim a
formacao do coagulo de fibrina.

A cicatrizac&o pode ser aumentada com a aplicacdo de PRP em tecidos moles.
Na terapia de queimaduras, a regeneracéo cutanea torna-se maior com a presenga
de PRP, como também a absorcado apds o enxerto de pele apresenta aceleragcédo no
processo de reconstituicao do tecido (PALLUA; WOLTER; MARKOWICZ, 2010).

Os complexos processos envolvidos na cura de queimaduras sao motivos de
estudo para se obter melhorias em relacdo ao tempo e a qualidade da cicatriz. A
terapia com células-tronco € o desafio da ciéncia a ser desvendado e as pesquisas se
mostram promissoras em relacao as cicatrizagdes, e especialmente em queimaduras
podem promover beneficios de qualidade, tempo e diminuicdo da intensidade da
inflamacéao (GHIEH et al., 2015).
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41 CONCLUSAO

Diante o exposto, foi compreendida a utilizacdo dessas novas descobertas de
reparacao decidual, como as células-tronco e o plasma rico em plaquetas, tem um
marco importante na medicina, uma vez que ambas obtiveram resultados positivos
na reparacao tecidual de queimaduras, onde cada método apresenta determinadas
diferencas no mecanismo de acéo, o que pode auxiliar a escolha medica para o
tratamento do paciente. Foi observada diferenciacao na utilizacao de células-tronco
no reparo de tecidos lesionados por queimaduras e as formas de atuacao na reparacao
dos tecidos. Foi possivel compreender que dentre as atuacbes dos decorrentes
procedimentos, a utilizagao de células-tronco do tecido adiposo por ser um sistema
in vivo e podendo se utilizar as células do proprio individuo lesado, sua manipulagéo
€ considerada menos complexa, comparada ao PRP, visto que seu custo beneficio
€ mais viavel, porém limita-se a uma regiéo lesionada em que esse procedimento
seja realizado. Por sua vez, o PRP é um sistema in vitro, intravenoso, apresentando
maior potencial na aceleracao da cicatrizagcdo, sendo este mais complexo e por
serem utilizados plasmas e plaquetas sanguineos, sdo submetidos a um maior
namero de etapas em seu procedimento e apresenta um maior custo beneficio. Faz-
se necessario uma analise clinica do quadro do paciente, a fim de discernir qual
dos procedimentos apresentara maior relevancia. E importante ressaltar a escassez
de bibliografias disponiveis, sendo assim, faz-se necessario a realizagcao de novos

estudos relacionados ao tema.

REFERENCIAS

Banyard, DA, Salibian AA, Widgerow AD, Evans GR. Implications for human adipose-derived stem
cells in plastic surgery. J Cell Mol Med. 2015;19(1):21-30.

CHICHARRO-ALCANTARA, D. et al. Platelet Rich Plasma: New Insights for Cutaneous Wound
Healing Management. Journal of Functional Biomaterials, v. 9, n. 1, p. 10, 2018.

Condé-Green A, Marano AA, Lee ES, Reisler T, Price LA, Milner SM, et al. Fat Grafting and Adipose-
Derived Regenerative Cells in Burn Wound Healing and Scarring: A Systematic Review of the
Literature. Plast Reconstr Surg. 2016;137(1):302-12.

FRANCK, C. L. et al. A complexidade cicatricial em queimaduras e as possibilidades da terapia
com células-tronco derivadas do tecido adiposo: revisdo. Revista Bras Queimaduras, v. 16, n. 2,
2017.

GARCIA, C. S. C. et al. Enxerto autélogo de células-tronco derivadas do tecido adiposo: uma
nova visao de sua aplicacao no tratamento de queimados e na cirurgia plastica reparadora.
Revista Bras. Cir. Plast, v. 31, n. 3, 2016.

Ghieh F, Jurjus R, Ibrahim A, Geagea AG, Daouk H, El Baba B, et al. The Use of Stem Cells in Burn
Wound Healing: A Review. Biomed Res Int. 2015;2015:684084.

Ciéncias Biolégicas: Campo Promissor em Pesquisa 3 Capitulo 2



Loder S, Peterson JR, Agarwal S, Eboda O, Brownley C, DeLaRosa S, et al. Wound healing after
thermal injury is improved by fat and adipose-derived stem cell isografts. J Burn Care Res.
2015;36(1):70-6.

LYSY, P. A. et al. Stem cells for liver tissue repair: Current Knowledge and Perspectives. World
journal of Gastroenterology, v. 14, n. 6, 2008.

Marcia Regina Monteiro. Plasma rico em plaquetas em dermatologia. Surg Cosmet Dermatol, v. 5,
n. 2 p.155, 2013.

Martins PDE, Uebel CO, Machado DC, Da Silva JB. Uso de células-tronco adultas de tecido
adiposo na cicatrizacéo da pele: estudo controlado, randomizado. Rev Bras Cir Plast.

NEFFA PINTO, J. M. ; PIZANI, N. S. Aplicabilidade em dermatologia do plasma rico em
plaquetas. Surg Cosmet Dermatol. v. 7, n. 1, pag. 61- 64, 2015.

Nie C, Yang D, Xu J, Si Z, Jin X, Zhang J. Locally administered adipose-derived stem cells
accelerate wound healing through differentiation and vasculogenesis. Cell Transplant.
2011;20(2):205-16.

OLIVEIRA, C. S. et al. Avancos e aplicacoes da bioengenharia tecidual. Revista de Ciéncias
Médicas e Biologicas, 2010.

PALLUA, N.; WOLTER, T,; MARKOWICZ, M. Platelet-rich plasma in burns. Burns: journal of the
International Society for Burn Injuries, v. 36, n. 1, fev. 2010.

Rowan MP, Cancio LC, Elster EA, Burmeister DM, Rose LF, Natesan S, et al. Burn wound healing
and treatment: review and advancements. Crit Care. 2015;19:243.

SOUZA, C. F. et al. Células-tronco Mesenquimiais: Células ideais para a Regeneracao Cardiaca?
Revista Bras Invasiva, 2010.

Yarak S, Okamoto OK. Células-tronco derivadas de tecido adiposo humano: desafios atuais e
perspectivas clinicas. An Bras Dermatol 2010;85(5):647-56.

YOKOMIZO, V. M. F. et al. Células- tronco derivadas de tecido adiposo: isolamento, cultivo in
vitro e perspectivas de utilizacdo em dermatologia. Surg Cosmet Dermatol. 3(1):55- 9, 2011.

Ciéncias Biolégicas: Campo Promissor em Pesquisa 3 Capitulo 2




CAPITULO 3

ANALISE MICROBIOLOGICA DE POLPAS DE ACAI
COMERCIALIZADAS NO MUNICIPIO DE BARRA DO

Data de aceite: 12/12/2019

Juliane Pereira de Oliveira

Universidade do Estado de Mato Grosso Campus
Deputado Estadual René Barbour Faculdade de
Arquitetura e Engenharia Barra do Bugres MT

Carine Schmitt Gregolin Caloi

Universidade do Estado de Mato Grosso Campus
Deputado Estadual René Barbour Faculdade de
Arquitetura e Engenharia Barra do Bugres MT

Carla Andressa Lacerda de Oliveira
Universidade do Estado de Mato Grosso Campus
Deputado Estadual René Barbour Faculdade de
Arquitetura e Engenharia Barra do Bugres MT

Rosimeire Oenning da Silva

Universidade do Estado de Mato Grosso Campus
Deputado Estadual René Barbour Faculdade de
Arquitetura e Engenharia Barra do Bugres MT

RESUMO O acgaizeiro é uma das palmeiras
encontradas na floresta Amazénica, tendo
como fruto o acgai ( Euterpe oleracea Mart.). As
industrias produtoras de acgai nao pasteurizam
seu produto e, deste modo, a verificacdo da
qualidade microbioldgica do acai consumido
no pais necessita ser avaliada. A finalidade
desta pesquisa foi avaliar a qualidade
microbioldgica da polpa de agai comercializada
nos estabelecimentos do municipio de Barra
do Bugres - MT. Todas as metodologias de
andlises adotadas nesta pesquisa seguiram o
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Compendium of methods for the microbiological
for the examination of foods da American
Public Health Association (APHA, 2001) sendo
pesquisado a presenca de micro-organismos
conforme determina a resolucao n° 12 de 02 de
janeiro de 2001. As amostras de polpa de acai
foram coletadas de forma aleatéria em cindo
estabelecimentos comerciais do municipio de
Barra do Bugres MT. Os micro-organismos
analisados foram: Salmonella, Escherichia coli,
bolores e leveduras, seguindo a legislacéo
brasileira Todas as
apresentaram valores superiores de bolores e

vigente. amostras
leveduras ao determinado pela legislacao, ja
para verificagcdo da presenca de E coli. apenas
duas amostras (B e D) obtiveram resultados
positivos por meior dos testes qualitativos de
provas bioquimicas nos meios Indol, Vermelho
de Metila, Citrato de Simmons (IMVIC). Sendo
assim, sugere-se a aplicacéo de boas praticas de
manipulacéo nos estabelecimentos de venda e
a verificacéo da aplicacéo de tratamento térmico
(pasteurizacdo) nas industrias produtoras de
acai.

PALAVRAS-CHAVE: Polpa de frutas, avaliagdo
microbiolégica, qualidade, acai.
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ABSTRACT Acai palm is one of the palm trees found in the Amazon rainforest,
having as its fruit acai (Euterpe oleracea Mart.). The agai producing industries do not
pasteurize their product and, therefore, the verification of the microbiological quality
of the acai berry consumed in the country needs to be evaluated. The purpose of this
research was to evaluate the microbiological quality of acai pulp sold in establishments
in Barra do Bugres - MT. All the analysis methodologies adopted in this research
followed the American Public Health Association Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods (APHA, 2001). 2001. Acai pulp samples were
randomly collected from commercial establishments in the municipality of Barra do
Bugres MT. The microorganisms analyzed were: Salmonella, Escherichia coli, mold
and yeast, following the current Brazilian legislation. All samples presented higher
values of mold and yeast than that determined by the legislation, already to verify the
presence of E coli. Only two samples (B and D) obtained positive results through the
qualitative tests of biochemical tests on Indol, Methyl Red, Simmons Citrate (IMVIC)
media. Therefore, it is suggested the application of good handling practices in sales
establishments and the verification of the application of heat treatment (pasteurization)
in the acai producing industries.

KEYWORDS: Fruit pulp, microbiological evaluation, quality, acai.

11 INTRODUCAO

O acaizeiro € uma das palmeiras encontrada na floresta Amazénica, tendo como
fruto o acai (Euterpe oleracea Mart.) o qual apresenta alto valor energético. Com
isso sua comercializacdo vem aumentando cada vez mais, sendo utilizado como
polpa para a produgao de sucos, sorvetes, picolés e outros. Em regides produtoras
como Par4, a polpa é comercializada a temperatura ambiente (Costa et al., 2014).

Para obtencdo de um alimento isento de qualquer tipo de contaminacgéo,
boas praticas desde a colheita, transporte, processamento e armazenamento, sao
decisivos, e quando se destina aos comércios distantes o processo de congelamento
e pasteurizacao sao os padrdoes mais utilizados onde sao estabelecidos pela Agéncia
Nacional de Vigilancia sanitaria (BRASIL, 2001).

Entretanto, algumas das industrias produtoras de agai congelado néo
pasteurizam seu produto e, deste modo, a verificagcado da qualidade microbiolégica do
acai consumido no pais necessita ser avaliada, pois além da carga microbiana inicial
alta dos frutos, a polpa de acai pode ser contaminada por microbiota proveniente das
condicdes higiénico sanitarias dos centros de comercializacdo (FARIA; OLIVEIRA;
COSTA, 2012).

Perante este contexto, a finalidade desta pesquisa foi avaliar a qualidade
microbiolégica da polpa de acai comercializada nos estabelecimentos do municipio
de Barra do Bugres, Mato Grosso.
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2 | MATERIAIS E METODOS

Todas as metodologias de anélises adotadas nesta pesquisa seguiram o
Compendium of methods for the microbiological for the examination of foods da
American Public Health Association (APHA, 2001) sendo pesquisado a presenca de

micro-organismos conforme determina a legislacéo.

2.1 Coleta de amostras

As analises foram desenvolvidas no Laboratério de Microbiologia da
Universidade do Estado de Mato Grosso — UNEMAT, no campus de Barra do Bugres.
Foram coletadas aleatoriamente amostras de polpa de acai, provenientes de cinco
estabelecimentos comerciais do municipio citado. As mesmas foram coletadas de
forma asséptica, por meio de frascos estéreis e transportadas em caixa isotérmica

para avaliagdo microbiologica de coliformes, Salmonella, bolores e leveduras.

2.2 Diluicao das amostras

Inicialmente foram pesados 25 gramas de cada amostra adicionado em
erlenmeyer contendo 225 mL de solugéo salina e homogeneizado, correspondendo
a diluicdo 10", foram realizadas diluicbes decimais subsequentes até a diluicdo 10

2.3 Determinacao de coliformes totais e termotolerantes

Na avaliacdo de coliformes totais e coliformes termotolerantes, utilizou-se a
técnica de Numero Mais Provavel (NPM), ao qual foram pipetadas aliquotas de 1mL
de cada diluicdo descritas no item 2.2 em trés séries de tubos contendo 9mL de caldo
Lauril Sulfato Triptose (LST), com tubo de Duhran invertido, incubando-os a 35°C/48h.
A partir dos tubos com producao de gas, foram realizados os testes confirmativos
para coliformes totais em caldo verde brilhante bile (2%) a 35°C por 48h e coliformes
fecais em caldo Escherichia coli (EC) a 45,5°C por 24 horas. Para a confirmacéo da
presenca de E. coli, todas as subculturas positivas do caldo anterior foram repicadas
para placas de Petri com os seguintes meios: agar EMB, agar Hektoen, agar SS e
agar verde brilhante. As placas foram incubadas a 35°C por 18-24h, posteriormente
verificou-se o crescimento de coldnias com caracteristicas de E. coli em cada meio
especifico. As colbnias com caracteristicas desta bactéria nos meios supracitados
foram submetidas as provas bioquimicas do IMVIC (Indol, Vermelho de Metila (VM)
e Citrato de Simmons (CS)) para a confirmagao da presenca da bactéria.

2.4 Determinacao de Salmonella

Para as analises qualitativa de Salmonella, foram pesados 25g de amostras
e adicionado em Erlenmeyer contendo 225 mL de agua peptonada tamponada
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esterilizada, correspondendo a fase de pré-enriquecimento. Apdés 24 horas seguiu-
se a fase de enriquecimento seletivo, para isso transferiu-se assepticamente do pré-
enriqguecimento, aliquotas de 1 mL para 9 mL de caldo tetrationato verde brilhante
incubando-os a 42°C por 24h em banho maria. O plagueamento diferencial foi feito
nos meios soélidos: agar verde brilhante, 4gar Hektoen e agar Salmonella Shigella
incubados em estufa a 37°C por 24h. ApGs esse periodo foi observado a presenca

de col6nias com caracteristicas desse género de bactéria.

2.5 Determinacao de Bolores e Leveduras

Na contagem de bolores e leveduras, realizou-se a inoculagao por superficie em
duplicata de 0,1 mL de cada diluicdo em placas de Petri, previamente esterilizadas.

Estas foram mantidas em estufa na temperatura de 25°C por 3 a 5 dias.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 mostra as contagens de bolores e leveduras realizadas para as 5
amostras de acai analisadas. Nota-se que o ponto A apresentou maior contagem
(3,01x10* UFC/mL).

Bolores e Leveduras
Pontos de coleta

(UFC/mL)

A 3,01x10*

B 1,22x104
C 2,5x10*

D 1,82 x 104

E 2,7 x10*
Padrao @ 2’0X11(§f
Padrao ® rl\r/|1=104

Tabela 1: Contagem de bolores e leveduras de amostras de acai.

a Instrugdo Normativa n° 01, de 7 de Janeiro de 2000

b Resolugéo RDC 12 de 02 janeiro de 2001

Os resultados obtidos das cinco amostras foram superiores ao valor
determinado pelo Padréao de Identidade e Qualidade para polpas de frutas (BRASIL,
2000). De acordo com Santos et al (2008) baixas contagens de leveduras e bolores
séo consideradas aceitaveis, no entanto contagens elevadas indicam potencial
deteriorante e apresentam risco a saude do consumidor devido a possivel producéao
de micotoxinas por fungos filamentosos.

Cohen et al (2011) ao avaliarem a qualidade microbiolégica de polpas de acai
na cidade de Belém-PA encontraram contagem de fungos filamentosos e leveduras
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entre 9,0x102 e 5,5x105.
A tabela 2 apresenta os dados das leituras obtidos nos testes de coliformes
totais e termotolerantes, Salmonella e E. coli.

Coliformes Coliformes Escherichia
Pontos de coleta totais termotolerantes coli Salmonella
(NMP/g) (NMP/g)
A NE NE NE Ausente
B 7 7 Presente Ausente
C NE NE NE Ausente
D 10 10 Presente Ausente
E NE NE NE Ausente
Padréao m=10/ m=10/
Microbiolégico® ND iy sy Ausente

Tabela 2: Resultado confirmativo de coliformes totais, termotolerantes, E. coli, e Salmonella.

NE = Nao encontrado; ND = Nao determinado

b Resolu¢édo RDC 12 de 02 janeiro de 2001

Verificou-se a presenca de coliformes totais e coliformes termotolerantes
apenas nos Pontos B e D com Numero Mais Provavel (NMP) de 7 e 10 por grama de
amostra, valores superiores ao encontrado por Jones e Lemes (2014). Os valores
encontrados nas amostras do ponto D encontram-se no limite “m” estabelecido pela
RDC 12 (2001) que em um plano de trés classes separa amostras aceitaveis de
amostras com qualidade intermediaria.

Segundo Santosetal. (2016) acontaminacéo de alimentos se deve principalmente
durante sua manipulacéo, ou ainda por ma higienizacao dos equipamentos. Dentre
0s micro-organismos veiculos de contaminacao esta a E. coli, que se faz presente na
microbiota intestinal normal e possui habilidade de se tornar um patoégeno.

Nesta pesquisa foi feito plaqueamento diferencial das amostras com resultado
positivo em caldo EC para meio EMB (Eosina azul de metileno), agar Hektoen,
agar Salmonella shigela e agar verde brilhante. As colbnias apresentaram as
caracteristicas de E. coli de acordo com a descricao feita por Hajdenwurcel (2010) e
Siqueira (1995).
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(B).Agar 55 (C) e agar Hektoen (D)

Figura 1: Plaqueamento da amostra de acgai nos meios de cultura EMB; (A) Verde Brilhante (B).
Agar SS (C) e agar Hektoen (D)

As bactérias que apresentaram caracteristicas de E. coli em placas foram
submetidas as provas bioquimicas do IMVIC. Os resultados das provas bioquimicas
nos meios Vermelho de Metila, Citrato de Simmons e Indol e estdo apresentados na
Tabela 3.

Ponto de Citrato de Vermelho de Voges Indol
coleta Simmons Metila Proskauer

B2 _ + _ _
D1 _ + _ +
D3 _ + _ +

Tabela 3: Resultados das provas bioquimicas para E. coli, feito a partir de 3 col6nias separadas.
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Analisando a tabela, pode-se verificar que o ponto B apresentou resultados
positivos para a prova de VM confirmando a presenca de E. coli atipica enquanto
as amostras do ponto D apresentaram resultados positivos também para indol
caracterizando E. coli tipica. Faria e Costa (2012) também detectaram presenca
de E. coli em polpas de acai comercializada em Pouso Alegre, num total de 13,8%
das amostras analisadas. As cinco amostras avaliadas apresentaram-se dentro do
padrdao microbioldgico estabelecido para Salmonella, visto que néo foi constatada a
contaminacgao (BRASIL, 2001).

41 CONCLUSOES

De acordo com os dados obtidos no presente trabalho, foram identificadas
apenas duas amostras com a presenca de E. coli, no entanto, no que tange a presenca
de bolores e leveduras, todas as amostras mostraram resultados insatisfatérios,
indicando que todos os produtos estavam fora dos padrbes exigentes. Sendo assim,
sugere-se a aplicacao de boas praticas de manipulacdo nos estabelecimentos
de venda e a verificagdo da aplicacao de tratamento térmico (pasteurizacdo) nas

industrias produtoras.
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RESUMO: A mandioca (Manihot esculenta
Crantz) € um dos alimentos mais basicos do
mundo, compondo fonte de carboidratos e
estando presente na alimentacdo de milhdes
de pessoas nos paises em desenvolvimento.
O Nordeste brasileiro responde por 24% da
producao nacional de mandioca, em cuja regiao
Extremo Sul no estado da Bahia encontra-se
em uma situacdo inferior a média estadual,
no qual o cultivo é feito quase em toda sua
totalidade por agricultores familiares. Com
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DE EXPRESSAO GENICA

0 objetivo principal de alcangar o aumento
da produtividade da mandioca, vé-se que a
introducdo de novas variedades, adaptadas
as condicdes edafoclimaticas locais € um
dos meios para se promover esta melhoria e
aumentar o rendimento da mandiocultura. Por
isso, & necessario um esclarecimento sobre a
variabilidade genética desses acessos, para
que se tenha uma melhor eficiéncia e clareza
de quais deles serdo incluidos na etapa de
avaliacdo agronémica. Com o sequenciamento
da mandioca aliado ao uso de ferramentas da
bioinformatica é possivel o desenvolvimento
de novas ferramentas moleculares ainda
limitadas para essa cultura na regido. Estes
dados gendémicos s&o uma incrivel fonte para
identificacéo de polimorfismos (microssatélites-
SSRs) podendo ser utilizados para selecao
assistida por marcadores moleculares (SAM).
Desta forma, como ponto de partida para
projetos de
pesquisa envolvendo o estudo da variabilidade

desenvolvimento de futuros
genética e expressao de genes da Mandioca
no Extremo Sul da Bahia, este projeto teve
por objetivo a identificacdo de marcadores
moleculares e de genes candidatos para o
estudo de expressdo génica, utilizando dados
Genbmicos e Transcriptbnicos da Manihot
esculenta Crantz.

PALAVRAS-CHAVE: Bioinformatica. Genoma.
Mandiocultura.
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IN SILICO ANALYSIS OF CASSAVA GENOME (Manihot esculenta CRANTZ) FOR
THE FAR SOUTHERN REGION OF BAHIA: IDENTIFICATION OF MOLECULAR
MARKERS AND CANDIDATE GENES FOR GENE EXPRESSION STUDY

ABSTRACT: Cassava (Manihot esculenta Crantz) is one of the most basic foods in
the world, making up the carbohydrate source and being present in the diet of millions
of people in developing countries. The Brazilian Northeast accounts for 24% of the
national production of cassava, in whose the far southern region of Bahia state, which
is lower than the state average, where the cultivation is practiced almost entirely by
family farmers. For the purpose of increasing productivity of cassava, it is seen that
the introduction of new varieties, adapted to the local edaphoclimatic conditions, is
one of the means to promote this improvement and increase the yield of cassava crop.
Therefore, it is necessary to clarify the genetic variability of these accesses, in order to
have a better efficiency and clarity of which will be included in the agronomic evaluation
stage. With the sequencing of cassava combined with the use of bioinformatics tools,
it is possible to develop new moleculares tools that are still limited for this crop in the
region. These genomic data are an incredible source for identification of polymorphisms
(microsatellites-SSRs) and can be used for molecular marker assisted selection (MAS).
Thus, as a starting point for the development of future research projects involving the
study of genetic variability and expression of cassava genes in the far southern region
of Bahia, this project aimed to identify molecular markers and candidate genes for
the study of gene expression, using Genomic and Transcriptonic data from Manihot
esculenta Crantz.

KEYWORDS: Bioinformatics. Genome. Mandioculture.

11 INTRODUCAO

A mandioca, eleita pela Organizacdo das Na¢des Unidas como alimento do
século XXI, é historicamente utilizada pelos seres humanos nas Américas desde
antes da colonizacdo europeia no século XV (PEARSALL, 1992; SWEET, 1974;
ESPINOSA, 1948; FRASER; CLEMENT, 2008). Tendo como origem a Amazoénia,
esta planta tuberosa encontra-se difundida, hodiernamente, por todo o orbe terrestre
gracas a sua adaptabilidade aos mais variados climas e condi¢des do solo, o que faz
com que seja pressuposto a sua alta variabilidade genética, principalmente no Brasil,
onde se encontra um eixo de diversidade do género Manihot (ROGERS; APPAN,
1973), do qual ja foram identificadas mais de duzentas espécies (SOUZA; LORENZI,
2005), sendo a Manihot esculenta Cranz a Unica cultivada comercialmente para a
producédo de raizes comestiveis.

A cultura da mandioca é cultivada em ambientes tropicais e subtropicais,
possuindo manejo de lavra rustico, de facil producdo em solos menos férteis, além
de ser consideravelmente resistente a pragas e doencas (AMARAL; JAIGOBIND;
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JAISINGH, 2007; OTSUB; PEZARICO, 2002), podendo compor a base alimenticia
dos seres humanos e animais e ser aproveitada com fins na industria farmacéutica
e na producgdo de alcool. Tais caracteristicas fazem com que a mandioca seja uma
planta de salutar relevancia social e econémica para o pais.

De acordo com Ribeiro (2010), a manufatura da mandioca integra cerca de
dois milhdes de pessoas a cadeia produtiva, convertendo-se na terceira cultura que
mais emprega no Brasil, responsavel por 14,2% dos empregos no campo. No que
concerne ao Nordeste brasileiro, ele responde por 24% da produc¢éo nacional e a
Bahia apresenta produtividade média de 13,2t/ha’ (IBGE, 2016). Aregiao do Extremo
Sul baiano, cuja atividade é composta principalmente pela agricultura familia na
utilizacdo da variedade Caravelas, encontra-se em uma situagao inferior a média
estadual, com rendimentos em torno de 12 t/ha.

Comointuitode impulsionar a culturanaregido supramencionada e fortalecer sua
cadeia produtiva foi criado, em dezembro de 2016, o Plano de A¢ao da Mandiocultura
do Territorio do Extremo Sul da Bahia. Sabe-se que o objetivo de alcang¢ar o aumento
da produtividade da mandioca, requerendo melhorias que expandam as condi¢des
de sustentabilidade do setor e diminuam os impactos da produ¢c&o no meio ambiente
s6 podem ser alcancados com a realizacdo de pesquisas, sobretudo no que tange
a utilizacdo de novas variedades, cuja introducdo no ambiente é praticavel se for
condizente com as condi¢cdes edafoclimaticas. Para tal, & necessario um estudo
acerca da variabilidade genética desses acessos, a fim de que se tenha uma melhor
eficiéncia e clareza de quais acessos poderao ser incluidos na etapa de avaliacéao
agrondémica.

O sequenciamento da mandioca (Manihot esculenta Crantz) (PROCHNIK
et al., 2012) aliado ao uso de ferramentas da bioinformatica torna possivel o
desenvolvimento de novas ferramentas moleculares para a cultura na regido. As
analises do tipo in silico sdo realizadas como meio de identificar sequéncias de
genes relacionadas com processos biolégicos de interesse. Estes dados genémicos
sao fonte para identificacdo de polimorfismos (microssatélites-SSRs) utilizados
para selecédo assistida por marcadores moleculares (SAM). A saber, os SSRs séo
marcadores que fornecem codominancia, e que foram utilizados em analises de
polimorfismo em plantas (FUJII; TORIYAMA, 2005; JENSEN et al., 2005).

O estudo de matrizes de expressdo génica demanda maneiras pelas quais
podem ser realizadas. Inicialmente, faz-se o estudo de comparacéo do perfil de
expressado de genes entre 0s genes analisados; isto feito, compara-se o perfil de
expressao dos experimentos a partir de buscas e analises em ensaios bibliograficos.
Segundo Southem (1975), se existir normalizacdo dos dados analisados é possivel
realizar uma combinacao de ambos. Neste caso, possibilitaria uma investigagao entre
similaridades e diferencas. O agrupamento — ou clusterizacdo — é utilizado como
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processo de separacdo dos elementos em grupos de similaridade, estabelecendo
distdncias minimas e maximas entre os mesmos.

Desta forma, como ponto de partida para o desenvolvimento de futuros projetos
de pesquisa envolvendo o estudo da variabilidade genética e expressao de genes
da mandioca no Extremo Sul da Bahia, este trabalho teve por objetivo elaborar
uma revisao sistematica com metanalise a respeito da identificacdo de marcadores
moleculares e de genes candidatos para estudo de expressao génica na cultura da
mandioca (Manihot esculenta Crantz). Ao realizar-se um levantamento de artigos
que desenvolveram analise da diversidade genética da mandioca, por meio de
acOes e estratégias especificas, utilizando métodos pragmaticos e sistematizados de
pesquisa, analise e selecéo dos dados, este estudo permitiu analisar os resultados
relevantes, por meio da identificacdo e compilagcdo de primers, resultando em uma
ferramenta 0til para selecionar materiais com caracteristicas marcantes para o
melhoramento da mandioca.

2 | MATERIAIS E METODOS

Para realizagdo do trabalho foram utilizadas publicagcbes encontradas nas
bases de dados eletrdnicas (SciELO; Periédicos CAPES), sobre a identificacao
de marcadores moleculares e genes candidatos para estudo de expressédo génica
da mandioca (Manihot esculenta Crantz). Os artigos cientificos que auxiliariam na
identificacdo de marcadores moleculares e de genes candidatos para estudo de
expressao génica da M. esculenta foram revisados. Os idiomas aceitos para leitura
foram o portugués e o inglés e os descritores utilizados para a pesquisa foram:
Manihot, Microsatellites, ESTs (expressed sequence tag) e SSR (simple sequence
repeats).

Os critérios de inclusdo para escolha dos artigos a serem selecionados para a
revisao sistematica com metanalise foram:

* Estudos analitico-experimentais;

* Presenca de estudos com marcadores moleculares e genes candidatos
para estudo de expressao génica em Manihot esculenta Crantz;

* Idiomas: portugués e inglés.

Para isso foram utilizados os filtros de refinamento das préprias bases (ano
de publicacéo, idioma, tipo de estudo e descritor no titulo). Ainda que os filtros
automaticos disponibilizados pelas bases de dados ndo possam ser considerados
fidedignos para a exclusdo de estudos, ja que estdo além do controle dos revisores,
0 método propiciou objetividade na busca, principalmente, com relagédo ao conteudo

e sua relacdo com o escopo da revisao sistematica, ndo excluindo a etapa de leitura
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integral dos artigos posteriormente.

A fim de se obter a identificacdo das similaridades entre as sequéncias
promotoras e suas funcionalidades supostas, estas tiveram suas regides introns e
exons submetidas ao BLAST e o TBLASTX, a fim de confirmar sua identidade. O
programa PLACE foi utilizado para identificar elementos reguladores conhecidos em
outras plantas, tais como elementos responsivos a luz, elemento responsivo ABA,
elemento responsivo ao estresse, elementos jasmonate e elicitor responsivos, motivo
ACGT relacionado a expressao da raiz e elementos especificos da raiz. Em relagcéo
a identificacao de resisténcia a doenca do mosaico da mandioca, os mesmos foram
realizados por meio da técnica de Molecular-assisted selection (MAS) ou selecéo
assistida molecularmente.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

As pesquisas nas bases de dados identificaram 310 artigos com potencial
de inclusdo na revisdo. Entretanto, apés leitura deles, somente 13 estudos foram
selecionados para a composicao da revisao sistematica, em cuja analise permitiu
a organizacdo dos dados, discriminando seus métodos, eficiéncia analitica,
apresentacdo e resultados alcangcados de modo satisfatério seja na avaliagdo da
diversidade genética seja na identificacdo de primers relacionados a eleicdo de
tracos importantes para o melhoramento genético.

Para tanto, foram identificadas relacbes de similaridade para as seguintes
caracteristicas: comportamento nutritivo, capacidade de recuperacéo pos-danificacao
fisica, resposta aumentada a captacdo de luz, resisténcia a deficiéncia hidrica, a
salinidade e ao estresse de frio, padréo de alocacdo de biomassa relacionado a
otimizacdo da captacdo de recursos mais escassos, estimulacdo do crescimento
celular, alongamento de caules e raizes, controle do gravitropismo (ou geotropismo),
promoc¢do de dominancia apical, retardamento de abscisdo (queda das folhas) e
resisténcia a doencas.

A andlise realizada acerca da resisténcia a DMC utilizando MAS identificou
que o gene CMD1, previamente descrito em M. glaziovii, ndo foi encontrado em M.
esculenta. Em contraste, o gene CMD2 foi encontrado em 5, 4 e 5% dos acessos
de mandioca, com marcadores flanqueadores NS169 + RME1, NS158 + RME1 e
SSRY28 + RME1, respectivamente (CARMO, C. D. et al., 2015). J& no que tange
ao estudo da variabilidade genética em etnovariedades de mandioca por meio de
marcadores Inter Simple Sequence Repeats (ISSR), o resultado obtido foi de que
99,3% de lécus sao polimoérficos (SILVA, K. V. P et al., 2011).

Avaliou-se, pela amplificacdo de microssatélites e andlise estatistica, a

diversidade genética de 42 variedades de mandioca (Manihot esculenta) selecionadas
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de regides no Brasil, examinando-se como estas sao distribuidas nos municipios dos
estados de Minas Gerais, S&o Paulo, Mato Grosso do Sul, Amazonas e Mato Grosso.
Com isso, encontrou-se altos valores de diversidade nas cinco regides analisadas,
com 3,3 alelos por loco em média, além de uma alta porcentagem de loci polimorficos
variando de 88,8% a 100%, bem como uma média de 0,265 para heterozigosidade
observada e 0,570 para a diversidade genética (SIQUEIRA et al., 2009).

Investigou-se, por meio de microssatélites, a estrutura e diversidade genética
de 83 espécies de mandioca compostas por variedades locais, cultivadas por
produtores tradicionais de sete municipios do estado do Mato Grosso do Sul e sua
distribuicdo dentro do e entre os municipios do ecossistema do Cerrado, obtendo-se
que todos os loci analisados séao polimoérficos, com média de 6,00 alelos por locil,
além de apresentarem altos valores de heterozigosidade e diversidade genética
(SIQUEIRA et al., 2010). Quanto aos promotores de genes que poderiam ser usados
para expressao genética adequada a partir da mandioca, identificaram-se elementos
reguladores conhecidos em outras plantas na sequéncia do promotor ARP, como o0s
elementos responsivos a luz, ao estresse, motivo ACGT relacionado a expressao da
raiz e elementos especificos dela (GBADEGESIN; BEECHING, 2001).

Em relacédo a variabilidade genética em acessos de plantas de mandioca
(Manihot esculenta Crantz) mantidas no campo e as similaridades entre diferentes
acessos de plantas micropropagadas, encontrou-se homogeneidade genética ao se
utilizar ISSR (VIDAL et al., 2015). Ao investigar-se a diversidade genética por meio da
técnica de polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado por microssatélites
(M-AFLP), identificou-se que esta técnica € um método eficaz para gerar marcadores
microssatélites que sao Uteis para a analise da diversidade genética em espécies de
Manihot (WHANKAEW et al., 2012).

Quando se buscou analisar os bancos de dados publicos para identificar
expressed sequence tags (EST) com a projecao de 49 primers a partir de sequéncias
contendo di-, tri-, tetra-, penta e hexanucleotidicos da mandioca, obteve-se que néao
ha similaridade de sequéncia entre os dois conjuntos de sequéncias, indicando que os
loci marcadores desenvolvidos neste estudo sao novos (TANGPHATSORNRUANG,
et al., 2008). Ademais, ao caracterizar molecularmente acessos da mandioca por
marcadores de single nucleotide polymorphism (SNP) em uma das maiores colecdes
de germoplasma desta cultura na América Latina na Embrapa Mandioca e Fruticultura,
detectou-se somente pequenas alteracbes nos parametros de diversidade para as
diferentes cole¢des nucleares em comparacao com a colecao completa (OLIVEIRA,
etal., 2014).

Ao projetar primers para as sequéncias long terminal repeats (LTR) dos
marcadores inter-retrotransposon amplified polymorphism (IRAP) e retrotransposon-
microsatellite amplified polymorphism (REMAP) a partir do banco de dados da
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mandioca foi produzido um alto numero de bandas reprodutiveis, podendo ser
informativos confiaveis para a investigacédo da diversidade genética e das relagcdes
entre seus cultivares (KUHN et al., 2016). No que concerne a identificacdo de novos
alelos para o de mapeamento de associagdo de tracos de marcadores relacionados
a tolerancia a seca em germoplasmas de mandioca por meio da averiguacdo de
Expressed sequence tags-Simple sequence repeat (EST-SSR), conforme o estudo
de Wang et al. (2017), 53 de 107 marcadores estavam significativamente associados
a caracteristicas relacionadas a seca.

Realizada a caracterizacao e validacao de 192 microssatélites identificados in
silico a partir de 8.577 unigenes de mandioca definida por fingerprinting de DNA
objetivando aumentar o numero de marcadores SSR, a identificacdo dos derivados
de 18.177 EST marcadores microssatélites em termos de abundéancia e nivel de
polimorfismo, assim como a avaliacdo de sua possibilidade de transferéncia para
outras espécies na familia Euphorbiaceae, foram identificados 836 microssatélites e
um conjunto de 124 novos e unicos polimérficos EST-SSRs, o que amplia o repertério
de marcadores SSR para a mandioca cultivada e seus parentes silvestres (RAJI et
al., 2009). Outrossim, ao desenvolver EST-SSRs utilizando recurso EST de mandioca
e diversidade genética de varios acessos de Manihot, foi demonstrado o potencial de
SSRs derivados dela, com um total de 1.889 microssatélites identificados, em estudo
realizado por Zou et al. (2011). Ao desenhar primers identificou-se que dos 1.058
EST-SSRs desenhados, 431 foram polimérficos.

Caracteristicas como a capacidade de aumento da captacdo de luz em
ambientes sombreados podem estar associados a padrdes de alocagao de biomassa,
identificados em uma sequéncia como local de ligacdo ABF (alocacédo de biomassa
em folhas), que se relacionam diretamente com a otimizacdo da captacédo dos
recursos mais escassos. Em casos de deficiéncia hidrica foi identificada uma relagao
com um elemento responsivo ABA, um fitorménio &cido abscisico (Abscisic Acid -
ABA). Dessa forma é possivel associa-lo como indicador ou sinalizador ambiental
indutivo de resposta a deficiéncia hidrica, a salinidade e ao estresse ao frio.

Foram, também, identificados elementos jasmonate e elicitor responsivos, 0s
quais, sendo propostos como intermediarios de sinalizacao na ferida e na defesa de
plantas, mostraram a possibilidade de que o acido jasménico se configure como uma
parte importante no sistema de sinalizac&o e regulacao de defesa vegetal. Diversas
caracteristicas foram associadas ao elemento sintético de auxina altamente ativo,
uma vez que, além de estimular o crescimento celular, o alongamento de caules
e raizes e o desenvolvimento dos frutos, também estdo associados ao controle do
gravitropismo, na promoc¢ao de maior dominéancia apical e retardo de absciséo.

A Doenca do Mosaico da Mandioca (CMD) estd entre as principais doencas
globais dessa cultura e, no Brasil, é considerada doenca de quarentena. Os prejuizos
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ocasionados por eles vao desde perdas econOmicas até avarias sociais. Mesmo
existindo variadas medidas de controle, fazer uso de variedades resistentes é
considerada a solucao mais eficaz, ja que néao existiria fonte de inoculo nas culturas.
Nenhuma das sequéncias identificadas relacionadas ao CMD1 foram encontradas
nos acessos de mandioca no Brasil, embora tém sido usados como fonte de
resisténcia a CMDs na Africa. Para as sequéncias de CMD2, sua implantagéo foi
considerada bem-sucedida na transferéncia de gendtipos de resisténcia genética
em variedades na América Latina. Nesse sentido, certamente a implantacédo de uma
alta variabilidade genética do germoplasma nacional da mandioca resistente a CMD

obteria éxito, considerando que o Brasil é o seu centro de origem.

41 CONCLUSAO

Nessa perspectiva, dado que a mandioca ainda constitui um importante meio
de subsisténcia para agricultura familiar e agricultores tradicionais, é proficuo que
haja contribuicdes para o melhor conhecimento de variedades e distribuicdo genética
deste alimento. Para que ele seja possivel, 0 melhoramento genético depende da
extensdo de variabilidade genética do germoplasma estudado, caracteristica essa
apresentada pelos estudos realizados. Conhecer a diversidade genética € um
requisito importante para melhorar e aumentar a producédo de diferentes cultivares
com qualidades que contribuam em seu manejo, como resisténcia a fatores climaticos,
possibilidade de resisténcia a CMD e aumento da produtividade. Nos estudos
realizados foram identificados primers da Manihot esculenta Crantz com similaridade

para caracteristicas que possivelmente podem auxiliar em estudos futuros.
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CAPITULO 5

A(;AO DE EXTRATOS E BIOCOMPOSTOS DE
Himatanthus lancifolius (MULL. ARG.) Woodson NO
CONTROLE DA PROLIFERAQAO CELULAR E |NDUQAO
DE APOPTOSE EM CELULAS CULTIVADAS DE
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RESUMO: As linhagens celulares imortalizadas
de melanoma s&o usadas para testar a eficacia
dos medicamentos quimioterapicos. Assim, a
linhagem de tumor B16-F10 serve como modelo
para estudo in vivo e in vitro de melanoma.
O Brasil é 0 pais com a maior biodiversidade
de plantas medicinais para a fabricacdo de
fitoterapicos. O objetivo desse trabalho foi
identificar os biocompostos presentes na
folha, e avaliar a atividade citotoxica do extrato
hidroalcodlico das folhas de Himatanthus
lancifolius (Mull. Arg.) Woodson (EEHL) em
células cultivadas de melanoma (B16-F10), e
em células ndo tumorais de ovario de hamster
chinés (CHO), controle. A analise histoquimica
do EEHL indicou a presenca de lipidios, taninos,
alcaloides entre outros. A citotoxicidade do
EEHL contra B16-F10 foi determinada por
fotometria (MTT). O EEHL apresentou 02
fases com diferenga estatistica significativa
(p<0.001) e alto indice de seletividade (IS),
superior a 3 (aproximadamente 80), para
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B16-F10 em relacao as CHO. As fragdes polares e apolares do EEHL apresentaram
alta citotoxicidade contra as células B16-F10 (0,001-650 pg/ulL). Ja a fragao apolar
(FAHL) apresentou trés fases, indicativo de trés ou mais compostos ativos. Esses
resultados sdo promissores e necessitam de maiores estudos. O tratamento contra o
cancer de pele do tipo melanoma € o resultado da acéo eficiente do medicamento na
dificil distin¢gdo entre células malignas e normais do corpo, e pode significar a vida ou
a morte de um paciente.

PALAVRAS-CHAVE: citotoxicidade; extrato de planta; melanoma; B16-F10;
Himatanthus lancifolius.

ACTION OF Himatanthus lancifolius (MULL. ARG.) Woodson EXTRACTS
AND BIOCOMPOSITES IN THE CONTROL OF CELL PROLIFERATION AND
APOPTOSIS INDUCTION IN CULTIVATED CELLS OF MURINO MELANOMA

B16-F10.

ABSTRACT: Immortalized melanoma cell line are used to test the efficacy of
chemotherapy drugs. Thus, murine B16-F10 melanoma cell line serves as a model of
melanoma in vivo and in vitro study. Brazil is the most biodiverse country, with medicinal
plants for the manufacture of herbal medicines. The objective of this work was to identify
biocompounds present in the leaf and to evaluate the cytotoxic activity of the ethanolic
extract on the leaves of Himatanthus lancifolius (Mull. Arg.) Woodson (EEHL) against
cultured melanoma cells (B16-F10) and against Hamster Ovary (CHO) cells, non-tumor
cells (Control). The histochemical analysis of the EEHL indicated the presence of lipids,
tannins, alkaloids among others. The cytotoxicity of the EEHL against B16-F10 was
determined by photometry (MTT). The EEHL, the polar (FPHL) and apolar fractions
(FAHL) showed high cytotoxicity in B16-F10 (0.001-650 pg / uL). The EEHL presented
02 phases with significant difference (p<0.001) and high selectivity index (IS), higher
than 3 (approximately 80), for B16-F10 in relation to CHO. The apolar fraction (FAHL)
presented three phases, indicative of three or more active compounds. These results
are promising and need further study. Treatment against melanoma-type skin cancer is
the result of the drug’s effectiveness in the difficult distinction between malignant and
normal body cells, that may indicate the life or death of a patient.

KEYWORDS: cytotoxicity; plant extract; melanoma; B16-F10; Himatanthus lancifolius;

11 INTRODUGAO

A planta do género Himatanthus pertence a familia Apocynaceae, proprio
da Ameérica do Sul, composto por 14 espécies. E um arbusto de porte médio, e
seu género possui consideravel relevancia na medicina tradicional, suportada
por estudos que demonstram seu uso popular para diversos fins medicinais, por
apresentar biocompostos farmacolégicamente ativos, entre eles alcal6ides inddlicos,
iridoides e ésteres triterpénicos (DI STASI & HIRUMA-LIMA, 2002; SOUZA, 2007).
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Tais compostos apresentam atividade antimicrobiana e anti-inflamatéria (SOUZA et
al., 2004; NARDIM et al., 2008) e principalmente antitumoral (SEIDL et al., 2017).

Baratto (2010) apud Silva, 1929 que descreve Himatanthus lancifolius (MUll.
Arg.) Woodson como uma espécie neotropical da Farmacopeia Brasileira (12 edicéo
- SILVA, 1929), sob o basinémio de Plumeria lancifolia MUll. Arg., e nessa monografia
descreve que as cascas do caule, e a raiz age como droga vegetal de multipla acéo,
inclusive para tratamento de doencgas de pele.

O céancer se tornou a segunda causa de morte da populacéo, nos paises mais
desenvolvidos do mundo, sendo apenas superado pelas doencgas cardiovasculares
(GRUNFELD et al., 2004). Contudo, em paises subdesenvolvidos ou em
desenvolvimento, como o Brasil, os indices também s&o alarmantes.

As estimativas para o ano de 2018-2029 no Brasil sdo semelhantes a paises
desenvolvidos, com a ocorréncia de 600 mil casos novos de cancer. Considerando
68 mil novos casos de canceres de préstata em homens 60 mil casos novos de mama
em mulheres. Serdo os mais frequentes os canceres de pele tipo ndo melanoma,
pulmé&o, intestino, estbmago, cavidade oral, para 0 sexo masculino; e os canceres de
pele ndo melanoma, mama, intestino, colo do Utero, pulmao e tireoide, para mulheres
(INCA, 2017).

O melanoma é uma neoplasia maligna que atinge os melanécitos da pele,
células dendriticas, fenotipicamente importantes, responsaveis pela sintese de
melanina. A maioria dos melandcitos esta localizada na pele, na camada basal da
epiderme e em menor propor¢éo na derme, porém também podem ser encontrados
nas outras regiées do corpo, como olhos, mucosas e leptomeninges (MIOT et al.,
2009). Em tumores, a dificil distincdo entre células malignas e normais do corpo

dificulta a obtengdo de um tratamento mais eficiente.

2| OBJETIVOS

Oprincipal objetivo desse trabalho foi aidentificacao qualitativados biocompostos
presentes nas folhas de Himatanthus lancifolius (Mill. Arg.) Woodson, e avaliar a
atividade citotdxica do extrato hidroalcodlico dessas folhas em células cultivadas
tumorais de melanoma (B16-F10) e de células controle ndo tumorais de ovario de
hamster chinés (CHO).

3| MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultivo de Células

As culturas de células foram tratadas com tripsina 0,2%, antes ou durante o
estado de subconfluéncia. O meio era removido e as células lavadas com solugéao

Ciéncias Biolégicas: Campo Promissor em Pesquisa 3 Capitulo 5




de Versene: PBS NaCl (140mM), NaH2PO4 (2,6mM), Na2HPO4 (10mM), EDTA
(0,5mM) e sulfato de gentamicina (50mg/mL), o qual era aspirado. Ap6s lavagem
com PBS adicionamos 2,0 ml de tripsina em cada garrafa. As garrafas contendo as
culturas de células foram transferidas para a estufa de CO, o tempo suficiente para
que as células se soltem da matriz da garrafa (1-4 minutos), conforme o grau de
atividade enzimatica. Durante este intervalo, monitoraremos o descolamento das
células com o auxilio do microscopio invertido de contraste de fase e coradas com
marcadores fluorescentes para analise do crescimento e da morfologia (figuras 01 e
02). A suspensao de células era transferida para um tubo cénico, em RPMI completo
e centrifugada durante 4 min a 358 g. Fez-se a contagem dessas células por meio

da camara de Neubauer.

Figura 1.Micrografiasdas células de melanoma B16F10 (a ); CHO ( b ) do grupo controle
coradas com HE identificando o citoplasma e nucleo, respectivamente(barra de escala
50um). As imagens foram obtidas por microscopio fotnico invertido Olympus/modelo
CKX41 célulasde melanoma B16F10( ¢ ) e CHO( d )coradas com rodamina (vermelho) e
DAPI (azul) identificando o citoplasmae o nucleo, respectivamente(barra de escala 20um). As
imagens foram obtidas por microscopia de fluorescénciano microscopioEvos FL (AMF-4302) da
ThermoFisher.

3.2 Determinacéao da atividade celular

Foram semeadas 1x10° células em cada poco de placas de cultura (96 pocos)
com 100uL de meio RPMI 1640 completo e mantidas em incubadora umida a 37°C
e 5% de CO, por 24 horas. O meio de cultura foi removido e substituido por 300uL
de meio RPMI 1640 completo contendo os fitoextratos isolados da Himatanthus
Lancifolius (0,0002 a 20ug/mL), por 48h. Para determinacdo da atividade celular,
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estas células foram incubadas com uma solucéo de 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazoly)-2,5-
diphenyl-2H tetrazolium bromide (MTT) por 4h. O meio contendo MTT foi removido
e substituido por 100uL de alcool isopropilico, e apés 10 minutos, as leituras de
absorbéancia foram determinadas por fotometria em leitor de ELISA (Biochrom,
modelo EZ Read 400) em 570nm.

3.3 Planta medicinal e preparo dos extratos

A planta medicinal utilizada para estudo da atividade citotdxicidade foi a
Himatanthus lancifolius (Mull. Arg.) Woodson da familia Apocynaceae que foi coletada
no campus da UFBA / Salvador. Coordenadas Geografica: Latitude: (-13.00119),
Longitude: (-8.508493) e depositada no Herbario de Botanica da UESC sob numero
de voucher 23374 (figura 2 a). As folhas da Himatanthus lancifolius (figura 3A) foram
secas em estufa ventilada (Biofoco, modelo BF2 ECN 100) e trituradas (Bermar,
modelo BM 31) até que se obtivesse um pd de cor verde. Desta forma, os extratos
hidroalcodlicos foram preparados com 1g do p6 das folhas em 40mL de etanol/agua
70% (V/V). Esta mistura foi reservada em um tubo de 50 ml e ficou no homogeneizador
de solucdes (Phoenix, modelo AP-22) por 24h protegida da luz a 25°C. Logo depois,
foi filtrado em filtro de papel e em filiro de 0.22um em fluxo laminar. A solugéo foi
distribuida em eppendorfs, contendo 1,5ml do extrato, e foi levada ao speedvac
(Eppendorf, modelo Concentrator 5301) por 6h, para que fosse removido o solvente.
A seguir pesou-se 20ug/mL e solubilizou-se na solugéo hidroalcodlica de 70% de
etanol/agua (V/V), solucéo estoque. Outra solucéo similar de volume 1mL e 10
vezes mais concentrada (200ug/mL) foi transferida para um funil de separacéao de
50mL, adicionou-se 25mL de acetato de Etila (Sigma-Aldrich), e 25mL de agua. Apos
intensa agitacdo em funil de separacdo a mistura permaneceu em repouso por 5
minutos e formou-se uma solugdo com duas fases: fragao polar (FPHL) e apolar
(FAHL), figura 2 b. A FPHL foi transferida para um tubo cénico de 50 mL, congelada
a -20°C e levada ao liofilizador (Labconco, modelo FreeZone 6), figura 02. Apos 48h,
a FPHL secou e cerca de 6h a FAHL distribuidas em eppendorfs, e também secou
no speedvac. Portanto, esse processo permitiu a preparag¢ao de trés solugdes para
0s ensaios: 1) o extrato hidroalcodlico da folha (20pug/mL); 2) a fragéo polar em agua
(20pg/mL) e 3) a fracao apolar em acetato de etila (20pug/mL) (figura 2 b).
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Figura 2.Imagem da sementee das folhas de Himatanthus lancifolius ( a) e Imagem das

fragbes no funil de separacdo ap6s 05 minutos de repouso da mistura de acetato de etila e

agua, e imagem das duas fragdes isoladas dessa mistura: fracdo polar (FPHL)e fracéo
apolar (FAHL)( b).

3.4 Analise qualitativa dos biocompostos presentes na folha de Himatanthus
lancifolius (Mull. Arg.) Woodson

Realizou-se testes histoquimicos para identificacdo dos compostos presentes
nas folhas, utilizando as seguintes substancias: Sudam Il para Lipidios totais (Sass,
1951); Lugol para Amido (Johansen, 1940); Vanilina cloridrica para Taninos (Mace
e Howell, 1974); Floroglucinol acidificado para Lignina (Johansen, 1940 Reagente
de Wagner para Alcalbides (Furr & Mahlberg, 1981); Cloreto férrico para Compostos
fendlicos (Johansen, 1940); Cafeina + DMACA para Flavondides (Feucht & Schmid,
1983).

4 | RESULTADOS E DISCUSSAO

Anélise histoquimica: A analise qualitativa dos biocompostos presentes na
folna da Himatanthus lancifolius (Mull. Arg.) Woodson mostraram a presenca de
substancias lipidicas somente na cuticula (figura 3a); amido nas células do parénquima
clorofiliano, principalmente do parénquima palicadico (figura 3b); lignina nas paredes
do esclerénquima e elementos traqueais do xilema (figura 3c e d); alcaléides no
contetdo de algumas células parenquimaticas nas nervuras (figura 3e); compostos
fendlicos no conteldo e paredes de células parenquimaticas do mesofilo (figura 3f);
flavonodides no conteudo de células parenquimaticas no mesofilo e epiderme (figura
3g e h).
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Figura 3.Cortes transversais das folhas de Himatanthus lancifolius com resultados de
testes histoquimicos. a) Sudam Il evidenciando lipidios na cuticula (estrela branca); b)
Lugol evidenciando amido no parénquima clorofiliano (ponto branco); ¢ e d) floroglucinol
acidificado evidenciando lignina na parede das células (ponta de seta branca); e) Reagente de
Wagner evidenciando alcaloides na células do parénquima (asterisco branco); f) Cloreto férrico
evidenciando compostos fenélicos no parénquima (triangulo branco); g e h) cafeina e DMACA
evidenciando flavonides nas células parenuimaticas ( # branco). Aumentos: b, f, h—4X e a,c, d,
e, g —10X. Legendas: Ep:epiderme, Pa:parénquima, Co: colénquima, Xi: xilema, Fl:floema, Ed:
epiderme adaxial, Pp: parénquima pali¢cadico, Pl:parénquima lacunoso, Es: esclerenquima,

Ct: cuticula, Fv: feixe vascular.

Nesse trabalho os primeiros ensaios foram feitos para o extrato hidroalcodlico da
folha da Himatanthus Lancifolius, (figura 04). Tanto para células de melanoma como
para células controle (CHO) foram evidenciadas duas fases. As células (B16-F10 e
CHO) apresentaram duas fases (1 e 2), na fase 2 ocorreu uma diferencga significativa
no indice de seletividade (IS). O extrato hidroalcodlico da folha da Himatanthus
Lancifolius apresentou citotoxidade elevada e indice seletividade alta (muito superior
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a 3) para células tumorais de melanoma (B16-F10) em relagc&o a células de ovario de
hamster Chinés (CHO), (figura 04). A atividade citotdxica e antitumoral relacionada
aos compostos bioativos presente na Himatanthus lancifolius e seu uso na medicina
popular no Brasil também é relatado por Wood et al., (2001).

Corroborando com nossos resultados em estudo de plantas como protétipo
de drogas, Rosales et al., 2019 mostraram que a atividade citotéxica de alcaldides
indOlicos (metabolitos vegetais ativos) da planta da familia da apocynaceae
(tabernaemontana catharinensis) apresentaram citotoxicidade seletiva contra
células tumorais de melanoma. Nesse estudo as fracdes enriquecidas identificada
por espectrometria de massa de alta resolugao sao testadas in vitro contra linhagens
celulares: A375 (melanoma), A549 (adenocarcinbmicas) e células Vero nao tumorais
(células epiteliais de rimde macaco verde africano). Apartir dos alcalbéides identificados
como ativos foram obtidas seis subfra¢des. A subfracdo contendo afinisina mostrou
toxicidade seletiva contra células de melanoma (A375), com um IC, de 11,73 pg/mL,
e nenhuma citotoxicidade contra células normais (Vero). Esses autores concluem que
os alcaloides inddlicos da apocynaceae (tabernaemontana catharinensis) exibem
citotoxicidade seletiva em células tumorais de melanoma (A375) e toxicidade em
silico, considerando que a subfragcdo contendo afinisina pode ser um indicativo de

quimioterapico para células de melanoma (A375).

1.5+
E = Fase 1-B16-F10: 1C5 = 10.22
S : = Fase 2 - B16-F10: IC5g = 0.092
(g
': 1.0 « Fase 1-CHO: IC5) =9.36
= = Fase 2 - CHO: IG5 = 7.26
g. 0.5 \(\‘K l—\Ll
(=]
0.0

T T T T T
-1 -10 -05 00 0.5 1.0 1.5
Log [Concentragao (mg/mL)]

IS¢250 2 = IC5q (CHO) / IC5q (B16-F10) = 78,91

Figura 4. Curva da atividade das células tumorais de melanoma B16-F10 e ndo tumorais
(controle) de ovario de hamster Chinés (CHO-K1) tratadas com extratos polar da folha da
Himatanthus Lancifolius. Esse gréafico representam a densidade dptica observado do MTT,

apds 4h de incubagéo, em fungéo os valores do Log da concentracdo do extrato polar da folha
da Himatanthus Lancifolius (160 - 0,3 ug/mL), para as células expostas por 48h. Essas linhas
graficas que refletem a dispersédo dos pontos (R? = 0,994) permitem o calculo pelo Programa
Grafico PrismPlot3 para o valor do IC_, e do Rmax.

Nossos estudos mostraram por ensaios de citotoxicidade (MTT), alta toxicidade
celular para células de melanoma e CHO-K1 tratadas com EPHL. Para células de
CHO-K1 foi obtido um IC,  =410,2 ug/mL e citotoxicidade maxima numa concentragéo
400 pg/mL, enquanto as células B16-F10 tiveram IC, = 8,998 pg/mL e citotoxicidade
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maxima em 40ug/mL. Nessa analise observamos que IS = 1,11. O EPHL néo
apresentou toxicidade seletiva para células tumorais de melanoma (B16-F10) em
relacédo a células (CHO-K1), (Figura 05 a).

Os ensaios de citotoxicidade (MTT) mostraram trés fases para fragdo EAHL,
com pelo menos trés biocompostos ativos. A alta toxicidade celular para células de
melanoma tratadas EAHL apresentou citotoxicidade maxima em 350ug/mL, (Figura
05 b).

Aanalise de substancias ativas é muito mais complexa e longa, ja que geralmente
0s compostos presentes em maior propor¢do na planta sdo os que apresentam
melhores efeitos biologicos (CECHINEL FILHO, 1998).

« B16-F10 B16 - F10

1 0.5
0 - « CHO = Fase 1:IC., = 8.68 mo/mL

+ Fase 27 ICsy = 0.22 mg/mL
04 N, « Fase 3 ICgq = 0.025 mg/mL

0z

Citotoxicidade MTT
(DO)s70am
=
@

D.0 do MTT s7onm
&

04

02

25 20 45 10 05 00 05 -3 -2 -1 0 1 2
Log [Concentragdo - mg/mL] Log [Concentragdo (mg/mL)]

IS = ICsg (B16) / IC5 (CHO) = 0,4586 / 0,4102 = 1,12

Figura 5. Em (A) Curva da atividade das células tumorais de melanoma B16-F10 e ndo tumorais
(controle) de ovario de hamster chinés (CHO-K1) tratadas com extrato polar da folha da
Himatanthus Lancifolius. (B) Curva da atividade das células tumorais de melanoma B16-F10
tratadas com fracdo apolar da folha da Himatanthus Lancifolius. Esse grafico representam
a densidade optica observado do MTT, ap6s 4h de incubacgéo, em fungéo os valores do Log
da concentragdo do extrato polar (650-0,1 pg/mL), e apolar (350-3,5 yg/mL) para as células
expostas por 48h. Essas linhas gréficas que refletem a dispersdo dos pontos (R2 = 0,998)
permitem o calculo pelo Programa Grafico PrismPlot3 para o valor do IC50 e do R _,.

Souza et al., (2010), que avaliou a acdo da uleina e da fracao rica em alcalbides,
isolada das cascas de Himatanthus lancifolius sobre a produg¢do de Oxido nitrico em
células RAEC e B16- F10. Os resultados demonstraram uma atividade antioxidante de
59,3 + 0,8% para a fracdo alcaloidica. Em ensaio DPPH (reducéo do radical livre), a
fracao alcaloidica apresentou IC50 = 196,3 + 8,9 yg/mL e para a uleina 6475,0 + 25,0
pg/mL.

Existem mais de 1000 compostos fitoquimicos diferentes descritos com atividade
preventiva contra o cancer e muitos estudos estao voltados para a elucidagéo de
mecanismos moleculares (DAVIS etal, 2007), principalmente pelo fato que componentes
bioativos presentes nos fitoterapicos podem prevenir a carcinogénese (SURH et al,
2003). Estudos fitoquimicos e farmacoldgicos realizados com plantas indicam que elas
séo constituidas principalmente de glicosideos esteroidicos, triterpenos, terpenoides,
taninos, quinonas, lactonas e flavondides (SILVA & CECHINEL, 2002).

Atualmente, um dos importantes métodos de pesquisa para o desenvolvimento
de novos medicamentos vem se baseando na busca de prototipos farmacéuticos de
produtos de origem natural, provenientes de plantas, com acéo citotoxica em células
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tumorais e/ou indutores de apoptose.

51 CONCLUSOES

A andlise histoquimica e qualitativa da folha da Himatanthus lancifolius (Mull.
Arg.) Woodson indicou a presenca de lipidios, lignina, alcal6ides, flavondides
e compostos fendlicos. Sendo que o extrato hidroalcodlico da folha Himatanthus
Lancifolius (EEHL), afracao polar (FPHL) e apolar (FAHL) desse extrato apresentaram
alta citotoxicidade contra célula de melanoma B16-F10 na faixa de 0,001 — 650 pg/
uL, dependente do extrato, da fracdo e do tempo de contato com as células. O EEHL
apresentou duas fases. A fase 2 apresentou diferenca significativa (p<0.001) e alto
indice de seletividade (IS), que foi muito superior a 3 (aproximadamente 80), para
células tumorais de melanoma (B16-F10) em relacao a células de ovario de hamster
Chinés (CHO).

A FPHL apresentou citotoxicidade maxima em 40 pg/mL (IC50 = 9,998 ug/
mL) e para CHO em 90 pg/mL (IC50 = 8,998 pg/mL), mas nao induziu toxicidade
diferenciada (IS = 1,12). Ja com o extrato EAFH soluvel em etanol para os ensaios
de citotoxicidade (MTT) mostraram trés fases, com pelo menos trés biocompostos
ativos. A alta toxicidade celular para células de melanoma tratadas com EAHL soluvel
em etanol apresentaram citotoxicidade méaxima em 350ug/mL.

Esses resultados s&o promissores e necessitam de maiores estudo, pois em
tumores, a dificil distingdo entre células malignas e normais do corpo dificulta a
obtencao de um tratamento mais eficiente.
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RESUMO: Introducao: Ftalimidas sé&o
moléculas com grande potencial terapéutico,
pois sua estrutura, de maior contetudo apolar,
consegue atravessar
e disponibilizar grupamentos ativos em seus

membranas celulares

sitios de agdo com quatro a quinze vezes mais
facilidade. Estudos avaliam a possibilidade
do efeito analgésico de novas moléculas
criadas em estruturas de ftalimida, ajudando a
reduzir medicamentos com alto custo e risco
de dependéncia, como alguns analgésicos
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FTALIMIDICOS

opioides. No entanto, poucos levantamentos
trazem os reais beneficios e possiveis riscos
do uso de medicamentos com este grupamento
Objetivo: Este estudo objetivou
realizar um
principais
atividade analgésica e o0s seus potenciais
riscos e beneficios. Metodologia: Trata-se de
uma revisao integrativa da literatura. Os artigos

quimico.
levantamento bibliografico das

ftalimidas investigadas para a

foram processados por dois avaliadores de
forma independente e, entdo, as informagdes
foram cruzadas. Resultados e Discussoes:
A maior parte dos estudos clinicos (realizados

realizada por grupos
enquanto que estudos
(participantes n&o-humanos)
foram mais utilizados por grupos brasileiros. Das

em humanos) foi
norte-americanos,
experimentais

moléculas testadas, apenas a Lenalomida nao
conseguiu efeito analgésico maior que o grupo
placebo (16,1%). As demais moléculas, muitas
ainda em fase experimental, conseguiram
aumentar o limiar de dor por reducédo da
producdo de mediadores inflamatérios que
sensibilizam os nociceptores, ou a partir da
estimulacéo de receptores no sistema nervoso
central, reduzindo a conducé&o dos impulsos
neuronais referentes ao estimulo doloroso.
No entanto, os estudos clinicos indicaram
mais efeitos colaterais do tratamento e estes a
nivel de administracédo aguda, como tontura e

constipacdo. Das moléculas criadas, todas as
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escolhidas reduziram a dor em mais de 50 %, com acao associada a via opioide.
Conclusao: A maior parte dos compostos ftalimidicos sintetizados conseguem
combater a dor, por vias periféricas ou centrais. No entanto, efeitos colaterais do
uso cronico dessas medicacdes ndo esta elucidado, bem como estudos clinicos sdo
€scassos.

PALAVRAS-CHAVE: Ftalimidas; Dor; Analgesia.

ANTINOCICEPTIVE ACTIVITY OF PHTHALIMIDE COMPOUNDS

ABSTRACT: Introduction: Phthalimides are molecules with great therapeutic potential,
because their structure, with higher apolar content, can cross cell membranes and
let active groups available at their sites of action four to fifteen times more easily.
Studies evaluate the possibility of the analgesic effect of new molecules created in
phthalimide structures, helping to reduce costly drugs and the risk of addiction, such
as some opioid analgesics. However, few studies bring the real benefits and possible
risks of using drugs with this chemical group. Objective: This study aimed to conduct a
bibliographic review of the main phthalimides investigated for analgesic activity and their
potential risks and benefits. Methodology: This is an integrative review of literature.
The articles were processed by two reviewers independently, and then the information
was crossed. Results and Discussion: Most clinical studies were performed by North
American groups, while experimental studies (non-human participants) were mostly
used by Brazilian groups. Of the molecules tested, only Lenalomide had no greater
analgesic effect than the placebo group (16.1%). The other molecules, many still in the
experimental phase, were able to increase the pain threshold by reducing the production
of inflammatory mediators that sensitize nociceptors, or by stimulating receptors in
the central nervous system, reducing the conduction of painful stimulating neuronal
impulses. However, clinical studies have indicated more side effects of treatment
and these at the acute administration level, such as dizziness and constipation. Of
the molecules created, all the chosen ones reduced pain by more than 50%, with
action associated with the opioid pathway. Conclusion: Most synthesized phthalimide
compounds are able to combat pain by peripheral or central routes. However, side
effects of chronic use of these medications are not elucidated as well as clinical studies
are scarce.

KEYWORDS: Phthalimides; Pain; Analgesia.

11 INTRODUCAO

Imidas ciclicas é o termo dado a familia de compostos quimicos cuja estrutura
apresenta duas carbonilas ligadas ao mesmo atomo de nitrogénio. As imidas
ciclicas sao formadas por glutarimidas, naftalimidas, maleimidas, succinimidas e
as ftalimidas. Sendo esse ultimo componente um dos mais utilizados na sintese
de novas particulas (Horvat et al., 2012). A propriedade hidrofobica das ftalimidas
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€ resultante, principalmente, dos seus anéis aromaticos. Estes conferem a esta
molécula facilidade de transporte em membranas celulares. (Martines et al, 2000;
Pin &Tavares, 2016).

Além disso, a estrutura das ftalimidas possui grande plasticidade no que se
diz respeito a adicdo de novos grupamentos hidrofébicos, ou ndo. Deste modo,
consegue-se ampliar os efeitos desta molécula e/ou aproveitar de suas propriedades
de transporte transmembrana para disponibilizar grupamentos ativos dentro da célula
de forma mais eficaz e eficiente. O anel imidico € o ponto de maior manipulacéao
biofarmacolégica (Horvat et al., 2012; Pin & Tavares, 2016).

0

Figura 1. Representacéo estrutural de uma molécula simples de Ftalimida.

As ftalimidas podem ser obtidas através da condensacédo do anidrido ftalico
com aminas especificas, como a ureia. Esses dois compostos sdo misturados na
propor¢cao molar de um para um (1:1), em meio etéreo, e deixados sob agitacéo.
Quando condensados, formam o acido amico, que recebe acido acético e a reacao
€ deixada por duas horas e posteriormente refluxada, obtendo-se a ftalimida (Buzzi
et al, 2003).

Muitas propriedades biol6gicas das imidas ciclicas ja foram reportadas na
literatura, dentre as principais estao, hipolipidémica, antimicrobiana, anti-inflamatoria
e antitumoral (Gajare; Mahajan 2012; Jean et al, 2009). As propriedades desses
compostos estao diretamente ligadas ao tamanho das moléculas e principalmente
aos grupos substituintes adicionados ao anel imidico. Esses novos grupamentos
podem amplificar a acao bioloégica, por conseguirem chegar mais rapido no sitio de

Ciéncias Biolégicas: Campo Promissor em Pesquisa 3 Capitulo 6



acao (Cechinel Filho et al., 2003).

A partir dessas possibilidades terapéuticas, iniciaram-se investigacdes sobre
o potencial analgésico de compostos contendo ftalimidas como base. A dor € um
sinal neuroldgico que indica dano a algum componente do sistema. No ser humano,
principalmente, a dor possui fatores subjetivos e objetivos. Em sua objetividade,
a dor pode ser gerada por fatores neurologicos (principalmente envolvidos com
neurotransmissores ou receptores do sistema nervoso central) e/ou fatores
inflamatérios (a partir da sensibilizacdo de neurdnios nociceptores mediados por
agentes pré-inflamatérios) (Bourne et al., 2014; Wang et al., 2016).

No mecanismo de lesdo classico, a dor neuroldégica se representa pela
estimulacédo nervosa periférica nos primeiros minutos ap6s a agresséo, enquanto
que dores de origem inflamatéria sdo geradas minutos apds o dano, quando se inicia
a chegada de mediadores inflamatorios. Farmacos que visam a atuagdo analgésica
sdao amplamente prescritos e utilizados de forma autonédmica em todo o mundo. No
entanto, novos medicamentos com atuacdo mais eficaz e/ou ampla atuacao nos
diferentes promotores de dor se fazem necessarios para diminuicdo de custos,
sintomatologia e tratamentos mais eficazes (Queiroz et al., 2010).

Atualmente, a classe analgésica representa mais de 10% das vendas de todos
0s medicamentos no mundo e dor é o sintoma que mais leva a busca por servigcos
de saude (Turunen et al., 2005). Isto se da pela grande busca de medicacdes que
reduzam o estresse fisico associado a extensas jornadas de trabalho e 0 aumento de
doencas cronico-degenerativas do aparelho musculoesquelético. No entanto, muitos
destes medicamentos podem acarretar em insuficiéncia hepatica e/ou renal, além de
causar dependéncia. O que dificulta mais ainda na cessacao de dor e reducao do
uso de medicacdes (Daoust et al., 2019).

As ftalimidas ja mostram efeitos positivos como analgésicos, porém pouco
se sabe sobre quais sao os principais grupamentos adicionais que fornecem esta
atividade e quais os reais beneficios e riscos da terapia. Deste modo, este estudo
objetivou realizar um levantamento bibliografico das principais ftalimidas investigadas
para a atividade analgésica e os seus potenciais.

2| METODOLOGIA

DESENHO DE ESTUDO E LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

Trata-se de umareviséo integrativa da literatura. As informacdes foram buscadas
nas bases de dados PubMed, SciELO, ScienceDirect, Cochrane Library e Google
Scholar. Para a busca, foram utilizadas as palavras chaves e descritores (segundo
o MeSH): ftalimidas, imidas ciclicas, analgesia, dor, nocicepcao, phtalimides,
phthalimides, analgesy, cyclic imides, pain, nociception, acompanhados do operador
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booleano AND.

ESCOLHA DOS ARTIGOS

Foram utilizadas todas as publicacbes que abordassem investigacdo do
potencial analgésico de compostos ftalimidicos. Nao houve restricdo de data, nem
lingua. No entanto, todos os estudos precisavam ter carater experimental (avaliacao
em seres vivos ndo-humanos) ou clinico (avaliagdo em humanos). Nao foram aceitos
estudos com anélise de potencial analgésico por cruzamento em bases de dados ou
softwares.

PROCESSAMENTO DOS DADOS

Os artigos selecionados foram avaliadosindividualmente por doisinvestigadores,
separadamente. Entdo, foi realizada reunido para cruzamento das informacdes e
relato dos achados.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

No final da busca, foram encontrados 653 estudos. Dos quais, a maioria nao
se encaixou por tratar a dor de forma indireta ao tratar processos oncoldgicos,
principalmente, mieloma multiplo. ApGs retirada dos exemplares duplicados, 15
estudos foram selecionados. Destes, dois eram dissertacdes de mestrado, que se
mantiveram neste estudo devido a relevancia para discussdo. A maior parte dos
estudos foi realizada por grupos brasileiros ou norte-americanos. Outros estudos,
pontuais, vieram de paises dos continentes europeu e asiatico.

O primeiro estudo reportando atividade analgésica de compostos ftalimidicos
data de 1960 (Harris; Allgood, 1960). A talidomida foi utilizada no intuito de
potencializar o efeito da analgesia peridural (APC). Sabe-se que alguns casos de
dor, como as originarias de compressao nervosa em hérnias de disco lombar, podem
gerar episédios intensos e duradouros de dor, 0 que leva a necessidade de maior
aporte analgésico, como a APC. No entanto, pacientes podem perder a sensibilidade
ou necessitar de doses muito altas, o que leva a efeitos colaterais diversos. Neste
estudo, 10 pacientes receberam APC associada com doses de talidomida (em 25
mg de talidomida por dia). Deste modo, foi visto que todos os pacientes tiveram o
limiar de dor aumentado sem a necessidade de aumento do APC. Apesar de pouco
elaborado metodologicamente, este estudo deu portas a mais estudos voltados para
o uso de ftalimidas sobre os mecanismos da dor (Harris; Allgood, 1960).

Um dos mais recentes trabalhos com talidomida evidenciou seu uso em
individuos com espondilite anquilosante (Zhu et al., 2010). Ao todo, 232 individuos
com diagnostico de espondilite anquilosante receberam 150 mg por dia. Destes,
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63,8 % reportaram reducéo da dor em mais de 50 % e 32,8 % alegaram cessacgéo
do quadro algico. Apesar dos efeitos benéficos, este estudo relatou que 13,8 % dos
participantes inicias desistiram do estudo devido efeitos colaterais da talidomida.
Dos quais, tontura, constipacdo e boca seca foram os mais reportados e cessaram
com o término da medicacéo (Zhu et al., 2010).

Lenalomida, outra ftalimida bastante conhecida comercialmente, foi testada
para tratamento de sindrome complexa regional dolorosa (Manning et al., 2014).
No entanto, na fase Il dos ensaios clinicos, ndo houve diferenca entre o grupo
lenalomida e o grupo placebo na reducéo de dor. Participantes de ambos os grupos
reportaram a mesma frequéncia de analgesia, 16,1 %. Apesar disto, os autores
levantam a preocupacao sobre os mecanismos de ativagcado das vias nociceptivas
destes individuos, que podem interferir por mais questdes ainda nao descobertas
do que 0s mecanismos ja sabidos sobre a conduc¢édo do estimulo de dor (Manning et
al., 2014).

Campos (2001) reportou a sintese de 13 compostos ftalimidicos. Destes,
apenas 3 obtiveram reducédo da dor em mais de 50 %, no entanto, todos os trés
reduziram a dor em mais de 80 %; o0 dobro de seus controles positivos, dipirona,
aspirina e paracetamol. Na investigacdo da mecanistica, a autora confirmou acao
neurogénica na inibicdo da dor. Mais precisamente, nas mesmas vias que a morfina,
opioide (Campos, 2001).

Isto também foi encontrado na dissertacao de Costa (2006). A autora sintetizou
10 compostos N-(adicao)-tetrahidroftalimida e outros 3 derivados. Dos compostos,
quatro obtiveram resultados melhores que o acido acetilsalicilico e o paracetamol, seis
obtiveram resultados similares aos controles positivos, dois ndo obtiveram resultados
similares e apenas um néo teve acgao analgésica no teste de contorcdo abdominal
induzida por acido acético (Costa, 2006). Por ter tido melhor resultado, o composto
N-benzil-1-morfolino-tetrahidroftalimida foi utilizado para os testes da formalina e da
placa quente. Na concentracdo de 10 mg / kg de peso, os animais tratados com este
composto tiveram potencial analgésico, por vias centrais, comprovado. Sendo seus
resultados similares ao do controle positivo, morfina (Costa, 2006).

Na tentativa de criar um antagonista do receptor de bradicinina B1, Eles e
colaboradores (2012) sintetizaram 20 compostos quinolinil- e fenantridinil-acetamidas.
Destes, o composto 20, 0 mais complexo e mais rico em anéis aromaticos apresentou
maior relacdo antagOnica aos receptores. Seus resultados foram t&o bons quando
o diclofenaco de sédio, porém o composto 20 foi administrado em doses dez vezes
menores que seu controle positivo (Eles et al., 2012).

Baraldi e colaboradores também realizou sintese de mais de 30 compostos a
partir da 7-substituto-pirrolo[3,2-d]pirimidina-2,4-diona, porém para acao antagonista
aos receptores transientes de potencial anquirina 1. Destes, os compostos 3H e 5E
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apresentaram os melhores resultados de antagonismo. No entanto, 5E foi o unico
que também manteve antagonismo equipotente para a isoforma do receptor em
camundongos. Pouco foi discutido sobre o motivo pelo qual estas moléculas foram
as mais potentes (Baraldi et al., 2012).

Outro estudo avaliou analogos da glutarimida a partir de 2-ftalimidetanol e
nitrato 2-ftalimidetil na acao analgésica e anti-inflamatoria (Godin et al., 2014). Ambas
moléculas conseguiram reduzir a migracéo de neutréfilos. Porém o composto nitrato
foi o Unico que também reduziu as concentracdes de fator de necrose tumoral alfa e
ligante de quimoquina 1. Apesar disto, ambos conseguiram reduzir o edema de pata
induzido por carragenina e a dor abdominal induzida por acido acético. O composto
nitrato ainda foi associado a altos niveis sanguineos de nitrato e 6xido nitrico, ja
apontando um grande efeito colateral de seu uso (Godin et al., 2014).

Ap6s um ano, 0 mesmo grupo resolveu investigar possiveis mecanismos da
acao analgésica, uma vez que ja haviam sinalizado as vias inflamatérias (Godin et
al., 2015). Por meio do teste da formalina, os autores comprovaram ac¢ao agonista de
ambas as moléculas na via opioide, gerando redugao da dor por via central (Godin
et al., 2015).

Recentemente, a talidomida foi novamente colocada em teste, dessa vez, na
reducdo da intolerancia a morfina em modelo animal (Hassanzadeh et al., 2016).
Apds andlise de 11 dias em tratamento, os animais que apenas receberam morfina
iniciaram a apresentar tolerancia a mesma, reduzindo o potencial analgésico. Em
contrapartida, os animais que também receberam talidomida mantiveram os efeitos
analgésicos da morfina, pois os mecanismos de resisténcia foram relacionados ao
aumento de processo inflamatério (gerado, principalmente, por altas concentragdes
de fator de necrose tumoral), que podem ser remediados com o0 uso da talidomida
(Hassanzadeh et al., 2016).

Ademais, o grupo de Roecker (2017) reportou a sintese de mais de 30 N-ligantes
arilsulfonamida com eficacia analgésica em modelo animal. No entanto, apenas os
compostos 5 e 19 conseguiram apresentar 100 % de acdo analgésica. Nao foram
avaliadas as vias de acado para estes compostos, porém os autores acreditam
que vias opioides sejam ativadas por estes compostos, assim como a maioria das
ftalimidas consegue (Roecker et al., 2017).

Outro grupo brasileiro testou os mecanismos de acao da N-(4metil-fenil)-4-
metilftalimida em diferentes modelos de dor em camundongos e percebeu a ativagao
de prostaglandinas e interleucinas na reducdo do potencial doloroso (Silva et al.,
2017). O possivel mecanismo de acao das vias foi sinalizado como um bloqueio de
canais da foskolina, estimulagdo da interleucina 1-beta e da pronstaglandina E2 no
aumento da inibicdo desses canais, reduzindo a hipersensibilidade dos modelos de

dor (Silva et al., 2017).
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Li e colaboradores (2018) sintetizaram derivados da tansinona 2A e encontraram
12 compostos com computacional possibilidade de reduzir a atividade da
monoacilglicerol lipase, uma das responsaveis pela formacao do acido araquidonico
e posterior cascata inflamatéria. Os resultados foram preliminares, pois nao houve
aplicabilidade experimental, apenas cruzamento de dados por analise computacional
(Li et al.,2018).

Além desses, recentemente, Batista e grupo (2019) reportou a acéo analgésica
de anélogos de N-3-hidroxipropulftalimida (HPP) e N-carboximetil-3-nitroftalimida
(CNP). Destes, CNP apresentou efeito anti-inflamatério, que conseguiu reduzir dor
inflamatéria e HPP conseguiu reduzir a dor por mecanismos inflamatorios e por via
central, opioide (Batista et al., 2019).

41 CONSIDERACOES FINAIS

Ftalimidas sdo testadas para acédo analgésica ha mais de meio século. Apesar
disto, pouco ainda se sabe sobre suas aplicabilidades, pois a maioria dos testes
sao pré-clinicos e as drogas utilizadas em individuos nao apresentaram efeitos tao
satisfatérios para dor, apesar de serem potentes medicamentos para processos
oncologicos. Das ftalimidas com efeitos analgésicos por via central, a via opioide é
a via de agao por unanimidade, enquanto que 0os mecanismos anti-inflamatorios séo
variados, podendo ser desde a acédo de enzimas chave para a formacéo do 4cido

araquidénico, como na reducéo de citocinas.
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RESUMO: O exame parasitologico de fezes
(EPF) tem como finalidade o diagnéstico de
parasitos intestinais causados por helmintos e
protozoarios, por meio das diferentes formas
parasitarias que sdo eliminadas através das
fezes. Para que se tenha um diagnédstico
completo e seguro convém realizar uma coleta
adequada, preservar a amostra e evitar a
contaminagcdo por fragmentos alimenticios,
pélen, células vegetais, o que pode comprometer
a analise, muitas vezes se assemelhando a
algum tipo de parasito. Caso ocorra uma das
situacdes inadequadas, sera de pequeno valor,
mesmo com uma boa técnica laboratorial,
terd seu resultado comprometido, e assim
comprometendo a confirmacao do diagnostico e
o tratamento para o paciente. Existe uma grande
quantidade de técnicas coproldgicas presentes
na literatura, grande parte das técnicas sao
modificadas com o tempo, para melhorar a
identificacdo dos parasitas e por apresentarem
diferentes sensibilidades na deteccao de ovos,
larvas e cistos. Sendo as técnicas qualitativas,
as mais utilizadas, pois observa-se melhor a
presenca de formas parasitarias. Normalmente,
0 numero de formas parasitarias € pequeno,
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sendo necessario recorrer a processos de enriquecimento dessas técnicas e as
técnicas quantitativas onde podemos avaliar a quantidade de parasitos para um melhor
diagnostico, fornecendo informagdes para melhor manejo do paciente e maior certeza
no tratamento.

PALAVRAS-CHAVE: exame parasitologico de fezes; parasitologia; diagnostico.

EVALUATION OF QUANTITATIVE AND QUALITATIVE TECHNIQUES IN THE
DIAGNOSIS OF PARASITOLOGY

ABSTRACT: The parasitological stools examination purpose the diagnosis of intestinal
parasites caused by helminths and protozoa, by means of different parasitic forms
that are eliminated through feces. In order to have a complete and secure diagnosis,
it is necessary a proper collection, preserving and avoiding the contamination by
food debris, pollen and plant cells, that can compromise the analysis, on account of
resemble with a parasite. In the event of an problem with the collection, it will be little
value, even with a good laboratory technique, your result will be compromised, and
thus compromising the confirmation of the diagnosis and treatment for the patient.
There is a large amount of coprocospic techniques in the literature, a large part of
these techniques are modified over time to improve the identification of parasites
and by the different sensitivities in the detection of eggs, larvae and cysts. Being the
qualitative techniques, the most used, because it is better observed the presence of
parasitic forms. Normally, the number of parasitic forms is small, it is necessary apply
enrichment technics and the quantitative techniques, where we can assess the quantity
of parasites for a better diagnosis, providing information to better patient management
and greater certainty in the treatment.

KEYWORDS: parasitological stools examination; parasitology; diagnosis.

11 INTRODUCAO

Atualmente no Brasil e em paises em desenvolvimento, constam um alto indice
e frequente de parasitoses intestinais. Doencas parasitarias sao mais frequentes na
populacédo carente, um grande problema de saude publica, tendo como o maior alvo
as criangas com baixo nivel socioecondmico (MARINHO et al. 2002).

A maior parte da contaminacdo pelas parasitoses intestinais, s&o pelas vias
oro-fecal, pela ingestdo de ovos e cistos de protozoarios, presentes em alimentos,
agua e ou objetos contaminados por fezes (MARINHO et al. 2002).

Estudos indicam a alta prevaléncia de brasileiros acometidos por algum tipo de
parasitose, consideramos uma tarefa dificil o diagnéstico laboratorial, pois ha uma
resisténcia da populacdo em coletar material para esse tipo de exame (ANDRADE et
al., 2011).

Os sintomas mais comuns sao: diarreia, perda de peso, hemorragia do trato
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gastrointestinal, anemia, dores abdominais, ansiedade, nervosismo e inquietacao e
até mesmo o 6bito (ABRAHAM et al., 2007).

O diagnoéstico clinico realizado, levard a anélise laboratorial especifica
necessaria para cada tipo de parasitose que esta sendo investigada, auxiliando na
diferenciacao do agente etioldgico e sua morfologia.

Para um diagnéstico satisfatorio, segue alguns passos a seguir:

1. Coleta de fezes: A deteccao de parasitas intestinais, tem relagdo direta
com a qualidade da amostra, que deve ser coletada em recipiente limpo e
seco. Com uma quantidade de 20 a 30g para as analises. As fezes devem
ser colocadas em refrigeracdo, se a analise nao for realizada no dia e
nao deve ser congelada e nem incubada, a ndo ser que seja para fins
de estudos na biologia molecular. Medicamentos como antimicrobianos
e contrastes que contenham bario e bismuto podem interferir na analise.
O tempo recomendado para analise é de 30 minutos para fezes liquidas,
uma hora para as pastosas e amostras sélidas dentro de 24 horas. Para
preservacao, é necessario o uso de solugbes, como exemplo, a solugcao
de formaldeido.

2. Métodos de analise: O melhor método de analise a ser escolhido, deve
seguir 2 pontos importantes: 1) o grau de confiangca deve ser conhecido e 2)
a escolha deve ser feita por pessoal do laboratério que tem conhecimento
da exatidao e precisdao do método.

3. Exames macroscopicos: Deve-se atentar para a consisténcia, odor, cor,
presenca de muco e presencga de parasitos adultos.

4. Exames microscopicos: Os esfregacos a fresco pelos métodos diretos sao
0s métodos mais faceis, usados rotineiramente em laboratérios. Pode ser
qualitativo e/ou quantitativo. Para obtencdo de melhores resultados seria
necessario o uso de técnicas de concentracdo, ou seja, mecanicos ou
biologicos. Nos processos mecéanicos séo concentrados por centrifugacao.

21 TECNICAS DE CONCENTRAGCAO

As técnicas de concentracao dividem-se em flutuacdo e sedimentacéo. E cada
uma subdividem-se em flutuagcdo simples e centrifugo-flutuacédo, sedimentacéao
simples e centrifugo-sedimentacao. Dentre as técnicas de concentracao, citaremos
trés técnicas.

2.1 Técnica de flutuacao

2.1.1 Técnica de flutuagdo em solugdo saturada de cloreto de sddio: método
de willis

Atécnica de Willis é fundamentada na capacidade que alguns ovos de helmintos
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flutuarem na superficie de uma solucéo de alta densidade e de aderéncia ao vidro.
E um procedimento simples e eficiente, indicado para pesquisa de ovos com baixa
densidade, como os ovos de ancilostomideos e de Trichostrongulus orientalis.

N&o recomenda-se para ovos pesados de trematddeos, ovos de E. vermiculares
e ovosinférteis de A. lumbricoides, pois 0s cistos se encolhem, ficando irreconheciveis.

Observacgdes importantes dessa técnica: se a homogeneizacéo das fezes for
incompleta, havera uma imperfeita separacdo dos ovos e dos detritos fecais e/ou
o periodo de flutuacdo dos ovos for curto (menos de 30min.) ou longo (mais de
60min.), os ovos que flutuam na superficie podem descer para o fundo da cuba.

Em alguns experimentos realizados com esta técnica, a técnica de Willis, foi a
que apresentou a menor positividade.

Amostra: Material fecal ndo preservado (fezes frescas).

Reagente: Cloreto de Sdodio (NaCl).

Preparacdo da Solucdo: Solugcdo Saturada de Cloreto de Soédio, densidade
1,20 g/ml.

Cloreto de [
sodio ‘ 4
Ng
° s
=

Laminula
o T—— sobre o
' / filtrado

Fonte: do proprio autor

1. Usar luvas durante todo o procedimento;

2. Colocar de 1 a 2 g de fezes frescas, em uma cuba de 3 cm de didmetro
com capacidade aproximada de 20 ml. Completar com % da capacidade
do recipiente com a solugéo saturada de cloreto de sodio;

3. Suspender as fezes na solugcdo saturada salina até homogeneizar
completamente;

4. Completar o volume. Colocar uma laminula (22 x 22 mm) ou uma lamina
sobre a borda da cuba;

5. Alaminula deve ficar em contato com o menisco durante 30 a 45 minutos:
ndo devera haver formacao de bolhas de ar entre a laminula e a superficie
do liquido. A gota que contém os ovos se adere a face inferior da laminula;
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6. Remover a laminula e inverter rapidamente a posicdo sobre uma lamina.
Examinar o microscopio com objetiva de pequeno aumento.

2.2 Técnicas de sedimentacao

2.2.1 Técnica de sedimentacdo espontanea: método de hofman, pons e janer
- hpj (1934)

O método de Hofman, Pons e Janer - HPJ (1934) sedimentacao espontanea
€ a técnica-padrao mais utilizada em laboratérios. Considerado padrdo ouro para
diagnostico, apresenta facil manuseio, baixo custo e boa sensibilidade, detectando
cistos, larvas e ovos.

No método de HPJ (1934) sao realizados procedimentos bem simples, como a
homogeneizacado das fezes com agua, a filtracdo, repouso e microscopia em lamina
com lugol.

Fonte: do proprio autor

2.2.2 Técnica de centrifugo-sedimentacdo: metodo de Ritchie

Atécnica de Ritchie, feita através da centrifugo-sedimentacao, acaba superando
a técnica de Faust, feita através da centrifugo-flutuagdo, na detecgdo de cistos
de protozoarios e ovos de helmintos como Schistosoma mansoni por serem mais
pesados, porém a técnica de Ritchie possui limitagcbes como a baixa sensibilidade
para se detectar a presenca de ovos de Schistosoma mansoni e Ascaris lumbricoides
nas fezes, em comparag¢ao com o método de sedimentacao esponténea, além de ser
mais trabalhosa e possuir mais riscos devidos aos reagentes quimicos utilizados.

O método de Ritchie também pode ser utilizado para analise quantitativa e
qualitativa de helmintos e protozoarios juntamente com a colorag¢ao pela técnica de
Kinyoun.

Por ser um método de sedimentacéo possui a desvantagem de ocorrer presenca
de detritos fecais no sedimento analisado interferindo na identificagao dos parasitas.

A técnica de Ritchie é realizada conservando as fezes em uma solugéo de




MIF (Mertiolado-lodo-Formaldeido), depois é realizada sua filtragcdo e permanéncia
em repouso durante 20 minutos, apdés esse processo é adicionado o éter e feito
sua agitacao e centrifugacao, desprezando o sobrenadante e utilizando o sedimento

para ser analisado em uma lamina com lugol.

Centrifugar a
2500rpm por
2min, desprezar
o sobrenadante.
Repetir até que o
sobrenadante
fique limpido

Formoldeido
10%,
homogeinizar e
descansar
5min )
Eter
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Fonte: do proprio autor

31 TECNICAS ESPECIAIS

3.1 Técnica quantitativa: método de KATO-KATZ

Utilizado na detecgao ovos de Schistosoma mansoni, Trichuris trichiura e Ascaris
lumbricoides. O método de Kato-Katz € um dos mais conhecidos, sendo de facil
execucao e baixo custo € uma técnica quali-quantitativa e é dentre outras considerada
assertiva.

Um inconveniente dessa técnica € a dificuldade de identificacdo em infec¢des
leves, devido a quantidade reduzida de ovos presentes nas amostras.

Ao invés datécnica de Kato-Katz em diversos casos pela comparacao entre seus
resultados, a técnica de Mini-FLOTAC é recomendada para laboratorios de baixos
recursos por nao requerer uso de centrifuga ou outros equipamentos, possuindo
uma alta precisdo na contagem de ovos revelou-se uma possibilidade de aplicacéo.

Permite identificacdo e a quantificacdo por grama de fezes das infestacdes
por alguns helmintos. Cistos de protozoarios podem néao ser identificados por este
método. A sua execucgao pode ser inviavel em fezes diarréicas.

Materiais utilizados: Laminas/laminula de celofane, folha absorvente, placa
perfurada, tela bastdo, placa de Petri, solugcdo diafanizadora (azul de metileno ou

verde malaquita)
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Tela de Celofane

Nylon / com verde
de
malakita

Placa
Perfurada

Fonte: do proprio autor

1. Preparar a solugao diafanizadora (verde de malakita);

2. Cortar papel celofane em tamanho de laminula e mergulhar na solugéo
diafanizadora por 24 horas;

3. Colocar uma amostra de fezes sobre o papel absorvente;

4. Comprimir as fezes na tela para passagem de ovos de helmintos e detritos
menores que 0S 0VOoS;

5. Transferir as fezes peneiradas para a placa perfurada;
6. ApOs encher, retirar a placa sobre a lamina;

7. Com o auxilio de uma pinga, pegar o papel celofane e cobrir 0 bolo de
fezes, inverter a lamina em papel e pressionar;

8. Aguardar duas horas e examinar ao microscopio todos os ovos presentes
na preparacao.

41 CONCLUSAO

O conhecimento de técnicas diagnésticas em exames de fezes (EPF) aplicadas
nas formas parasitarias corretas ajuda na escolha do melhor método, ja que € um
dos maiores desafios para obter o diagnoéstico correto. Uma coleta mal feita, um
armazenamento incorreto e uma técnica sem conhecimento da forma parasitaria em
questao, pode impossibilitar o diagndstico.

E por néo existir um método capaz de diagnosticar ao mesmo tempo todas as
formas parasitarias, é ideal que exista uma combinacdo entre técnicas de flutuacao
e sedimentacao. O que se faz de rotina é o emprego de um método geral como o de
Lutz ou de Hoffman, Pons e Janer, um especifico para cistos de protozoarios e um
para a pesquisa de larvas e helmintos, além de utilizar uma técnica para contagem

de formas parasitarias.
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CAPITULO 8

AVALIACAO DO POTENCIAL ANT[-INFLAMATORIO DO
EXTRATO HIDROALCOOLICO DA CASCA DA
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Lidio Goncalves Lima Neto

Marilene Oliveira da Rocha Borges

RESUMO: A Luehea divaricata popularmente
conhecida como acoita cavalo é utilizada
na medicina popular, entretanto os estudos
que avaliam a atividade farmacologica desta
espécie vegetal sdo escassos. Portanto, o
objetivo deste estudo foi avaliar a agdo anti-
inflamatoria de extrato hidroalcodlico da casca
da Luehea divaricata (EHLd). O efeito anti-
oxidante de EHLd foi avaliado pelo método
de DPPH e a citotoxicidade de EHLd em
células Raw 264.7 foi avaliada pelo método
MTT (tetrazOlio de metiltiazol), assim como, e
o seu efeito anti-inflamatério foi avaliado pela
dosagem de NO e expresséo génicade IL-1B e
IL-6 pelos métodos de griess e PCR em tempo
real (RT-gPCR), respectivamente. Além disso,
o efeito anti-inflamatério de EHLd também foi
avaliado em camundongos com dano pulmonar
agudo (DPA). Foram analisadas a contagem
total e diferencial de leucdcitos tanto do lavado
quanto do sangue, a expressao génica de IL-13
e IL-6 pela RT-gPCR do pulmao e foi realizada
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a analise histoloégica dos pulmbes, rins e
figado. Através da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), o EHLd apresentou como
picos majoritario as substancias, Rhoifolin,
Isorhoifolin, Naringin, Kaempferol — 3 -0 caffeoyl
glucoside 7 —0 Glucoside, e Nuzhenide. O EHLd
na concentracdo de 250ug/mL, apresentou
efeito anti-oxidante ao capturar 55% de radicais
livres. O EHLd apresentou baixa citotoxicidade
em todas concentracdes testadas de 50ug/mL
a 250 pg/mL (p<0,05). Em relagéo ao estudo
in vivo, o pré-tratamento com EHLd reduziu a
migracao celular, principalmente de neutrofilos,
para os pulmdes dos camundongos com DPA,
e também reduziu a expressao dos genes IL-
1B e IL-6 dos pulmdes, assim como, reduziu o
edema e o infiltrado leucocitario nos pulmbes
provocado pelo LPS. Diante deste contexto, o
extrato da Luehea divaricata podera auxiliar no
tratamento de inflamacoes.
PALAVRAS-CHAVE: Luehea divaricata, agoita
cavalo, atividade Anti-inflamatoria.

ABSTRACT: Luehea divaricata popularly known
as horse whip is used in folk medicine, however
studies evaluating the pharmacological activity
of this plant species are scarce. Therefore,
the aim of this study was to evaluate the anti-
inflammatory action of the hydroalcoholic
bark extract of Luehea divaricata (EHLd). The
antioxidant effect of EHLd was evaluated by the
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DPPH method and the cytotoxicity of EHLd in Raw 264.7 cells was evaluated by the
MTT (methyltiazole tetrazolium) method, as well as its anti-inflammatory effect was
evaluated by the NO and IL-1(3 and IL-6 gene expression by griess and real-time PCR
(RT-gPCR) methods, respectively. In addition, the anti-inflammatory effect of EHLd
has also been evaluated in mice with acute lung injury (APD). Total and differential
leukocyte count from both lavage and blood, IL-13 and IL-6 gene expression by lung
RT-gPCR were analyzed and histological analysis of the lungs, kidneys and liver
was performed. Through high performance liquid chromatography (HPLC), the EHLd
showed as major peaks the substances Rhoifolin, Isorhoifolin, Naringin, Kaempferol
- 3 - caffeoyl glucoside 7 - 0 Glucoside, and Nuzhenide. EHLd, at a concentration of
250ug / mL, showed anti-oxidant effect by capturing 55% of free radicals. EHLd showed
low cytotoxicity at all concentrations tested from 50ug / mL to 250 pug / mL (p <0.05).
Compared to the in vivo study, pretreatment with EHLd reduced cell migration, mainly
from neutrophils, to the lungs of DPA mice, and also reduced the expression of lung
IL-18 and IL-6 genes, as well as, reduced edema and leukocyte infiltrate in the lungs
caused by LPS. In this context, Luehea divaricata extract may help in the treatment of
inflammation

KEYWORDS: Luehea divaricata, horse whip, Anti-inflammatory activity.

11 INTRODUCAO

A fitoterapia ja € conhecida a muitos séculos e com relatos de sua pratica desde
o Império Chinés entre 2.838-2.698 a. C., com uso e diversas formas de tratamento.
Outro registro importante estd em livros portugueses de farmacologia do século XVIII,
qgue confirmam que os fitoterapicos ja eram utilizados em Portugal e suas colbnias,
além do uso de minerais e produtos de origens animais para tratamento, prevencéao
a saude (FIRMO et al, 2012).

No Brasil, desde do tempo de seu descobrimento, existem relatos de indigenas
usando plantas medicinais para tratamento de diversas doencas, e esse uso e
formulacées empiricas vem sendo repassado de geracao a geracao (BRUNING et
al., 2012).

Varias plantas sao utilizadas pelo homem, cerca de 50.000 espécies diferentes,
contudo esse numero cai exponencialmente em relacéo ao estudo fitoquimico e seu
potencial de acao (GULER; KUMUSTEKIN; UGURLU, 2015).

A Organizacao Mundial de Saude (OMS) diante do uso das plantas medicinais
divulgou sua posicdo no final da década de 70, criando o Programa Medicina
Tradicional. No Brasil essa abordagem iniciou na década 80 e se consolidou com a
criagéo do Sistema Unico de Salude (SUS), que possibilitou a assisténcia envolvendo
0 uso das plantas medicinais (BRASIL, 2006)

Grande parte dessa biodiversidade de espécies se localiza no Brasil, e sé&o
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utilizadas a séculos na medicina popular para o tratamento de doencas e melhoria
da saude, e grande parte sem a comprovacao cientifica da agdo farmacolégica.
(TRIBESS et al., 2015).

Uma parte da populagao carente ndo tem acesso aos farmacos industrializados,
e continuam usando chas, lambedores e garrafadas. A Politica Nacional voltada as
plantas medicinais e uso dos fitoterapicos, foi criada com o intuito de padronizar
os fitoterapicos, com a participacdo de pesquisadores, usuarios e profissionais de
saude (BRASIL, 2006).

Paraconsolidacaoda Fitoterapia, algumas resolu¢des foram modificadas visando
celeridade para seu desenvolvimento, padroniza¢do, producéo e comercializacéo
(FIGUEREDO et al., 2011).

Segundo Maciel et al. (2002), o uso de plantas medicinais se constitui no
unico recurso terapéutico de grupos étnicos e comunidades, sem registro escrito e
transmitidas oralmente. As pesquisas sobre as plantas medicinais sdo necessarias,
e exige uma equipe multidisciplinar.

De acordo com ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), os
medicamentos fitoterapicos sdao aqueles que sao obtidos a partir de derivados
vegetais, com mecanismos de acao, possiveis riscos, e como eles agem no corpo
humano, e seus os efeitos devem ser conhecidos. Os fitoterapicos obrigatoriamente
devem comprovar através de estudos de toxicologia e farmacolbgicos a sua acao
e efeito. Os artigos publicados, conhecimento tradicional sobre o uso das plantas
medicinais serve de base para registro junto a ANVISA (BRASIL, 2016).

As espécies mais procuradas e indicadas no tratamento de infec¢des, bronquites,
ma-digestao, inflamacdes entre outras enfermidades sdo aquelas que a populacao
acredita possuir acéo de cura. Em feiras e mercados publicos ocorre a inter-relagéo
dos conhecimentos tradicionais, medicina popular, e os consumidores podendo-se
evidenciar a grande diversidade de saberes sobre plantas medicinais (FERREIRA
JUNIOR et al., 2014).

A incidéncia de doencas em que ocorrem inflamacbes esta diretamente
relacionada a uma patologia, portanto a continua busca em encontrar novos
compostos anti-inflamatérios com baixos efeitos adversos, e que sejam de origem
natural (GUO et al., 2017).

A Inflamacgao é um mecanismo imunolégico de defesa do organismo a diversos
patdbgenos como: bactérias, virus e outros. Durante esse processo, inicia-se a
liberacdo de mediadores inflamatdérios, as citocinas, que realizam danos no tecido e
sinalizam a inflamacéo. (CHEN et al., 2016). O processo inflamatorio € complexo e
tem a participacédo de varios mediadores inflamatérios e citocinas que séo liberadas
por células ativadas, como: macrofagos (TNF-alfa, IL-6 e NO), linfécitos T (IL-2, IL-3,
IL-4, IL-5 e GM-CSF), eosindfilos (proteina basal principal-MBP, proteina catiénica
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eosinofilica-ECP, peroxidase eosinofilica-EPO, prostaglandinas, leucotrienos e
citocinas), neutrofilos (elastase) e, pelas células epiteliais (endotelina-1, leucotrienos,
prostaglandinas e NO). Embora o endotélio vascular ativado realize recrutamento
de células inflamatoérias, concomitantemente existe um aumento da expressao
de moléculas de adesao, como ICAM-1 e VCAM-1 (GINA, 2018). A predisposicao
genética e fatores ambientais pode ter um papel importante no prognostico de uma
doenca inflamatoéria, além de acidentes quimicos, fisicos e biolégicos.

Diante do exposto, a pesquisa propbe viabilizar o liofiizado do EHLd
possibilitando um tratamento alternativo e viavel economicamente, além de ser

eficiente nos processos inflamatérios e auxiliando na prevencéao.

2| OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a acéo anti-inflamatéria do extrato hidroalcodlico da casca da Luehea
divaricata.

2.2 Objetivos especificos

Identificar os metabdlitos secundarios presentes no EHLd;

Analisar o efeito antioxidante do EHLd;

Avaliar a citotoxicidade do EHLd;

Analisar o efeito anti-inflamatério do EHLd na producéo de 6xido nitrico e na
expresséo génica de IL-1B e IL6 em macrofagos estimulados por LPS;

Avaliar o efeito anti-inflamatério do pré-tratamento do EHLd em camundongos
com Dano Pulmonar Agudo;

3| REFERENCIAL TEORICO

3.1 Plantas Medicinais

As plantas medicinais acompanham o desenvolvimento da humanidade, e esse
conhecimento do uso e das praticas de preparo sao passados de geracao a geracao
(FREIRES, et al., 2010).

Nas ultimas décadas houve aumento expressivo no uso de diversas plantas
medicinais, e uma das explicacdes é o fato dos farmacos convencionais ocasionarem
alguns efeitos colaterais, 0 que para alguns pacientes com restricao se torna inviavel
o uso (KOK et al., 2015).

Além disso, as discussdes associadas ao resgate da diversidade biocultural
local sobre 0 uso de plantas medicinais s&o essenciais para preservar o conhecimento
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tradicional (SIQUEIRA e LEMOS, 2017)

O homem vem observando como alguns animais utilizam as plantas como
medicamentos, e com o passar do tempo, através das proprias experiéncias
empiricas foi possivel organizar uma base de dados, gerando um acervo imenso
para a fitoterapia moderna (BRASIL, 2006; BRANDAO, 2011).

Plantas medicinais s&o vegetais naturais ou cultivados que sao usados para fins
terapéuticos, processados a partir de varios modos de preparos e varias maneiras
de administracdo como: lambedores, garrafadas, chas, tinturas e outros (JARDIM,
2016).

Plantas medicinais sdo aquelas utilizadas tanto pelo homem para fins medicinais
e/ou que tenha alguma acéao terapéutica.

Existem varias formas de utilizar as plantas medicinais, e os chas séo a forma
preferida pela populacéo, pois contribuem na preservagao dos compostos ativos, na
hidratacédo, no equilibrio da temperatura do corpo (MARODIN E BAPTISTA, 2001).

O homem ao longo do tempo foi conhecendo e usando as plantas medicinais
de acordo com o possivel potencial de cura. Contudo, somente no final do século
XX, a comunidade cientifica intensificou um estudo mais aprofundado sobre as
propriedades das plantas medicinais (SARAIVA, 2007).

O uso de fitoterapico caracteriza-se pelo uso de plantas medicinais e deve
possuir formulagdes, modos de preparo e administracdo especificos, contudo sem
utilizacao de principios ativos isolados (SCHENKEL, 2001).

Vérias pesquisas foram desenvolvidas para viabilizacdo de formulagbes
seguras do uso das plantas medicinais e fitoterapicas, visando disponibiliza-las a
populacao brasileira.

A industria farmacéutica cresceu muito apoés a 2*Guerra Mundial devido ao
grande marketing, e os fitoterapicos foram colocados de lado, mas nas ultimas
décadas houve crescimento dos fitoterapicos ressurgindo como alternativa para
diversas patologias (CARVALHO, BINO, MACIEL, PERFEITO, 2008).

Aproducao de fitofarmacos e seus componentes ativos sao extraidos de plantas,
e esses compostos podem se transformar em medicamentos ou ndo dependendo da
pesquisa, mas o produto pode se tornar um prototipo com propriedades farmacéuticas
(YUNES, PEDROSA, CECHINEL FILHO, 2001). No Brasil, estimasse que os
fitoterapicos movimentam US$550 milhdes por ano, e com taxas de crescimento
girando em torno de 15% ao ano (BRASIL, 2015).

O aumento no uso das plantas medicinais no Brasil tem diversos fatores como:
maior uso de produtos naturais, precos acessiveis, € a resolu¢ao dos problemas de
saude.

Existem tratamentos ainda nado desenvolvidos de plantas no Brasil e
consequentemente 0 nao uso terapéutico no SUS, constituindo um atraso na
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qualidade dos atendimentos (TOMAZZONI, NEGRELLE, CENTA, 2006).

As plantas medicinais ja& sdo utilizadas no Brasil a bastante tempo, mas
a inovacao tecnolégica é uma realidade e ferramenta importante, e detectar
oportunidades para criar um produto baseado no conhecimento empirico, é
muito mais do que retorno financeiro, se trata de mesclar uma série de combinacgdes
e praticas dos antepassados, gerando aprendizado e consolidando um processo
(TIDD; BESSANT, 2015)

O Governo Federal buscou regularizar o crescente uso das plantas medicinais
e fitoterapicos, e aprovou a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF) através do Decreto Presidencial 5.813 de 22/6/2006 (BRASIL, 2006). Esse
decreto regulamentou as diretrizes que diz respeito ao uso dos produtos naturais,
como as plantas medicinais e fitoterapicos, visando a melhorias na qualidade de vida
da populacdo. Esses medicamentos naturais foram incorporados ao Sistema Unico
de Saude — SUS (Portaria n° 971 do Ministério da Saude, de 03/5/2006) (BRASIL,
2006).

Com isso a Politica Nacional de plantas medicinais e fitoterapicos, possibilitou
a agricultura familiar uma nova geracdo de emprego e renda, combatendo o éxodo
rural e promovendo a reducdo das desigualdades regionais e locais (ZUANAZZI,
MAYORGA, 2010).

De Acordo com a Constituicdo Federal de 1988, no artigo 6°, descreve que
“A saude é direito de todos e dever do Estado, garantido mediante politicas sociais
e econdbmicas que visem a redug¢do do risco de doenca e ao acesso as agoes e
servigcos para a promocgao, protecao e recuperacao’.

O Sistema Unico de Saude (SUS), segundo a lei n° 8.080 de 1990, no artigo
04°, se refere ao conjunto de procedimentos e servicos de saude, sendo os mesmo
sem 6nus para o cidadao, e prestados por 6rgaos e instituicdes publicas federais,
estaduais e municipais, sendo de Administracéo direta e indireta, ou de Fundacgdes
mantidas pelo Poder Publico (CNS, 2015). Entédo, conclui-se que todos tém direito a
salude, cumprida através do SUS (OAB, 2008).

A falta de medicamentos é uma realidade no Sistema de Saude no Brasil,
devido a burocracia e ma logistica de distribuicdo, e os fitoterapicos chegaram como
uma alternativa integrativa de medicacdao muito util e importante (SANTOS et al.,
2011; BRANDAO, 2011).

O uso de plantas medicinais e de fitoterapicos no Brasil ja estd inserido
nas praticas no servico de saude, e complementam as terapias medicamentosas
alopaticas para a populagcao menos favorecidas (BRUNING, MOSEGUI e VIANA,
2012).

Visando dar um maior suporte a questao das plantas medicinais que tem
potencial de gerar produtos de interesse fitoterapico e posterior uso da populagao, o
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Governo Federal langou o RENISUS, que tem o objetivo de organizar, regulamentar
e subsidiar a cadeia produtiva relacionadas a producéo, manejo, comercializacao
e dispensacéo de plantas medicinais e fitoterapicos. Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse no SUS (RENISUS), possibilitando seguranca e melhoria para
o tratamento de determinadas doencas. O Ministério da Saude custeia pesquisas de
interesse para o RENISUS, evidenciando a importancia das plantas medicinais para
desenvolvimento biotecnoldgico do Brasil, proporcionando medicamentos naturais e
de baixo custo, ofertando qualidade de vida a populacéao.

3.2 Plantas medicinais anti-inflamatorias

As plantas em geral sdo produtoras de metabolitos quimicos primarios e
secundarios, e grande parte das espécies produzem metabdlicos primarios que
s80 essenciais para a sobrevivéncia dos vegetais. Em relacdo aos metabdlitos
secundarios, esses possuem diferentes quantidades e tipos, com variagcdes de
espécie para espécie pois a producao desses metabolitos & influenciada pelo
ambiente onde vivem como pluviosidade, pH dos solos, irradiagéo solar e outros, mas
esses metabodlitos secundarios favorecem e proporcionam sobrevida e seguranca ao
vegetal (ASHU AGBOR; NAIDOO, 2015).

O uso de plantas medicinais como fitoterapicos, segundo Silva et al. (2008),
vem sendo utilizada de geracao a geracao pelas familias residentes em comunidades
rurais, e essa pratica é muitas das vezes a unica opgéo que os mesmos tém, devido
a falta de recursos financeiros, distancias geogréficas e dificuldades topograficas
de se locomoverem até um posto de atendimento médico. As comunidades rurais
do Brasil ainda sofrem com situa¢ces basicas como comunicacéo (telefone fixo
ou celular), transporte e até falta de alimentos, e no Maranhdo a situacéo piora
pois possui um dos menores indices de IDH com 0,639, ocupando a 26°posi¢cao no
ranking nacional (IBGE, 2010).

Algumas plantas se destacam em relagdo a confianca dos resultados pela
populacéo, € o caso do mastru¢o ou mastruz, que € uma planta medicinal com acao
antimicrobiana, fungicida, vermifuga, anti-inflamatoéria e cicatrizante. Segundo dados
da Organizacéo Mundial da Saude (OMS) descreve que 0 matruz é a espécie mais
usada do planeta em relacdo a medicina popular (RIBEIRO et al., 2004).

Outra planta anti-inflamatéria é a roma, Punica granatum L. que pertencente
a familia Punicacea e é originaria da regido do mediterraneo e oriente médio, muito
utilizada no controle de inflamacdes diversas. As partes da planta mais utilizadas s&o
os frutos, folhas, flores e casca da arvore, no tratamento de infecgbes em geral, além
do trato respiratérios da garganta ao pulméao. Embora a populacéo a usem também
como antisséptico e antiviral, além de inflamacdes na boca (MENEZES, 2004).
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Aroma é muito usada devido sua a¢ao anti-inflamatoria e antimicrobiana, e uma
das classes de metabdlitos secundarios encontrados na roma séao os flavonoides,
gue sao uma subclasse de polifendis, que desempenham um importante papel na
biologia desses vegetais e na saude humana. (MANSURI et al., 2014).

Bastante utilizada pelas mulheres, a Aroeira € uma planta arbérea da familia
Anacardiaceae, e tem sua utilizacdo na medicina popular para o tratamento de
problemas ginecolégicos e da regido do utero, com atividade cicatrizante e anti-
inflamatéria. Sua composicéo fendlica das folhas é diferente da casca, contudo as
duas séao ricas em taninos e em 6leo essencial, habilitando as mesmas ao combate
e acao antimicrobiana. (JORGE et al., 1996; SALES, 2013).

De acordo com Associagao Brasileira de Empresas do Setor Fitoterapico,
confirma um dado interessante de que um dos produtos do Laboratério Aché, a erva-
baleeira (Cordia verbenacea), originaria da mata atlantica, € um produto fitoterapico
anti-inflamatdrio comercializado como pomada no mercado, ja conseguiu ultrapassar
as vendas do Cataflam.

Diante do exposto a Luehea divaricata se constitui em uma alternativa viavel,
pois € uma planta bastante utilizada na medicina popular, e devido a sua acao anti-
inflamatéria para o tratamento e prevencao de processos inflamatorios, pois é de

simples manipulagcao e acessibilidade.

3.3 Luehea divaricata

3.3.1 Aspectos Botanicos

A origem do nome Luehea divaricata € em homenagem ao boténico austriaco
Karl Von der Lihe (Lihea), e divaricata que se refere aos aspectos dos pedunculos
da inflorescéncia (CUNHA,1985). A escrita original Lihea passou a ser Luehea, de
acordo o Artigo 73.6 do Codigo Internacional de Nomenclatura Botanica. Outra grafia
utilizada no Paraguai, Uruguai e sul do pais, na lingua tupi-guarani, é Ivatingi, que
significa “fruto-que-aborrece”. Mas o nome vulgar acoita-cavalo advém da rigidez e
flexibilidade dos galhos que era usado como chicote no manejo de diversos animais.

Pertencente a ordem Malvaceae, e familia Tiliaceae, ao qual existem espécies
no Sul da Africa e América do Sul e em todo Brasil. A agoita cavalo é uma arvore
caducifélia, e uma planta adulta tem altura de 25 m com didmetro de 50 cm (BACKES;
IRGANG, 2002). Suas sementes sdo aladas e modo de dispersdao anemocdbrica (pelo
vento), tendo suas flores hermafroditas nas coloragdes roésea, amarelo e brancas,
e sédo pentameras, sendo o fruto capsulado com valvas lenhosas oblongas de
coloracao castanha e estouram para liberar as sementes aladas (CARVALHO,2003).
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Figura 01 - Arvore da espécie Luehea divaricata.

Fonte: Jodo Augusto Bagatini - 03/2014 - Jadiel de Abreu Pimenta Lins —04/2019

A Luehea divaricata é considerada espécie secundaria inicial, isso quer dizer
gque em uma area degradada, com ac¢éo antrépica ou ndo, ela é uma das primeiras
espécies florestais a surgir dentro de um processo natural de regeneracdo da
vegetacado (VACCARQO et al.,1999).

De acordo com Lorenzi (1992), Luehea divaricata faz parte de um grupo de
menos de 60 espécies aptas ao rapido crescimento, assim como o cedro, ipé roxo
e branco, peroba, murta e outras, que sdo muito indicadas ao reflorestamento, e
usadas nas areas degradadas.

OTronco éirregular, tortuoso, e com varias reentrancias onde € comum encontrar
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fungos. O fuste (parte do tronco) tem caracteristicas de serem curtos, porém quando
a planta se desenvolve no interior da floresta, tornam-se retos, medindo até 10 m
de comprimento, isso ocorre devido a planta buscar o maximo de luz do sol, na
competicdo com outras espécies na floresta (ORTEGA, 1995).

Acoita cavalo possui a copa larga e densa, possui folhas alternas, irregularmente
e serreadas nas bordas, sendo brancacenta na face inferior, medindo de 5 a 15 cm
de comprimento. Sua casca chega a medir até 25 mm de espessura, sendo sua
casca interna avermelhada e fibrosa. E comum a presenca de diversos fungos, pois
sua casca possui reentrancias que permite a retencao da umidade.

A Luehea divaricata € uma planta muito adaptada, estabelendo-se em diferentes
terrenos, seja seco ou umido, raso ou pedregoso, em solos com textura variando de
franca a argilosa, em solos com drenagem ou encharcados (LORENZI, 1992).

3.3.2 Planta medicinal - Luehea divaricata

As moléculas bioativas presentes em plantas medicinais, teve um aumento
exponencial nos ultimos anos, devido a uma série de fatores relacionados ao aumento
de consumo da populacdo pelos medicamentos fitoterapicos (DINIZ et al., 2007).

Novas ferramentas permitem um detalhamento melhor das substéncias
presentes nas plantas medicinais, utilizando-se das analises fitoquimicas (SILVA et
al., 2010).

A acoita cavalo ja € muito conhecida pela populacéo, e seu ja é bem difundido e
descrito por varios autores. Ja as cascas do caule, assim como as folhes e folhas tem
diversos usos como antisséptico, cicatrizacao, e afec¢cdes do sistema respiratorio
destacando-se bronquite e laringite (REINTZ 1950; TANAKA et al, 2003).

De acordo com Alice et al. (1985), a parte mais utilizada como depurativo e
controle da inflamacéo € a raiz.

Ja as folhas, segundo Tanaka et al. (2005), sao utilizadas como fitoterapicos
contra reumatismo e disenteria, além de acdo anti-inflamatéria e calmante.
Pesquisadores do Sul do Brasil realizaram testes a parti de um extrato metandlico
das folhas da Luehea divaricata, obtendo dois triterpenos, sendo um derivado do
acido toramico e o outro do acido maslinico, todavia esses compostos nao foram
avaliados (TANAKA, VIDOTTI, SILVA, 2003).

Posteriormente esse mesmo grupo de pesquisa, fazendo uso do mesmo extrato,
identificaram um flavondide, a epicatequina, e realizaram testes com concentracdes
do extrato metandlico das folhas da Luehea divaricata nas concentracdes de 250-
500 pg / mL, demonstrando a agao antimicrobiana contra Staphylococcus aureus.
(TANAKA et al., 2005).

Foram realizados testes antifungicos usando um extrato de diclorometano

Ciéncias Biolégicas: Campo Promissor em Pesquisa 3 Capitulo 8




da Luehea divaricata (25 pg / disco filtrante), que conseguiu inibir montagem da
parede celular de Neurospora crassa, ou em outras palavras, a sintese de polimeros
(Zacchino et al., 1998).

Em outro estudo, Coelho de Souza et al. (2004), foi testado extrato metandlico
das folhas da Luehea divaricata, na concentracdao de 50 mg / mL, obtendo resultado

significativo para acéo antimicrobiana.

3.4 Atividade anti-inflamatoéria

Varios sao os conceitos para processo inflamatério, mas em geral se define
como um processo imediato de resposta do organismo imunolégico contra um dano
do tecido, como cortes, batidas, aquecimento, ou até a invaséo de patdgenos, e
nesse caso as células de defesa entram em agcado. Acontece sempre com eventos
sequenciais, que pode caracterizar-se por alguma caracteristicas como dor,
vasodilatacdo, vermelhiddo, migracdo celular; maior permeabilidade vascular;
ativacado de mediadores inflamatérios, assim como outros processos.

A dor é uma das respostas de algo errado no organismo, e ela se divide em
quatro tipos: fisioloégica, inflamatdria, neuropatica e disfuncional, que sdo gerados
por mecanismos diferentes em cada caso (GOLAN et al., 2017)

O corpo humano possui sistema de defesa organizado, e dispde de trés linhas
basicas de defesas: a primeira sdo as barreiras fisicas e anatdmicas do corpo humano
como: a pele (que € inultrapassavel para muitos patégenos); mucosas; epitélios;
suco gastrico (baixo pH); reflexos como espirros e tosses; pH vaginal; mucosa na
camara do pulmé&o entre outros. Ja a segunda defesa é baseada na identificacéo,
eliminac&o do agente infeccioso pelaimunidade inata, realizada por algumas citocinas
e componentes celulares, como mondcitos, eosinéfilos, macréfagos, neutréfilos,
células dendriticas.

Existem varios conceitos para resposta imunoldgica, e ela pode ser dividida em
imunidade inata e imunidade adaptativa. Aimunidade inata caracteriza-se porbarreiras
fisicas, quimicas e biologicas com uma resposta rapida e limitada a determinados
estimulos. Portanto ela é realizada por meio de componentes humorais, como
complementos proteicos; ja algumas citocinas; além de componentes celulares, como
por exemplo os mondécitos, eosindfilos e das células fagociticas, como neutréfilos,
células dendriticas e macrofagos. Sobre a terceira linha de defesa do organismo
chamamos de imunidade adquirida ou adaptativa que é especifica e envolve a
proliferacdo de linfécitos e a producéo de anticorpos (AGIER; EFENBERGER,;
BRZEZINSKA-BLASZCZYK, 2015)

As principais células sdo macrofagos, neutrofilos, células dendriticas e células
NK. (CRUVINEL et al, 2010). J& a imunidade adquirida é a ativacdo de células
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especializadas (linfécitos T e B) por meio de células que apresentam de antigeno
(APCs). (CRUVINEL et al, 2010). Emrelacéo as células dendriticas, sdo denominadas
APCs, e consideradas a ponte entre as imunidades inata e adaptativa sendo atraidas
e ativadas por elementos da resposta inata e viabilizam a sensibilizacao de linfocitos
T da resposta adaptativa. (CRUVINEL et al, 2010)

Existem varios tipos de citocinas, e as mesma sao divididas em dois grupos:
citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatorias. Para que o sistema imune funcione
de maneira ordenada, é preciso haver uma sincronia entre as funcdes especificas de
cada grupo de citocinas. (TRIFUNOVIC et al., 2015).

Um dos representantes de citocinas inflamatéria é o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), produzida por macréfagos expostos a patégenos, que sdo 0s mais
ativados no sistema imune inato (CALDWELL et al., 2014).

A IL-1B foi a primeira citocina descoberta nas pesquisas que descrevia a
nocicepcao inflamatoéria,e € umas das principais citocinas pré-inflamatérias. Outra
citocina muito conhecida é a interleucina 10 (IL-10), do grupo anti-inflamatério, em
funcao de defender o hospedeiro de resposta inflamatéria grave (UDDIN et al., 2015).

Atualmente varias pesquisas envolvendo plantas e derivados tém resultados
promissores para atividade anti-inflamatoria, visando principalmente minimizar os
efeitos colaterais dos farmacos. Os medicamentos agem no processo inflamatoério
em varias vias de sinalizacao celular e molecular, e com resultados na prevencao e
tratamento, por isso as pesquisas biotecnologicas estao focadas em dados cientificos

qgue consigam gerar fitofarmacos com acéao comprovada (WANG et al., 2013).

41 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de Coleta

A area de coleta do material vegetal localiza-se na Universidade Federal do
Maranhdao — UFMA, nas coordenadas 02°33°09,71”S e 44°18’17,73”0, e altitude
de 25m. A Luehea divaricata ja possui exsicata no Herbario Atico Seabra na
Universidade Federal do Maranh&o, registrada sob o n°01117. A coleta da casca da
acoita cavalo foi realizada na manhéa de 15 de Junho de 2016, com retirada da casca
no sentido vertical respeitando a fisiologia e botanica da planta. Apds retirada da
casca, a mesma foi limpa e selecionada para processo de secagem em temperatura
ambiente de 25°C. Ap6s 72 horas, as cascas foram trituradas em moinho elétrico e
0 p6 obtido foi medido e graduado visando a extracdo dos metabdlitos presentes e
demais testes.
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4.2 Extrato hidroalcoodlico da casca

A recomendacédo do Etanol para a extracdo de compostos fendlicos durante
o preparo de extratos hidroalcodlicos vegetais tem sido explicada devido a sua
capacidade de inibir a oxidacao de polifendis (YAO et al., 2004). O etanol é diferente
de outros solventes, porque sua estrutura molecular apresenta uma parte polar
(possui o grupo OH) e outra apolar (com cadeia carbdnica), proporcionando ao
solvente uma maior extracdo da amostra e consequentemente apresentando uma
maior variedade de compostos.

O processo de extracao de metabdlitos secundarios EHLd foi realizada por
maceracao, utilizando-se uma mistura de alcool etilico (solugéo hidroalcodlica 70%)
como solvente (Stowe, 1979). O volume de solvente foi quatro vezes o volume
do soluto, sendo adicionado solvente sempre que preciso durante o processo de
diluicdo tendo o cuidado de homogeneizar todo volume. A mistura foi feita em frasco
ambar fechado e mantido em constante agitacdo por 2 horas diarias. Apés 72 horas
foi realizada a primeira filtragem do extrato, com auxilio de um funil de vidro e papel
filtro, além da segunda filtragem visando retirar materiais indesejados. O volume
filtrado foi medido em proveta graduada e o obtido reposto com mais solvente da
mistura inicial.

4.3 Cromatografia e espectrometria de massa

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) se constitui em um dos
métodos mais utilizados para identificar compostos diversos, e essa técnica realiza
separacgdes e andlises quantitativas dos metabdlitos secundarios, com alta resolucéo,
sensibilidade e seguranca dos resultados (Collins et al., 2006).

Foi realizada investigacdo dos compostos secundarios do extrato através da
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplado a um Espectrémetro de massa
(LC-MS). Na analise de Espectrometria de massa foi utilizado aparelho Amazon
Speed ETD — Bruker, com faixa média de pressao operacional de Nebulizer 27 Psi,
Dry gas: 12 L/min, temperatura de 300°C, HV: 4500V. Para a Cromatografia Liquida
€ utilizado uma Controladora: CBM-20A- Shimadzu, bomba LC-20AD Shimadzu,
Detector SPD-20A — Shimadzu, Forno CTO-20A — Shimadzu e Autoinjetor SIL 20AC
— Shimadzu, aléem Solvente A: H,O 1% acido acético, Solvente B: MeOH, Coluna:
Phenomenex Luna C18 (250x4,6mm-5um), T forno: 40°C e Fluxo: 0,6 ml/min. Essas
Anédlises foram realizadas no Centro Analitico de Instrumentacdo da Universidade de
Sao Paulo — Central Analitica localizado no Instituto de Quimica da USP.

4.4 Cultura dos Macrofagos

Os macrofagos RAW 264.7 foram cultivados em meios RPMI suplementados
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com soro fetal bovino (SFB) a 10% e mantidos em garrafas de cultura de 25cm? em
incubadora com 5% de CO, a 37 °C. As células foram tripsinizadas a cada 3 dias com
0 meio substituido e novamente mantidos nas mesmas condi¢cdes em incubadora.

Os macréfagos RAW 264.7 (1,0 x 10® células/mL) foram estimulados com LPS
a 100pg/mL, e incubados com diferentes concentracdes de EHLd (50pg/mL, 100ug/
mL 250pg/ mL) em placas de 96 pocos (200 uL por pogo) por 48 horas em incubadora
com 5% de CO, a 37 °C. A seguir, o sobrenadante foi coletado para dosagens de NO
e as células utilizadas para expressao génica.

4.5 Teste antioxidante

Um dos varios métodos que sao utilizados para a avaliagdao da atividade
antioxidante é o sequestro do radical 2,2-difenil-1- picril-hidrazil (DPPH; Sigma-
Aldrich). O ensaio se baseia na quantidade da capacidade antioxidante de uma
substancia em sequestrar o radical DPPH, e é mensurado através da reducéo da
hidrazina (ALVES et al, 2010). Neste trabalho, usou-se ensaio a partir de uma fragao
de 250puL de solugdo de DPPH (1mM), com 40pL das concentragdes de 50ug/mL,
100pg/ mL 250ug/ mL do EHLd. As leituras foram feitas no ELISA, apds 30 minutos
de incubacgdo, e a capacidade de reduzir o radical DPPH foi calculada através da
média das absorbancias, com base na seguinte formula [DPPH] (%) = (Ac - As)
/ Ac x 100, e temos: Ac - controle de absorcao; As - Absorbancia da Amostra. O
Acido Galico (Sigma-Aldrich) foi utilizado como o controle, por possuir boa agéo
antioxidante comprovada. O teste foi realizado em duplicata para cada amostra, e
em diferentes concentracdes, onde foi feita a média da atividade antioxidante que
cada amostra apresentou.

4.6 Teste de citotoxicidade

O método escolhido foi o MTT (tetrazélio de metiltiazol) que avalia a atividade
das desidrogenases mitocondriais, capazes de reduzir o MTT a sais de formazan,
um composto de coloracdo azul escuro (MOSMANN, 1983). Foram utilizados
macrofagos RAW 264.7, em placas de microdiluicdo de 96 pocos a uma concentragao
2 x 10° células em 200uL de meio RPMI + SFB 2% por poc¢o e incubadas por
24h para aderéncia. As células foram cultivadas a 37 °C. Depois da incubacgao, o
sobrenadante foi pipetado e descartado e acrescido 200uL das concentragdes 50ug/
mL, 100upg/ mL, 150ug/ mL e 250pg/ mL do EHLd, em triplicata, diluidas no mesmo
meio de cultura e incubadas por 48h. O prdéximos passo foi descartar o sobrenadante
e colocar 100uL do mesmo meio com MTT (0,5%) (Sigma-Aldrich, EUA), para
melhor visualizagdo dos cristais de formazan nas células viaveis.. As placas foram
incubadas por mais 24h e ap0s esse periodo observou-se leitura no ELISA com
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absorbancia a 570nm. Os calculos das porcentagens de crescimento e viabilidade
celular, foram obtidos a partir da seguinte formula: %Viabilidade = TA/T1x100, tendo:
TA = média da absorbancia da célula tratada — absorbéancia do branco da amostra; e

T1 = absorbancia da suspenséo celular de controle.

4.7 Atividade anti-inflamatéria — dosagem de Oxido Nitrico

A dosagem de NO foi realizada pelo método de Griess (GREEN et al.; 1982). Foi
realizado teste para mensurar a producao de 6xido nitrico, através da concentracao
de nitrato presente no sobrenadante do meio de cultura. A absorbancia foi mensurada
em leitor de microplaca.

Para o reparo da curva de calibracao da investigacéo do teor de nitrito presente
nas amostras, foi necessario construir uma curva de calibragcdo (absorbancia x
concentracéo de nitrito), com diluigdes padroes de uma solucéo estoque de nitrito
de sodio (NaNO2), cuja concentragao inicial era de 1mg/mL.

A curva padrdo foi construida com 6 pontos de concentracdo distintos e
diluicbes especificas, em duplicata, para o calculo da absorbancia média de cada
concentragdo. Esses resultados foram baseados em curva padrao de NaNO,

4.8 Atividade anti-inflamatéria in vivo

4.8.1 Animais

No modelo experimental foram utilizados camundongos machos, 8 — 10
semanas de idade, pesando entre 20-30g, provenientes do Biotério do Uniceuma.
Seguindo protocolo do biotério, foram acondicionados 0 maximo de 05 animais
por gaiola, em ambiente com temperatura e umidade controladas, estante com
ventilacdo automatica e individual por gaiola, ciclo de 12 horas claro/escuro. Os
animais estavam com livre acesso a agua e alimentacéao. A verificacédo do peso dos
animais foi constante até o dia do experimento para ajuste das doses administradas.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA), tendo sido
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) — Uniceuma, sob o
protocolo N°147/17. A equipe envolvida no teste animal, possui certificado no Curso
de Bioética em Experimentacdo Animal, além da experiéncia em manejo com animais
de laboratério.

4.8.2 Modelo experimental - dano pulmonar agudo

Utilizou-se camundongos Swiss, machos todos provenientes do biotério da
UNICEUMA, e mantidos em condi¢des higiénicas ideais.

Ciéncias Biolégicas: Campo Promissor em Pesquisa 3 Capitulo 8




Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
N= N=6 N=6 N=6 N=6

C. N. C.P. E 50 E100 E 250 ﬂ
PBS PBS somg/kg || 100mg/kg | | 250me/ke 1h (v.0.)
Veiculo LPS 0h(i.n.)

ANESTESIA—1.M. 4 h

COLETA DE SANGUE TOTAL
COLETA DE LAVADO BRONCO-ALVEOLAR

Figura 02 - Modelo Experimental — 05 grupos divididos em: CN, CP, CP + diferentes
concentragdes EHLd — animais induzidos por LPS.

Foram utilizados 48 animais nos testes, sendo que estes foram divididos em
cinco grupos: Veiculo+PBS (Controle Negativo - CN / N=6); Veiculo+LPS (Controle
Positivo - CP / N=6); EHLD 50mg/kg+LPS (E50 / N=6); EHLD 100mg/kg+LPS (E100
/ N=6); EHLD 250mg/kg+LPS (E250 / N=6). Foi administrado, via oral (v.0.), uma
solucao de PBS como veiculo (1ml/kg) nos grupos CN e CP, e nos grupos EHLD
50, EHLD 100, EHLD 250. Ap6s uma hora, a infeccédo respiratoria foi induzida nos
animais dos grupos CP, EHLD 50, EHLD 100, EHLD 250, através da instilacéo de
30.000EU/10ug/50uL/animal (25uL/narina) de lipopolissacarideo (LPS) obtido de
Pseudomonas aeruginosa (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA); e no grupo CN
foi administrado 50uL de PBS na narina. Cumprindo normas de protocolo do CEUA,
os sinais clinicos dos camundongos foram monitorados até o final do efeito sedativo.

4.8.3 Lavado broncoalveolar

Nessa etapa, o procedimento teve inicio apds vinte e quatro horas da instilagao
intranasal, os animais foram anestesiados com uma mistura de Ketamina (80mg/kg)
e Xilazina (10mg/kg) visando coleta do sangue total por pungao cardiaca. A coleta
do lavado broncoalveolar segue a sequéncia: expde toda a cavidade pulmonar e a
traqueia do animal, para realizar uma puncao traqueal com auxilio de um cateter,
injetando um volume de 1,5ml de PBS estéril, sendo trés etapas de 500uL cada,
observando se o pulméo se enche, realizando a coleta imediata. O sangue e o lavado
foram coletados para determinacdo do numero de leucdcitos total e diferencial.

4.8.4 Contagem total e diferencial de leucdcitos do sangue

A contagem total dos leucécitos no sangue total foi feita no mesmo dia da coleta,
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com utilizacdo de microtubos pipetados a 400uL de solugdo de Turk e adicionado
20uL da amostra (diluicdo 1:20); ap6s homogeneizacao, a contagem realizada em
camara de Neubauer. A contagem diferencial dos leucécitos presentes no sangue foi
feita por esfregago sanguineo, com aliquota de 10pyL da amostra em lamina e leitura
em microscopia 6tica em objetiva de 100X com imerséo a Oleo através da contagem
de 100 células.

4.8.5 Contagem total e diferencial de leucdcitos do lavado broncoalveolar

A contagem total dos leucécitos presentes no lavado broncoalveolar foi realizada
no mesmo dia da coleta, através de uma diluicdo de 1:2 de 10uL da amostra com
10puL de solucéo de Turk; a contagem foi feita em Camara de Fuchs Rosenthal.
A contagem da diferenca dos leucécitos presentes no lavado broncoalveolar foi
realizada por gota espessa de uma aliquota de 100uL da amostra em citocentrifuga
(TEKLAB) e leitura da lamina em microscopia 6tica em objetiva de 100X com imersao
a Oleo através da contagem de 100 células.

4.8.6. Analise histologica

Os 6rgaos coletados (pulmdes, rins e figado), foram fixados com formaldeidos
a 10% por 24 horas, e foram embebidos em parafina. Apés a desparafinizacao e
desidratacéo, secodes teciduais de 4um foram fixadas e coradas com hematoxilina
e eosina (HE) e entédo analisada por microscopia na magnificacdo de 100x e 400x.
Dois pesquisadores independentes fizeram anélise cega, e se existisse discordancia
dos dados, um terceiro pesquisador realizaria outra analise. Todas as imagens
histologicas foram realizadas no microscopio Binocular Axio Imager Z2.

4.9 Expressao Génica in vitro

4.9.1 Extragcéo e analise de RNA total

O RNA total obtido do lavado do pulmé&o do animal com utilizacédo de um conjunto
de reagentes RNeasy Mini Kit (QIAGEN, GmbH, Alemanha) de acordo com o manual
de instrucdo do fabricante. Apbés extracao, a concentracao de RNA total foi obtida
por espectrofotometria no ultravioleta (UV) utilizando-se o espectofotometro
GeneQuant 100 (GE Healt hcare, Wisconsin, EUA) além do grau de pureza do RNA
determinado pela relagao A /A ..

Foi utilizado reagentes SuperScript™ Il reverse transcriptase (Invitrogen,
Gathersburg, EUA), de acordo com protocolo do manual do fabricante, com a
sintese de cDNA a partir de 200ug de RNA total. Na sintese de cDNA foi utilizado
iniciadores aleatérios 200 nM (random primers) (Invitrogen, MD, EUA), dNTP
200nM(Amershan-Pharmacia Biotech do Brasil, Brasil), DTT 20mM, transcriptase
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reversa 200 U (Superscript™Il RT RNase H) e com tampéao (Tris-HCL 250mM pH
8,3, KCI 3756mM, MgCl,15mM) (Invitrogen, MD, EUA). ApGs essa etapa a mistura
foi incubada a 25°Cpor 10 min, a 50°C por 50 min e aumentada para 70°C a 15
min. O cDNA resultante foi conservado a -20°C até a realizacdo da PCR em Real

Time, visando a quantificacao relativa dos genes inflamatorios.

4.9.2 Analise da expressdo de RNAm pela PCR em tempo real

O resultado da analise foi pela quantificacéo relativa da expressdo dos
genes IL-18, IL-6. Os oligonucleotideos iniciadores para os genes de interesse IL-
1B e IL-6, e para o gene de controle endégeno GAPDH (Tabela 01), e selecionados
utilizando o programa Primer Premier 5.0 (Premier Biosoft International, Califérnia,
EUA). As regides analisadas possuem sequéncia disponiveis no Banco de genes
(GenBank) do National Institute of Health (NIH) (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Para a analise da expressdo génica através da técnica de PCR em tempo
real, foi utilizado o método de Delta Ct (ACt) (Livak & Schmittgen, 2001). Foi feito um
céalculo usando o ACt de cada uma das amostras, e para o calculo do ACt, foi utilizado
a formula: [Ct gene alvo - Ct gene enddgeno]. Uma vez determinado os valores de

ACt, foi aplicado a férmula 22t | que resultou no valor da expressao génica relativa.

Gene Primer Forward Primer Reverse

IL-1pB GGCAGCTACCTGTGTCTTCC |ATATGGGTCCGACAGCACGAG

IL-6 CAGGCTCCGAGATGAACAAC |GGTGGAGAGCTTTCAGCTCATAT

GAPDH | TGAAGGTCGGTGTGAACGG CGTGAGTGGAGTCATACTGGAA

Tabela 01: Primers utilizados na expresséo génica..

4.10 Analise Estatistica

Os dados obtidos nesse estudo foram submetidos ao teste de simetria
das variancias quantitativas de Kolmogorov-Simirnov, e para as variaveis com
distribuicdo assimétricas utilizou-se teste paramétricos de one-way ANOVA. O
nivel de significancia para todas as andlises foi p<0,05, realizados com auxilio do
programa estatistico Graphpad Prism, versdao 6 (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA), 2013.

51 RESULTADOS
5.1 Rendimento do EHLd

O rendimento do EHLd foi de 18%, e calculado de acordo com Rodrigues et al.
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(2011), sendo o peso inicial da coleta de 400g, e o teste de massa seca liofilizada foi
repetida trés vezes com resultado mediano de 72,02g, utilizando a seguinte formula:
Re = (Pext /Pcascas) x 100. Onde: Re = Rendimento total do extrato (%); Pext =
Peso do extrato seco (g); P cascas = Peso das cascas (g).

5.2 Analise cromatografica do EHLd

A avaliacdo da cromatografia revelou a presenca de metabdlitos secundarios
no EHLd, e observou-se a presenca de flavonoides e iriddide. Esses metabdlitos
secundarios foram identificados através da cromatografia liquida acoplada a
espectrometro de massa permitindo a quantificacdo dos compostos. Os picos
majoritarios foram identificados, confirmando a presenca de compostos de acordo
com Figura 02.
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Figura 03. CLAE da EHLd - Identificacao de picos marjoritarios.

Pico TR M-H Composto
1 17,2 577 Rhoifolin - flavanoide
2 18,4 865 Isorhoifolin — flavanoide
3 20,3 579 Naringin — flavanoide
4 23,9 577 N&o identificado
5 30,8 731 Né&o identificado
6 68,2 689 N&o identificado
7 71,3 619 Né&o identificado
8 783 933 Kaempferol — 3 O caffeoyl glycoside 7-0

Glucoside flavanoide

9 79,8 685 Nuzhenide — iridoide

Tabela 02. CLAE da EHLd - compostos identificados.
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5.3 Ensaios in vitro

5.3.1 Atividade Antioxidante pelo método do DPPH

A avaliacéo Antioxidante in vitro pelo ensaio de DPPH apresentou resultados de
porcentagem de inibicao de 22.5% determinado na concentracéo de 100ug/ mL e em
adicdo na 250ug/ mL apresentou 54% de capacidade de captura de radicais livres.
Os resultados obtidos na avaliagcdo antioxidante foram comparados ao composto
controle Acido Galico que é um potente antioxidante bem conhecido na literatura.

De acordo com Lima et al. (2007), extratos que apresentam atividade
antioxidantes superior a 70% sao considerados eficazes, com resultados entre
60% a 70% sua acdo € moderada e abaixo de 60% sao avaliados como fracos
gradualmente. Portanto a atividade antioxidante depende da concentragcdo do
extrato, sendo considerada a relacdo de aumento da capacidade oxidante com o
aumento da concentracéo.
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Figura 04 — Avaliagdo do efeito antioxidante da EHLd (A) através da captura de radicais livres
pelo método DPPH. O Acido Galico foi utilizado como controle (B).
5.3.2 Citotoxicidade

Os resultados do teste de citotoxicidade pelo método MTT, demonstraram que
todas as concentracdes testadas apresentaram baixa citotoxicidade, ao observar a
maior concentracéo do EHLd testada de 250 pyg/mL apresentou 75% de viabilidade.
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Figura 05 — Avaliacao da viabilidade celular da EHLd em células Raw 264.7.

5.3.3 Oxido Nitrico — NO

A quantidade de nitrito presente no meio de cultura foi mensurada como um
indicador da producéo de NO por meio da Reacao de Griess, e o LPS estimulou o
aumento significativo de NO, p<0,05 (figura 07). Todas as concentragdes testadas do

EHLd reduziram a producgao de NO.

Figura 06 — Efeito do tratamento com o EHLd na producao de NO em macrofagos Raw 264.7.
Os grupos foram identificados como: veiculo+veiculo C.N. - Controle Negativo; veiculo+LPS
C.P. — Controle Positivo; 50ug/ mL+LPS; 100ug/ mL+LPS; 250ug/ mL+LPS ; CP* p<0,05
quando comparados com o grupo controle negativo. 50ug/ mL,100ug/ mL e 250ug/ mL # p<0,05
quando comparados com o grupo controle positivo - CP. (ANOVA)

5.3.4 Expressao Génica

A figura 07 mostra a expressao genica de IL 1b e IL6 em macréfagos RAW
264.7 estimulados com LPS, e tratados com diferentes concentragcdes do EHLd,
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onde o LPS estimulou a expresséo tanto do IL 1b quanto de IL6, nas concentragdes
do extrato da acoita cavalo (100, 150 e 250 pg/ mL), reduzindo os marcadores proé-
inflamatorias.
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Figura 07 — Efeito do tratamento com o EHLd na Expressao Génica de IL1B3 (A) e IL 6(B) em
macrofagos peritoneais RAW 264.7 estimulados com LPS.

5.4 Ensaios in vivo —

5.4.1 Analise Histologica - Figado

Nas administracbes das doses de 50, 100 e 250 mg/kg (v.0.), ndo houve
alteracao significativa em relacdo ao figado. Porém na dose de 250mg/kg, foi
observado discreto infiltrado inflamatério. Nas demais estruturas, como capilares
sinusdides e espaco porta, nenhuma alteracéo grave foi identificada. No geral néo
houve alteracdes histopatoldgicas crénicas nos animais tratados (24h).
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Figura 08: Analise histologica 10x: Figado (A) CN - sem congestao vascular e com hepatocitos
pouco vacuolizados; Figado (B) LPS+EHLd 50mg/kg - 24 horas: com pouca congestao
vascular, alguns hepatécitos mais volumosos; Figado (C) LPS+EHLd 100mg/kg - 24 horas: com
pouca congestéo vascular, hepatocitos mais volumosos, pouca circulagdo sanguinea; Figado
(D) - LPS+EHLd 250mg/kg - 24 horas: com pouca congestao vascular, alguns hepatocitos com
perda das ligagdes celulares, circulagdo sangue diminuida.

5.4.2 Analise Histoldgica - Rim

Os resultados analisados nas laminas do rim coletado, figura 09, foi de aspecto
sem danos tecidual agudo, e observado em todos os grupos, submetendo-se que o
intervalo de tempo estudado talvez nao foi suficiente.

Nas doses 50, 100, 250mg/kg (v.0.), nenhuma alteracéo significativa foi
observada, porém na dose de 250mg/kg observou-se congestao vascular na cortical
em pequena quantidade e na dose de 100mg/kg notou-se também uma discreta
congestdo vascular e discreto infiltrado inflamatoério entre os glomérulos. Diante do
exposto, também foi observado que os animais ndo apresentarem alteracdes clinicas,
além de apresentarem comportamento discreto em relagdo a anatomopatoldgicas.
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Figura 09: Anadlise histologica 10x: Rim (A) CN - tubulos renais preservados, apresentando
corpusculo renal e glomérulo bem preservados; Rim (B) LPS+EHLd 50mg/kg - 24 horas,
regido cortical pouco congesta, tibulos renais preservados; Rim (C) LPS+EHLd 100mg/kg - 24
horas: Rim apresentando corpusculo renal com presencga de alguns vasos congestos, mas
com aspecto morfologico preservado; Rim (D) - LPS+EHLd 250mg/kg - 24 horas com regido
cortical preservada com presenca de alguns vasos congestos com algumas areas corticais com
congestdo vascular, com corpusculo com aspecto normal.

5.4.3 Analise Histologica - Pulméao

A Analise histologica dos pulmbes estdo ilustradas nas figuras de A — F,
onde foram confeccionadas 48 laminas, correspondentes ao numero de animais
do experimento. O Grupo Negativo - Salina, apresentou um aspecto histoldgico
compativel com a normalidade, com o parénquima consistindo de alvéolos conectados
a ductos alveolares, separados um do outro apenas por septos alveolares finas.
Ja os pulmdes dos camundongos do Grupo CP — salina + LPS, observou-se que
apresentaram areas de ruptura de septos alveolares e congestionamento da area
demonstrando dano pulmonar agudo.

Foi observado nesse estudo, através da andlise do lavado brocoalveolar a
presenca de neutréfilos, confirmando a indugéo por LPS, além do que o neutréfilo
faz um papel importante na fagocitose de material necrosado como também no
recrutamento de outras células inflamatérias, ambos os eventos sdo associados com
0 sucesso na resposta regenerativa do pulmao (Teixeira et al., 2003). Os bronquiolos
respiratérios sdo estruturas diferenciadas dos bronquiolos terminais pelo fato de
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suas paredes serem associadas aos alvéolos. Esses conjuntos de alvéolos formam
estruturas semelhantes a sacos ou corredores denominados ductos alveolares ao
qual se abrem nos bronquiolos respiratorios. Em relagao a este estudo, os testes in
vivo os pulmdes dos grupos E 50 e E100 (EHLd 50mg/kg + LPS, EHLd 100mg/kg +
LPS), tiveram um padrao histolégico reduzido em relacéo grupo controle CP. Ja para
o Grupo E250, LPS+EHLd 250mg/kg, foram observadas diferencas em relagéo as
fibras colagenas dos alvéolos, bronquiolos e pulmdes, quando comparados com o
grupo controle CP — salina + LPS. Podemos observar melhor na figura 09, o efeito
das diversas concentragoes testadas do EHLd.
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Figura 10 — Andlise Histologica 10X — Pulmé&o - Efeito do tratamento com EHLd no acimulo de
leucocitos e formagao de edema nos pulmdées obtidos de camundongos tratados com: Salina
(A), LPS (B), EHLd 50mg/kg + LPS(C), EHLd 100mg/kg + LPS (D) e EHLd 250mg/kg + LPS

(E), e na objetiva de 40X o EHLd 250mg/kg + LPS (F).

5.4.4 L avado Broncoalveolar

No presente estudo, o0 achado mais consistente relacionado com os testes in
vivo € a celularidade do LBA, onde observou-se as taxas reduzidas e significantes
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de neutréfilos no grupo E250 (LPS+EHLd 250mg/kg) nas figuras (A) e (F) em
comparagao ao grupo controle positivo nas figuras (A) e (C).
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Figura 11 — Efeito do tratamento com EHLd com nimero de leucdcitos totais do LBA (A).
Os painéis B, C, D, E e F mostram figuras ilustrativas das células presentes no LBA de
camundongos tratados com Salina (B), Salina+LPS (C), LPS+EHLd 50mg/kg (D),LPS+EHLd
100mg/kg (E), LPS+EHLd 250mg/kg (F), sendo essa ultima significativamente menor que

6 | DISCUSSAO

Salina+LPS (C).

A Luehea divaricata é uma planta utilizada na medicina popular no Brasil, e

as partes mais utilizadas sao as aéreas (folhas, flores e casca), e apesar de seu

potencial anti-inflamatoério existem poucos estudos com a espécie.

Segundo Tanaka (2005), ela é usada contra disenteria, reumatismo, além da

infusdo das flores que é usada contra bronquite. Por outro lado, estudos de Rai

(2003) confirmaram que as partes aéreas de L. divaricata sdo usadas popularmente

para feridas cutdneas e para higiene intima. Em relagcdo ao uso nas diferentes

regioes do Brasil, podemos concluir que a Luehea divaricata tem grande importancia

na medicina popular.

Ciéncias Biolégicas: Campo Promissor em Pesquisa 3

Capitulo 8




Corroborando com nosso estudo, Bessa et al (2013), relataram uma citagcao do
acoita-cavalo como sendo de utilidade para o tratamento de Ulcera na comunidade
rural do Assentamento Green Vale, no Estado do Tocantins, Brasil Central. Em
outro estudo similar de BIESKI et al (2012), pesquisa etnofarmacologica de plantas
medicinais do Pantanal (Mato Grosso, Brasil), relataram que a L. divaricata esta entre
as espécies com maior valor de importancia relativa. Corroborando sobre uso da L.
divaricata, pesquisas de MONTELES e PINHEIRO (2007), realizaram um estudo
etnodirigido no Quilombo Sangrador, Estado do Maranh&do, Nordeste do Brasil, a
acoita-cavalo foi uma das espécies de maior importancia, com indicagcdes para o
tratamento de doencgas do aparelho geniturinario.

O EHLd desse estudo apresentou as classes flavonoides e iridbide em sua
composicdo de metabdlitos quimicos secundarios. Neste contexto, pesquisas
realizadas por Arantes (2012), também analisou o extrato etandélico de folhas de
Luehea divaricata coletadas no sul do Brasil, e através da CLAE relatou a identificacao
de flavondides como a quercetina, rutina, acidos aromaticos acido galico, acido
clorogénico, acido cafeico e kaempferol, sendo esse ultimo composto também
identificado em nosso estudo.Outra pesquisa similar desenvolvida por Albuquerque
et al.(2014), realizaram analise fitoquimica no extrato das folhas de Luehea divaricata
coletada em feiras de Belém - PA, e conseguiram observar a presenca de taninos,
catequinas, flavondides, carotendides, esterdides, triterpendides e saponinas.

Por outro lado, Bertucci et al.(2008) em pesquisas por triagem fitoquimica com
extratos etandlicos das folhas e caule, também observaram a presencga de flavonoides,
taninos, saponinas e triterpenos. Outra pesquisa em questao, foi a desenvolvida por
Vargas et al (1991), que conseguiram confirmar a presenca de taninos, flavonoéides
e saponinas nas folhas e casca de L. Divaricata, sendo quercetina e kaempferol
os flavonoides descritos, assim como em nosso estudo em que a ELHd também
apresentou o flavanoide kaempferol.

Em relacdo a citotoxicidade do EHLd, foi observado que este possuiu baixa
citotoxicidade no ensaio utilizando macrofagos Raw 246.7. Por lado um estudo
realizado por Bianchi et al. (1996), observaram que o extrato etandlico das folhas
da Luehea divaricata, apresentavam toxidade na dose de 500mg/kg, quando
administrado via oral, ocasionando a morte de 25% dos camundongos. A atividade
fitotoxica de Luehea divaricata foi claramente demonstrada por Souza et al. (2005),
onde os autores apontam o teste com extrato aquoso de folhas coletadas em Pelotas,
RS, e mostrou efeito inibitério na germinacao de Lactuca sativa. No entanto, extratos
de L. divaricata demonstram in vivo falta de toxicidade ou mutagenicidade.

Em relacao ao efeito antioxidante da Luehea divaricata, esse estudo observou
que o EHLd pode ser utilizado para tratar doengcas em que a producéo de radicais
livres é deletéria. Essas mesmas propriedades antioxidantes foram observadas
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por Muller (2006) em folhas de L. divaricata, utilizando o método DPPH, o autor
observou o extrato bruto com acao antioxidante semelhante a quercetina. Por outro
lado, Arantes (2012) mostrou atividade antioxidante em baixas concentracdes de
extrato etandlico das folhas desta espécie, e seu efeito protetor contra a peroxidacao
lipidica.

Pesquisa envolvendo atividade anti-inflamatéria e citotoxicidade foi realizada
por Lopes (1990), que investigou a acao anti-inflamatéria de L. divaricata através
de experimento utilizando o extrato aquoso obtido das folhas secas da planta, com
teste de edema de pata de rato induzido por carragenina e segundo o autor, houve
reducao no edema. Por outro lado, Siqueira (2006), utilizando o extrato hidroalcodélico
de L. divaricata reduziu taxa de lesdes ulcerativas produzidas por indometacina e
etanol. Nossa pesquisa indica que o0 mecanismo de ag¢ao anti-inflamatéria do EHLd
esta relacionado a atividade antioxidante confirmada pela captura dos radicias livres,
e que a andlise fitoquimica do extrato apresentou polifenbis na casca da planta.
Corroborando com nossa pesquisa, estudos de Bianchi (1996), realizou teste de
toxicidade aguda e subaguda com extratos dessa espécie e fez uso de ratos Swiss
machos. O extrato alcodlico foi administrado por via intraperitoneal e foi observado
que 50% dos animais morreram em 48 horas. Em outro teste de toxicidade subaguda,
intraperitoneal, administrada uma vez por semana durante 8 dias, desencadeou a
morte de um animal ap6s a 82 dose, ao contrario do extrato alcodlico que nesta dose
nao causou nenhuma morte.

Sendo assim a atividade anti-inflamatoéria observada in vitro e in vivo com uso do
extrato bruto da Luehea divaricata, pode ser resultado do efeito isolado ou sinérgico
desses fitoquimicos. A sintese dos flavonoides antioxidantes e anti-inflamatérias em
algumas plantas é um processo natural de fotoprotecao e estresse ao periodo seco,
e esta diretamente relacionada a presenca de altas quantidades dos flavonoides
quercetina e/ou kaempferol (TREUTTER, 2006).

Foram observados durante nossa pesquisa que o tratamento com EHLd
causou uma reducgao da contagem diferencial do lavado broncoalveolar de dois tipos
celulares: macréfagos e neutréfilos. Existiu uma migracao significativa de neutréfilos,
no lavado broncoalveolar dos animais testados, o0 mesmo foi relatado em pesquisas
de XU, M. et al. (2015).

De modo geral, podemos concluir que os resultados in vitro e in vivo obtidos
nesse estudo, do extrato da Luehea divaricata testado, foi capaz de reduzir a
formacao do edema pulmonar, evidenciando mais uma vez, o potencial da atividade
anti-inflamatéria.
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7 1 CONCLUSAO

Os testes fitoquimicos (CLAE) demonstraram a presenca de flavandides e
iridoide no extrato da casca da Luehea divaricata.

O EHLd apresentou baixa citotdxidade entre as concentracées de 50ug/ mL,
100ug/ mL, 150ug/ mL e 250ug/ mL.

Nos ensaios de atividade antioxidante, o EHLd apresentou mediana capacidade
de captura de radicais livres em relacao ao controle acido galico.

O EHLd reduziu a migracao de leucdcitos, principalmente de neutréfilos, nos
pulmdes dos camundongos com inflamacéo pulmonar aguda.

Os testes com macrofagos RAW 264.7 confirmaram acao anti-inflamatéria, e
reduziram significativamente a producdo de NO nas concentragdes de 50 ug/mL,
100 ug/mL, e 250 ug/mL, frente ao EHLd.

Houve reducéo significativa da expresséo genica de IL13 e IL6 com tratamento
do EHLd nas concentragdes de 100, 150 e 250 pg/mL.
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ABSTRACT: The objective of this work is to
propose a chemical management alternative to
control Bidens pilosaand Euphorbia heterophylla
in genetically modified soybean without affecting
grain production and seed germination by using
glyphosate applied only once and in mixture,
aiming to reduce the number of applications
and the amount of herbicides used. The
experimental design was randomized blocks with
10 treatments and 4 replications. The soybean
used was BRS-Valiosa RR. The treatments
consisted of glyphosate and chlorimuron-ethyl
applied once and alone (1.5; 2.0 and 80 L or g
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ha' pc), glyphosate in mixture with chlorimuron-
ethyl (1.5 + 10 and 2.0 + 10 L or g ha pc) and
sequentially applied glyphosate (1.5/1.5; 2.0/
1.5and2.0/1.5/1.5L ha' pc), plus weeded
(clean) and non-weeded (dirty) withesses. The
evaluations were: herbicide efficacy in B. pilosa
and E. heterophylla, phytotoxicity, density,
height and grain yield (kg ha') in soybean. The
production data obtained were subjected to
analysis of variance and F test by the SANEST
program (P <0.05). It was concluded that the
studied species, B. pilosa and E. heterophylla,
were controlled by glyphosate at levels above
90%. There was no visual injury in soybean and
no significant decrease in grain yield and seed
germination.

KEYWORDS:
biotechnology, seeds, herbicides.

transgenic soybean,

INTRODUCTION

For soybeans, the methods commonly
used for weed control are mechanical, crop and
chemical. However, control is most effectively
done by chemicals, where the main advantages
are in labor economy and speed of application.
Chemical control obeys the principle that
certain products are capable of killing plants,
and much more importantly, that many of them
can kill some types of plants without injuring
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others (LORENZI, 2000).

In conventional soybean, a preemergent product is generally applied and
subsequently a selective action product in the postemergence of the crop. However,
this type of control may present some problems. Selective products, for example,
do not control some broadleaved plants and some pre-emergent plants have a
prolonged residual effect and may cause phytotoxicity in crops that are planted in
succession; This drawback is even more pronounced in regions where safrinha maize
is cultivated (RISSI et al., 1997). Another point to be highlighted is that the cost in
this type of control is high, because it is necessary to enter the field at least twice,
and the operation can cause greater mechanical damage to soybean plants and soil
compaction.

An alternative to weed control would be the cultivation of genetically modified
soybeans, which would basically only involve the use of glyphosate herbicide, which
is a non-selective product that controls large numbers of broadleaf and narrow-leaf
plants by inhibiting EPSP synthetase. , an enzyme that participates in the metabolic
pathway of aromatic amino acid biosynthesis (tryptophan, tyrosine and lysine), which
are essential for plant growth (JESOVESK, 1997). In this production system it is
possible for genetically modified soybeans to develop even after glyphosate herbicide
application (JESOVESK, 1997), thus allowing chemical control to be performed when
weeds reach levels of competition with soybeans, which may reduce the number
and quantity of herbicides used, making production costs lower and avoiding other
problems.

Therefore, due to the fact that, to date, there are few publications of research
results related to genetically modified soybean cultivation in Brazil, this research
aimed to propose an adequate weed management system in glyphosate tolerant
soybean cultivars without affecting the yield production.

MATERIAL AND METHODS

The field trial was installed in an experimental area of Agrocosmos Agricola
SA, in the municipality of Engenheiro Coelho (SP), in the 2006/07 agricultural year,
presenting as geographic coordinates 22° 42 '9' 'south latitude and 47° 38' 30 " west
longitude and 540 m asl. The climate in the region is classified, according to Koeppen,
as Cwa, characterized by a dry winter. The soil classified as Barrento, clayey lime
subclass, pH 4.8 (CaCl2); M.O .: 3.9%; P: 130 mg / dm?3; K: 2.2; Ca: 29; Mg: 9; H +
Al: 47; SB: 40.2; CTC: 87.2 mmolc / dm3 and V: 46.1%.
The experimental design was randomized blocks with 10 treatments and 4
replications. The genetically modified soybean cultivar used was BRS-Valiosa RR,
recommended for the state of Sdo Paulo. Sowing was performed on 12/28/06, at
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a density of 14 to 18 linear plants per meter and spacing of 0.5 m between rows.
The treatments consisted of glyphosate Roundup Ready® commercial product
containing 480 g L' acid equivalent and chlorimuron-ethyl Classic® commercial
product containing 80 g kg™ active ingredient applied once and alone (1.5; 2, 0 and
80 L or g ha' pc), glyphosate mixed with chlorimuron-ethyl (1.5 + 10 and 2.0 + 10 L or
g ha' pc) and sequentially (1.5/1.5,2.0/1.5and 2.0/1.5/1.5 L ha pc), in addition
to weeded (clean) and non-weeded (bush) controls. For the treatment 80 g.ha™ of
chlorimuron-ethyl was added to 0.05% v / v mineral oil spray solution.

Prior to the application of the treatments, weed identification and counting
surveys were made within the useful area of each plot using the 0.5 m2 inventory
method. Glyphosate and chlorimuron-ethyl herbicides were applied once and alone
and glyphosate mixed with chlorimuron-ethyl were carried out on 01/19/07, 14 days
after emergence (DAE) of soybean (01/05) at the phenological stage. V2, according
to the classification of Fehr et al. (1971). The applications glyphosate sequences
were performed with a 15 day interval between the applications being the second and
third, carried out on 02/02 and 17/02 and soybean in V5 and V8 phenological stages,
respectively.

The herbicides were always applied in the morning and without wind to prevent
drift, with the aid of a constant pressure (CO,) costal sprayer, set to 300 L ha spray
volume and bar equipped with fan spray tips (110 ° - SF - 05). The control was
evaluated in Bidens pilosa (black prick) and Euphorbia heterophylla (dairy), manually
sown within the useful area of each plot, with an average density of 223 and 34
individuals m of Bidens pilosa and Euphorbia heterophylla, respectively.

The experimental plots consisted of 6 lines of 5.0 m in length, with 4 repetitions.
The useful area was the 4 central lines with 4.0 m in length, with 0.5 m at each end
of the plot.

a) Herbicide efficacy: percentage of species control within the useful area of
each plot at 7, 14, 28 and 42 days after herbicide application, obtained by the initial
counting of the number of weeds and remnants. by species; b) Phytotoxicity of
herbicides in soybean: evaluated by visually assigned grades, always comparing
with control, by the EWRC (1964) scale also at 7, 14, 28 and 42 days after herbicide
application; c¢) Plant density and height: the number of plants per linear meter was
determined by counting plants sampled in two 1.0 meter rows within the useful area
of each plot and the height of 10 plants randomly sampled at 42 DAT; d) Grain yield:
determined by harvesting 4.0 m long central lines of soybean plants within the useful
area of each plot, with moisture corrected to 13% (wet basis); e) Seed germination:
Soybean seeds were harvested, tracked and for the germination test three subsamples
of 50 seeds were collected in each treatment, totaling twelve replications. The test
was performed on a Germitest paper towel roll moistened with water equivalent to
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2.5 times the weight of the dried substrate and placed in plastic containers. After
this procedure the plastic containers were placed in a walking germination (WG)
type germinator, which were kept in a chamber at a constant temperature of 25 °
C. Evaluations were performed on the fifth day after the test installation, according
to the criteria of Brazil (1992) and the result expressed as a percentage of normal
seedlings.

Density, plant height and yield data were subjected to analysis of variance and
F test by the SANEST program. For the significant analyzes it was performed the
comparison between means by Tukey test at 5% probability

RESULTS AND DISCUSSION

As can be seen in Figure 1, the percentage of control of the studied species
was above 90% when compared to the control (Figure 22), thus being considered
susceptible to treatments with chlorimuron-ethyl alone at a dose of 80 g ha™' (
see Figure 15) glyphosate applied once and alone at doses 1.5 and 2.0 L ha™ pc,
glyphosate mixed with chlorimuron-ethyl at doses of 1.5 + 10 and 2.0 + 10 Lor g ha™
from pc and glyphosate applied sequentially at 1.5/ 1.5 doses; 2.0/1.5and 2.0/ 1.5
/1.5 Lha" of p.c.. See Figures 13 to 19.

Thus in conventionally cultivated soybean areas where there are failures
of resistance control of Euphorbia heterophylla and Bidens pilosa biotypes to
ALS inhibitor herbicides, found by researchers (VIDAL et al. 2004; RIZZARDI,
2002; CHRISTOFFOLETI, 2002; OLIVEIRA et al., 2002; VARGAS et al., 2001;
CHRISTOFFOLETI, 1999; VIDAL & MEROTTO, 1999; PONCHIO, 1997), the
genetically modified soybean production system, allows glyphosate to be a new
alternative chemical management by rotation herbicide with another mechanism of
action (EPSPs).

In the treatment with chlorimuron-ethyl at a dose of 80 g ha™ of p.c., the herbicide
was not interesting because it did not control over 75% for weeds. Perhaps noting the
difficulty of controlling the herbicide to these species according to research already
cited (VIDAL et al. 2004; RIZZARDI, 2002; CHRISTOFFOLETI, 2002; OLIVEIRA et
al., 2002; VARGAS et al., 2001; CHRISTOFFOLETI, 1999; VIDAL & MEROTTO,
1999; PONCHIO, 1997).

Table 1 shows the variance analysis data and average values of density, plant
height and soybean yield. Density is within the limits recommended by EMBRAPA
2005. Herbicides did not significantly affect plant height and yield. The highest
yield of treatments (1.956 kg ha') was found to be the mixture of glyphosate with
chlorimuron-ethyl (2.0 + 10) as this has a residual effect, giving conditions for the

culture to close without the presence of consequently expressing their maximum
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yield potential by reducing weed competition and reinfestation in the critical period.
Mixing glyphosate with chlorimuron-ethyl, ALS inhibitor, has also been shown to be
effective in desiccating Euphorbia heterophylla and Bidens pilosa (CARVALHO et al.,
2003; VALENTE and ORNELAS, 2000; CARVALHO and CAVAZZANA, 2000) in a
planting system soybean crop.

Genetically modified soybean plants well supported the sequential glyphosate
applications, as demonstrated by the average yield of 1.924 kg ha™ in the plots where
3 herbicide applications were made at doses of 2.0/1.5/1.5. Lha™ (treatment 8). The
lowest yield (760 kg ha') was obtained in non-weeding control (dirty), demonstrating
a relative loss of 72.3% of grain loss compared to weeded control (2.175 kg ha™)
and from 57.7; 59.8; 59.4; 58.1; 61.1; 58.8; 58.9; 60.4% for treatments 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7 and 8, respectively, proving the aggressiveness of Bidens pilosa and Euphorbia
heterophylla in soybean yield losses and herbicide efficacy in this system agricultural
production.

The seeds obtained 74% in average of germination. As can be seen in Table 2,
herbicides did not significantly influence germination, resulting in: 79.7; 79.5; 76.5;
74.5;72.8; 72.5; 72.0; 70.5; 70.5% respectively for: control, chlorimuron ethyl (80 g
ha), sequentially applied glyphosate (2.0/1.5/1.5;2.0/1.5and 1.5/1.5L ha’
pc), glyphosate applied once and alone (1.5 and 2.0 g ha' pc), glyphosate mixed with
chlorimuron-ethyl (1.5 + 10 and 2.0 + 10 L or g ha pc), see Figures 2 to 10.

However, genetically modified soybean seeds did not have sufficient germination
for commercialization, as they were considered to be of low physiological quality,
since the germination capacity of a seed lot under laboratory conditions must be
higher than 80% to obtain a good field stand (THOMPSON, 1968; WILCOX et al.
1974; MARCOS FILHO, 1980).

CONCLUSIONS

There were no visual injuries in soybean crop and no significant reduction in grain
yield and seed germination due to the treatments tested. All glyphosate treatments
had control over 90% for Bidens pilosa and Euphorbia heterophylla.
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Figure 1 - Control percentage of Euphorbia heterophylla and Bidens pilosa as a function of
glyphosate and chlorimuron-ethyl application at 7 DAT.

Densidade Altura de Producéo

Tratamentos (Doses L ou g.ha) (pl/m) plantas (cm)  (kg.ha)

1 - glyphosate (1,5) 18 a 76,8 a 1796 a
2 - glyphosate (2,0) 15a 68,9 a 1893 a
3 - chlorimuron-ethyl (80) 17 a 72,5a 1875 a
4 - glyphosate + chlorimuron-ethyl (1,5+10) 15a 749a 1814 a
5 - glyphosate + chlorimuron-ethyl (2,0+10) 18 a 710a 1956 a
6 - glyphosate / glyphosate (1,5/1,5) 143 730 a 1846 a
7 - glyphosate / glyphosate (2,0/1,5)
8 - glyphosate / glyphosate / glyphosate l4a 69.0a 1853 a
(2’0/1 ,5/1 ’5) 17 a 72,3 a 1924 a
9 - Witness in the clean (weeding) 17 a 716a 2175 a
10 - Witness in the dirthy (no weeding) 16 a 69,4 a 760 b
Teste F 0,29543" 0,6371ns
DMS Tukey (5%) 7 15,50
C.V. (%) 17,2 8,9
Table 1. Analysis of variance data and average values of density, plant height and soybean
yield'.
"Means followed by the same letter in the column do not differ statistically from each other by Tukey test at 5%
probability
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Trataments (Rates L ou g.ha™") Germination

(%)
1 - glyphosate (1,5) 72,5 a
2 - glyphosate (2,0) 72,0 a
3 - chlorimuron-ethyl (80) 79,5 a
4 - glyphosate + chlorimuron-ethyl (1,5+10) 70,5 a
5 - glyphosate + chlorimuron-ethyl (2,0+10) 70,5 a
6 - glyphosate / glyphosate (1,5/1,5) 72,8 a
7 - glyphosate / glyphosate (2,0/1,5) 745 a
8 - glyphosate / glyphosate / glyphosate (2,0/1,5/1,5) 76,5 a
9 - Witness in the clean (weeding) 79.7 a
Teste F 12,1
DMS Duncan (5%) 0,0051
C.V. (%) 8,9

Table 2. Herbicide treatments and seed germination average values.

"Means followed by the same letter in the column do not differ statistically from each other by the
Duncan Test at the 5% probability level.

Figure 2 - Glyphosate (1,5 L.ha).

Figure 3 - Glyphosate (2,0 L.ha™).
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Figure 4 - Chlorimuron-ethyl (80 g. ha').

Figure 6 — Glyphosate +chlorimuron-ethyl (2,0 +10 L ou g.ha™).
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Figure 7 — Sequential glyphosate application (1,5/1,5 L.ha™).

Figure 8 — Sequential glyphosate application (2,0 /1,5 L.ha™).

Figure 9 — Glyphosate (2,0/1,5/1,5 L.ha").
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Figure 10 — Witness, no weeding

Figure 12 - Results of single application of glyphosate (2.0 L ha™).
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Figure 15 - Results of glyphosate + chlorimuron-ethyl mixture (2.0 +10 L or g ha™).
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Figure 18 — Results of sequential glyphosate application (2,0/1,5/1,5 L.ha™).
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Figure 20 — Witness no weeding
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RESUMO: O género Theobroma é tipicamente neotropical, sendo que no Brasil sdo
encontradas 13 espécies, das quais cinco sdo endémicas. Nesse género destaca-
se a espécie Theobroma speciosum, popularmente denominada como cacaui, uma
espécie nativa encontrada na regido amazdnica, pouco conhecida e estudada, cuja
variabilidade genética tem sido afetada devido aos impactos ambientais resultantes da
fragmentacao florestal. Estudos de citoquimica e viabilidade polinica sdo importantes
para o melhoramento de plantas, pois refletem a potencialidade do gameta masculino
e assim a eficiéncia da fecundacéo e posterior fertilizagdo. Neste contexto, objetivou-
se, com esta pesquisa, estimar a citoquimica e a viabilidade polinica em espécimes
de uma populacéo nativa de T. speciosum utilizando testes colorimétricos. Para tanto,
foram coletados botdes florais em pré antese e antese em diferentes pontos amostrais,
em um fragmento florestal no perimetro urbano do municipio de Alta Floresta-MT. A
estimativa da viabilidade polinica foi analisada utilizando o reativo de Alexander e
carmim acético 2% e para a citoquimica, os corantes sudan IV e lugol. Os dados
da viabilidade foram submetidos a analise de variancia utilizando o modelo linear
generalizado (GLM) indicado para dados de distribuicdo binomial, com auxilio do
programa R. Os corantes e reagentes utilizados na analise citoquimica e da viabilidade
foram eficientes na identificacdo das substancias de reserva e na distingdo de polens
viaveis e inviaveis, apresentando alta taxa de viabilidade e elevada percentagem de
amido e lipidios como substancias de reserva dos graos de pélen de T. speciosum.
PALAVRAS-CHAVE: Cacaui, Fertilidade, Melhoramento genético.

CYTOCHEMISTRY AND POLLEN VIABILITY OF Theobroma speciosum WILLD. EX
SPRENG (MALVACEAE)

ABSTRACT: The genus Theobroma is typically neotropical, and in Brazil there are 13
species, of which five are endemic. In this genus stands out the species Theobroma
speciosum, popularly termed as cacaui, a native species found in the Amazon region,
little known and studied, whose genetic variability has been affected due to environmental
impacts resulting from forest fragmentation. Studies of cytochemistry and pollen
viability are important for plant breeding, as they reflect the potentiality of male gamete,
fertilization efficiency and subsequent fertilization. In this context, this research aimed
to estimate the cytochemistry and pollen viability of a native population of T. speciosum
using stains tests. For this purpose, pre-anthesis flower buds were collected at different
sampling points, located in a forest fragment in the urban perimeter of Alta Floresta-MT.
An estimate of pollen viability was analyzed using reactive Alexander's stain and aceto-
carmine 2% stain and for cytochemistry, the stains sudan IV and lugol. The viability
data were subjected to analysis of variance using the generalized linear model (GLM)
indicated for binomial distribution data, with the aid of the R program. The stains and
reagents used in the cytochemical and viability analysis were efficient in identifying
the reserve substances and in distinguishing viable and unfeasible pollens, presenting
high viability rate and high percentage of starch and lipids as pollen grain reserve
substances of T. speciosum.
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KEYWORDS: Cacaui, Fertility, Genetic improvement.

11 INTRODUGCAO

A familia Malvaceae apresenta uma distribuicdo predominantemente
pantropical e abrange cerca de 243 géneros e 4.225 espécies (MOBOT, 2019).
Dentro dessa familia, encontra-se o género Theobroma, tipicamente neotropical,
representado no Brasil por 13 espécies, das quais cinco sao endémicas (FLORA
DO BRASIL 2020 EM CONSTRUCAO, 2019). Nesse género destaca-se a espécie
Theobroma speciosum Willd. ex Spreng., conhecida popularmente como cacaui.

O T. speciosum € uma espécie nativa da floresta Amazénica (DUCKE, 1953),
sendo uma arvore de porte ereto, troncos cilindricos e lenhosos, onde, desde a
base, se inserem as densas e aglomeradas inflorescéncias multifloras, de colora¢ao
vermelho-plrpura, que se destacam na paisagem florestal. E uma planta nativa,
pouco conhecida e estudada, encontrada principalmente na regido amazénica e que
sofre erosao genética em decorréncia da mudanca no uso da terra, principalmente,
devido & substituicdo de parte da floresta por pastagem (SILVA et al., 2004; RONDON,
2005; CUMANA CAMPOQOS, 2005).

E uma espécie importante para animais selvagens e também para as populagées
humanas (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002; BALEE, 1994; DEWALT et al., 1999), uma
vez que, seus frutos sdo comestiveis, sendo fonte de nutrientes principalmente para
as populagées da regido amazoénica (BALEE, 1994; DEWALT et al., 1999). Trata-se
também de uma espécie com grande potencial para o melhoramento genético, uma
vez que podem servir como fonte de variabilidade genética de espécies relacionadas,
tais como Theobroma cacau que sao explorados economicamente (DARDENGO et
al., 2016).

Aviabilidade do gréo de p6len pode ser determinada por varias técnicas, sendo
estas agrupadas em métodos diretos, tais como, a germinagao in vitro (KUMARI
et al., 2015; SOUZA et al., 2015) e em germinacao in vivo (SOUZA et al., 2015),
ou em métodos indiretos, baseados em paréametros citolégicos, como a coloracéao
(KEARNS; INOUYE, 1993; KUMARI et al., 2015; SOUZA et al., 2015). Os métodos
indiretos sao constantemente utilizados por serem simples, rapidos e baratos.

Espécies nativas constituem uma possivel fonte de alelos desejaveis para
programas de melhoramento genético e o estudo da citoquimica e viabilidade polinica
das mesmas sado importantes por refletir a potencialidade do gameta masculino,
eficiéncia da fecundacéo e posterior fertilizacdo (BIONDO; BATTISTIN, 2001).

A avaliacédo citoquimica evidencia qual ou quais sdo os componentes das
substancias de reserva nos graos de poélen, sendo de extrema importancia para o

entendimento dos aspectos ecologicos relacionados a mecanismos de polinizagéo
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(OLIVEIRA; PIERRE, 2018). Estudos de citoquimica aliados aos de viabilidade dos
graos de poélen podem fornecer informag¢des necessarias para o entendimento a
respeito da propagacéao da espécie, portanto, auxiliando programas de melhoramento
e conservacgao dos seus recursos genéticos. Neste contexto, objetivou-se, com esta
pesquisa, estimar a citoquimica e a viabilidade polinica de uma populagcao nativa de
T. speciosum por meio de testes colorimétricos.

2 | MATERIAL E METODOS

Os botdes florais em pré-antese e antese (Figura 1), foram coletados de oito
individuos de uma populacéo nativa, localizada em fragmento florestal no perimetro
urbano no municipio de Alta Floresta, Mato Grosso, nas coordenadas 9°52'43.0"S
56°05'58.5"W. O material coletado foi levado ao Laboratério de Genética Vegetal e
Biologia Molecular (GenBioMol) do CEPTAM (Centro de Pesquisa e Tecnologia da
Amazonia Meridional) na Universidade do Estado de Mato Grosso Carlos Alberto
Reyes Maldonado, Campus Universitario de Alta Floresta, onde foram realizados
os testes de viabilidade polinica e citoquimica dos graos de pélen. Para tanto, o
material coletado foi imerso em solucéo fixadora de alcool absoluto: 4cido acético na
proporcéo de 3:1 por 24 horas e logo ap6s transferidos para alcool 70% e mantidos
a 4° C, até o uso.

Figura 1. Caracteristicas da espécie Theobroma speciosum, individuo adulto: caule (A); copa
(B) e inflorescéncia (C), onde os botbes florais em pré-antese estado indicados pela seta
pontilhada e em antese, pela seta inteira.

Foi feito um Bulk com os botdes florais coletados dos oito individuos e, para
estes, foram preparadas oito laminas para a realizagdo de cada teste colorimétrico.
Para cada lamina preparada foi utilizado um botéo floral, cujo comprimento foi
mensurado em (mm), com auxilio de paquimetro digital de preciséo (Mitutoyo).

Para o preparo das laminas foi utilizada a técnica de coloracdo seguida de
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esmagamento, descrito por Guerra e Souza (2002). Aestimativa da viabilidade polinica
dos graos de poélen foi comparada com base na reacao de coloracdo dos corantes
reativo de Alexander (ALEXANDER, 1980) e carmim acético 2% (PAGLIARINI;
POZZOBON, 2004).

Aobservacao dos gréaos de pélen foi realizada por meio do método de varredura,
onde, em cada Iamina foram contabilizados 250 gréaos de pélen, perfazendo um total
de 2000 graos de pdlen para cada corante. Assim a viabilidade polinica foi estimada
por meio da percentagem de graos de pélen viaveis obtidos pela equacao (1):

n®de graos corados

Viabilidade do pdlen (%) = ( ) X 100

n?de graos contados

(1)

Para a avaliacao da presenca das substancias de reserva dos graos de pélen,
foram empregadas técnicas citoquimicas (BAKER; BAKER, 1979). Com a utilizagao
do corante lugol 2% é possivel identificar no grao de pdlen a presenca ou auséncia
de amido e para o corante sudan IV é possivel observar a presenca e auséncia de
lipidios (DAFNI, 1992), sendo os graos de poélen classificados como positivo (+) ou
negativo (-) para estas substéancias. O modo de preparo das laminas e observacao
dos graos de pélen segue o mesmo procedimento da viabilidade polinica.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa R, versao 3.5.3
(R_Core Team, 2019), e os graficos foram gerados no pacote de software ggplot2R
(WICKHAM, 2009). Os dados da viabilidade e citoquimica foram avaliados utilizando
o modelo linear generalizado (GLM) indicado para dados de distribuicdo binomial,
sendo testados quanto a normalidade e homocedasticidade e submetidos a analise
de variancia, sendo significativos a 5% de probabilidade pelo teste do Qui-Quadrado.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os botbes florais que apresentaram graos de pélen maduros, mediram entre
9,64 e 10,99 mm, com uma média de 10,34 mm de comprimento. Os corantes e
reagentes utilizados para a analise da viabilidade, assim como a analise citoquimica
dos gréos de pélen de T. speciosum foram eficientes na distingao dos graos de polen
viaveis e inviaveis, bem como para deteccao da substancia de reserva (Figura 2).
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Figura 2. Polens viaveis (V) e inviaveis (l) de Theobroma speciosum. A: reativo de Alexander;
B: carmim acético 2%; C: sudan IV - Polens lipidio (+) e lipidio (-); D: lugol - Polens amido (+) e
amido (-)

A média de viabilidade polinica encontrada neste estudo foi superior a 97%,
evidenciando que a espécie T. speciosum apresenta um padrao reprodutivo eficiente,
uma vez que para a viabilidade polinica ser considerada alta seu valor deve estar = a
70% (SOUZA et al., 2002), enquanto os valores menores que 70% sdo considerados
baixos e, consequentemente, resultam na infertilidade da espécie (BIONE et al.,
2005).

Os corantes, carmim acético 2% e reativo de Alexander, utilizados para estimar
a viabilidade polinica, apresentaram médias de polens viaveis de 98,65 e 97,7%
respectivamente. A figura 3 representa a distribuicao das viabilidade polinica, sendo
que para o carmin acético, a viabilidade de sete das oito laminas observadas variou
entre 98,4% e 100%, com distribuicdo negativamente assimétrica e apresentando
um outlier, cuja viabilidade foi de 97,6%; para o reativo de Alexander, a viabilidade
variou entre 97,2% e 98,8%, com distribuicdo simétrica e um outlieronde a viabilidade
foi de apenas 96%.




Viabilidade Polinica (%)
[ ]

T T

carmin acético 2% reativo de Alexander

Figura 3. Boxplots da viabilidade dos graos de p6len de Theobroma speciosum.

Estes dados indicam que a espécie T. speciosum possui um processo de
microsporogénese regular e, consequentemente, ser utilizada em programas de
melhoramento genético, visando a transmissdo de possiveis alelos desejaveis,
para as espécies comerciais, tais como 0 cacau e o0 cupuagu, uma vez que se trata
de uma espécie nativa adaptada a regiao (DARDENGO et al., 2016). O estudo da
viabilidade polinica por horario para a espécie T. speciosum, realizado por Tramontin
et al. (2019), concluiu que em todos os 24 horarios avaliados, a espécie manteve
uma alta taxa de viabilidade. Esse resultado permite inferir que a viabilidade n&o
sofre com a mudanca de temperatura em seu ambiente natural, logo, o horério
de coleta dos botdes florais ndo interfere no resultado da viabilidade polinica para
espécie analisada.

O teste citoquimico indicou que graos de polen de T. speciosum apresentam
tanto lipidios quanto amido como substancias de reserva (Figura 2C e 2D). Os
corantes utilizados, sudan IV e lugol, apresentaram valores médios de 99,65 e
98,60% respectivamente. A figura 4 representa a distribuicdo dos graos de poélen
qgue apresentam lipidios e amido como substancia de reserva, sendo que gréos de
pélen lipidio positivo variam entre 99,2% e 100%, com distribuicdo positivamente
assimétrica enquanto os gréaos de polen amido positivo variaram entre 98% e 99,2%,

com distribuicao simétrica.

Ciéncias Biolégicas: Campo Promissor em Pesquisa 3 Capitulo 10



100.0 1

o) w0
o on
I 1

Lipidio e Amido Positivos (%)
8

98.0 1

sudan IV lugol 2%

Figura 4. Boxplots da avaliagéo citoquimica dos gréos de poélen de Theobroma speciosum.

A presenca de lipidios no gréao de polen é extremamente importante, pois este
€ um atrativo aos polinizadores, evitando a perda de agua e mantendo os graos de
pblen unidos durante o transporte (WANG et al., 2004).

Estudos de viabilidade polinica sdo fundamentais, pois quanto maior a
viabilidade, maior a possibilidade da formacéo de diferentes combinacdes entre alelos,
promovendo aumento da variabilidade genética que € imprescindivel para a sele¢cao
de novos cultivares com caracteristicas desejaveis. Os resultados encontrados nesta
pesquisa sao importantes para programas de melhoramento genético, considerando
que o sucesso dos cruzamentos depende, dentre outros fatores, da escolha de
acessos doadores de grao de polen com alta fertilidade (SOUZA et al., 2002).

41 CONCLUSAO

A avaliacdo da viabilidade polinica e os testes citoquimicos realizados neste
estudo indicam que populag¢des nativas de Theobroma speciosum, apresentam alta
taxa de viabilidade e elevada percentagem de amido e lipideos como substéncias

de reserva.
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RESUMO: O apoplasto é um compartimento
vegetal que compreende 0s espacos
intercelulares e a parede celular. Este espaco
possui grande importancia para a planta desde
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a defesa contra estresses bibticos e abibticos
a transporte de horménios e agua. O fluido
apoplastico (FA), o liquido do apoplasto, possui
substancias essenciais para o desenvolvimento
do vegetal. A obtencdo do FA é desafiadora,
porém sua investigacdo podera ajudar a
compreender as respostas de defesas da planta
e por outro lado, as respostas do patégeno em
sobrepor estas defesas na interagcdo planta-
patbgeno. Para tanto, faz-se necessario 0 uso
de protocolos especificos que evitem acumulo
de contaminantes e favoregca rendimentos
consideraveis para seu estudo. Sendo assim,
neste capitulo descrevemos uma metodologia
para obtencéo de FA de folhas de cacau livre
de contaminacéo citoplasmatica por meio de
infiltracdo a vacuo seguida de centrifugacao e,
extracdo de proteinas a partir do FA, por meio
de SDS-denso e fenol.

PALAVRAS-CHAVE: Folha, prote6bmica, cacau,
espaco intercelular

HOW TO ISOLATE APOPLASTIC PROTEINS:
A RESEARCH STRATEGY OF THE PLANT-
PATHOGEN INTERACTION
ABSTRACT: The apoplast is a vegetal
compartment that comprises the intercellular
spaces and the cell wall. This space is of

great importance to the plant from defense
against biotic and abiotic stresses to transport
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of hormones and water. Apoplastic fluid (FA) has essential substances for plant
development. Obtaining FA is challenging, but your research may help to understand
plant defense responses and pathogen responses to override these defenses in
plant-pathogen interaction. Therefore, it is necessary to use specific protocols that
avoid contaminant accumulation and favour considerable yields for its study. Thus, in
this chapter we describe a methodology for obtaining FA from cocoa leaves without
cytoplasmic contamination by vacuum infiltration followed by centrifugation and protein
extraction from FA by dense SDS-phenol.

KEYWORDS: Leaf, proteomics, cocoa, intercellular space.

11 INTRODUCAO

O apoplasto € um compartimento de extrema importéncia para o vegetal, que
compreende 0s espacos extracelulares, incluindo a parede celular (DIETZ, 1997;
DANIlet. al.,2005; SADAVA, et. al., 2009; AGRAWAL et. al., 2010). Este compartimento
desempenha diferentes funcdes desde transporte de hormdnios relacionados ao
desenvolvimento e crescimento a reconhecimento de invasores patogénicos, por
meio de proteinas presentes neste espaco (AGRAWAL et. al.,, 2010; DELANOIS
et al.,, 2014). O apoplasto esta envolvido em diversas respostas do ambiente,
como na sinalizacdo e reconhecimento de patégenos, assim faz deste espago um
sistema dinamico, sendo essencial na inducéo de uma cascata de respostas contra
importantes fitopatogenos (ZHANG et. al., 2009; LI et al., 2016).

O liquido que circunda o apoplasto é rico em substancias como agucares, agua,
ions, proteinas dentre outras, formando o fluido apoplastico (FA) e sua obtencao
ainda é desafiadora. Para extrair e investigar o conteudo apoplastico exige evitar a
contaminacgao citoplasmatica, ou seja, um protocolo ideal para que a contaminacao
com produtos intracelulares, devido o rompimento foliar parcial, seja insignificante.
Sendo assim, as proteinas apoplasticas ainda sao poucos caracterizadas (LEE et
al., 2004; DELANOIS et. al., 2014). Além do mais, a concentracdo de proteinas
no apoplasto é inferior a presente intracelularmente e, consequentemente torna o
processo de identificacdo ainda mais desafiador (QUIRINO et al., 2010).

O protocolo de infiltragdo-centrifugacdo para folhas de cacau (Theobroma
cacao) foi testado e otimizado por Pirovani et al. (2008). E uma metodologia, de uma
forma geral, simples, porém exige boas condi¢cdes experimentais para o sucesso da
obtencdo de FA com contaminacgdo citoplasmatica insignificante.

Theobroma cacao é uma planta lenhosa que originou-se na América do Sul
(MOTAMAYOR et al., 2002; WICKRAMASURIYA; DUNWELL, 2018) e pode ser
dividida em trés grandes grupos de acordo com caracteristicas morfologicas,
genéticas e localizacdo geografica (FERREIRA et al., 2014).
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Suas améndoas s&o a principal matéria-prima para a produgao do chocolate
e, com isso possui grande importancia econémica e social, principalmente, para
o sul da Bahia, onde esta cultura teve seu apice no final do século XIX (COSTA;
SOARES, 2016). Em contrapartida, a producao das améndoas de cacau sofreu um
declinio drastico com a chegada do fungo Moniliophthora perniciosa, agente causal
da vassoura-de-bruxa (ROCHA, 2008; CALDAS; PERZ, 2013).

Entendendo a importancia e o papel do apoplasto para planta e conhecendo
as dificuldades em obter conteudo de um espaco subcelular, este trabalho tem
como finalidade entender como é feita a investigacao do conteudo apoplastico, mais
precisamente como obter proteinas presentes neste espaco. Sendo assim, propomos
de forma simples e reproduzivel, uma metodologia testada e validada para folhas
maduras de cacau.

2|1 O APOPLASTO

O termo apoplasto foi criado pelo cientista alemao Ernst Minch em 1930
para descrever o compartimento de transporte de agua no interior do vegetal
(SAKURAI, 1998). Mais tarde, descobriu-se que o apoplasto, além de transportar
agua, desempenha um importante papel na fisiologia e desenvolvimento do vegetal
por conter produtos relacionados ao desenvolvimento e a tolerancia a estresses
ambientais (AGRAWAL et. al., 2010).

De uma forma geral, a planta pode ser dividida basicamente em um
compartimento intracelular ou simplasto e extracelular ou apoplasto (De ALMEIDA,
2001) que constitui os espacos intercelulares e a parede celular (Figura 01) (DIETZ,
1997; DANI et. al., 2005; SADAVA, et. al., 2009; AGRAWAL et. al., 2010).

O apoplasto desempenha um papel importante e critico na interacao da planta
com o0 ambiente, pois a planta libera produtos essenciais neste compartimento como
proteinas, enzimas, metabdlitos e outras substancias constituindo assim, o fluido
apoplastico (FA) (ZHANG et. al., 2009; AGRAWAL et. al., 2010).

O FA flui constantemente no apoplasto facilitando o transporte de substéncias,
as quais podem ser constitutivamente expressas ou induzidas, como algumas
proteinas que sao produzidas somente como parte da imunidade inata da planta
(AGRAWAL et al., 2010; DELANOIS et. al., 2014). As proteinas extracelulares podem
estar soluveis no FA ou ligadas a matriz celular da planta (RAMANJULU et al., 1999;
SOARES et al., 2007).

Assim, o apoplasto esta envolvido em outras fungdes importantes para o vegetal
como regulacdo de crescimento, manutengcao da parede celular, rota de transporte,
homeostase, adesao célula a célula, trocas gasosas e em processos envolvidos

na defesa a estresse bidtico e abidtico e contra a dessecacdo (SAKURAI, 1998;

Ciéncias Biolégicas: Campo Promissor em Pesquisa 3 Capitulo 11




SATTELMACHER, 2001; DELANOIS et al., 2014). Diante disto, a importancia do
apoplasto para a planta pode ser comparada com a importancia do interior do nosso
corpo, que consiste em sangue, linfa e fluido de tecido tonando um compartimento

essecial para o funcionamento das células (SACURAI, 1998).
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Figura 01: Representacao esquematica do apoplasto. A: Folha vegetal destacando
0s espacos intercelulares ou apoplasto. B: O apoplasto compreende o espacgo externo a
membrana plasmatica até a lamela média.

31 APOPLASTO E O RECONHECIMENTO DE PATOGENOS

As plantas estdo expostas a varios fatores bidticos na natureza, como a
diversas classes de microrganismos fitopatogénicos, tais como, nematoides, fungos,
bactérias e insetos. Assim, em func&o da incapacidade de locomocao, as plantas
evoluiram mecanismos de defesa para driblar e evitar a entrada de invasores,
contornando situacdes desfavoraveis e, com isso, garantindo a sua sobrevivéncia
(AGRIOS, 1997; PIETERSE et al., 2005; MELLO; SILVA-FILHO, 2002; MENOSSI et
al., 2008). Apesar das plantas serem incapazes de esconder ou escapar de ataques
de patdégenos e nao possuirem um sistema de defesa imune como os animais,
elas podem reconhecer a presenca de patdgenos e preparar respostas de defesa
que garanta o crescimento vegetativo diminuindo os danos causados pelo invasor
(OSBOURN, 2001; NURNBERGER et al., 2004; CHISHOLM et al., 2006; DALIO,
2013).

O patbgeno ao conseguir penetrar nos tecidos da planta estard sujeito ao
reconhecimento na membrana plasmatica (NURNBERGER et al., 2004) e para o
seu estabelecimento é preciso atravessar o apoplasto local onde, importantes
reagcdes e processos regulatérios ocorrem de forma natural ou sédo induzidas
devido ao reconhecimento do patégeno (MARTINEZ-GONZALEZ et al., 2018). Esse
reconhecimento ocorre por meio de sensores apoplasticos chamados de receptores
de reconhecimento de padroes (PRRs), que sao proteinas transmembranas
conservadas com dominio extracelular rica em leucina (LRRs) ou motivo de lisina
(Lysm) e um dominio de quinase intracelular (JASHNI et al., 2015; MARTINEZ-
GONZALEZetal.,2018). As PRRs se localizam geralmente na superficie damembrana
celular e reconhecem os padrbes moleculares associados ao patdégeno (MAMPs ou
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PAMPs), conhecidos como elicitores, tais como a quitina, um componente da parede
celular dos fungos ou flagelina bacteriana. Apds esse reconhecimento inicial, leva a
imunidade desencadeada pelo MAMP (PTI) acionando as defesas basais da planta
(BOLLER; FELIX, 2009; DELAUNOIS et al., 2014; JASHNI et al., 2015; MARTINEZ-
GONZALEZ et al., 2018), como mudancas na composicdo da parede celular e
acumulo de compostos antimicrobianos (DOEHLEMANN; HEMETSBERGER, 2013).
Algumas moléculas provenientes da prépria planta também podem ser reconhecidas
pelas PRRs desencadeando respostas imunes, as chamadas de padroes moleculares
associados a danos (DAMPs), como moléculas liberadas devido a danos na parede
celular. Patbgenos mais adaptados podem inibir a interacdo MAMP-PRR, secretando
proteinas efetoras e suprimindo ou comprometendo o MTI e com isso, facilitando
suscetibilidade desencadeada por efetores (ETS). Por outro lado, essas moléculas
efetoras também podem estimular a imunidade desencadeada por efetor (ETI) em
plantas que possuem proteinas de resisténcia (R) resultando no segundo nivel de
defesa da planta (Figura 02) (DALIO, 2013; DOEHLEMANN; HEMETSBERGER,
2013; DELAUNOIS et al., 2014; JASHNI et al., 2015; BOLLER; FELIX, 2009).
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Figura 02: Reconhecimento do patégeno por meio de sensores apoplasticos do vegetal.

PRRs: Receptores de Reconhecimento de Padrdes; MAMPs: Padrbes Moleculares Associados

ao Patégeno; PTI: Imunidade Desencadeada pelo PAMP; ETS: Suscetibilidade Desencadeada
por Efetores; ETI: Imunidade Desencadeada por Efetor. Adaptado de Kazan e Lyons (2014).

41 PROTEINAS APOPLASTICAS

As proteinas presentes no apoplasto sdodificeis de serisoladas, pois é necessario
evitar a contaminacdo com compostos citoplasmaticos e a ruptura da parede celular.
Sendo assim, ainda sdo proteinas pouco caracterizadas em comparagdo com as
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intracelulares (DELANOIS et. al., 2014). A abordagem prote6mica entra como uma
ferramenta chave para caracterizar as proteinas presentes no FA e fornece maior
entendimento nos processos de percepcao e regulacdo que ocorrem na interacao
entre planta-patdbgeno (AGRAWAL et al., 2010; DELANOIS et al., 2014).

A protedmica possibilita, além de caracterizar proteinas nhuma amostra, obter
informacdes sobre processos ou respostas celulares envolvidas em determinado
fendbmeno ou condig¢do bioldgica, incluindo a identificacdo simultdnea de um grande
namero de proteinas e, consequentemente de novos genes e vias metabdlicas,
as quais sao importantes para o entendimento da interacao planta-patégeno, por
exemplo (GUIMARAES; RICARDO, 2015).

Para isolar o FA varias metodologias foram desenvolvidas: perfusdo a vacuo
em discos de folhas de mamona, girassol e repolho (BERNSTEIN, 1971); aplicacao
de presséo em folhas de algodado utilizando uma camara de pressao umidificada
(HARTUNG et al., 1987); o método de eluicdo em ervilha (LONG; WIDDERS, 1990);
método de infiltracdo-centrifugacdo em folhas de tabaco por Klement, em 1965
(RATHMELL; SEQUEIRA, 1974). Este ultimo tem sido utilizado em alguns trabalhos,
como em folhas de Medicago truncatula (SOARES et al., 2007), Nicotiana tabacum
(DELANNOQY et al., 2008) e em Populus deltoides (PECHANOVA et al, 2010).

Ainfiltracao é realizada a vacuo com uma solugao apropriada, por isso 0 método
é também conhecido como VIC (infiltracdo a vacuo). E importante realiza-lo em boas
condicdes experimentais para evitar acumulos de interferentes intracelulares e/ou ndo
proteicos, como a forca centrifuga baixa que resulta em contaminacéo insignificante
e o tipo de solucédo de infiltracdo que melhore a solubilizagcdo das proteinas. Além
disso, o correto manuseio e armazenamento po6s recuperagcdo do fluido, séao
procedimentos essenciais e adaptaveis para os diferentes tecidos e espécies de
plantas (MARTINEZ-GONZALEZ et al., 2018). Como foi testado por Lohausa et
al. (2001) em diferentes espécies de planta (Vicia faba, Phaseolus vulgaris, Pisum
sativum, Hordeum vulgare, Spinacia oleracea, Beta vulgaris e Zea mays) e concluido
que as condi¢des de infiltracdo e centrifugacédo devem ser adaptadas para cada
espécie, como o tipo de solucdo e o tempo utilizado para a infiltracdo e também a
forca de centrifugacéo, para evitar a contaminacao citoplasmatica (LOHAUSA et al.,
2001).

E importante destacar que normalmente muitas proteinas que sdo secretadas
para o espaco extracelular por meio do sistema Reticulo Endoplasmatico-Golgi,
possuem peptideo sinal (PS). Porém, sabe-se que muitas proteinas nao dependem
de um PS para ser transportadas na via secretora. Esse transporte é conhecido como
secrecéo proteica ndo convencional (UPS: Unconventional Protein Secretion) (DING
et al., 2012). Acredita-se que mais de 50% de proteinas sem PS sdo secretadas e
possivelmente muitas delas que estao relacionadas a defesa/estresse no vegetal,
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possuem atividade tanto intracelulares quanto extracelulares. Portanto, trabalhos
que visam a extracdo de proteinas do apoplasto podem apresentar uma falsa
contaminacao citoplasmatica (AGRAWAL et al., 2010). Diante disto, a extracdo de
FA exige protocolos otimizados e cuidados metodologicos para cada espécie vegetal
a ser estudada. Além disso, torna-se muito importante conciliar a técnica da biologia
molecular com a bioinformatica por meio da predicao de localizacdo das proteinas

para verificar a credibilidade dos resultados obtidos pds extracéo.

5 | Theobroma cacao X Moniliophthora perniciosa

Theobroma cacao € uma planta lenhosa tropical que se originou na América
do Sul (MOTAMAYOR et al., 2002; WICKRAMASURIYA; DUNWELL, 2018). E uma
espécie preferencialmente aldgama (ALMEIDA; VALLE, 2007; FERREIRA et al.,
2013) classificada na familia Malvaceae (ALVERSON et al., 1999).

A cultura do cacau possui grande importancia econémica e social para o
Brasil e para o mundo. As améndoas de cacau sao utilizadas para a produg¢ao do
chocolate e uma gama de produtos, como o cacau em pd, manteiga de cacau, licor
de chocolate, sorvetes e produtos de panificacdo (FERREIRA et al, 2013; BEG et al.,
2017; WICKRAMASURIYA; DUNWELL, 2008). O cacau também possui aplicacoes
cosméticas e farmacéuticas (BEG et al., 2017). Além disso, na Republica Dominicana,
bebidas de chocolate sdo utilizadas no tratamento de dores de garganta, anemia e
doencas gastrointestinais; no Panama alguns indios acreditam que a utilizacéo de
bebidas de chocolate evita a incidéncia de doencas cardiacas e de cancer (BEG et
al., 2017). Além disso, sua casca é uma fonte rica de vitamina D. Por isso, a ingestao
de chocolate (principalmente amargo) é recomendada de forma balanceada (BEG et
al., 2017; GOYA et al, 2016; WICKRAMASURIYA; DUNWELL, 2018).

No Brasil, o cultivo de cacau impulsionou no século XVII, tendo o apice no
século XX quando liderou a producdo mundial. No sul da Bahia, local de uma
importante faixa de Mata Atlantica, o cacaueiro encontrou condi¢gdes climaticas e
solos ideais para a expansao do cultivo. O plantio de cacau no sul Bahia ocorre em um
sistema denominado Cabruca, cultivo de cacau implantado no sub-bosque de forma
descontinua e circundado por vegetacao natural possibilitando o sombreamento por
diferentes arvores da Mata Atlantica original (ROCHA, 2008; LOBAO et al. 2004).

No final do século XIX, a cacauicultura foi considerada uma importante
atividade econémica que proporcionou o desenvolvimento e riqueza para regiao e
o crescimento do Estado baiano por mais de um século (COSTA; SOARES, 2016).

Embora o estado da Bahia seja ainda considerado o maior produtor de cacau
do Brasil, essa cultura enfrentou diversos ciclos criticos desde a década de 1930
quando o pais passou por uma série de crise econémica (CALDAS; PERZ, 2013).
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Apesar do sul da Bahia ter liderado o cultivo de cacau nos anos de 1976 a 1987
(BENJAMIN, 2016), sua producéo caiu drasticamente quando iniciou a principal
crise enfrentada pelo cacau no estado com a chegada da vassoura-de-bruxa (VB),
registrada pela primeira vez em 1989 no municipio de Uruguca. A doenca, causada
pelo fungo Moniliophthora perniciosa, acarretou uma queda chegando a causar
perdas de até 90% na producao de améndoas e também ameacando a estabilidade
ecolbgica devido a substituicdo de cacauais por pastagens e, consequentemente
perda de arvores nativas presentes no sistema cabruca (ROCHA, 2008; CALDAS;
PERZ, 2013).

A chegada da VB ao sul da Bahia caracterizou-se por uma rapida disseminacgéo,
ja que o fungo encontrou condigcdes ambientais favoraveis tornando-se responsavel
pela maior doenca ocorrida na cacauicultura do estado (PURDY, et al. 1996;
OLIVEIRA; LUZ, 2005; ROCHA, 2008). Em pouco tempo, a doenca se espalhou
para regiao causando importantes danos, como detectado no municipio de Uruguca
que enfrentou uma queda em 1990 equivalente a 75% de area cultivada e 70% de
producédo. Danos estes, que contribuiram para transformar o Brasil de exportador
para importador de cacau (MEINHARDT et al., 2008; CALDAS; PERZ, 2013).

M. perniciosa possui um potencial destrutivo, atacando o equilibrio hormonal
do cacau e causando sintomas como hipertrofia e hiperplasia. O inicio da infeccéao
se da pelos basidiésporos que sédo produzidos pelos basidiocarpos, que possuem
forma de cogumelos rosados (Fig. 3A). Os basididsporos dispersam pela acao do
vento, principalmente em periodos com umidade alta. Em contato com tecidos da
planta, principalmente tecidos jovens, os basidibsporos penetram por aberturas
naturais, como os estdmatos e inicia o processo de infecgcao e instalacdo da doencga
(MEINHARDT et al., 2008). Caracterizado como hemibiotréfico, o fungo M. perniciosa
possui duas fases em seu ciclo de vida. Afase inicial (biotrofica) apresenta a formacao
de hifas monocaribticas com auséncia de grampos de conexdo e crescimento
no apoplasto (Fig. 3B) do hospedeiro, consequentemente causando alteracbes
como hipertrofia e hiperplasia, perda de dominancia apical e formacéo de hastes
anormais com aparéncia de “vassoura verde” (Figura 3C). A segunda fase, chamada
de necrotréfica ou saprofitica, é caracterizada por micélio dicariético e hifas com
grampos de conexao o qual invade o meio intracelular levando a morte dos tecidos
e formando uma estrutura denominada de “vassoura seca” (Figura 3D), onde se
alimenta da matéria organica morta (EVANS, 1980; MEINHARDT et al., 2008).
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Figura 03: Fases de desenvolvimento do fungo Moniliophthora perniciosa. A:
Basidiocarpos (Acervo do autor). B: Hb: Hifa biotrofica no apoplasto de meristema de cacaueiro
representando a fase biotréfica (Adaptado de Ceita et al., 2007). C: Seta azul: estagio de
vassoura verde da doenca representando a fase biotréfica (Acervo do autor). D: Seta vermelha:
necrose dos tecidos (vassoura-de-bruxa-seca) representando a fase necrotréfica (Acervo do
autor).

6 | APOPLASTO DE Theobroma cacao

O apoplasto € o local interno onde ocorre o contato inicial entre planta e
patdgenos, sendo determinante para a colonizacdo ou ndao de seu hospedeiro
(SPERSCHNEIDER et al., 2018). O fungo M. perniciosa ramifica no apoplasto
de T. cacao no primeiro estagio da doenca, ou vassoura verde, caracterizando a
fase biotrofica ou parasitica (PURDY; SCHMIDT, 1996). Isso acarreta alteracdes
bioquimicas, como o aumento de alcaloides, compostos fendlicos e taninos para
tentar eliminar o fungo (SCARPARI et al., 2005). O fungo M. perniciosa permanece
em sua fase parasitica no apoplasto por cerca de 40 a 60 dias (CEITA et al., 2007),
sendo assim, pode-se considerar este espago como um campo de batalha molecular
devido as interacbes entre cacau- M. perniciosa e, portanto, a fase biotréfica do
fungo é um periodo determinante para o avang¢o ou ndo da instalacdo da doenca
(PIROVANI et al., 2008).

Para um maior entendimento da interacao M. perniciosa- T. cacao, muitos

estudos tém sido realizados, os quais envolvem a fase biotrofica da doenca. Por
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outro lado, o conhecimento sobre o0 apoplasto do cacau continua escasso. O primeiro
mapa protedbmico de M. perniciosa foi realizado em resposta ao FA de cacau. Dois
isolados do fungo (553, menos agressivo e 565, mais agressivo) e duas variedades
de cacau contrastantes para doenca VB (Catongo, genotipo susceptivel e TSH1188,
genatipo resistente) foram utilizados. As analises mostraram que constituintes do
FA induziram o remodelamento proteico de M. perniciosa de acordo com o seu grau
de agressividade (CAMILLO, 2013). Pirovani (2008), em sua tese de doutorado,
avaliou a germinacédo de esporos do fungo M. perniciosa na presenca do FA de
cacau de dois gendtipos contrastantes para doenca VB (Catongo e TSH1188) de
plantas controle (inoculados em agua) e de plantas infectadas pelo fungo as 72
horas apds a inoculacéo. A inibicdo da germinacdo para o fluido das plantas da
variedade Catongo controle foi de 23% e das plantas elicitadas foi de 1%. Por outro
lado, para o fluido da variedade resistente (TSH1188) houve uma inibicado de 13%
e 50% da germinacéo em plantas controle e elicitadas, respectivamente, indicando
acumulo de compostos de defesa presentes no apoplasto do genétipo resistente sob
interacdo com o patégeno (PIROVANI, 2008).

7 | EXTRACAO DE FLUIDO APOPLASTICO DE FOLHAS DE Theobroma cacao

A extracao de FA de folhas de cacau por meio do método VIC é feita atraves
do protocolo otimizado por Pirovani et al. (2008). Folhas maduras de cacau devem
ser coletadas, mantidas em camara fria em caixa térmica para evitar a dessecacao e
diminuir o estresse e assim, manter suas condi¢des fisioldgicas e, logo apbs serem
utilizadas para a extracéo do FA.

As folhas deverédo ser lavadas com &agua destilada e as nervuras centrais
retiradas com ajuda de um bisturi ou outro material cortante para facilitar a infiliragao.
ApoOs isto, as folhas entdo deverdo ser reunidas com as partes cortadas voltadas
para cima imersas em um becker contendo fosfato de potassio 10 mmol L' de pH
5,5 ajustado com acido ascérbico para evitar oxidacéo e levadas a um dessecador
para infiltracdo a vacuo, onde o ar do interior da folha sera retirado e substituido pela
solucao de infiltracdo e, com isso facilitara a solubilizacado das proteinas.

O véacuo aplicado devera ser de -100 kPa (1 bar) durante 3 minutos, alternando
com 2 minutos de pressao atmosférica. Esse procedimento precisara ser repetido 9
vezes, aproximadamente 27 minutos, ou até a emisséo total das bolhas.

Apoés a infiltracdo total das folhas, um aparato de suporte coletor devera ser
montado e o FA recolhido apés centrifugagcédo. Para preparar o suporte coletor, cada
parte da folha terd de ser enrolada em um anteparo cilindrico de borracha de 0,8
cm de didmetro x 9 cm de comprimento, presas com uma fita adesiva plastica e

inseridas em um tubo falcon de 15 mL com a parte cortada voltada para baixo (Fig.
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04). Vérios aparatos poderao ser feitos; &€ preciso sempre manté-los imersos em gelo
logo apds cada montagem.

Durante a construcdao do suporte coletor, um botdo de plastico de 20 mm de
diametro devera ser encaixado dentro de cada tubo para impedir o deslocamento
do anteparo de borracha para o fundo do mesmo (ver Fig. 04). Apés montados, os
tubos deverédo ser levados a centrifuga para coleta do FA. A forga centrifuga ideal
a ser utilizada em folhas de cacau é de 3.000 a 3.500 g por 25 minutos, a 4°C, pois
com esta forga centrifuga a contaminacao intracelular é considerada insignificante e,

portanto ideal para uso.

Anteparo cilindrico de
borracha de 0,8 cm de
didmetro x 9 cm
de comprimento

Tubo Falcon

Botao de 20 cm

de diametro
Fluido apoplastico

Figura 04: Aparato coletor do FA. Montagem do suporte coletor para centrifugacéo e coleta

do FA.

Diferentes forcas centrifugas (1.000 g a 4.500 g) foram utilizadas para testar
o volume do FA coletado, o rendimento proteico e os niveis de contaminacéo
intracelular, os quais foram demonstrados por Pirovani et al. (2008) um aumento
linear a medida que a forgca centrifuga aumentava, concluindo assim, que a forga
ideal para folhas de cacau foi de 3000 a 3.500 g.

Além disso, € preciso a obtencdo de um bom rendimento de FA que seja
suficiente para as etapas seguintes (Tabela 01). Ap6s a coleta, o FA podera ser
utilizado para extracéo proteica em anélise proteémica ou diretamente para anélise
de atividade enzimatica e bioensaio de germinacdo de esporos fungicos (Fig. 05);
estas duas ultimas analises, o FA devera ser coletado com a substituicdo do tampéao

fosfato de potassio por agua destilada, para nao interferir nos resultados finais.
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Quantidade Forga Quantidade Quantidade

de folha Centrifuga de FA de proteinas
(9) (xg) (mL) (ng/uL)
500 3500 100 4

Tabela 1: Influéncia da forgca centrifuga na quantidade de FA e proteinas presentes no FA.

Valores aproximados.

Infiltracdo com
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destilada imati
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3500 g J\
—ee S
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Figura 05: Diagrama resumindo a extracao de FA e o uso em analises.

7.1 Extracao proteica do fluido apoplastico de T. cacao

Aliquotas com um volume de 15 mL de FA foliar de cacau deverao ser
concentradas por liofilizacdo e ressuspendidas em 0,8 mL de tampé&o de extracéao
SDS-Denso (sacarose 30 %, SDS 2 %, Tris-HCL 100 mmol L' pH 8.0, 2-mercaptoetanol
5 %). As amostras precisaréao ser submetidas a sonicacao (3 pulsos de 8 s cada, com
10 s de intervalo entre pulsos) com amplitude de 50 % no processador ultrassénico
(Gex 130, 130 W) para facilitar na solubilizagao dos polissacarideos e assim, melhorar
a qualidade e o rendimento proteico. Logo ap6s a sonicag¢do, as amostras deverao
ser incubadas no gelo por 10 min. Logo em seguida, 0,8 mL de fenol saturado, pH
8,0, deverao ser adicionado nas amostras e mantidas por 30 min de incubagéo sob
agitacédo a temperatura ambiente. As amostras deverao ser centrifugadas a 5.000 g
por 10 min a 4 °C. A adicao do fenol propiciara a separacéo das proteinas de outros
conteudos interferentes. As proteinas concentrardo na fase fendlica (fase superior)
e devera ser extraida novamente com igual volume de tampao SDS-Denso. As fases
fendlicas de duas extracbes deverdo ser agrupadas e incubadas por 14 h com 5
vezes 0 volume de acetato de amdnio a 100 mmol L' em metanol a -20 °C para
precipitacdo das proteinas.

Pararecuperar as proteinas precipitadas, as amostras deverao ser centrifugadas
a 20.000 g por 5 min. a 4 °C. O precipitado proteico devera ser lavado trés vezes




com acetato de aménio a 100 mmol L' em metanol e duas vezes com acetona
100%. Por fim, o precipitado devera ser seco a temperatura ambiente e ressuspenso
em aproximadamente 600 uL de tampao de reidratacao (ureia 7 mol L, tioureia 2
mol L', CHAPS 2 % e azul de bromofenol 0,002 %) e estocado a -20 °C até o uso
(WANG et al., 2003 com modificacdes de PIROVANI et al., 2008).

As proteinas podem ser quantificadas pelo método 2D-QuantKit (GeHealthCare),
conforme as recomendacdes do fabricante, utilizando BSA (soro de albumina bovina)
como padrao. Apds a obtencdo de uma quantidade ideal de proteinas, elas deverao
ser resolvidas em eletroforese 1D e 2D.

7.1.1 SDS-PAGE 1D

As proteinas de FA deverdo ser separadas pelo peso molecular por meio
de uma corrida eletroforética em SDS-PAGE (Gel de Poliacrilamida na presenca
de Dodecilssulfato de So6dio) para a visualizagao das bandas e comprovacédo da
eficiéncia da etapa de extracao.

Uma massa de cerca de 20 ug de proteina de FA de cacau deverao ser
tratadas com B-Mercaptoetanol para quebrar as pontes dissulfeto e eliminar a
estrutura tridimensional dos polipeptideos. Apds o tratamento, as proteinas deverao
ser submetidas a uma corrente elétrica para separacéo eletroforética em um gel
de 8 x 10 cm a 12,5 % de acrilamida. Juntamente com as proteinas, um marcador
de peso molecular devera ser adicionado (cerca de 10 pL). Este marcador possui
proteinas com pesos moleculares de varios polipeptideos conhecidos, onde devera
ser utilizado como padréao para comparar com as subunidades visualizadas das
proteinas de interesse.

Apés cerca de 3h de corrida, o gel devera ser inserido em tampao de fixagcao
(40 % etanol, 10 % acido acético) durante 1h, corado durante 24 h em Coomassie
coloidal G-250 a 0,08 % (NEUHOFF et al., 1988) e, por fim, descorado em agua
destilada autoclavada por aproximadamente 2 dias. Apés descorado, a imagem do
gel devera ser obtida por meio de um digitalizador proprio, como o ImageScanner
II (Amersham, GE Healthcare). As bandas visualizadas (Fig. 06) correspondem a
diversas proteinas de acordo com seu peso molecular, onde as proteinas de menores
pesos migrardo mais rapidamente e as maiores mais lentamente, devido a maior
dificuldade em atravessar a malha do gel.

No exemplo da figura 06, ao comparar as proteinas de FA e de extrato total
(ET) de folhas de cacau infectadas e né&o infectadas, é possivel observar bandas
diferenciais e banda (seta preta) representando a subunidade da ribulose-1,5-
bifosfato carboxilase (Rubisco), uma proteina citoplasmatica abundante em extratos
foliares. Isto demonstra a eficiéncia do protocolo otimizado por Pirovani et al. (2008)
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e utilizado desde a extracdo de FA a extragdo proteica.

P4 3 3 4
97- —
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Figura 06: SDS-PAGE. 1: Proteinas de FA de cacau saudéavel; 2: Proteinas de FA de cacau
infectado por M. perniciosa (estagio de vassoura verde); 3: Proteinas do ET de folhas de
cacau saudaveis; 4: Proteinas do ET de folhas de cacau infectadas por M. perniciosa (estagio
de vassoura verde). P: Marcador de peso molecular: Low Molecular Weight Marker de 14-
97 kDa (GE Healthcare). Seta preta: banda proeminente de aproximadamente 55 KDa
representando a subunidade da ribulose-1,5-bifosfato carboxilase (Rubisco) caracteristicas
em extratos foliares. Adaptado de Pirovani et al., (2008).

7.1.2 Eletroforese Bidimensional

Apbs comprovagao da eficiéncia de extracdo proteica, as proteinas de FA
precisardo ser resolvidas em gel bidimensional (SDS-PAGE 2-D). Para tanto, as
proteinas deverao ser focalizadas, onde ha separag¢ao de acordo com 0s seus pontos
isoelétricos (pl) num gradiente de pH imobilizado e, logo apds separadas de acordo
com seus pesos moleculares.

Um tampéo de reidratacao 2-DE (ureia 7 mol L, tioureia 2 mol L', CHAPS 2
% e azul de bromofenol 0,002 %) contendo Ditiotreitol (DTT) com concentragdo 50
mmol L'e 0,5% de anfélito devera ser adicionado em cerca de 350 pg de proteina de
FA de cacau e o volume final devera ser ajustado para 250 uL utilizando tampéo de
reidratacéo 2-DE. As amostras deveré&o ser pipetadas em triplicata em suportes (strip
holder) para tiras de gel (strips) com gradiente de pH imobilizado. Em seguida, as
trés strip holder deveréo ser levadas para focalizacao isoelétrica em Ettan IPGphor Il]
(GE Healthcare) com as seguintes condi¢oes de corrida: 12 h a 20 °C de reidratacao,
500 V por 1 h, 1000 V por 1: 04 h, 8000 V por 2:30 h € 8000 V por 40 min. Apés a
focalizagcao, as strips deverao ser tratadas com 7 mL de tampao de equilibrio (ureia
6 mol L', SDS 2 %, glicerol 30 %, Tris—HCI 0,05 mol L', pH 8.8 e azul de bromofenol
a 0,002 %) contendo 10 mg mL" de DTT e mantidas sob agitacéo leve por 15 min.
Em seguida, esse procedimento devera ser repetido mais duas vezes, onde as strips
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precisarao ser tratadas por 15 min com tampao de equilibrio contendo 25 mg mL"
de iodoacetamida e lavadas por 15 min com tampao de corrida (Tris 25 mmol L' pH
8.3, glicina 0,19 mol L', SDS 0,1 %).

ApOs os tratamentos, as strips deverdo ser dispostas na parte superior de
géis de poliacrilamida a 12,5 % para segunda separag¢ao de acordo com 0s pesos
moleculares das proteinas (Figura 07). Juntamente com as strips, cerca de 10 uL
de marcador de peso molecular Low Molecular Weight Marker de 14-97 kDa (GE
Healthcare) devera ser adicionado num pedaco de papel filtro e selado com 1 % de
agarose (TRIS Base a 25 mmol L, glicina a 192 mmol L', SDS a 0,1 %, agarose
a 0,5 % e bromophenol blue a 0,002 %) para a corrida eletroforética. Deveréo ser
aplicadas as seguintes condicdes de corrida: 15 mA/gel por 15 min, 40 mA/gel por
30 min e 50 mA/gel por 4 h.

pl
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E— = ~ '
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-
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. :
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Figura 07: Perfil proteico bidimensional de FA cacau. A: Proteinas de FA do gendtipo
Catongo de cacau em condi¢des de campo. Ponto isoelétrico (pl) de 3-10 N&o linear. P:

Marcador de peso molecular 14-220 KDa. Acervo do autor.

Apos concluir a corrida eletroforética, os géis deverao ser transferidos para o
tampéo de fixacao (40 % etanol, 10 % acido acético) durante 1 h e em corados em
Coomassie coloidal (sulfato de aménio 8 %, acido fosférico 0.8 %, azul de coomassie
G-250 0.08 % e metanol 20 %) (NEUHOFF et al., 1988) por 7 dias sob agitagao suave.
Depois de obter os géis corados, eles deverdo ser descorados, por aproximadamente
0 mesmo periodo, com sucessivas lavagens utilizando dgua destilada autoclavada e
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conserva-los em acido acético a 7 %.

Assim como os géis 1D, as imagens dos géis 2D deverao ser digitalizadas. Em
seguida, as imagens deveréo ser levadas para um analisador como software Image
Master 2D Platinum 7.0 (GE healthcare), onde serdo detectados a quantidade dos
spots (pontos pretos), as massas moleculares e 0os pontos isoelétricos de cada spot.
Além disso, este software permite uma analise comparativa de niveis de expressao
entre materiais genéticos contrastantes para ajudar selecionar os spots que seréao
tratados e identificados, além de outras ferramentas que ajudam a melhorar a
qualidade da imagem.

No exemplo da figura 07, pode ser observado uma boa separag¢ao das proteinas
demostrado pela ampla distribuicdo dos spots em uma faixa de pH 3 a 10 e peso
molecular de 14 a 97 KDa.

7.1.3 Identificacdo das proteinas de FA de cacau

Para obter o mapa protedmico do FA de cacau por meio da identificacao por
espectrometria de massas, 0s spots de interesse deverao ser excisados com auxilio
de um bisturi e tratados por meio da digestéo triptica. A principio, os pedacos de géis
deveréo ser tratados com 200 uL de NH,HCO, a 25 mmol L, contendo acetonitrila
50% pH 8, por 24 h para descorar o gel. O sobrenadante devera ser descartados
e os fragmentos dos géis deverdo ser lavados com 200 uL de agua Milli-Q. O
sobrenadante devera ser novamente descartado seguindo da desidratacado do gel
por meio da adicdo de 100 pL de acetonitrila a 100 % por 5 min em temperatura
ambiente e deverdo ser levados para o secador centrifugo por, aproximadamente
20 min ou até completa secagem dos géis. Em seguida, os fragmentos dos géis
deveréao ser reidratados com a adicao de 4 uL de tripsina Gold (Promega) a 25 ng
uL" e incubados por 10 min a 4° C. Uma solugdo de NH,HCO, a 25 mmol L' devera
ser adicionado até cobrir os fragmentos e incubados novamente, por 16 h a 37° C
para a acao da tripsina. Em seguida, o sobrenadante devera ser transferido para
novos tubos de Eppendorf e realizado duas lavagens com 50 uL de acetonitrila a
50% contendo acido féormico a 5 %, sob agitacdo em vortex durante 30 min. Os
sobrenadantes referentes as duas lavagens deverao ser reunidos aos novos tubos.
Por fim, as amostras deverdo ser concentradas atingindo um volume de 15 a 20
ML em um secador centrifugo. As amostras entdo, deverdo ser transferidas para
“Vials” (Waters) e analisadas em um cromatdgrafo nanoAcquity (Waters, Milford, MA)
acoplado ao espectrémetro de massas Q-Tof micro (Waters) para a identificacdo dos
peptideos (VILLELA-DIAS et al., 2014).

Os espectros gerados apds analise no espectrometro de massas, deverao
ser analisados por meio do software ProteinLynx Global Server 4.2 (WATERS) e
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comparados com bancos de dados para busca da identidade das proteinas.

8 | CONSIDERACOES FINAIS

Neste capitulo foi demonstrado a importancia do apoplasto para planta e como
investigar o conteudo do mesmo, a partir do protocolo otimizado por Pirovani et
al. (2008). Protocolo este, ideal para folhas de cacau, porém pode ser adaptavel
para outras espécies vegetais. Também foi demonstrado possiveis analises a
partir do FA, como a analise prote6mica. A obtencédo das proteinas apoplasticas,
ainda é desafiadora e, portanto, pouco caracterizadas, pois exige amostra livre de
contaminag¢ao de materiais intracelulares. Assim, é preciso entender a importancia
do tempo e da forga de centrifugagdo no momento de extragdo, sendo este um
dos principais requisitos para minimizar a contaminacao citoplasmatica. Por fim,
a metodologia discutida neste trabalho, possibilita a compreensao do conteudo
apoplastico de cacau e pode favorecer um maior entendimento sobre as respostas
moleculares do cacau frente a estresses bibticos e/ou abidticos e em condi¢cdes
normais.
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RESUMO: Informacbes sobre a variacao
genética de espécies nativas sao fundamentais
para o desenvolvimento de estratégias que
possibilitem a domesticagcao e incorporacao
dessas espécies nos sistemas produtivos
regionais. Neste contexto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a diversidade genética
em uma populagao de T speciosum, com
ocorréncia natural, em um fragmento florestal
urbano, localizado na cidade de Alta Floresta,
MT, por meio de marcadores microssatélites.
A pesquisa foi desenvolvida em um fragmento
urbano, o Parque Municipal Zoobotanico no
municipio de Alta Floresta, estado de Mato
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Grosso. Para a caracterizacéo da diversidade genética, foram amostrados 25 individuos
de T. speciosum no fragmento. Os fragmentos de SSR foram analisados no programa
GelQuantPro®. O programa Power Marker V.3.25, foi utilizado para a determinacéo
da frequéncia alélica, diversidade génica, heterozigosidade observada e esperada e
PIC. Todos os locos apresentaram um elevado contetudo de informacédo polimérfica
(PIC), demonstrando a qualidade dos marcadores. A média da heterozigozidade
observada foi de 0,30, apresentando o valor mais alto de 0,88. O dendrograma gerado
a partir da distancia genética de Nei pelo método UPGMA, possibilitou a formacgéo de
3 grupos distintos, sendo mais dissimilar o individuo 51, podendo servir como planta
matriz em um programa de melhoramento genético. Todos os primers utilizados no
estudo apresentaram polimorfismo, sendo que o maior numero de alelos identificado
foi pelo primer mTcCIR22. A qualidade dos marcadores foi confirmada pelo contetdo
de informacéo polimérfica, com média acima do esperado.

PALAVRAS-CHAVE: Cacaui, Melhoramento genético, SSR.

GENETIC DIVERSITY AMONG Theobroma speciosum WILLD. Ex Spreng
(Malvaceae) IN URBAN FOREST PARK

ABSTRACT: Information on the genetic variation of native species is fundamental for
the development of strategies that allow the domestication and incorporation of these
species in regional productive systems. In this context, the objective of this work was
to evaluate the genetic diversity in a naturally occurring T. speciosum population in an
urban forest fragment located in Alta Floresta, MT, using microsatellite markers. The
study was carried out in an urban fragment, called Zoobotanical Municipal Park in
Alta Floresta, northern Mato Grosso state. To characterize the genetic diversity, 25 T.
speciosum individuals were sampled from the fragment. SSR fragments were analyzed
using the GelQuantPro® program. The Power Marker V.3.25 program was used to
determine allele frequency, gene diversity, observed and expected heterozygosity
and PIC. All loci had a high polymorphic information content (PIC), demonstrating the
quality of the markers. The average heterozygosity observed was 0.30, with the highest
value being 0.88. The dendrogram generated from the genetic distance of Nei by the
UPGMA method, allowed the formation of 3 distinct groups, being more dissimilar the
individual 51, and can serve as a matrix plant in a breeding program. All primers used
in the study showed polymorphism, and the largest number of alleles identified was
the mTcCIR22 primer. The quality of the markers was confirmed by the polymorphic
information content, with a higher than expected average.

KEYWORDS: Cacauhy, Genetic improvement, SSR.

11 INTRODUGCAO

O Brasil apresenta uma vasta diversidade de tipos de solos e climas, favorecendo
o cultivo de diversas frutiferas tropicais, elevando o seu potencial na fruticultura
(SIMAO, 1998). Na Amazénia essa potencialidade é encontrada nas mais diversas
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espécies das familias botanicas, como por exemplo, Fabaceae, Bignoniaceae,
Lauraceae, Lecythidaceae, Rubiaceae, Anacardiaceae, Malvaceae, Asteracee,
Araceae, Arecaceae, Poaceae, entre outras (CARVALHO e DOMINGUES, 2016).

As espécies do género Theobroma (Malvaceae) sdo endémicas da regiao
Amazonica (DARDENGO et al, 2018) e demandam pesquisas para sua integracao
aos programas de melhoramento, pois, representam recursos genéticos com
potencialidade para a obtencado de variedades mais produtivas e resistentes a pragas
e doencas (ALMEIDA et al, 2009).

De acordo com Silva et al. (2015), a espécie silvestre Theobroma speciosum
Willd. ex Spreng., apresentam uma possivel fonte de genes de resisténcia a doencas,
que podera servir de base para programas de melhoramento genético das espécies
mais relevantes economicamente como T. cacao (cacau) e T. grandiflorum (cupuacgu).

Em éareas florestais amazénicas do estado de Mato Grosso, principalmente
nas cidades de Aripuana e Alta Floresta, seus frutos sdo consumidos in natura ou
preparados como sucos (NETO, 2011). Corréa, (1926) relata que no norte do pais
os frutos sédo frequentemente encontrados a venda nos mercados, principalmente no
estado do Para, onde segundo Ferrdo, (2001) sao utilizados na producéo de sucos,
geleias, doces e sorvetes.

No entanto, as espécies nativas remanescentes do género Theobroma, estao
sofrendo forte erosdo genética em funcédo da acéo antropica (ALVES et al, 2013),
levando ao isolamento das popula¢cées em pequenos fragmentos reduzindo o numero
de individuos reprodutivos e a densidade populacional, afetando os processos
genéticos como deriva genética, fluxo de genes, selecao e sistema de reproducéo
(DARDENGO et al, 2018).

Segundo Costa et al (2011), informacdes sobre a variacédo genética de espécies
nativas sao fundamentais para o desenvolvimento de estratégias que possibilitem a
domesticacao e incorporacao dessas espécies nos sistemas produtivos regionais,
bem como minimizar os impactos ambientais e estabelecer um plano de conservacao
efetiva.

Avaliar a variabilidade genética € uma estratégia fundamental, principalmente
para espécies nativas pouco estudadas, cuja magnitude da diversidade ainda néo &
totalmente conhecida (SILVA et al, 2015).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade genética
em uma populacdo de T. speciosum, com ocorréncia natural, em um fragmento
florestal urbano, localizado na cidade de Alta Floresta, MT, por meio de marcadores
microssatélites.
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2 | MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O estudo foi desenvolvido em um fragmento urbano, denominado de Parque
Municipal Zoobotanico que possui uma area de 17,6 ha. O fragmento esté localizado
no municipio de Alta Floresta, regido norte do estado de Mato Grosso (Figura 1). Na
regido, predomina a vegetacao do tipo Floresta Ombrofila Aberta. O clima é do tipo
AW segundo a classificagcdo de Koopen, sendo verao tropical chuvoso com nitida
estacdo seca no inverno (IBGE, 2010).

950"

ik rd
B
® Alta Floresta
Cuiaba
[1 Mato Grosso

952"

Parque Zooboténico

—— Sistema viario
£7 Perimetro urbano

® Parque Zoobotanico

-9°54'

0 €00 1.200 2.6?&!
—— —

Projegio Equiretanguiar
Datum Sirgas 2000

L L
-56°6' -56°4'

=

r &.E‘ % Clareira . Vegetagio
,k_._,.m., «EQ 8§ Corpo d'agua

Figura 1. Localizagdo do municipio de Alta Floresta — MT e do fragmento urbano em estudo.

Material Vegetal

Para a caracterizacao da diversidade genética, foram amostrados 25 individuos
de T. speciosum (Figura 2) no fragmento. Todos os individuos amostrados foram
georreferenciados com um receptor de GPS Garmin Etrex®.

Com o auxilio de um podao foram coletadas amostras de material foliar em cada
um dos individuos, preferencialmente as que se encontravam em estagio juvenil,

sem danos mecanicos ou sinais de doenca.
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FIGURA 2. Aspectos morfolégicos de Theobroma speciosum. A) Arvore com frutos jovens. B)
Fruto em estagio de maturacéo. C) Inflorescéncia com botées florais. D) Inflorescéncias com
flores abertas.

O material coletado foi devidamente identificado e acondicionado ainda em
campo em recipientes contendo silica gel e posteriormente, armazenado em freezer
a —20°C no laboratério de Genética Vegetal e Biologia Molecular da Universidade
do Estado de Mato Grosso (UNEMAT), campus Universitario de Alta Floresta — MT.

Extracao e quantificacao do DNA

O DNAgendmico total foi extraido de aproximadamente 100 mg de folhas, usando
o método de CTAB descrito por Doyle & Doyle (1990), com modificagdes: aumento
da concentracéo de polivinilpirrolidona (PVP) de 1% para 2% e de p-mercaptoetanol
de 0,2% para 3% no tampao de extragao.

A confirmacédo da quantidade do DNA extraido foi realizada por meio da
eletroforese em gel de agarose 1%. O DNA extraido foi comparado com DNA padrao
(lambda) com amplitude de variacéo de 10, 20, 50 e 100 ng/pL. O DNA quantificado
foi diluido para a obtencéo das solugdes de trabalho a 2ng/uL.
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Amplificacao e genotipagem de locos microssatélites

Foi testada a transferibilidade dos vinte e trés pares de primers microssatélites
(SSR) isolados e caracterizados por Lanaud et al. (1999), para a espécie T. cacao,
utilizando trés individuos de T. speciosum para amplificacédo inicial via PCR. Dos
vinte e trés primers testados, nove foram selecionados para analise da diversidade
genética de T. speciosum (Tabela 1).

Tamanho esperado

Nome Sequéncia (5’-3’) Ta(°C) (pb)

mTcCIR7 ATGCGAATGACAACTGGT 51 160
GCTTTCAGTCCTTTGCTT

mTcCIR9 ACCATGCTTCCTCCTTCA 51 274
ACATTTATACCCCAACCA

mTcCIR10 ACAGATGGCCTACACACT 46 208
CAAGCAAGCCTCATACTC

mTcCIR11 TTTGGTGATTATTAGCAG 46 298
GATTCGATTTGATGTGAG

mTcCIR17 AAGGATGAAGGATGTAAGAG 51 271
CCCATACGAGCTGTGAGT

mTcCIR19 CACAACCCGTGCTGATTA 46 376
GTTGTTGAGGTTGTTAGGAG

mTcCIR22 ATTCTCGCAAAAACTTAG 46 289
GATGGAAGGAGTGTAAATAG

mTcCIR26 GCATTCATCAATACATTC 46 298
GCACTCAAAGTTCATACTAC

mTcCIR28 GATCAATCAGAAGCAAACACAT 46 336

TAAAGCAGCCTACCAAGAAAAG

Tabela 1. Caracteristicas de 09 primers SSR isolados e caracterizados por Lanaud et al. (1999)
selecionados para o estudo da diversidade genética em T. speciosum. (Ta) Temperatura de
anelamento); (pb) pares de bases

Asreacoes de amplificacéo via PCR foram realizadas em termociclador Biocycler
com um volume final de 13 uL, sendo 0,12uL de Tag DNA polimerase (Phoneutria);
1,5uL Tampao 10x [10 mM Tris-HCI (pH 8.3) 50mM KCI, 0,1% de tween, 10mM
MgCL]; 0,5uL MgCl, (50mM); 2uL de primer F; 2uL de primer R; 3uL de dNTPs; 1uL
de DNA; 2,88 pL de agua destilada e autoclavada.

O programa de amplificacao utilizado foi de acordo com o descrito por Lanaud
et al. (1999), com modificagbes: 1 ciclo inicial de desnaturacéo a 94 °C por 4 minutos,
seguido por 32 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 46°C — 51°C (dependendo do
primer utilizado) por 1 minuto e 72°C por 1 minuto e 1 ciclo de extensao final de 72°C
por 5 minutos.
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Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de
agarose 4% (m.v'') em tampao de corrida TBE 1X, em voltagem constante de 85V
por aproximadamente quatro horas. Os tamanhos dos fragmentos amplificados foram
estimados, por comparacédo, com o marcador molecular de 100 pb DNA Ladder. A
coloracéo do gel foi realizada com brometo de etideo (0,6 ngmL™ ). Em seguida os
géis foram visualizados em transiluminador UV e fotodocumentados com camera

digital.

Analise dos dados

Os fragmentos de SSR (produtos de amplificacdo) foram analisados no
programa GelQuantPro® (DNR, 2006). O programa Power Marker V.3.25 (LIU e
MOUSE, 2005), foi utilizado para a determinacéo da frequéncia alélica, diversidade
génica, heterozigosidade observada e esperada e PIC (Conteludo de informacgéo
de polimorfismo). A matriz dos valores de disténcia genética de Nei (1983) entre os
individuos, gerada pelo programa Power Marker V.3.25, foi importada para o MEGA
6.5 (KUMAR et al, 2004) para a construcdo do dendrograma utilizando o método
UPGMA.

O programa “Structure” (Pritchard et al., 2000), baseado em estatistica
bayesiana foi utilizado para inferir o numero de grupos (k). Foram realizadas 20
corridas para cada valor de K, 250.000 “burn-ins” e 750.000 simulagdes de Monte
Carlo de Cadeias de Markov (MCMC). Para definicdo do K mais provavel em relagcédo
aos propostos foram utilizados os critérios de Pritchard e Wen (2004) e também o
critério de Evano et al. (2005), sendo os resultados enviados para o site Structure
Harvester.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os nove locos microssatélites utilizados na genotipagem dos 25 individuos de
T. speciosum foram todos polimoérficos e amplificaram 36 alelos, com variacdo de
dois a oito alelos por loco, com média de 4 por primer. O nUmero maximo de alelos
(8) foi encontrado no primer (mTcCIR22) e o minimo (2) nos primers (mTcCIR?7,
mTcCIR11) (Tabela 2).

Todos os locos apresentaram um elevado conteudo de informacé&o polimorfica
(PIC), (Tabela 2), demonstrando a qualidade dos marcadores, pois segundo Botstein
et al. (1980), marcadores que apresentam PIC acima de 0,50 sdo considerados muito
informativos. De acordo com Boza et al (2013), marcadores altamente polimérficos,
séo uteis na identificagdo da diversidade genética.

A média da heterozigozidade observada foi de 0,30, apresentando o valor
mais alto de 0,88 para os primers mTcCIR22 e mTcCIR19, e nédo foi observado
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heterozigosidade (0) em quatro primers (mTcCIR7, mTcCIR9, mTcCIR17 e mTcCIR2

(Tabela 2).

Loco Na He Ho PIC
mTcCIR7 2 0,5 0 0,37
mTcCIR9 3 0,44 0 0,39

mTcCIR10 5 0,66 0,4 0,61
mTcCIR11 2 0,21 0,24 0,18
mTcCIR17 3 0,63 0 0,55
mTcCIR19 7 0,84 0,88 0,82
mTcCIR22 8 0,82 0,88 0,79
mTcCIR26 3 0,56 0,32 0,49
mTcCIR28 4 0,66 0 0,58
Total 36 - - -
Média 4 0,59 0,30 0,54

Tabela 2. Numero de alelos (Na), Heterozigosidade esperada (He), Heterozigosidade observada
(Ho) e PIC para os 9 primers SSR, com base na amplificacdo de 25 individuos de Theobroma
speciosum da populagdo amostrada no municipio de Alta Floresta, MT

A heterozigozidade esperada apresentou média de 0,59, estando sempre acima
da observada para a maioria dos marcadores (Tabela 2). Todos os marcadores com
excecao domTcCIR22 e mTcCIR19 apresentaram nivel reduzido de heterozigosidade,
com valores inferiores a 50%.

Corroborando com esses resultados, Zhang et al. (2012), em estudo com
populacgdes de T. cacao, utilizando 15 locos microssatélites obtiveram também valores
superiores para He (0,56) em comparac¢ao com Ho (0,38). Da mesma forma ocorreu
para a espécie T. grandiflorum, em um estudo com 21 marcadores microssatélites,
onde He (0,41) e Ho com (0,35) (Alves et al., 2007). Motamayor et al. (2002) e
Sereno et al. (2006) em pesquisas com T. cacao, obtiveram valores equivalentes, He
= 0,54 e 0,56; Ho = 0,34 e 0,41, respectivamente.

Segundo Dardengo et al. (2018), a baixa taxa de heterozigosidade esta
associada ao isolamento reprodutivo causado pela fragmentacéo florestal, pois a
reducao continua no tamanho das populag¢des as submetem a perda de variabilidade
genética por deriva génica (SEBBENN e ETTORI, 2001). A perda de variabilidade
genética no fragmento florestal em estudo pode levar a populagcéo de T. speciosum
a apresentar altos indices de endogamia.

O alto indice de endogamia pode ser explicado pela agéo dos dispersores que
deixam as sementes perto dos seus parentais, levando a espécie a apresentar um
padrao de distribuicdo agregado. A dispersao de sementes perto da arvore materna
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favorece a formacédo de uma estrutura genética espacial (SILVA et al, 2015), que
aumenta a possibilidade de cruzamento entre individuos da mesma familia, gerando
endogamia biparental e consequentemente, depressao por endogamia biparental.
Sebbenn et al. (2011), em um estudo com Copaifera langsdorffii, relatam que um
fragmento urbano pequeno, pode influenciar a distancia de dispersdo de sementes,
pois limita as areas disponiveis para o estabelecimento das plantulas.

O dendrograma gerado a partir da distancia genética de Nei (1983) pelo método
UPGMA, possibilitou a formacéo de 2 grupos distintos (Figura 3). O coeficiente de
correlacado cofenética foi alto (0,87), 0o que demonstra a confiabilidade do dendograma
ao expressar o agrupamento dos individuos, ja que a correlacdo cofenética
€ uma analise que estabelece uma correlacdo entre a matriz de similaridade ou
dissimilaridade com o dendrograma gerado através desta, ou seja, compara as reais
distancias obtidas entre os acessos com as distancias representadas graficamente
sujeitas ao acumulo de erro (Koop et al, 2007).

—1 57

~— Grupo 1

i
0.050

Figura 3. Dendrograma gerado a partir da distancia genética de Nei (1983), pelo método
UPGMA dos individuos de T. speciosum da populagcdo amostrada. Coeficiente de Correlagao
Cofenética (CCC): 0,87.

Com base na analise bayesiana determinada pelo “Structure”, verifica-se que
os individuos estao distribuidos em dois grupos (Figura 4), onde todos alocaram 25
individuos respectivamente. Observa-se uma correspondéncia entre o dendrograma
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UPGMA e o agrupamento gerado pelo “Structure”, pois os individuos ficaram
alocados devidamente dentro de suas populac¢ées, entretanto a correspondéncia
nao foi completa entre os tipos de subgrupos gerados, isto porque segundo Roméo
et al. (2011) o agrupamento feito pelo “Structure” tende a gerar uma diferenciacéao
mais profunda de subgrupos.
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Figura 4. Representacgéo da distribuicao dos 25 individuos de T. speciosum em grupos segundo
dados moleculares de 9 primers SSR, utilizando o programa “Structure”. Os individuos estao
representados por barras verticais com coloragdes de acordo com o grupo ao qual pertencem

(dois grupos, K = 2).

41 CONCLUSAO

A informacdo genética obtida com os nove locos microssatélites revelou que
o processo de fragmentacéo, até o momento, causou poucas alteragdes nos niveis
de diversidade e na estrutura genética das populacdes de T. speciosum. Entretanto,
a reducéo do numero de individuos na populacdo aptos a reproducéo resultou em
alteracOes nas possibilidades de acasalamentos, promovendo uma diminuigcao da
heterozigosidade observada.

Embora os efeitos tenham sido pequenos, a persisténcia do processo de
fragmentacado, podera reduzir ainda mais a heterozigosidade e favorecer a acao
da deriva genética. No decorrer de varias geracoes, esses efeitos poderdo levar a
espécie a depresséo por endogamia, perdas de diversidade e alteragéo da estrutura
genética da populagéo.
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RESUMO:
morangueiro

Das diversas doencas do

encontra-se a  Antracnose,
causada pelo fungo do género Colletotrichum
spp. Essa doenca manifesta-se principalmente
pelo sintoma denominado flor-preta, causando
sérios prejuizos, pois ataca diretamente flores
e frutos. Atualmente a principal estratégia
de controle deste fungo, é o uso de produtos
quimicos sobre a cultura. O objetivo do presente
estudo foi extrair e avaliar o efeito de cinco Oleos
essenciais em diferentes concentragdes das
plantas capim limao (Cymbopogon citratus),
citronela (Cymbopogon nardus), manjericao (
Ocimum basilicum), tomilho (Thymus vulgaris
) e salvia (Salvia officinalis). A metodologia
utilizada para extracéo foi por hidrodestilagéo
utilizando o aparelho de Clevenger, e para a
contagem de conidios foi utilizada a Cémara
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— Colletotrichum acutatum

de Neubauer. Para avaliar o efeito dos 6leos no
crescimento micelial e germinacéo de esporos
do fungo foram utilizadas aliquotas de 5, 10, 15,
20 e 25 pL do dleo essencial, as quais foram
distribuidas na superficie da placa com o meio
de cultura BDA. Das cinco espécies de plantas
utilizadas, em apenas capim-liméo e citronela, as
quantidades de 6leo extraidas foram suficientes
para os experimentos delineados. As aliquotas
a partir de 15 pL inibiram em mais de 60% a
germinacéo e a producéo dos esporos isolados
quando comparados com a testemunha e com o
fungicida. Portanto, o 6leo essencial do capim-
limdo mostrou-se mais efetivo do que o Oleo
de citronela. Diante disso, os 6leos essenciais
revelam-se uma propicia alternativa para o
desenvolvimento de tratamentos fitossanitarios
para o uso de doencas em plantas.
PALAVRAS-CHAVE: Antracnose.
Colletotrichum acutatum. Oleo essencial.

Morango.

EFFECT OF ESSENTIAL OILS ON
CONDITION GERMINATION AND
ANTHRACNOSIS FUNGAL MICELIAL
GROWTH — Colletotrichum acutatum
ABSTRACT: Among the various diseases
of strawberry is anthracnose, caused by the
fungus of the genus Colletotrichum spp. This

disease manifests itself mainly by the symptom
called black flower, causing serious damage, as
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it directly attacks flowers and fruits. Currently the main control strategy of this fungus
is the use of chemicals on the crop. The aim of the present study was to extract and
evaluate the effect of five essential oils on different concentrations of lemongrass
(Cymbopogon citratus), citronella (Cymbopogon nardus), basil (Ocimum basilicum),
thyme (Thymus vulgaris) and sage (Salvia officinalis) plants. The methodology used
for extraction was by hydrodistillation using Clevenger apparatus, and for the counting
of conidia the Neubauer Chamber was used. To evaluate the effect of oils on mycelial
growth and fungal spore germination, aliquots of 5, 10, 15, 20 and 25 pL of the essential
oil were used and distributed on the surface of the plate with BDA culture medium. Of the
five plant species used, in lemongrass and citronella only, the amounts of oil extracted
were sufficient for the outlined experiments. Aliquots from 15 pL inhibited germination
and spore production by more than 60% when compared to the control and fungicide.
Therefore, lemongrass essential oil was more effective than citronella oil. Given this,
essential oils are a suitable alternative for the development of phytosanitary treatments
for the use of diseases in plants.

KEYWORDS: Anthracnose. Strawberry. Colletotrichum acutatum. Essential oil.

11 INTRODUCAO

Entre os maiores paises produtores de frutas, destacam-se respectivamente a
China, a india e o Brasil, juntos geram o equivalente a 43,6% da produ¢cédo mundial,
sendo as suas producgdes destinadas principalmente aos seus mercados internos
(BRASIL, 2015).

Em 2015, o Brasil colheu aproximadamente 41,0 milhdes de toneladas de frutas,
destas, apenas 2% eram destinadas ao mercado externo, o restante voltado para o
mercado interno para consumo in-natura ou processada (TREICHEL et al, 2016).

Dentre as frutas produzidas no Brasil, encontram-se o morango (Fragaria sp.),
um pseudofruto com producdo anual estimada em 105 mil toneladas, sendo as
Minas Gerais, 0 Rio Grande do Sul e Sdo Paulo, os principais estados produtores.
Nas ultimas décadas, o cultivo expandiu para diferentes tipos de climas e solos até
sua chegada ao Distrito Federal (DF) (VIGNOLO et al. 2014).

Segundo o pesquisador Henz (2010), no Distrito Federal ainser¢ao da cultura de
morango obteve sucesso em raz&o da altitude da regido e das condicdes climaticas.
Ainda de acordo com ele, as altas temperaturas que ocorrem no verao seguido de
um inverno ameno e seco, favorecem de forma positiva para floracao, a frutificacéo
e a qualidade dos frutos.

Dentre as cidades-satélites que compdem o Distrito Federal, destaca-se
Brazlandia como grande produtora desse cultivar, desempenhando um importante
papel na agricultura familiar dessa regiao (GOMES et al., 2013).

Um dos problemas determinantes na cultura de morango e de outras cultivares
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de importancia no DF é a ocorréncia de doencas que variam na sua forma e fases
em que aparecem no ciclo do vegetal, podendo atacar desde as sementes até os
frutos. As infestagcdes mais recorrentes sdo causadas por fungos (TANAKA et al.,
2005; SIMON et al., 2005).

Das diversas doengas do morangueiro encontra-se a Antracnose, causada
pelo fungo do género Colletotrichum spp. Essa doenca tipica e agressiva manifesta-
se principalmente pelo sintoma denominado flor-preta, causando sérios prejuizos
para a localidades produtoras de morango, pois ataca diretamente as flores e frutos,
provocando grande queda na produgéo. E a doenca de maior incidéncia nos cultivos
de morangueiro no Brasil e no DF, causando danos durante todo o ciclo, com perdas
de até 50% da producdo (FRANCO e BETTIOL, 2000).

A antracnose € uma doenca que se inicia por meio da germinacéo dos conidios
seguida da producao de apressorios, estruturas que liberam enzimas como cutinases,
celulases, pectinases, para viabilizar a entrada das hifas nos tecidos intactos. Dessa
maneira, as hifas podem penetrar os tecidos por meio dos estdématos, ferimentos
que foram causados por insetos, lesdo com deformacgédo superficial sem ruptura
da epiderme ou por fatores climaticos. A disseminacao pode ocorrer, se a curtas
distancias através do transporte de conidios por meio do vento e chuva; a longa
distdncia a doenca pode ser carregada pelas sementes ou por 6rgdos da planta
infectada (SILVA et al., 2014).

Atualmente a principal estratégia de controle deste fungo pelos produtores &
0 uso quimico de substancia com efeito fungicida sobre a cultura. Indo na direcéo
oposta, temos um aumento na procura de produtos naturais e orgéanicos pela
sociedade brasileira, seguindo inclusive uma tendéncia mundial (CRUZ et al., 2015).
Diante disso, varias pesquisas estdo tendo como foco principal o desenvolvimento de
metodologias de controle de doengas que sejam menos agressivos ao meio ambiente,
e nesta circunstancia o estudo do uso de 6leos essenciais tem se mostrado como
uma boa alternativa. Diversas pesquisas apontam a atividade fungitdéxica de 6leos
essenciais extraidos de plantas por meio de diversas técnicas, tais como arraste e
hidrodestilacado (MORAIS et al., 2009; CRUZ et al., 2015).

Oleos essenciais sdo caracterizados quimicamente como misturas complexas
de compostos secundarios de baixo peso molecular. Sao sintetizados pelos vegetais
para sua protecao e sobrevivéncia, sendo alguns altamente volateis em temperatura
ambiente. Ndo se misturam com a agua, apresentam um aspecto oleoso e geralmente
sao extraidos de parte de plantas como frutas, flores, cascas, folhas ou de plantas
inteiras (WOLFFENBUTTEL, 2007).

As atividades antimicrobianas dos Oleos essenciais dependem diretamente
das concentracdes utilizadas, porém as concentragcdes minimas inibitérias (CMI)
variam conforme alguns fatores, tais como o potencial do 6leo extraido da planta;
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pela variacdo no quimiotipo causada por diferencas geograficas entre as plantas
coletadas; idade da planta; método de extracdo do éleo essencial; método utilizado
para acessar a atividade antifungica; local da extracao na planta; entre outros fatores
(MAIA et al,2015).

Assimsendo, o presentetrabalhoteve porobjetivo extraire avaliar o efeitode cinco
6leos essenciais em diferentes concentracdes, com propriedades antimicrobianas
sobre o crescimento micelial e germinacdo de conidios de Colletotrichum spp, das
plantas capim limdo (Cymbopogon citratus Staph), citronela (Cymbopogon nardus
(L.) Rendle.), manjericao (Ocimum basilicum L.), tomilho (Thymus vulgaris L.),

sélvia (Salvia officinalis L.).

2| MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados nos Laboratérios LABOCIEN do Centro
Universitario de Brasilia - UniCEUB, Brasilia, DF, no periodo de agosto de 2017 a
agosto de 2018. Foram utilizadas para a extracao de dleo essencial cinco tipos de
plantas (capim-liméo, citronela, salvia, tomilho e manjericdo), e dos éleos essenciais
obtidos em quantidade e qualidade suficiente foram os utilizados para realizar os
experimentos. Os diferentes isolados do fungo Colletotrichum spp. foram obtidos por
meio da colecdo da Embrapa (HORTALICAS).

2.1 Obtencao de dleos essenciais

As plantas utilizadas na obtencéo dos 6leos essenciais foram cultivadas no
espaco destinado a pesquisa do UniCEUB. O critério utilizado para a escolha
das espécies foi baseado no potencial de controle que os seus bleos essenciais
apresentaram em outros patossistemas. (Tabela 1).

Nome comum Nome cientifico
Manjericao Ocimum basilicum L.
Capim-limao Cymbopogon citratus Staph
Salvia Salvia officinalis L.
Tomilho Thymus vulgaris L.
Citronela Cymbopogon nardus (L.) Rendle

Tabela 1. Nome comum e cientifico das plantas avaliadas para a extracao dos 6leos
essenciais.

Para o procedimento da extracao dos 6leos essenciais foram utilizados material
foliar (jovem e maduro), todos frescos de cada espécie. As folhas foram coletadas no
periodo do final da tarde até a noite (entre 18h e 19h), posteriormente as mesmas
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foram cortadas em pequenos pedacos e pesadas 150 g de material foliar em um
béquer.

Para cada extracao foram utilizadas todas as folhas da planta, ou seja, conforme
a producao foliar de cada espécie, por isso foi estabelecido um padréo de 150 g, a
amostra de material vegetal fresco foi adicionada 500 mL de agua destilada dentro do
balao de fundo redondo (1000 L), posteriormente o material foi submetido ao processo
de hidrodestilacéo, no aparelho graduado de Clevenger, todo o procedimento durou
em média 3 horas. Os 6leos essenciais foram extraidos e na sequéncia separados
do hidrolato por decantagéo e secos por meio de percolagdo em Na, SO 4 anidro. Foi
realizado o calculo de rendimento dos Oleos essenciais a partir da massa do material
(fresco) e a massa do 6leo extraido. Ao final foram identificados, protegidos da luz e
armazenados a 4°C em vidro d&mbar até sua utilizagao.

Das cinco plantas (capim-liméo, citronela, salvia, tomilho e manjericao) que
foram usadas para a extracdo do Oleo essencial, em apenas duas obteve éxito
em quantidade e qualidade de 6leo para a realizacdo de todos os experimentos
propostos, sendo elas: capim-limao e a citronela. Diante disso, as demais plantas
foram desconsideradas dos experimentos de propriedades antimicrobianas no
crescimento micelial e na germinacao de conidios de Colletotrichum spp.

2.2 Obtencao do inéculo de Colletotrichum acutatum

Os isolados do fungo Colletotrichum acutatum mais comum em morango foram
obtidos por meio da colecao da Embrapa, dois deles, isolado 645 e isolado 754
foram selecionados aleatoriamente para o experimento. Para a recuperacao do
isolado realizou-se repicagem do mesmo em placas de Petri com meio de cultura
Agar Batata Dextrose - BDA. As placas foram acondicionadas em estufa a 25°C, com
fotoperiodo.

2.3 Efeito in vitro dos 6leos essenciais sobre a germinacao de conidios e cres-
cimento micelial de Colletotrichum acutatum

Para avaliacdo do efeito dos Oleos sobre a germinagdo dos conidios foram
testados dois 6leos essenciais: citronela e capim-lim&o nas seguintes concentracoes
(emulL) 5; 10; 15; 20 e 25.

Apds o crescimento dos dois isolados em placas BDA, adicionou-se 10 mL
de agua destilada autoclavada em cada placa, em seguida a superficie de cada
colénia foi raspada utilizando-se a al¢a de drigalski. Apés a raspagem, cada amostra
foi filtrada com auxilio de gazes e com auxilio de um funil pequeno, o filtrado foi
depositado em um béquer identificado, limpo e autoclavado.

Para cada delineamento experimental foram preparados sete tubos de
microcentrifuga de 2 mL (tipo eppendorf), sendo assim distribuidos: tubo 01
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testemunha, tubos 02 a 06 com Oleo essencial distribuidos em concentracdes
diferentes, e no tubo 07 o fungicida sulfato de cobre (dimy).

Ao total foram dois isolados (645 e 754) e dois Oleos essenciais (capim-
limao e citronela). Portanto, foram usados o isolado 645 com os dleos essenciais
capim-limao e citronela, e isolado 754 com com os 6leos essenciais capim-limao e
citronela. Em cada combinacgao (isolado x 6leo essencial) foram utilizados sete tubos
de microcentrifuga com 2 mL de filtrado obtido de cada isolado. O tubo 01 de cada
delineamento foi marcado como testemunha, os tubos de 2 a 6 foram adicionados
os respectivos Oleo-essenciais nas concentragdes (5; 10; 15; 20 e 25 pL), e no tubo
07 foi adicionado o fungicida (10%). Foram realizadas trés repeticoes para cada
delineamento.

Ap6s homogeneizacgédo, os tubos foram colocados em incubagdo por 24h, a
temperatura de 25, +2°C. ApOs o periodo de incubacédo iniciou a quantificacédo dos
conidios. A quantificacdo da germinacéo dos conidios foi realizada com auxilio de
uma camara de Neubauer (hemacitdmetro). Foram considerados como germinados
0s conidios com tubos germinativos apresentando comprimento igual ou superior a

dimensao do esporo.

2.3.1 Avaliac&o do crescimento micelial

Foi utilizado o meio de cultura BDA, o qual foi preparado, autoclavado e, apds o
resfriamento deste para temperatura ambiente, foi vertido cerca de 25 ml em placas
de petri até solidificar o meio. Sobre a superficie do meio foram adicionadas as
concentracbes de 5 pyL, 10 pL, 15 pL, 20 puL e 25 pL dos Oleos de citronela e capim
limdo para cada isolado do fungo, além de adicionados 20 L do fungicida comercial
(sulfato de cobre) para comparacao do efeito fungicida em relagcdo ao tratamento
com os Oleos. Para a preparagcao da solugdo com o fungicida adicionou-se 0,1 g
em 1 mL de agua destilada (10%). Ja as testemunhas continham apenas o meio de
cultura e o fungo, o experimento foi realizado em triplicatas para cada concentracéao
e isolado, ou seja, totalizando vinte uma placa para cada isolado. Em seguida as
placas foram riscadas, dividindo-as em quatro quadrantes. Foi depositado um disco
de micélio (aproximadamente 1 cm de didametro) do patdégeno para o centro de cada
placa, ap0s isso, as placas foram vedadas com papel flme e mantidas a 25, +2°C e
fotoperiodo de 12 horas.

Ocorreram avaliagdes diarias, sendo que as medi¢cbes correspondem a média
de duas medidas diametralmente com a utilizacdo de um paquimetro, isto foi realizado
até que o micélio da testemunha ocupasse toda a superficie da placa. Entéo se
calculou o indice de velocidade do crescimento micelial (IVCM), determinado pela
adaptacao da férmula proposta por Oliveira (1991):

IVCM= X (D-Da) /
N Sendo:
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IVCM= indice de velocidade de crescimento micelial
D= didmetro médio atual da colbénia

Da= didmetro médio da col6nia do dia anterior

N= numero de dias ap0os a inoculagdo

Em seguida, foi calculado a porcentagem de inibicdo do crescimento micelial
em relacdo a testemunha e ao fungicida.

Todo o experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com cinco repeticoes sendo cada parcela constituida por uma placa de Petri.
Os valores obtidos nos tratamentos foram submetidos a analise de variancia e as
médias dos tratamentos comparadas pelo teste Tukey a 5%. Todas as analises foram
feitas com auxilio do programa estatistico R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A selecao das plantas para a extragcado dos 6leos essenciais foi baseada na
literatura especializada. Devido a especificidade de algumas espécies de plantas
selecionadas (salvia, tomilho e manjericao), o rendimento do 6leo essencial obtido
foi abaixo do esperado, sendo necessario maior massa de folhas e a obtencao de
mais matrizes, o que aumentaria muito o tempo de realizagc&o do experimento. Alguns
autores citam as dificuldades de obtencao do 6leo essencial para algumas espécies
devido a fatores ambientais, morfoldégicos e metodoldgicos.

De acordo com Costa e colaboradores (2011), um dos varios fatores que afetam
o rendimento do Oleo essencial correlaciona-se com os fatores ambientais, tais como
a temperatura, intensidade da radiacao solar, solo e outros. Ainda de acordo com
os autores, também devem ser considerados fatores experimentais, como: a matriz
utilizada, a extracao realizada pelo destilador, a etapa de extracdo com solvente e os
cuidados com o armazenamento.

Indo nestamesma direcéo, Mesquita e colaboradores (2016) cita que as espécies
selecionadas para a extracdo do Oleo essencial podem apresentar diferencas em
suas estruturas secretoras desse 6leo, bem como suas respectivas localizagdes na
planta. Ainda de acordo com eles, a composi¢ao quimica do éleo pode apresentar
certa resisténcia a degradacao térmica, gerando entdo uma grande variabilidade na
obtencao e na perda desses metabdlitos.

Das plantas citronela e capim-limao obtiveram-se Oleos essenciais em
quantidades suficientes para o delineamento experimental. O rendimento desses
Oleos essenciais de foram bem parecidos. Ambos foram calculados em relacdo a
massa fresca, sendo em média de 0,44% (mL.g"' . %) para o capim-limao e de
0,55% (mL.g" . %) para citronela. A extracdo do 6leo essencial foi realizada em
quadruplicata e os resultados apresentados foram a média dos valores obtidos para
cada um dos 6leos.

Com relagcdo a coloracdo e ao cheiro caracteristico, os 6leos essenciais
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extraidos da citronela apresentaram uma coloracdo amarela parda e aroma forte
peculiar, semelhante ao 6leo comercial. J& para o capim-limao, a coloracéo foi mais
clara, também com aroma caracteristico da planta.

Quanto a atividade do 6leo essencial contra o fungo Colletotrichum acutatum
houve reducéo do crescimento micelial dos dois isolados (645 e 754) em funcao das
aliquotas crescentes do 6leo estudado (Figura 01 e 02). Observa-se nos resultados
obtidos, que o 6leo essencial de capim limdo foi mais eficiente na reducédo do
crescimento micelial guando comparado com o de citronela e estes com atestemunha.

Os resultados corroboram com os achados da pesquisa de Lorenzetti e
colaboradores (2011), quando em seus achados os 6leos de capim limao e de canela
mostram-se ser mais efetivos em seus isolados resistentes quando comparados com

outros Oleos essenciais utilizados no experimento, dentre eles os de citronela.

"
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Figura 01. Crescimento micelial (cm) "in vitro" do isolado 645 de C. acutatum submetido a
diferentes aliquotas (T, F, 5uL, 10uL, 15uL, 20uL e 25uL) do 6leo essencial de citronela e
capim-limao. T= testemunha (aliquota sem 6éleo essencial) e F = fungicida comercial vendido
em comércios para jardinagem ornamental - Sulfato de cobre.
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Figura 02. Crescimento micelial (cm) "in vitro" do isolado 754 de C. acutatum submetido a
diferentes aliquotas (T, F, 5uL, 10pL, 15uL, 20uL e 25uL) do 6leo essencial de citronela e
capim-limao. T= testemunha (aliquota sem 6leo essencial) e F = fungicida comercial vendido
em comércios para jardinagem ornamental - Sulfato de cobre.
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Sobre a inibicdo da germinacéo de conidios e de formacao dos apressorios, o
6leo essencial de capim limao se mostrou mais eficiente que a citronela. No tratamento
a partir de 15uL de Oleo essencial capim liméo, ocorreu uma taxa de inibicao de 60%
da germinacédo de conidios e de formagcao dos apressorios, chegando a mais de
90% quando comparados com os tratamentos acima de 20uL de 6leo essencial e a
testemunha. O sulfato de cobre, fungicida comercial, obteve taxa de inibicao de 65%
da germinacédo de conidios e de formacéo dos apressorios.

Resultados semelhantes foram obtidos por Cruz e colaboradores (2015), que
observaram inibicdo de modo crescente em seus isolados utilizando o 6leo de
citronela. Eles verificaram uma reducéao de mais de 90% de germinac¢do em aliquotas
com 15 pL de 6leo, chegando a praticamente 99% na aliquota com 30puL.

Ainda corroborando com Cruz e colaboradores (2015), os nossos achados
(figura 03 e 04), de Oleo essencial de citronela se mostrou eficiente na reducéo do
crescimento micelial contra trés isolados do fungo fitopatébgeno Fusarium solani e
em relacdo a germinagdo dos conidios, houve reducdo em mais de 90% na menor
concentracao (Figura 05). Estes resultados corroboram aos obtidos no presente
trabalho.

Figura 03: Fotos do crescimento Crescimento micelial obtidas no (A) 1°, (B) 7° e (C) 15° dias
apds 24h da inoculagéo com o isolado 645 e o 6leo essencial capim-limao. Fung= placa
com fungicida; 05 a 25 = quantidade em pL de 6leo essencial usada em cada placa e Test =
testemunha, placa de Petri apenas com o indculo.
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Figura 04: Fotos do crescimento Crescimento micelial obtidas no (A) 1°, (B) 7° e (C) 15°
dias apds 24h da inoculagéo com o isolado 645 e o 6leo essencial citronela. Fung= placa
com fungicida; 05 a 25 = quantidade em pL de 6leo essencial usada em cada placa e Test =
testemunha, placa de Petri apenas com o indculo.

Figura 05: Fotos do crescimento Crescimento micelial obtidas no 15° dia ap6s 24h da
inoculacdo com os isolados 754 e em A) 6leo essencial capim-limao e em B) éleo essencial
citronela. Fung= placa com fungicida; 05 a 25 = quantidade em pL de 6leo essencial usada em
cada placa e Test = testemunha, placa de Petri apenas com o in6culo.

41 CONSIDERACOES FINAIS

Assim sendo, os 6leos essenciais de C. winterianus e C. citratus se mostraram
eficientes tanto na avaliacdo do crescimento micelial quanto na germinacdo de
conidios, porém o efeito inibidor do éleo de Citronela se mostrou mais promissor
no tratamento do isolado Coll 645 (fungo A) na avaliagcdo do crescimento micelial.
Se faz necessario maiores estudos para se obter a concentracao de 6leo essencial
ideal que reduza 100% a atividade do patégeno, conclui-se entdo que é preciso ser
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feito mais testes com esses dois 6leos em concentracdes maiores que 25 pL para se
obter melhores resultados.

Dessa forma, observa-se que os 0Oleos essenciais apresentam uma nova
alternativa para o manejo de doencas relacionadas a fungos.

A identificacdo de componentes presentes nos 6leos essenciais que exercem
efeito no controle de doencas, torna-se uma ferramenta importantissima para a
industria quimica quanto ao desenvolvimento de novos produtos.

No mesmo rumo temos o0 avanc¢o da agricultura organica, aliadas ao mercado
consumidor mais consciente e exigente por produtos desenvolvidos em praticas
agricolas menos agressivas, 0 uso de 6leos essenciais podem ser uma boa escolha,
pois além de aliar as caracteristicas de controle de doencas, € de baixa toxicidade e
facil de manusear e aplicar.
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RESUMO: Os marcadores genéticos tém
aplicacédo importante na caracterizacdo da
diversidade dos recursos genéticos, pois
permitem quantificar a diversidade genética,
estimar a endogamia e caracterizar novas
espécies. Portanto, o objetivo deste estudo foi
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avaliar a estrutura genética de etnovariedades de mandioca cultivadas no municipio
de Alta Floresta, MT, por meio de marcadores microssatélites. Um total de 29
etnovariedades de mandioca foram coletadas. A extragdo do DNA seguiu protocolo de
CTAB. As reacbes de amplificacéo foram realizadas com 15 primers SSR marcados
com fluorescéncia. Os dados obtidos foram analisados pelo programa Structure e
GenAlEx. O numero mais provavel de grupos que contribuiram para a composicéo
genética dos cultivos de mandioca foi verificado pelo AK, indicando a formag&o de dois
grupos geneéticos distintos entre as etnovariedades. A anélise de variancia molecular
(AMOVA) revelou 99% de variagcao dentro dos grupos obtidos com a analise do Structure
(K1 e K2). A baixa variacédo entre os grupos (1%) também ser confirmada pelo Fst,
com valor de 0,009. A analise de Coordenadas Principais (PCoA) contribuiu com os
resultados encontrados na analise de estrutura populacional. A PCoA1 explicou 8,13%
da variacao genética, seguido da PCoA2 com 6,38%. Juntas explicaram 14,51% da
variacdo genética. As etnovariedades de mandioca cultivadas no municipio de Alta
Floresta, Mato Grosso apresentam estruturagdo genética. H4a variabilidade genética
intragrupos, indicando que as etnovariedades cultivadas em rogas constituem uma
forma de recurso genético que deve ser conservada, pois apresentam potencial para
serem utilizadas em programas de melhoramento.

PALAVRAS-CHAVE: Manihot esculenta; Microssatélites; Recursos genéticos.

GENETIC STRUCUTURE OF CASSAVA CULTIVATED IN THE AMAZON
NORTHERN MATO GROSSO

ABSTRACT: The genetic markers have important application for characterization of the
genetic resources diversity. They are used for estimation genetic diversity, inbreeding
and characterization of new species. In this study, we analyzed the genetic structure
of cassava landraces that are cultivated in Alta Floresta, Mato Grosso State (MT). We
collected 29 landraces. The DNA extraction followed CTAB protocol. The amplification
reaction were performed using 15 SSR primers labeled by fluorescence. Date were
analyzed using Structure and GenAlEx programs. The landraces were clustered
into two genetic group, such as it was indicated by AK (the more probable number
of groups). The analysis of molecular variance (AMOVA) revealed 99% of variation
are within groups (K1 e K2), which were obtained by analysis of Structure. The low
variation between groups (1%) was supported by Fst (0.009). The principal coordinates
analysis (PCoA) contributed with findings in population structure analysis. The PCoA1
and PCoA2 explicated 8.13% and 6.38% of the genetic variation, respectively; they
together explicated 14.51% of the genetic variation. The cassava landraces, that
are cultivated in Alta Floresta, MT, have genetic structure. There is genetic variability
intragroup, thus the landraces, which grown on farms, are a kind genetic resources that
should be conserved because they have potential for use in breeding program.
KEYWORDS: Manihot esculenta, Microsatellites, Genetic Resources.
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11 INTRODUGCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) pertence a familia Euphorbiaceae,
sendo a unica espécie cultivada dentro do género Manihot com 98 espécies ja
identificadas, seu centro de domesticacao inclui as regides de Tocantins, Goias,
Mato Grosso, Rondénia e Acre (NASSAR et al., 2008; OLSEN & SCHAAL, 1999;
ALLEN, 1987).

Amandioca é cultivada em praticamente todas as regides e representa a segunda
mais importante fonte de amido no Brasil (FIORDA et al., 2013). Atualmente, o Brasil
encontra-se em quarto lugar entre os maiores produtores mundial de mandioca,
ficando atras da Nigéria, Tailandia e Indonésia (FAO, 2016).

A alta produtividade de mandioca esta atrelada a disponibilidade de inUmeras
etnovariedades, que em sua maioria, sédo cultivadas por agricultores familiares em
suas rocas (EMBRAPA, 2014). As rocgas, sob o pronto de vista genético, constituem
uma importante fonte de diversidade genética, além de serem fontes de novos
materiais genéticos, conhecidas como variedades tradicionais ou etnovariedades
principalmente para caracteristicas especificas ndo encontradas nos materiais
melhorados (FARALDO et al., 2000).

O numero de variedades com diferentes caracteristicas morfoldgicas é dado
pela sua heterozigosidade, favorecida pelos cruzamentos naturais intra-especificos
e propagacado vegetativa (LORENZI, 2003). Pela significativa diversidade que
se encontra neste sistema de cultivo, diversos trabalhos tém sido realizados,
apresentando resultados com valores consideraveis de diversidade genética
(GONCALVES et al., 2017; SOUZA SILVA et al., 2016; COSTA et al., 2013).

Os marcadores genéticos tém importante aplicacdo na caracterizacédo da
diversidade dos recursos genéticos, pois permitem quantificar a diversidade genética,
estimar a endogamia, caracterizar novas espécies e avaliar o historico de dispersao
(FREELAND, 2005). Dentre os marcadores disponiveis, destaca-se os microssatélites
que sé&o densamente encontrados nos genomas dos eucariotos, 0s quais consistem
em um a seis nucleotideos repetidos em tandem, além de sua natureza codominante
que permite a separacéo de individuos homozigotos de heterozigotos (BOREM &
CAIXETA, 2016).

Portanto, objetivou-se neste estudo avaliar a estrutura genética entre 29
etnovariedades de mandioca cultivadas no municipio de Alta Floresta, MT, por meio
de marcadores microssatélites.

2| MATERIAL E METODOS

Durante o desenvolvimento do trabalho realizou-se visitas a campo nas
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propriedades rurais no municipio de Alta Floresta-MT, para um levantamento
das etnovariedades de mandioca cultivadas nas rogas dos agricultores. No
decorrer da pesquisa foi selecionado o maior numero possivel de etnovariedades,
desconsiderando os individuos denominados pelo mesmo nome, ou seja, as
etnovariedades duplicadas. Foram coletadas folhas jovens das 29 etnovariedades
de mandioca selecionadas nas ro¢as dos agricultores (Tabela 1). O material coletado
foi inserido em tubos de polipropileno de 2,0 mL, contendo tamp&o de carregamento
(1 mL de solucédo saturada de NaCL-CTAB, 70g de NaCL, 3g de CTAB dissolvido
em 200 mL de agua destilada) (Figura 1A e 1B) e armazenado em geladeira (4°C)
no Laboratorio de Genética Vegetal e Biologia Molecular (GenBioMol) do Centro de
Pesquisa e Tecnologia da Amazénia Meridional (CEPTAM), Universidade do Estado
de Mato Grosso (UNEMAT), campus de Alta Floresta, MT para posterior extracao de
DNA.

Para extracdo do DNA (Figura 1C e 1D) utilizou-se de aproximadamente 100
mg de tecido foliar, de acordo com o método de CTAB (Brometo de Cetil Trimetil
Amoénio), descrito por DOYLE & DOYLE (1990), com modificagdes: Tampao STE
(130 g de sacarose, 4,5 mL de Tris HCI 1M, 15 mL de EDTA 0,5M, completando o
volume com agua destilada para 1500 mL) (BHATTACHARJEE et al., 2009) para
macerar as folhas ao invés de nitrogénio liquido, aumento da concentracdo de
polivinilpirrolidona (PVP) de 1% para 2% e de B-mercaptoetanol de 0,2% para 2%
no tampao de extracao, além da reducao do tempo de incubacao a 65°C de 60 min.
para 30 min. A verificacao do DNA extraido foi realizada por meio de eletroforese em
gel de agarose 1% corado com gel Red (Figura 1E e 1F), ap6s a quantificacdo do
DNA extraido em um Nanodrop 2000 (Figura 1G) procedeu-se uma diluicao de todas
as amostras a uma concentragdo de 100 ng/uL.

Cabdigo Etnovariedade Origem/Localidade
AFCR1 Cacau Roxa Alta Floresta
AFCA2 Cacau Arara Alta Floresta
AFMC3 Mandioca Cenoura Alta Floresta
AFCB4 Cacau Branca Alta Floresta
AFCP5 Cacau Pinheiro Alta Floresta
AFMP6 Mandioca Péo Alta Floresta
AFMV7 Mandioca Vassourinha Alta Floresta
AFBC8 Branca Comum Alta Floresta
AFMA9 Mandioca de Ano Alta Floresta
AFME10 Mandioca Eucalipta Alta Floresta
AFBBA11 Branca do Baiano Alta Floresta
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AFBBB11 Branca do Baiano Alta Floresta
AFCA12 Cacau Amarela Alta Floresta
AFMAI13 Mandioca Amarela | Alta Floresta
CAMAII14 Mandioca Amarela Il Carlinda
AFMFSC16  Mandioca de Fritar sem Cozinhar Alta Floresta
PRMAIII17 Amarela lll Parana
BAAB18 Amarela da Bahia Bahia
AFMFR19 Mandioca da Folha Roxa Alta Floresta
AFM3M20 Mandioca 3 meses Alta Floresta
AFCC21 Cacau Copinha Alta Floresta
AFMFII22 Mand.fritar s/cozinhar I Alta Floresta
AFMAFF23 Mandioca Amarela Folha Fina Alta Floresta
AFMP24 Mandioca Péssego Alta Floresta
AFMB25 Mandioca Batatinha Alta Floresta
AFMP26 Mandioca Pramuquem Alta Floresta
BAMBPB27 Mandioca da Bahia (polpa branca) Bahia
AFA28 Antena Alta Floresta
AFP29 Paraguaia Alta Floresta

Tabela 1. Etnovariedades de mandioca coletadas no municipio de Alta Floresta, MT.

Figura 1. Extragcdo de DNA e amplificagédo via PCR das etnovariedades de mandioca. A e
B) Coleta de material foliar nas rogas dos agricultores em tampao de carregamento; C e D)
Extragcdo de DNA; E) Quantificagcdo do DNA extraido; F e G) Eletroforese em gel de agarose 1%
e DNA extraido.

As reacOes de amplificagdo foram realizadas das 29 amostras com 15 primers
SSR (CHAVARRIAGA-AGUIRRE et al., 1998; MBA et al., 2001), marcados com as
fluorescéncias 6-FAM e HEX, em um volume final de 10 pyL (Figura 2A). Em seguida
as amostras foram colocadas em placas, identificadas e enviadas ao Centro de
Estudo do Genoma Humano e Células Tronco, Universidade de Sao Paulo (USP).
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As genotipagens dos microssatélites foram realizadas em eletroforese capilar no
Analisador Automatico de DNA ABI 3130XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
Foster City, Califérnia, USA).

Posteriormente, o tamanho dos fragmentos amplificados foi determinado por
comparag¢ao com um DNA de tamanho conhecido Rox 500 (APPLIED BIOSYSTEMS)
utilizando o programa GeneMarker (v. 2. 6. 3) (Figura 2B e 2C).

[ Primer 13 GA136 ]

158 160 182 164 166 168 170 172 174 176 178
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10,000 i
5,000
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130 135 140 14 150

10,000

-y M
(v}

Figura 2. Amplificagédo via PCR utilizando primers microssatélites. A) Visualizagdo da qualidade
das amostras amplificadas para genotipagem em gel de agarose 1,5%; B e C) Picos de
fluorescéncia emitidos pela marcacao HEX (verde), individuo homozigoto, loco GA136 e FAM
(azul), individuo heterozigoto, loco GAGGS.

O programa “Structure” versao 2.3.4 (PRITCHARD et al., 2000), baseado no
modelo de agrupamento Bayesiano, foi utilizado para inferir namero de grupos (K),
usando Markov chain Monte Carlo (MCMC). Para determinar o melhor K encontrado
na populacao utilizou-se do arquivo de saida do “Structure” baseado no STRUCTURE
HARVEST (EARL & VONHOLDT, 2012) determinado pelo AK.

Com os dados particionados em dois grupos (K=2), conforme obtido pelo
programa Structure, foi possivel realizar uma Anélise de Variancia Molecular
(AMOVA) para revelar a distribuicao da diversidade genética dentro e entre os grupos
de etnovariedades de mandioca. A Analise da Coordenadas Principais (PCoA), foi
utilizada para demonstrar a distancia genética entre os individuos da populacao pela
representacéo grafica, permitindo a visualizagdo da estruturagéo genética entre os
individuos e populagdes amostradas. Tanto a Amova quanto a PCoA foram realizadas
com o auxilio do programa GenAlEx 6.5 (PEAKALL & SMOUSE, 2012).
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O numero mais provavel de grupos que contribuiram para a composi¢ao genética
dos cultivos de mandioca foi verificado pelo AK, indicando a formacé&o de dois grupos
genéticos distintos entre as amostras avaliadas (Figura 3). O grupo | constituiu-se de
dezoito etnovariedades e o grupo Il de onze etnovariedades de mandioca.

Goncalves et al. (2017) estudando a diversidade genética de cinquenta e um
acessos tradicionais de mandioca doce em quatro municipios do estado de Minas
Gerais, revelou a formacgéo de quatro grupos distintos, de acordo com o AK, sendo
observada mistura entre as quatro subpopulagdes formadas. Assim como também
constatado neste estudo, onde o grupo verde teve uma mistura do grupo vermelho e
vice-versa. Apesar de todos os 29 individuos terem sido coletados no municipio de
Alta Floresta, quatro amostras tém como procedéncia o municipio de Carlinda-MT
(CAMAII14) e os estados do Parana (PRMAIII17) e Bahia (BAAB18 e BAMBPB27),
sendo que trés das quatro ficaram alocadas no grupo Il (verde).
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Figura 3. Agrupamento das 29 etnovariedades de mandioca obtidos por meio do programa
“Structure” utilizando 15 primers SSR, assumindo K=2 (grupos).

O resultado da AMOVA revelou que a maior diversidade genética ocorre dentro
dos grupos obtidos com a analise do Structure (99%) (Tabela 2), sugerindo que ha
variabilidade a ser explorada em cada um dos referidos grupos, ou seja nas rogas
dos agricultores pesquisados.

Costa et al. (2013), avaliando a diversidade genética e estrutura populacional
de mandioca doce encontrou valor de 77% de variacéo dentro dos grupos. A baixa
variacdo entre os grupos (1%) também pode ser confirmada pelo Fst, que estima
a diferenciacao genética entre os grupos (WRIGHT, 1978). Neste estudo o valor
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de Fst foi de 0,009, que de acordo com a classificacdo de Hartl & Clarck (2010) é
considerada como pequena diferenciagdo genética.

Fonte de Variacao GL' SQ2 cvs VT (%)* Valor de P° Fst®

Entre grupos 1 22,315 0,183 1% <0,098 0,009
Dentro de grupos 27 532,858 19,735 99%
Total 28 555.172 19.919 100%

Tabela 2. Analise de variancia molecular (AMOVA) entre os 29 individuos de etnovariedades
de mandioca divididos em duas populagcdes de acordo com o resultado obtido pelo programa
“Structure”.

'GL, grau de liberdade; 2SQ, soma dos quadrados; *CV, componentes de variancia; *VT, variancia total; °P,
probabilidade de significancia e °Fst, indice de fixagcao entre populacgdes.

A andlise de Coordenadas Principais (PCoA) contribuiu com os resultados
encontrados na analise de estrutura populacional, separando os individuos em
grupos. APCoA revelou a formacéo de seis grupos, com mistura dos individuos entre
0S grupos, assim como revelado no programa Structure, bem como pela AMOVA que
revelou uma baixa diferenciagdo entre os grupos.

A primeira coordenada (PCoA1) explicou 8,13% da variacao entre os individuos
(Figura 4), seguido da segunda (PCoA2) com 6,38% do total da variagdo. Juntas as
duas coordenadas, PCoA1 e PCoA2, foram capazes de explicar 14,51% da variacao
genética existente entre as etnovariedades amostradas. Os pontos mais distantes
na figura séo considerados os acessos mais divergentes e 0os mais proOximos, 0s
mais similares entre si.

Costa et al. (2013) pesquisando 66 acessos de mandioca doce no estado do
Parand, obteve valores para as duas Coordenadas Principais de 53,25% da variacao
total. Ferreira (2014), trabalhando com 61 acessos de mandioca de mesa, em
Campo Grande, MS, acumularam 53,34% da variacao genética. Ambos os trabalhos
apresentaram valores diferentes ao encontrado nesta pesquisa para o resultado
da PCoA, porém todos os autores obtiveram variacdo genética entre 0os acessos

estudados, assim como neste trabalho.
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Figura 4. Analise de Coordenadas Principais de 15 primers SSR, indicando 14,51% de
diversidade genética entre 29 etnovariedades de mandioca coletadas no municipio de Alta
Floresta, MT.

41 CONCLUSAO

As etnovariedades de mandioca cultivadas no municipio de Alta Floresta, Mato
Grosso apresentam estruturacdo genética. Ha variabilidade genética intragrupos,
indicando que as etnovariedades cultivadas em rocas constituem uma forma de
recurso genético que deve ser conservada, pois apresentam potencial para serem
utilizadas em programas de melhoramento. Os agricultores familiares, ao realizar
introducéo e troca de material vegetal, atuam como mantenedores da diversidade
local.
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RESUMO: Adiantum latifolium Lam. é uma
espécie nativa da América tropical que ocorre
do México a Argentina. Pode ser encontrado em
sub-bosques Uumidos, nas margens das trilhas,
perto de cachoeiras e nascentes. Este estudo
teve como objetivo descrever a anatomia e
os compostos quimicos do esporéfito de A.
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latifolium. O material vegetal foi coletado em
sub-bosques de florestas secundarias do
sistema agroflorestal de cacau. Os cortes foram
realizados a mao, usando navalhas de ago e
usando isopor como suporte. O procedimento
de diafanizagao foi realizado e as se¢des foram
coradas com azul alciano e safranina para
realizar a analise anatbémica. Para os testes
histoquimicos, foi utilizado material fresco.
Sudam foi usado para identificar lipidios; Lugol,
amido; Cloreto férrico, composto fendlico;
Vanilina cloridrica, taninos; cafeina e DMACA,
flavondides; floroglucinol acidificado, lignina
e reagente de Wagner, alcaldides. A raiz é
protostélica e apresenta cortex do colénquima,;
0 rizoma possui um cértex parenquimatoso e
um cilindro vascular em forma de ferradura; o
peciolo e 0 ancinho tém epiderme uniseriada,
esclerénquima, cortex parenquimatoso e um
feixe vascular; a folha € hipoestomatica com
mesofilo homogéneo, apresenta epiderme
unisseriada com paredes anticlinais sinuosas,
idiosblastos de esclerénquima nas duas faces
e feixe vascular concéntrico anficival nas veias.
A maioria dos compostos testados foi detectada
na planta, com excecdo dos alcaldides na
lamina da folha. Os resultados deste trabalho
corroboram as estruturas anatémicas de A.
latifolium ja descritas para o género, contribuindo
para a taxonomia da categoria e a analise

histoquimica revelou o potencial farmacoldgico
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dessa espécie.
PALAVRAS-CHAVE: Adiantoideae, Anatomia, Constituintes quimicos, Samambaias.

MORPHOLOGIC and HISTOCHEMICAL STUDY OF Adiantum latifolium LAM.
(PTERIDACEAE, PTERIDOPHYTA) OCCURRING IN THE OF THE CAMPUS DA
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE SANTA CRUZ — UESC - ILHEUS - BA

ABSTRACT: Adiantum latifolium Lam. is a native species of tropical America occurring
from Mexico to Argentina. It can be found in humid subwoods, on the shores of the trails,
near waterfalls and springs. This study aimed to describe the anatomy and chemical
compounds of A. latifolium sporophyte. Plant material was collected at sub-groves
of secondary forests of cocoa agroforestry system. The handmade cuts, using steel
knives and Styrofoam as support, were obtained. Diaphanization procedure was done
and sections were stained with alcian blue and safranin to perform anatomical analysis.
For the histochemical tests, fresh material was used. Sudam was used to identify
lipids; Lugol, starch; Ferric chloride, phenolic compound; hydrochloric Vanillin, tannins;
caffeine and DMACA, flavonoids; acidified Floroglucinol, lignin and Wagner's Reagent,
alkaloids. The root is protostelic and presents collenchyma cortex; the rhizome has a
parenchymal cortex and a horseshoe-shaped vascular cylinder; the petiole and the rake
have uniseriated epidermis, sclerenchyma, parenchymatous cortex, and a vascular
bundle; the leaf is hypoestomatic with homogeneous mesophyll, presents uniseriated
epidermis with sinuous anticlinal walls, sclerenchyma idioblasts on both faces and
concentric vascular bundle anficrival in the veins. Most of the tested compounds were
detected in the plant, with the exception of alkaloids in the leaf blade. The results of
this work corroborate the anatomical structuresof A. latifolium already described for
the genus, contributing to the taxonomy of the category andthe histochemical analysis
revealed the pharmacological potential of this species.

KEYWORDS: Adiantoideae, Anatomy, Chemical constituents, Ferns

INTRODUGCAO

A familia Pteridaceae compreende 50 géneros e 950 espécies com uma ampla
distribuicdo ocupando varios nichos ecoldgicos. Distinguindo de outras familias
de samambaia, a Pteridaceae apresenta varias formas de vida, podendo ser
terrestres, epifitas, adaptadas para locais secos e até mesmo aquaticos (SMITH
et al., 2006; SCHUETTPELZ et al., 2007; KRAMER et al., 1990). Por ter grande
variedade morfoldgica a taxonomia dessas samambaias tem sido muito debatida
(SCHUETTPELZ et al., 2007; GRACANO et al., 2001; KRAMER et al., 1990). Na
classificacdo mais recente, a familia Pteridaceae foi dividida em seis subfamilias
Adiantoideae, Ceratopteridoideae, Cheilanthoideae, Platyzomatoideae, Pteridoideae
e Taenitidoideae (SMITH et al., 2006; SCHUETTPELZ et al., 2007). Sendo que a
subfamilia Adiantoideae estéa representada por um unico género, Adiantum (WINTER
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et al., 2007) ocorrendo na América do Sul cerca de 70 espécies. No Brasil estima-se
que ocorram 50 espécies, sendo Adiantum latifolium uma destas (LELLINGER et al.,
2001).

Como mencionado anteriormente, devido a sua diversidade morfoldgica,
a sistematica da Familia é um ponto de preocupacéo e sao necessarios estudos
anatémicos mais detalhados para solucionar duvidas taxonédmicas. Desse modo, a
anatomia dessas plantas tem um grande valor na solugao de problemas taxonémicos,
pois fornece caracteristicas relevantes como, por exemplo: composi¢cao do mesofilo,
presenca e distribuicdo do esclerénquima, vascularizagdo e formato do peciolo,
formato da nervura e entre outras (GRACANO et al., 2001).

Além disso, os compostos secundarios também podem auxiliar na taxonomia
das espécies e na identificacdo de possiveis substancias farmacoldgicas (e.g.
NONATO et al., 2011), pois cada espécie tem sua propria caracteristica quimica, se
diferenciando qualitativa e quantitativamente de espécie para espécie (KRAMER et
al., 1990; SANTOS et al., 2009; LIMA et al., 1997; Poucos estudos foram realizados
com Adiantum pra determinar os compostos secundarios presentes nas espécies
do género (MITHRAJA et al., 2012). Desse modo, esse trabalho propds realizar a
descricao anatbmica de Adiantum latifolium e identificar os compostos quimicos

presentes no esporofito estéril.

MATERIAL E METODOS

A espécie utilizada neste estudo é Adiantum latifolium encontrada em diferentes
estagios de desenvolvimento nos sub-bosques das matas secundarias e sistema
agroflorestal Cacau-Cabruca do campus da Universidade Estadual de Santa Cruz,
UESC, com a posicao geografica (lat:-14.7889003753662 long: -39.0494003295898),
A espécie foi incluida no herbario UESC sob numero 12156.

As amostras foram armazenadas em etanol 70%. Para a realizacao das laminas
os cortes foram feitos a méo, utilizando navalhas de aco e isopor como suporte e
foram coradas com azul de alcian e safranina. As laminas foram montadas com
gelatina glicerinada e vedadas com esmalte de unha incolor. Os cortes para os testes
histoquimicos foram realizados com material fresco e testados com os seguintes
reagentes para seus respectivos compostos: Sudam para lipidios, Lugol para amido,
Vanilina cloridrica para tanino, Cafeina e DMACA para flavonéides, Floroglucinol para
lignina, Reagente de Wagner para alcal6ides e Cloreto férrico para outros grupos
de compostos fenodlicos. Para efeitos de comparacédo com os testes histoquimicos
foram montados e registrados cortes na forma natural, o branco, montados em agua
destilada.

Para realizacédo da diafanizagdo, os foliolos foram coletados e armazenados
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em etanol 50% por dois dias, transferidos para uma solugcdo de hidroxido de sddio
5% em estufa a 60 C° por 4 horas. ApOs este tempo 0s mesmos foram lavados com
agua destilada, transferidos para uma solugédo de hipoclorito de s6dio a 10% até a
completa clarificagdo e, em seguida, desidratadas em serie etilica crescente (10%,
30% e 50%) por 10 minutos cada. Posteriormente, os foliolulos foram corados em
safranina alcodlica a 50% e lavada em etanol a 50%, para a retirada do excesso de
corante. Por fim as laminas foram montadas com gelatina glicerinada e vedadas com
esmalte de unha incolor.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Anatomia

A raiz apresenta epiderme uniestratificada, cértex com cerca de dez camadas
de células parenquimaticas, sendo as mais internas de paredes espessas, podendo
lignificar com a maturidade, e com uma camada de células grandes e espessamento
em U, adjacentes a endoderme unisseriada. O cilindro vascular € constituido de
periciclo, com uma a duas camadas, floema e xilema internamente, formando
um protostelo (Fig. 1 — A e B). A determinacéao do tipo de tecido vascular é uma
caracteristica muito significativa nas Pteridophyta, pois a disposicdo destes nos
diversos 6rgaos das plantas sdo importantes para a determinacdo de familias,
géneros e espécies (BECARI-VIANA et al., 2017).

O rizoma possui epiderme unisseriada, cértex parenquimatico com
aproximadamente dezessete camadas e cilindro vascular em forma de ferradura
(Fig. 1 — C e D). Essa forma se origina de ampla lacuna foliar, constituindo assim um
dictiostelo intermediario, pois esta entre solenostelo e dictiostelo, com uma medula
parenquimatica (BECARI-VIANA et al., 2017).
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Figura 1-Adiantum lafolium-A) Corte transversal da raiz, visdo geral; B) Detalhe da
epiderme, cortex e feixe vascular; C) Corte transversal, visdo geral do rizoma;
D) Detalhe da epiderme, cotex e feixe vascular. Barras: A e B, 100um; C e D, 200um.

Legendas:Pr: pélo radicular, Ep: epiderme, Pc: parénquima cortical, En: endoderme, Pe:

periciclo, Es: Estelo, FI: floema, Xi: xilema, Pm: paréquema medular

O peciolo possui uma forma ligeiramente triangular, apresentando uma
epiderme com conteddo escuro, compostos fendlicos, sendo este composto muito
comum nas Pteridophyta e, em especial, na subfamilia Adiantoideae (GRACANO et
al., 2001; KRAMER et al., 1990). O cortex apresenta cerca de quatro camadas de
esclerénquima e nove de parénquima. O tecido vascular é representado por dois
feixes concéntricos anficrivais, em forma de “cavalo-marinho”, possuindo endoderme,
periciclo, floema e xilema (Fig. 2 — A), encontrada em varias espécies dos géneros
Onoclea, Athyrium, Woodsia, entre outras (OGURA, 1972).

Araque apresenta uma epiderme unisseriada com contetdo escuro, cortex com
aproximadamente quatro células colenquimaticas de paredes espessas, dez células
de parénquima, e endoderme seguida pelo tecido vascular em feixe Unico (Fig. 2
- B). Essa fusao dos feixes, antes separados no peciolo, ocorre dependendo do
tamanho das pinas, pois, Ogura (1972), os feixes do peciolo podem unir-se proximos
ao rizoma ou proximo a lamina foliar assim como ocorre em A. latifolium.

A lamina foliar em corte transversal apresenta epiderme unisseriada, mesofilo
homogéneo e feixe vascular anficrival nas nervuras. Em vista frontal, a lamina foliar
apresenta uma venacao livre sob a epiderme nas secc¢des diafanizadas (3 — A e
B). A epiderme em vista frontal possui células com paredes anticlinais sinuosas,
principalmente na face abaxial, com a presenca de estdmatos anomociticos,
localizados apenas no lado abaxial. Ocorrem idioblastos esclerenquimaticos em
ambas as faces (Fig. 2 — C e D), sendo uma caracteristica marcante da familia
Pteridaceae, evidenciada em estudos anteriores por Gragano (2011). Provavelmente
estas células estejam relacionadas a sustentacdo da folha, além de ter grande
importancia nataxonomia, na separacao de espécies no género Adiantum(GRACANO
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et al., 2011).

Figura 2-Adiantum lafolium-A) Corte transversal do peciolo, cértex e feixe vascular; B)

visdo geral da raque; C) Corte transversal da lamina foliar; D) Detalhe do feixe vascular da

nervura central. Barras: A, B, C, 100um; D, 30um. Legendas: Ep: epidederme, Eb: epiderme

abaxial, Ed: epiderme adaxial, Id: idioblasto, Es: Estdmato, Co: colénquima, Pc: parénquima

cortical, Pc: parénquima clorofiliano, Ba: Bainha parenquimatica, En: endoderme, Pe:
periciclo, Fl: floema, Xi: xilema, , Fv: feixe vascular

A. latifolium possui tricomas do tipo escamas no rizoma e peciolo, sendo as
escamas do tipo comosa no rizoma e catenado no peciolo. Os apéndices da epiderme
sdo células especializadas, destacando-se entre eles os tricomas e os estdmatos
(Fig. 3 — C e D), sdo muito variaveis na sua estrutura e de valor diagnéstico para
a taxonomia e tém sido utilizados na separacao de familias, géneros e espécies
de Pteridophyta (GRACANO et al., 2011). Por exemplo, a presenca de tricomas
subterrdneos no rizoma é uma caracteristica marcante da familia Pteridaceae
(OGURA, 1972).

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa 3 Capitulo 15



Figura 3-Adiantum lafolium —A)Vista frontal da superficie adaxial B) Vista frontal da superficie
abaxial D) Escamado rizoma D) Escama do peciolo. Barras : A e B, 400um; C,
10mm. D,0.5mm. Legendas: Id: idioblasto, Ne: Nervura, Ce: Célula epidérmica.

Histoquimica

Através de varios testes histoquimicos, foi investigada a presenca de amido,
alcalbides, compostos fendlicos, flavonbides, 6leo essencial e oleorresina, lignina,
lipidios e tanino.

Oamidofoiobservado emtodos os 6rgaos deA. latifolium, sendo mais abundante.
nas células parenquimaticas do cértex rizoma. Foi observada uma variacdo na
quantidade de amido nos 6rgaos a depender do estagio de desenvolvimento da
A. latifolium. Esse resultado também ja é descrito em estudos com outras plantas
(SALGADO et al., 2005). Além do estagio de desenvolvimento, outros fatores podem
influenciar a quantidade de amido armazenado nas plantas (e.g. estresse hidrico,
perda foliar) (ZEEMAN et al., 2004).

Alcalbéides foram detectados na raiz, rizoma, peciolo e raque, sendo mais
abundante nas células parenquimaticas do cértex na raiz e rizoma (Fig. 5 - C).
Os alcal6ides tém grande importancia na defesa da planta. A presenca dessas
substancias nesses 6rgaos sugere a protecdo contra microorganismos (Fumagali
et al., 2008), herbivora (Correa et al., 2008) ou crescimento competitivo de plantas
nas proximidades (Aerts et al., 1991). Além disso, os alcalbides tém potencial
farmacoloégico relatado na literatura como antiinflamatério (Souto et al., 2011). Que
podem explicar esse potencial biolégico atribuido a A. latifolium na literatura (Nonato
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et al., 2010; Mithraja et al., 2012).

Os compostos fendlicos foram detectados em todos os 6rgaos, destacando-
se a maior presenca nas células colenquimaticas e epidérmicas do peciolo e raque
atribuindo uma cor escura na epiderme desses 6rgéos (Fig. 5 - B) que € uma
caracteristica muito comum na subfamilia Adiantoideae (KRAMER et al., 1990).

Especificamente, os compostos fenoélicos taninos foram encontrados nas
células epidérmicas e parenquimaticas de todos os 6rgédos (Fig. 5 - G). Essas
substéncias sdo de grande importancia ecologica e biolégica, evitando herbivoria e
ja demonstraram possuir atividade antimicrobiana (Belotto et al., 2014; Benevides et
al., 2011; Monteiro et al., 2005).

A lignina foi encontrada nas células de condu¢éo do xilema de todos os 6rgaos
(Fig. 5 - F), que conferem rigidez e resisténcia mecéanica aos vasos, favorecendo a
adaptacao de plantas superiores ao ambiente terrestre (Vizzoto et al., 2010; Fumagali
et al., 2008). Além disso, a lignina tem um papel importante na protecao dos tecidos
contra microorganismos e no transporte de agua e nutrientes (Saliba et al., 2001).

Os flavondides foram detectados apenas nas células parenquimaticas do floema
e do xilema de todos os 6rgéos (Fig. 5 - D). Em plantas vasculares terrestres, essa
classe de substancias compreende um amplo grupo de compostos (Birt et al., 2001),
importantes para a protecéo contra a incidéncia de radiagéo ultravioleta, patdbgenos e
etc (FERREIRA et al., 2008; HARBORNE et al., 2000; HEIM et al., 2002; MACHADO
et al., 2008).

Os lipidios foram observados em todos os 6rgéos do coértex, nas paredes das
células do parénquima da raiz e do rizoma e nas células epidérmicas do colénquima
do peciolo e do ancinho e na epiderme foliar (Fig. 6 - E). Substancias lipidicas como
quitina e ceras formam a cuticula que reduz a perda de agua através da transpiracéao,
aumentando a eficiéncia do uso da agua na planta. Cuticulas espessas também
podem fornecer protecao contra aintensidade daluz, radiacao ultravioleta e patégenos
(Kolattukudy, 2001; Burghardt et al., 2006; Ferreira et al., 2015). O armazenamento
de suberinas, por exemplo, forma uma barreira que diminui significativamente os
ions de agua, nutrientes, toxinas e transporte de gases (Franke & Schreiber, 2007;
Ma & Peterson, 2003; Kolattukudy, 2001).

Além disso, a presenca de lipidios na parede celular e na lamela média das
células do parénquima no cértex da raiz e do rizoma proximo ao feixe vascular
e células colenquimaticas do peciolo e raque nos leva a supor, com base em
Kolattukudy, 2001 e Franke et al., 2007, que essas células do parénquima da raiz e
do rizoma podem ter uma fungao semelhante as células endoderme que possuem
uma banda de suberina chamada estria de Caspary, cuja a fungcéo é selecionar a
entrada e saida de agua, ions e outros solutos desses 6rgaos subterrédneos, e para
evitar uma possivel contaminagado por microrganismos.
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Figura 5 - Adiantum lafolium - A) Detalhe do cilindro vascular, em rosa reag&o positiva para
lignina B) Detalhe da raque, em preto reagao positiva para composto fenélico; C) Detalhe
do rizoma, em preto reacao positiva para amido e em vermelho-alaranja reagéo positiva

para alcaldides; D) Detalhe do cilindro vascular do rizoma, em azul violeta reagéo positiva
para flavonéides; E) Detalhe da raiz, em vermelho-alaranja para lipidios; F); G) Detalhe da
raiz, em vermelho-alaranja positivo para tanino. Barras: A, B, C, D, F, 2000um;E, G,300um.
Legendas:Ep: epiderme, Pc: parénquima cortical, En: endoderme, Pe: Periciclo, Fl: floema, Xi:
xilema.

CONCLUSAO

Os resultados anatdémicos aqui apresentados corroboram descri¢des ja
publicadas para o género Adiantum, como estdmatos anomociticos, idiosblastos

de esclerénquima epidérmico, mesofilo homogéneo, dois meristelos no peciolo

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa 3 Capitulo 15 188



e revelam a primeira descricdo da morfologia de Adiantum latifolium. Embora a
composicado histoquimica das plantas possa variar intra e interespecificamente,
durante o0 ano e entre o meio ambiente, os metabolitos de Adiantum perfilam a
riqueza de compostos que podem servir como marcador taxonémico, além de indicar
o potencial farmacologico dessa espécie.
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RESUMO: O género Microgramma C. Presl,
pertencente a familia Polypodiaceae, sendo
uma das espécies epifitas que apresentam
caracteristicas de resisténcia a dessecacéo.
O presente estudo visa fazer a descricao da
morfologia externa e interna, assim como
caracterizar e localizar os compostos quimicos
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presentes nas folhas de M. vacciniifolia.
As amostras foram coletadas no campus
da Universidade Estadual de Santa Cruz e
as laminas preparadas com cortes a mao
livre e dupla coloracdo com azul de alcian e
safranina. Utilizou-se reagentes especificos
para detectar os compostos quimicos. A raiz
€ protostélica e apresenta epiderme com
pelos absorventes, cértex parenquimatico,
esclerénquima, endoderme, periciclo xilema
e floema alterno. O caule possui epiderme
com escamas e € parenquimatico, com estelo
do tipo dictiostele e meristelos concéntricos.
As folhas apresentam dimorfismo quando
férteis e estéreis, sdo hipoestomaticas e os
estbmatos sdo anomociticos. Anatomicamente
lado

adaxial e mesofilo tendendo a bicolateral, com

apresentam epiderme, hipoderme do
parénquima palicadico pouco distinto, feixes
vasculares tipicos de pteridofitas. As analises
histoquimicas revelaram, como principais
constituintes, os compostos fendlicos tais como
flavonoides, lignina, e taninos, compostos estes
com importantes atividades biologicas.

PALAVRAS-CHAVE: Anatomia, Constituintes

quimicos, Samambaias, Microgramma.

MORPHOLOGY AND HISTOCHEMICAL
STUDY OF THE SPECIES Microgramma
vaccinifolia (LANGSD. & FISCH.) COPEL,
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Polypodiaceae - pteridophy - OCCURING IN THE UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
SANTA CRUZ(UESC) CAMPUS

ABSTRACT: The Microgramma C. Presl genus, belongs to the Polypodiaceae
family,and it is one of the epiphyte species which presents characteristics of desiccation
resistance. This study aims to describe both, external and internal morphology, as
well as characterize and locate the chemical compounds presents in the leaves of M.
vaciniifolia. The samples were collected at the campus of Santa Cruz State University
andthe analysis slides were prepared with freehand cuts and double staining using alcian
blue and safranin. Specific reagents were used to detect chemical compounds. The
root is protosthetic and has absorbent epidermis, parenchymatic cortex, sclerenchyma,
endodermis, xylem pericycle and alternate phloem. The stalk has scaled epidermis and
it is parenchymatic, dictiostelo type and concentric meristeles. When fertile and sterile,
the leaves show dimorphism, are hypoestomatic and its stomata are anomocytic.
Anatomically it has epidermis, hypodermis on the adaxial side and mesophyll tending
to be bilateral, with slightly distinct palisader parenchyma and typical vascular bundles
of pteridophytes. The histochemical analysis has shown, as the main constituents,
phenolic compounds such as flavonoids, lignin and tannins, compounds with important
biological activities.

KEYWORDS: Anatomy, Chemical constituents, Ferns, Microgramma.

INTRODUCAO

Pteridofita € a denominacao do grupo parafilético artificial que abrange outros
dois grandes grupos vegetais, as samambaias e as licofitas (SMITH et al., 2006),
ambas plantas vasculares sem sementes, com ciclo de vida dividido em duas fases
bem definidas, uma gametofitica e outra esporofitica, mais duradoura (PRADO,
1998).

O grupo das pteridofitas possui ampla distribuicdo mundial. Essas plantas
desenvolveram adaptacbes marcantes em meios extremos, sendo encontradas
nos mais distintos ambientes. Muitas espécies sdo cosmopolitas, e vivem
preferencialmente nas regides tropicais do mundo, em locais umidos e sombreados
das matas (RATHINASABAPATHI, 2006).

A familia Polypodiaceae, possui aproximadamente 56 géneros e cerca de
12.000 espécies, abrangendo as samambaias leptosporangiadas (SMITH et al.,
2008). E uma familia pantropical, podendo ocorrer tanto em locais Umidos como
secos. Possui maior diversidade de espécies nas regides de florestas umidas dos
Andes e do sudeste do Brasil. (SANIN, 2006; LABIAK & PRADO, 2008).

O género Microgramma C. Presl sensu Tryon & Tryon (1982), pertencente a
familia Polypodiaceae, encontra-se amplamente distribuido nas regides tropicais do
continente americano e possui aproximadamente 13 espécies (MICKEL & BEITEL
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1988). Sao epifitas de florestas pantanosas e fechadas, com predominéncia de
chuvas, encontradas frequentemente ao longo de rios e riachos (PERES et al., 2009).
Por serem epifitas, possuem raizes sobre as superficies dos forofitos, espalhando-
se pelas cascas das arvores e arbustos e absorvendo a matéria orgénica disponivel.
E caracterizado por folhas glabras ou escamosas, monomoérficas ou dimérficas
(TRYON e TRYON, 1982).

Microgramma vacciniifolia (Langsd. & Fisch.) Copel. é descrita como uma
epifita reptante e/ou hemicriptéfita reptante de distribuicdo neotropical. Pode ser
encontrada como corticicola e/ou rupicola e é facilmente reconhecida por seu
caule longo intensamente revestido por escamas e folhas dimorfas (as estéreis séo
ovadas e as férteis lanceoladas). E conhecida popularmente como erva-silvina, erva-
silveira, erva-tereza, erva-de-lagarto, cipé cabeludo, cipé-peludo. Relatos apontam
esta espécie como um poderoso adstringente, sendo também recomendada para
hemorragias, expectoracdes, diarréias, disenterias, colicas intestinais e hidropsia.
(PERES et al, 2009).

A riqueza de samambaias e licéfitas nas regides tropicais estd associada a
variados microambientes caracterizados por diferentes altitudes, intensidade
luminosa, solos, tipos de rochas e microclimas (MORAN, 1995). Os fatores edéficos,
bidtico e climéaticos determinam estratégias fisioloégicas, anatdmicas e respostas
adaptativas que possibilitam a sobrevivéncia das plantas em diferentes condi¢des
ambientais (DICKISON, 2000). Estudos morfol6gicos e anatdémicos constituem um
forte embasamento para a compreensao dos processos adaptativos, indicando a
influéncia no ecossistema (PINTO et al., 1993).

A utilizacdo da anatomia como subsidio para a taxonomia tem sido efetiva,
inclusive permitindo a identificacdo de material fragmentado ou desprovido de
estruturas reprodutivas. Os dados anatémicos também podem ser utilizados para
identificar tendéncias evolutivas e relacées filogenéticas entre os taxons. (METCALFE
& CHALK, 1983).

O objetivo deste trabalho consistiu em fazer a descricdo da morfologia externa
e interna, assim como caracterizar e localizar os compostos quimicos presentes no

esporofito de Microgramma vacciniifolia.

MATERIAIS E METODOS

Para o presente estudo, foram coletadas amostras de raiz, caule, folhas de
Microgramma vacciniifolia, da familia Polypodiaceae, em éarvores localizadas no
campus da Universidade Estadual de Santa Cruz/UESC lIhéus, Bahia, Brasil (Lat:
-14.796260, Long: -39.174513).

Amostras da regido mediana da lamina foliar; do caule e das raizes foram
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cortadas transversalmente com Iaminas de barbear e auxilio de suporte de isopor.
Os cortes foram clarificados com agua sanitaria comercial a 50% e, apds sucessivas
lavagens com agua destilada, até nao restar cheiro do hipoclorito, corados com azul
de alcian e safranina, e montados entre laminas e laminulas com gelatina glicerinada.
As laminulas foram vedadas com esmalte de unha incolor e as laminas identificadas
com etiquetas adesivas. As fotos das laminas foram feitas através de uma camera
acoplada ao microscopico 6ptico e digitalizadas por meio do software Picostage.

Para as reacdes histoquimicas nas folhas foram usados os seguintes reagentes:
Sudam |ll, para detectar lipidios (SASS, 1951); Lugol, para amido (BERLYN
& MIKSCHE, 1976); Vermelho de Ruténio, para pectinas (JOAHNSEN, 1940);
Cloreto Férrico, para compostos fendlicos (JOHANSEN, 1940); Vanilina Cloridrica,
para taninos (MACE & HOWELL, 1974); Floroglucinol Acidificado, para lignina
(JOHANSEN, 1940); Reagente de Wagner, para alcaloides (FURR & MAHLBERG,
1981), Azul de Coomassie, para proteinas (FISHER, 1968); Azul de Toludina, para
mucilagem e pectinas (O’BRIEN et al., 1964) e Cafeina + DMACA, para flavonoides
(FEUCHT & SCHMID, 1983).

RESULTADOS

M. vacciniiifolia € uma epifita de caule reptante, longo, com ramificacbes que
permitem que o caule se fixe ainda mais ao foréfito (Fig. 1a, 1c e 1d), de coloracao
verde com uma parte achatada ligada ao foréfito, por onde saem as raizes e outra
arredondada por onde saem as folhas, coberto por muitas escamas de coloracéao
branca. A planta possui filotaxia alterna e as folhas sao curto-pecioladas e dimorfas,
sendo afolha estéril (Fig. 1c-d) ovada com apice arredondado, base cordada, margem
inteira, venagao peninérvia, livres entre si e superficie lisa. A folha fértil (fig. 1a-b) &
lanceolada, com apice agudo, base atenuada, margem inteira, venacéo peninévea,
livres entre si. Os soros estéo localizados na face abaxial das folhas férteis, é de
formato circular e coloracdo amarelada a marrom. Estéo distribuidos em duas fileiras
paralelas, sendo uma de cada lado da nervura central (Fig. 1a-d).

A raiz em corte transversal é circular e apresenta, da periferia para o centro,
epiderme unisseriada com numerosos pelos absorventes, cortex com duas camadas
de células parenquimaticas e duas de esclerénquima, interrompidas na regiao do
protoxilema e endoderme unisseriada com células pequenas e achatadas. No cilindro
vascular o periciclo é formado por uma camada de células e o floema se dispde
alterno ao xilema, pouco diferenciado na raiz (Fig. 2a).

O caule é cilindrico, levemente achatado na face abaxial, tendo uma epiderme
unisseriada com cuticula fina. O corte transversal evidenciou grandes escamas em

formato de hélice que saem de invaginagdes na epiderme. Possui aproximadamente
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quinze camadas de células parenquimaticas no cortex e de quatro a seis meristelos,
em volta de uma medula parenquimatica, sendo um meristelo maior voltado para o
lado adaxial e quatro a cinco menores voltados para o lado abaxial (Fig. 2b).

Os feixes vasculares (meristelos) do caule sdo concentricos anficrivais. O
periciclo é constituido por uma a mais camadas de células quadrangulares. Ao redor
dos feixes ha uma endoderme de células achatadas e uma bainha parenquimatica
que se cora de vermelho pela safranina (Figura 2c).

O corte transversal da folha demonstrou epiderme superior unisseriada com
paredes finas e cobertas por cuticula relativamente delgada, seguida internamente
por uma camada de células diferenciadas com caracteristicas de células aquiferas
(hipoderme). Possui de duas a trés camadas de células de parénquima pali¢cadico,
bem curtas, e de seis a sete camadas de células de parénquima lacunoso. Sob os
estdbmatos sdo observadas camaras subestomaticas amplas. A epiderme inferior é
unisseriada com parede delgada (Fig. 2d-e).

Na nervura central observou-se que na face abaxial existem cerca de quatro a
cinco camadas de células colenquimaticas de tamanhos e formatos diferentes entre si.
Préximo ao feixe vascular, existem cerca de trés camadas de células parenquimaticas
de formato irregular. O feixe vascular da nervura central &€ concéntrico anficrival. O
periciclo possui uma a duas camadas de células de formato irregular e a endoderme
uma camada de células achatadas. Envolvendo o feixe vascular, observa-se uma
camada de células grandes, a bainha, com espessamento em U, com conteudo de
cor castanho-avermelhado (Fig. 2f).

A epiderme do lado adaxial da folha em vista frontal € constituida por células
de formatos variados e paredes anticlinais sinuosas enquanto no lado abaxial estas
possuem paredes mais sinuosas que as da adaxial. Os estdmatos n&o apresentam
células distintas das células epidérmicas sendo, portanto, anomociticos. (Fig. 2g-h).

Os principais compostos encontrados nas folhas em M. vacciniifolia foram os
compostos fendlicos, sendo observados no conteudo das células da bainha dos
feixes vasculares (Fig. 3a), lignina nas paredes das células do xilema (Fig. 3b) e
flavonbides como contetdo de algumas células do parénquima da nervura central e
mesofilo (Fig. 3c-d). Para as outras reagdes realizadas ndo foram obtidos resultados
consistentes.
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Figura 1—a-d. Microgramma vaccinifolia in natura—a. folha fértil; b. folha fértil evidenciando
soros; c. folhas estéreis; d. detalhe da folha estéril e caulecom escamas esbranquigcadas.
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Figura 2 — Microgramma vacciniifolia —a. corte transversal da raiz; b. corte tranversal do
caule; c. detalhe de um feixe vascular do caule; d.corte transversal da folha e.detalhe de um
feixe vascular central da folha f. vista frontal da epiderme, lado abaxial; g.vista frontal
da epiderme, ladoadaxial; Barras: a, ¢, f-500um; b, d, e-1000um Legendas:Ce: célula
epidermérmica;Co: colenquima, Eb: epiderme, lado abaxial; Ed: epiderme, lado adaxial;
Ec: esclerénquima,Ed: epiderme adaxial, En: endoderme,Ba: baimha, Ep: epiderme,Et:
estdbmato, Fl: floema, Fv: feixe vascular,Hd: hipoderme adaxial,Pc: parénquima cortical, Pe:
periciclo, Pl: parénquima lacunoso, Pp: parénquima palicadico, Pm: parénquima medular, Xi:
xilema.Barras: a, ¢, e -500um; b,d,f,g —1000um.
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Figura 3—a-c.Testes histoquimicos —a.tanino no contetdo das células da bainha do
feixevascular(triangulo branco); b. lignina na parede do xilema(seta preta);c. flavonoéide no
conteudo de algumas células do colénquima(estrela branca).Barras: a, b -500um; c,
d-1000pm.Legendas: Xi: xilema, Fl:floema, Ba: bainha do feixe vascular, Pa: parénquima,
Co: colénquima, Ep:epiderme.

DISCUSSAO

As andlises morfolégicas do esporoéfito de Microgramma vacciniifolia,
demonstraram dimorfismo foliar, sendo as folhas estéreis menores e mais
arredondadas, enquanto as folhas férteis apresentaram conformacéo mais longa e
estreita. Esse padrao de dimorfismos também foi descrito por Mehltreter (2008) em
for6fitos de M. squamulosa, uma espécie do mesmo género da espécie descrita no
presente estudo. Essa caracteristica é observada em muitas espécies de epifitas
(DE LA SOTA, 1971).

Foi possivel observar uma grande quantidade de escamas cobrindo o caule de
M. vacciniifolia, sendo que a presenca e caracteristica destas auxilia no diagnéstico
e diferenciacdo das espécies pertencentes ao género Microgramma, também
observado em M. squamulosa (SUFFREDINI et al., 2008).

Apresencade hipoderme com caracteristicas de células aquiferas é considerada uma
adaptacao ao ambiente epifito, pois é tipica das folhas xeromérficas e responsavel pelo
armazenamento de agua (KRAUS, 1949, ESAU, 1965), além de ser responsavel pela
manutencdo da temperatura interna da folha (MADISON, 1977). E uma caracteristica
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descrita em muitas espécies da familia Polypodiaceae (TEJERO-DIEZ et al., 2010).

As plantas espifitas sdo geralmente expostas a uma grande incidéncia luminosa e
déficit hidrico, assim, as células grandes e com pouco conteudo interno que formam
o tecido da hipoderme, observado em M. vacciniifolia € um mecanismo especializado
para a absorcdo de luz, pois ajudam na captura de luz difusa, juntamente com a
densidade estomatica. (DE LA SOTA, 1963, DUBUISSON et al., 2009, LARCHER,
2000).

Além disso, A cor acastanhada vista nas células parenquimaticas proximas aos
feixes vasculares trata-se de compostos fendlicos, resultado comprovado pela reacao
com Cloreto férrico (JAIME et al., 2007, OGURA, 1972). Muitos compostos fendlicos
como taninos e flavonoides, também evidenciados pelo teste histoquimico com cafeina
e DMACA no presente estudo, podem apresentar propriedades antimicrobianas
(SCALBERT, 1991, VELURI, et al., 2004). Isso demonstra que os compostos fendlicos
s&o uma adapatacdo contra a herbivoria e a agdo de micoorganismos principalmente
nos feixes vasculares, os quais sdo responsaveis pelo transporte de nutrientes
e substéncias nas plantas. A presenca de compostos fendlicos em M. vacciniifolia
também foi descrito por Peres et al. (2009) em estudo sobre os compostos quimicos e
biologicos da espécie.

Com esta descricdo da espécie podem ser verificadas caracteristicas morfologicas
que favorecem sua adaptacdo aos periodos com escassez de agua e intensa
luminosidade a que se expdem as plantas epifitas, como a hipoderme e a cobertura dos
orgéos com escamas. A presenca marcante de substancias fenoélicas, conhecidamente
caracteristica das pteridéfitas, favorece também esta adaptacdo pela protecdo dos
pigmentos, como protegem a planta de herbivoros e outros predadores. Além disso,
substancias fendlicas possuem atividades biologicas podendo ser testadas, em futuras
pesquisas, sua acao antimicrobiana, antitumoral, entre outras.
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RESUMO: O dendezeiro possui grande
importancia econémica, devido a alta producgéo
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de Oleo, que é aplicado em varias areas da
industria alimenticia, cosmética, farmacéutica
e de biocombustiveis. O objetivo deste estudo
foi otimizar um protocolo de suspenséo celular.
Calos de dendezeiro hibrido IRHO cultivados e
multiplicados in vitro foram utilizados para iniciar
as suspensoes celulares (ECS) a partir de 2 g
de calos inoculados em erlenmeyer de 50 mL
contento 10 mL dos meios de cultura MS e Y3
suplementados com &cido citrico (250 e 500
mg.L"). As ECS foram avaliadas em relagéo a
oxidacéo e avaliadas histologicamente aos trés
meses de cultivo. Posteriormente as ECS finas
foram avaliadas em relacdo ao seu potencial
embriogénico com Carmim Acético (CA) e
Azul de Evans (AE) aos trés meses de cultivo,
e também histologicamente aos cinco meses
de cultivo. As ECS em meio de cultivo MS
apresentaram oxidacdo mesmo na presenca
de &cido citrico em ambas as concentragdes.
As ECS cultivadas em meio de cultura Y3 na
presenca do acido citrico ndo oxidaram, em
ambas concentracbes testadas. As analises
histologicas das ECS grossas e finas no meio
de cultivo Y3 na presenca de acido citrico a 250
mg.L" apresentaram células com caracteristicas
embriogénicas em maior quantidade, em
comparacao as células no meio de cultivo MS.
Pelo teste com CA e AE, as ECS finas aos trés
meses de cultivo apresentaram 36% de células
com potencial embriogénico coradas pelo CA.
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Aos cinco meses de cultivo foi observado por meio de testes histologicos a presenca
de embrides somaticos com protoderme, meristema fundamental e procambio sem
ocorréncias de variagdes somaclonais.

PALAVRAS-CHAVE: Elaeis guineensis, Cultura de Tecidos e Orgdos Vegetais,
Células embriogénicas.

HISTOLOGICAL ASPECTS OF DENDEZEIRO Elaeis guineensis Jacq. CELL
SUSPENSIONS

ABSTRACT: Oil palm has economic value, due to high oil production, which is applied
in various industry areas, such as food, cosmetics, pharmaceutical and biofuel. The aim
of this study was to optimize oil palm cell suspension protocol. /n vitro cultivated and
multiplied IRHO hybrid oil palm calli were used to initiate cell suspensions (ECS). 2 g of
callus were inoculated at 50 ml erlenmeyer containing 10 ml of MS and Y3 culture media
supplemented with citric acid (250 and 500 mg.L-1). ECS oxidation and histology were
evaluated after three months of cultivation. Subsequently, thin ECS were evaluated,
with Acetic Carmine (CA) and Evans Blue (AE), after three months of cultivation to
observe embryogenic potential, and after five months of cultivation histologically.
ECS in MS culture medium showed oxidation even in presence of citric acid at both
concentrations. ECS grown in culture medium Y3 + citric acid did not oxidize, at both
concentrations tested. Histological analyzes of thick and thin ECS, in culture medium
Y3 + citric acid at 250 mg.L' showed cells embryogenic characteristics compared with
cells in culture medium MS. About CA and AE test, thin ECS, at three months of culture,
showed 36% of cells stained by CA with embryogenic potential. Somatic embryos with
protoderm, fundamental meristem and procambium, without somaclonal variations,
was observed by histological tests after five months of cultivation.

KEYWORDS: Elaeis guineensis, Tissue and Plant Organ Culture, Embryogenic Cells.

11 INTRODUCAO

Na busca de patamares mais elevados de quantidade de 6leo produzido por
hectare, tém-se pesquisado espécies potenciais como, por exemplo, o dendezeiro,
cujo rendimento pode atingir 6 t ha-' de 6leo. Essa produtividade corresponde dez
vezes a producao de 6leo da soja, fato que caracteriza o dendé como a espécie de
maior produtividade de 6leo vegetal do mundo. Ele ainda tem a vantagem de poder
ser explorado por um periodo aproximado de 25 anos (MIRAGAYA, 2005; CAMILLO
et al., 2009).

O Brasil se destaca nesse cenario do biodiesel devido as suas grandes
dimensdes territoriais, diversidade edafica e climatica que sédo propicias ao plantio
de dendezeiro (SOARES et al., 2011). No entanto, a expanséo de palmeiras, tem
sido limitada pela disponibilidade de mudas. A propagacao convencional € realizada
principalmente por meio de sementes, que apresentam baixas taxas de germinacao
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e requerem um periodo substancial de 1 a3 anos, para produzir mudas (MARTINE
et al. 2009, LUIS et al. 2010). Sendo assim, a propagacéo in vitro € uma alternativa
eficiente para a propagacao em larga escala de muitas espécies (KANCHANAPOOM
e DOMYOAS 1999, STEINMACHER et al. 2007), incluindo o dendezeiro (DUVAL et
al. 1988).

A embriogénese somatica € um método de propagacao in vitro, que permite
a producéao de plantas a partir de células dipldides, sem fusdo de gametas. Ou
seja, através dessa técnica € possivel produzir plantas geneticamente iguais,
denominadas clones, sendo um dos métodos mais promissores para o cultivo de
mudas de dendezeiro com alta qualidade (THOMAS & RAO 1985). A embriogénese
somatica pode ocorrer de duas maneiras: indiretamente, com uma fase intermediaria
caracterizada por formacéo de calos ou diretamente, sem formacao anterior de calos
(GUERRA et al. 1998).

Na embriogénese somatica indireta, ocorre a desdiferenciacdo dos tecidos
para a formacao de calos e posterior diferenciacdo para formacao de embrides
somaticos. Para a indugdo dessas respostas fisiologicas geralmente € necessaria a
adicao de reguladores de crescimento. O Picloram se destaca entre os reguladores
de crescimento usados para a inducdo de calos com potencial embriogénico no
cultivo com palmeiras (STEINMACHER et al., 2007; MOURA et al., 2008; PADUA
et al., 2013; MAZRI et al., 2018). A associacdo de auxinas com citocinas, também
pode favorece a formacédo de calos, como observado em Paspalum vaginatum
Fliggé (NEIBAUR & ALTPETER, 2008) e Elaeis guineensis Jacq (SILVA et al., 2009;
BALZON, 2013).

A embriogénese somatica também pode ser obtida por meio de suspensdes
celulares. Geralmente, estas suspensdes celulares podem ser iniciadas pela
inoculacao de calos friaveis em meio liquido. As suspensdes devem ser mantidas no
escuro e sob agitacéo, a fim de evitar a formacao de gases e gradientes nutricionais
indesejaveis no meio de cultivo (LIMA, 2009).

Algumas espécies, principalmente as plantas lenhosas, demandam a adi¢ao
de antioxidantes no meio de cultivo, para impedir o escurecimento das culturas. Os
principais antioxidantes utilizados no cultivo in vitro sédo o acido ascérbico, acido
citrico, carvdo ativado, polivinilpirolidona (TORRES et al., 2018 ANGELO et al.,
2013; BALZON et al., 2013). Suspensodes celulares de Bauhinia holophylla foram
obtidas, com melhor padrao de crescimento, a partir da utilizacado de meios de cultivo
suplementado com acido citrico (REZENDE, 2018).

O crescimento e a qualidade das suspensdes celulares, pode ser observado
por meio de diferentes metodologias. Qualitativamente é possivel identificar por meio
de anélises histolégicas, células com potencial embriogénico (FILLIPI et al. 2001;
STEINER et al. 2005; MOURA et al. 2008). As células embriogénicas sdo pequenas
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e morfologicamente costituidas de nucleo volumoso, conteudo citoplasmatico denso
e parede celular delgada, devido a alta atividade metabdlica, as ndo embriogénicas
apresentam célula alongadas e possuem nlcleos pequenose citoplasma menos
denso em funcdo do maior grau de vacuolizacdo (APPEZZATO-DA-GLORIA et
al. 2005). A selecao das suspensoes celulares com caracteristicas embriogénicas
aumenta significativamente a eficiéncia do processo de propagacao in vitro, reduzindo
0 tempo necessario e os custos de producgdo. Outro teste é a dupla coloracdo com
Carmim-Acético e Azul-de-Evans, esses corantes inferem o potencial embriogénico
da suspenséo. Células com caracteristicas embriogénicas séo reativas ao Carmim-
Acético e geralmente se dispdem em aglomerados, enquanto que as células
permedaveis ao Azul-de-Evans sdo alongadas e altamente vacuoladas (STEINER,
2005).

Além disso, durante o cultivo de tecidos vegetais in vitro, existe o risco de
ocorrerem variagdes somaclonais nas células, embrides somaticos ou nas plantas
regeneradas. Sendo esse risco maior quando as plantas sdo adventicias, ou
seja, originam-se por meio de calos, de suspensédo celular, de protoplastos e de
embriogénese somatica. Por meio de analises histologicas, além de observar as
caracteristicas embriogénicas e nao embriogénicas da cultura pode-se também
acompanhar o padrdo de desenvolvimento dos embrides somaticos e avaliar a
possibilidade de variagcdes somaclonais.

Assim, a cultura de células ou suspensao celular € uma técnica que permite a
inducao, multiplicacdo e manutencao de células em meio liquido, as quais apresentam
taxas de divisdao muito mais elevadas comparadas as cultivadas em meio sélido
(GUERRA et al., 1999; MATSUMOTO, 2006; GEORGE et al., 2008).

O objetivo deste estudo foi otimizar o estabelecimento de suspensdes celulares
in vitro de dendezeiro e avaliar o seu potencial embriogénico.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal e desinfeccao

Para a realizagcdo deste estudo, foram utilizadas inflorescéncias de E.
guineensis Jacq. hibrido IRHO da empresa DENPASA do estado do Par4, Brasil. As
inflorescéncias foram lavadas em agua corrente e a primeira bractea foi removida.
Em seguida, levadas para cdmara de fluxo laminar, imersas em hipoclorito de sédio
(1,25%) adicionado de 5 gotas de Tween por litro e mantidas em agitador magnético,
sob agitacdo constante por 20 minutos. Posteriormente, as inflorescéncias foram
lavadas trés vezes em agua destilada autoclavada e a segunda bractea foi removida
para expor as inflorescéncias.
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2.2 Inducao e multiplicacao de calos

Para indugéo de calos, explantes de 0,5 cm das inflorescéncias foram isolados
e inoculadas em placas de Petri contendo meio de cultura MS (MURASHIGE e
SKOOG 1962), adicionado da auxina picloram, na concentracdao de 10,0 mg L-' e
suplementado com carvao ativado a 0,1%. Apds a inoculacéo, os explantes foram
mantidos em uma sala de crescimento, no escuro e a temperatura de 27 = 2 °C.
Dez explantes foram inoculados por placa de Petri, e foram utilizadas 10 placas por
tratamento, totalizando 10 parcelas com 10 repeticoes.

Na multiplicacdo dos calos embriogénicos, foi utilizado o meio de cultura
denominado MM, consistido de meio de cultura MS com metade dos sais,
suplementado de 5 yM de 2,4-D; 4,92 uM de IBA; 9,84 uM de 2-iP; 30 g/L"de
sacarose. Os explantes foram transferidos para novo meio de cultura a cada 30 dias.
Durante o experimento, que totalizou 3 meses, os calos foram mantidos em uma sala
de crescimento, no escuro, a uma temperatura de 27 + 2° C.

2.3 Suspensao celular

Para a obtencdo das suspensdes celulares, os calos foram inoculados em
erlenmeyer de 50 mL, contendo 10 mL de meio de cultura liquido e 2 g de calos.
Os meios de cultura avaliados foram, meio de cultura A constituidos pelo meio
MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) com metade da concentracdo dos sais e
suplementado de 5 uM de 2,4-D; 4,92 uM de IBA; 9,84 uM de 2-iP, utilizado como
controle, Meio B — meio de cultura A acrescido de 250 mg.L" de acido citrico; Meio
C - meio de cultura A suplementado com 500 mg.L" de &cido citrico; Meio de cultura
D — meio de cultivo Y3 (EEUWENS, 1978) suplementado com 1 mg.L" de picloram,
Meio E — meio de cultura D suplementado com 250 mg.L" de acido citrico; Meio F
- meio de cultura D suplementado com 500 mg.L' de acido citrico. Todos os meios
de cultivo foram adicionados de 30g. L-! de sacarose e o pH foi ajustados para 5,7 +
0,1 antes da autoclavagem a 121 °C por 20 minutos. As suspensoes celulares foram
mantidas em shaker a 100 rpm, no escuro, e 0 meio de cultivo foi renovado em dois
tercos do volume a cada 15 dias. Apo6s 15 dias de cultivo as suspensoes celulares
foram avaliadas quanto a oxidacgao.

2.3.1 Analises Citolégicas das Suspensées celulares

As suspensdes celulares classificadas como grossas e finas, cultivadas durante
trés meses em meio de cultura B e E, foram selecionadas para analises citologicas.
Amostras das suspensOes celulares foram fixadas em FAA (formol, acido
acético e etanol), durante 72 horas, e conservadas em etanol 70%. Para o preparo
das laminas, as amostras foram desidratadas em série etilica, infiltradas em alcool
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+ resina (50%) overnight, em seguida em resina pura durante 48 horas, e depois
emblocadas em resina Leica, de acordo com o protocolo do fabricante. Os blocos de
resina foram seccionados, com espessura de 5 um, em micrétomo rotativo, coradas
com Azul de toluidina 0,05%, montadas em |amina e visualizadas nos aumentos de
100x e 200x em microscopio fotdnico Zeizz Scope.A1 acoplado com camera.

2.3.2 Cultivo de suspensées celulares finas

As suspensoOes celulares finas, obtidas quando peneirou a primeira suspensao
celular iniciada pelos calos, foram cultivadas em meio de cultura MS liquido (sem
adicao de agar), durante 5 meses, com metade da concentracdo de sais e adicionado
de 5 uM de 2,4-D; 4,92 uM de IBA; 9,84 uM de 2-iP suplementado com 250 mg.L-' de
acido citrico e analisadas por testes citologicos (item 2.3.1).0 potencial embriogénico
foi analisado através do teste de dupla coloracdo Carmim acético e Azul de Evans.

2.3.2.1 Andlise do potencial embriogénico

As caracteristicas pré-embriogénicas das suspensodes celulares finas foram
analisadas pelo teste de dupla coloracdo com Carmim acético e Azul de Evans.
Para avaliagcéo foi coletado em tubos Eppendorf, 1mL de suspensao celular. Apos
a decantacao, o sobrenadante foi retirado com uma pipeta e entao adicionado 200
yL do corante Carmim acético 2% onde permaneceu em reacdo por 1 minuto. Apds
esse periodo o material foi lavado com agua destilada para a retirada do excesso do
corante. Adicionou-se 100 yL de Azul-de-Evans 0,1%, o qual ficou em reacgao por 30
segundos, com posterior lavagem utilizando agua destilada para retirada do excesso
do corante (VALENTE, 2007). Por fim foram adicionados em cada eppendorf 200uL
de agua glicerinada 50% das quais foram distribuidos 20uL/lamina, sendo 5 laminas
para cada tratamento.

As suspensodes celulares foram visualizadas (Leica Microscépio DM LS® com
a camera Nikon® conectada) em aumento de 200X. As areas coradas com Carmim
acético (CA) e Azul de Evans (AE) foram medidas utilizando-se o software ImageTool
e 0s 5 melhores campos de cada lamina foram digitalizados. A calibracéo do software
foi feita por meio de digitalizacdo de uma lamina micrometrada, utilizada no mesmo
aumento das fotografias (PEREIRA et al., 2008).

Foram avaliadas as porcentagens das areas coradas com CA e AE e a area
total ocupada pelas células da suspensédo celular, através de analise estatistica.
Os dados foram analisados de forma completamente randomizado (CRD), com 25
repeticdes. Os resultados foram comparados utilizando-se teste de Scott-Knott a 5%
do valor nominal em nivel de significancia(Software Sisvar 5.0,FERREIRA, 2008)

Ciéncias Biolégicas: Campo Promissor em Pesquisa 3 Capitulo 17




2.2 Resultados e discussao

As suspensoes celulares foram obtidas a partir de calos embriogénicos induzidos
nos meios de cultivo MS e Y3. No entanto, as ECS obtidas no meio de cultura B
e C apresentaram, a partir do terceiro dia, apds a inoculagdo, escurecimento e a
oxidacao das células, apesar da introducéao do agente antioxidante acido citrico nas
concentracdes de 250 e 500 mg.L", ,. Por outro lado, os meios de cultura E e F;
constituido dos sais do meio de cultura Y3 e acido citrico em ambas as concentragoes,
nao apresentaram oxidacéo.

As suspensdes celulares foram classificadas em grossa (Figura 1 Ae C), obtidas
a partir dos calos inoculados e suspenséo celular fina (Figura 1 B e D), resultantes
das células que se soltaram da suspensao celular grossa e foram peneiradas em
peneira de inox autoclavada (Figura 1 B e D).

Figura 1 — Suspensao celular de Elaeis guinenesis hibrido IRHO em diferentes meios de
cultura. A) Suspensao celular em meio de cultura A. B) Suspensao celular em meio de cultura
B. C) Suspenséao celular em meio de cultura C. D) Suspenséo celular em meio de cultura D. E)

Suspenséo celular em meio de cultura E. F) Suspenséo celular em meio de cultura F.

A oxidacdo das culturas pode ser reduzida com por diversas maneiras
dependendo do explante e da espécie em estudo, como exemplo o pré-tratamento
dos explantes, a adicdo de antioxidantes ao meio de cultura, a incubagao inicial
dos explantes no escuro e a reducao da concentragdo de sais ao meio de cultura
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998; CALDAS, HARIDASAN e FERREIRA 1998,
AKHTAR et al., 2016).

Neste trabalho, verificou-se que a introducdo do antioxidante acido citrico,
nas concentragdes avaliadas, ndo foi eficaz no controle da oxidagcao das células

cultivadas em meio de cultura A. Porém, a reducao das concentracdes de sais, que
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constituem o meio de cultura B (Y3), suplementado com acido citrico em ambas
as concentracdes testadas, promoveu a auséncia de oxidacdo nas suspensodes
celulares.

Kanchanapoom e Chourykaew (1998), para evitar a oxidagdo das culturas,
subcultivaram semanalmente as suspensdes celulares de dendezeiro e obtiveram
uma suspensao celular apos trés meses de cultivo.

O escurecimento dos tecidos também tem sido atribuido a liberagdo de
compostos fendlicos, durante a excisdo dos explantes, inibindo o crescimento das
células vegetais e levando a morte (JONES e SAXENA et al. 2013). O dendezeiro,
assim como as plantas lenhosas, tende a oxidar ao redor da superficie excisada, fato
que pode interferir na composicao do meio de cultivo e na absor¢céo de nutrientes
(CORDEIRO et al.,, 2004; NIC-CAN et al., 2015). Por isso, se faz necessaria
muitas vezes a introduc&o de agentes antioxidantes, como exemplo o 4cido citrico
(TORRES et al., 2018), carvao ativado (BALZON et al., 2013), acido ascérbico e
polivinilpirolidona (ANGELO et al., 2013) sdo os mais citados no cultivo in vitro de
lenhosas (BALZON et al., 2013).

Outro fator que pode gerar a oxidagao das culturas in vitro € a constituicdo do meio
de cultivo utilizado. O meio de cultura Y3 é composto por pequenas concentragdes
de sais, em relagdo ao meio de cultivo MS, que apesar de ter sido utilizado com
metade de seus nutrientes, contém maior concentracdo de sais, principalmente o
macronutriente nitrogénio.

O processo oxidativo em espécies lenhosas pode estar relacionado a
concentracéo dos sais minerais do meio de cultura, especialmente o nitrogénio, a
partir do nitrato de aménio (FORTES, 1992; CORDEIRO et al. 2004). O nitrogénio
€ incluido no meio nutritivo na forma de sais inorgéanicos, porém a forma e a
concentracdo requerida é variavel entre as espécies, sendo necessario encontrar
o balanco ideal de NH*/ NO?* para um desenvolvimento satisfatério (CALDAS;
HARIDASAN; FERREIRA, 1998).

Analises Citoldgicas das Suspensoes celulares

As suspensdes celulares classificadas como grossas cultivadas em meio
de cultura B, apresentaram regidées com células alongadas e na regido interna
aglomerados de células com formato arredondado, porém poucas células
apresentavam nucleo evidente. Por outro lado, as suspensdes celulares finas, no
mesmo meio de cultivo B, apresentaram aglomerados com células pequenas e
isodiamétricas, caracteristicas embriogénicas; e ao redor células mais alongadas e
sem nucleo evidente, caracterizando células inviaveis.

No entanto, ambas as suspensdes celulares, grossas e finas, cultivadas em
meio de cultura E, apresentaram caracteristicas embriogénicas, como aglomerados
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de células arredondadas, com nucleo proeminente, intensa divisdo celular e poucas

regides formadas por de células com aspecto inviavel.

Figura 2 — Fotomicrografias das células de suspensdes celulares de dendezeiro (Elaeis
guineensis Jacq.) coradas com azul de toluidina a 0,12%. A) Suspenséo celular grossa em Meio
de cultivo B. Células alongadas sem nucleo evidente (setas). B) Suspensao celular fina em
meio de cultura B. Células dispostas em aglomerados. C) Suspensao celular grossa em meio
de cultura E. Células justapostas, isodiamétricas com nicleo proeminente e intensa divisao
celular. D) Suspensao celular fina em meio de cultivo F. Células dispostas em aglomerados com
nacleo proeminente.

Torres et al. (2013), observaram células com potencial embriogénico de cafeeiro,
cultivadas em suspenséo até os 20 dias sem a renovagado do meio de cultura. A
suspensao celular apresentava pequenas células isodiamétricas com divisao celular
aparente, nucleos grandes (TORRES et al., 2013). No presente estudo as suspensoes
célularem mantiveram seu potencial embriogénico, variando a quantidade de células

embriogénicas, durante a renovagcédo do meio de cultura a cada 15 dias.

Analise do potencial embriogénico

As suspensdes podem apresentar ou ndo caracteristicas embriogénicas, e
alguns testes colométricos podem ser utilizados para a determinacéo da viabilidade
celular. Os corantes Carmim-Acético e Azul-de-Evans refletem a integridade
das estruturas celulares como o nucleo e membrana plasmética (VAZHANGAT e
THOPPIL, 2016).

As suspensodes celulares finas cultivadas em meio de cultura E, durante cinco
meses, foram analisadas quanto ao potencial embriogénico, utilizando-se o teste de
dupla coloragéo com os corantes Carmim acético e Azul de Evans. Foram identificados
aglomerados celulares com forte afinidade pelo corante Carmim Acético, coradas de
vermelho e circundado por células coradas com Azul de Evans. As células coradas
com Carmim Acético sdo pequenas e isodiamétricas e justapostas, em contraste

com as células coradas com Azul de Evans, que séo alongadas e dispersas. Nas
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suspensodes celulares analisadas, apresentaram 64% de area corada com Azul de
Evans e 34% com Carmim acético.

Figura 3 — Fotomicroscopia do teste de dupla coloracdo com Carmim acético e Azul de
Evans das suspensoes celulares finas em meio de cultura E. Células alongadas com espaco
intercelular e sem nudcleo evidente, coradas com Azul de Evans (setas) e células justapostas,

pequenas e isodiamétricas coradas com Carmim Acético (CPE= células com potencial

embriogénico).

Segundo Munhoz et al. (2008), a reacao positiva ao corante Carmim Acético
demonstra integridade cromossémica. Nosso dados corroboram os achados de
Steiner et al. (2005), que enfatizam a afinidade do corante Carmim acético para
pequenas células isodiamétricas e o Azul de Evans afinidade por células alongadas
em calos da Araucaria angustifélia. O Azul de Evans penetra nas rupturas da
membrana plasmatica das células, indicando a morte celular (BHARGAVA et al.,
2007). A viabilidade celular e a permeabilizacdo da membrana obviamente mudaram
quando as células foram transferidas para o meio liquido. A transferéncia provoca
rapido aumento nos niveis de atividade da polifenol oxidase e na producéo de
polifendis (YALI et al., 2015).

Gatica-arias et al. (2008) avaliaram a viabilidade embriogénica das suspensdes
celulares de cafeeiro usando o corante Azul de Evans, observaram que as células
nao viaveis se coram intensamente de azul, enquanto células viaveis ndo reagiram
e apresentaram forma isodiamétrica, citoplasma denso e nucleo com nucléolos
proeminente. A quantidade de Azul de Evans que entra e se liga a célula reflete o
grau de perda de integridade da membrana celular (XU et al. 2014).

Analises citoldgicas das suspensoes celulares finas

As suspensbes celulares finas em meio de cultura E, ap6s cinco meses de
cultivo, apresentaram organizagdo tecidual, sugerindo o desenvolvimento de
embrides somaticos. Os aglomerados celulares passaram a apresentar os tecidos
meristematicos primarios protoderme, meristema fundamental e procambio. Nesta
fase de desenvolvimento ndo foram identificadas variagdes estruturais, que podem

ser indicadoras de variagdes somaclonais no cultivo de dendezeiro (Figura 4).
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Figura 4 — Fotomicrografia de embrides somaticos obtidos de suspensdes celulares finas. A)
Embrides em estadio globular para torpedo. Inicio de formacéao de possiveis traqueides..B)
Embrides em estadio torpedo. 1 e 2 —meristema fundamental e 3 — Procambio.

Monteiro et al. (2011) estudaram suspensdes celulares de bananeira e
observaram o efeito do tamanho dos propagulos, diferenciados em meio de cultura de
consisténcia liquida. Esses autores observaram que propagulos celulares superiores
a 5 mm de didmetro permitiram maior regeneracao e diferenciacdo de embrides
somaticos. Diferente deste trabalho, pois as suspensdes grossas ndo desenvolveram
embrides somaticos. Esses resultados corroboram com os encontrados por Monteiro
(2013) em estudos com suspensodes celulares de dendezeiro, mostrando que o
padrdo dos propagulos é dependente da espécie.

Dados de estudos com outra palmeira Phoenix dactylifera, mostraram que os
embrides formados possuem células pequenas com caracteristicas meristematicas
e nucleos densos (ASLAM et al., 2011).

Balzon et al. (2013) observaram em Elaeis guineensis, que as células
embriogénicas que se proliferaram possuem caracteristicas isodiamétricas,
pequenas, com citoplasma denso e nucleo volumoso. A partir dessas células, foi
possivel observar a formacao de proembrides.

Células fortemente coradas mostradas na figura 4% por setas, indicam a
ocorréncia de possiveis elementos traqueias, também observados em estudos
com dendezeiro por Monteiro (2013), onde observaram em cultura de células em
suspensao a diferenciacdo de agregados celulares, com a presenca de elementos
traqueais identificados por paredes celulares espessadas. Provavelmente, devido a
isso a maior afinidade pelo corante, como também observado neste estudo. Segundo
Monteiro (2013) a ocorréncia de elementos traqueais entre as estruturas globulares,
confirma a sua origem procambial.

Resultados semelhantes foramrelatados por Angelo etal. (2013) que observaram
a formagédo de procambio, meristema fundamental e protoderme; em embrides de
dendezeiro. Monteiro (2013) observou essa diferenciacao, das suspensdes celulares
em embrides somaticos, apds 30 dias. Neste estudo foi possivel observar a presenca
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de embrides somaticos, apds cinco meses de cultivo. Este fato pode estar relacionado
com alteracOes nas concentracdes dos reguladores de crescimento usados no meio
de cultivo.

Fki et al. (2003), observaram que o desenvolvimento de grande numero de
embrides somaticos em células em suspenséo de tamareira (Phoenix dactylifera L.
cv. Deglet Nour) ocorreu em meio de cultura com composicéo diferente do meio de
cultivo utilizado para de indugcdo das suspensodes celulares.

No presente estudo as regides meristematicas, formadas por células com
nacleos grandes em relacédo ao citoplasma, intensa atividade metabdlica e divisao
celular corroboram com as caracteristicas observadas por Moura et al. (2008) e Silva
et al. (2012), em trabalhos realizados com as palmeiras Acrocomia aculeata e Elaeis
guineensis, respectivamente.

Verdeil et al. (2001) e Sané et al. (2006), estudando a aquisicado da competéncia
embriogénica em Cocos nuciferae Phoenix dactylifera, respectivamente, observaram
o isolamento dos pré-embrides pelo espessamento da parede celular exterior.

Em dendezeiro, Balzon et al. (2013) e Silva et al. (2012), também observaram
na fase de inducdo da embriogénese somatica, regides meristematicas, com
intensas divisdes celulares, que posteriormente evoluiram para agrupamentos de
células com pro-embrides, em fase semelhante ao estagio globular. Através dos
cortes histolégicos, também foram observadas células parenquimaticas grandes e
vacuoladas, com espacos intercelulares reduzidos e parede celular mais espessa do
que nas demais células dos agregados.

Al-Khayri (2012) observaram em Phoenix dactylifera L. aumento na producao
de embrides somaticos pela técnica de suspensao celular.

31 CONCLUSAO

As suspensoes celulares de dendezeiro foram obtidas com maior sucesso em
meio de cultura Y3 suplementado com 250 mg.L-' de acido citrico, sem oxidag¢ao das
células e meio de cultivo.

Por das analises histolégicas pode-se confirmar que o meio de cultivo Y3
suplementado com 250 mg.L-' de acido citrico mais indicado, utilizando suspensdes
celularesfinas, pois as células apresentaram em maior quantidade com caracteristicas
embriogénicas.

O teste de dupla coloracao com CA e AE apresentou células com alto potencial
embriogénico.

As suspensdes celulares finas, com 5 meses de cultivo, contém embrides
somaticos com padrao de desenvolvimento normal.
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RESUMO: Existem um grande numero de
doencas que podem acometer a pele, desde
despigmentagcdo como no vitiligo a formacéo
de metastase como no céncer de pele do tipo
melanoma que pode levar a morte do individuo.
As plantas sao utilizadas como medidas
terapéuticas para tratamento da saude desde
os primérdios da civilizacdo humana, sendo a
principal fonte de novas moléculas com grande
potencial medicinal. A Pyrostegia venusta (Ker
Gawl.) Miers é usada na Medicina tradicional
Brasileira, popularmente conhecida como
Cip6-de-Sdo-Jodo. E uma planta utilizada
para o tratamento de infeccbes respiratorias,
diarreias, doencas inflamatorias e como terapia
apropriada para tratamento da despigmentacao
dapele (Vitiligo). Esse estudo teve como objetivo
avaliar a composicdo histoquimica de flores,
bem como determinar a atividade citotoxica e
melanogénica de células de melanoma murinho
B16-F10 induzida pelo extrato etandlico de
flores de Pyrostegia venusta (eePV). Foram
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utilizadas técnicas de hitoquimica para marcagédo de compostos presentes na sua
estrutura floral. Avaliou-se a citotoxidade do eePV e da radiacao ultravioleta A (UVA)
e C (UVC) pelo método de fotométria (MTT) e por microscopia de fluorescéncia. Além
disso, quantificou-se a concentracdo de melanina antes e apés tratamento com eePV
e/ou radiacdo UVA e UVC. Nossos resultados da histoquimica mostraram a presenca
de compostos fendlicos, flavonoides e amido nas flores. O eePV induziu citotéxica
seletiva em um fator superior a 3 em B16-F10 em relagdo as células controles de
ovario de hamster chinés (CHO-K1). Além disso, o eePV induziu aumento significativo
do conteudo de melanina que foi concentracao e tempo dependente.
PALAVRAS-CHAVE: Plantas Medicinais; Citotoxicidade; Cancer.

HITOCHEMICAL, ACTIVITY CYTOTOXIC AND MELANOGENIC OF THE Pyrostegia
venusta (Ker Gawl.) Miers FLOWERS IN CELLS OF MURINO MELANOMA B16-F10
EXPOSUD TO UVA AND UVC RADIATION

ABSTRACT: There are a large number of diseases that can affect the skin, from
depigmentation such as vitiligo to metastasis formation such as melanoma skin cancer
that can lead to death. Plants have been used as therapy for health care since the
beginning of human civilization, being the main source of new molecules with high
medicinal potential. Pyrostegia venusta miers is used in traditional Brazilian medicine,
popularly known as "cipo-de-Sao-Joao". It is a plant used to treat respiratory infections,
diarrhea, inflammatory disease and appropriate therapy on treatments for skin
depigmentation (vitiligo). This study aimed to evaluate the histochemical composition
of flowers as well as to determine the cytotoxic and melanogenic activity of murine
B16-F10 melanoma cells induced by the ethanolic extract of Pyrostegia venusta miers
(eePV) flowers. Hytochemistry techniques were used to label compounds present in
their floral structure. The cytotoxicity of eePV and ultraviolet radiation A (UVA) and C
(UVC) was evaluated by photometric method (MTT) and fluorescence microscopy. In
addition, melanin concentration was quantified before and after treatment with eePV
and / or UVA and UVC radiation. Our histochemical results showed the presence of
phenolic compounds, flavonoids and starch in the flowers. EePV induced selective
cytotoxic factor greater than 3 in B16-F10 melanoma cells relative to chinese hamster
ovary (CHO-K1) cells. In addition, eePV induced a significant increase in melanin
content which was concentration and time dependent.

KEYWORDS: Medicinal plants; Cytotoxicity; Cancer.

11 INTRODUCAO

Vitiligo é a doenca de desordem pigmentar mais prevalente em todo o0 mundo,
com taxa de incidéncia podendo variar entre 0,1% a 2% na populagcdo mundial. Sua
prevaléncia € mais relatada por pessoas que possuem pele mais pigmentada, no
entanto ndo ha dados que associem o vitiligo com uma etnia especifica (WOLFF et
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al., 2008). Essa doencga possui carater genético, provocada por alteracdo de carater
dominante em gene autossémico com penetrancia incompleta (BURNS et al., 2004),
com isso € possivel observar uma maior probabilidade de aparecimento em pessoas
filhas de individuos com essa sindrome. No entanto n&o se exclui o aparecimento de
novos casos em familias que antes ndo havia sido observadas (LOTTI et al., 2008;
LEBWOHL et al., 2013).

O melanoma é outra enfermidade que acomete a pele, possuindo importancia
epidemiologica ainda maior. Foram estimados para o ano de 2018 cerca de 6280
novos casos somente no Brasil. Apesar de ser o tipo de neoplasia com menor
prevaléncia no tecido cutaneo, possui alta taxa de mortalidade, fazendo com que
o individuo acometido tenha poucas chances de se reestabelecer (DE OLIVEIRA
SANTOS, 2018).

As plantas produzem grupos de substancias conhecidas como metabdlicos
secundarios e nesse grande grupo estdo classificados os terpenos, alcaloides
e flavonoides, que como o préprio nome sugere, possuem funcdo secundarias
na manutencdo da viabilidade do individuo, ou seja, ndo sendo necessaria como
requisitos minimos para a vida da planta. Normalmente estdo associados a atividade
antioxidantes, antimicrobiana, reprodutora além de ser utilizado na protecao contra
predacéo por herbivoros. Desta forma as plantas possuem um grande potencial
medicinal, podendo ser material para estudo e possivelmente elaboragcédo de novos
farmacos (ROSENTHAL E BERENBAUM, 2012).

O uso de plantas como medida terapéutica foi adotado por varias comunidades
ao redor do mundo durante a histéria, essa pratica € ainda bastante difundida em
nosso pais. Pyrostegia venustra Miers € conhecida popularmente como cipd de séao
Jodo, é nativa do Brasil e, por conta da sua utilizacdo como ornamentacéo de jardins,
atualmente ela possui uma distribuicdo bem ampla ao longo pais (MEANINGER,
1970). Além disso, seu tbnico, preparado a partir da decoc¢cado das suas cascas,
folhas ou flores é largamente utilizado na medicina tradicional para o tratamento
diversas doencas, dentre elas estdo, infeccbes respiratdrias, bronquite, diarreia,
vitiligo, ictericia e nauseas (FERREIRA et al., 2000).

Ao longo do tempo o conhecimento popular acerca de Pyrostegia venustra
Miers vem sendo validado a partir de pesquisa cientificas, mostrando resultado muito
interessantes no ponto de vista da fitoquimica e da atividade biol6gica dos seus
componentes. Atualmente ja existem trabalhos que associam extratos dessa planta
a atividade antioxidante (ROY et al., 2011), antimicrobiana (BOUZADAET al., 2009),
antinflamatéria (Roy et al., 2012), melanogénica (MOREIRA et al., 2012) e usada
para o tratamento das complicagdes associadas a disfuncbes hormonais causas
pela menopausa (VELOSO et al., 2010).

Visto isso, este trabalho teve como objetivo identificar os compostos quimicos
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e avaliar o potencial do extrato etandlico das flores de Pyrostegia venustra Miers
(eePV) na promocao da atividade citotoxica contra células de melanoma murinho
B16-F10 bem como a capacidade melanogénica em B16-F10 apés tratamento com

eePV associada a irradiagdo com ultravioleta A e C.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta e Preparo dos Extratos

O espécime em estudo foi coletado na cidade de Sete Lagoas - MG, sendo
elaborada uma exsicata e depositada no herbario da Universidade Estadual de Santa
Cruz (UESC) com o numero de voucher: 20327 (Figura 1). Apés coleta do material,
as flores da Pyrostegia venusta Miers foram destacadas dos seus galhos, secas em
estufa de circulacao forcada de ar a 50°C durante uma semana e pulverizadas com
o uso de moinho de facas. O extrato etandlico (eePV), foi preparado utilizando 10g
das flores em pé e colocadas em contato com 100mL de Etanol (70%) durante 2 dias
sendo protegido da luz. Apds esse periodo os Extratos foram coados em papel filtro
e secos com auxilio de centrifuga a vacuo a 4°C para evitar possivel degradagao de

compostos presentes no extrato.

Figura 1 - Pyrostegia venusta Miers., ramos com flores e frutos.

2.2 Histoquimica das Flores

Para as reacdes histoquimicas foram feitos cortes a mao em botdes florais em
pré antese. Os cortes foram realizados com navalhas de aco de barbear e suporte
de isopor na regidao mediana da corola. Cortes sem reacdao foram montados entre
laminas e laminulas com agua para o controle branco. Foram realizados testes

para detectar a presenca de compostos fenélicos com Cloreto férrico (JOHANSEN,
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1940), para amido com Lugol (JOHANSEN, 1940), para lipidios totais com Sudam
Il (SASS, 1951) para alcalbéides com reagente de Wagner (FURR & MAHLBERG,
1981), para flavondides com cafeina e DMACA (FEUCHT & SCHIMID, 1983) e para
lignina com Floroglucinol acidificado (JOHANSEN, 1940).

2.3 Cultivo Celular

Nessa pesquisa foram utilizadas linhagens de melanoma murinho (B16-F10)
e de ovario de hamster chinés (CHO-K1), ambas as linhagens obtidas através
do Banco de Células da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Foram
cultivadas em garrafas de cultura de 75cm? com meio RPMI suplementadas com
10% de Soro Bovino Fetal (SBF) e 1% de antibidticos, estreptomicina e gentamicina
e meio de cultura foi renovado a cada 48 horas e mantidas em incubadas em estufa
a 37°C e 5% de CO,,.

2.4 Ensaio de Citotoxidade do eePV, UVA e UVC por MTT

Para determinacé&o da citotoxidade em linhagens B16-F10 e CHO-K1, foram
semeadas 5x10° células em placa de 96 pocos. ApOs 24 horas foram realizados os
estimulos com eePV em concentragdes entre (1000 — 0,01pg/mL) permanecendo
em contato com as células durante 48h, o mesmo foi feito em uma placa de 24 pogos
contendo 5x10* células, tendo alteragcdo apenas na forma de tratamento. Nesse
caso foi utilizado radiagao ultravioleta do tipo A e C com energia entre (60 — 5 mJ/
cm?), apds o tratamento essas células também foram incubadas por 48h. Por fim,
ambas as placas tiveram o meio substituido por solu¢ado de MTT (0,5mg/mL) diluido
em meio RPMI sem suplementacdo sendo incubada durante 4 horas. Apoés isso a
solucdo de MTT foi substituido por isopropanol, em seguida a absorbéancia desse
ensaio foi quantificada utilizando fotometria com comprimento de onda de 570nm
(RISS et al., 2016).

2.5 Microscopia de Fluorescéncia

Foram semeadas 4x10* células de B16-F-10 em placa de 6 pocgos, ap0s 24h
foram estimuladas com eePV em concentragéo relativa ao valor do seu ic,, 9,8ug/
mL nos tempos de zero, 4 e 48 horas. Ap6s o0 periodo determinado para cada grupo
experimental, as células foram lavadas com PBS, fixadas com etanol e coradas com
os seguintes marcadores DAPI (A_, = 340nm e A, = 488nm) que possui afinidade
pelo nacleo celular e Rodamina (A, = 560nm e A_, = 580nm) que interage com
membrana plasmatica da célula. Apos periodo de 20 minutos para cada marcacao,
as células forma lavadas por mais duas vezes para retirar o excesso de marcadores
(BUTCHER et al., 1980; CHAZOTTE, 2011). Feito isso, os pog¢os foram observados
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com auxilio de microscopio de fluorescéncia.

2.6 Associacao numero de células e contetiido de melanina:

Primeiro foi determinada a taxa de crescimento do melanoma B16-F10, para
isso 0 numero de células foi acompanhado durante 7 dias. O equivalente a 1x10°
células foram semeadas em uma placa de 6 pogos, onde a cada dia as células
eram retiradas dos pogcos com auxilio da solugcéo de tripsina e 0 seu numero era
quantificado utilizando camara de Neubauer e com auxilio de azul de trypan, para
marcar quais células encontravam-se viaveis, apds a quantificacdo das células nos
quadrantes da camara a seguinte equacao foi respeitada (Numero de células total/
namero de quadrantes x 10000 x fator de diluicao) para determinar o numero total
de células a cada dia.

Concomitantemente era feita medi¢cdo da concentragdo de melanina intracelular
para cada dia de estudo. Para isso as células foram lavadas com PBS (0,9% NaCl),
e submetidas a uma solucéo de lise celular (PBS + 10% de dimetilsulfoxido) a 80°C
durante uma hora, a melanina era solubilizada em hidréxido de sodio e a absorbancia
dessa reacédo foi mensurada utilizando fotometria com comprimento de onda de
475nm. Por fim, era relacionado o valor da absorbéncia da melanina encontrada
a cada dia pelo numero de células total, sendo que esse valor foi normalizado a
partir do valor obtido no primeiro, permitindo determinar o aumento da melanina em
valores percentuais (HYUN et al., 2008).

2.7 Quantificacao de melanina apés tratamento com eePV e / ou irradiacao UVA
e UVC

Para esse experimento as células foram cultivadas em placa de 6 pocos, apos
24 horas foram divididas em grupos, tratadas ou nao tratadas com 1,5 yg/mL eePV,
bem como os grupos irradiadas e nao irradiadas com UVA ou UVC 9,4 md/cm?,
esses parametros foram selecionados pois ambos ndo demonstraram possuir carater
citotoxico. Apds o tratamento as células voltaram para a incubagcédo durante mais 48
horas e posteriormente a concentracdo de melanina dos grupos foi mensurada e

comparadas com o controle.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudo Histoquimico: no controle branco (Figura 2A) pode ser observado
nos tecidos (epiderme e parénquima) cromoplastos de coloragdo alaranjada que
conferem a forte coloracéo laranja da flor. Os compostos quimicos detectados foram
lipidios (Figura 2B), flavonoides (Figura 2C), amido (Figuras. 2D e 2E) e compostos
fendlicos (Figura 2F), concentrados na epiderme e mais diluidos nas células do
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parénquima lacunoso. As reacbes com reagente de Wagner e Floroglucinol n&o
apresentaram resultados significativos.

Compostos fendlicos, incluindo flavondides, possuem acgdes relacionadas com
a protecéo dos tecidos e moléculas da oxidagdo por radiacdo excessiva e contra a
herbivora, por serem impalataveis para os animais, além de ser conhecido seu valor
terapéutico com atividade antimicrobiana, antidiarreicas e antissépticas (GRACANO
et al.,, 2001; BELOTTO et al.,, 2014). Amido e Lipidios sdo compostos de valor
energético, importantes para o metabolismo das células (TAIZ E ZEIGER, 2015).

F

Figura 2 — Corola de Pyrostegia venusta (Ker Gawl.) Miers com reacdes histoquimicas: A)
Controle branco, com cromoplastos alaranjados; B) Sudam |II, lipidios totais (asterisco branco);
c) Cafeina + DMACA, flavonoides (ponta de seta preta); D e E) Lugol, graos de amido (ponta de
seta branca); F) Cloretro ferrico, compostos fendlicos (seta preta). Legendas: Ct = cuticula, Ep
= epiderme, Pl = parénquima lacunoso, Fv = feixe vascular. Barras: AJEeC=20um;BeF =

50 ym; D =10 pm.

Na presenca do fitoextrato de Pyrostegia venusta Miers durante o periodo
de 48h, o eePv induziu toxicidade para a linhagem de melanoma murinho B16-F10
obtendo um IC, = (9.8 + 0.6) pg/mL, indice citotoxico seletivo (IS) de 3,2 + 0.4 para
viabilidade celular e de indugéo de morte em B16-F10 comparado as células controle,
CHO-K1, (Figura 3A). Resultados semelhantes foram encontrados por Altoé et al.
(2014) e Figueiredo et al. (2014), mostrando que apds o contato com eePV por pelo
menos 18h ja é possivel observar pronunciada diminuicdo de viabilidade seletiva
entre as células com fendtipo tumoral e linhagens normais.

Além disso experimentos com Artemia salina evidenciaram o potencial citotdxico
do eePV onde a concentragdo de 0,001% foi suficiente para reduzir na metade a
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populacdo dos crustaceos em 48h (SILVA et al., 2012).
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Figura 3: (A) Curva da atividade citotoxica de células de melanoma da linhagem B16F10 e
CHO-K1 (controle) tratadas com extrato etandlico da flor de Pyrostegia venusta Miers (eePV)
por 48h, utilizando-se a técnica do MTT. (B) Curva de Sobrevivéncia / Morte celular promovida

pela radiacao Ultravioleta A e C em células de melanoma da linhagem B16-F10. A contagem do

numero de células viaveis foi realizada em 48h a partir da exposicéo as doses de radiacéo (0 a

60mdJ/cm?). O eixo Y representa os valores da densidade dptica observado para MTT, ap6s 4h

(Curva sigmoide / Exponencial, o valor médio e o erro padrdao das amostras para N=4 utilizou-
se para analise estatistica o Software Prism Plot-3) que permitiu a determinagéo do IC,.

Aradiacao ultravioleta A (UVA) e C (UVC) promoveram morte celular em funcao
do aumento da intensidade de energia, promovendo uma queda exponencial do
namero de células viaveis em funcao da dose de radiacao utilizada, (Figura 3B). Isso
€ também descrito por Gentile et al. (2003), que utilizaram as técnicas de citometria e
western bloting mostrando que a incidéncia de radiagao ultravioleta promovem injuria
celular, em baixas concentragcdes promovendo lesdo e parada do ciclo celular e com
0 aumento da dose consequentemente ocorre diminui¢cdo na viabilidade celular.

O eePV foi capaz de induzir alteracbes morfologicas drasticas nas células de
melanoma B16-F10 que apresentaram nucleos fragmentados e picnéticos, bem como
desordens em sua membrana citoplasmaticas (Figura 4). Alteracbes essas também
foram descritas por Figueiredo et al. (2014) mostrando que 0 aumento progressivo
das concentracdes de eePV sao capazes de promover alteracdes estruturais que
estdo associados a perda de viabilidade das células tumorais tratadas.
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Figura 4: Micrografia das células de melanoma B16F10 do grupo controle (A) tratado com
9,8 ug / mL (IC,) extrato hidroalcoolico (eePV) por 4h (B) e por 48h (C). As imagens A1, B1
e C1 coradas com DAPI (azul); A2, B2 e C2 coradas com rodamina (vermelho); A3, B3 e C3
(imagens de campo claro / DIC): Identificando nucleo, citoplasma e as células de melanoma

B16-F10, respectivamente. A mesma imagem em campo claro (figura da direita) melhor
visualiza a presencga de nucleo picnético e nucleos fragmentados.

Obtivemos uma Curva de Crescimento Sigmoide de células de melanoma da

linhagem B16-F10 em 07 dias a partir do plagueamento (dia 0), (Figura 5A). Para

esse crescimento foi observado um crescimento exponencial do conteudo intracelular

de melanina em células de melanoma B16F10 nas nossas condi¢ces experimentais

de cultivo, (Figura 5B).
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Figura 5: (A) Curva de Crescimento de células de melanoma da linhagem B16-F10. A contagem
do numero de células viaveis foi realizada em 07 dias a partir do plaqueamento (dia 0). A direita
Curva do crescimento exponencial do contetdo intracelular de melanina em células de melanoma
B16F10, normalizado pela quantidade de células obtidas pela contagem em camara de neubauer.
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(B) Conteudo intracelular de melanina nas células viveis foi realizado por 07 dias a partir do
plagueamento (dia 0). Observar a linha gréafica que expressa a Curva exponencial associada, o
valor médio e o erro padréo das amostras para N=5, utilizou-se para analise estatistica o Software
Prism Plot-3 que permitiu a determinacgdo do coeficiente de correlagéo R? = 0.98.

O tratamento com eePV (1,5ug/mL) por si sé promoveu o aumento de 20% na
concentracdo de melanina intracelular das células de melanoma B16-F10 no periodo
de 48 horas. Resultado esse também foi demonstrado por Moreira et al. (2012) onde
comparou-se 0 aumento da sintese de melanina pelo eePV em relacdo a outras
substancias que compartilham dessa mesma funcao.

Os grupos irradiados com dose 9.4 mJ /cm2de UVA e UVC tiveram um aumento
de 60% e 40% em seu contetdo de melanina quando comparada ao controle sem
irradiacdo. Como mostra a pesquisa Yeom et al. (2014) onde o aumento do contetdo
de melanina citoplasmatico em funcéo da intensidade de radiacdo. No entanto essa
producéo foi maximizada quando o tratamento com eePV foi somado a dose 9.4 mJ
/cm? de irradiacédo UVA ou UVC, tendo um aumento de 110% e 90% respectivamente
na concentracdo de melanina em relacdo ao grupo controle sem tratamento, como
mostra a (Figura 6).
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Figura 6: Conteudo intracelular de melanina em células de melanoma B16-F10 pela quantidade
total de células obtidas pela técnica do cristal de violeta em resposta a dose de 9.4 mJ /cm? de
radiacdo UVA e UVB e tratado por 48h com PV (1,5ug/mL). Contetdo intracelular de melanina
das células. O valor médio e o erro padréo das amostras para N=5, utilizou-se para analise
estatistica o Software Prism Plot-3.

41 CONCLUSAO

As flores de Pyrostegia venusta Miers sao ricas em Amido, lipideos compostos
fendlicos e flavonoides. O extrato etandlico da flor da Pyrostegia venusta Miers (eePV)
€ capaz de promover citotoxidade em células de melanoma B16-F10 dependente da
concentracéo e do tempo de contato com o fitoextrato, bem como é capaz de induzir
alteracées morfolégicas nas células, como fragmentacéo e diminui¢gdo nuclear além
de desordem na membrana plasmatica. Sua atividade citotdxica possui carater
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seletivo, sendo cerca de 3 vezes menos toxica a CHO-K1, linhagem que nao possui
fendtipo tumoral.

Em nossas condigbes experimentais de cultivo, o crescimento de células
de melanoma da linhagem B16-F10 &€ acompanhado por aumento exponencial
do conteudo intracelular de melanina. O numero de células viaveis diminui
exponencialmente em relacdo a dose de radiacdo ultravioleta A e C aplicada.
Considerando ICSO( ! ICSO(
potencial lesivo 3 vezes superior radiacdo UVA.

podemos determinar que a radiacdo UVC tem

UVA uve)

O efeito sobre o conteddo de melanina das células de B16-F10 foi mais
significativo para a radiacdo UVA do que UVC. S&o necessarias doses quatro vezes
menores de UVA do que UVC para promover 0 mesmo aumento no contetudo de
melanina. Além disso, UVA promove efeito ainda maior quando associado ao eePV.
Naturalmente, como ja definido na literatura, a radiacao UVA tem grande efeito
bronzeador e com os biocompostos do eePV o aumento foi ainda expressivo.
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RESUMO: A determinagdo da toxicidade
aguda é muito importante para identificagcdo de
substancias com potencial toxico, ou seja, que
causam danos aos organismos vivos. O teste
toxicolégico utilizando Artemia salina como
bioindicador € um teste que apresenta muitas
vantagens como: ser mais pratico em relacéao a
testes com outros organismos, ter baixo custo
e boa repetibilidade. Este trabalho buscou
implementar o teste toxicoldgico utilizando
K,Cr,O,como controle positivo, e cafeina como
substancia com potencial toxico. E na sequéncia
determinar a LC, (concentragao letal mediana)
de extratos aquosos de goiaba serrana e
semente de pinh&o. O teste utilizando Artemia
salina foi adaptado da norma NBR 16530 e
a LC,, foi calculada por meio do método de
probit. O resultado obtido para LC foi 565

50 cafeina

Ciéncias Biolégicas: Campo Promissor em Pesquisa 3

ppm, maior que os relatados na literatura, no
entanto, condizente com relagdo as condi¢cbes
geograficas do local de realizacdo do ensaio.
Para os extratos de goiaba serrana e pinh&o foi
observado efeito nao-toxico, dado os valores de
LC,, > 1000 ppm. Por fim, o teste de toxicidade
pdde ser implementado e utilizado para estudar
0 potencial toxico de alimentos nativos da
serra catarinense até entdo nao verificados.
Este ensaio torna-se uma ferramenta util
para screening de plantas e substancias com
potencial toxico.

PALAVRAS-CHAVE: ecotoxicidade, Branchipus
stagnalis, Acca sellowiana

IMPLEMENTING TOXICOLOGICAL ASSAY
USING BRINE SHRIMP: DETERMINATION
OF LC,, OF Araucaria angustifolia SEED
(PINHAO) AND FEIJOA

ABSTRACT: Determination of acute toxicity
is very important for the identification of
substances with toxic potential, causes damage
to living organisms. The Toxicological assay
using Artemia salina like a bioindicator has
many advantages such as: practicity compared
to tests with other organisms, low cost and
good repeatability. The aimed of this work
was implement the toxicological assay using
K,Cr,O, as a positive control, and caffeine as a
substance with toxic potential. The second point
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was determine the LC,, (median lethal concentration) of aqueous extracts of Araucaria
angustifolia sess (pinh@o) and feijoa. The test was adapted from NBR 16530 and the
LC,, was calculated using the probit method. The result obtained for caffeine was LC_,
565 ppm, higher than those reported in the literature, however, consistent with the
geographical conditions of the trial site. To pinhdo and feijoa, a non-toxic effect was
observed, with LC, | values >1000 ppm. Finally, the toxicity assay could be implemented
and used to study the toxic potential of native food. This assay becomes a useful tool
for screening plants and substances with toxic potential.

KEYWORDS: ecotoxicity ,Branchipus stagnalis, Acca sellowiana

11 INTRODUCAO

A atividade biolégica se refere aos efeitos causados por uma droga em
organismos vivos, e a toxicidade é uma atividade bioldégica que causa danos aos
organismos vivos, mas esta depende muito da dosagem da substancia e do individuo
(MACHADO, 2003). Por isso, &€ muito importante o estudo de compostos que podem
ter atividade toxica. Porém, os testes toxicologicos e estudos de compostos bioativos
sdo limitados muitas vezes por falta de procedimentos apropriados que sejam
simples e rapidos, pois, muitos laboratérios nao tem estrutura para a realizacao de
bioensaios com animais, tecidos ou 6rgéos, e nao tem pessoal capacitado. O teste
agudo-letal requer como resposta apenas a letalidade, para estes testes podem ser
utilizados organismos simples (CIFUENTES, 2003).

A morte ou vida de organismos simples tem sido utilizada para uma rapida
e simples avaliacdo da resposta bioldgica e determinacédo da toxicidade geral em
compostos com potencial atividade biolégica (CAVALCANTE, et al., 1999). A Artemia
salina (Branchipus stagnalis) € um microcrustaceo que vive em agua salgadas e é
de facil aquisicao seus ovos desidratados podem ser obtidos em lojas de aquaristas
e podem durar por anos em ambiente seco (Meyer, 1982). Este organismo tem sido
amplamente utilizado como bioindicador em estudos de compostos ativos e testes
toxicoldgicos agudo-letal, pois, apresenta um baixo grau de tolerancia a fatores
ambientais modificados, apresentando uma resposta clara a pequenas variagbes em
seu ambiente (CARVALHO et al., 2009). Em testes com Artemia Salina a letalidade
€ Unica variavel observada (Meyer, 1982).

O bioensaio frente a Artemia salina baseia-se em compostos bioativos que
sédo toxicos em doses maiores, devido a grande sensibilidade da Artemia salina
produzem uma boa resposta para testes agudo-letal, correlaciona-se com testes
de citotoxicidade, antitumorais, atividade larvicida, inseticida, antifungica, virucida,
antimicrobiana, parasiticida e tripanossomicida, além disso é pratico, de baixo custo,
facil e com boa reprodutibilidade (MACHADO, 2003; KARCHESY et al 2016). O
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primeiro teste a que sdo submetidos os compostos é o agudo-letal que consiste em
uma sé dose que serve como teste preliminar para determinar a concentracéo letal
mediana, que é a dose que mata 50 % de uma populacédo em teste, representada em
mg de substancia por kg de massa corporal do organismo testado mg/kg (OLIVEIRA,
2012).

O objetivo deste trabalho é implementar o teste toxicologico utilizando K.,Cr,O,
como controle positivo, e cafeina como substancia com potencial téxico e determinar
determinar a LC,  de extratos aquosos de goiaba serrana e semente de pinhéo,
alimentos tipicos da serra catarinense.

2| METODOLOGIA

Foi utilizada a metodologia NBR 16530 (2016), com adaptacdes. Toda a
vidraria utilizada no experimento foi lavada com detergente neutro, acetona e ficou
em banho de solucéo de acido cloridrico 2% por 24 horas seguida de lavagem com
agua corrente e agua deionizada. Para a ecloséo dos cistos de Artemia salina foi
preparada agua do mar reconstruida de composi¢cao conhecida de sais (Tabela 1).
O pH da solucgéao foi ajustado para 8,0 - 8,5 com NaOH 0,1 mol/L, e aerada durante
10 min (utilizando bomba de aquério). Em aproximadamente 500 mL de agua do
mar reconstituida foram colocados os cistos desidratados de artemia salina 0,2 g
(adquiridos no comércio local) e o recipiente foi envolto de papel aluminio para impedir
a entrada de luz, o qual foi mantido a 25 °C em incubadora shaker com camara de
acrilico durante 24 h (Figura 1). ApOs eclosao, os nauplios foram transferidos com
micropipeta para outro recipiente com agua do mar reconstituida e incubados a 25 °C
por mais 24 h em auséncia de luz. Este procedimento de incubagéao de 48 h garante
gue os nauplios alcancem a fase Il de desenvolvimento, ideal para a realizacdo do
teste (Figura 2, C).

Reagente Massa (g)
Cloreto de estroncio hexahidratado (SrCl,. 6H,0) 0,02
Acido borico (H,BO,) 0,03
Brometo de potéassio (KBr) 0,1
Cloreto de potéassio (KCI) 0,7
Cloreto de calcio dihidratado (CaCl,. 2H,0) 1,4
Sulfato de sédio (Na,SO,) 3,5
Cloreto de magnésio hexahidratado (MgCl,. 6H,0) 10,78
Cloreto de sodio (NaCl) 23,5
Bicarbonato de sédio (NaHCO,) 0,2

Tabela 1. Massa dos reagentes para o preparo de 1L de agua do mar reconstituida.
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Figura 1. Incubagéo das Figura 2. Principais estagios de desenvolvimento da Artemia

artémias salinas em salina. A: Cistos Diapausa, B: Nauplios I; C: Nauplios II; D:
incubadora shaker SP labor, Metanduplios II; E: Posmetanduplios — adultos. Escala:
a 25°C na auséncia de luz A: 178 um; B: 177 um; C: 150 pm; D: 250 um; E: 3,5 mm
com papel aluminio. (GOSTLING et al, 2009).

Para execucéao do teste sdo contados e transferidos exatamente 10 nauplios de
Artemia salina na fase Il (48 h de incubacéo dos cistos e nauplios Figura 1, C) para
um tubo de ensaio contendo os respectivos volumes de agua do mar reconstituida,
e por ultimo foi adicionado volumes das amostras em diferentes concentracées
conforme mostram as Tabelas 2 a 4. A solugcdo devem estar a aproximadamente
25°C na transferéncia dos nauplios. O ensaio foi feito em triplicata. Os naudplios
foram incubados a 25° C durante 48 h. Foram avaliadas trés diferentes amostras: a
cafeina que serve como referéncia para avaliacdo da implementacéo e comparacéao
com resultados de outros trabalhos e também os extratos aquosos de pinhéo e
goiaba serrana.

Solucdo de  Concentracdo Aguado mar Quantidade de
Tubo de ensaio  cafeina 1000 de cafeina (mg reconstituida Artemia salina

mg L' (mL) L) (mL) (unidade)
Controle negativo 0 0 10 10
2 0,25 125 9,25 10
3 0,5 250 9,5 10
4 1,0 500 9,0 10
5 2,0 1000 8,0 10
6 3,0 1500 7,0 10
Controle positivo* 3,0 45 7,0 10
Tabela 2. Condi¢bes para o preparo dos ensaios para cafeina.
*Adicionado 3 mL de solugéo estoque 150 mg L de K,Cr,O..
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_ I?xtr?to de Concentracao Agua d? mar o ontidade
Tubo de ensaio plnr_1ao 10g de extrjato (mg reconstituida de nadplios
L (uL) L") (mL)
Controle negativo 0 0 10 10
1 50 50 9,95 10
2 100 100 9,9 10
3 250 250 9,75 10
4 500 500 9,5 10
5 1000 1000 8,0 10
Controle positivo* 3,0 45 7,0 10

Tabela 3. Condi¢des para o preparo dos ensaios para pinhao cru.
*Adicionado 3 mL de solugéo estoque 150 mg L™ de K,.Cr,0, .

Extrato de Concentracdo Agua do mar .

. . o Quantidade
Tubo de ensaio goiaba serrana de extrato (mg reconstituida L
de nauplios
75g L7 (uL) L") (mL)

Controle negativo 0 0 10 10

1 60 50 9,94 10

2 130 100 9,87 10

3 330 250 9,67 10

4 660 500 9,34 10

5 1330 1000 8,67 10

Controle positivo* 3,0 45 7,0 10

Tabela 4. Condic¢oes para o preparo dos ensaios para goiaba serrana.
*Adicionado 3 mL de solugéo estoque 150 mg L de K,Cr,0O, .

Apds esse periodo de 48 h foi feita a contagem de nauplios mortos e vivos, a
morte &€ evidenciada pela sedimentacao e falta de movimento das Artemias, sendo
evidente a movimentacdo das que permanecem vivas. Apds a contagem calculou-
se a média da mortalidade para cada concentracédo, sendo que a mortalidade no
controle negativo n&o deve ultrapassar 10 % para que o teste tenha validade. Foi

calculado a LC_ , para todas as amostras pelo método de probit, os resultados de

50’
LC,, foram comparados com resultados encontrados na literatura.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de LC,, foram calculados primeiro por meio da porcentagem de
mortalidade (M %) utilizando a férmula de Abbott (Nguta et al.,2012) (Equacéo 1).
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~ A —A .
Equagao 1 M % = m Meonwole negativo x 100

A""c:\mi:role negativo

onde: Am = média das Artemias mortas; Am = média das artemias

controle negativo™

mortas no controle negativo; Av_ . . ...= Média das Artemias vivas no controle
negativo.

Os resultados obtidos foram transformados em probit, por meio de tabela de
conversédo em probit (Karchesy et al, 2016) (Figura 3). Os valores foram localizados
encontrando o valor da dezena na coluna e o valor da unidade na primeira linha
como demonstrado para o valor 14,0 de porcentagem de mortalidade obtida (M %)

pela formula de Abbott, sendo igual a 3,92 probit.

5 6 7 8 9

336 345 352 359 3.66
396 401 405 408 4.2
433 436 439 442 445
30 448 450 453 456 459 461 464 467 469 472
40 475 477 480 482 485 487 490 492 495 497
50 500 503 505 508 510 513 515 518 520 523
60 525 528 531 533 536 539 541 544 547 550
70 552 555 558 561 564 567 571 574 577 581
80 584 588 592 595 599 604 608 6.13 6.18 623
90 628 634 641 648 655 664 675 688 705  7.33

Figura 3. Converséao de porcentagem de mortalidade (M %) em valor probit.

Para determinagdo da LC_, foi entdo construida uma tabela para obter os
valores de log concentracdo da substancia teste (log [substéncia]) e de Probit para
cada ensaio como demonstrado na Tabela 5 para cafeina. Na sequéncia construiu-
se grafico que relaciona Probit x log [cafeina] para determinar o LC_, (Figura 4). A
LC,, foi estimada a partir da regressao linear obtida da correlagao entre o probit e a
concentracado da substancia ou extrato.

Am Av  Total de

7

[cafeina] ppm log [cafeina] média média artemias M% probit O I - R .
Controle negato 0,00 0 10 10 ] 0 %
125 210 T n e " - .
250 240 2 8 10 A 4,16 451 .
0 M 4 6N M 4% . ’
1000 (TN S AR SR Y % I e
1500 38 9 1 10 9% 6,28 . N = R * B W

log [cafeina]

Tabela 5. Determinagéo do log [cafeina] e
probit para ensaio de toxicidade com artemia
salina.

Figura 4. Determinacao grafica do
LC,, para cafeina.

Em seguida, a LC,, & determinada pelo método grafico de Probit através da
equacao de regressao (GUTIERREZ, 2008). Considerando a equacao da reta

representada por: Probit = a x log [substancia] + b (Figura 4), substitui-se o valor
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da variavel dependente (probit) pelo valor 5, que refere-se a 50 % dos individuos
testados e isola-se a variavel log[substancia]. Na sequéncia determina-se o inverso
do log, obtendo-se a [cafeina] para probit 5, ou seja o LC_, da substancia testada,
simplificada pela Equagéo 2. Para o caso da Figura 4 o valor de [substancia] = LC,,
=477 ppm.

S
Equacdo 2: [Substancia] = LCz,=10"7

Os valores obtidos de LC_, para a cafeina com exposicao de 48 h estdo

50’
apresentados na Tabela 6, onde os valores apresentaram variacéo de + 421 ppm.
Tal variacao esta ligada ao fato de que o teste apresenta muitas varidveis que podem
interferir nos resultados, como: viabilidade dos ovos, temperatura e as condicbes
geograficas (Hamidi M. et al, 2014). Observou-se que o0s resultados dos Testes 3 e
4 apresentaram valor de LC,  consideravelmente maior que a dos resultados dos
Testes 1 e 2, isso deve estar relacionado a maturidade dos cistos que estavam mais
velhos, observado pela ecloséo tardia dos nauplios causando incerteza da fase de
desenvolvimento dos organismos para realizar o teste. Dessa forma, estes valores

foram desconsiderados para célculo da médiada LC_, ., que foi de 565 ppm.

LC,,(ppm) Teste*
1 472

2 658
3 1361
4 1183
Media (1 e 2) 565

Tabela 6. Valores de LC, para réplicas de implementagéo do teste de toxicidade com artemia
salina usando cafeina como substancia padrao.

* Testes realizados com mesmo lote de cistos, e apresentados em ordem cronolégica de execucao.

A condicao geografica é outro fator interessante que influencia nos resultados,
haja vista que foram executados em uma regido de altitude elevada com média
de 884 m acima do nivel do mar (Lages, SC - Brasil). Estes resultados mostram
uma realidade plauzivel, onde percebe-se uma correlacéo entre 0 aumento do valor
numérico de LC,, para cafeina com o aumento da altitude do local onde o teste
€ realizado (Figura 5). Corrobora esta constatacdo, o fato de as artemias salinas
serem organismos sensiveis e de habitat marinho (altitude zero) as quais podem
sofrer maior influéncia no metabolismo (desaceleracédo) quando ndo se encontram
ao nivel do mar.
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*West Lafayette, *Cartum, Suddo **Lages, Brasil
EUA

Figura 5. Correlagéo entre altitude dos locais de realizagéo dos testes e valores de LC, para
cafeina.

Legenda: * Meyer, 1982; **Gadir, 2012; ***Presente estudo

3.1 Toxicidade de extratos de pinhao e goiaba serrana

Os critérios utilizados por Clarkson e colaboradores (2004) para toxicidade de
extratos de plantas foi a seguinte: extratos com LC,, acima de 1000 ppm s&o n&o-
toxicos, LC, de 500 - 1000 ppm s&o levemente toxicos, extratos com LC, de 100
- 500 ppm sdo de moderadamente toxicos, e extratos com LC,, < 100 ppm s&o de
altamente toxicos (Clarkson et al., 2004; Nguta et al., 2012). Como os extratos de
goiaba serrana e pinhao apresentaram mortalidade de 0% dos nauplios na dose de
1000 ppm, sé&o considerados como nao toxicos, pois a concentracéo onde 50 % dos
individuos testados morrem é superior a maior concentracao testada e neste caso
LC,, > 1000 ppm.

41 CONCLUSOES

A metodologia para avaliagao da toxicidade aguda utilizando Artemias salinas
pode ser utilizado na serra catarinense para avaliar toxicidade de compostos quimicos
e extratos. Porém para utilizacdo dos testes de toxicidade com artemia salina em
regides de altitude diferente do nivel do mar, uma sugestéo seria a utilizacao de
um fator de conversédo (fator multiplicativo). Este fator, serviria para convergir o
valor experimental com o encontrado na literatura para uma substéncia considerada
padrao, que no presente estudo foi a cafeina. Outra possibilidade € mineralizar agua
do mar, e utiliza-la para o ensaio ao invés de agua do mar reconstituida.

Por fim, o teste de toxicidade pdde ser implementado e utilizado para estudar o
potencial tbxico de alimentos nativos da serra catarinense até entao nao verificados.

Este ensaio é uma ferramenta (til para varredura e descoberta de plantas e
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substéancias com potencial toxico, mesmo das mais conhecidas. Vale salientar que
mais testes devem realizados para confirmacdo da real toxicidade de qualquer
substancia e ou extrato de planta.
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11 INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca
crbnica que se caracteriza por um grupo de
metabdlicas

patologias hiperglicemiantes

associadas a complicagcdes, disfuncbes e
insuficiéncia de varios 6rgéos, especialmente
olhos, rins, nervos, cérebro, coragdo e vasos
sanguineos. Pode resultar de defeitos de
secrecao e/ou acao da insulina envolvendo
processos patogénicos especificos, por
exemplo, destruicdo das células beta do
pancreas (produtoras de insulina), resisténcia
a acédo da insulina, disturbios da secregao
da insulina. (ASSOCIACAO AMERICANA DE
DIABETES, 2014).

As complicagcdes microvasculares
incluem danos no sistema nervoso, no sistema

renal e lesdes oculares. As macrovasculares
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incluem doenca cardiovascular, acidente vascular cerebral e doencga vascular
periférica. A doenca vascular periférica pode levar a contusdes ou lesbes que nao
cicatrizam, gangrena e, em ultima analise, amputacdo (DESHPANDE et al., 2008). A
patogénese dessas complicacdes é complexa pois envolve disturbios metabdlicos e
hemodinamicos, como hiperglicemia, resisténcia a insulina, dislipidemia, hipertensao
e disfung¢ao imunolégica (VERHULST, et al., 2019).

Essa doenca é considerada um dos principais problemas de saude publica,
devido a alta taxa morbidade mortalidade decorrente de suas complicagdes cronicas,
gerando consequéncias como altos gastos dos servicos de saude no controle e
tratamento dessas doencas, bem como a redugao da for¢a de trabalho e impacto no
status biopsicossocial das pessoas afetadas (OLIVEIRA, 2017).

2| BASE TEORICA

O Diabetes Mellitus configura-se atualmente como uma epidemiologia
mundial, sendo considerado um grande desafio para os sistemas de saude. A DM é
caracterizada como uma patologia de alto impacto na vida dos individuos acometidos,
pois se relaciona a inumeras comorbidades e complicagcdes, afetando a vida social
e ocupacional. Sendo estimado 89 milhées de anos de vida perdidos ajustados por
incapacidade no mundo, devido a doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 2006; MALTA,
2019).

Segundo Mendes et al. (2017) o DM é apontado como uma epidemia moderna,
a mesma afeta cerca de 8,3% dos adultos, € responsavel por 382 milhdes de
pessoas da populacédo global, e acredita-se que 46% dos casos atualmente nao
sao diagnosticados. O desenvolvimento desta doenca € muito complexo, pois essa
patologia é influenciada por diversos fatores, dentre eles os fatores genéticos, os
habitos socioculturais, ambientais, alimentares e de vida, e por fim podendo estar
também relacionado as diferencas regionais (ASSOCIACAO AMERICANA DE
DIABETES, 2016; TESTON et al. 2018).

A grande maioria dos casos de diabetes se enquadra em duas categorias
etiopatogenéticas. Em uma categoria, o diabetes tipo 1, a causa é uma deficiéncia
absoluta de secrecédo de insulina. Individuos com risco aumentado de desenvolver
este tipo de diabetes podem frequentemente ser identificados por evidéncia serologica
de um processo patolégico autoimune que ocorre nas ilhotas pancreéaticas e por
marcadores genéticos (ASSOCIACAO AMERICANA DE DIABETES, 2014).

Na outra categoria, muito mais prevalente, o diabetes tipo 2, a causa é uma
combinacao de resisténcia a acdo da insulina e uma inadequada resposta secretora
de insulina compensatoéria. Na ultima categoria, um grau de hiperglicemia suficiente

para causar alteracbes patologicas e funcionais em varios tecidos-alvo, mas sem
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sintomas clinicos, pode estar presente por um longo periodo de tempo antes que o
diabetes seja detectado (ASSOCIACAO AMERICANA DE DIABETES, 2014).

No Brasil, as estimativas da prevaléncia de DM s&o em geral autorreferidas.
Segundo o Sistema de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencgas
Crbnicas por Inquérito Telefnico (Vigitel) foi constatado crescimento da prevaléncia
nas capitais do Brasil, aumentando de 5,5% em 2006 para 7,6% em 2017 (MALTA
et al. 2013).

O numero de individuos diabéticos esta aumentando devido ao crescimento e
do envelhecimento populacional, da maior urbanizacao, da crescente prevaléncia
de obesidade e sedentarismo, bem como da maior sobrevida de pacientes com DM.
Quantificar a prevaléncia atual de DM e estimar o niumero de pessoas com diabetes
no futuro € importante, pois permite planejar e alocar recursos de forma racional.
Outros aspectos a destacar séo as repercussdes de mudancas no estilo de vida, em
curto periodo de tempo, em grupos de migrantes (SBD, 2015).

31 OBJETIVOS

Conhecendo o quao agravante é essa patologia e levando em consideracéo a
relevancia do DM, bem como a escassez de estudos analiticos de base populacional
no Brasil, este estudo buscou investigar a prevaléncia de DM no Brasil nos ultimos
cinco anos.

4| METODOLOGIA

Este € um estudo epidemioldgico descritivo, com coleta retrospectiva, cujos
dados foram obtidos por meio da consulta ao Sistema de Informacgdes Hospitalares
do Sistema Unico de Saude, disponibilizada pelo Departamento de Informatica do
SUS (DATASUS), em informacdes de saude (TABNET). Sendo buscado os dados da
vigilancia epidemiolégica referente ao numero de internagdes e obitos por Diabetes
Mellitus, no periodo de janeiro de 2013 a dezembro de 2018. A populagdo alvo
encontra-se na faixa etaria entre dez anos a oitenta anos ou mais sem distin¢ao de
sexo. Para a avaliacdo detalhada foram ainda consideradas as variaveis sexo, faixa
etaria e macrorregioes brasileiras.

Os dados foram obtidos pelo TABNET, que € um banco de dominio e acesso
publico, no site do DATASUS, respeitando os principios éticos. De acordo com
a Resolugcdo CNS 510/2016, por se tratar de uma analise em banco de dados
publicos (DATASUS), pelo qual as informacgdes sdo adjuntas, sem possibilidade de
identificac&o individual e ndo havendo submisséo ao CEP. Para analise estatistica
foi utilizado o software Microsoft Excel 2016.
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5| RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo de janeiro de 2013 a dezembro de 2018 foram notificadas 796.473
internagdes por DM no Brasil. De acordo com a analise por sexo, os individuos do
sexo feminino apresentaram 424.578 internagdes, representando 53,31% do total, ja
0 sexo masculino apresentou valores inferiores de 371.895, totalizando 46,69% das
hospitalizagdes (Grafico 1).

INTERNACOES POR DIABETES MELLITUS
CONSIDERANDO O SEXO

424 578

371,895

Masculino ® Feminino

Gréfico 01: Internagbes por Diabetes Mellitus, no periodo de 2013 a 2018, entre o sexo
masculino e feminino.

Fonte: DATASUS, Departamento de Informética do SUS.

Verifica-se apredominanciadeinternagdes por DM no sexo feminino. Observagao
qgue estad em consonéncia com o estudo transversal desenvolvido por Mendes (2011)
o qual envolveu 872 idosos em Sao Paulo e demostra a prevaléncia de DM de 18,86
% no sexo feminino e de 15,54 % no sexo masculino, como também pela investigacao
do inquérito nacional de Pesquisa Dimensdes Sociais das Desigualdades (PDSD),
que contou com 12.423 participantes adultos de ambos os sexos, nos diabéticos
(n=935), verifica-se a maior prevaléncia de 8,2% entre as mulheres (FLOR,2017).

E importante ressaltar que as mulheres t&ém um maior contato com os servigos
de saude, o que relaciona-se com um diagnéstico precoce, além disso, sdo mais
cuidadosas, se informam quanto os seus sintomas e conseguem se expressar melhor
quanto ao que sentem o que implica em maiores hospitalizacbes. Ja os homens
apresentam resisténcia em assumir que precisam de cuidado, e de conversar sobre
0s seus sintomas, podendo esconde-los e utilizar do argumento de que tem que
trabalhar e em virtude do machismo (ARAUJO,2017; BARROS, 2011; FREITAS,2018).

As principais causas de internacbes por pacientes diabéticos decorrem de
um controle glicémico ineficaz, baixa adesdo a terapia medicamentosa, e ao
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desconhecimento do paciente e de sua familia em relagdo a doenca, fatores que
sao considerados evitaveis e prevenieis. Dessa forma, destaca-se a importancia de
uma relagao de confianca entre os pacientes e os profissionais de saude, acoes de
educacédo em saude para que sejam disseminadas informacdes sobre a DM, maneiras
de promover o controle metabdlico, auxilio na reeducacao alimentar, atividade fisica
e no tratamento medicamentoso (FREITAS,2018; SANTOS, 2013; SUZUKI, 2011).

Em relacdo a faixa etaria as maiores ocorréncias de hospitalizacbes foram
encontradas em idosos com a faixa etaria com 60 a 69 anos, com um total de 196.427
(24,6%) internagdes. Ja as menores ocorréncia séo observadas em jovens entre 15
e 19 anos, totalizando 15.984 internagdes (2%) (Tabela 1).

FAIXA ETARIA INTERNACOES
10 a 14 anos 19.045
15 a 19 anos 15.984
20 a 29 anos 30.914
30 a 39 anos 46.402
40 a 49 anos 86.106
50 a 59 anos 159.104
60 a 69 anos 196.427
70 a 79 anos 156.830
80 anos e mais 85.661
TOTAL 796.473

Tabela 01: NUumero de internacdes por Diabetes Mellitus no Brasil, no periodo de 2013 a 2018,
com énfase nas faixas etarias.

Fonte: DATASUS, Departamento de Informatica do SUS.

Esse fato pode ser justificado ao considerar o aumento da expectativa de
vida dos brasileiros e maior proporcao de idosos na populacéo. O envelhecimento,
leva a alteragdes fisiologicas no metabolismo o que contribui diretamente para a
maior prevaléncia das doencas crénicas ndo transmissiveis (DCNT), que sdo mais
incidentes em pessoas acima de 50 anos. Portanto, como maior frequéncia de DM
em pessoas com mais idade € esperada (CORTEZ,2015; RAMOS,2017).

Esse dado também estd em consonancia com a pesquisa epidemioldgica, com
coleta retrospectiva realizada no Piaui por Araujo (2017) que observou-se que 0
acometimento maior da DM encontra-se entre a faixa etaria de 40-59 anos e em
individuos com idade igual ou superior a 60 anos.

Dessa maneira, idosos com DM tem um maior risco de morte prematura e
a maior associagdo com outras comorbidades como o maior risco de hipertenséo
arterial, doencga coronariana, doenca arterial periférica e doenca vascular cerebral,
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podendo, ainda, desenvolver neuropatia, artropatia e disfuncéo autonémica, inclusive
sexual que sao causas que podem leva a internagdes decorrentes indiretamente da
DM (RAMOS,2017).

Ao analisar as internagOes de acordo com as macrorregioes, percebe-se que
as regides sudeste e nordeste apresentam os maiores numeros de internacdes
sendo 276.138 (35%) e 259.090 (33%) respectivamente, em seguida a regiao
sul com 127.671 (16%), regidao norte com 75.645 (9%) e com o menor indice de
hospitalizagdes a regido centro-oeste com 57.929 (7%) (Grafico 2).

INTERNACOES POR DIABETES MELLITUS
NAS MACROREGIOES DO BRASIL

m 57929 75.645

m 127,671 Norte
Nordeste
259,090 Sudeste
® Sul
B Centro- Oeste

276,138

Gréfico 2: Namero de internagdes por Diabetes Mellitus no Brasil, no periodo de 2013 a 2018,
com énfase nas macrorregioes.

Fonte: DATASUS, Departamento de Informatica do SUS.

O numero de internagbes e de o6bitos por DM durante o periodo analisado
segue uma tendéncia declinante. Em 2013 foram notificadas 138.232 notificag¢des,
entretanto em 2018 foram registradas 130.853 interna¢des, 0 que representa um
declinio de 5,3%. Em relacdo ao numero de Obitos em 2013 foram apresentados
6.331 Obitos e em 2018 foi demostrados o total de 5.665 mortes, tendo uma reducéo
de 10,5%. (Grafico 3).
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INTERNACOES E OBITOS POR DIABETES MELLITUS
DE 2013 A 2018
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Gréfico 03: Internagbes e bbitos por Diabetes Mellitus, no periodo de 2013 a 2018.
Fonte: DATASUS, Departamento de Informatica do SUS.

Ao analisar o DM como causa basica de 6bito, observa-se uma redugao que
pode estar associada a diversos fatores principalmente a importancia subestimada
dos Obitos por DM e as subnotificacbes dos Obitos pela plataforma digital que
deveria considerar todas as causas citadas na declaracdo de Obito, notificando
todas as vezes que o diabetes é mencionado no documento. Em estudo realizado
na populacdo do Estado de Sao Paulo por Franco et al, a analise do DM como
causa basica representou apenas 1/3 da sua real contribuicdo para o total de Obitos
(MATHIAS,2004; FRANCO,1998).

Em relacao as internacdes, a analise dos dados mediante diagnostico principal
de internacédo também é desvalorizada e subnotificada pois individuos com DM
podem ser internados por outras causas, destacando os servigos de urgéncia como
0 pé diabético, a cegueira, a insuficiéncia renal cronica, além de todas as decorrentes

do comprometimento cardiovascular (RAMOS,2017).

6 | CONSIDERACOES FINAIS

Considerando os resultados analisados, ha maior numero de internagdes por
DM no sexo feminino, na faixa etaria de 60 a 69 anos, na regido sudeste. Verificou-
se também redug¢do do numero de internagcdes e obitos por DM no periodo avaliado.
Dessa maneira, é fundamental a implementacdo de acdes para o controle do DM,
voltadas para fatores de risco modificaveis, tais como excesso de peso, inatividade
fisica e méa alimentacdo, além de ampliar o acesso aos servicos de saude tanto
de atencdo primaria, secundaria e terciaria, mas que enfoquem primariamente na

prevencao e no diagnostico precoce. Assim é fundamental a educacédo em saude aos
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pacientes que levem ao empodeiramento do autocuidar, informem sobre a doenca,
incentivem a adesao a abordagem terapéutica e mudancas no estilo de vida.
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CAPITULO 21

MORFOLOGIA DA TRAQUEIA E RAMIFICACAO
BRONQUICA DE Megaceryle torquata (LINNAEUS,
1766) (ORDEM CORACIIFORME, FAMILIA Alcedinidae),
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RESUMO: Megaceryle torquata é
ave aquatica da familia Alcedinidae, com
representantes ocorrendo em zonas tropicais
e subtropicais proximo a ambientes aquaticos.
O sistema respiratorio das aves apresenta

uma
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algumas caracteristicas peculiares entre o0s
vertebrados, tanto na sua estrutura como na
forma de desempenhar sua fungdo, como
por exemplo, a presenca de sacos aéreos. O
objetivo deste trabalho foi descrever a anatomia
da traqueia de M. torquata, produzindo
informacdes de base sobre sua biologia.
Foram utilizados sete exemplares vinculados
ao Projeto “Avaliacdo Ecoldgica do Impacto do
Mercurio sobre a Biota dos Rios Teles Pires,
proximo ao Parque Nacional do Juruena”,
coletados no Rio Teles Pires — MT. A traqueia,
nos exemplares analisados, se mostrou como
um tubo levemente curvo, formado por anéis
cartilaginosos completos. Localizada na porgcéo
média da regido cervical, ventral a coluna
vertebral e ao es6fago, se estendia da regiao
caudal dalaringe até a siringe, onde se bifurcava
dando origem aos bronquios. As caracteristicas
morfolégicas desta espécie sdo similares os de
outras descritas na literatura.
PALAVRAS-CHAVE: Anatomia, Aves, Sistema
Respiratorio, Teles Pires.

MORPHOLOGICAL OF THE TRACHEA AND
BRONCHIIC BRANCHING OF Megaceryle
torquata (LINNAEUES, 1766) (ORDER
CORACIIFORME, FAMILY Alcedinidae),
KINGFISHER-GREAT

ABSTRACT: Megaceryle torquata it is an
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aquatic bird of the family Alcedinidae with representatives occurring in tropical and
subtropical areas near aquatic environments. The respiratory system of the poultry
has some unique characteristics among vertebrates, both in structure as in the play its
function, such as the presence of air bags. The objective of this study was to describe
the anatomy of the trachea of M. torquata, producing basic information on their biology.
seven copies linked to the project were used "Ecological Assessment of Mercury's
Impact on Biota Rivers Teles Pires, near the Juruena National Park", collected in Rio
Teles Pires - MT. The trachea in analyzed specimens was shown as a slightly curved
tube formed by complete cartilaginous rings. Located in the middle portion of the neck,
Ventral spinal column and the esophagus, extending from caudal to the syrinx of the
larynx, where the resulting branched bronchi. The morphological characteristics of this
species are similar to others described in literature.

KEYWORDS: Anatomy, Birds, Respiratory System, Teles Pires

11 INTRODUCAO

Os martins-pescadores sé&o aves aquaticas com ampla distribuicdo geografica,
encontrados em zonas tropicais e subtropicais proximo a ambientes aquaticos
(SICK, 1997). No Brasil ocorrem cinco espécies: Megaceryle torquata, Chloroceryle
americana, Chloroceryle aenea, Chloroceryle amazonae e Chloroceryle inda. Duas
espécies, M.torquata e C. amazona, ocorrem em todo o territorio brasileiro, em areas
costeiras, alagadas, rios, represas, lagos e lagoas. Sao consideradas piscivoras,
com tendéncias oportunistas para consumo de pequenos crustaceos (FRISCH,
1981; SICK, 2001). As duas espécies sao encontradas ao longo das margens de
lagos e lagoas marginais nos rios Teles Pires e Juruena, dois grandes corpos de
agua constituintes da bacia amazdnica, e no rio Paraguai, um dos formadores da
bacia do Paraguai.

Megaceryle torquata é descrita como uma ave de beleza exuberante, com
plumagem colorida, cabeca relativamente grande e bico longo, vive ao longo de
locais proximos a beira d'agua. Nos machos a regido peitoral apresenta coloracao
cor de ferrugem, a cobertura inferior das asas e regido pélvica de cor branca. As
fémeas exibem na base da regido cervical um colar de cor branca, a regiéo peitoral
de cor azul acinzentado, com a por¢cao abdémen-pélvica e a cobertura inferior das
asas, de coloracao ferrugem, com uma faixa branca na regiao caudo ventral da
regiao pélvica.

Este género foi inicialmente classificado como Ceryle (Linnaeus, 1766),
atualmente esta descrito como Megaceryle, havendo poucos estudos na area de
sua biologia, com estudos de descricbes de osteologia, helmintologia e reproducéao
(PASCOTTO et al., 2006; MENDEZ et al., 2007; NAIFF et al., 2011).

A anatomia do sistema respiratério de aves demonstra particularidades que
ja foram utilizadas na separacdo taxonémica de algumas espécies. Bottino et al.
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(2007), descreveram diferencas morfolégicas na traqueia e na siringe entre machos
e fémeas de periquitos (Touist sp.) e Muller (1878) utilizou a siringe e a traqueia
como forma de classificacdo de aves.

Até o momento, ndo foi encontrado na literatura, nenhuma referéncia
relacionada a descricdo morfoldgica do sistema respiratorio de Megaceryle torquata,
desta forma, o objetivo deste trabalho foi descrever a morfologia da traqueia desta
espécie, produzindo informagdes de base sobre sua biologia e subsidios para o

desenvolvimento de outras pesquisas com aves neotropicais.

2 | MATERIAS E METODOS

Para este estudo foram utilizados sete (7) exemplares de Megaceryle torquata,
seis (6) machos e uma (1) fémea, coletados na regido do rio Teles Pires, localizado
no norte do estado do Mato Grosso (Figura 01).
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Figura 01. Area de coleta dos exemplares de Megaceryle torquata no rio Tele Pires-MT.

Os exemplares fazem parte do Projeto “Avaliacdo Ecolégica do Impacto do
Mercurio sobre a Biota dos Rios Teles Pires e Juruena, proximo ao Parque Nacional
do Juruena” sob licenca de coleta n° 52586-2. Os espécimes foram abatidos com
espingarda de presséo (licenca SISBio n° 89352883), congelados e encaminhados
para o laboratério de Ecotoxicologia, no Centro de Pesquisa de Limnologia,
Biodiversidade e Etnobiologia do Pantanal (CELBE — PANTANAL) em Céceres-MT.

Apés coleta do material para analise de concentracéo de mercurio (Hg) (penas,




musculo peitoral, estbmago, figado, rins e encéfalo), os espécimes foram fixados
em formaldeido a 10% e, posteriormente, dissecados para exposicéo e retiradas da
traqueia para descricdo anatémica.

Para exposicao e retirada do 6rgéo, foi realizada incisao cranio-caudal a partir
da regidao cervical estendendo-se até a regidao pélvica, para tal foram utilizados
instrumentais cirurgicos basicos (bisturi, pingas e tesouras). O 6rgao foi documentado
com camera fotografica Nikon COOLPIX 360 in situ e ex situ, para visualizagao
macroscopica da anatomia da traquéia.

31 RESULTADOS

Atraqueia dos espécimes analisados apresentou comprimento médio de 9,721 +
0,945 cm, apresentou forma tubular com flexibilidade usual para o 6rgéao, constituido
por anéis cartilaginosos completos. Estava localizada na regi&do média do pescoco,
ventral a coluna vertebral e es6fago, mediano aos cornos hibdideos. Estendia-se da
base da laringe, a partir da cartilagem cricéide, até a siringe, descrevendo um trajeto
retilineo que se desviava suavemente para direita na sua por¢ao caudal, retornando
rapidamente ao seu eixo retilineo mediano na altura da clavicula, na entrada do
torax. A partir dai, passando ventralmente ao arco do osso coracdéide até alcancar a
siringe na regiao peitoral. O 6rgdo se mostrou mais longo que o comprimento total
do pescoco. A partir da base da siringe, localizada na cavidade toracica, cranial ao
coracgao, a traqueia se bifurcava formando as ramificacées primarias dos brénquios
(Figura 02).

Figura 02. Viséo geral do sistema respiratorio de M. torquata. A- Vista ventral da traquéia,
Extensao da Traquéia (seta preta) até a siringe (s), Laringe (circulo branco pontilhado), B-
Sistema respiratério partindo da laringe (cicurlo branco pontilhado), traquéia completa (seta
preta), siringe (s), Bronquios (*). C- Ramificagbes da traquéia até o pulmao partindo da siringe
(s), brébnquios (*), pulmao (chave branca), bronquiolos (triangulo branco).

Foi observado, na altura do desvio cervical-clavicular, que a traqueia estava
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sustentada pelo musculo cleidotraqueal e na sua porgcdo toracia, pelo musculo
esternotraqueal (Figura 03).

Figura 03. (A) - Visao ventral localizagéo da traqueia (Tr), Es6fago (seta preta grossa), Musculo
externo traqueal (m. et); (B) - Laringe (circulo), Osso l6ide (seta fina) traqueia (ir), Eséfago
(seta preta grossa); (C) - traqueia (ir), Clavicula (Cl); (D) - traqueia (tr), Muasculo externo
traqueal (m. et), Clavicula (Cl) e veia cava caudal e cranial (circulo pontilhado); (E) traqueia
(tr), Musculo cleidotraqueal (seta fina branca), Clavicula (Cl), siringe com ramificacbes
brénquicas ( triangulo) e Coracao (C) Barra 1cm.

As cartilagens traqueais se mostraram como anéis completos ligados entre si
por ligamentos anulares, enquanto que os que formavam as ramificagdes brénquicas
primarias eram incompletos, em forma de C, conectados pelo musculo traqueal na
sua face medial. O nUmero de anéis traqueais variou entre 62 a 70 anéis, com média
de 65,429 + 3,780. Os didmetros apresentados pelos anéis mostraram didmetros
diferentes trés as regides cranial, média e caudal da traqueia, sendo de 0,0395 cm
a 0,0321 cm nas cartilagens craniais, que faziam conexao com a laringe, de 0,0204
cm a 0,0182 cm, na por¢cdo média e de 0,0175 cm a 0,0152 cm nas cartilagens
que se conectam a siringe, demonstrando o afunilamento craniocaudal do érgéo.
As alturas das laterais dos anéis variaram entre 0,045 cm a 0,088 cm, se alternando
entre a lateral direita e esquerda, formando uma engrenagem que permitia pequena
movimentacao entre as cartilagens (Figura 04).
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Figura 04. (A) Comprimento Total por regido | (Inicial), M (média) e C (caudal), laringe (circulo),
ramificacdo bronquica (seta fina preta), Siringe (s); B- Regido caudal (C), Ramificacao
brénquica (circulo) e membrana interanelar (seta fina), Sirige (s); C- Anéis traqueais mostrando
a sobreposicéo dos anéis.

4 |1 DISCUSSAO

O sistema respiratério das aves apresenta algumas caracteristicas peculiares
entre os vertebrados, tanto na sua estrutura como na forma de desempenhar sua
funcdo, como a presenca de sacos aéreos, constituida por anéis cartilaginosos
intercalados, o que corrobora com nossos achados. As aves apresentam uma extrema
eficacia e mais complexos em seu sistema respiratério, que outros vertebrados de
respiracéo aérea, divergem dos pulmdes dos répteis e mamiferos, deste modo se
adaptando, satisfazendo as necessidades metabolicas do vdo. A traqueia se ramifica
em brénquio direito e esquerdo, que se estendem em finas ramificacdes formando os
bronquiolos ou parabronquios tubulares, através dos quais o ar flui continuamente
(HICKMAN et al., 2004).

A mudanca na formacéo do suporte esquelético do tubo respiratério na regiao
caudal da traqueia forma a siringe, 6rgé&o responsavel pela vocalizagcdo das aves
(RAPOSO et al., 2006). Ha uma grande variabilidade na conformacé&o da siringe
entre as diferentes espécies das aves, as musculaturas da traqueia e da siringe
atuam na producgéao dos diferentes sons das espécies. (BOTTINO et al., 2007).

Os pulmdes das aves séo relativamente pequenos e compactos, sem capacidade
de grande expanséao, no entanto sao interligados a nove sacos aéreos, o que difere
em M. torquata, pois ndo encontramos sacos aéreos, 0s quais exercem a funcéo de
reservatorio, ja que ndo ha revestimento de epitélio respiratorio.

A traqueia € um érgao do sistema respiratorio, nas aves é constituida por anéis
cartilaginosos completos (DYCE et al., 1990), localizada centralmente a coluna
vertebral, seguindo o es6fago no percurso cervical (MCLELLAND, 1989). Estas
caracteristicas também foram descritas para P. martinicus (OLIVEIRA et al., 2016) e
A. domesticus (SANTOS et al., 2008) e observado em M. torquata. De acordo com
Portman (1950), a traqueia pode ser mais longa que o0 pescoco, criando curvas na
entrada do térax, caracteristica de aves de pescoco longo. Em algumas espécies, por
seu prolongamento, enovela-se na regiao esternal em uma fenda 6ssea do esterno,
apresentando em alguns casos, as al¢as intraesternais da traqueia (LIMA, 2001). O
que difere de M. torquata, que se mostrou reta, ndo adentrando na cavidade toracica.

Este grupo possui a traqueia composta de anéis cartilaginosos completos
(DYCE et al.,, 1990), acompanha o esb6fago no seu segmento cervical, ventral
a coluna vertebral (MCLELLAND, 1989). O numero de anéis traqueais varia
consideravelmente em fungédo do comprimento do pescoco (MCLELLAND, 1989) e
entre machos e fémeas (SANTOS et al., 2008). Os anéis conectam-se através do
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ligamento anular e a traqueia termina por bifurcar-se na altura da caixa de voz das
aves, a siringe (KOCH, 1973).

Devido a funcao caracteristica do ciclo de ventilagcao de respiracéo das aves,
estas transportam mais oxigénio que os mamiferos em cada movimento respiratorio.
Sendo assim, a traqueia apresenta diferencas significativas em relacéo aos outros,
visto que nas aves 0s anéis sao intercalados, o que lhe permite um alto grau de
flexibilidade, desse modo para se observar completamente os anéis traqueais é
necessaria a extensao completa do érgao (GILL,1995; MCLELLAND, 1989).

King e White (1975) relatam que a organizacdo tridimensional dos anéis
traqueias completa em gansos, se assemelham com os encontrados em aves em
geral, havendo uma sobreposicdo de parte de cada anel com seus anéis vizinhos
cranial e caudalmente.

De acordo com Bottino et al (2007), os numeros de anéis da traqueia do
periquito (Touist sp.) teve uma variagdo entre macho e fémea, o comprimento
também variou respectivamente, para machos e fémeas. Mostrando-se diferente
em relagcdo ao numero e comprimento do Megaceryle torquata em que nao houve
variacao significativa entre macho e fémea.

51 CONCLUSAO

As caracteristicas anatdmicas da traqueia de Megaceryle torquata foram
similares a descri¢des encontradas em outras espécies de aves neotropicais. Assim
nossos estudos, apontam a relagao da morfologia do sistema respiratério de outras

aves.
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RESUMO: Mutualismo é um tipo de relacao
simbi6tica essencial, em que ambos os
organismos se beneficiam na relagdo. Em uma
propriedade rural localizada na Comunidade
Sao Pedro em Mancio Lima, Acre (7°42’11.9”S
72°46°22.7"W), em um reservatorio de agua que
depois de esvaziado e enchido completamente
e recebido 400 (quatrocentos) tambaquis
(Colossoma  macropomum), estabeleceu-
se nele, o habitat de duas comunidades de
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produtores Charavulgarise Lemnacf. valdiviana,
que tém uma relacao inter-especifica. Foram
também analisados dados meteoroldgicos,
como temperatura, umidade, pluviometria e
radiacdo solar, observando a diferenca entre
duas épocas sazonais, considerando um
periodo de 30 (trinta) dias, para temperatura,
umidade, radiacdo e precipitacdo. Observou-
se na época da enchente que, o reservatério
continha uma extensa massa da macrofita
Lemna cf. valdiviana, considerada como
responsavel pela produtividade biolégica do
ambiente, que pareceu ser extremamente
vulneravel aos impactos da poluicdo ocasionada
pelo material inorganico oriundo da suinocultura
e bovinocultura, cujos dejetos sédo arrastados
pela erosdo dos solos e carregados pelas
chuvas.. Concluiu-se que, os individuos de
Lemna cf. valdiviana ndo se desenvolveram na
época da vazante, mas somente na enchente
onde houve muita luz solar, possibilitando o
desenvolvimento da macroalga Chara vulgaris
que pareceu ser sensivel a alta intensidade
solar, que foi moderada pela presenca da
macrofita.

PALAVRAS-CHAVE: Luz solar; reservatorio;

simbiose.

MUTUALISM BETWEEN THE MACROALGAE
Chara vulgaris Linnaeus 1753 AND THE
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AQUATIC MACROPHYTE Lemna cf. valdiviana PHIL, AT THE TIME OF THE
FLOOD, IN MANCIO LIMA, ACRE

ABSTRACT: Mutualism is a kind of essential symbiotic relationship, in which both
organisms benefit from the relationship. In this work, it was established a habitat
community of Chara vulgaris and Lemna cf. valdiviana, which present an interspecies
relationship, in a reservoir of water that, after emptied and filled completely, received
400 (four hundred) Tambaquis (Colossoma macropomum). The experiment was carried
out at a rural property located in the Community Sao Pedro, in Mancio Lima, Acre, 7°42
"11.9"S 72°46 ' 22.7" W (Brazil). Meteorological data such as temperature, humidity,
rainfall, and solar radiation were also analyzed, observing the difference between two
seasonal seasons, considering a period of 30 (thirty) days. It was observed at the
time of the flood that the reservoir contained an extensive mass of the macrophyte
Lemna cf. valdiviana, considered responsible for the biological productivity of the
environment, which appeared to be extremely vulnerable to the impacts of pollution
caused by inorganic material originating from swine and bovine farming, whose waste
is dragged by soil erosion and laden by rainfall. Temperature, humidity, radiation, and
precipitation showed no statistical differences between the flooding and the ebb time. It
was concluded that the individuals of Lemna cf. valdiviana did not develop at the time of
the ebb, but only in the flood time, where there was high incidence of sunlight, allowing
the development of the macroalga Chara vulgaris that appeared to be sensitive to high
solar intensity, which was moderated by the presence of the macrophyte.
KEYWORDS: Sunlight; Reservoir; symbiosis

11 INTRODUCAO

O Mutualismo é um tipo de relacao simbibtica essencial, em que ambos os
organismos se beneficiam na relacdo. E uma interacdo ecoldgica interespecifica,
ou seja, entre organismos de diferentes espécies, ocorrendo de forma obrigatoria
e harmoniosa, permitindo vantagens reciprocas para as espécies envolvidas
(RIBEIRO, 2019). Essa associacdo é permanente causando dependéncia
indispensavel a sobrevivéncia das partes, ndo podendo desvincular um do outro, em
razao da colaboracao que cada um exerce sobre 0 metabolismo de seu dependente,
provavelmente prejudicial caso estivessem separados. Este estudo hipotetiza que
algas, representada pela Chara vulgaris e macrofitas, representada por Lemna cf.
valdiviana, podem estabelecer uma relacéo simbibtica, especialmente em ambientes
de aguas residuais, onde tais organismos possam proliferar.

Em Lemnas pode ocorrer a reproducdao em aguas residuarias, por serem ricas
em nutrientes (BRANCO; BERNARDES, 1983). Pode ocorrer tanto a reproducéao
sexuada como assexuada (SKILLICORN et al., 1993). A reproducdo sexuada é
incomum devido a floragcdo de lemnas ser atipica. No decorrer do seu ciclo de
vida, que pode englobar de 10 dias a varias semanas, uma unica fronde dispde
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da competéncia reprodutiva de 20 a 50 vezes ciclos de vida (SKILLICORN et al.,
1993), logo possui elevadas taxas de crescimento, duplicando sua biomassa em
poucos dias. A reproducéo assexuada ocorre por brotamento e, dessa maneira, as
Lemnas propagam-se vegetativamente e sdo encontradas comumente na superficie
de aguas onde encontram abundancia em nutrientes (SOUZA; LORENZI, 2005).

Chara representa o género de espécies que crescem como plantas que sao
totalmente submersas na agua, que as raizes crescem em sedimento através de
rizoides incolores com eixo fotossintético na coluna de agua (CASANOVA, 2015).
Sao cosmopolitas, habitando lagos, lagoas, rios, reservatorios e corregos de agua
doce ou salobra e estdo distribuidas em quase todos os continentes, em areas
temperadas e tropicais, exceto na Antartica (WOOD; IMAHORI, 1965; MEIERS et
al. 1999).

A hipotese principal deste trabalho consiste em afirmar que, a época sazonal
propicia o estabelecimento de espécies aquaticas exoticas invasoras, de dois
produtores Chara vulgaris e Lemna cf. valdiviana, que desenvolvem uma relagdo de
simbiose.

2| MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em uma propriedade rural localizada na comunidade
Sao Pedro (Figuras 1a,b) em Mancio Lima, Acre (7°42’11.9”S e 72°46’22.7"W).
Esta propriedade apresentava um reservatorio de agua que depois de esvaziado
e enchido completamente, e recebeu 400 (quatrocentos) tambaquis (Colossoma
macropomum).

Figura 1a. Reservatorio da Propriedade da area de estudo (7°42'11.9”S e 72°46°22.7"W).
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Fonte: Google Earth, 2012.

Figura 1b. Reservatorio do Frigorifico em Mancio Lima (7°42’11.9”S e 72°46'22.7"W)
Google Earth, 2012

As variaveis ambientais, temperatura, umidade, pluviometria e radiagdo solar
foram obtidas da estagdo meteorologica de Cruzeiro do Sul, Acre, cujos dados foram
coligidos para um periodo de 30 (trinta) dias, a partir do Instituto de Meteorologia,
www.inmet.gov.br.

Para a analise dos dados foi utilizado o Teste t de Student ou Teste de Mann
Whitney, conforme a normalidade e variancia dos dados (ZAR, 2010).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

As figuras 2a e 2b mostram a Chara vulgaris e Lemna cf. valdiviana coletada
do frigorifico.
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Figura 2a. Chara vulgaris e Lemna cf. valdiviana

Figura 2b. Mutualismo entre Chara vulgaris e Lemna cf. valdiviana

A temperatura, umidade, radiacdo e precipitacdo nao apresentaram diferenca
estatistica, entre a enchente e vazante (p < 0,05). Todavia, a umidade foi a variavel
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que se apresentou mais irregular ao longo do més de ocorréncia da associagao da
alga (Figura 4) com a macréfita, apresentando uma alta variancia (32,64).

Parametro Temperatura Radiagéo Precipitacéo Umidade
2018 2019 2018 2019 2018 2019 2018 2019
N 30 30 30 30 30 30 30 30
Minimo 24,22 24,51 276,58 438,66 0 0 71,82 80,25
Maximo 28,62 27,26 1021,96 911,65 0,98 1,08 92,57 90,93
Média 25,91 25,99 739,71 662,87 0,22 0,21 83,81 85,11
Erro padréo 0,22 0,14 41,13 25,18 0,056 0,06 1,04 0,58
Variancia 1,45 0,57 50769,6 19023,32 0,100 0,10 32,64 10,03
Desvio padréao 1,20 0,76 225,32 137,93 0,31 0,31 5,71 3,17
Mediana 25,65 25,99 749,77 662,14 0,06 0,04 85,81 85,28
S:igf:gg;i 4,64 2,91 3046 20,81 14317 15179 682 3,72

Tabela 1. Variaveis ambientais do Ar em Méancio Lima, Acre

A absorcédo de nutrientes das macrofitas se da totalmente a partir da agua e
geralmente estao restritas aos habitats abrigados e dos cursos de dgua de corrente
fraca (CAMARGO.; ESTEVES, 1996). Estas algas fornecem importante servigcos
ecossistémicos, por exemplo, como espécies colonizadoras, como agentes biolégicos
para purificar as aguas, ou como a base da cadeia alimentar (McCOURT et al.,
2016). As espécies ocorrem em habitats de agua doce, especialmente nas zonas
de substrato calcario nas zonas temperadas do Hemisfério Norte (KRAUSE et al.,
1997). As Chara tém depésitos de sais de calcio, na parede celular e 0os processos
metabdlicos associados com esta deposicédo dao frequentemente a ela um odor
caracteristico e desagradavel, o sulfato de hidrogénio (ROUND, 1966).

Macréfita flutuante livre cresce em diversos corpos d’agua, principalmente em
condicbes eutroficas. No campo ambiental, pode se considerar Lemna como uma
espécie valiosa no tratamento de aguas residuais, na absorcéo de contaminantes. E
para o ambiente onde existe um frigorifico ela se ajusta a esta perfeicao (ARROYAVE,
2004). Possivelmente, neste ambiente n&o existiu predadores de Lemna, como por
exemplo os citados, por Arroyave (2004), entre os principais animais utilizados, que
sao peixes, moluscos e mamiferos.

A simbiose é uma relacdo em que ambos 0s organismos se beneficiam, e € um
relacionamento onde um organismo vive em ou em outro, ou pode ser usado para
descrever casos em que 0s organismos estao relacionados por comportamentos
estereotipados mutuos (PARACER; AHMADJIAN, 2000). Segundo Ricklefs (2012),
a simbiose, significa viver junto, que se refere aos individuos de espécies diferentes
que vivem em associagao intima e os individuos de diferentes espécies podem
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colaborar em interagdes mutualisticas.

A alga faz fotossintese e fornece nutrientes para a Lemna, enquanto a Lemna
a protege e possibilita 0 seu desenvolvimento de maneira facilitada. Por outro lado,
nossos resultados indicam que as algas epifitas e o aumento da concentragdo de
nitrato-N na coluna de agua poderiam, de forma diversa ou sinérgica, impor efeitos
adversos a fisiologia das macréfitas submersas e sdo fatores-chave que levam ao
declinio das macroéfitas submersas (MIN et al., 2017).

A alga se estabeleceu num ambiente que existia excessiva abundancia de
Lemna. Segundo Kovtun-Kante et al. (2014), caréfitas sdo capazes de se adaptar ha
uma luz fraca do ambiente e recuperar seu desempenho fotossintético dentro de um
curto periodo, em condi¢cdes estressantes quando em agua salobra.

Concluiu-se que, os individuos de Lemna cf. valdiviana nao se desenvolveram
na época da vazante, mas somente na enchente onde houve muita luz solar,
possibilitando o desenvolvimento e adaptacdo da macroalga Chara vulgaris que
pareceu ser sensivel a alta intensidade solar, moderada pela presenca da macrdéfita.
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RESUMO: A Terapia Fotodinamica (TFD)
consiste numa técnica que promove a morte
de células tumorais e/ou micro-organismos a
partir de reacdes fotoquimicas envolvendo luz,
oxigénio e um agente fotossensibilizador (FTS).
O FTS acumula-se no tecido-alvo e sairad do
estado fundamental a partir da irradiacdo de
luz em um comprimento de onda especifico,
interagindo com o oxigénio disponivel do meio,
gerando produtos oxidados que produzem o
efeito citotéxico. O presente estudo teve como
objetivo fazer levantamento das pesquisas
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que utilizaram produtos naturais como
fotossensibilizadores na Terapia Fotodinamica,
no intuito de verificar quais as principais
aplicacbes da técnica, além de identificar as
espécies mais utilizadas, bem como se ha
correlacéo entre estas. Trata-se de uma reviséo
integrada da literatura utilizando como base
os bancos de Dados: Pubmed, Scielo e Lilacs.
Concluiu-se que o ano de 2019 foi 0 ano que
mais publicou-se, evidenciando a importancia
crescentedotema.Dentreostrabalhosavaliados,
a maior parte teve como alvo células tumorais.
As pesquisas fizeram uso principalmente de
extratos, enquanto uma pequena minoria optou
por utilizar substancias isoladas. Dentre as
espécies utilizadas nos trabalhos, destacaram-
se Curcuma sp. e Hypericum perforatum, bem
como, seus respectivos isolados, Curcumina e
Hipericina, juntas, somam mais de um quarto
de todos os trabalhos. Além disso, as familias
Amaranthaceae, Lamiaceae, Bignoniaceae
e Polygonaceae, abrangeram mais de uma
espécie com propriedades fotoinativadoras,
com capacidade de eliminar diferentes células-
alvos. Neste sentido, entende-se que estas sao
boas alternativas para a pesquisa de novos
FTS de origem natural.

PALAVRAS-CHAVE: Fototerapia;
Fotossenssibilizador; Fotoinativagao; Produtos

Naturais.
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NATURAL PRODUCTS APPLIED AS PHOTOSENSITIZERS IN PHOTODYNAMIC
THERAPY: A REVIEW

ABSTRACT: Photodynamic Therapy (PDT) is a technique that promotes the death
of tumor cells and/or microorganisms from photochemical reactions involving light,
oxygen and a photosensitizing agent (PTS). PTS accumulates in the target tissue and
will exit the ground state from light irradiation at a specific wavelength, interacting with
the available oxygen in the medium, generating oxidized products that produce the
cytotoxic effect. This study aimed to survey the research that used natural products
as photosensitizers in Photodynamic Therapy, in order to verify the main applications
of the technique, and identify the most used species, as well as if there is correlation
between them. This is an integrated literature review based on the following databases:
Pubmed, Scielo and Lilacs. It was concluded that the year 2019 was the year that
was most published, highlighting the growing importance of the theme. Among the
studies evaluated, most targeted tumor cells. Research has mainly used extracts, while
a small minority have chosen to use isolated substances. Among the species used in
the works, Curcuma sp. and Hypericum perforatum, as well as their respective isolates
Curcumin and Hypericin together account for more than a quarter of all work. In addition
Amaranthaceae, Lamiaceae, Bignoniaceae and Polygonaceae families comprised
more than one species with photoinactivating properties, capable of eliminating
different target cells. In this sense, it is understood that these are good alternatives for
the search for new PTS of natural origin.

KEYWORDS: Phototherapy; Photosensitizer; Photoinactivation; Natural products.

11 INTRODUCAO

As plantas sao capazes de sintetizar metabdlitos secundarios, que asseguram
a estas mecanismos de adaptacao para competicdo, aumentando as suas chances
de sobrevivéncia (VIZZOTO et al., 2010). Ao longo do tempo, foi observado que
essas substancias tém propriedades bioldgicas importantes também para o homem,
sendo entdo introduzidas na terapéutica, permanecendo até hoje na composicéo de
diversos medicamentos (PEREIRA & CARDOSO, 2012).

Por seu turno, a Terapia Fotodinamica (TFD) foi a primeira técnica aprovada pelo
orgao estadunidense Food and Drug Administration (FDA) que utiliza a combinacéo
de luz e um agente fototerapico (RODRIGUES, 2014). O processo consiste na
eliminacdo de células cancerigenas e/ou micro-organismos por apoptose e/ou
necrose a partir de uma reacéo quimica resultante da combinacao de luz, oxigénio e
um fotossensibilizador (FTS) (RIBEIRO et al., 2005).

O FTS acumula-se no tecido-alvo e saira do estado fundamental a partir da
irradiacdo de luz em um comprimento de onda especifico, podendo seguir dois
mecanismos principais de reacdo. O primeiro ocorre quando o FTS no estado tripleto
interage com componentes do sistema gerando ions radicais que reagem com o
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oxigénio disponivel no meio. Enquanto o segundo consiste na geragdo de oxigénio
singleto a partir de trocas de energia com FTS (MACHADO, 2000). Desse modo,
geram produtos oxidados que podem provocar a morte celular (ALVES, 2014).

Neste sentido, é crescente o numero de trabalhos que fazem uso de produtos
naturais como FTS, estes trabalhos tém demonstrado a importancia dos recursos
naturais além da importancia desta emergente tecnologia TFD. Desse modo, o
presente estudo teve como objetivo fazer levantamento das pesquisas que utilizaram
produtos naturais como fotossensibilizadores na Terapia Fotodinamica, no intuito de
verificar quais as principais aplicacées da técnica, além de identificar as espécies
mais utilizadas, bem como se ha correlacao entre estas.

2 | REFENCIAL TEORICO

Os primeiros registros do uso dos principios da terapia datam de antes de
2.000 AC, onde, egipcios faziam uso de plantas e luz solar no tratamento de doencgas
como o vitiligo (SIMPLICIO, MAIONCHI & HIOKA 2002). No inicio do século XX, em
Munique, pesquisadores observaram os efeitos decorrentes de fotossensibilizagdo de
Paramecium caudatum, onde, foi observada a morte do protozoario apos exposicao
a luz na presenca do corante acridina. Tempos depois, 0 mesmo grupo de pesquisa
foi responsavel pela descoberta da necessidade da presenca do oxigénio para a
reacao, bem como a criacédo do termo “Photodynamic Therapy (PDT)” ou Terapia
Fotodinamica (TFD) (ISSA & MANELA-AZULAY, 2010).

Em 1907, Von Tappeiner e Jodlbauer publicaram um livro, onde, definiram a
TFD como processo de fotoinativagdo de tumores e patdogenos, sendo atribuida a
eles a primeira aplicacéo da terapia na Medicina. A obra conta ainda com o relato
dos experimentos que o grupo de pesquisa realizou com eosina e luz artificial para
tratamento de cancer cutdneo ndao melanoma e de outras dermatoses (ISSA &
MANELA-AZULAY, 2010).

A partir da década de 60, iniciaram as pesquisas em busca de novos FTS
a serem aplicados na terapia. Os primeiros trabalhos foram realizados a partir
moléculas que tinham em comum a porfirina (heterociclos aromaticos constituidos
por quatro unidades pirrélicas ligadas por de pontes meso-metinicas) em sua
estrutura, classificados como FTS de primeira geracdao (OLIVEIRA et al., 2015).
Nesse sentido, foram sintetizados, a partir da purificacdo da hematoporfirina, o
derivado hematoporfirina, bem como, a protoporfirina IX (ISSA & MANELA-AZULAY,
2010). Derivados porfirinicos ainda séo utilizados na clinica médica em diferentes
tipos de tumores, como por exemplo, carcinoma do colo uterino e céncer de
cabeca e pescoc¢o, sendo utilizados como FTS o Photogem® (Russia) e Photosan®
(Alemanha), respectivamente (OLIVEIRA et al., 2015).

Os FTS descobertos até hoje podem ser classificados em quatro familias:
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Derivados porfirinicos (hematoporfirinas, bezoporfirinas e texafirinas), derivados
da clorofila (clorinas, pupurinas e bacterioclorinas) e corantes (ftalocianinas e
naftalocianinas) (ALVES, 2014).

Atualmente, ja estdo sendo aplicados na clinica os FTS de segunda geracao
(Clorinas), estes, possuem menor tempo de permanéncia, bem como, melhor
solubilidade em meio fisioldgico. A presenca de bandas de absor¢édo em comprimentos
de onda maiores que 650 nm possibilita 0 uso de fontes de luz com maior poder de
penetracao nos tecidos, permitindo tratamentos de lesdes mais profundas (OLIVEIRA
etal., 2015).

A TFD destaca-se por causar efeitos colaterais menos agressivos a pacientes
oncologicos do que os procedimentos convencionais (ALVES, 2014). Além disso,
€ uma alternativa emergente para contornar o problema da resisténcia bacteriana
(ALFENAS et al., 2011), podendo atuar ainda na eliminacao de virus (TOME et al.,
2007), descontaminacao de materiais e no tratamento de infecées (BONNETT, 2000).

Atualmente, os FTS utilizados na clinica médica ainda apresentam algumas
desvantagens como: efeitos colaterais, alto custo e lenta eliminagao pelo organismo
(RIBEIRO et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2015). Neste sentido, por serem mais baratos
e de facil acesso, os Produtos Naturais (PN) s&o uma alternativa emergente para
contornar tais problemas (GASPARETTO et al., 2010).

O objetivo deste trabalho € verificar o atual cenéario da pesquisa e uso de Produtos
Naturais (PN) na PDT. Para tanto objetiva-se constatar a taxa anual de publicacao
deste tema; quais sao as familias botanicas mais exploradas para estudos de FTS;
quais as areas de aplicagao sugerida da técnica; quais substancias purificadas a
partir de PN para aplicacdo em TFD e se existe produtos comercializados para este

fim de extratos ou de ativos purificados.

31 METODOLOGIA

Trata-se de uma reviséo bibliografica, na qual foram utilizadas as bases de
dados pubmed, scielo e lilacs entre 2003 e 2019. O levantamento foi realizado
através de trabalhos nacionais e internacionais e nas areas de cancerologia,
odontologia, biofisica, biologia e afins. Os descritores utilizados foram: Terapia
fotodindmica, Fototerapia, fotoinativacdo, Produtos Naturais, bem como seus
correspondentes em inglés (Photodynamic Therapy, Phototherapy, Photoinactivation,
Natural Products). Como critérios de inclusao foram considerados artigos os quais
abordavam informacgdes a respeito de pesquisas que utilizaram produtos naturais
como fotossensibilizadores na Terapia Fotodinamica, e enquadrado nos critérios de
exclusdo estédo artigos cientificos ndo que continham informacdes sobre a espécie
utilizada, bem como, os que configuraram autoplagio, sendo considerado apenas um
dos trabalhos publicados.
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4 | RESULTADOS E DISCUSSAO

ApoOs triagem, resultou-se em 34 trabalhos publicados entre 2003 e 2019. Como
pode ser visualizado no Figura 01, mesmo ainda n&o concluido, o ano de 2019
foi 0 ano que mais publicou-se trabalhos com o tema, evidenciando a importancia
que o uso de produtos naturais tem ganhado no campo da Terapia Fotodinamica.
Entretanto apesar de crescente a pesquisa ainda é incipiente levando em conta que
somente a base Pubmed possui no mesmo periodo 19.374 resultados quando é
utilizado o termo “Photodynamic Therapy’.

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019

Figura 01. Namero de publica¢des de acordo com o ano.

Fonte: Arquivo pessoal.

No levantamento constatou-se que foram utilizadas espécies vegetais e fungica
(SIEWERT et al., 2019), veiculadas nas formulagdes desde extrato (CHO et al.,
2018), gel (SILVA et al., 2019), até nanoparticulas (PIETRA et al., 2017). Grande
parte elegeu as folhas (DE MENEZES et al., 2017), porém alguns também utilizadas
cascas (FORMIGA et al., 2015) e sementes (SILVA et al., 2019).

O levantamento também indicou que a pesquisa tem abordado diversas familias
botanicas para o estudo de novos FTS a partir de PN (Figura 02), ndo ocorrendo
neste levantamento mais que dois géneros por familia abordada, isto indica que
a bioprospecc¢éo de novos ativos para TFD é um tema em aberto. A listagem dos
géneros e espécies encontradas neste levantamento estéo relacionados na Tabela

01 nos anexos.
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. Zingiberaceae
Vitaceae Amaranthaceae

Theaceae Anacardiaceae

Scrophulariaceae

_Bignoniaceae

Bixaceae

Caprifoliaceae

Papaveraceae Cortinariaceae

Myrtaceae T — Hypericaceae

Figura 02. Distribuicdo dos estudos PN como FTS por familia botanica

Fonte: Arquivo pessoal

Como pode ser observado na Figura 03, dos trabalhos selecionados, 19 (54%)
utilizaram produtos naturais como fotossensibilizadores na terapia que tinham
como alvo células tumorais, como por exemplo, fotoinativacdo de células HelLa
(WAROWICKA et al., 2019) e CH27 (LEUNG et al., 2008).

Jaemrelacao afotoinativacao bacteriana (29%), foram encontrados 10trabalhos,
utilizando a TFD em bactérias Gram-positivas (AKYUZ et al., 2019) e Gram-negativas
(SAITAWEE et al., 2018). Enquanto que, tratando-se de fotoatividade antifungica,
foram encontrados trés trabalhos (8%), todos avaliaram a morte de espécies de
Candida (GASPARETTO et al., 2010; POSTIGO et al., 2019; PIETRA et al., 2017) e
um destes ainda realizou experimentos com Cryptococcus neoformans (PIETRA et
al., 2017).

Além disso, foram identificados 2 trabalhos que realizaram a fotoinativacéo de
protozoarios (6%), sendo estes, Leishmania sp. (TAYLOR et al.,2013) e Trypanosoma
cruzi (MIRANDA et al., 2017). Ja em relagcao a terapia aplicada a morte de virus, foi
encontrado apenas 1 trabalho que realizou experimentos com Herpes-virus (HSV) 1
e 2, bem como Adenovirus (ADV) (83%) (MONJO et al., 2018).

Os detalhes de quais as espécies vegetais utilizadas nestes estudos e qual
acao avaliada foram listados na Tabela 02 do anexo. Em relagcéo a atividade destes
FTS frente a os modelos experimentais estudados estes estdo relacionados na
Tabela 3 do anexo.
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H Antitumoral

H Antibacteriano

B Antifungico
Antiprotozoario

Antiviral

Figura 03 Classificagéo dos trabalhos encontrados em relagéo as células alvo da Terapia
Fotodinamica.

Fonte: Arquivo pessoal.

Dentre as espécies utilizadas nos trabalhos, destacaram-se Curcuma sp. e
Hypericum perforatum, bem como, seus respectivos isolados, Curcumina (PICCO
et al., 2019; SANTEZI, REINA, & DOVIGO, 2018) e Hipericina (JENDZELOVSKA et
al., 2016), juntas, somam mais de um quarto de todos os trabalhos, como pode ser
visualizado no Tabela 2 anexo.

H. perforatum também chamou atenc¢ao por ser uma das espécies identificada
com mais de uma atividade TFD documentada: antiprotozoario (TAYLOR et al.,
2013) e antitumoral em diferentes tipos de tumores (KLEEMANN et al., 2014;
KACEROVSKA et al., 2008; STAVROPOULOS et al., 2006; KAPSOKALYVAS et
al., 2005). Segundo Zhang e colaboradores (2017) a hipericina € uma quinona
policiclica e um fotossensibilizador de ocorréncia natural, ainda do mesmo autor, na
medicina tradicional tem sido usado como tratamento para depressao e infeccdes
virais. A atividade como FTS ocorre em torno de 599 nm e apresenta vantagens
como rendimento quéntico, espectro de absorcao intenso na regiao visivel, baixo
foto branqueamento e meia-vida curta (27 horas mesmo na dosagem de 1500 pg /
kg) e ampla faixa de excitacéo.

Por outro lado, Santezi e colaboradores (2018) em revis&o sobre o potencial
da curcumina como FTS descrevem este composto sendo fendlico, membro da
familia curcumindide, extraido dos rizomas da Curcuma longa. Os autores relatam
ainda que esta possui diversas acdes farmacoldgica per se como efeitos anti-
inflamatorios, anti-sépticos, antivirais e antitumorais. Além de atuar como agente anti-
neuroinflamatorio, beneficiando pacientes diagnosticados com Alzheimer, Esclerose
Multipla e Deméncia causada pelo HIV.

Em relacédo FTS, a curcumina absorve a luz azul, sendo aplicado na TFD como
antimicrobiano, alguns estudam sugerem a curcumina como eficaz na reducgéo
de células tumorais, além de possuir baixa citotoxicidade. Entretanto, os mesmos
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autores relatam a falta de protocolos clinicos.

Em relagdo a comercializagcdo de extratos vegetais para TFD a empresa
PhotoDynamic (https://www.photo-dynamic.com/) (Halifax, Canada) tem como foco
o desenvolvendo de um produto antibacteriano de higiene bucal para eliminacéao
de placas bacterianas por TFD utilizando extrato de raiz de Polygonum cuspidatum
como FTS, este produto foi denominado de Orthoquin™ (MONJO et al., 2018). Neste
mesmo trabalho, os autores analisaram o perfil fitoquimico por HPLC do extrato da
raiz de P. cuspidatum e encontraram como composto majoritario polidatina (63 pyg.mg
1), resveratrol (60 yg.mg '), emodina (50 pyg.mg ), antraglicésido B (12 yg.mg ),
parietina (10 yg.mg ).e acido céassico (5,6 yg.mg ).

Estes trabalhos indicam em seu conjunto a demanda de biosprospectar de
forma mais sistematica o potencial de FTS da biodiversidade brasileira, indicando
ainda uma janela de oportunidades nesta area.

51 CONCLUSAO

As principais vantagens do uso de produtos naturais frente aos
fotossensibilizadores ja utilizados na clinica sao o baixo curto e o facil acesso. Mesmo
ainda nado concluido, o ano de 2019 foi 0 ano que mais publicou-se trabalhos com o
tema, evidenciando a importancia que o uso de produtos naturais tem ganhado no
campo da Terapia Fotodindmica. Entretanto o tema participa com baixa participacao
geral, sendo que os relatos descritos utilizam diversas familias botanicas. Entre
os trabalhos avaliados, a maior parte (54%) teve como alvo células tumorais. As
pesquisas fizeram uso principalmente de extratos, enquanto uma pequena minoria
optou por utilizar substancias isoladas.

Dentre as espécies utilizadas nos trabalhos, destacaram-se Curcuma sp. e
Hypericum perforatum, bem como, seus respectivos isolados, Curcumina e Hipericina,
juntas, somam mais de um quarto de todos os trabalhos, entretanto iniciativas de
lancamento de produtos baseados em extratos também foram detectados. Neste
sentido, entende-se que estas sdo boas alternativas para a pesquisa de novos
FTS de origem natural e que o tema representa uma janela de oportunidade para
exploracéo da biodiversidade.
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APENDICE
Familia Espécie
Alternanthera maritima
Amaranthaceae .
Spinacia oleracea L.
Anacardiaceae Schinopsis brasiliensis
Araliaceae Acanthopanacis
Cichorium sp.
Asteraceae P

Porophyllum obscurum

Arrabidaea chica

Bignoniaceae
9 Tecoma stans

Bixaceae Bixa orellana
Caprifoliaceae Lonicera japonica
Cortinariaceae Cortinarius croceus
Hypericaceae Hypericum perforatum

Scutellaria Barbata

Lamiaceae :
Tectona grandis

Myrtaceae Myrciaria cauliflora
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Papaveraceae Chelidonium majus L.
Poaceae Phyllostachys nigra
Rubiaceae Anthocephalus cadamba

Polygonaceae

Polygonum cuspidatum (Orthoquin)
Rumex cristatus DC.

Rosaceae

Rubus sp.

Scrophulariaceae

Buddleja officinalis

Solanaceae Solanum verbascifolium
Theaceae Camellia sp.
Vitaceae Cissus vetrticillata

Zingiberaceae

Curcuma sp.

Tabela 01. Classificagcao das espécies de acordo com as Familias.

Fonte: Arquivo pessoal.

Espécie / Isolado

Atividades biolégicas

Autores

Acanthopanacis cortex Antitumoral Shi et al., 2019
Alternanthera maritima Antifungico Gasparetto et al., 2010
Anthocephalus cadamba Antitumoral Pemmaraju et al., 2018

Arrabidaea chica

Antiprotozoario

Miranda et al., 2017

Phyllostachys nigra

Antitumoral

Kim et al., 2003

Bixa orellana

Antibacteriano

Silva et al., 2019
Gongalves et al., 2018

Buddleja officinalis Antitumoral Cho et al., 2018
Ché verde Antitumoral Tomankova et al., 2009
Chelidonium majus L. Antitumoral Warowicka et al., 2019

Cichorium sp. Antitumoral Wen et al., 2019

Cissus verticillata root.

Antibacteriano

Mamone et al., 2014

Cortinarius croceus

Antitumoral

Siewert et al., 2019

Curcuma sp. e Curcumina

Antibacteriano
Antiflngico

Azizi et al., 2019
Saitawee et al., 2018
Pietra et al., 2017
Lee etal., 2017

Hypericum perforatum e
Hipericina

Antiprotozoario

Taylor et al., 2013.
Kleemann et al., 2014
Kacerovska et al., 2008

Antitumoral Stavropoulos et al., 2006
Kapsokalyvas et al., 2005
Lonicera japonica Antitumoral Leung et al., 2008

Myrciaria cauliflora

Antibacteriano

Dos Santos et al., 2019

Polygonum cuspidatum
(Orthoquin)

Antiviral

Monijo et al., 2018

Porophyllum obscurum

Antifangico

Postigo et al., 2019
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Rubus Antitumoral George et al., 2017

Rumex cristatus DC. extrair Antibacteriano Akyuz et al., 2019

Schinopsis brasiliensis Antibacteriano Formiga et al., 2015

Juan et al., 2006

Scutellaria Barbata Antitumoral Hoi et al., 2012
Solanum verbascifolium Antibacteriano Mamone et al., 2014
Spinacia oleracea L. Antitumoral Pan et al., 2017
Tecoma stans Antibacteriano Mamone et al., 2014
Tectona grandis Antitumoral De Menezes et al., 2017

Tabela 02. Classificacao das espécies de acordo com os efeitos bioldgicos avaliados nos
trabalhos.

Fonte: Arquivo Pessoal

Tipo Célula-alvo
Antitumoral Carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco (KB e Hep-2)
Céancer de pele (A431)
Leucemia (CMK-7)
Cancer de cabecga e pescogo
Carcinoma do pulméo (A549 e CH27)
Cancer cervical (HeLa e C33A)
Carcinoma colorretal (HCT116 e SW620)
Queratose actinica
Carcinoma basocelular
Morbus Bowen (carcinoma in situ)
Céancer de bexiga humana (T24 e RT4)
Melanoma (A375, 501mel, UCT Mel-1 e B16)
Leucemia (HL6)
Céancer de mama (MCF-7)
Carcinoma hepatocelular
Antibacteriano Streptococcus mutans
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Aggregatibacter actinomycetemcomitans
Escherichia coli
Pseudomonas aeruginosa
Enterococcus faecalis
Antifangico Candida dubliniensis
Candida sp.
Cryptococcus neoformans

Antiprotozoario Leishmania sp.
Trypanosoma cruzi

Antiviral Adenovirus
Herpes-virus 1 e 2

Tabela 03. Classificacéo das aplicacdes da Terapia de acordo com a células-alvo.

Fonte: Arquivo pessoal.
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RESUMO: Com o passar do tempo, a
humanidade tem presenciado novas formas
de aprendizado, ja que a interatividade,
especialmente com o uso das redes sociais
e tantas outras ferramentas, tem interferido
no modo como a informagcdo € disseminada.
Repensar a construgao do ensino é uma forma
de acompanhar as mudancas recorrentes no
cotidiano, sem necessariamente abandonar
metodologias tradicionais. O ensino em Ciéncias
exige interatividade, ludicidade e criticidade no
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desenvolvimento de estratégias que constroem
o fazer educativo. A importancia disso na
aprendizagem impacta na compreensado e
realidade do

Nessa perspectiva, este trabalho objetivou

transformacdo da individuo.
apresentar a utilizacdo de material instrucional
produzido com massas de biscuit nas aulas de
Parasitologia e Entomologia, para producéo
de modelos biolégicos, como importante
ferramenta para a construcéo do aprendizado no
ambiente académico e utilizagdo nos trabalhos
em comunidades. Este modelo metodoldgico
adotado promoveu melhor aprendizado dos
estudantes que cursaram as disciplinas,
ja que tiveram a oportunidade de exercitar
competéncias e habilidades, especialmente
no estudo da morfologia de parasitas e insetos
Nas

apresentados serviram para falar de Educacgao

vetores. comunidades, o0s modelos
em Saude e da necessidade da adocdo de
medidas preventivas. Estratégias de ensino
quando bem aplicadas se prestam ao proposito
de promover um melhor aprendizado de modo
dindmico, interessante, usando a ludicidade
como o atrativo necessario para a construcéo
dos saberes.

PALAVRAS-CHAVE: Ludicidade. Dinamizacao.

Modelos analdgicos. Aprendizado.

THE USE OF MODELS IN THE TEACHING/
LEARNING PROCESS APPLIED TO
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PARASITOLOGY AND ENTOMOLOGY

ABSTRACT: Over time, humanity has seen new forms of learning, as interactivity,
especially with the use of social networks and so many other tools, has interfered with
the way information is disseminated. Rethinking the construction of teaching is a way to
keep up with recurring changes in daily life, without necessarily abandoning traditional
methodologies. Science education requires interactivity, playfulness and criticality in
the development of strategies that build educational practice. The importance of this in
learning impacts the understanding and transformation of the individual's reality. From
this perspective, this work aimed to present the use of instructional material produced
with modelling clay in Parasitology and Entomology classes, for the production of
biological models, as an important tool for the construction of learning in the academic
environment and use in community work. This adopted methodological model promoted
better learning of students who attended the disciplines, since they had the opportunity
to exercise competences and skills, especially in the study of parasite and insect
vector morphology. In the communities, the models presented served to talk about
Health Education and the need to adopt preventive measures. Well-applied teaching
strategies serve the purpose of promoting better learning in a dynamic, interesting way,
using playfulness as the necessary attraction for the construction of knowledge.
KEYWORDS: Playfulness. Dynamization. Analog models. Learning.

11 INTRODUCAO

O uso de materiais didaticos para aplicacdo no ensino € um assunto que
muito se fala ao longo da historia da educacédo. Instrumentos educacionais como
réplicas em madeira e o flanelégrafo eram utilizados como recursos meramente
ilustrativos, com o objetivo de visualizagcdo e memorizac¢ao. No inicio do século XVII,
a comunidade passou a se questionar a respeito do protagonismo dos alunos nesse
processo. Nesse cenario, o reconhecido fildsofo Rousseau, no século XVIII, propde
a valorizacdo do trabalho manual e de jogos didaticos para o desenvolvimento
cognitivo da crianga (SOUZA, 2007). O uso de modelos analdgicos que se propdem
a trabalhar o ludico na construgédo do conhecimento cientifico tem se tornado uma
importante ferramenta metodoldgica aplicada a uma diversidade de publico, em
diferentes faixas etarias.

Esse trabalho trata da apresentacéo e discusséo das atividades relacionadas
ao projeto de ensino intitulado: “O uso de modelos no processo ensino/aprendizagem
aplicados a Parasitologia e Entomologia”. A intencado foi promover o alinhamento
entre Ensino X Pesquisa X Extensado, na Universidade Estadual de Santa Cruz
(UESC), llhéus, BA. O material produzido em ambiente académico foi levado
para apresentacdao as comunidades junto ao projeto de extensdo que trabalha a
parasitologia na comunidade. Em adicional, a pesquisa foi realizada especialmente
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através da realizacdo de exames parasitologicos de fezes para delineamento do perfil
epidemioldgico de cada comunidade, para plicacdo na proposta de Educagdo em
Saude. Combase no exposto, esse trabalho objetivou promover o uso de metodologias
ativas através de modelos anal6gicos para trabalhar, no viés da ludicidade, o processo
ensino/aprendizagem aplicados a Parasitologia e a Entomologia.

2 | MATERIAL E METODOS

A metodologia de trabalho se baseou na confeccdo de modelos analdgicos
produzidos com massas de biscuit para aplicacdo no aprendizado das aulas de
Parasitologia e Entomologia, no exercicio do estudo da morfologia de parasitas
e insetos vetores, e discussédo de aspectos epidemiologicos; e apresentacdo em
comunidades carentes de servicos de saude, para falar de Educacdao em Saude.
Todo o trabalho se construiu a partir do ano de 2013, atendendo a este publico
diverso (académicos e comunidades extramuros), para fins distintos.

A estratégia de realizar grupos de oficinas também foi adotada para aumentar
a producgdo das pecas e fomentar a formagao de agentes multiplicadores.

Nesse periodo, além dos modelos produzidos (Fig.1), houve a necessidade
da confeccao de um estudio fotografico adaptado para captura das imagens dos
modelos, com lampadas especiais; e aquisicdo de material necessario para dar o
formato final as pecgas, como laminas, agulhas, pingcas, moldes e tintas (Fig. 2).

A pesquisa bibliografica se deu a partir de livros, artigos cientificos, textos
especificos que tratavam da tematica, discutindo as estratégias de ensino.

Figura 1. Pecas confeccionadas com material em biscuit.

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 2. Material utilizado para confeccéo das pecas em biscuit.

Fonte: Arquivo pessoal.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em sua analise, Marcondes (1972) ja afirmava que a educacdo nao deveria
ficar restrita ao conhecimento, mas deveria estar debrucada sobre a motivagcao
do aprendizado. Nessa perspectiva, surgiu a intencdo do trabalho com modelos
metodolégicosdiferenciadosbuscandoumalinguagemcientificadefacilcompreensao,
na utilizacdo do uso de massa de biscuit, a fim de promover a interagcao entre
docente e estagiarios deste projeto de ensino, na confeccéo das pecas; docentes e
discentes, nas aulas praticas; e docentes, discentes e comunidades, nas palestras
educativas nos trabalhos extensionistas, e de pesquisa em campo. Essa proposta
pode ser bem traduzida como construgéo, transmissao e recepcao do conhecimento,
no alinhamento entre Ensino X Pesquisa X e Extensao.

Ao longo deste periodo de atividades com o projeto, foram realizadas oficinas
no Laboratorio de Parasitologia da UESC, envolvendo discentes dos cursos da
area de saude e bioloégica; bem como realizacéo de oficina no 6° CBEU (Congresso
Brasileiro de Extensao Universitaria, 2014), na cidade de Belém do Para. As oficinas
permitiram uma maior produ¢do de modelos que se prestaram, também, a cessao
para escolas e empréstimos para demais projetos que fizeram a solicitacdo, quando
da apresentacdo em comunidades. Em analise observacional ficou perceptivel
que as atividades com o publico académico sempre foram bem avaliadas entre os
envolvidos, onde a possibilidade de estudar a morfologia dos parasitas e fatores
epidemioldgicos foram considerados os pontos fortes da proposta. Entre aqueles
individuos das comunidades atendidas pelo projeto para quem as pecas eram
apresentadas, o ponto forte sempre foi a discussao acerca dos problemas de saude
e a importancia de profilaxia e controle das doencas parasitarias.

No mais, quando se refere as vantagens do uso desse tipo de material, é
necessario pontuar a durabilidade da peca, gracas ao uso da massa de biscuit; além
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do que o seu manuseio ndo deforma a peca com o passar do tempo, dada a sua
rigidez. J& quando se fala em vantagens no aprendizado, é importante citar Krasilchik
(1996), quando menciona que o aluno que aprende com modelos recuperam mais
facilmente conceitos e geram mais solugdes criativas quando expostos a problemas.

Figueiredo (2008, apud ALVES, 2010) aponta a ludicidade como uma
necessidade do ser humano em qualquer idade. De fato, a aplicacdo de metodologias
facilitadoras da disseminacé&o do conhecimento deve estar em pratica em todos os
niveis do processo educacional, desde a primeira infancia até o ambiente académico.

E, mesmo na Universidade, a busca por aprendizados diferenciados deve ser
estimulada. A experimentagdo da constru¢do dos modelos analégicos em biscuit
permitiu, no ambiente académico, nao sé o exercicio de novos saberes através de
trabalho manual, estudando morfologia e discutindo ciclo bioldégico de parasitas;
mas tirou o discente do papel de espectador para a fungcdo de protagonista do
conhecimento, alinhando o conteudo teérico adquirido em sala de aula, ao pratico,
adquirido em laborat6rio, nas aulas de microscopia.

Mais que essa experimentacdo, a possibilidade de pensar de modo
interdisciplinar — estar em torno de uma bancada confeccionando o material permite,
em concomitante, a formac¢do de uma roda de conversa. Produzir formas evolutivas
diferentes de um mesmo parasita, por exemplo, significa falar da sua localizacéao
no corpo humano, quadro clinico que pode ser produzido no paciente, patogenia,
ciclo bioldgico, epidemiologia, distribuicdo geografica, acdo farmacolégica de
quimioterapicos; ou seja, é também uma acéo interdisciplinar, muitas vezes
relacionada a vivéncia individual. Para Morin (2000) o conhecimento contextualizado,
por fazer parte da realidade dos estudantes, possibilita 0 envolvimento intelectual e
afetivo com o que é aprendido.

E entendimento que os objetivos propostos com o desenvolvimento deste
trabalho foram alcancados até o presente. A replicacao desse material instrucional
permitiu um saber dindmico e investigativo; e talvez a/j esteja 0 sucesso da proposta,
que continua em andamento (SOUZA e cols., 2013; SANTOS-FILHO e cols., 2013;
CARVALHO e cols., 2013).

Obviamente que o ensino tradicional que estimula o individuo ao raciocinio
critico tem o seu papel reconhecido. E, sobretudo, necessario ressaltar que as
estratégias inovadoras devem estar em consonancia com os modelos ja utilizados
como proposta para uma boa aprendizagem (RODRIGUES, 2014). Vale comentar
que as disciplinas que adotaram esse modelo de trabalho continuam com aulas
expositivas, mas incorporaram outras estratégias, como producao de jogos, histérias,
montagem de pecas teatrais, além do préprio biscuit. Isso porque se entende que
essas ferramentas que se utilizam de falar da Parasitologia e da Entomologia geram
a oportunidade de discutir questdbes econdmicas e sanitarias; mas, sobretudo,
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politicas publicas e negligenciamento da saude. Para além dessa constatagéo, a
possibilidade de exercitar competéncias e habilidades de discentes da area de saude
e prestar atendimento as comunidades.

41 CONCLUSAO

Conclui-se que é necessario fomentar o uso de metodologias ativas que
estimulem ao processo de ensino-aprendizagem de forma dindmica e estimulante,
fazendo com que a populacédo e profissionais, assim como estudantes, atuem na

construcao de saberes.
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RESUMO: A formacdao académica €é um
processo de ensino e aprendizagem que visa
o desenvolvimento de competéncias para a
atuacao profissional, sendo fundamental a
interacdo entre o conteudo tedrico e pratico.
A disciplina Histologia compbe a grade
curricular de cursos da area da saude humana
como Enfermagem, Biomedicina e Medicina,
sendo necessaria para que o aluno possa
compreender as correlagdes anatomo-histo-
fisiolégicas dos organismos em estudo. Assim,
€ importante que além das aulas teoéricas,
os estudantes disponham de aulas praticas
baseadas na analise de laminas histoldgicas,
fotomicrografias e outros recursos digitais, que
facilitem a compreensédo do assunto e tornem
seu estudo mais dinamico. Ainda, para 0s cursos
da area de saude humana, dispor de material
histol6gico confeccionado com tecido humano,
propicia um maior interesse dos estudantes. O
objetivo do projeto de ensino foi a ampliagcédo do
acervo de material didatico histol6gico da UESC,
por meio da confeccao de laminas histolégicas
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com material biologico humano e da elaborac&o de um atlas histologico digital. Assim,
as amostras de tecido humano, concedidas pelo Laboratorio de Patologia do Sul da
Bahia, em Itabuna, foram processadas no Laboratorio de Histologia Animal (LHA) da
UESC, por técnicas histologicas de rotina, com inclusdo em parafina e coloragao por
hematoxilina e eosina (HE). Como resultados, foram produzidas mais de 600 laminas
de diferentes 6rgaos, disponibilizadas para uso no Laboratoério de Habilidades Morfo-
Funcional e no LHA da UESC. Ap0s a andlise para identificagdo do 6rgao/tecido,
as laminas foram etiquetadas e fotomicrografadas. As imagens foram incluidas no
Atlas Virtual de Histologia da UESC, que conta com diversas imagens abrangendo 9
sistemas do organismo e um video sobre os componentes do microscopio de luz e o
manuseio correto deste, como um recurso didatico adicional. A utilizagcao das laminas
histologicas produzidas com material biolégico de origem humana, tem motivado os
estudantes, melhorando o processo de ensino-aprendizagem.

PALAVRAS-CHAVE: Histologia, Material Didatico, Ensino-Aprendizagem

HISTOLOGICAL TEACHING PRODUCTION FOR HEALTH GRADUATION
COURSES OF THE STATE UNIVERSITY OF SANTA CRUZ

ABSTRACT: The academic formation is a teaching-learning process that aims the
development of competences for professional performance, being fundamental the
interaction between theoretical and practical content. The Histology is part of the
curriculum of human health courses such as Nursing, Biomedicine and Medicine, being
needed for the student to understand the anatomo-histo-physiological correlations of
the organisms under study. Thus, it is important that in addition to lectures, students
have practical classes based on analysis of histological slides, photomicrographs and
other digital resources, which facilitate the understanding of the subject and make their
study more dynamic. Also, for courses in the area of human health, to have histological
material made with human tissue provides a greater interest of students. The objective
of learning project was to expand the histological didactic material collection of UESC
by making histological slides with human biological material and by elaborating a digital
histological atlas. Thus, human tissue samples, granted by the Pathology Laboratory
of Southern Bahia, in ltabuna, were processed at the Laboratory of Animal Histology
(LHA) of UESC by routine histological techniques, including paraffin embedding
and hematoxylin and eosin staining (HE). As a result, more than 600 slides from
different organs were produced and available for use on Morphofunctional Laboratory
and LHA. After analysis for organ / tissue identification, slides were labeled and
photomicrographed. The images were included in the Virtual Histology Atlas of UESC,
which has several images covering 9 organism systems and a video about the light
microscope components and its correct handling, as an additional didactic resource.
The use of histological slides produced with human biological material, has motivated
students, improving the teaching-learning process.

KEYWORDS: Histology, Teaching Material, Teaching-Learning
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11 INTRODUGCAO

A formacdo académica é um processo de ensino e aprendizagem que visa
o desenvolvimento de competéncias para a atuacado profissional e este processo
depende dainteracdo entre o tedrico e o pratico, a fim de proporcionar um aprendizado
mais consistente, critico e investigativo. Na area da saude, ela deve ser vista como
um processo educacional que se baseia no desenvolvimento de conhecimentos e
habilidades (BOTTI e REGO, 2010). O uso de material didatico apropriado, incluindo
0 uso de tecnologias digitais, € necessario para promover o aprendizado e para
estimular o interesse do aluno, contribuindo para a constru¢do do conhecimento
técnico-cientifico especifico (BOUTONNAT et al., 2006; REZENDE, 2002; SANTA-
ROSA e STRUCHINERII, 2011). A disciplina Histologia pertence ao ciclo basico de
disciplinas de cursos de graduacéo da area da saude, de ciéncias biolégicas e outros
e, precisa estar consolidada na formacgao do aluno. Assim, € necessario proporcionar
0 acesso a diferentes instrumentos de obtencéo de conhecimento, sejam teoricos,
praticos, tradicionais ou tecnoldgicos. Dentre os praticos, a observacéo de laminas
histoldgicas torna palpavel o conhecimento teérico correspondente, tendo relevante
importancia no desenvolvimento do conhecimento dos estudantes e estes por sua vez,
reconhecem a contribuicdo das aulas praticas para seu aprendizado em histologia,
assim como a sua importancia no desenvolvimento do curso médico (LIMA et al.,
2011; HEIDGER et al., 2002; ASKEW e HEFFELFINGER, 1998). Em relacdo aos
instrumentos tecnoldgicos, 0 acesso a imagens histologicas em plataformas virtuais,
€ uma forma eficaz para reforcar o conhecimento adquirido de forma tradicional.
A especificidade dos cursos da area da saude implica no uso de material didatico
adequado, confeccionado com amostras de tecido humano e técnicas histologicas
de rotina e especiais. Para o curso de Medicina da UESC, o conteudo envolvendo
a histologia faz parte de 10 moédulos da grade curricular do 1°. ano e 2°. ano,
compreendendo 8 turmas praticas e atendendo 80 alunos anualmente. Nos cursos
de Enfermagem, Biomedicina e Ciéncias Biolégicas da UESC, anualmente, esta
disciplina atende, em média, 10 turmas praticas e 180 alunos. Considerando que
ao longo da disciplina de Histologia sédo abordados aproximadamente 50 assuntos e
que cada turma pratica atende em torno de 15 alunos, seria necessario ter disponivel
semestralmente 750 laminas por disciplina. Embora a aquisicdo comercial de laminas
histologicas seja possivel, isto se torna bastante oneroso, pois € um material que
requer constante reposicao. Por outro lado, a possibilidade de confeccionar laminas
histologicas na instituicao, é também uma oportunidade de aprendizado para nossos
alunos. Dessa forma, foi proposto um projeto de ensino tendo como objetivo a
ampliacdo e manutencao do acervo de material didatico histologico da UESC, por

meio da confeccdo de laminas histolégicas com material biolégico humano e da
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elaboracdo de um atlas histologico digital.

2 | MATERIAL E METODOS

As amostras de material biol6gico humano utilizadas no projeto de ensino foram
concedidas pelo Laboratério de Patologia do Sul da Bahia, em Itabuna. As amostras
obtidas a partir de bidpsias realizadas em procedimentos cirurgicos hospitalares,
foram fixadas em formol 10%, enviadas para o laboratério de patologia e submetidas
a macroscopia. ApOs a selecao da area de interesse pelo laboratorio de patologia,
fragmentos menores foram encaminhados ao Laboratério de Histologia Animal (LHA),
sem qualquer tipo de identificacdo ou informacéo sobre os pacientes submetidos as
bidpsias.

No LHA, as amostras foram transferidas do fixador para o alcool 50% e
desidratadas em uma série crescente de alcoois até o alcool 100%. Apos, foram
diafanizadas em xilol e incluidas em parafina liquida. Os blocos de parafina foram
cortados (5-7um) em micro6tomo rotativo manual e as laminas obtidas neste
processo foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) (BEHMER et al, 1976) para
identificacéo geral dos tecidos. As laminas coradas foram montadas com balsamo
do Canadi e etiquetadas com as seguintes informacdes: nome do tecido ou érgéo,
origem do material biolégico (ou seja, de origem humana), técnica de coloracao
empregada e o laboratorio onde foram confeccionadas. As laminas foram fotografadas
em fotomicroscépio (Leica DM 2500) no Centro de Microscopia Eletrénica da UESC.
As imagens foram utilizadas para a elaboracéo do Atlas Virtual de Histologia, ap6s
serem editadas (software Power Point) para ressaltar as estruturas mais importantes
a serem observadas nas imagens, incluindo sua respectiva legenda. As Iaminas
foram organizadas nos laminarios do Laboratério de Habilidades Morfo-Funcionais
(LH) e do LHA para uso nas aulas praticas de Histologia, em estudos extra-classe e
nas monitorias para diversas disciplinas dos cursos de graduacéo da area da saude.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O projeto de ensino foi motivado pela necessidade de ampliar o acervo de
material didatico histoldégico, bem como, de adequéa-lo as necessidades especificas
dos cursos de graduacao da area da saude humana, utilizando amostras de tecido
humano no preparodaslaminas. O uso de material didatico apropriado é imprescindivel
para promover o0 aprendizado e para estimular o interesse do aluno em busca de
um conhecimento mais amplo (SANTA-ROSA e STRUCHINERII, 2011). Ao longo
do projeto, foram produzidas em torno de 600 laminas histologicas disponiveis para
uso em aulas praticas, compreendendo diferentes sistemas do corpo (Fig. 1), além
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de 237 laminas excedentes e amostras em diferentes fases de processamento. Ao
mesmo tempo, verificamos a necessidade de continuar produzindo as laminas, pois
nem todos os assuntos foram contemplados até o momento, devido as dificuldades

para a obtencao de amostras de tecido humano.

@ Sistema Reprodutor Sistema Urinario Sistema Cardiovascular
Sistema Respiratorio @ Sistema Digestério Sistema Linfatico
@ Sistema Nervoso @ Sistema Endécrino

Figura 1. Distribuicdo em porcentagem, das laminas histol6gicas produzidas para cada sistema.

O uso da tecnologia na educacgao tem sido estudado e apontado como uma
ferramenta importante para o processo de ensino e aprendizagem, embora 0s
métodos tradicionais no estudo da histologia ndo devem ser substituidos por ela
(REZENDE, 2002). Para a elaboracéo do Atlas Virtual de Histologia, ja disponivel no
site da UESC (http://www.uesc.br/projetos/atlas-histologia/), as laminas produzidas
foram fotomicrografadas e legendadas, incluindo as principais estruturas a serem
visualizadas. Atualmente, o atlas contém diversas imagens (Fig. 2) que abrangem 9
sistemas do organismo e um video sobre 0s principais componentes do microscépio
de luz e o manuseio correto deste, como um recurso didatico adicional. Além
disto, com o propdésito de incentivar a participacdo dos alunos de graduacdo, um
espaco para a inclusdao de imagens obtidas por eles durante as aulas praticas foi
disponibilizado no atlas.
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Figura 2. Fotomicrografias representativas do Atlas Virtual de Histologia da UESC, obtidas a
partir das laminas histologicas produzidas.

41 CONCLUSOES

A anélise de laminas histolégicas nas aulas praticas de histologia, em estudos
extra-classe e nas monitorias, representa uma importante ferramenta para o
processo de ensino-aprendizagem. A producao propria de laminas histolégicas
contribui de forma expressiva para a manutencéo do acervo histolégico, bem como,
para o treinamento técnico-cientifico de bolsistas e o envolvimento de alunos neste
processo. Adicionalmente, sendo livre o acesso ao Atlas Virtual de Histologia, um
numero maior de usuarios pode se beneficiar deste recurso didatico.
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RESUMO: As sindromes hipertensivas
especificas da gravidez se constituem em um
evento bastante comum apesar de ser um
problemaquetrazsériasegravesconsequéncias
para a mae e para o bebé. Neste estudo o
tema tem seu objetivo voltado para destacar
as repercussOes perinatais mais comuns
detectadas em mulheres portadoras de SHEG
por meio de uma reviséo de literatura. Trata-
se de uma revisao de literatura cuja coleta dos
dados deu-se nas Bases de Dados da Biblioteca
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Virtual de Saude em sites como Scielo e Lllacs,
onde encontrou-se 10publicacbes para compor
o artigo em sua integra. As repercussdes
perinatais mais destacadas neste estudo
foram: deslocamento prematuro da placenta,
Hemorragia intra e periventricular no recém-
nascido pré-termo, pneumotérax, deficiéncias
na respiragcao do RN pré-termo, morte materna
pneumotorax, deficiéncias na respiracédo do
RN pré-termo, enterocolite, e outras elevadas
complicacdes fetais. Concluiu-se que o estudo
veio agregar informacbes valiosas para o0s
profissionais de saude no que tange a atencéao
sobre os varios aspectos SHEG contribuindo
para a minimizagao das repercussoes perinatais
advindas da doencga no processo gestacional.
PALAVRAS-CHAVE: Sindromes hipertensivas.
Gestacéo. Complicacdes perinatais.

ABSTRACT: Pregnancy-specific hypertensive
syndromes are a very common event despite
being a problem that has serious and serious
consequences for both mother and baby. In
this study the theme aims to highlight the most
common perinatal repercussions detected
in women with SHEG through a literature
review. This is a literature review whose data
collection took place in the Virtual Health
Library Databases on sites such as Scielo and
Lllacs, where 10 publications were found to

compose the full article. The most prominent
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perinatal repercussions in this study were: premature placental displacement, intra and
periventricular haemorrhage in preterm infants, pneumothorax, preterm NB respiration,
maternal pneumothorax death, preterm NB respiration, enterocolitis, and other elevated
fetal complications. It was concluded that the study added valuable information to health
professionals regarding the attention on the various SHEG aspects contributing to the
minimization of perinatal repercussions arising from the disease in the gestational
process.

KEYWORDS: Hypertensive syndromes. Pregnancy. Perinatal complications.

11 INTRODUCAO

A gravidez € um dos momentos que dao a mulher sensagdes diversas que vao
desde sentimentos de alegria perpassando por duvidas e receios com a gestacao
e o0 parto. Apesar de ser um evento comum na vida da maioria das mulheres, o
processo de gestacéo pode apresentar problemas sérios e/ou graves como quadros
de hipertensdo chamados de sindromes hipertensivas especificas da gestacao
(SHEG).

As sindromes hipertensivas deixam as gestantes mais vulneraveis a agravos
tanto para a salde materna quanto para o bebé, e quando isso acontece, denomina-
se gestacéo de alto risco. Segundo o Ministério da Saude, a gestacédo de risco refere-
se “aquela na qual a vida ou a saude da mae e/ou do feto e/ou do recém-nascido tém
maiores chances de serem atingidas que as da média da populagao considerada”.
Esse tipo de gestacao representa cerca de 15% do total de mulheres (BRASIL, 2010)

Sao comuns para a gestacéo de alto risco, e caracteriza-se por quadros de
Hipertensdo na mulher, sendo uma das doencas que oferecem mais perigo para as
mulheres nesse estado.

Caracteriza-se pela presenca de pressao arterial diastolica de 90mmhg ou
mais, em duas tomadas, com intervalo de no minimo 4 horas, ou pela presenca de
pressao arterial diastélica de 110mmhg em uma Unica tomada ou na presenca de
aumento pressoérico de 30mmhg na pressao arterial sistélica e 15mmhg na presséao
arterial diastélica, ap6s a 20% semana, nas gestantes com niveis tensionais muito
baixos (80x50mmhg) (DE MORAES, 2012).

Diante de um quadro de sindrome hipertensiva os profissionais de saude ter
conhecimento tedrico e pratico para atender de forma correta e precisa, a gestante
no momento em que esta procura atendimento, sendo o enfermeiro, o profissional
gue assiste a gestante no primeiro momento e também, durante toda a permanéncia
desta mulher no hospital, de forma a minimizar seu quadro de hipertensédo e assim
contribuir para a continuidade da gestacéo normalizada.

Alertamos para o diagnéstico preciso e precoce ja que a demora na assisténcia
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contribui para o aparecimento de complicagcbes sérias como insuficiéncia renal
aguda, edema agudo de pulmao ou ruptura hepatica, levando ao 6bito. Com essas
caracteristicas a gestante deve ser acompanhada com vigildncia permanente
observando-se a variagdo pressorica.

A justificativa para discorrer sobre o tema fundamentou-se em alguns aspectos
considerados cruciais como as complicacbes da necessidade de se conhecer as
repercussdes perinatais decorrentes.

A hipbtese que se levanta sobre um problema grave para a mulher gravida,
faz-se necessario conhecer as complicagdes trazidas pela doenca, cabendo ao
enfermeiro na area de obstetricia, ter conhecimento dessas complicagdes, e esteja
habilitado para oferecer ruma assisténcia de qualidade com seguranca contribuindo
para reduzir os indices de mortalidade materna e fetal decorrentes da doenca.

2| METODOLOGIA

O método escolhido para abordar o tema foi a revisdo bibliografica, sendo
o estudo do tipo exploratoério, descritivo, narrativo, com base no levantamento de
dados na literatura vigente.

O estudo foi realizado no periodo de abril a junho de 2019, perpassando-se as
etapasdareviséode literaturaque compreende: identificacdo do problema, elaboracéao
da pergunta norteadora, estabelecimento de critérios de inclusdo e excluséo, coleta
de dados em bases cientificas, selecao de artigos, analise e interpretacéo dos dados.

A coleta dos dados sera feita em publicacdes selecionadas nas bases de dados
dabibliotecavirtualde Saude (BVS) em sites como SciELO Brasil - (ScientificElectronic
Library Online), e Lilacs.

Os critérios para a selecao dos dados foram publicacdes datadas dos ultimos
dez anos, em lingua portuguesa, cujo conteudo estava de acordo com o assunto
aser abordado. Os critérios de exclusao deram-se entre as publica¢cdes que estejam
fora do que foi estipulado para o estudo como ano de publicagdo com mais de dez
anos, conteudos repetidos e aquelas cujo conteudo ndo contemplarem os objetivos
do estudo.

A selecao da amostra foi realizada por meio de descritores constantes no
DeCS (Descritores em Ciéncias da Saude): sindromes hipertensivas, gestacao,
complicacdes perinatais.

Foram encontradas primeiramente 84 publicacdes dentre artigos, monografias
e periodicos sobre o tema na internet. ApoOs leitura dos resumos, selecionou-se 08
publicagdes que continham em seu contetdo aspectos das sindromes hipertensivas
relacionados as repercussdes perinatais mais comuns em gestantes, descritas em

publicacdes cientificas.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre as repercussOes perinatais este estudo destacou cinco estudos que
abordavam em seu conteudo sobre crescimento intrauterino (CIUR), infeccéo
neonatal e sindrome da aspiracdo meconial, prematuridade, Hemorragia intra e

periventricular, presenca de pneumotérax, e outros (Tabela 3).

. Base de Tipo de
Autor/Ano Titulo Dados estudo
. | Prevaléncia de complicacdes maternas
Gomes, NR, Gardhenghi; e neonatais em gestacbes que Scielo S
G, 2013 , ; ; campo
apresentaram sindromes hipertensivas
Fatores maternos e resultados perinatais Estudo de
Oliveira ACM, et al 2015 adversos em portadoras de pré- Scielo
A . - campo
eclampsia em Macei6-Alagoas
Perfil de risco gestacional e metabdlico Eg;l;goode
Santos EMF, et al, 2012 no servico de pré-natal de maternidade Scielo _p ]
o . quantitativo
publica do Nordeste do Brasil L
e qualitativo.
Uma revisdo do perfil  clinico- Revis3
epidemiolégico e das repercussdes evisao
Morais, FM, et al., 2013 : : . Scielo integrativa
perinatais em portadoras de sindrome ;
) . . de literatura
hipertensiva gestacional
Sindromes hipertensivas na gestacao: Revisio
Zanatelli C, et al, 2016 estratégias paraareducéo damortalidade Scielo oo
bibliografica.
materna.
Alteragdes histopatoldgicas em placentas Revisio de
Guimaraes et al, 2009 humanas relacionadas as sindromes Scielo )
. . literatura
hipertensivas.
Disturbio hipertensivo gestacional. A
importancia do pré-natal na prevencéo, . Revisdo de
R evolugéo e danos renais atribuidos a pré- HIEE literatura
eclampsia.
Agravos a saude do recém-nascido. Estudo de
Rolim et al., 2014 Relacionados a doenca hipertensiva da | Scielo campo,
gravidez: conhecimento da enfermeira. qualitativo
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Tabela 1 - Demonstrativo dos artigos selecionados referentes as repercussdes perinatais
decorrentes da Sindrome hipertensiva.

O crescimento intrauterino restrito (CIUR) e o descolamento prematuro de
placenta (DPP) destaca-se em quadros de hipertensdo gestacional, em cerca de
1/20 casos, enquanto nas gestantes normotensas em apenas em 1/130. A DPP é
ocasionada pela hipertensao gestacional promovendo lesdes nos vasos ocasionando
roturas intra e extra-vasculares, com exsudatos sanguineos na placenta contribuindo
para o aparecimento de infartos hemorragicos na crise de eclampsia (GOMES;
GARDHENGHI, 2012).

O descolamento prematuro da placenta também foi destacado como uma
das complicacbes causadas por disturbios hipertensivos da gestacao no estudo de
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Guimarées et al (2009). A ocluséao parcial ou total dos vasos placentéarios é a causa
do estado hipoxémico placentéario e € a base desta complicacdo gestacional.

Bebés prematuros foram evidenciados em um estudo realizado em uma
maternidade pubica do Rio de Janeiro onde houve o maior risco de nascimento de
RN PIG, infeccdo neonatal e sindrome da aspiracdo meconial. Houveram elevadas
frequéncias de desvios de peso ao nascer e da via de parto cesariana. No mesmo
estudo, ao estudarem as repercussdes perinatais de mulheres que tiveram o parto
na Maternidade Escola da Universidade do Rio de Janeiro, encontraram um maior
risco para Apgar baixo no 1° e no 5° minuto nas mulheres com diagnéstico de PE
(OLIVEIRA et al., 2016)

Corroborando com esse resultado estudos de Santos et al (2012) encontraram
como repercussoes perinatais bebés prematuros com peso bem abaixo do esperado.
Ainda nesse mesmo estudo os resultados materno-fetais da SHEG incluiram PE
(4,5%), DMG (3,4%), prematuridade (4,4%) e partos cesarianos (40,1%). Como
repercussdes perinatais no recém-nascido, foram encontrados RNs grandes para a
idade gestacional (GIG) e pequenos para a idade gestacional (PIG).

A Hemorragia intra e periventricular no recém-nascido pré-termo, tem incidéncia
de 20% a 45%, sendo uma das complicacdes perinatais, classificada como grave
com possiveis repercussdes neurolégicas. As lesdes podem evoluir para paralisia
cerebral, déficit intelectual e desordem apoplética que tem repercussdes por toda a
vida do individuo (MORAES et al., 2013).

Ainda segundo Morais et al (2013) foram observadas presenca de pneumotorax,
deficiéncias na respiracdo do RN pré-termo que séo apontados como importante
repercussao perinatal em casos de SHEG. Desfechos desfavoraveis como morte
materna e elevada taxa de morbimortalidade perinatal, assim como a insuficiéncia
utero-placentaria com repercussdes cruciais sobre o concepto, estdo as complicacdes
fetais destacam crescimento restrito, prematuridade e mortalidade fetal e neonatal.

Neonatos que nascem de maes com quadro de SHEG s&o mais vulneraveis
a doencas associadas a prematuridade, como: sindrome da angustia respiratoria,
hemorragia intraventricular e enterocolite necrotizante, sendo que a evolugcao do
quadro para piores resultados perinatais, associa-se a gravidade da hipertenséo
estacional (ZANATELLI et al, 2016).

Os vasos placentarios podem ser afetados pela necrose, hialinizacdo da
parede vascular e ocluidos por macr6fagos, geralmente presentes quando a pressao
sanguinea materna esté elevada, caracterizando a aterose, ha o risco de infartos,
coagulos, hematomas, menor peso e volume placentario, vistos como problemas
sérios decorrentes da SHEG (DEZ MORAESet al 2012).

Complicagdes foram encontradas na pesquisa de Rolim et al (2014), havendo
prevaléncia de complicacdes pds parto nos recém nascidos, onde observaram que
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as maes desses bebés foram acometidas por quadros e hipertensdo durante a
gestacéo, associadas a reducao do fluxo uteroplacentario ou do infarto, crescimento
uterino restrito, muitos desses bebés apresentaram asfixia ao nascimento, sindrome

de aspiracédo e neurodesenvolvimento deficiente.

41 CONCLUSAO

O estudo trouxe melhor entendimento sobre as sindromes hipertensivas
especificas da gestacao onde foi possivel entender que esta € uma doenca frequente
na clinica obstétrica, sendo sua compreenséo, de grande importancia, para 0s
profissionais da area de obstetricia, haja vista que a patologia traz repercussoes e/
ou desfechos negativos para a mée e o bebé.

As repercussbes perinatais mais destacadas neste estudo referiram-se
a:deslocamento prematuro da placenta, hemorragia intra e periventricular no recém-
nascido pré-termo, pneumotdrax, deficiéncias na respiracao do RN pré-termo, morte
materna pneumotorax, deficiéncias na respiracdo do RN pré-termo, enterocolite, e
outras elevadas complicacdes fetais.

Concluiu-se que o estudo veio agregar informacodes valiosas para os profissionais
de saude no que tange a atencéo sobre os varios aspectos SHEG contribuindo
para a minimizacao das repercussdes perinatais advindas da doeng¢a no processo

gestacional.
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RESUMO: O objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito toxicoldgico, in vivo, de duas novas cepas
de Bacillus thuringiensis (MTox 2638-1 e MTox
2974-11) em ratos, via oral. Os ratos Wistar
machos foram tratados com a suspensao
bacteriana, o sobrenadante e as proteinas
sintetizadas pelas cepas, assim como o controle
com BTh Thuricide 63, nos intervalos: 0; 24; 48h.
Utilizou-se 5 ratos/tratamento, individualizados,
com livre acesso a racao e agua. Apds 48h da
aplicacao dos tratamentos (HAT), os animais
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RATOS WISTAR

foram eutanasiados e o conteudo estomacal
e estdbmagos coletados para observacdo em
estereomicroscépio. As fezes foram coletadas
em 24 e 48 HAT e as amostras foram analisadas
em eletroforese, em gel de poliacrilamida a
10%. Foi avaliada a presenca de esporos
de B. thuringiensis no trato gastrointestinal,
cada animal foi pesado no inicio e no final dos
tratamentos e avaliou-se o0 consumo de racéo
e agua. Os resultados mostraram que nenhum
dos tratamentos foi toéxico, sendo que os ratos
nao apresentaram sintomas de intoxicagdo ou
alteracées morfologicas nos estdbmagos. Nao
foram observadas diferencas significativas
na perda ou no ganho de peso, bem como
no consumo de agua entre o grupo controle e
os tratamentos. O consumo de racao variou
significativamente apenas entre os ratostratados
com MTox 2638-1. A eletroforese SDS-PAGE
revelou proteinas Cry nas amostras, e também
foram observados esporos bacterianos no trato
gastrointestinal e nas fezes dos animais. Assim,
em ensaios de administragcdo oral aguda, as
cepas de B. thuringiensis avaliadas mostraram-
se indGcuas a esse grupo de vertebrados.
PALAVRAS-CHAVE: Biopesticidas,
mamiferos, toxicidade, gastrointestinal.

ABSTRACT: The aim of this study was to
evaluate the in vivo toxicological effect of two
new strains of Bacillus thuringiensis (MTox
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2638-1 and MTox 2974-11) in rats orally. Male Wistar rats were treated with the bacterial
suspension, supernatant and protein synthesized by the strains, as well as the BTh
Thuricide 63 control at the intervals: 0; 24; 48h Five individualized rats / treatment with
free access to feed and water were used. After 48h of the application of the treatments
(HAT), the animals were euthanized and the stomach contents and stomachs collected
for observation in stereomicroscope. The feces were collected at 24 and 48 HAT and
the samples were analyzed by electrophoresis on SDS-PAGE 10%. The presence of
B. thuringiensis spores in the gastrointestinal tract was evaluated, each animal was
weighed at the beginning and at the end of the treatments and the feed and water
consumption were evaluated. The results showed that none of the treatments was toxic,
and the rats showed no symptoms of intoxication or morphological changes in their
stomachs. No significant differences were observed in weight loss or gain, as well as in
water consumption between the control group and the treatments. Feed intake varied
significantly only among rats treated with MTox 2638-1. SDS-PAGE electrophoresis
revealed Cry proteins in the samples, and bacterial spores were also observed in the
gastrointestinal tract and animal feces. Thus, in acute oral administration assays, the
B. thuringiensis strains evaluated were safe to this vertebrate group.

KEYWORDS: Biopesticides, mammals, toxicity, gastrointestinal.

11 INTRODUCAO

A caracteristica entomopatogénica atribuida as cepas de Bacillus thuringiensis
Berliner (1911) (Bf) estd associada a sua capacidade de produzir proteinas que
séo altamente téxicas e eficazes contra diversas ordens de insetos, considerados
pragas agricolas ou florestais, ou ainda vetores de doencas de grande relevancia
sanitaria como a dengue e a malaria (BERLITZ et al., 2012; BRAVO et al., 2012;
CAMPANINI et al., 2012; PARDO-LOPEZ et al., 2013). Com alta especificidade de
hospedeiros, as proteinas toxicas de B. thuringiensis, juntamente com seus esporos,
sdo empregadas no combate das fases larvais de insetos das ordens Lepidoptera,
Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Homoptera, Orthoptera e Mallophaga e também
no controle de nematoides, platelmintos e protozoarios (BRAVO et al., 2012; PARDO-
LOPEZ et al., 2013).

Para diminuir os impactos causados por esses insetos, a bactéria B. thuringiensis
€ amplamente utilizada na formulagdo de biopesticidas e no desenvolvimento de
plantas geneticamente modificadas que expressam o0s genes sintetizadores de
suas proteinas téxicas (GOUFFON et al., 2011; SHARMA et al., 2010). O grupo
mais bem estudado e utilizado de proteinas inseticidas de B. thuringiensis € o das
d-endotoxinas, que compreende duas familias multigénicas de inclusdes cristalinas
paraesporais: as proteinas cristais (Cry), que exibem efeito téxico para organismos
alvo e na forma inativa apresentam massa molecular entre 130 e 140 kDa, e as
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toxinas citoliticas (Cyt), que apresentam atividade hemolitica (SOBERON et al.,
2010). A maioria das d-endotoxinas é sintetizada durante a fase de esporulacéao
por genes localizados em plasmideos auto transmissiveis (SANAHUJA et al., 2011;
SANTOS et al., 2010).

No entanto, algumas subespécies de B. thuringiensis sao capazes de sintetizar
thuringiensinas, também conhecidas como [(-exotoxinas, que s&o toxinas nao
proteicas, com baixo peso molecular (701 Da), produzidas durante a fase vegetativa
e secretadas no meio de cultura onde a bactéria estiver inoculada (OBEIDAT et al.,
2012). Analogas ao nucleotideo adenina, as B—exotoxinas inibem a RNA polimerase
através da competicdo com ATP, bloqueando a acédo de nucleases, impedindo a
biossintese de RNA e prejudicando a formacao do fuso mitético, afetando etapas
criticas da metamorfose e, assim, apresentam amplo espectro de toxicidade nao
especifica (BELDER & ELDERSON, 2010; OBEIDAT et al., 2012). Devido a sua
toxicidade a vertebrados, especialmente no que se refere aos efeitos teratogénicos
e mutagénicos em mamiferos, desde 1970, a Organizacao Mundial da Saude (OMS)
recomenda que as cepas de B. thuringiensis que produzem (-exotoxinas ndo devem
ser usadas no controle de insetos (CORREA, 2012; DE MACEDO, 2012).

Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito toxicoldgico, in vivo,
de duas novas cepas de B. thuringiensis em ratos Wistar, através da verificacéo de
dose-efeito, com ensaios de administracéo via oral.

2| MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados com aprovacédo pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA), que possui constituicdo, deveres e responsabilidades
regidos pela Lei n° 11.794, de 2008. Todas as praticas foram realizadas de acordo
com a Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais (Lei 11.794, de 08 de
outubro de 2008) (BRASIL, 2008); a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacao
de Animais para Fins Cientificos e Didaticos; as Diretrizes da Pratica de Eutanasia
do CONCEA e a Resolugéo Unisinos 04/2013. Os experimentos foram realizados na
Universidade do Vale do Rio dos Sinos, Sdo Leopoldo, Rio Grande do Sul, Brasil.

As duas novas cepas de B. thuringiensis (MTox 2974-11 e MTox 2638-1) foram
obtidas da Colecéo do Grupo de MTAgro (CNPg/IRGA). Como controle positivo, foi
utilizada a cepa BTh Thuricide 63 (B. thuringiensis thuringiensis) correspondente ao
produto Thuricide®, fornecido pelo International Entomopathogenic Bacillus Centre
(IEBC), do Instituto Pasteur, Paris, Franca. O crescimento bacteriano foi realizado
em meio usual glicosado liquido (DE BARJAC & LECADET, 1976). As suspensdes
bacterianas foram diluidas em tampéao PBS de fosfato de sédio. Os sobrenadantes

das culturas de cada cepa foram autoclavados a 121° C, durante 20 minutos, conforme
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descrito por Liu et al. (2014), para que fossem mantidas apenas as p-exotoxinas,
guando sintetizadas. A semipurificacdo das proteinas foi realizada através de uma
série de lavagens das suspensodes bacterianas em tampao fosfato e tampéo fosfato
suplementado com NaCl. A concentracéo proteica foi determinada pelo método de
Bradford (1976).

Foram utilizados 50 ratos machos adultos, da linhagem Wistar, com idade
variando entre 80 a 115 dias, obtidos no biotério da Unisinos. Os animais foram
mantidos individualizados, em caixas de polipropileno, com livre acesso a agua e
comida, em condicdes controladas de 21° C e fotoperiodo de 12 h.

Os ratos Wistar receberam os seguintes tratamentos: T1 (suspensao da cepa
MTox 2974-11); T2 (suspensdo da cepa MTox 2638-1); T3 (suspensdo da cepa
BTh Thuricide 63); T4 (sobrenadante da cepa MTox 2974-11); T5 (sobrenadante
da cepa MTox 2638-1); T6 (sobrenadante da cepa BTh Thuricide 63); T7 (proteina
semipurificada da cepa MTox 2974-11); T8 (proteina semipurificada da cepa MTox
2638-1); T9 (proteina semipurificada da cepa BTh Thuricide 63); T10 (controle
PBS de sodio pH 7,4). Cada tratamento foi composto por 5 animais, sendo a dose
administrada equivalente a 25 mL/kg. Todos os tratamentos tiveram um volume
final de 400 uL, sendo diluidos em PBS de sodio (pH 7,4). A administracao desses
tratamentos foi via intragastrica, nos tempos de 0, 12 e 24 horas.

Foi realizada em 24 e 48 horas ap0s a aplicacéo dos tratamentos (HAT), a
coleta das fezes total de cada animal. Os ratos foram sacrificados em 48 HAT,
quando foi coletado o contetudo estomacal e intestinal para analise do perfil proteico,
juntamente com as fezes, em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE - 10%) (LAEMMLI,
1970). Os estdbmagos foram avaliados em estereomicroscopia (40x), conforme
protocolo adaptado de Marroni et al. (1994). Cada animal foi pesado no inicio e no
fim dos tratamentos. Também foi avaliado o consumo de racédo e agua pelos ratos,
ao final dos tratamentos.

Para verificar a presencga de esporos de B. thuringiensis no trato gastrointestinal
dos ratos, o conteudo estomacal, intestinal e as fezes coletadas dos animais foram
homogeneizados em solug¢ao salina estéril e uma aliquota de 1000 L foi utilizada
para o processo de pasteurizagdo (12 min, a 80°C, e 5 min a 4° C), visando a selecéo
das bactérias esporulantes. Apds foram realizadas diluicdes seriadas a 102 e uma
aliquota de 100 pL foi semeada em Agar Nutriente, em triplicatas e, incubados a
37° C, durante 24 h. As colbdnias crescidas foram isoladas em meio usual glicosado
liquido, suplementado com penicilina, permanecendo em crescimento sob agitacao
(180 rpm), a 30°C, durante 24 h. As culturas bacterianas com crescimento positivo
foram analisadas em microscopia de contraste de fase, para a identificacdo da
presenca de B. thuringiensis.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Osresultados mostraram a sobrevivéncia de todos os animais tratados oralmente
com as suspensdes, 0s sobrenadantes ou as proteinas das diferentes cepas de
B. thuringiensis, bem como aqueles pertencentes ao grupo controle. Nao foram
observadas alteragdes comportamentais ou clinicas como tremores, convulsdes e
diarreia.

Na avaliacdo dos estdmagos, em estereomicroscopia, com amplificacdo de 40
vezes, nao foram observadas modificagdes morfoldgicas, como pipocas vermelhas ou
raias hemorragicas, descritas por Marroni et al. (1994), em nenhum dos tratamentos
ou no grupo controle (Figura 1).

Resultados semelhantes foram observados por Bishop et al. (1999), que
administraram nos ratos uma dose de 1.10'2 esporos/mL de B. thuringiensis por dia,
durante trés semanas, e também nao encontraram sinais de infeccao bacteriana,
como vermelhiddo no tecido estomacal, ou alteragbes comportamentais. Berlitz et
al. (2012) realizaram experimentos com toxinas de B. thuringiensis administradas
oralmente em camundongos e verificaram a auséncia de sintomas como tremores,
convulsdes, diarreia, letargia, salivagéo ou perda de pelo. Berlitz et al. (2006) também
ndao encontraram modificacbes macroscopicas nos estdmagos de ratos tratados
nos tempos de 0, 12 e 24 h com a suspensao bacteriana e o sobrenadante de B.

thuringiensis var. aizawai e B. thuringiensis var. thuringiensis.

Figura 1. Estereomicroscopia (40x) dos estdbmagos de ratos tratados com: A - PBS de sodio
(pH 7.4); B - suspenséo da cepa MTox 2974-11; C - suspenséo da cepa MTox 2638-1 e D
- suspenséo da cepa BTh Thuricide 63; E - sobrenadante da cultura de MTox 2974-11; F -
sobrenadante da cultura de MTox 2638-1; G - sobrenadante da cultura de BTh Thuricide 63;
H - proteinas semipurificadas de MTox 2974-11; | - proteinas semipurificadas de MTox 2638-1 e
J - proteinas semipurificadas de BTh Thuricide 63.
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Quanto ao peso dos ratos, foi observado que n&o houve diferencga significativa
entre os tratamentos (F = 1,583; gl = 9,38; p = 0,156). Bishop et al. (1999) também
indicaram que nao houve diferenca significativa no peso corporal dos ratos tratados
com B. thuringiensis quando comparados com aqueles pertencentes ao grupo
controle. Betz et al. (2000) citam 16 estudos de toxicidade oral aguda que foram
realizados em ratos e coelhos e também n&o revelam mortalidades, alteragdes no
peso corporal ou patologias, mesmo nos testes com a administracdo das doses mais
altas de cepas B. thuringiensis.

Os dados relativos a alimentacdo dos animais, mostraram que nao houve
diferenca significativa no consumo de ragéo entre os ratos tratados com a suspenséo,
0 sobrenadante e a proteina semipurificada da cepa MTox 2974-11(F = 1,002; gl =
3,16; p = 0,417), em comparag¢ao com os ratos do grupo controle. Também néo foi
encontrada diferenca significativa (F = 2,167; gl = 3,16; p = 0,132) no consumo de
racao entre os ratos que receberam os tratamentos da cepa BTh Thuricide 63, em
comparag¢ao com os ratos do grupo controle.

Entretanto, constatou-se que o consumo médio de racéo variou entre os ratos
tratados com a suspensao, o sobrenadante e a proteina semipurificada da cepa
MTox 2638-1 (H=10,817; gl = 3; p = 0,013). Mais precisamente, foi possivel verificar
que houve diferenca significativa no consumo de ragéo entre os ratos tratados com
0 sobrenadante e a proteina semipurificada de MTox 2638-1 (p = 0,043) e entre
os ratos tratados com o sobrenadante e a suspensédo de MTox 2638-1 (p = 0,044)
(Figura 2).

70 | I | |

Seof- -
9

S -~

p I

Sal- — -
o

£ /4

=

[£5]

< —

Shan N 1

] 1 | | ] I
v & O
A@e- = & &ge?‘
O = &< o
< & & &
& S &
,:90
MTox 2638-1

Figura 2. Consumo médio de ragéo (g) pelos ratos tratados com a suspensao, o sobrenadante e
a proteina semipurificada da cepa MTox 2638-1 e com tampéao PBS de sédio (testemunha) (H =
10,817; gl =3; p =0,013).
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Quanto ao consumo de agua, nao foi observada diferencga significativa entre os
ratos tratados que receberam os tratamentos da cepa MTox 2974-11 (F = 0,997; gl =
3,16; p = 0,419), bem como da cepa MTox 2638-1(F = 1,653; gl =3,16; p =0,217) e
da cepa BTh Thuricide 63 (F = 0,981; gl = 3,16; p = 0,426). Em média geral, os ratos
consumiram aproximadamente 47 g de racéo e 90 mL de agua durante as 48 h de
tratamento.

Na anélise do perfil proteico, observou-se que a amostra da suspensao da
cepa MTox 2974-11 apresentou bandas de aproximadamente 200, 130, 100, e 55
kDa, enquanto na amostra com as proteinas semipurificadas nota-se uma banda
majoritaria de cerca de 130 kDa. Por outro lado, a suspenséo da cepa MTox 2638-
1 apresentou peptideos com aproximadamente 210, 130, 70 e 60 kDa e a amostra
contendo as proteinas semipurificadas bandas de 120, 60 e 50 kDa. Por fim, a
amostra da suspensao da cepa BTh Thuricide 63 apresentou bandas de 200, 130,
80, 60 e 50 kDa e a amostra das proteinas semipurificadas apresentou uma banda
de aproximadamente 130 kDa. Nas amostras contendo os sobrenadantes das cepas,

nao foram visualizadas bandas (Figura 3).

A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 AB A9 A10 Al1 A2

Figura 3. Perfil proteico dos tratamentos administrados oralmente nos ratos Wistar onde:
A1 - marcador de peso molecular (BenchMark — Protein Ladder - Life Technologies®);

A2 — suspensao de MTox 2974-11; A3 — proteinas semipurificadas de MTox 2974-11; A4

— sobrenadante de MTox 2974-11; A5 - marcador de peso molecular (MSDS 6H2 — Sigma
Aldrich®); A6 - suspensdo de MTox 2638-1; A7 - sobrenadante de MTox 2638-1-; A8 - proteinas

semipurificadas de MTox 2638-1; A9 - marcador de peso molecular (MSDS 6H2 — Sigma
Aldrich®); A10 - suspensao de BTh Thuricide 63; A11 - sobrenadante de BTh Thuricide 63 e A12

- proteinas semipurificadas de BTh Thuricide 63.

Na analise do perfil proteico do contetudo estomacal dos ratos do grupo controle
(Figura 4A), tratados somente com PBS de so6dio, é possivel observar a presenca
de bandas com aproximadamente 130, 50 e 20 kDa (Figura 4, A2). Nas amostras de
conteudo intestinal, fezes 24 h e fezes 48 h, nao foi possivel a observagado de bandas
nitidas (Figura 4: A3, A4 e A5). Esse padréo de bandas encontrado provavelmente
representa o perfil proteico presente naturalmente nesses tipos de amostras de ratos
sadios. A presenca de uma banda com 130 kDa, no conteudo estomacal dos ratos
controle, faz com que a observacéao de bandas com esse mesmo peso em amostras

de conteldo estomacal nos demais tratamentos ndao possa ser correlacionada com
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a presenca de proteinas Cry.

Nas amostras de conteudo estomacal, conteudo intestinal e fezes (24 e 48h),
de ratos tratados com as suspensodes bacterianas das cepas MTox 2974-11 (Figura
4B), MTox 2638-1 (Figura 4C) e BTh Thuricide (Figura 4D), foi observado um perfil
de bandas bastante semelhante.

A
Al

Figura 4. A: Perfil proteico das amostras de conteudo estomacal (A2); conteddo intestinal (A3);
fezes 24h (A4) e fezes 48h (A5) de ratos do grupo controle tratados com PBS de soédio. B:
Perfil proteico das amostras de conteudo estomacal (B2); contetdo intestinal (B3); fezes 24 h
(B4) e fezes 48 h (B5) de ratos tratados com a suspensao bacteriana MTox 2974-11. C: Perfil
proteico das amostras de contetido estomacal (C2); conteudo intestinal (C3); fezes 24 h (C4) e
fezes 48 h (C5) de ratos tratados com a suspensao bacteriana MTox 2638-1. D: Perfil proteico
das amostras de conteudo estomacal (D2); contetdo intestinal (D3); fezes 24 h (D4) e fezes 48
h (D5) de ratos tratados com a suspensao bacteriana de BTh Thuricide 63. A1, B1, C1 e D1:
marcador de peso molecular (MSDS 6H2 — Sigma Aldrich®).

Na analise das amostras de conteudo estomacal, conteudo intestinal e fezes (24
e 48 h), de ratos tratados com o sobrenadante das cepas MTox 2974-11 (Figura 5A),
MTox 2638-1 (Figura 5B) e BTh Thuricide (Figura 5C), também pode ser observado
um perfil de bandas com alta semelhanca. Como no perfil proteico das amostras de
sobrenadante das trés cepas nao havia sido constatada nenhuma banda, conforme
a Figura 3, a presenca de diversas bandas com menos de 90 kDa nas amostras de
conteudo estomacal, conteudo intestinal e fezes (24 e 48 h), pode estar envolvida
com a presenca de proteinas na ragcao animal ingerida.
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Figura 5. A: Perfil proteico das amostras de conteido estomacal (A2); contetdo intestinal (A3);
fezes 24 h (A4) e fezes 48 h (A5) de ratos tratados com o sobrenadante de MTox 2974-11. B:
Perfil proteico das amostras de conteudo estomacal (B2); contetdo intestinal (B3); fezes 24 h
(B4) e fezes 48 h (B5) de ratos tratados com o sobrenadante de MTox 2638-1. C: Perfil proteico
das amostras de conteddo estomacal (C2); contetdo intestinal (C3); fezes 24 h (C4) e fezes 48
h (C5) de ratos tratados com o sobrenadante da bacteriana de BTh Thuricide 63. A1, B1 e C1:
marcador de peso molecular (MSDS 6H2 — Sigma Aldrich®).

Nas amostras de conteudo estomacal, conteudo intestinal e fezes (24 e 48h),
de ratos tratados com as proteinas semipurificadas das cepas MTox 2974-11 (Figura
6A), MTox 2638-1 (Figura 6B) e BTh Thuricide (Figura 6C), ndo foram observadas
bandas com 130 kDa, que poderiam estar correlacionadas com proteinas Cry.

A B {2
Al A2 A3 Al A4 A5

Figura 6. A: Perfil proteico das amostras de conteudo estomacal (A2); contetdo intestinal (A3);
fezes 24 h (A4) e fezes 48 h (A5) de ratos tratados com as proteinas semipurificadas de MTox
2974-11. B: Perfil proteico das amostras de conteudo estomacal (B2); contetdo intestinal (B3);
fezes 24 h (B4) e fezes 48 h (B5) de ratos tratados com as proteinas semipurificadas de MTox
2974-11. C: Perfil proteico das amostras de contetdo estomacal (C2); conteudo intestinal (C3);
fezes 24 h (C4) e fezes 48 h (C5) de ratos tratados com as proteinas semipurificadas de MTox
2974-11. A1, B1 e C1: marcador de peso molecular (MSDS 6H2 — Sigma Aldrich®).

Conforme os resultados do perfil proteico das amostras de conteudo estomacal,
conteudo intestinal e fezes (24 e 48 HAT), n&o foram encontradas bandas de 130
kDa, sugestivas de proteinas Cry, indicando que elas podem ter sido degradadas
pelo sistema digestivo dos ratos. Essa degradacéo pode estar associada com a
acidez do conteudo estomacal dos animais (o pH € de cerca de 3,15 em mamiferos)
(VIDAL et al., 2004). Betz et al. (2000), por exemplo, relataram que proteinas Cry1,
Cry2 e Cry3 foram degradadas ap6s 30 segundos, em ensaios, in vitro, resultando
em proteinas de 2 kDa.
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Naverificagdo da presencade esporos de B. thuringiensisno trato gastrointestinal
dos ratos, em microscopia de contraste de fase, foi observado que as colbénias que
cresceram a partir das amostras do grupo controle ndo eram formadas por bactérias
esporulantes, descartando a possibilidade da presenca de B. thuringiensis nos
animais desse tratamento. Por outro lado, foi observado o crescimento de coldnias
de Bacillus spp. (Tabela 1) em todas as placas onde foram semeadas as amostras
dos ratos tratados com as suspensdes bacterianas das trés cepas do estudo.

Tratamento Amostra Presenca Auséncia
Testemunha CE X
Testemunha Fl X
Testemunha F24H X
Testemunha F48H X
MTox 2974-11 CE X
MTox 2974-11 Fl X
MTox 2974-11 F24H X
MTox 2974-11 F48H X
MTox 2638-1 CE X
MTox 2638-1 Fl X
MTox 2638-1 F24H X
MTox 2638-1 F48H X
BTh Thuricide 63 CE X
BTh Thuricide 63 Fl X
BTh Thuricide 63 F24H X
BTh Thuricide 63 F48H X

Tabela 1. Ocorréncia de Bacillus spp. nas amostras de conteudo estomacal (CE), fezes
intestinais (Fl), fezes coletadas 24 h ap6s aplicacéo do tratamento (F24H) e fezes coletadas
48 h ap6s aplicagéo do tratamento (F48H) nos animais tratados com PBS de s6dio pH 7.4
(testemunha) e suspensodes bacterianas das cepas de B. thuringiensis MTox 2874-11, MTox
2638-1 e BTh Thuricide 63.

Mancebo et al., (2011), ao avaliarem a patogenicidade de uma nova formulagcéo
de B. thuringiensis var israelensis SH-14 em ratos, por meio de administrac&o oral em
dose unica, detectaram a presenca de esporos viaveis nas fezes a partir de 3 h apos
a aplicacao dos tratamentos até 48 h. Os autores também apontam que, geralmente,
h&d um declinio no numero de unidades formadoras de colbnias recuperadas ao
longo do tempo. Esses resultados, semelhantes aos encontrados no presente
estudo, podem ser explicados pela capacidade dos esporos de B. thuringiensis
atravessarem as barreiras do trato gastrointestinal até a sua eliminagéo. Bishop et al.
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(1999) relataram que ratos que receberam doses orais (1 x 10'2 esporos/mL) durante
trés semanas, apresentaram resultado negativo para a presenca de esporos de B.
thuringiensis nas culturas de sangue, corag¢ao, bacgo e figado. Assim, a recuperacao
de B. thuringiensis nas amostras coletadas ndo pode ser considerada resultado de
processos infecciosos, ja que ndo houve sinais de patogenicidade nos animais.

No presente trabalho, foi utilizada a cepa BTh Thuricide 63 como controle
positivo, ja que ela corresponde ao ingrediente ativo do produto comercial Thuricide®,
gue teve sua fabricacéo proibida devido a capacidade de producao de 3-exotoxinas.
A falta de toxicidade de BTh Thuricide 63, principalmente nos ratos tratados com o
seu sobrenadante, pode estar relacionada a uma baixa concentragcao dessa toxina
nociva. Siegel (2001) relata que 18 homens ingeriram 1000 mg de Thuricide®, durante
5 dias, e ndo apresentaram efeitos de intoxicacéao.

Diversos estudos apontam a seguranca do uso de B. thuringiensis no controle
biolégico de pragas. Siegel (2001) relata que foi necesséria a inalagdo de uma dose
de 1x108 esporos/mL de B. thuringiensis para provocar a morte de camundongos,
o equivalente a 10'2 esporos/mL em seres humanos, ou seja, uma dose um bilhdo
de vezes maior do que 0 maximo que ja encontrado em campo durante etapas de
pulverizagdo. Portanto, resultados encontrados no presente trabalho podem estar
relacionados ao modo de acdo altamente especifico das proteinas toxicas de B.
thuringiensis, que necessitam de um pH intestinal alcalino (entre 10 — 12), para a
solubilizacao dos cristais, da presenca de proteases intestinais, para a ativacao das
toxinas e a existéncia de receptores especificos, para sua ligacdo (SHARMA et al.,
2011). Segundo Broderick et al (2006) e Gill & Ellar (2002), n&do sdo conhecidos
receptores em mamiferos que sejam equivalentes aos encontrados em insetos.

As respostas positivas mostradas em alguns estudos com roedores comprovam
que eles sao bons modelos experimentais para avaliar a toxicidade de B. thuringiensis
aos humanos. De acordo com os dados experimentais, e relatos na literatura, observa-
se que a dose altamente letal para os insetos da ordem Lepidoptera, os principais
alvos desse entomopatégeno, corresponde a 1x10" esporos/mL das suspensdes
bacterianas. Nessa pesquisa, as cepas de B. thuringiensis MTox 2974-11 e MTox
2638-1 ndo apresentaram efeitos toxicos aos ratos Wistar, quando administradas
oralmente, em ensaios agudos de até 24 horas. A partir disso, € possivel inferir que
as doses letais dessas cepas a mamiferos sao muito mais altas do que aquelas que
seriam utilizadas em campo para provocar a letalidade dos insetos-alvo, revelando-
as como seguras aos mamiferos quando indicadas para uso como biopesticidas.
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RESUMO: O estudo da bioquimica, como area
interdisciplinar que permeia as mais diversas
areas, figura entre as disciplinas béasicas de
grande importéncia para o curriculo dos cursos
de ciéncias da saude e biologicas. Entretanto, a
dificuldade na verticalizacdo do conhecimento
é perceptivel. O uso de metodologias ativas e
diferenciadas em sala de aula tem facilitado a
aprendizagem e, tornado mais interessante o
ensino paraoaluno. Objetivou-se como presente
estudo relacionar algumas metodologias
alternativas e diferenciadas, como a monitoria
académica e o uso de maquetes didaticas,
na abordagem do conteudo da bioquimica
de forma harmoniosa e estimulante para os
académicos envolvidos. Percebeu-se com o
uso das maquetes e as atividades de monitoria
significativa evolugdo no desempenho da
turma em relacdo a qualidade do aprendizado
referente aos assuntos abordados em sala de
aula nas disciplinas de bioquimica, bem como
estimulacédo do trabalho colaborativo entre os
estudantes.

PALAVRAS-CHAVE: Aprendizagem,;
Bioquimica; Maquetes; Monitoria.
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USE OF ALTERNATIVE METHODOLOGIES IN BIOCHEMISTRY TEACHING
PRACTICE: AN EXPERIENCE IN HIGHER EDUCATION

ABSTRACT: The biochemistry's study, as an interdisciplinary area that permeates
diverse areas, figure among the relevant basic disciplines to the curriculum of the
courses of health sciences and biological. However, a difficulty in the verticalization
of knowledge is perceptible. The use of active and differentiated methodologies in
the classroom has facilitated learning and made teaching more interesting for the
student. The objective of this study was to relate some alternative and differentiated
methodologies, such as academic monitoring and the use of didactic mockups, to
approach the content of biochemistry in a harmonious and stimulating way for the
academic involved. It was perceived with the use of the models and as monitoring
activities, no performance of the class about to the quality of the learned regarding the
approaches addressed in the classroom in the disciplines of biochemistry, as well as
stimulation of the collaborative work between the students.

KEYWORDS: Learning; Biochemistry; Models; Monitoring.

11 INTRODUCAO

O processo educativo deve ser mediado por metodologias que facilitem o
processo de ensino aprendizagem do aluno, tais métodos podem ser compreendidos
com o conjunto de procedimentos didaticos, representados por técnicas de ensino
com o objetivo de alcancgar rendimento satisfatério dos discentes (BRIGHENTI et al.,
2009).

O estudo e o conhecimento da bioquimica tém grande aplicabilidade no contetudo
especifico das mais diversas areas, estabelecendo-se como um campo altamente
interdisciplinar (GOMES; RANGEL, 2006). No ensino superior, a Bioquimica sempre
ocupou um lugar de destaque (SILVEIRA; ROCHA, 2016); figurando entre uma
das disciplinas basicas de fundamental importancia para o curriculo dos cursos de
ciéncias da saude e biologicas (SHETTY et al., 2007), o que a torna um desafio no
processo ensino-aprendizagem, pois precisa ser ensinado e aprendido eficientemente
(VARGAS, 2001).

Nos curriculos tradicionais, a disciplina de bioquimica é apresentada com critério
e organizacdao. Comumente reconhecida pelos académicos, a mesma € definida
pelos estudantes como um conjunto de estruturas quimicas e reacgdes dificeis de
serem assimiladas e desintegradas da sua pratica profissional futura (VARGAS,
2001; SANTOS; ANACLETO, 2007).

Atualmente, os avancgos tecnolégicos tém ampla utilizagdo no ensino superior
visando complementar o método tradicional de ensino (KELLY; BRAILSFORD, 2013).
Diversas iniciativas tém sido desenvolvidas com o objetivo de facilitar e tornar mais
interessante o processo de ensino-aprendizagem (SANTOS; ANACLETO, 2007).

EC
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Denominadas de metodologias ativas, as estratégias de ensino incluem
trabalhos em grupo, oficinas tematicas, atividades de pesquisa, PBL (Aprendizagem
Baseada em Problema), uso de jogos, podcasts, monitorias académicas, palestras
por videoconferéncias, mapas conceituais, aplicagcdo de musicas e parddias para
memoriza¢ao dos assuntos relacionados a disciplina, educacéo assistida com o uso
de computadores, também retratados como ambientes virtuais de aprendizagem e
simulacao em tempo real (VARGAS, 2001; MORAES; VARELA, 2007; OLIVEIRA et
al., 2007; SANTOS et al., 2013; SHETTY et al., 2016).

Diante disso, a presente pesquisa teve como objetivo relacionar e aplicar
métodos alternativos e diferenciados, como a monitoria académica e maquetes
didaticas na abordagem do conteudo de bioquimica no nivel superior.

2| METODOLOGIA

O presente trabalho é composto de dois momentos ativos de ensino-
aprendizagem: Atividade de monitoria académica e exposicdo de maquetes fisicas
tridimensionais, ambos com conteldo voltado a disciplina de bioquimica estrutural e
metabdlica.

2.1 Atividades de monitoria académica

Por meio da monitoria académica, os referidos monitores ficaram incumbidos
de realizar atividades ludicas com os estudantes regularmente matriculados nas
turmas de bioquimica estrutural e metabdlica do curso de Ciéncias Biolégicas da
Unidade Descentralizada Campos Sales da Universidade Regional do Cariri (URCA)
por meio de gincanas, jogos voltados a temas que abrangem conhecimentos
especificos, tanto de assuntos ja trabalhados em sala pelo professor, quanto por
assuntos apresentados pelos proprios monitores as referida turmas.

Ao final de cada atividade, com intuito de reforcar os conteudos expostos
durantes as aulas, foram aplicadas avaliagcbes de forma didatica com resolugdes
de questbes envolvendo o jogo do V (verdadeiro) ou F (falso), em que foram feitas
afirmacdes sobre o tema abordado onde os académicos deveriam analisar a
veracidade das mesmas. Outra atividade desenvolvida foi a “brincadeira do repolho”,
onde foi confeccionada uma bola de papel com varias camadas fazendo uma analogia
a um repolho. Cada camada continha uma pergunta referente ao assunto estudado,
onde os académicos deveriam respondé-las corretamente.

Para a realizagdo das atividades de monitoria, foram selecionados temas
pertinentes aos assuntos ministrados em sala de aula, para que o monitor, em
momento oportuno para o mesmo e para turma, explanasse sobre o tema determinado
anteriormente, e ao final seriam realizadas atividades (jogos e brincadeiras), cuja
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finalidade seria avaliar o aprendizado do referido assunto pela turma. O aluno-
monitor da disciplina de bioquimica estrutural ficou responsavel por abordar o tema
“Enzimas: classificacao e funcao”; enquanto o aluno-monitor da disciplina bioquimica
metabdlica ficou responsavel por abordar em sala “Papel do figado, mitocdndria e

rins no metabolismo”.

2.2 Exposicoes de Maquetes

A confeccéo e exposicédo de maquetes fisicas tridimensionais pelos estudantes
da disciplina de bioquimica objetivaram a realizagcdo de trabalhos em grupos, a
consolidagcao dos assuntos voltados a bioquimica, ja que além de criacdo de maquetes
os estudantes também realizaram a explanacdo do assunto a ser apresentado em
sua maquete. Ademais, a exposicado de maquetes traz uma proposta inovadora e
por sua vez capaz de estimular uma visao critica e sustentavel do ambiente em que
estd inserido, onde no momento da confeccdo das maquetes os alunos teriam de
reutilizar materiais que eventualmente iriam para o lixo, ou seja, as maquetes foram
feitas a partir da reciclagem de materiais, permitindo com isso a criagao de recursos
didaticos a custo relativamente baixo.

Para a realizac&o da atividade de exposicao de maquetes, os estudantes foram
segregados em cinco grupos, que serao responsaveis por representar, a critério
de cada grupo, um tema ja abordado em sala de aula que correspondesse sobre
as caracteristicas estruturas e funcionais das principais biomoléculas: carboidratos,
lipidios e proteinas. Em suma, para a apresentacao das maquetes, as equipes foram
organizadas conforme representado na tabela 01.

Identificacao das Equipes Biomolécula estudada Tema proposto

Composicao lipidica nas
Equipe 1 Lipidios membranas bioldgicas:
aliando teoria e pratica.

Lipidios: organizagao
Equipe 2 Lipidios e funcdo no interior da

membrana celular.

A importancia dos
Equipe 3 Carboidratos carboidratos na prevencéao e

controle de doencas.

Determinacéo sanguinea

Equipe 4 Carboidratos ) ,
pelos oligossacarideos.

Proteinas: o estudo da
Equipe 5 Aminoécidos e Proteinas composicéao, estrutura,
organizagao efuncionalidade.

Tabela 01: Organograma das equipes para exposicao das maquetes fisicas tridimensionais na
disciplina de bioquimica estrutural.
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As equipes apresentaram suas maquetes fisicas tridimensionais abordando
temas relacionados a disciplina bioquimica estrutural na Il Exposicdo de Maquetes
do curso de Ciéncias Biol6gicas da Unidade Descentralizada Campos Sales da
Universidade Regional do Cariri-Urca, sediado na cidade de Campos Sales, Cear4,
Brasil.

3 | RESULTADOS

A partir das atividades de monitoria pode-se perceber evolu¢cdo no desempenho
da turma em relacéo a qualidade do aprendizado referente aos assuntos abordados
em sala de aula nas disciplinas de bioquimica. A pratica da monitoria académica nao
somente possibilita uma relacdo de cooperacdo entre o professor e os monitores
aprimorando a aprendizagem de ambos (PITANO; ROQUE, 2015; ELISHA;
OJEKUDO, 2016), como também tém papel positivo na solidificacao dos contetdos
ja expostos em sala pelo professor na turma assistida com a pratica de monitoria.

Nas monitorias de bioquimicas, ambas as situagcbes foram vivenciadas no
decorrer da pratica deste tipo de metodologia ativa; logrando exato no seu objetivo
final, a utilizac&o de alternativas para melhorar o processo de ensino e aprendizagem.

Outro ponto observado, além dos esperados inicialmente, com as atividades de
monitoria, foi 0 despertar de interesse na monitoria que os estudantes da disciplina de
bioquimica passaram a ter, nao s6 no quesito de compreensao do assunto abordado
pelo monitor, mas também procurando aprender com o aluno-monitor o traquejo
em repassar o conhecimento, almejando com isso exercer também a atividade de
monitoria académica, futuramente.

Com a explanagcdo de determinados assuntos correlatos a bioquimica
estrutural e metabdlica, e posterior avaliagdo do aprendizado da turma, por meio de
atividades como, a gincana do V (verdadeiro) ou F (falso), brincadeira do repolho,
percebe-se que além de tornar um ambiente mais confortavel e atraente de ensino
e aprendizagem para o estudante, houve um melhor aproveitamento e fixacao do
conteudo ja repassado por aulas expositivas tradicionais anteriormente, o que torna
a pratica da monitoria forte aliado no processo de consolidagdo do conhecimento
cientifico adquirido na academia (Figura 01).
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Figura 01. Atividade de monitoria académica nas disciplinas de bioquimica. A: Aluno-monitor da
disciplina bioquimica metabdlica retratando o assunto “Papel do figado, mitocdndria e rins no
metabolismo”; B e C: Gincana com os estudantes retratando o assunto abordado na monitoria

da disciplina de bioquimica metabdlica; D: Aluno-monitor da disciplina bioguimica estrutural
retratando o assunto “Enzimas: classificacdo e fun¢do”; E e F: Brincadeira do Repolho com os
estudantes retratando o assunto abordado na monitoria da disciplina de bioquimica estrutural
(Fonte: Autoria propria).

Com a exposicéo de maquetes, pdde-se abranger as principais biomoléculas:
carboidratos, lipidios, proteinas (Figura 02). Apesar da heterogeneidade dos temas
a serem retratados pelas equipes, variando da abordagem simplista das estruturas
de algumas biomoléculas a caracteristicas funcionais e implicagdes a saude humana
devido a déficit de algumas dessas biomoléculas para o homeostase corpérea; ao
findar da atividade de exposi¢cdo de maquetes fisicas tridimensionais logrou-se éxito
no processo de aprendizagem por partes dos estudantes, a partir deste método
diferenciado.
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Figura 02. Exposicao de Maquetes. A: Maquete abordada pela equipe 1; B: Maquete abordada
pela equipe 2; C: Maquete abordada pela equipe 3; D: Maquete abordada pela equipe 4; E:
Magquete abordada pela equipe 5 (Fonte: Autoria propria).

Em relacdo a exposicao de maquetes, percebe-se que a confeccado das mesmas
estimulou o trabalho colaborativo, por meio da unido dos integrantes das equipes
para um fim especifico, no qual, através do trabalho em equipe, didlogo com colegas
do grupo, interacéo e integracéo favoreceram a realizagdo do trabalho. No ambito
da exploracédo do conteudo relacionado a ser apresentado no dia da exposicéo,
também foi observado tal efeito colaborativo entre os estudantes.

No que tange a apresentacdo das maquetes, no dia em que ocorreu a
apresentacdo das mesmas aos demais integrantes da comunidade académica, os
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estudantes da disciplina de bioquimica estrutural do curso de ciéncias biologicas,
através do referido recurso didatico, puderam abstrair contetudos relacionados a
bioquimica estrutural mais facilmente aos demais, aliando paratal fim, arepresentacao
visual das pecas com seu conhecimento obtido em sala de aula.

O uso de maquetes fisicas tridimensionais trata-se de um recurso didatico e
diferente, pois facilita a abstracdo de conteudos relacionados em aula expositivas,
podendo dinamizar a discussado da turma em sala de aula, tornando os conteudos
mais dindmicos e interativos (NACKE; MARTINS, 2007), e com isso favorecer o
processo de ensino-aprendizagem por levar a praxis, ou seja, por aliar teoria e
pratica (HAAG et al., 2008).

41 DISCUSSAO

Segundo Amorim et al. (2012), a monitoria é uma forma de apoio pedagogico
oferecido aos alunos que tenham interesse em aprofundar conhecimentos em
determinado tema ou ainda para resolver davidas relacionadas a disciplina ministrada
em sala de aula. A préatica de monitoria & de grande importancia em uma disciplina
complexa como a bioquimica, sendo o monitor, peca-chave na referida metodologia
ativa.

O monitor tem como papel fornecer suporte e auxilio teérico-pratico ao aluno com
bagagem diminuta em termos e estruturas quimica ou para aquele com dificuldades
na compreensao dos conteudos. Para o monitor, além de ser uma atividade de
exercitacao de conteudos importantes para o seu curriculo académico, também
permite que esse aluno possa se inserir em atividades de pesquisa, extenséao e ter
uma experiéncia significativa no que diz respeito a docéncia (VIEIRA et al., 2011).

Assim como relatado no presente estudo, corroborando com os trabalhos de
Santos et al. (2007) e Elisha; Ojekudo (2016), a monitoria académica além de ser
metodologia diferenciada que pode ser utilizada como ferramenta para obtencao
de melhorias do ensino em Bioquimica e, que encontra-se a disposicao do docente
para adequa-la a sua necessidade em sala de aula, tem papel formador de futuros
docentes, permitindo ao aluno-monitor melhor poder de explanagdo, arguicdo, e
estimulador de olhar critico-cientifico do referido monitor. Ademais, quando trabalhada
com afinco, a monitoria é capaz de estimular os demais alunos em torno da disciplina
em questao, bem como incitar os alunos nas atividades de monitoria a vislumbrar a
pratica futuramente o exercicio da atividade de aluno-monitor, em semestres letivos
subsequentes (LEITE, 2016)

A heterogeneidade do conhecimento basicos em quimica e biologia celular
dos alunos, que compdem as turmas de bioquimica, trata-se de outro percalco no

ensino da disciplina; sendo necessario que o professor disponha de tempo suficiente
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em sala de aula para realizacédo de revisdes conteudistas, a fim de equiparar o
conhecimento das turmas e, com isso facilitar a compreensédo dos assuntos que
serdo abordados na disciplina. Todavia, o tempo utilizado para realizagao de revisoes
pode acarretar extrapolacdo da carga horaria trabalhar a disciplina ou resultar em
perdas de conteudos que deveriam ser lecionados naquela a carga horaria prevista
da disciplina.

Neste contexto, as monitorias, que por sua vez s&o processos auxiliares e
complementares, surgem como apoio para atenuar o problema, na qual o aluno-
monitor, quando dispondo de tempo dentro da sua carga horaria semanal na pratica
de monitoria, realiza a revisdo dos conteudos a fim de nivelar o conhecimento dos
alunos (SANTOS; ANACLETO, 2007; VIEIRA, 2011).

A introducao de novas metodologias, como através da monitoria, péde auxiliar
os alunos na compreenséo dos conteudos e no entendimento da disciplina e assim,
fazer com que o processo de ensino e aprendizagem viesse ser consolidado e o
rendimento dos estudantes pudesse ser potencializado (SANTOS; ANACLETO,
2007; AMORIM et al., 2012).

Promover discussdes e criar situagdes em que estimule o pensamento e olhar
critico do aluno em torno dos assuntos trabalhados em sala de aula € uma das
missdes do educador. Outra incumbéncia seria tornar tais conteudos mais dindmicos
e interativos (PITANO; ROQUE, 2015). Em ambas tarefas designadas ao professor, o
uso de maquetes tridimensionais, permite o educador lograr éxito, quando utilizando
tal metodologia diferenciada de ensino.

Com a utilizacdo das maquetes fisicas tridimensionais voltadas aos conteudos
da disciplina de bioquimica estrutural, percebeu-se que tanto aos alunos que
estavam envolvidos diretamente na confeccédo das maquetes, durante e ao final da
producao, aumentou o interesse na disciplina e no assunto trabalhado, pela sua
respectiva maquete, quanto aos alunos que estavam apenas como expectadores
da confeccdo e apresentacdo das maquetes. Efeito estimulatorio e instigante da
aprendizagem foram vistos em Vieira et al. (2011) e Peluso; Pagno (2015), sendo
evidenciado neste ultimo, a necessidade de buscar formas de levar o aluno a querer
aprender, que se da através de novas metodologias, neste caso o uso das maquetes,
e com isso lhe sdo disponibilizados novas maneiras de aprender, e oferecer a ele
as condicbes propicias ao desenvolvimento de sua vontade de aprender. Em seu
trabalho, Pitano; Roqué (2015), descreve que o uso da maquete tem capacidade de
despertar o interesse, intensificando o processo de ensino-aprendizagem; facilitar a
abstracao do aluno em certos conteudos retratados, a partir da forma de visualizacao
tridimensional, sendo, portanto, este quesito o diferencial da maquete em relagcéao
aos outros recursos didaticos e outras metodologias ativas.
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O ensino da bioquimica assim como as demais disciplinas das biociéncias
no ensino superior, requerem do professor a habilidade e o traquejo ao serem
trabalhadas em sala de aula. A captacdo das informacdes em sala de aula pelos
estudantes, muitas das vezes, € facilitada por meio da utilizacdo de metodologias
ativas e diferenciadas com o intuito de captar a atencao do aluno e com isso galgar
o grande objetivo, aliar teoria e pratica na formag¢ao académica, bem como melhoria
na qualidade de ensino no ensino superior.

A atividade de monitoria e utilizacdo de maquetes fisicas tridimensionais, dois
bons e fiéis exemplos de metodologias ativas, foram as metodologias empregadas
nas disciplinas de bioquimica estrutural e metabdlica no curso de ciéncias biologicas,
logrando-se éxito na assimilagado do conteudo de bioquimica pelos académicos.

Visando o aprimoramento ininterrupto na qualidade do ensino, é importante
que as comunidades cientificas enfatizem e incentivem a utilizacdo de metodologias
diferenciadas em ensino superior. Almeja-se que este trabalho cumpra sua parte
nesse processo, servindo de suporte para outros docentes no planejamento das

aulas com o uso de diferentes estratégias de ensino.
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RESUMO: Introducdo: O objetivo deste
estudo é verificar na literatura a relevancia da
utilizacao da radiologia toracica na investigacéao
de metastase em cadelas com neoplasias
mamarias. Materiais e Métodos: Trata-se de
uma revisao da literatura, utilizou-se a base de
dados pubmedcentral. Como critério de inclusao
estdo os artigos no idioma portugués e inglés,
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NEOPLASIAS MAMARIAS

publicados no periodo de 2014 a 2019, que
apresentaram cadelas com neoplasia mamaria
e metastase. Como critério de excluséo estao
os artigos que nao atendem ao objetivo do
estudo, ou seja, publicacbes anteriores a
2014 e que nao apresentavam cadelas com
neoplasias mamarias e metastase. Resultado e
discussao: Foram identificados, com a busca,
38 artigos, porém somente quatro atenderam ao
objetivo deste estudo e aos critérios de inclusao
e exclusao. Os artigos selecionados abordam
as técnicas de raios-X, Ultrassonografia e a
Tomografia Computadorizada. A ocorréncia
de metastases toracicas em cadelas que
apresentam diagndstico é realizada pelo exame
de Raios-X em cerca de 10 a 15% dos casos
e sao constatados como malignos. Conclusao:
Desde estado primario do céncer de mama
até ao de metastase a radiologia toracica
apresenta-se relevante, com a mensuracéo de
regides anatébmicas como no reconhecimento de
aumento metastatico nas neoplasias mamarias.
PALAVRAS-CHAVE: radiologia; neoplasia
mamaria; neoplasia metastatica; caes.

THE RELEVANCE OF THORACIC
IMAGINOLOGY IN METASTASIS
INVESTIGATION IN BITCHES WITH
MAMMARY NEOPLASMS

ABSTRACT: Introduction: This study aims to
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verify the significance use of thoracic radiology in bitches investigation with breast
metastasis neoplasms. Methods: It treats about literature review, in which the central
pubmed database was used. The published articles in Portuguese and in English from
2014 to 2019, suggesting mammary neoplasia and metastasis in these animals were
used as inclusion criterion in this work. And the exclusion one, those published prior to
2014 which did not show the bitches with breast neoplasia and metastasis. Results: A
total of 38 articles were recognized, however, only four met the present research goal
and its inclusion/exclusion criteria. The chosen paper allude the X-rays, Ultrasound and
Computed Tomography techniques. The thoracic metastasis incidence in bitches with
this diagnosis is achieved with the X-rays exam in about 10 to 15% of the cases and
they are confirmed to be malignant. Conclusions: The thoracic radiologic is primordial
from primary breast cancer to metastasis with the anatomical region estimation in its
neoplasm acknowledgment.

KEYWORDS: radiology; breast neoplasm; metastatic neoplasia; dogs.

INTRODUCAO

Na medicina veterinaria a especialidade oncologica possui representatividade
decorrente da prevaléncia de neoplasias mamarias em cadelas, sendo uma das
principais causas de mortalidade em animais. Nessa perspectiva, as neoplasias
mamarias representam cerca de 52% dos casos em cadelas que sao atendidas em
clinicas e hospitais veterinarios, sendo 50% delas malignas (SANTOS et al., 2013).

Evidencia-se que a epidemiologia das neoplasias pode auxiliar na verificacéo
dos fatores de risco relacionados a sua ocorréncia, que depende da racga, idade e
sexo do animal. A classificacdo das neoplasias esta relacionada a localizagéo e ao
diagndstico histopatolégico (CHOI; YOON; JEONG, 2016).

A metastase das neoplasias mamarias pode irradiar pela circulacdo sanguinea
e pelos vasos linfaticos. O diagnéstico impreciso ou negativo para metastase pode
significar que nao foram encontrados tracos no momento do exame, porém focos
microscopios, talvez, ndo sejam identificados e podem desenvolver posteriormente
(SILVA, 2007).

Os meios de diagnéstico por imagem possibilitam a constatacéo das neoplasias
em sua extensao e a presenca de metastase. Os exames utilizados sao radiografia,
cintilografia, ultrassonografia, endoscopia, tomografia computadorizada e a
ressonancia magnética. Em relagdo aos custos, a radiografia e a ultrassonografia
sao mais utilizadas no Brasil, porém, um é complementar ao outro (HORA, 2012).

Além disso, a radiografia € um exame complementar para avaliacdo de
metastase pulmonar, principalmente, para paciente com histérico de cancer na
mama, assim permite varias informag¢des da avaliagdo do torax, pelo seu contraste
natural (BARROSO, 2005).
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Com isso, ao identificar a relagdo entre a utilizacdo de meios radiolégicos da
regido toracica na identificacdo do tamanho da regido acometida pela neoplasia
mamaria e na verificacdo da difusao dos sitios secundarios, possibilitando assim
gerar a metastases. No presente artigo, objetivou-se verificar na literatura a relevancia
da utilizacdo da radiologia toracica na investigacdo de metastase em cadelas com
neoplasias mamarias.

MATERIAIS E METODOS

Trata-se de uma revisao da literatura que se utiliza de um processo de busca
de informagbes, que as analisa e descreve (FERENHOF; FERNANDES, 2016).
Foi realizado o levantamento dos dados na base Pubmed Central (PMC). Foram
utilizados os descritores radiology, breast neoplasms, neoplasm metastasis e dogs.
A busca utilizou o operador booleano AND, que caracterizou por (((*Radiology) AND
Breast Neoplasms) AND Neoplasm Metastasis) AND dogs.

Critérios de Inclusdo foram estudos nos idiomas portugués e inglés, que
apresentaram cadelas com neoplasia mamaria e metastase, que foram publicados
entre 2014 a 2019.

Os artigos que nao atenderem ao objetivo do estudo, publicacées anteriores a
2014 e que nao apresentam cadelas com neoplasias mamarias e metastase.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificados, com a busca, 38 artigos, porém somente quatro atenderam
ao objetivo do estudo e aos critérios de inclusdo e excluséo (tabela 1).

Titulo Ano Local Autor

Resultados clinicos de

R . Hospital de Medicina
tumores  espontaneos geridos

2016 Veterinaria da Universidade Choi; Yoon; Jeong

C|rurg|came_nte em 114 caes de Konkuk, Coreia do Sul. (2016)
posse do cliente.

Estadiamento clinico em cadelas Hospital Veterinario  da

com tumores mamarios: influéncia 2016 Universidade Federal de Gundim etal. (2016)
do tipo e grau histolégico Uberlandia, Brasil.

. . e Departamento de clinica
Ultrassonografia para identificacéo P

) . veterinaria, Universidade .
de metastase em Ilpfonodos, fam 2018 Estadual Paulista, UNESP, Silva et al. (2018)
cadelas com neoplasias mamarias .
Brasil.
Avaliacdo da metastase de Faculdade de  Medicina
Imfonodo sentu;e_la em .tumores de 2017 Ve.terllnarla, Unlver3|da.dfa Soultani et al. (2017)
glandula mamaria canina usando Aristoteles de Thessaloniki,
linfografia indireta Thessaloniki, Grécia.

Tabela 1 — Caracterizacédo dos artigos selecionados para analise.

Fonte: dados da pesquisa.
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Os artigos abordam as técnicas de Raios-X, Ultrassonografia e a Tomografia
Computadorizada (TC). Choi; Yoon; Jeong (2016) utilizou em seu estudo radiografias
toracicas em trés vias e abdominais, considerando que o exame radiografico ainda é
0 mais utilizado para avaliar o torax na medicina veterinaria e em pequenos animais.
Em relacdo a radiografia de térax que permite verificar os campos pulmonares,
espaco pleural e regides mediastinais (PINTO, 2003).

Gundim et al. (2016), para a determinacéo do caso clinico tumoral, realizaram
radiografias de térax com projecdes ventro-dorsal e latero-lateral direita e esquerda.
O posicionamento em latero-lateral direita, pode ser representado pela sigla LLD. O
paciente é posicionado em decubito lateral com lado direito encostado na mesa, os
membros toracicos esticados para regido cranial, evitando-se, assim, que 0s mesmos
aparegam na regido cranial do térax. E importante que, na imagem, apareca os dois
membros sobrepostos (BARROSO, 2005).

O posicionamento em latero-lateral esquerda, pode ser representado pela sigla
LLE. O paciente é posicionado em decubito lateral com o lado esquerdo encostado na
mesa, seguindo as mesmas recomendacdes anteriores para os membros toracicos
(BARROSO0,2005). Ja o posicionamento em ventro-dorsal pode ser representado
pela sigla VD. O paciente € posicionado em decubito dorsal, com 0os membros
esticados para regido cranial, evitando-se a sobreposi¢cédo da parte cranial do térax.
A figura 1 mostram as projecdes radioldgicas para mensuracéo clinica tumoral.

Figura 1: Radiografia projecéo latero-lateral (A) e ventro-dorsal (B).
Fonte: PINTO; IWASAKI (2004)
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O exame radiologico realizado no pré-operatério em destaque, o de térax,
apresenta grande relevancia para o melhor planejamento terapéutico do caso clinico
do animal (DALECK et al., 1998). Uma rotina comum dentro do radiodiagnéstico sao
as imagens de torax, sendo uma das mais importantes na medicina veterinaria, por se
tratar de um exame acessivel (PIRES, 2011). A ocorréncia de metastases toracicas
em cadelas que apresentam diagndéstico é realizada pelo exame de Raios-X em
cerca de 10 a 15% dos casos e séo constatados como malignos (SILVA, 2007).

Silva et al. (2018) aborda a ultrassonografia em diferentes técnicas, tais como
a B-mode, Doppler e ARFl-elastografia que sao utilizadas para o diagnéstico de
metastase em cadelas. O B-mode (figura 2) consiste em imagens transversais que
possibilitam delimitar os tecidos e 6rgaos, gerando ecos, que sao formados pela
reflexdo das ondas do ultrassom que resultam em um mapa com escalas dos ecos,
a claridade esté relacionada com a intensidade ou amplitude da formacgéo do eco,
com isso possibilita apresentar a o termo B-mode, ou seja, modo brilho.

:-?)-24 9 mm
1D=8.9 mm

+D=14.7 mm
=ZD=7.1 mm

Figura 2 — Imagens de ultrassonografia B-mode de ganglios caninos.

(A) linfonodo inguinal com metéstase (B) linfonodo inguinal normal. (C) linfonodo axilar com
metastase. (D) linfonodo axilar normal.

Fonte: SILVA et al. (2018)

O Doppler (figura 3) € um método novo na medicina veterinaria. A ferramenta
fornece dados, em tempo real, do arcabouco vascular e a aparéncia hemodinamica
dos vasos dos 6rgaos. (CARVALHO; CHAMMAS; CERRI, 2007).
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Figura 3 - Imagens de ultrassonografia Doppler colorido de linfonodos loco-regionais caninos.

(A) axilar normal. (B) Linfonodo axilar com metéastase (C) linfonodo inguinal normal (D) linfonodo
inguinal n6 com metastase e presenca de neovascularizagao.

Fonte: SILVA et al. (2018)

A elastografia (figura 4) € um exame que utiliza vibragcdes sonoras e mensura
a velocidade de propagacao das ondas pelos tecidos. Silva et al. (2018) apresenta
que o B-mode permite identificar neoplasias mamarias com preciséo moderada. A
ARFl-elastrografia demonstrou precisdo extraordinaria, porém, o Doppler colorido
ndo apresentou nenhuma caracteristica que determinasse a metastase.
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Figura 4: Imagens qualitativas e quantitativas de ARFI-elastografia.

(A) linfonodo axilar normal, (B) linfonodo inguinal normal com padrdo homogéneo e SWV em m
/'s. (C) Linfonodo axilar reativo, (D) linfonodo inguinal reativo com padréo heterogéneo e SWV
em m/s. (E) Linfonodo axilar com metastase, (F) linfonodo inguinal com metastase com padréao
heterogéneo.

Fonte: SILVA et al. (2018)

Soultani et al. (2017) relata que a ultrassonografia é utilizada para descrever
padrbes linfonodos metastaticos em caes. Para o autor, Soultani et al. (2017) o
procedimento é limitado devido a dificuldade de anélise de estruturas pequenas ou
as que sao mais profundas. ATC é uma técnica de imagem utilizada desde o inicio da
década de 70, que se baseia em Raios-X, onde as fontes de radiacéo ionizante que
sao disparadas simultaneamente em movimentos circulares ao entorno do paciente
(SILVA; OLIVEIRA, 2017). Soultani et al. (2017) utilizou da TC com linfografia indireta
tomograficos, onde os caes foram sedados e colocados em decubito dorsal com uma
espessura de 3 mm, com o tomoégrafo helicoidal.

Na figura 5 foi encontrado padréao heterogénico, apresentando regides desiguais
na distribuicdo do agente contraste e opacidade em algumas regides.
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Figura 5 - Imagens transversais de CT-LG (cées em decubito dorsal) mostrando tipos de
padrdes de opacificacdo pbds-contraste nao uniformes de histopatologicamente confirmados
SLNs inguinais superficiais neoplasicos (setas delinear as margens dos SLNSs).

(A) Aparéncia manchada de um SLN ampliado (o asterisco indica quinta glandula mamaria com
meio de contraste). (B) opacificacao periférica (asterisco indica a quinta glandula mamaria).
(C) Defeito de enchimento (setas grossas indicam linfaticos para SLNs). (D e E) Opacificacao
parcial (asterisco indica a quinta glandula mamaria com meio de contraste; seta grossa indica
opacificagdo normal SLN do lado oposto).

Fonte: Soultani et al. (2017)

Alinfografia € um exame radiol6gico que que verifica o sistema linfatico utilizando
contraste. O sistema linfatico protege o organismo das macromoléculas estranhas,
bactérias e outros agentes nocivos (MONTANARI, 2016). As cadelas apresentam
um complexo mamario que sao interligados por cadeias linfaticas que possibilitam a
difusdo da metastase mamaria (SILVA, 2007).

A figura 6 apresenta o modelo esquematico do complexo mamario e linfatico
que estao interligados possibilitando a metastase em decorréncia das neoplasias
mamarias em cadelas.
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Figura 6 - Modelo esquematico do complexo mamario e rede linfatica do céo.
Fonte: Silva (2007)

CONCLUSAO

Foram identificadas as técnicas de raios-X, Ultrassonografia e a Tomografia
Computadorizada que sao utilizadas em determinados casos clinicos. Os raios-X
sdo os mais utilizados devido a facilidade de realizacédo do procedimento e pelo
fator econdmico, porém as demais técnicas sao complementares para um melhor
diagnostico clinico.

Assim, no contexto especifico desta pesquisa, a radiologia pode ser uma
excelente aliada, pois ela pode ajudar a determinar o estadiamento da doenca,
confirmando a presenca de metastase ou o tamanho do tumor primario. O uso deste
recurso pode facilitar o prognostico e auxiliar na prescricdo do melhor método de
tratamento. Assim, de acordo com as caracteristicas de cada tipo de procedimento,
pode-se ter, como beneficio, o diagnostico precoce da doenca e ou de metastases,
o que influencia diretamente na sobrevida dos pacientes.

Desde o estado primario do cancer de mama até o de metastase, a radiologia
toracica apresenta-se como relevante, seja como a mensuracao de regides
anatédmicas ou como no reconhecimento de aumento metastatico nas neoplasias

mamarias.
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RESUMO: O biomonitoramento atmosférico
permite avaliar a qualidade do ar em areas
extensas, utilizando organismos vivos que
respondem a poluicdo alterando suas funcoes
ou acumulando toxinas. Esse estudo objetivou
avaliar a genotoxicidade do ar atmosférico
na cidade de Joinville com o uso do Teste de
Micronucleo em Tradescantia (Trad-MCN).
Foram adotados como pontos amostrais cinco
canteiros ornamentados com Tradescantia
pallida: Ponto 1 no Cemitério Municipal; Ponto
2 em um segmento da rua Sao Paulo; Ponto
3 no Mercado Publico; Ponto 4 na rua Albano
Schmidt; e Ponto 5 em um segmento da rua Dr.
Joao Colin.Apds aescolhados pontos amostrais,
foram realizados ensaios cromossGmicos
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por meio da contagem de micronucleo em
sistema vegetal. As andlises foram feitas sob
microscopia optica (400X) e a cada lamina, foi
contado o numero de MCN em 300 tétrades.
N&o foram observadas diferencas significantes
entre as frequéncias de MCN nos diferentes
pontos amostrais, as analises estatisticas
revelaram que a frequéncia média de MCN
ficou entre 0,84% e 0,56%. Apesar de Joinville
ser uma forte poténcia industrial do estado e
uma regido em constante desenvolvimento,
os dados obtidos revelam que a polui¢céo do ar
atmosférico ndo se mostrou causadora de um
aumento na frequéncia de MCN da planta em
estudo.

PALAVRAS-CHAVE: Biomonitoramento;
Genotoxicidade; Micronucleo; Trad-MCN.

GENOTOXIC EFFECTS ON TETRADS OF
Tradescantia pallida INDUCED BY
ATMOSPHERIC POLLUTANTS IN THE CITY
OF JOINVILLE, SANTA CATARINA, BRAZIL

ABSTRACT: Atmospheric biomonitoring allows
the assessment of air quality in large areas using
living organisms that respond to pollution by
changing their functions or accumulating toxins.
This study aimed to evaluate the genotoxicity of
atmospheric air in the city of Joinville with the
use of the Micronucleus Test on Tradescantia
(Trad-MCN). Five flowerbeds ornamented with
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Tradescantia pallida were used as sample points: Point 1 in the Municipal Cemetery;
Point 2 in a segment of Sdo Paulo Street; Point 3 in the Public Market; Point 4 on
Albano Schmidt Street; and Point 5 in a segment of Dr. Jodo Colin Street. After the
selection of the sample points, the chromosome assays were performed by means
of the micronucleus count in the plant system. The analyzes were done under optical
microscope (400X) and the number of MCNs in 300 tetrads was counted on each
slide. No significant differences were observed between MCN frequencies at different
sample points. Statistical analyzes revealed that the mean frequency of MCN was
between 0.84% and 0.56%. Although Joinville is a strong industrial power in the state
and a region in constant development, the data obtained show that atmospheric air
pollution did not provoke an increase in the MCN frequency of the study plant.
KEYWORDS: Biomonitoring; Genotoxicity; Micronucleus; Trad-MCN.

11 INTRODUCAO

Desde o surgimento dos seus primeiros ancestrais, 0 homem tem atuado de
forma transformadora e, muitas vezes, predatdria sobre a natureza. A partir da
descoberta do fogo, no inicio do Periodo Paleolitico, 0 homem passou a contribuir
de forma atuante, porém nao consciente, para a deterioracdo da qualidade do ar
e a sofrer as consequéncias desse ato (BRAGA et al., 2001). Nos ultimos séculos,
especialmente ap6s a Revolugao Industrial, umaimensa gama de substéancias nocivas
foram produzidas de forma intencional ou como subproduto de atividades produtivas
e, segundo Braga et al. (2002), esses poluentes vem contribuindo como fator de
influéncia na degradacao ambiental do planeta, gerando impactos como degradacao
do solo, da agua e do ar em escala exponencial. A degradacéao da qualidade do ar
atmosférico decorre de diferentes atividades humanas, como a industrializagdo, o
crescimento desordenado de centros urbanos, a queima de combustiveis foésseis, 0
desmatamento e o0 uso constante de produtos quimicos na agricultura (CAON et al.,
2016).

Mais recentemente, o crescimento populacional e o conforto gerado pelo
progresso tém contribuido amplamente para o aumento da poluicao atmosférica,
sobretudo em éareas urbanizadas, fazendo com que o ar apresente cada vez mais
substéncias nocivas aos seres vivos, modificando o0 meio ambiente e comprometendo
a qualidade de vida das pessoas que vivem nestas areas. Dentre os poluentes
atmosféricos emitidos em areas urbanas, os mais significativos sédo o didéxido de
enxofre (SO,), monodxido de carbono (CO), éxidos de nitrogénio (NO,), ozbénio (O,),
acido sulfurico (H,SO,), sulfato (SO,), bissulfato (HSO,) e materiais particulados
(MP) (BRAGA et al.,, 2002). Esses compostos quimicos e residuos toxicos sdo
responsaveis por possiveis efeitos mutagénicos, colocando em risco a saude humana,
provocando doencas respiratérias, cancer de pulmao e disfung¢des cardiovasculares.
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Os efeitos oriundos desses poluentes dependem do periodo de exposicéo, clima,
estado nutricional, predisposicéo, idade e impacto simultdneo de outros poluentes
(CASTRO & SISENANDO, 2017).

O monitoramento ambiental nas grandes cidades é essencial nos dias atuais
em funcéo dos inUmeros poluentes que sao langados continuamente na atmosfera,
rios, mares e solo (SILVA, 2005). As alteracdes na composi¢cao quimica do ar causam
efeitos negativos ndo somente aos seres humanos, mas também na fauna e na flora,
podendo estes organismos ser utilizados para avaliar a contaminagcdo atmosférica
(BARBERIO et al., 2013; LIRA et al., 2008). O biomonitoramento atmosférico é
uma técnica que permite avaliar a qualidade do ar em areas extensas, utilizando
organismos Vvivos que respondem a poluicéo alterando suas fun¢des ou acumulando
toxinas. De maneira geral, os vegetais sdo mais sensiveis a poluicdo que 0s
animais, portanto, estudos sobre os efeitos dos poluentes na vegetacao fornecem
subsidios importantes para os programas de controle da polui¢éo do ar (BARBERIO
et al., 2013). As respostas das plantas bioindicadoras aos poluentes podem ser
observadas tanto em nivel macroscépico, através do aparecimento de cloroses,
necroses, queda de folhas ou diminuicdo no seu crescimento, como podem ocorrer
em nivel genético, estrutural, fisioldbgico ou bioquimico, ndo sendo visualmente
observadas (ELLENBERG, 1991). Dentre os poluentes atmosféricos citados como
mais frequentes em ambientes urbanos, o didéxido de enxofre, o 6xido de nitrogénio
e 0 0zOnio sao tidos como os poluentes mais prejudiciais para as plantas (MELO
JUNIOR et al., 2014).

Bioensaios que utilizam plantas para deteccédo de agentes mutagénicos sao
conhecidos como excelentes indicadores de efeitos citogenéticos ocasionados por
substancias quimicas presentes no ambiente (GRANT, 1994; BARBERIO et al.,
2013). Entre os muitos bioindicadores empregados para avaliacdo do potencial
mutagénico da atmosfera, destaca-se o Teste de Micronucleo em vegetais. Esse teste
foi primeiramente utilizado por Evans et al. (1959) em experimentos in vitro com raiz
de Vicia faba, sendo hoje aplicado em outros modelos vegetais como Allium cepa e
Tradescantia spp. € € amplamente utilizado em pesquisas visando 0 monitoramento
ambiental (SILVA, 2005).

O Teste de Micronucleo em Tradescantia (Trad-MCN) é considerado valiosa
ferramenta por muitos pesquisadores devido ao seu tamanho pequeno e o codigo
genético compostos por seis pares de cromossomos relativamente grandes, tornando
essa planta um instrumento favoravel para estudos citogenéticos (CARVALHO,
2005). Esse teste possui mais de vinte anos de historia no campo do monitoramento
ambiental, o que se deve a sua efetividade na detec¢cdo de danos cromossdmicos,
a simplicidade com que é executado, ao baixo custo financeiro de sua metodologia
e ao facil acesso ao material de estudos, ja que as plantas sao facilmente cultivadas
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e frequentemente utilizadas para ornamentacdo. Os mecanismos que levam a
formacao de micronucleos envolvem tanto quebras cromossémicas quanto perdas
anafasicas, de modo que o uso do Trad-MCN propicia a deteccéo da acao de agentes
aneugénicos e clastogénicos. O teste, contudo, apresenta limitagdes por ndo revelar
a ocorréncia de rearranjos cromossdmicos como translocacodes e inversdes (SILVA,
2005). Apesar disso, o Trad-MCN mostra-se uma escolha eficiente em estudos de
biomonitoramento.

Considerando o exposto, o presente estudo teve por objetivo observar a
genotoxicidade do ar atmosférico com o uso do Teste de Micronucleo em Tradescantia
(Trad-MCN) na cidade de Joinville, Santa Catarina.

2 | MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo

O presente estudo foi realizado no municipio de Joinville, na regidao nordeste
de Santa Catarina. Foram adotados como pontos amostrais, cinco canteiros
ornamentados com Tradescantia pallida (Rose) D.R. Hunt var. purpurea, localizados
em diferentes pontos da cidade que apresentam trafego diferenciado de veiculos
(Figura 1). A presenca de industrias, de diferentes seguimentos, também influenciou
na escolha dos pontos amostrais.
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Figura 1. Localizacao dos pontos de coleta de Tradescantia pallida, Joinville, Santa Catarina,
Brasil.

Os pontos amostrais foram classificados como Ponto 1, 2, 3, 4 e 5 e 0s canteiros
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escolhidos localizam-se em: Ponto 1 no Cemitério Municipal de Joinville, na rua
Ottokar Doerffel, n° 12, bairro Atiradores (26°18'47.0"S 48°51'34.8"W); Ponto 2 na
rua Sao Paulo, n°® 718, bairro Bucarein (26°18'49.4"S 48°50'34.4"W); Ponto 3 no
Mercado Publico Municipal Germano Kurt Freisler, na avenida Dr. Paulo Medeiros,
bairro Centro (26°18'20.8"S 48°50'25.1"W); Ponto 4 na rua Albano Schmidt, n°® 3345,
bairro Boa Vista/Zona Industrial Tupy (26°17'20.1"S 48°48'41.3"W); e Ponto 5 na rua
Dr. Jodo Colin, n° 2270, no bairro América (26°16'47.9"S 48°50'56.7"W).

A cidade de Joinville abriga, segundo estimativa do IBGE (Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica) para 2018, uma populacédo de 583.144 habitantes. A cidade
€ considerada a maior e mais industrializada do estado, sendo o motor da economia
de Santa Catarina, pois ocupa o primeiro lugar na producao de riquezas do estado,
com um Produto Interno Bruto (PIB) que chegou a R$ 24,5 bilhdes no ano de 2014
(IBGE, 2016). Segundo dados publicados pela Secretaria de Planejamento Urbano
e Desenvolvimento Sustentavel de Joinville, as principais atividades que garantem
esse resultado sao as industrias de metalmecanica, plastico e téxtil (SEPUD, 2018).
Atualmente a cidade conta com mais de 1.400 industrias nesses setores (MELO
JUNIOR etal.,2014). Dados do IBGE (2016), descrevem que a frota de veiculos ativos
na cidade chega a 383.176, entre automdveis, motocicletas, énibus, caminhdes,
entre outros. Ou seja, uma média de um veiculo para cada 1,52 habitantes.

Joinville apresenta clima subtropical e, devido a sua baixa altitude, apresenta em
média, temperaturas mais elevadas do que o interior catarinense. A regiao nordeste
de Santa Catarina apresenta uma das maiores variagcées de temperatura do estado,
a média anual é de 22,63°C, sendo a média das maximas 27,18°C e a média das
minimas de 18,91°C. O més mais quente € janeiro, com temperatura média em torno
de 25°C, e julho é o més mais frio, com temperatura média de 17°C. A umidade
relativa do ar varia entre 82 e 86%. Joinville apresenta um regime de chuvas que
varia entre 17700 mm e 2700 mm anualmente, sendo esta uma das regides que
apresenta os maiores indices de pluviosidade do estado. As chuvas sdo abundantes
durante todo 0 ano, mas ocorrem com maior frequéncia no verdao (SAMA, 2016).

2.2 A espécie em estudo

A Tradescantia pallida € uma planta que apresenta facil adaptacdao em qualquer
ambiente, podendo se desenvolver durante todo o ano (BARBERIO et al., 2013).
Essa espécie pertence a familia das Commelinaceae e é originaria do Leste do
México e Honduras, onde cresce espontaneamente, gerando prejuizos para a
agricultura. E uma planta herbacea, prostrada, suculenta, de 15 a 25 cm de altura,
ornamental e com folhas roxas muito decorativas. As flores sdo pequenas, também
roxas, porém pouco vistosas. A planta é pouco tolerante as baixas temperaturas do
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inverno. Multiplica-se por estacas e por divisdo da planta. Produz sementes, que
nao sao utilizadas diretamente para a multiplicacdo, mas que levadas por diversos
agentes, germinam em locais inesperados e muitas vezes onde ela é indesejavel
(GORNI et al., 2014).

2.3 Coleta e analise de material botanico

Por T. pallida se tratar de uma espécie bastante utilizada como bioindicadora
de genotoxicidade, existem varios trabalhos publicados utilizando-se do método
aplicado no presente estudo para analises do indice mei6tico. Gorni et al. (2014)
indica a coleta de inflorescéncias jovens, onde no centro da planta se encontra
um conjunto de varios botdes florais de tamanhos grande, médio e pequeno. Em
seu estudo, ele descreve que os botbes grandes ja sdo muito velhos para achar
células em estagio de tétrades e os botbes muito pequenos, ainda ndo chegaram
nessa etapa da divisao celular. Sendo assim, os botdes de tamanho pequeno para
médio sado os mais indicados na realizagao do método aplicado no presente estudo,
conforme figura 2.
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Figura 2. Botdes florais retirados de Tradescantia pallida, a seta preta indica o melhor tamanho
para visualizacéo de células em estagio de tétrades. Fonte priméria.

As coletas foram realizadas no inicio dos meses de Janeiro, Abril e Julho
de 2018, englobando trés estag¢des climaticas do ano: veréo, outono e inverno,
respectivamente. Durante as coletas, as inflorescéncias foram fixadas em solucao
etanol/acido acético (3:1). Essa solucéo se faz necessaria para preservar ao maximo
as caracteristicas celulares de um organismo vivo coletado, para que possam ser
realizadas analises em laboratério. Ap6s o periodo de 24 horas, as inflorescéncias
foram transferidas para solu¢éo de etanol a 70%, onde permaneceram até a confecgao
das laminas. O material coletado foi processado de acordo com o protocolo sugerido
nos trabalhos pioneiros de Ma (1981) e Ma et al. (1994) e aperfeicoada nos trabalhos
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de Silva (2005) e Gorni et al. (2014).

Os botbes retirados das inflorescéncias jovens foram dissecados com um
bisturi sobre uma Iamina em uma gota de Orceina acética a 2% com o auxilio de
um estereomicroscopio, necessario para melhor visualizacdo do procedimento.
As anteras assim obtidas, foram levemente maceradas com bastao de vidro e, em
seguida, os fragmentos das anteras foram descartados, ficando apenas as células.
A etapa seguinte constitui-se de adicionar mais uma gota do corante Orceina acética
a 2%, misturar as células ao corante e adicionar a laminula sobre a preparacéo, que
foi rapidamente aquecida para uma melhor fixacao do corante. Durante o periodo de
duracéo do estudo, foram preparadas cinco laminas para cada ponto amostral em
cada més de coleta, com botdes florais obtidos de cinco inflorescéncias diferentes
por ponto.

Aleituradaslaminasteve porobjetivo observarapresencade tétrades e possiveis
variacdes, como triades e diades, com e/ou sem a presenc¢a de micronucleos. A
escolha do estagio de tétrade para pesquisa de micronucleo se deu pelo fato de
gue neste estagio a célula encontra-se em interfase (ndo divisdo), o que facilita a
visualizagdo do nucleo e do possivel micronucleo existente. Os micronucleos séo
nacleos adicionais e separados do nucleo principal de uma célula, formado por
cromossomos ou fragmentos de cromossomos que nao sdo incluidos no nucleo
principal durante a divisdo celular. Sua formacao se deve a alteragcbes estruturais
cromossOmicas espontaneas ou decorrentes de fatores ambientais (CARRARD et
al., 2007).

A contagem das células foi realizada sob microscopia 6ptica, com aumento de
400X. Foi estimado um total de 300 tétrades por lamina e, consequentemente, 1500
por ponto amostral. Nessa analise, foram comparados os numeros de tétrades (e
variagdes) com micronucleos e sem micronucleos. As tétrades com micronucleos
encontradas em cada lamina foram contadas e, em seguida, fotografadas.

2.4 Analise estatistica

As frequéncias de micronucleos nos cinco pontos amostrais, durante os trés
meses de estudo, foram comparadas através da analise de variancia (ANOVA one-
way), seguido pelo teste de Tukey. O teste de Tukey é necessario quando se conclui
que existe diferenca entre as médias de tratamentos analisados na analise de
variancia, pois completa a anélise, comparando e mostrando o resultado de todas
as combinacgdes de pares de médias (OGLIARI & PACHECO, 2011). Para todas as
analises estatisticas, foi utilizado o software Statistica vs 8, e o nivel de significancia
foi fixado em 5% (p<0,05).
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3 | RESULTADOS

3.1 Caracterizacao dos pontos amostrais

O canteiro ornamentado com Tradescantia pallida no Ponto 1, localizado dentro
do Cemitério Municipal de Joinville, encontra-se a cerca de 140 metros de distancia
da rua Ottokar Doerffel. Préximo ao canteiro, o fluxo de veiculos se restringe aos
visitantes do local, porém na rua principal ha um fluxo continuo de veiculos, ja que é
uma via de acesso a BR 101. Além disso, a cerca de 500 metros do ponto amostral,
localiza-se a rodoviaria de Joinville, que opera diariamente com uma frota de 6nibus
vindos de destinos intermunicipais e interestaduais. O Ponto 2 fica a cerca de cinco
metros da rua Sao Paulo, no bairro Bucarein. Essa rua possui um fluxo de veiculos
alto e continuo, pois é uma via de acesso que liga a zona Sul ao centro da cidade.
Possui uma faixa exclusiva para o transporte publico da cidade passando a poucos
metros do canteiro utilizado para coleta.

Ja o Ponto 3, localizado no Mercado Publico Municipal Germano Kurt Freisler,
fica a aproximadamente 20 metros da avenida Dr. Paulo Medeiros, uma via com
grande fluxo de veiculos o dia todo. Proximo a esse canteiro, localiza-se uma grande
empresa do segmento metal mecanico. O Ponto 4 fica localizado na rua Albano
Schmidt, bairro Boa Vista/Zona Industrial, local que conta com diversas empresas
de diferentes ramos, como metalurgico, fabricacdo de embalagens e de gases
industriais. A poucos metros do canteiro existe um semaforo e um ponto de parada
de 6nibus. H4 um terminal de énibus municipal a cerca de 300 metros do canteiro.

Por fim, o canteiro ornamentado do Ponto 5 fica a aproximadamente 10 metros
da rua Dr. Jo&o Colin. Essa rua € uma das principais vias de acesso para a Zona
Industrial Norte, portanto possui um fluxo de veiculos constante, além de contar com
faixa exclusiva para o transporte publico da cidade passando a poucos metros do
canteiro utilizado para coleta.

3.2 Caracterizacao do clima nos meses amostrados

Os dados obtidos no presente estudo permitiram evidenciar diferencas nas
trés estacbes do ano abrangidas (Verao, Outono e Inverno), que podem ter sofrido
influéncia de diferentes fatores. Joinville tem variagdo sazonal extrema no que diz
respeito a temperatura e sensacdo de umidade. Ja a precipitacéo é caracteristica
do ano inteiro, sendo esta uma das regides de Santa Catarina que apresenta os
maiores indices de pluviosidade. Os meses de verdao sao os que apresentam os
maiores indices pluviométricos do municipio, ja nos meses de inverno, ha uma
reducéao significativa das chuvas. Entretanto, como se trata de uma regido em que o
clima é classificado como mesotérmico umido, ndo ha estacao seca definida (SAMA,

2016). Na figura 3 é apresentado o grafico com a precipitacdo média mensal para o
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municipio de Joinville nos meses amostrados e a relacédo com a frequéncia de MCN
em cada més. As informacdes obtidas a partir do grafico corroboram com a literatura,
demonstrando que ha um declinio no indice pluviométrico com as mudangas de
estacdes. O més de Janeiro apresentou uma média diaria de precipitacéo de 14,48
mm, Abril apresentou média diaria de precipitacdo de 5,06 mm e Julho apresentou
a menor média diaria de precipitacado do estudo, 1,42 mm. Os dados apresentados
foram obtidos com o Comité de Gerenciamento das Bacias Hidrograficas dos Rios
Cubatao e Cachoeira (CCJ).
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Figura 3. Precipitagdo média mensal para 0 municipio de Joinville nos meses amostrados e a
relagdo com a frequéncia de MCN em cada més.

No que diz respeito a temperatura, os maiores indices para 0 municipio de
Joinville sdo observados nos primeiros meses do ano, onde as médias mensais
apresentam-se acima de 25°C. As temperaturas mais baixas ocorrem entre os meses
de junho a setembro, onde as médias mensais nao ultrapassam os 20°C (SAMA,
2016). Na figura 4 é apresentado o grafico com a temperatura média mensal para o
municipio de Joinville nos meses amostrados e a relacédo com a frequéncia de MCN
em cada més. O més de Janeiro apresentou temperatura média minima de 23,5 °C
e maxima de 29,1 °C. Ja Abril apresentou temperatura média minima de 21,2 °C e
maxima de 27,5 °C. Por fim, Julho apresentou temperatura média minima de 15,8 °C
e maxima de 21,2 °C.
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3.3 Analise Citogenética

C Min

]
=
]
=

Foram encontrados micronucleos nos cinco pontos amostrais, nos trés meses

de analise, porém em baixas frequéncias. Os resultados obtidos a partir da analise

da frequéncia de formagao de micronucleos em T. pallida nos diferentes tratamentos

avaliados sdo apresentados na Tabela 1, mostrada a seguir. Nessa tabela, séo

apresentados os resultados observados em cada Iamina, onde foram analisadas o

total de 300 tétrades e variacgoes.

Pontos Janeiro Abril Julho
Amostrais  Lam. N Freq.(%) N  Freq.(%) N  Freq. (%)

1° 0 0,000 2 0,667 2 0,667
2° 4 1,333 0 0,000 3 1,000

Ponto 1 3° 0 0,000 5 1,667 5 1,667
4° 0 0,000 1 0,333 0 0,000
5° 0 0,000 1 0,333 2 0,667
1° 2 0,667 0 0,000 6 2,000
2° 1 0,333 6 2,000 0 0,000

Ponto 2 3° 0 0,000 3 1,000 3 1,000
4° 3 1,000 1 0,333 5 1,667
5° 0 0,000 4 1,333 3 1,000
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1° 1 0,333 1 0,333 1 0,333
2° 4 1,333 1 0,333 0 0,000
Ponto 3 3° 0 0,000 7 2,333 7 2,333
4° 0 0,000 0 0,000 1 0,333
5° 0 0,000 3 1,000 4 1,333
1° 0 0,000 0 0,000 4 1,333
2° 2 0,667 0 0,000 5 1,667
Ponto 4 3° 1 0,333 8 2,667 0 0,000
4° 0 0,000 0 0,000 7 2,333
5° 1 0,333 2 0,667 0 0,000
1° 2 0,667 3 1,000 3 1,000
2° 2 0,667 2 0,667 6 2,000
Ponto 5 3° 0 0,000 6 2,000 7 2,333
4° 0 0,000 4 1,333 2 0,667
5° 1 0,333 0 0,000 0 0,000

Tabela 1. Numero (N) e frequéncia (Freq.) de MCN observados em cada lamina (Lam.) durante

os meses de exposi¢do no municipio de Joinville, Santa Catarina, Brasil.

A andlise estatistica revelou que a frequéncia média de MCN, em todo periodo

de monitoramento, foi maior nas plantas do ponto 5 (0,84%), seguido pelo ponto 2

(0,82%), pontos 3 e 4 nao apresentaram diferencas entre si na frequéncia de MCN

(0,67%) e, por fim, ponto 1 (0,56%). Portanto, a dindmica da poluicdo demonstrada

pela frequéncia média de MCN nas diferentes localidades sugere o seguinte gradiente

de polui¢do: Ponto 5 > Ponto 2 > Ponto 3 € 4 > Ponto 1.

Quando comparada a frequéncia de MCN considerando os meses de estudo,

Julho apresentou a maior frequéncia média de MCN (1,01%), seguindo do més de

Abril (0,80%) e Janeiro (0,32%). As frequéncias médias de micronucleos nos pontos

amostrais, ao longo dos trés meses de coleta, sdo apresentadas na Figura 5.
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Figura 5. Frequéncia média de MCN a cada 100 tétrades nos cinco pontos amostrais, durante
0s meses de exposicdo no municipio de Joinville, Santa Catarina, Brasil.

A Tabela 2 apresenta os resultados da Analise de Variancia. Verifica-se que
houve diferenca significativa entre os meses de estudo (F(Z) = 6,26; p = 0,003), mas
nao houve diferenca entre os pontos amostrais quando comparados entre si (F(4)
= 0,36; p = 0,831). A interacdo entre pontos amostrais e meses analisados nao foi
significativa (F(14) = 0,92; p = 0,538), indicando que o padrdao encontrado para os

pontos amostrais se manteve constante ao longo dos meses.

Soma dos

Causa da Variacao Quadrados Graus de Liberdade Quadrado Médio F P
Ponto 7,8666 4 1,9666 0,36 0,831
Més 56,7466 2 28,3733 6,26 0,003
Ponto x Més 67,8666 14 4,8476 0,92 0,538

Tabela 2. Resultados da andlise de varidncia em arranjo fatorial 5x3 (cinco pontos amostrais e
trés meses).

A avaliagdo estatistica das diferengas nas frequéncias médias de micronucleos
(MCN/100 células), observadas nas plantas dos diferentes pontos amostrais, feita
com o uso do Teste de Tukey, mostra que entre os pontos amostrais, nao houve
diferenca significativa, como observado na Tabela 3. Ja para os meses de estudo,
quando aplicado o Teste de Tukey, observa-se uma tendéncia de aumento na
frequéncia média de MCN no decorrer dos trés meses avaliados (Tabela 4), Janeiro
apresentou uma média de frequéncia de micronucleos significativamente menor
gue os demais meses (p< 0,05). A figura 8 ilustra bem a interacdo entre os pontos

amostrais e os meses de estudos.
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Ponto Amostral Frequéncia de MCN (média * desvio padréao)

Ponto 1 1,66 + 1,84
Ponto 2 2,46 £2,13
Ponto 3 2,00 £2,45
Ponto 4 2,00 £2,72
Ponto 5 2,53 +£2,32

Tabela 3. Frequéncia média de micronucleos (MCN/100 tétrades) em Tradescantia pallida
exposta nos cinco pontos amostrais na cidade de Joinville, Santa Catarina, Brasil.

Més Frequéncia de MCN (média = desvio padrao)
Janeiro 0,96 + 1,27

Abril 2,40 £2,43

Julho 3,04 + 2,46

Tabela 4. Frequéncia média de micronucleos (MCN/100 tétrades) em Tradescantia pallida no
periodo de estudo na cidade de Joinville, Santa Catarina, Brasil.
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Figura 6. Grafico de médias e intervalo de confianga nos cinco pontos amostrais, durante os
trés meses de exposicao no municipio de Joinville, Santa Catarina, Brasil.

4 |1 DISCUSSAO

A poluicdo atmosférica no Brasil é causada principalmente por queima de
combustivel féssil derivado de fontes moveis, como frota de veiculos automotores,
ou por fontes fixas, como emissdo por meio de producéo industrial (CHAVES,
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2017). Barcellos et al. (2005), realizaram um estudo que analisou a poluicdo do
ar atmosférico por fontes fixas nos municipios brasileiros. Os autores concluiram
gue na regiao Sul, o estado com maior propor¢cao de municipios com ocorréncia de
poluicéo do ar por atividade industrial foi Santa Catarina.

Como nao ha uma rede de monitoramento de ar no municipio de Joinville,
nenhum dado preliminar referente a qualidade do mesmo foi encontrado. Apesar
disso, estudos sobre a qualidade do ar atmosférico utilizando-se de biomonitoramento
com vegetais ja foram realizados no municipio. Melo Junior et al. (2014) investigaram
atributos foliares de Tibouchina granulosa (Melastomataceae) em trés areas distintas,
com o objetivo de verificar a ocorréncia de alteragcbes morfolégicas e anatébmicas
decorrentes de poluicdo atmosférica. As principais alteracbes encontradas pelos
autores foram relacionadas a area foliar, espessura dos tecidos fotossintéticos
e espessura total do limbo foliar. Os resultados obtidos demonstraram que as
variacdes estruturais observadas entre as plantas localizadas nas areas poluidas
que foram analisadas decorreram de injurias provocadas pela presenca de gases
poluentes na atmosfera. Nesse mesmo sentido e analisando os mesmos atributos,
Cavallaro et al. (2018) avaliaram o efeito de material particulado sobre populagcdes
de Inga edulis (Fabaceae) em duas areas amostrais na regido urbana de Joinville,
uma poluida e uma controle. Os autores observaram maior quantidade de material
particulado depositado sobre as folhas nos individuos da area poluida e todos os
atributos bioldgicos analisados diferiram entre as areas poluida e controle. Em Santa
Catarina, Alves (2017) avaliou a qualidade do ar no municipio de Criciuma utilizando
o bioensaio Trad-MCN. Durante o periodo de estudo, a autora verificou que fatores
climaticos como a nao precipitacdo e os ventos contribuiram para aumento da
frequéncia de micronucleos entre os meses de exposicéo.

Segundo Costa e Droste (2012) e Sposito et al. (2015 e 2017), a maior incidéncia
de danos genéticos em plantas bioindicadoras esta associada a areas urbanas com
grandes frotas de veiculos e altas concentra¢des de poluentes atmosféricos. Apesar
de Joinville apresentar essas caracteristicas, o presente estudo ndo apresentou uma
alta sensibilidade de T. pallida a agentes genotbxicos. Steffensen (1955) relata em
seu estudo que essa espécie possui uma taxa esponténea de 0,84% de formacéao
de micronucleos e, em nenhum ponto amostral, quando calculada a frequéncia
média de todos os meses, as taxas de MCN obtidas excederam esse valor. Ainda
que, no geral, esse estudo apresente uma baixa frequéncia de MCN, o ensaio Trad-
MCN identificou diferencas consideraveis nos diferentes pontos amostrais. Onde
pontos amostrais onde ha um intenso trafego de veiculos (pontos amostrais 2 e 5)
apresentaram uma maior frequéncia de MCN em relagao aos pontos amostrais nas
areas expostas a poluicao industrial (pontos amostrais 3 e 4).

Varios autores ja confirmaram a alta sensibilidade da T. pallida aos poluentes
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atmosféricos emitidos por veiculos automotores. Um estudo realizado por Carreras
et al. (2006), na cidade de Cérdoba na Argentina, demonstrou suscetibilidade a
uma maior frequéncia de MCN nas plantas mantidas em areas sob a influéncia de
emissodes de trafego veicular. Na Europa, Klumpp et al. (2006) também encontraram
taxas aumentadas de MCN em inflorescéncias do clone 4430 de Tradescantia
diretamente expostas a emissdes pesadas de trafego. Em Sao Paulo, varios
estudos também confirmaram a alta sensibilidade das plantas de Tradescantia
aos poluentes atmosféricos veiculares (BATALHA et al., 1999; GUIMARAES et al.,
2000 e 2004; FERREIRA et al., 2003; DIAS, 2011; SAVOIA et al., 2009; TEIXEIRA
& BARBERIO, 2012). A grande quantidade de veiculos transitando pelas ruas de
Joinville e a proximidade dos canteiros utilizados como pontos amostrais das vias
publicas podem ter corroborado para a taxa de MCN encontrada em cada ponto
amostral, tendo em vista que o ponto com menor frequéncia de MCN (ponto amostral
1) encontra-se a cerca de 140 metros de distancia da rua principal. J& os dois pontos
que apresentaram a maior frequéncia de MCN (pontos amostrais 2 e 5) encontram-
se, respectivamente, a cinco e dez metros de distancia da rua principal.

Fatores climaticos também podem influenciar na qualidade do ar em relacéao
a concentracao de gases poluentes. Umidade relativa do ar, vento, temperatura e
precipitacdo sdo preditores significativos da formagao de MCN (SAVOIA et al., 2009).
Esses fatores podem dificultar a dispers@o e levar ao aumento da concentracao
de alguns poluentes, como: monéxido de carbono, material particulado e diéxido
de enxofre (DANTAS, 2015). A direcdo dos ventos &€ um fator importante para a
disperséo dos poluentes, podendo diminuir a ocorréncia de danos genéticos (ALVES
et al., 2003). O vento € um elemento climatico que sofre muita interferéncia do
relevo, ocasionando grandes variacbes de uma regido para outra. Em Joinville, os
morros do Boa Vista e do Iririu formam uma barreira natural entre o centro urbano, os
bairros do norte e do oeste e os bairros do leste, sendo o principal fator determinante
das diferengas climaticas e a circulacéo de vento entre estes segmentos da cidade
(HACKENBERG & MATTOS, 1993). Fatores exclusivamente de origem antrdpica
também podem influenciar na acao dos poluentes atmosféricos em T. pallida, como
a ventilacdo deficiente devido ao arranjo de ruas e prédios nas areas urbanizadas
e 0 congestionamento de veiculos, que contribui para a dificuldade de dissipar
rapidamente os agentes poluidores (CARRERAS et al., 2006). Isidori et al. (2003)
e Klumpp et al. (2004) provaram que as variaveis meteoroldgicas, principalmente a
temperatura e precipitacdo, podem interferir na magnitude das taxas de MCN em
resposta a agentes genotoxicos. No mesmo estudo, Isidori et al. (2003) relatam que
a genotoxicidade depende da estacéo do ano. Os dados obtidos demonstraram que
a frequéncia de MCN foi maior no inverno do que no verao. Esses resultados néo séo
exclusivos desse estudo. Diversos autores descrevem as estagcdes mais frias como
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as que apresentam maior frequéncia de MCN em suas pesquisas (ALVES, 2017;
CAMPOS JUNIOR & KERR, 2009; SAVOIA et al., 2009; PEREIRA et al., 2013).

Os estudos realizados com vegetais apresentam uma série de vantagens que
os tornam ideais para serem utilizados em paises em desenvolvimento (CARVALHO,
2005). Embora os efeitos genotoxicos detectados pelos testes de Tradescantia
nao possam ser associados a mutagénese - ou mesmo a carcinogénese em seres
humanos. Esses bioensaios sdo ferramentas muito Uteis para o rastreamento
do potencial mutagénico no ambiente (MA et al., 1994). O bioensaio com Trad-
MCN tem sido amplamente utilizado para monitorar a genotoxicidade ambiental
e é particularmente sensivel a mutagbes quimicas (CARRERAS, 2006). Portanto,
apesar de o presente estudo néo ter indicado um aumento na frequéncia de MCN
por poluentes atmosféricos, o teste de micronucleo Tradescantia demonstra ser uma
ferramenta adequada para monitorar o potencial genotoxico da poluicdo atmosférica
urbana.

51 CONCLUSAO

Apesar de Joinville ser uma forte poténcia industrial do estado e uma regiao
em constante desenvolvimento, os dados obtidos revelam que a poluicdo do ar
atmosférico ndo se mostrou causadora de um aumento na frequéncia de MCN da
planta em estudo. O municipio de Joinville carece de estudos que meg¢am a qualidade
do ar atmosférico. Dada a importancia econdmica da cidade e o nUmero elevado de
habitantes, mais estudos nessa mesma linha de pesquisa devem ser realizados para
diagnosticar a qualidade do ar na cidade e para que seja possivel propor medidas
preventivas para minimizar os danos ao meio ambiente e os possiveis danos a saude
humana.
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RESUMO: O uso de anti-inflamatérios nao
esteroidais (AINEs) estd associado a reacdes
adversas sérias aos farmacos e fatores
genéticos estdo entre os aspectos que podem
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influenciar a resposta individual. O CYP2C9 é um gene altamente polimorfico, membro
da superfamilia do citocromo P450 e responsavel, entre outros genes, pela codificagéo
de enzimas que metabolizam a maioria dos AINEs. A literatura aponta que variantes
desse gene implicam na diminuicdo da metabolizacdo dos AINEs, aumentando
a possibilidade de efeitos adversos. Assim, é extremamente importante entender
as variacdes genéticas para permitir a personalizacdo da terapia medicamentosa,
garantindo eficacia satisfatoria e efeitos colaterais minimos. Esta € uma realidade
em varias areas da medicina e odontologia. O objetivo deste estudo foi genotipar
o CYP2C9 e suas variantes alélicas mais relevantes clinicamente (CYP2C9*2 e
CYP2C9*3). Para isso, o DNA Extract All Reagents Kit (numero de catalogo 4402616,
Applied Biosystems®) foi utilizado em amostras de saliva congelada de 50 voluntarios
e a genotipagem do CYP2C9 foi realizada pela deteccdo de single nucleotide
polymorphism (SNP) pela técnica de PCR em tempo real com ensaios pré-fabricados
e validados pela Thermo Fisher® (catadlogo C_2562505_10 e C_27104892_10). Os
resultados obtidos foram 32 homozigotos ancestrais (CYP2C9 *1/*1), correspondendo
a 64% da amostra, e 18 voluntarios mutados para o CYP2C9, 36% da amostra. As
variantes encontradas para o CYP2C9 foram: CYP2C9 *1/*2 (11 voluntarios), CYP2C9
*2/*2 (2 voluntarios), CYP2C9 *1/*3 (4 voluntarios) e CYP2C9 *2/*3 (1 voluntario).
Os percentuais encontrados parecem concordar com dados prévios da literatura. A
populagéo brasileira € altamente heterogénea e mista, cada regido do pais constituindo
um historico populacional distinto e modelos farmacogenéticos pré-estabelecidos néo
representam adequadamente a populagéo brasileira. Portanto, a investigacao dessas
variantes genéticas orienta quanto ao farmaco e dosagem mais adequados para cada
paciente, reduzindo o risco de efeitos adversos.

PALAVRAS-CHAVE: AINE. CYP2C9. Genotipagem.

CYP2C9 GENOTYPING FOR PHARMACOGENETIC TRIALS FROM SALIVA
SAMPLES: A PILOT STUDY

ABSTRACT: Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) use is associated with
serious adverse drug reactions and genetic factors are among the aspects that can
influence the individual response. CYP2C9 is a gene, member of P450 cytochrome
superfamily, that are responsible, among other genes, for the codification of enzymes
that metabolizes most of NSAIDs and is highly polymorphic. Literature points that
variants in this gene imply in decrease of NSAIDs metabolization, increasing the
possibility of adverse effects. Thus, it is extremely important understand the genetic
variations to allow the personalization of drug therapy, guaranteeing satisfactory
effectiveness and minimal side effects. This is a reality in several areas in medicine and
dentistry. The aim of this study was genotyping CYP2C9 and its most clinically relevant
allelic variants (CYP2C9*2 and CYP2C9*3). For this, the DNA Extract All Reagents Kit
(catalog number 4402616, Applied Biosystems®) was used in frozen saliva samples
from 50 volunteers and genotyping of CYP2C9 was performed by the detection of
single nucleotide polymorphism (SNP) by real-time PCR technique with pre-fabricated
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and validated tests by Thermo Fisher® (catalog C_2562505_10 and C_27104892_10).
The results obtained were 32 ancestral homozygous (CYP2C9*1/*1), corresponding
to 64% of the sample, and 18 volunteers mutated for CYP2C9, 36% of the sample.
The variants found for CYP2C9 were: CYP2C9*1/*2 (11 volunteers), CYP2C9*2/*2
(2 volunteers), CYP2C9*1/*3 (4 volunteers) and CYP2C9*2/*3 (1 volunteer). The
percentages found seem to agree with previous literature data. The Brazilian population
is highly heterogeneous and mixed, each region of the country constituting a distinct
population history and pre-established pharmacogenetic models do not adequately
represent the Brazilian population. Therefore, the investigation of these genetic variants
guides to the most appropriate drug and dosage for each patient, reducing the risk of
adverse effects.

KEYWORDS: NSAID. CYP2C9. Genotyping.

11 INTRODUCAO

A individualizacdo das prescricdbes de medicamentos ganhou interesse no
campo da pesquisa farmacoldgica devido a necessidade de minimizar os efeitos
adversos e tornou-se realidade em varios paises. De acordo com um estudo de
2001 realizado nos Estados Unidos, os anti-inflamatérios nao esteréidais (AINEs)
representavam 70 milhdes de prescricoes e 30 bilhdes de AINEs sem receita
eram vendidos anualmente (GREEN, 2001; ROLLASON et al., 2014). Além disso,
de acordo com dados e estatisticas da Organizacdao Mundial da Saude (OMS) de
varios paises, alguns AINEs est&o entre os medicamentos mais utilizados no mundo
(SOLEIMANPOUR et al., 2016).

O uso de AINEs esta associado a reacbes adversas graves, principalmente
nos sistemas gastrointestinal, renal e cardiovascular, incluindo dor de estémago,
sangramento gastrointestinal, Ulceras, hipercalemia, insuficiéncia renal aguda,
hipernatremia, taxa de filtracdo glomerular prejudicada e edema (GREEN, 2001;
WYATT; PETTIT,HARIRFOROOSH, 2012; ROLLASONetal.,2014; SOLEIMANPOUR
et al., 2016). Embora varios fatores possam influenciar as respostas individuais aos
medicamentos, como idade, sexo, peso, histérico médico, estilo de vida e interacdes
medicamentosas, fatores genéticos também podem alterar a farmacocinética (PK) e
a farmacodinamica (PD) dos farmacos, modificando os perfis de toxicidade e eficacia
(ROLLASON et al., 2008, 2014; WYATT; PETTIT; HARIRFOROOSH, 2012).

Devido ao amplo uso de AINEs e aos efeitos adversos associados, € fundamental
entender as variagbes genéticas individuais e promover a dosagem individualizada
(WYATT; PETTIT, HARIRFOROOSH, 2012; ROLLASON et al., 2014). No entanto, a
personalizacédo da terapia medicamentosa provavelmente ndo sera universalmente
adotada devido aos custos dos testes farmacogenéticos (WYATT; PETTIT;
HARIRFOROOSH, 2012). Portanto, metodologias que minimizam o custo, o tempo
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e a dificuldade dos testes farmacogenéticos antes da prescricdo de medicamentos
tém sido amplamente estudados.

Os efeitos dos polimorfismos genéticos sao descritos para a maioria dos
parametros farmacologicos de PK e PD (WYATT, PETTIT; HARIRFOROOSH,
2012; ROLLASON et al., 2014). CYP2C9, parte do citocromo P450, metaboliza
aproximadamente 15% dos medicamentos disponiveis comercialmente, incluindo
a maioria dos AINEs, e é altamente polimérfico, com 56 variantes alélicas e
varias subunidades caracterizadas (PERINI et al., 2005; ZHOU; ZHOU; HUANG,
2010; WYATT; PETTIT; HARIRFOROOSH, 2012; ROLLASON et al., 2014). Neste
estudo, avaliamos o CYP2C9*2 (430C — T, rs1799853) e o CYP2C9*3 (1075A —
C, rs1057910), presentes em diferentes grupos étnicos com frequéncias variadas.
A populacao brasileira é altamente heterogénea, portanto, ndo é apropriado usar
dados farmacogenéticos gerados a partir de grupos étnicos homogéneos, visto que
cada regiao do pais tem um histérico populacional diferente (SUAREZ-KURTZ et al.,
2012).

Neste estudo, genotipamos voluntarios para os polimorfos clinicamente
relevantes do CYP2C9, CYP2C9*2 e CYP2C9*3, usando um método rapido e
eficiente, visando criar um banco de dados para futuros estudos farmacocinéticos
e farmacodinamicos. A saliva foi escolhida como fonte de DNA por varias razoes,
incluindo facilidade de coleta, baixo custo, natureza ndo invasiva e indolor, baixo
risco de infeccao (MURUGANANDHAN; SIVAKUMAR, 2011; NEMODA et al., 2011;
ABRAHAM et al., 2012; CALVO et al., 2016; GARBIERI et al., 2017). A saliva contém
varios tipos de células, incluindo células epiteliais descamadas e leucdcitos, dos
quais o DNA genbémico pode ser extraido para genotipagem (MURUGANANDHAN;
SIVAKUMAR, 2011; GARBIERI et al., 2017).

2 | MATERIAL E METODOS

Os procedimentos laboratoriais desta pesquisa foram integralmente realizados
no laboratério das disciplinas de Farmacologia e Genética do Departamento de
Ciéncias Biolégicas da Faculdade de Odontologia de Bauru - Universidade de S&o
Paulo.

2.1 Selecao dos participantes da pesquisa

Foram selecionados 50 voluntarios, entre 18 e 60 anos, em tratamento no
Laboratério de Farmacologia e Fisiologia Clinica da Faculdade de Odontologia de
Bauru da Universidade de Sao Paulo (LAFFIC - FOB/USP). Todos os participantes
da pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da FOB - USP
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(CAAE: 88326918.3.0000.5417).

Os critérios usados para selecionar os participantes foram bom estado de saude
geral, auséncia de infeccdo ou inflamacgéo e inexisténcia de doencas sistémicas.
Tais parametros foram determinados através da aplicacdo de um questionario oral
prévio. Os critérios para exclusdo foram gravidez ou lactacao, existéncia de doencas
sistémicas, inflamacao ouinfeccaoemcurso, histérico de sangramento gastrointestinal
ou ulceracao, presenca de doencas cardiovasculares, renais ou hepaticas, além do
uso de medicamentos antidepressivos, diuréticos ou anticoagulantes e histérico de
alergia a AINEs.

2.2 Coleta de saliva

Apos a explicacdo do projeto, aplicagcdo do questionario oral e assinatura do
TCLE, os participantes receberam um tubo falcon de 50 mL, dos quais 4 mL deveriam
ser preenchidos com saliva. Para obteng¢ao da maior quantidade possivel de células
imersas na saliva, foi orientado ao participante que esfregasse a lingua contra a
mucosa bucal por alguns segundos antes de realizar a coleta.

A amostra foi armazenada em gelo e, posteriormente, os 4 mL de saliva
foram pipetados e distribuidos igualmente em tubos de microcentrifuga estéreis,
com capacidade de 2 mL cada. Em seguida, as amostras foram imediatamente
armazenadas em freezer a - 20°C, onde foram mantidas até o momento de extracao
do DNA.

2.3 Extracao de DNA genémico das amostras de saliva

Os tubos de microcentrifuga contendo as amostras de saliva foram
descongelados em geladeira a 4°C e, em seguida, homogeneizados em agitador
(Quimis Aparelhos Cientificos Ltda., Diadema, SP, Brasil). Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm, a 18°C, durante 5 minutos (High-speed
Micro Centrifuge CF16RN, Himac, Hitachi Koki Co., Ltda, Japao) e o sobrenadante
foi retirado, deixando apenas o pellet.

Para a extracdo de DNA genbémico a partir da saliva foi utilizado o DNA Extract
All Reagents Kit (numero de catalogo 4402616, Applied Biosystems®, Estados
Unidos da América), conforme orientacbes do fabricante. O processo consiste nas
seguintes etapas:

I. Eluicdo do pellet em 200 pL de PBS 1X (Phosphate Buffered Saline) e
realizacao de vortex em agitador;

Il. Logo apés, 3 uL das amostras devem ser pipetados para placas de 96
POCOS;

[ll.Posteriormente, em cada um dos pocos foi adicionado 20 yL da solugao
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de lise celular do kit, que promove a lise das membranas celular e nuclear,
expondo o material genético, e as placas foram levadas para a centrifuga
a 2.000 rpm, a 18°C, durante 1 minuto;

IV.A placa, entdo, deve permanecer durante 3 minutos em temperatura
ambiente e, em seguida, devem ser adicionados a cada poco 20 L da
solucéo de estabilizacdo de DNA do kit e as placas devem ser novamente
centrifugadas a 2.000 rpm, a 18°C, durante 1 minuto.

2.4 Genotipagem do CYP2C9

Para a discriminagao dos diferentes gen6tipos do CYP2C9 foi utilizado o sistema
Tagman® no aparelho de PCR (reagcdo em cadeia da polimerase) em tempo real Viia
7 (Applied Biosystems®, Estados Unidos), assim como os ensaios produzidos e
validados pela empresa Applied Biosystems®.

Os ensaios consistem na presenca de quatro oligonucleotideos, o primer
Forward (que vai da posi¢ao 5’ para a posicao 3’ do DNA), o primer Reverse (que vai
da posicéo 3’ para a posicao 5’ do DNA) e as Sondas (que também vao da posigao
5’ para a posicao 3’ do DNA).

Os primers Foward e Reverse flanqueiam a regido do DNA que possui o
polimorfismo e sera amplificada pela técnica de PCR. As sondas, por sua vez, se
anelam exatamente na regiao em que o polimorfismo pode existir, com uma delas
marcada com o fluoréforo FAM e a outra marcada com o fluoréforo VIC. A Unica
diferenca entre as sondas é que uma possui a sequéncia de bases nitrogenadas
considerada ancestral enquanto a outra possui praticamente a mesma sequéncia de
bases, exceto por uma que caracteriza o polimorfismo. Qual das sondas corresponde
a ancestral ou mutado é definido nas configuragdes do Viia 7 antes da realizagao das
ciclagens.

Assim, ap6s o término do experimento, poderemos obter as seguintes situacdes:

I. Apenas amplificacdo de fragmentos de DNA marcados com a sonda

referente ao ancestral, indicando que o individuo € homozigoto ancestral
para o gene em estudo, ou seja, ndo mutado.

II. Amplificagdo somente de fragmentos de DNA marcados com a sonda
referente ao polimorfismo, o que caracteriza individuo homozigoto mutado.

[ll. Amplificagdo de fragmentos de DNA de ambas as sondas, assinalando um
sujeito heterozigoto, ou seja, que apresenta o polimorfismo em apenas um
dos alelos.

Dessa forma, o procedimento acima descrito consistiu na preparacéo de placas
de 384 pocos (numero de catalogo 4343370, Applied Biosystems®, Estados Unidos)
com 0s seguintes reagentes:

I. TagMan® GTXpress™ Master Mix (nUmero de catalogo 4401892, Applied
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Biosystems®, Estados Unidos), que possui parte das substancias
necessarias para a reacao, dentre elas a enzima Taq polimerase, o cloreto
de magnésio e as bases nitrogenadas.

[l. Single Nucleotide Polymorphism (SNP), que contém os primers e
sondas necessarios para cada polimorfismo testado, nesta pesquisa
correspondendo ao CYP2C9*2-rs1799853 (430C—T) e CYP2C9*3-
rs1057910 (1075A—C), numeros de catdlogo C_25625805_10 e
C_27104892_10, respectivamente.

lll. Agua ultrapura e a amostra contendo o DNA.

Esquematicamente, na Tabela 1 é possivel observar a composicédo e
quantidades da mistura de reagentes necessarios para as reacdes de
discriminacao alélica.

Reagentes Quantidade em pL para uma reagao
Amostra contendo DNA (10 ng/uL) 2 uL
TagMan® GTXpress™ Master Mix S5uL
SNP (primers e sondas) 0,5 uL
Agua ultrapura 2,5l
Volume final 10 uL

Tabela 1 — Composi¢éo de uma reacao de discriminacao alélica

Apoés a confecgcdo dos ensaios, neste experimento realizados em duplicata, as
duas placas de 384 pocos, cada uma contendo os SNP de um dos polimorfismos,
foram colocadas no aparelho Viia 7. As seguintes condi¢cdes de ciclagem foram
utilizadas para a realizagcdo da PCR: temperatura inicial de 95 °C por 20 segundos
para a ativacéo da Taq polimerase, em seguida 50 ciclos de 95 °C por 3 segundos e
60 °C por 20 segundos.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos estdo descritos de forma detalhada na Tabela 2. Nao
foram encontrados individuos homozigotos mutados para o CYP2C9*3 e também
nao foram encontrados individuos que possuissem ambas as mutacdes (CYP2C9*2
e CYP2C9*3) em homozigose.

Ciéncias Biolégicas: Campo Promissor em Pesquisa 3 Capitulo 31




CYP2C9 %

CYP2C9 *1/*1 64 (n = 32)
CYP2C9 *1/*2 22 (n=11)
CYP2C9 *2/*2 4 (n=2)
CYP2C9 *1/*3 8 (n= 4)
CYP2C9 *3/*3 0(n=0)
CYP2C9*2/*3 2 (n=1)

Tabela 2 — Polimorfismos do CYP2C9 nos participantes da pesquisa (n = 50)

Dentre os participantes da pesquisa, 64% nao possuiam os polimorfismos
investigados no gene CYP2C9 (*2 e *8), sendo, portanto, homozigotos ancestrais
(CYP2C9 *1/*1). Nos demais 36%, havia a presenca de um ou ambos os polimorfismos
estudados; 26% dos voluntarios apresentaram os polimorfismos investigados para
o CYP2C9*2; 8% dos voluntarios possuiam polimorfismo para o CYP2C9*3; e, 2%
dos voluntarios apresentavam ambos os polimorfismos em heterozigoze (CYP2C9
*2/*3).

Esta pesquisa foi um estudo primario para rastrear possiveis voluntarios para
ensaios clinicos de farmacocinética e farmacodindmica. No entanto, é importante
destacar que a pesquisa nao constitui um estudo populacional e ndo é adequada
para separar os voluntarios em grupos étnicos.

Levando em consideracao estudos anteriormente realizados em relagao ao
CYP2C9 com a populacao brasileira, nossos dados parecem concordar com 0s
dados presentes na literatura. Embora o presente estudo néo tenha a intencéo de
estabelecer uma aliquota de individuos mutados, mesmo que para uma populacéao
restrita, € visivel, a partir dos dados levantados, a grande variabilidade entre as
porcentagens alélicas presentes napopulacédo brasileira. Comumapopulacéo superior
a 200 milhdes, o Brasil possui uma populagédo substancialmente heterogénea, cada
regiao mostrando um historico populacional diferente, o que dificulta a extrapolacao
de dados de grupos étnicos bem definidos para a populagdo em geral (SUAREZ-
KURTZ et al., 2012; RODRIGUES-SOARES; SUAREZ-KURTZ, 2018).

Vianna-Jorge e colaboradores, em 2004, chegaram as seguintes porcentagens
em relacdo ao total de sua amostra de 331 individuos saudaveis e nao relacionados:
8,6% variantes alélicas detectadas para o CYP2C9*2 e 6,5% variantes alélicas
encontradas para o CYP2C9*3 (VIANNA-JORGE et al., 2004).

Poroutrolado,em2012,aRede Nacionalde Farmacogenética/Farmacogenémica
(REFARGEN), rede colaborativa de pesquisadores de todo o Brasil, concluiu um
estudo coorte com 1034 voluntarios saudaveis, nao relacionados, advindos de 4
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das 5 regides brasileiras (Norte, Nordeste, Sudeste e Sul) (SUAREZ-KURTZ,
2004; SUAREZ-KURTZ et al., 2012). O estudo demonstrava, em relacdo a amostra
completa, 10,8% variantes alélicas para o CYP2C9*2 e 5,2% variantes alélicas para
o CYP2C9*3, com grande variacdo entre as regides brasileiras: para o CYP2C9*2,
as porcentagens variavam de 8,4% a 13,5% entre as regides; e, para o CYP2C9*3,
as porcentagens variavam de 2,5% a 6,4% (REFARGEN, 2012; SUAREZ-KURTZ et
al., 2012; RODRIGUES-SOARES; SUAREZ-KURTZ, 2018) (SUAREZ-KURTZ et al.,
2012; RODRIGUES-SOARES; SUAREZ-KURTZ, 2018).

Ja em 2018, Naranjo e colaboradores realizaram um estudo para o CYP2D6,
CYP2C9 e CYP2C19 com 6060 individuos advindos de varios paises da América do
Norte, América Central e América do Sul, além de Portugal e Espanha, separando
tais voluntarios em grupos étnicos. Para o CYP2C9, 5537 individuos foram estudados
e as porcentagens encontradas foram as seguintes: 7,96% variantes alélicas para
o CYP2C9*2 e 3,8% variantes alélicas para o CYP2C9*3 (NARANJO et al., 2018).

O estudo de Suarez-Kurtz e colaboradores em 2012 indicou, a partir de
uma série de levantamentos, que a distribuicdo dos polimorfismos na populagéo
brasileira era influenciada por diversos fatores, dentre eles a “cor”, parametro
autodeclaro utilizado pelo Censo no Brasil, regidao geografica e, inclusive, a interacao
dos dois fatores anteriores, de forma que ndo se poderia prever a frequéncia dos
polimorfismos presentes em toda a populacdo a partir de dados isolados para
um grupo em determinada regido (SUAREZ-KURTZ et al., 2012). Além disso, o
parametro “cor” unicamente ndo poderia ser usado como um preditor adequado,
visto que a distribuicdo dos polimorfismos estd mais alinha a propor¢cao individual
entre as ancestralidades, independente da “cor” (SUAREZ-KURTZ et al., 2012).

Além dos dados farmacogenéticos, € importante destacar que o uso de amostras
de saliva neste estudo foi fundamental para garantir a aderéncia ao protocolo da
pesquisa, visto que o procedimento foi rapido e indolor comparado a métodos como
a coleta de sangue (CALVO et al., 2016). Quanto ao kit escolhido para a extragcéao de
DNA gendmico das células imersas na saliva, o DNA Extract All Reagents permitiu
uma genotipagem eficaz e exigiu menos etapas do que outros métodos, permitindo a
concluséo da primeira fase do experimento em um dia a um custo menor (GARBIERI
et al., 2017).

41 CONCLUSAO

A populacéo brasileira &€ extremamente heterogénea e miscigenada, com muitas
peculiaridades regionais, de modo que a definicdo de um perfil da distribuicdo dos
polimorfismos é ainda problematica. Frente aos estudos populacionaisjarealizados, os

dados encontrados no presente trabalho parecem concordar com os dados presentes
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na literatura, ilustrando a heterogeneidade da populacéo brasileira e reiterando a
importancia da existéncia de pesquisas populacionais, principalmente para estudos
farmacogenéticos, vista a possibilidade de eventos adversos importantes com o
uso de farmacos comumente utilizados, como os AINES. Além disso, metodologias
que reduzem custos, facilitam e agilizam a genotipagem, podem ajudar a tornar a
individualizagao da prescricao mais acessivel aos profissionais de saude.
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