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APRESENTACAO

A colecdo “A Estruturacdao e Reconhecimento das Ciéncias Bioldgicas na
Contemporaneidade” da Atena Editora € uma obra composta de dois volumes e refere-
se a uma série de investigagdes e contribuicbes nas areas das Ciéncias Biologicas e que
se fundamentam na discusséo cientifica e em trabalhos categorizados e interdisciplinares
desenvolvidos por autores de varios segmentos, potencializando discussdes e abordagens
contemporaneas em temas variados das Ciéncias Biologicas. Assim, a colegéo é para todos
os profissionais pertencentes as Ciéncias Biolégicas e suas areas afins, especialmente
aqueles com atuacdo no ambiente académico e/ou profissional. Cada volume foi organizado
de modo a permitir que sua leitura seja conduzida de forma simples e com destaque por
area da Biologia, onde os capitulos podem ser lidos na ordem que vocé desejar e de acordo
com sua necessidade.

O Volume | — “Meio Ambiente e Biodiversidade”, através dos seus 16 capitulos
aborda a heterogeneidade e aplicagéo de conceitos nas areas de meio ambiente, ecologia,
sustentabilidade, botanica, micologia e zoologia, como levantamentos/inventarios e
discussoes sobre a importancia da biodiversidade e do conhecimento popular sobre as
espécies. As tematicas exploradas neste volume sdo de grande relevancia, pois apesar
da preocupacéo com a biodiversidade e com o estado do meio ambiente nédo ser recente,
sabe-se que foi nas Gltimas décadas do século XX que essa teméatica entrou definitivamente
no discurso dos cidadaos, na sociedade civil, na agenda dos governos, na imprensa e
ganhou as ruas. No entanto, se observa que essa preocupacéo ainda néao se transformou
efetivamente em praticas educativas, administrativas e operacionais efetivas, o que coloca
em risco todos os seres vivos e recursos naturais. Desta forma, o volume | procura auxiliar
a realizagdo de trabalhos nestas areas e no entendimento e desenvolvimento de praticas
que podem ser adotadas no &mbito da educacédo, em espacgos formais e ndo formais de
ensino, para o meio ambiente e manutencgéo da biodiversidade de forma de compreender,
refletir, responder e/ou minimizar os graves problemas ambientais.

O Volume Il — “Saude e Biotecnologia”, rene 18 capitulos que apresenta de
forma categorizada discussdes e estudos desenvolvidos em diversas instituicbes de
ensino e pesquisa do pais, que apresentam resultados bem fundamentados de trabalhos
de experimentos laboratoriais, de campo e de revisado de literatura realizados por diversos
professores, pesquisadores, graduandos, e pos-graduandos, cujas pesquisas seréo
apresentadas de maneira objetiva e didatica. A producéo cientifica no campo da Saude e
da Biotecnologia € ampla, complexa e interdisciplinar. Portanto, os capitulos que compdem
este volume refletem essa diversidade de olhares.

Assim, o resultado dessa experiéncia, que se traduz nos dois volumes organizados,
objetiva apresentar ao leitor a complexidade e a diversidade de questdes e dimensdes
inerentes as areas de Meio Ambiente, Biodiversidade, Saude e Biotecnologia, como pilares



estruturantes das Ciéncias Biolégicas na contemporaneidade. Por fim, esperamos que
a leitura aqui proposta possa disseminar e apoiar a constru¢do novos estudos, saberes
e praticas pautadas no reconhecimento da importancia dos seres vivos e dos recursos
naturais, com uma visédo multidimensional para a saude planetéria e para o enriquecimento

de novas atitudes e praticas multiprofissionais nas Ciéncias Biologicas.

Boa leitura!

Clécio Danilo Dias da Silva
Daniele Bezerra dos Santos
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RESUMO: Os fungos sao considerados uma
excelente fonte bioldgica produtor de amilases,
enzimas que atuam transformando a cadeia longa
de amido em polimeros menores, facilitando a
obtencdo de energia para fungcdes metabdlicas
desses organismos. Destacam-se entre eles os
fungos do género Aspergillus, ndo promissores
na producdo de biocompostos de grande
importancia econémica, utilizados em processos
industriais. Os fungos da espécie Aspergillus
aculeatus, tem sido citado na literatura como um
bom produtor de enzimas com caracteristicas
especificas, responsaveis pela degradacdo de
material celulésico e hemicelulésico. Contudo,
nota-se a escassez dos trabalhos referentes
a producdo de amilase por esta espécie.
Desse modo, a pesquisa objetivou avaliar a
producéo da enzima amilases a partir do fungo
Aspergillus aculeatus. Obteve-se o fungo da
colecdo de culturas fungicas do Laboratério
de Microbiologia do Instituto de Saude e
Biotecnologia ISB — UFAM, onde foi reativado
em meio de cultivo Dextrose Sabouraud Agar
para crescimento micelial, em seguida realizou-
se a etapa fermentativa utilizando o meio liquido
Manachini suplementado com amido a 0,5%
como substrato para indugdo da producéo de
amilases e obtencdo de extrato bruto. A atividade
enzimética foi determinada através do método
sacarificante DNS que foi analisado por leituras



de absorbancias em espectrofotdmetro, onde fez-se a conversdao dos valores obtidos
a partir da absorbancia em valores de concentragdo de glicose (umol.mL-1) por meio de
interpolagdo na curva padrdo. Os resultados obtidos da reativagdo mostraram eficiéncia
quanto ao crescimento fungico, obteve-se o extrato bruto por fermentacao submersa, o qual
foi utilizado na andlise sacarificante que apresentou concentracdo de glicose 5,6 Ul/mL-1
produzida a partir do fungo Aspergillus aculeatus durante os ensaios. Como nao ha trabalhos
referentes a sacarificagcdo de amido utilizando esta espécie de fungo, os resultados obtidos
nesta pesquisa demonstram que a producéo de amilases entre os parametros posto pelo
método utilizado apresentou eficiéncia durante este estudo.

PALAVRAS - CHAVE: Fungos Filamentosos, Amilases, Atividade Sacarificante, Produgdo
Enzimatica

EVALUATION OF AMYLASES BY SUBMERSAL FERMENTATION OF THE
FUNGUS ASPERGILLUS ACULEATUS

ABSTRACT: Fungies are considered an excellent producer source of biological amylase
enzymes, which act by transforming the long chain of starch into smaller polymers, facilitating
the obtaining of energy for the metabolic functions of these organisms. Among them, the
Aspergillus fungi stand out, which are promising in the biocomposites of great economic
importance production, used inindustrial processes. Fungi of the species Aspergillus aculeatus,
has been mentioned in literature as a good enzymes producers with specific characteristics,
responsible for the degradation of cellulosic and hemicellulosic material. However, there is a
scarcity of studies on the amylase production by this species. Thus, this research aimed at
evaluateling the production of the enzymes amylases from the fungus Aspergillus aculeatus.
The fungus was obtained from the collection of fungal cultures of the Institute of Health
and Biotechnology laboratory (ISB), where it was reactivated in a culture medium Dextrose
Sabouraud Agar for mycelial growth. Then, the fermentation step was performed using the
liqguid medium Manachini supplemented with 0.5% starch as a substrate for inducing the
production of amylases and obtaining crude extract. The enzymatic activity was determined
by using the DNS saccharifying method, which was analyzed by absorbance readings in
a spectrophotometer, where the values obtained from the absorbance were converted into
glucose concentration values (umol.mL-1) by means of interpolation on the standard curve.
The results obtained from the reactivation showed efficiency in relation to fungal growth, the
crude extract was obtained by submerged fermentation, which was used in the saccharifying
analysis that showed a concentration of glucose 5.6 IU / mL-1 produced from the fungus
Aspergillus aculeatus during the tests. As there are no studies on starch saccharification using
this species of fungus, the results obtained in this research demonstrate that the production
of amylases among the parameters used by the method used showed efficiency during this
study.

KEYWORDS: Filamentous Fungi; Amylases; Saccharifying Activity; Enzyme Production.

11 INTRODUGAO

As enzimas sado consideradas proteinas biocatalisadoras na natureza capazes de

realizar rea¢des quimicas essenciais para o sistema metabdlico de todos os organismos
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vivos, e desempenha um papel fundamental na degradagéo da matéria orgénica, na infeccao
do hospedeiro e deterioracdo dos alimentos. Em comparacdo com outros catalisadores
as enzimas possuem aspectos que as tornam utilizavel a fim de gerar produtos naturais
biolégicos e biodegradaveis (SANTOS, 2018).

Existe uma variedade de micro-organismos produtores de enzimas amilases
encontradas na natureza, porém, somente alguns deles como fungos e bactérias séo
capazes de fazer a degradagdo do amido natural. As amilases atuam na quebra das
ligacdes glicosidicas que unem os residuos de glucose das macromoléculas de amido, a
qual transforma a cadeia longa de amido em polimeros menores o que facilita a obtencéo
de energia para as fungbes metabdlicas desses organismos (SOARES et al, 2010;
ANDRADES, 2014).

O amido pode ser sacarificado pelas enzimas a-amilase, B-amilase, glicoamilases
ou amiloglicosidades, pululanases e isoamilases e, dependendo dos biocatalisadores
amiloliticos utilizados e das condi¢gdes dos processos, pode-se obter maltodextrinas e
xaropes de glicose, maltose e misto. (PASTORE et al., 2013).

Pesquisas atuais apontam que diferentes tipos de amilases produzidas por fungos
apresentam preferéncia no mercado de enzimas nacional, por serem enzimas especificas,
naturais e geralmente ndo apresentam toxicidade, além da sua alta seletividade para
determinados substratos, ampla faixa de atuacdo de temperatura e pH, e por serem
biodegradaveis, desta forma, as tornando desejaveis tanto pela industria quanto para a
integridade do meio ambiente (SPIER, 2005; POLETTO, 2011; SANTANA et al., 2012).

Nesse sentido, as fontes biolégicas produtoras de enzimas em destaque sé@o os
fungos filamentosos, por ser uma excelente fonte de enzimas de interesse industrial
como, por exemplo, os do género Aspergillus, que sdo 0s mais promissores na producao
de biocompostos de grande importancia econémica utilizados em processos industriais
responsaveis pela deterioracdo de alimentos e fabricagdo de compostos hidroliticos e
oxidativos (SILVA, 2009; SILVA et al., 2017).

O fungo filamentoso da espécie Aspergillus aculeatus, em particular tém sido
descrevidos na literatura como um bom produtor de enzimas com caracteristicas especificas
responsaveis pela degradacao de material celulsico e hemicelul6sico (BABA et al., 2015).

Orlandelli et al. (2012) afirma que ja existem duas enzimas comerciais obtidas a
partir do fungo A.aculeatus: 3-glucanase e pectinase. A primeira é responsavel por hidrolisar
ligacbes B-D-glicosidicas de B-glucanos. A segunda atua na hidrolise do polissacarideo
pectina, um dos constituintes da parede celular de plantas. Essas enzimas possuem
utilidades em diversos processos industriais, como por exemplo, na fabricacdo de cerveja,
sucos e vinhos, no preparo de ragdes animais e na industria de papel e tecidos.

Com base no levantamento bibliografico deste projeto, nota-se a escassez dos
trabalhos referentes a produgcéo de amilase por Aspergillus aculeatus. Deste modo, a
pesquisa objetivou avaliar a produg¢do da enzima amilases a partir do fungo Aspergillus
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aculeatus.

21 MATERIAL E METODO

2.1 Cultivo do Micro-Organismo

O fungo Aspergillus aculeatus foi disponibilizado pelo Laboratério de Microbiologia
do Instituto de Saude e Biotecnologia na Universidade Federal do Amazonas, Campus
médio Solimdes, onde encontravam-se em estado inativo submerso em solugé@o Castellani.
Para reativa-los seguiu-se a metodologia de Teixeira et al.,, 2011 e Soares et al., 2010.
Realizou-se o processo de inoculacdo em meio de cultivo Dextrose Sabouraud Agar
(solido), preparou-se 250mL do meio, os inoculo permaneceram em estufa incubadora a
temperatura de 37°C para o crescimento micélial durante cinco dias.

2.2 Fermentacao Submersa

Para inducdo da producdo extracelular de amilases por Aspergillus aculeatus
seguiu-se a metodologia de Teixeira et al. (2011), onde utilizou-se o meio liquido Manachini
(MANACHINI et al., 1987) sendo suplementado com substrato indutor. O meio de cultura
Manachini foi preparado contendo pequenas quantidades de sais para o desenvolvimento
do micro-organismo que sao: Fosfato de Potéssio 2g; Sulfato de Aménia 1g; Sulfato de
Magnésio 0,1g; Fosfato de Sédio 0,9g; Extrato de Levedura 1g, e o substrato indutor
utilizado foi 0 amido 0,5% (p/v (ALPHATEC)) 3g, sendo estas quantidades para 1000mliL,
foram utilizado 300mL. Ap6s o preparo do meio enriquecido, transferiu-se um inoculo do
fungo Aspergillus aculeatus em Erlenmeyer de 100mL contendo 50mL de meio nutriente,
em triplicata, os Erlenmeyer foram submetidos a incubadora Shaker SI222 (SOLAB), onde
permaneceram em homogeneizagdo constante sob agitacdo de 180°rpm a 37°C por 72
horas, os parametros de temperatura e pH foram aferidos de acordo com a metodologia. As
cepas foram filtradas por sistema de filtracéo, utilizando-se seringas com filtrilo. O extrator
liqguido obtido foi armazenado em uma estufa de refrigeracdo a 16°C (TEIXEIRA et al.,
2011).

2.3 Determinacéo de Acucares Redutores Através do Acido
3,5-Dinitrosalicilico

Aplicou-se a determinagéo de agucares totais por meio da metodologia apresentado
por Miller (1959), através do &cido dinitrosalicilico (DNS) com algumas modificagcdes
adaptaveis a fim de estabelecer uma curva padrdo de glicose, para assim, fazer a
interpolacdo da marcha analitica do fungo Aspergillus aculeatus. A determinagdo de
acucares redutores posta por Miller trata-se de um método baseado a parti da construgcédo
de uma curva de calibragdo de glicose e no comparativo do hidrolisado com os valores
obtidos na curva, sendo assim, muito utilizado em diferentes laboratérios de pesquisa.
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Por meio da relagdo luz absorvida em espectrofotobmetro a 450nm pelo acido
3,5-dinitrosalicilico € possivel determinar a concentracdo de acucares redutores presente
na solugdo, baseando-se na lei de Lambert-Beer, por essa técnica ser simples e robusta,
facilita a quantificacdo de um grande niumero de amostras em um dia de trabalho (AHMED,
2013; BARROS, 2005).

2.4 Curva Padrao

Para realizar a curva padrao de glicose, preparou-se o reagente DNS com volume
final de 500mL, para o preparo da solugéo foram pesados 5g de &cido 3,5-dinitrosalicilico
e adicionado a 100mL de hidréxido de sédio a 2M recém-preparada, fez-se também uma
segunda solugdo em paralelo, 150g de Tartarato duplo de sodio e potassio foram dissolvidos
em 250mL de agua destilada sob agitacao e aquecimento em uma chapa magnética.

Apos a diluicdo do tartarato duplo de sédio e potassio sob agitacdo e aquecimento,
adicionou-se a solugao de hidroxido de sodio com acido 3,5-dinitrosalicilico para completar
a dissolugdo do DNS. Assim que ocorreu o resfriamento, aferiu-se a solugdo com agua
destilada até que completasse 500mL em uma proveta de 1000mL, logo, transferiu-se a
mistura para um vidro de &mbar com as devidas identificacdes para poder ser armazenado.

Posteriormente preparou-se a solug¢éo estoque de glicose 1,0gL", pesou-se 0,069 de
Dextrose para 60mL de agua destilada para realizar o ensaio. Assim que fez-se a solucao
estoque, preparou-se solu¢gdes com concentracdes de diluicbes entre 0,1gL" a 0,9g L™
de glicose, como descrito na Tabela 1. Transferiu-se uma aliquota de 0,5mL das solugbes
com as concentracdes de 0,1 a 0,9 gL' para os tubos de ensaio, em ftriplicata para cada
concentragdo, incluindo a solucéo estoque de glicose e adicionando-se 0,5mL de reagente
DNS em cada tubo. Realizou-se uma solugdo branco, na qual substituiu-se o volume
equivalente do substrato, glicose, por agua destilada para a calibragcdo do equipamento.
Os tubos foram agitados com auxilio de um vortex e submersos a banho-maria a 100°C por
10 minutos (VASCONCELOQOS et al., 2013).

Solucao de Glicose Agua destilada Concentracao final
(mL) (mL) (gL7)
1 9 0,1
2 8 0,2
3 7 0,3
4 6 04
5 5 05
6 4 06
7 3 0,7
8 2 08
9 1 09

Tabela 1 - Dados do preparo das solucgdes diluidas de glicose por meio da solugdo estoque de
glicose a 1g L™ utilizadas na elaborag¢éo da curva-Padréo.

Fonte: VASCONCELOS et al., 2013
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Apb6s o resfriamento dos tubos a temperatura ambiente, fez-se a diluicdo das
solugdes com 3,5mL de agua destilada, as amostras contidas nos tubos apés a fervura em
banho-maria consistiram uma coloragéo vermelho-tijolo, indicando a presenca de glicose,
como exposto na figura 2, a partir disto, fez-se a homogeneizacdo das amostras com as
concentracdes diluidas de glicose para a leitura da absorbéancia em espectrofotometro
(KASUAKI) a 450nm, os valores obtidos na leitura estdo descritos na Tabela 2.

Os dados obtidos foram analisados por meio de uma planilha no LibreOffic
versdo: 5.1.6.2, no qual fez-se a média dos valores das absorbancias geradas na
leitura espectrométrica permitiu construir um grafico comparativo de absorbancia versus
concentragdo da substancia para obter um gréafico (Figura 3) e o valor do R2. De acordo
com as literaturas considera-se o R? apropriado para a curva padrdo o quao proximo seu
valor estiver de 1, através deste gréfico obteve-se a equacgéo da reta, a qual foi feita a partir
da média adquirida pela absorbancia, por meio desta equacéo fez-se a determinacéo do
produto da reacdo enzimatica (AHMED, 2013).

2.5 Atividade Amilolitica Sacarificante

Para os ensaios do extrator liquido obtido no ensaio, realizou-se o procedimento do
item 3.4, no entanto, para esse ensaio preparou-se o Tampao Fosfato de Potassio 50mM
com pH 6, pois diluiu-se o amido a 0,5% (p/v (ALPHATEC)) no mesmo, e o submergiu
em banho-maria a 100°C por 5 minutos. Assim que a solugédo estava pré-cozida, fez-se
aliquotas de 0,5mL desta para os tubos de ensaio contendo 0,5mL de extrato enzimatico do
fungo. A reagéo controle foi preparada substituindo-se o extrato enzimatico pelo o volume
equivalente em agua destilada, feita em triplicata. As amostras ficaram incubadas em
banho-maria a 37 °C por 5 minutos (FERNANDES et al., 2007).

Ao encerrar o periodo no banho-maria, interrompeu-se a reacéo pela adicao de 0,5
mL do reagente de DNS. Todos os tubos de ensaios contendo a solugéo foram submetidos
novamente ao banho-maria por 5 minutos, e em seguida resfriados a temperatura ambiente.
A coloracéao desenvolvida foi homogeneizada e aferida em espectrofotdmetro (KASUAKI) a
540nm. Através da interagédo da luz absorvida pelo 3,5-nitrosalicilato, obteve-se os valores
das absorbéancias descritas na tabela 3, estes resultados foram somados e divididos por
trés (nimero total de amostras) dessa forma obteve-se a absorbancia média.

Os valores obtidos a partir das leituras de absorbancia no espectrofotdbmetro foram
convertidos a valores de concentracdo de glicose (umol.mL") por meio de interpolacao na
curva padrédo (FERNANDES et al., 2007; SILVEIRA et al., 2005). Para isso, utilizou-se a
equagao:

[Enzima] = [AR] x Vmistura x (t reacao)”’

Onde:

[AR] = Concentracdo de agucar produzido (umol. mL™")

V = Volume da mistura reacional (mL)
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t reacao = Tempo de reacao enzimatica (min).

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Reativacéao e Crescimento Micelial do Fungo Aspergillus aculeatus

A reativacdo por inoculacdo realizada do fungo Aspergillus aculeatus mostrou
eficiéncia em relagdo a metodologia de Teixeira et al., 2011 e Soares et al., 2010. A taxa
de crescimento do micélio foi analisada por meio da superficie de resposta, através da
estimativa da taxa instantédnea de crescimento de seus micélios em meio s6lido, como
mostra a figura 1, ou seja, as caracteristicas morfologicas observadas ap6s o periodo
de reativagdo do fungo. As caracteristicas cor e textura sdo dependéncias subjetivas a
perspectiva do observador de acordo com a descricdo da metodologia (Teixeira et al., 2011).

Figura 1- Imagem do macro micélios do fungo filamentoso Aspergillus aculeatus.

Fonte: Acervo pessoal (2019).

3.2 Fermentacdo Submersa

Durante a fermentacdo do meio de cultivo Manachini com o substrato indutor,
amido, observou-se a presenca de biomassa do fungo presentes sob a superficie do meio
durante o periodo de incubacgédo sob agitacdo. Como descrito no protocolo a obtencédo do
extrato bruto do fungo foi facilitada, pois foi possivel separar a biomassa do extrator liquido.
Segundo Teixeira et al., 2011 para melhor desempenho de amilases sob o substrato amido
a temperatura ideal sdo de 37°C com o pH 6, aferido com um indicador de pH, esses
parametros foram considerados adequados para a producéo de amilases por fermentacéo
submersa. Com base no método tanto a fermentacdo e a obtencdo do extrato bruto
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coincidem com a literatura apresentando resultados satisfatoria para o estudo.
3.3 Curva Padrao
Ao realizar a curva padrdo de glicose as amostras obtiveram a coloragao vermelho-

tijolo ao ser retiradas do banho-maria a 100°C logo apés 10 minutos durante o ensaio, o
que indica a presenca de aglcar no meio como descrito no protocolo e exposto na figura 2.

Figura 2 - Amostras que obtiveram coloracao vermelho-tijolo ao ser retirada do banho-maria a
100°C por 10 minutos.

Fonte: Acervo pessoal (2019).

Através da reacédo de glicose fez-se a leitura em espectrofotdmetro e obtiveram-
se os dados descritos na tabela 2, por meio desses resultados adquiridos pela leitura
espectrométrica, construiu-se um grafico comparativo de absorbancia versus concentragéo
da substancia como mostra a figura 3, e o valor do R?, através deste grafico obteve-
se a equagado da reta, a qual foi feita a partir da média dos resultados da leitura em
espectrofotdmetro, e por meio da equacéo obtida fez-se a determinacéo do produto da
reagdo enzimatica.
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[Glicose g.L-1] Abs A Abs B Abs C ABS (Média)
0,1 0,053 0,051 0,049 0,051
0,2 0,12 0,118 0,118 0,11866667
0,3 0,188 0,192 0,19 0,190
0,4 0,234 0,226 0,231 0,23033333
0,5 0,328 0,29 0,295 0,30433333
0,6 0,396 0,394 0,403 0,39766667
0,7 0,459 0,456 0,45 0,455
0.8 0,545 0,56 0,635 0,54666667
0.9 0,621 0,618 0,622 0,62033333

Tabela 2 - Concentragdes de glicose de 0,1 a 0,9g L' com os valores obtidos a partir da leitura

por espectrofotdmetro e o valor da média calculada no LibreOffic verséo: 5.1.6.2.

Fonte: Elaborado pela autora.

Absorbéancia

y=0,7098x - 0,0311
R?=0,995

01 02 03 04 05 _06 07 08 089
Concentracao de Glicose

B Y ABS (média)
—— Linear (Y ABS (média))

Figura 3 - Grafico da curva padréo de glicose desenvolvida a partir da absorbancia média por

meio do LibreOffic versado: 5.1.6.2, utilizando os valores de concentragdes de glicose no eixo X,
mostrando o R?=0,995 e a equacéo da reta: y=0,7098x - 0,0311.

Fonte: Elaborado pela autora.

Como descrito por Vasconcelos e colaboradores (2013), as analises realizadas em

espectrofotdmetro constituiu um grafico que pode mostrar quantitativamente a equacgéao
(y=0,7098x - 0,0311) e 0 R2(0,995) apartir dos dados obtidos foi efetuado a marcha analitica
do fungo Aspergillus aculeatus, os valores da equagdo somente se aplicam ao intervalo

testado.

3.4 Atividade Amilolitica Sacarificante

A partir desses dados obtidos da curva padrdo de glicose realizou-se o processo

de reagdo com o extrator liquido do fungo Aspergillus aculeatus, para a interpolacéo da
curva padrao para assim avaliar se produziu ou néo atividade sacarificante por meio da

interpolacdo da curva padréo realizada. Desta forma obtiveram-se os valores pela leitura
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em espectrofotdbmetro a 450nm descritos na tabela 3.

Amostra Abs A Abs B Abs C Média
Aspergillus
aculeatus 0,811 0,636 0,623 0,69

Tabela 3 - Valores das absorbéancias obtidas do extrator liquido do fungo Aspergillus aculeatus
por espectrofotdmetro e o resultado do calculo feito para obter a absorbancia média.

Fonte: Elaborado pela autora.

Segundo a “Enzyme Commission” da “International Union of Biochemistry And

Molecular Biology (IUBMB)”, juntamente com a “International Union of Pure and Applied

Chemistry (IUPAC)”, uma Unidade Internacional (U.l.) de atividade é a quantidade de

enzima capaz de catalisar a transformacdo de umol.mL" do substrato ou produzir umol.

mL ' de produto, por um determinado periodo de tempo em condi¢des padrdes.

Desta forma, por meio dos valores adquiridos fez-se o calculo da concentracao de

acucar produzido por meio da equacao da reta adquirida na figura 3 (Y= 0,709 x - 0,031)

com o valor obtido da absorbancia média (0,69) do fungo Aspergillus aculeatus descrito na

tabela 3.
Y= 0,709 x - 0,031
0,69=0,709x - 0,031
0,69 + 0,031= 0,709 x
0,721= 0,709 x
0,721
0,709 = x
X=1,01gL"

Ao encontrar o valor da concentragdo de acucar produzido fez-se a converséo

de1,01gL" de gramas para mol. Onde fez-se a regra de trés simples para converter: Valor

do Peso Molar da glicose (Dextrose) utilizada = 180,16.
1 _180,16 g/mol
X _1,01g/L
X=0,0056 mol/L
Logo X=0,0056 mol/L' x 1000
Desta forma, y= 5,60 ymol. mL"'

Com o valor da concentragdo de agucar produzido (umol. L") fez-se a equagéo:

[Enzima] = [AR] x Vmistura x (treagéo) '
[E]=5,60x5x (5)"
[E]= 5,6 Ul/mL"
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O extrato enzimatico produzido por esta espécie utilizando amido 0,5% no periodo
de 72 horas de fermentacdo submersa apresentou valores de atividade amilolitica
sacarificante de 5,6 Ul/mL™" de glicose por minuto de reacao, ou seja, seu reacao metabdlica
em relag¢éo a produgéo de glicose liberada pela hidrolise do amido é satisfatéria ao ponto de
vista biotecnolégico como descreve Fernandes e colaboradores (2007), e Chamy (2017),
apontando a presenca significativa de enzimas amilases produzidas pelo fungo Aspergillus
aculeatus.

41 CONCLUSAO

O estudo realizado e os dados obtidos permitiram verificar de forma quantitativa
a aptidao da espécie Aspergillus aculeatus em produzir enzimas amilases extracelular.
Mediante a lacuna de informagdes referente ao trabalho desenvolvido, existe a necessidade
de estudos para avaliar de forma quali-quantivamente a produgéo enzimatica de amilases
por esta espécie em diferentes fatores fisico-quimicos, podendo assim verificar o seu

desempenho produtivo que pode ser explorado via industrial e biotecnologico.
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TOXOCARA CANIS

RESUMO: A toxocariase humana €é uma
zoonose parasitaria negligenciada e distribuida
mundialmente. Essa parasitose tecidual tem
como principal agente etiolégico o nematédeo
Toxocara canis, parasito intestinal de caes.
O tratamento baseado no emprego de anti-
helminticos apresenta eficacia baixa a moderada
(40-70%), sendo importante a realizacdo de
pesquisas que visam a avaliacdo de candidatos
a novos farmacos. O objetivo deste estudo foi
conhecer a possivel interferéncia do solvente
dimetilsulfoxido  (DMSO), em  diferentes
concentragdes, sobre a viabilidade de larvas de
T. canis. Ovos coletados diretamente dos tubos
uterinos do nematodeo T. canis foram incubados
em formalina 2%, durante 30 dias. Apds, foi
realizada a extragédo e a incubacao de larvas de
T. canis em meio RPMI-1640, a 37°C, tensao de
5% de CO,. Os testes in vitro foram realizados
em placa de microcultivo, em ftriplicata. Em
cada orificio da placa de microcultivo, contendo
100 larvas de T. canis em meio RPMI-1640, foi
adicionado DMSO em diferentes concentragoes
(15%, 7,5%, 3,75%, 1,87%, 0,93%, 0,46%). Como
controle foram utilizados os anti-helminticos
tiabendazol e o mebendazol. Também foram
empregados o controle de larvas vivas e controle
de larvas mortas. Somente nas concentragbes
mais baixas do solvente DMSO (0,46-1,87%) as
taxas de viabilidade de larvas (87,8-95%) foram
semelhantes ao grupo controle de larvas vivas
(92,4%) (p>0,05). O estudo comprova que nas
concentracbes mais elevadas do DMSO (7,5-
15%) ha consequéncias para a viabilidade das
larvas, demonstrando a importancia da correta
diluicdo de compostos quimicos para a validade
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de testes in vitro realizados com larvas de helmintos.
PALAVRAS - CHAVE: Toxocara canis; Dimetilsulfoxido; Tiabendazol; Mebendazol.

EVALUATION IN VITRO OF DIFFERENTS CONCENTRATIONS OF SOLVENT
DIMETHYLSULFOXIDE AGAINST TOXOCARA CANIS LARVAE

ABSTRACT: Human toxocariasis is a neglected parasitic zoonose ditributed all over the
world. This tissue parasitosis has as principal etiological agent the nematode Toxocara canis,
intestinal parasite of dogs. The treatment based on administration of anthelmintic shows
low to moderate efficacy (40-70%), so, it is important the development of studies that aim
to evaluate candidates to new drugs. The objected of this study was to know the possible
interference of the solvent dimethylsulfoxide (DMSO) in diferents concentrations, against the
viability of Toxocara canis larvae. Eggs collected directly of the uterine tubes of the nematode
T.canis were incubated in 2% formalin, for 30 days. After, the extraction was performed and
the T.canis larvae were incubated in RPMI-1640 medium, at 37°C, 5% CO, tension. In vitro
tests were performed in microculture plate, in triplicate. In each hole of the microculture
plate, containing 100 T.canis larvae in RPMI -1640 medium, was added dimethylsulfoxide in
diferents concentrations (15%, 7,5%, 3,75%, 1,87%, 0,93%, 0,46%). As control were used
the anthelmintic Tiabendazole and Mebendazole. Control with live and dead larvae were also
used. Just in the low concentrations of the solvent DMSO (0,46-1,87%) the larvae viability rate
(87,8-95%) were similar to the live control group (92,4%) (p>0,05). The study has proved that
at the highest concentrations of DMSO (7,5-15%) there are consequences to larvae viability,
which shows us the importance of correct dilution of chemical compounds for the validity of in
vitro tests performed with helminth larvae.

KEYWORDS: Toxocara canis; Dimethylsulfoxide; Tiabendazole; Mebendazole.

INTRODUCAO

Atoxocariase humana € uma antropozoonose negligenciada, causada principalmente
pelo nematédeo Toxocara canis, parasito intestinal de cdes-QUATTROCCHI et. al, 2012).
Essa parasitose tecidual & decorrente da persisténcia de larvas de Toxocara spp. no
figado, pulmdes, encéfalo, coragéo, rins, medula éssea e musculatura estriada esquelética
(MACPHERSON, 2013). As manifestagbes clinicas variam conforme a intensidade de
infeccdo, padréo de migracéo e distribuicado das larvas e resposta imune do hospedeiro. A
severidade dos sintomas depende da localizagéo das larvas e do niumero de larvas alojadas
nos tecidos, o que induz a danos mecanicos €, por sua vez, resulta em reagao inflamatoria
imunomediada (MAIZELS, 2013).

O tratamento dessa parasitose consiste no emprego de anti-helminticos
benzimidazoélicos (albendazole — ABZ; tiabendazole — TBZ; mebendazole - MBZ), os quais
apresentam eficacia baixa a moderada (47-70%), devido a dificil agdo dos farmacos em
nivel tecidual (MAGNAVAL et al., 2001). A baixa solubilidade em agua dos benzimidazois
(ABZ e MBZ) parece colaborar para a infima disponibilidade desses compostos nos tecidos

A Estruturacao e Reconhecimento das Ciéncias Biologicas na Contemporaneidade 2 Capitulo 2 “



(TORRADO et al., 1996). Assim, torna-se importante a realizacdo de estudos que visem o
desenvolvimento de novos farmacos.

O solvente polar aprético dimetilssulféxido (DMSO) tem sido frequentemente
utilizado para diluir compostos quimicos candidatos a novos farmacos (MATA et al., 2015),
porém nao ha dados cientificos relatados que avaliem a sua atividade sobre larvas de
helmintos em ensaios in vitro, por esse motivo, 0 objetivo deste estudo foi conhecer a
possivel interferéncia do DMSO, em diferentes concentracdes, sobre a viabilidade de
larvas de Toxocara canis.

METODOLOGIA

Caes jovens naturalmente infectados foram tratados com pamoato de pirantel (12,5
mg/kg), por via oral, para obtencdo de formas adultas de T. canis. Apés, foi realizada a
identificacdo especifica e coleta de ovos diretamente dos tubos uterinos das fémeas. Os
ovos foram incubados em solugéo de formalina 2%, a 28°C, umidade superior a 90% e
oxigenacao, durante 30 dias (AVILAet al., 2013). Aseguir, foi realizada a extracao (SAVIGNY,
1975) e incubagdo das larvas infectantes de T. canis em meio RPMI-1640 (Gibco®)
(suplementado com HEPES 25mM, glicose a 1%, penicilina 100 Ul/mL, estreptomicina
100pg/mL, fungizona 50 pyg/mL e ofloxacina 0,4 pyg/mL) em 5% de CO2, a 37°C (AVILA et
al., 2013).

Os testes in vitro foram realizados em placa de microcultivo (96 orificios, fundo chato
- Cral®), em triplicata. Em cada orificio da placa de microcultivo foram adicionados 100uL
de DMSO (Sigma®) 15%, 7,5%, 3,75%, 1,87%, 0,93% e 0,46% e 100 larvas de T. canis
em 100uL de meio RPMI-1640 (Gibco®). Foram utilizados os controles de anti-helmintico,
TBZ (200 pg/mL) e MBZ (200 pg/mL) (MASSARA et al., 2001), controle de larvas vivas
e controle de larvas mortas (congelamento a -20°C durante 10 dias, seguido de choque
térmico a 60°C).

Ap0s, foi realizada incubacgéo do material, por 48 horas, a 37°C, com 5% de CO2. A
seguir, em todos os orificios foi adicionado o indicador de viabilidade celular Azul de Tripan
(Vetec®), deixando o material incubado por mais 30 minutos (MATA et al., 2015).

A avaliagdo do efeito larvicida foi realizada em microscopio 6ptico (aumentos de
100x e 400x), sendo avaliada a integridade morfolégica, a motilidade e a impregnacéo
pelo indicador de viabilidade celular azul de Tripan (Vetec®) (AVILA et al. 2013; MATA et
al., 2015; WALCHER et al. 2018). Assim, foram consideradas larvas inviaveis, aquelas
sem motilidade e com impregnacédo pelo azul de Tripan; e larvas viaveis, aquelas com
motilidade e sem impregnacéo pelo azul de Tripan.

A analise estatistica foi realizada pela analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey, considerando o nivel de significancia de 0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do teste in vitro podem ser observados na Tabela 1. O DMSO
nas concentracdes mais elevadas (15% e 7,5%) foi nocivo para as larvas, com taxa de
inviabilidade de 100% e 95,2%, respectivamente. Na concentracédo de 3,75%, houve
reducdo da toxicidade sobre as larvas de T. canis, quando a taxa de viabilidade média
foi de 45,3%. Somente nas concentra¢cdes mais baixas (1,87%, 0,93% e 0,46%) o DMSO
apresentou taxas de viabilidade de larvas (87,8% a 95%) semelhante ao grupo controle
de larvas vivas (92,4%) (p>0,05), demonstrando uma importante influéncia desse solvente

sobre os resultados de possiveis ensaios in vitro quando utilizado em concentragées mais

elevadas.
DMSO (%) TBZ* MBZ** Controle Controle
vivo morto
15 7.5 3,75 1,87 0,93 0,46 100 pg/mL
Inviavel 100* 95,24 54,78 58 98 13,28 100" 100* 7,68 100
Viavel o° 4,84 45,3% 958 918 87,88 0" 04 92,48 0

* TBZ - Tiabendazol; ** MBZ — Mebendazol
Letras mailsculas diferentes entre colunas representam diferenca significativa (p<0,05).

Tabela 1. Porcentagem de viabilidade e inviabilidade do DMSO in vitro sobre as larvas de
terceiro estadio de Toxocara canis em diferentes concentragoes.

Em relagé@o aos demais controles, os resultados foram condizentes com o esperado,
sendo observada inviabilidade em 100% das larvas dos controles dos anti-helminticos MBZ
(100pg/mL) e TBZ (100pg/mL) e do controle de larvas mortas.

CONSIDERAGCOES FINAIS

Este estudo de padronizacdo de testes in vitro demonstra a necessidade da
investigacdo da possivel interferéncia dos solventes utilizados na avaliagdo de compostos
com atividade sobre larvas de helmintos. Umavez que neste estudo foram avaliadas somente
larvas de Toxocara canis, fica clara a necessidade de avaliacdo de outros helmintos, ja
que os resultados encontrados demonstram a intensa influéncia desse solvente sobre a
viabilidade de larvas em ensaios in vitro, podendo até mesmo interferir na validade de
resultados de pesquisas com compostos, quando estes forem diluidos em concentracdes
altas e sem avaliagdo prévia.
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RESUMO: O Bisfenol A (BPA) é um composto
quimico sintético amplamente utilizado em
utensilios do cotidiano, sendo contaminante dos
alimentos, do solo, do ar e da agua. O BPA é
considerado um desregulador endécrino (DE),
sendo observado em modelos experimentais
que este DE pode aumentar o risco ao céncer
de mama e a obesidade, e promover prejuizos
na funcéo reprodutiva principalmente quando os
roedores sdo expostos durante o desenvolvimento
intrauterino ou pos-natal. Porém, séo escassos
os estudos que demonstrem as ag¢des deste DE
na pdés-menopausa, periodo que ha aumento
da incidéncia de doencgas crbnicas como a
obesidade e cancer no sexo feminino. Neste
estudo, avaliamos os efeitos da exposicéo ao
BPA por 90 dias sobre a glandula mamaria
de camundongos fémeas ovariectomizadas
(OVX) alimentadas com dieta hiperlipidica



(HFD). A ingestao de HFD aumentou o peso corporal, mas ndo modificou o peso do Utero
nas fémeas OVX HFD, em relagéo as controles (CTL). A exposicdo ao BPA nao modificou
estes parametros nas fémeas que ingeriram HFD (grupo HBPA). As fémeas OVX HBPA ou
alimentadas com dieta normolipidica (grupo CBPA), apresentaram maior nimero de ductos
na glandula mamaria, com aspecto mais desenvolvido, tendo lumen ligeiramente dilatado
preenchido por secre¢éo. Porém, nos grupos HFD e CTL os ductos da glandula mamaria
eram escassos e atroficos. Além disso, fémeas HFD apresentaram hipertrofia dos adipécitos
subcutaneos adjacentes a glandula maméaria. A exposicao ao BPA nado alterou esses
parametros morfologicos dos adipoécitos nos grupos HBPA e CBPA. Portanto, a exposicéo
ao BPA na p6s-menopausa nao modificou o desenvolvimento da obesidade induzida pela
ingestao de HFD, mas promoveu ac¢des troficas e secretorias na glandula mamaria que foram
independentes do tipo de dieta ingerida.

PALAVRAS - CHAVE: desregulador end6crino, ovariectomia, obesidade.

ACTIONS OF BISPHENOL-A EXPOSURE ON MAMMARY GLAND OF
POSTMENOPAUSAL FEMALE MICE FED ON A NORMO OR HIPERLIPIDIC DIET

ABSTRACT: Bisphenol A (BPA) is a synthetic chemical compound widely used in everyday
utensils, being a contaminant of food, soil, air and water. BPA is an endocrine disruptor (ED),
since experimental evidence demonstrated that it may impair the reproductive function and the
mamary gland morphofunction, mainly when rodents are exposed to BPA during intrauterine
or postnatal life periods. However, the literature lacks information about the effects of this ED
in postmenopause, a period in which there is an increased risk to obesity and cancer. Herein,
we evaluated the effects of BPA exposure for 90 days on obesity development and mammary
gland morphology in female ovariectomized (OVX) mice fed on a high-fat diet (HFD). HFD
intake increased body weight and adiposity, but did not change the weight of the uterus in
OVX HFD females. BPA exposure did not change HFD-induced obesity or uterus weight
in OVX HFD females exposed to BPA (HBPA group). Both BPA exposed groups [HBPA,
or control BPA (CBPA)] exhibited mammary gland with various ducts, which were more
developed and displayed dilated lumen containing secretion. But, in HFD or CTL females,
the ducts of mammary gland were extremely atrophic. Furthermore, HFD females exhibited
hypertrophic adipocytes in the mammary gland, when compared to CTL. BPA exposure did
not alter these morphological parameters in HBPA or CBPA females. Therefore, BPA exposure
in postmenopausal female mice not changed obesity induced by HFD intake, but exhibited
trophic and secretory actions in mammary gland which were independently of the type of diet
ingested.

KEYWORDS: Endocrine disruptor, ovariectomy, obesity.

11 INTRODUGAO

A obesidade é uma pandemia que dentre as condi¢cdes que elevam o risco para sua
manifestacdo destaca-se o aumento da ingestdo de alimentos hipercaléricos, reducdo da
atividade fisica e o envelhecimento (CHOOI; DING; MAGKOS, 2019). A menopausa é um

marcador do envelhecimento no sexo feminino e ocorre devido a redugéo progressiva da
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funcado ovariana e das concentragdes de estrogénio, resultando na parada da menstruagéo,
e ap6s 12 meses consecutivos de amenorreia, estabelece-se a pés-menopausa (BLUMEL
et al., 2014). Neste periodo, a mulher experiencia mudancgas significativas no metabolismo
que aumentam a susceptibilidade ao desenvolvimento de doengas crénicas como a
obesidade, diabetes e cancer (DISTEFANO, 2020).

O bisfenol A (BPA; 4,4-dihidroxi-2,2-difenilpropano) € um monémero utilizado desde
a década de 1960 na producao de policarbonato e resinas ep6xi que sdo matéria-prima
para os recipientes plasticos e de metais que armazenam alimentos e bebidas, e outros
utensilios do cotidiano. A exposicéo oral ao BPA, é a mais frequente, mas como o BPA é
contaminante do ar, solo e aguas residuais (BACLE et al., 2016; GRAZIANI; CARRERAS;
WANNAZ, 2019; PETEFFI et al., 2019), os individuos também sao expostos por via cutanea
e respiratoria. O BPA é considerado um desregulador endécrino (DE) por ser agente
quimico exdgeno que interfere em qualquer aspecto da acédo dos horménios (GORE et al.,
2015). Esse DE pode exercer ag¢des estrogénicas e anti-androgénicas, sendo classificado
como xenoestrogénio capaz de interagir com os receptores para estrogénio, androgénios e
para fatores de crescimento (MURATA; KANG, 2018).

Estudos tém relacionado a exposicdo ao BPA no periodo intrauterino e/ou pds-
natal com prejuizos reprodutivos, como aceleragcéo do desenvolvimento puberal (LOZADA;
KERI, 2011), diminuicdo da espermatogénese (CHITRA, 2003), prejuizos na foliculogénese
(SANTAMARIA et al., 2016) e aumento da proliferagédo do epitélio dos ductos da glandula
mamaria (BETANCOURT et al., 2010; THARP et al., 2012). Além disso, a exposi¢cao ao BPA
no periodo intrauterino ou durante a idade adulta aumenta o risco de desenvolvimento de
tumores na glandula mamaria (BETANCOURT et al., 2010; JENKINS et al., 2011; LOZADA;
KERI, 2011) e modifica o estroma endometrial, diminuindo o suporte nutricional endometrial
e a implantagéo do zigoto (LI et al., 2016).

O BPA também é considerado agente obesogénico atuando por diversas vias
de sinalizagdo celular que modificam o metabolismo lipidico e contribuem para a maior
deposicdo ectépica de gordura (FIGUEIREDO et al.,, 2020; LEGEAY; FAURE, 2017).
Portanto, como a obesidade contribui para a reducédo da funcéo reprodutiva em mulheres,
bem como para o maior risco de desenvolver cancer no Utero e nas glandulas mamarias
(ONSTAD; SCHMANDT; LU, 2016; REEVES et al., 2007), a exposi¢ao ao BPA pode contribuir
tanto direta quanto indiretamente para os prejuizos reprodutivos e no desenvolvimento de
cancer no sexo feminino. Porém, a literatura carece de dados sobre as acbes deste DE
na poés-menopausa, periodo no qual o risco para a obesidade e suas comorbidades é
maior (CHEN; MADAK-ERDOGAN, 2018; DISTEFANO, 2020; SLOPIEN et al., 2018). A
obesidade também aumenta o risco de cancer na glandula mamaria de mulheres na poés-
menopausa, sendo a maior adiposidade potencial fonte endégena de estrogénio que supre
os tumores responsivos a este horménio (MOHANTY; MOHANTY, 2019). Levando em
consideragdo que o BPA também se acumula no tecido adiposo (DOERGE et al., 2011), a
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exposicéo a este DE na p6s-menopausa poderia acelerar o desenvolvimento da obesidade
e de alteragbes no trato reprodutivo e nas glandulas mamarias, aumentando o risco ao
cancer. Desta forma, neste estudo avaliamos a obesidade, o peso do Utero e a morfologia
e histomorfometria da glandula mamaria de camundongos fémeas ovariectomizadas (OVX)
alimentadas com dieta hiperlipidica (HFD).

21 METODOLOGIA

2.1 Inducao da Menopausa Cirurgica por Ovariectomia Bilateral

Camundongos fémeas Swiss de 100 dias de vida foram mantidas no biotério setorial
sob condi¢bes padronizadas de temperatura (21 + 2°C), umidade e luminosidade (ciclo
claro/escuro de 12h; Aprovacao CEUA UFRJ-Macaé: 035). Todos os camundongos foram
submetidos a ovariectomia bilateral que seguiu as normas de vivissecgdo de animais
descritas pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério sob a lei n°
11.794, de 08/10/2008 e a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais
para Fins Cientificos e Didaticos (RESOLUCAO NORMATIVA CONCEA N° 12, DE 20 DE
SETEMBRO DE 2013). Os camundongos foram anestesiados via intraperitoneal (IP) com
cetamina (80 mg/kg de peso corporal) e xilazina (10 mg/kg de peso corporal). Apés, 0s
camundongos receberam 50 mg/kg de peso corporal de dipirona por via subcutanea para
analgesia (FIGUEIREDO et al., 2020). Foi realizada laparotomia bilateral para acesso aos
ovarios que foram retirados juntamente com o tecido adiposo periovariano. Em seguida,
procedeu-se a sutura separada da musculatura e da pele. Ap6s 14 dias da ovariectomia,
foi realizada a constatacdo da indugcdo da menopausa cirlrgica pela observagcdo ao
microscopio oOptico da citologia vaginal coletada com auxilio de conta-gotas contendo
solugéo de 0,9% de NaCl.

2.2 Grupos Experimentais

Fémeas OVX que apresentaram por 14 dias citologia vaginal em anestro (Fig. 1;
HENRIQUES et al., 2010; YOU et al., 2015) foram distribuidas aleatoriamente nos grupos
experimentais: Controle (CTL), CTL exposto ao BPA (CBPA), dieta hiperlipidica (HFD) e
HFD exposto ao BPA (HBPA). As fémeas OVX receberam por 90 dias ragédo padréo (Nuvital,
Nuvilab CR1, Curitiba, PR, BRA) normolipidica (4,6% das kcal ingeridas provenientes de
gordura) ou racao hiperlipidica (65,4% das kcal provenientes de gordura) e agua filtrada
contendo 0,01% de etanol sem (veiculo; grupos CTL e HFD, respectivamente) ou com 1
ug/mL de BPA (grupos CBPA e HBPA, respectivamente). A exposicéo pela agua de beber
visou menor estresse aos roedores e a dose escolhida se baseou nos estudos anteriores
do nosso grupo de pesquisa que demonstrou que nesta dose o BPA causa prejuizos
morfofuncionais ao pancreas enddcrino e figado (FIGUEIREDO et al., 2020; OLIVEIRA et
al., 2020). Previamente foi relatado que com base no consumo hidrico diario das fémeas
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OVX CBPA e HBPA a dose diaria de exposicao ao BPA foi de 70 pg/kg/dia (FIGUEIREDO
et al., 2020).

Figura 1: Fotomicrografias de citologia vaginal em anestro observada a fresco. Em A observa-
se grande quantidade de leucdcitos (circulo: O) e muco denso (setas: T). Em B observa-se
grande quantidade de leucdcitos e algumas células profundas (cabecga de seta: »). Barra de
escala =100 pm.

2.3 Avaliacdo da Obesidade e do Peso do Utero

O peso corporal foi registrado no inicio do periodo experimental em todos os grupos
de fémeas OVX. Apo6s 90 dias de exposicdo ao BPA e/ou ingestao de HFD, todas as fémeas
foram pesadas e o comprimento nasoanal (CNA) foi medido para obtenc&o do indice de
Lee (peso corporal”/CNA x 1000). Em seguida, os camundongos foram eutanasiados por
decapitacao, procedeu-se a dissecagao da pele na regido abdomino-inguinal para a coleta
do tecido adiposo subcuténeo e glandulas mamarias. Foi realizada laparotomia para coleta
e pesagem do Utero, e das gorduras periuterinas e parametriais. O ganho de peso corporal
total durante o periodo experimental foi obtido pela subtragdo do peso no dia da eutanasia
pelo peso corporal registrado no inicio do periodo experimental (OLIVEIRA et al., 2020).

2.4 Morfologia e Histomorfometria das Glandulas Mamarias

A glandula mamaria foi fixada em solugdo de formol de Carson por 48 h. Apés, o
tecido foi desidratado em série ascendente de etanol, diafanizados em xilol e incluidos em
parafina purificada (Biotec®, Sao José dos Pinhais, PR, BRA). Foram obtidas sec¢bes semi-
seriadas de 5 um, com espagamento de 100 um entre os cortes. As secgdes foram coradas
com hematoxilina e eosina (HE) e apés registradas com o auxilio de cAmera acoplada ao
microscopio Optico. Para a analise das areas percentuais na glandula mamaria, em cada
uma das imagens das seccdes da glandula mamaéria foi aplicada uma grade de pontos com
auxilio do software Image J (https://imagej.nih.gov/ij/), e a partir da contagem manual, foram
determinadas as estruturas mamarias de interesse (ductos-acinos, gordura-conjuntivo e luz
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de ductos e acinos da glandula mamaria). As areas percentuais dos parametros avaliados
na glandula mamaéaria foram calculadas conforme descrito por POMPEI et al. (2005) com
pequenas modificacdes. Além disso, foi realizada a contagem do numero de adipécitos por
campo avaliado da glandula mamaéria, e o didmetro dos adip6citos foi manualmente medido
utilizando-se a ferramenta line do Image J, sendo os valores em pixels corrigidos para
micrémetros (um) pela calibracdo do software com lamina contendo régua de calibracao

para microscopia.

2.5 Western Blotting

Fragmentos da glandula maméaria foram homogeneizados em solugcdo contendo
agentes anti-proteases e anti-fosfatases e apo6s centrifugados a 15294 g por 40 min.
Procedeu-se a quantificacdo proteica das amostras pelo método de Bradford e incubacao
a 100 °C por 5 min de 75 ug de cada amostra com 30% de tampao Laemmli (0,1% de azul
de bromofenol, 1 M de fosfato de sodio, 50% de glicerol e 10% de SDS). As proteinas
foram separadas por eletroforese em gel bifasico de poliacrilamida e transferidas para
membrana de nitrocelulose (BioRad), as quais foram incubadas a 4°C overnight com
anticorpo primario para a isoforma a do receptor nuclear de estrogénio (ER-a; 1:1000,
ab32063, Abcam), seguida da incubagéo por 2h com anticorpo policlonal anti-IgG (1:10000,
Invitrogen, S&o Paulo, SP, BRA). A deteccdo das proteinas foi realizada utilizando
reagentes quimioluminescentes e o registro foi feito através de fotodocumentador (L-Pix
Chemi Express, Loccus do Brasil, Cotia, SP, BRA). O procedimento foi repetido em todas
as membranas, incubando-as com anticorpo para a-tubulina (1:10000, T6074, Sigma
Aldrich), que foi utilizada como proteina controle da expresséo proteica. A quantificagdo
da densitometria das bandas foi feita através do software Image J (https://imagej.nih.gov/
ij/download.html).

2.6 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM) para o
numero (n) de fémeas OVX/grupo indicado nas legendas da tabela 1 e figuras. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa Prism 5.0 (GraphPad Software,
USA). Os resultados foram submetidos ao teste de distribuicdo de normalidade Kolmorogov-
Smirnov e entdo direcionados para testes de comparagcao paramétricos (ANOVA de uma
via seguida de Newman-Keuls) ou ndo paramétricos (Kruskal-Wallis seguido de Dunns). P
< 0,05 foi adotado como critério de significancia.

31 RESULTADOS

3.1 Avaliacdo da Obesidade e do Peso do Utero

Ao inicio do periodo experimental, o peso corporal foi similar entre todos os grupos
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estudados de fémeas OVX (Fig. 2A). Apds 90 dias de ingestdo de HFD as fémeas OVX
apresentaram aumento de 26% no peso corporal e maior ganho de peso corporal durante
o periodo experimental (Fig. 2C), quando comparadas as fémeas CTL (P < 0,001 e P <
0.0001, respectivamente). O grupo HFD também apresentou aumento de 40% e de 51%
no peso das gorduras periuterinas (Fig. 2F) e parametriais (Fig. 2G), respectivamente,
em relagéo as fémeas CTL (P < 0,05 e P < 0.01, respectivamente). Porém, ndo houveram
diferengcas no CNA, indice de Lee e no peso do Utero entre as fémeas HFD e CTL (Fig. 2D,
2E e 2H). A exposi¢éo ao BPA n&o modificou os parametros de obesidade e o peso do utero
tanto nas fémeas que consumiram HFD (grupo HBPA), quanto as alimentadas com dieta
normolipidica (CBPA; Fig. 2).
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Figura 2: Média + EPM do peso corporal inicial (A) e final (B), ganho de peso corporal total
(C), do comprimento nasoanal (CNA; D), indice de Lee (E), peso da gordura periuterina (F) e
parametrial (G), e do peso do utero (H) de camundongos fémeas OVX CTL (n = 7), CBPA (n =
7), HFD (n = 8) e HBPA (n = 7). Letras diferentes representam diferencas estatisticas (ANOVA

de uma via seguida de Newman-Keuls, exceto para o peso do Gtero cujos dados foram
comparados por Kruskal-Wallis seguido de Dunns, P < 0,05).

3.2 Morfologia, Histomorfometria e Expresséao proteica do ER-a na Glandula
Mamaria

A morfologia da glandula mamaria pode ser observada na figura 3. Em todos os
grupos as areas dos ductos apresentaram-se mais frequentes do que as areas dos brotos
alveolares (Ultimo estagio de ramificacao das glandulas maméarias de camundongos). Em
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nenhum dos grupos foi observada a presenca do pigmento de lipofuscina, ou de mitose
e apoptose. Também ndo foram vistas alteracbes adaptativas (hiperplasia, metaplasia
ou displasia) ou neoplasicas (Fig. 3). Nos grupos CTL e HFD foram observadas ampla
presenca de tecido adiposo e conjuntivo e escassos ductos, que quando presentes, eram
pouco desenvolvidos apresentando luz sem dilatag@o ou secrecao (Fig. 3). A exposicao ao
BPA promoveu agdes troficas na glandula mamaria tanto de fémeas CBPA quanto HBPA,
sendo observado maior nimero de ductos, os quais eram bem desenvolvidos, com luz

ligeiramente dilatada contendo secre¢cdo em sua maioria (Fig. 3).

CTL ! CBPA

HFD : HBPA

Figura 3: Fotomicrografias da glandula mamaria de camundongos fémeas OVX expostas
ao BPA e alimentadas ou ndo com HFD. No grupo CTL e HFD o parénquima da glandula
apresentou grande quantidade de tecido adiposo e escassos ductos/acinos (setas: 1), os quais
se apresentavam pouco desenvolvidos e sem dilatacdo e/ou secrecao luminal. Nos grupos
expostos ao BPA, fémeas CBPA e HBPA exibiram o tecido da glandula com ductos (seta: 1)
mais desenvolvidos e preenchidos com secregéo na luz (asterisco: *). As fémeas HFD e HBPA
apresentaram adipécitos hipertréficos na glandula mamaéria (seta dupla: <). Barra de escala =
100 ym. Secgdes histolégicas de 5 ym em espessura. Coloragao HE.

A tabela 1 mostra os pardmetros histomorfométricos da glandula maméaria. O
percentual da area ocupada por ducto/acino, luz e o percentual de gordura/tecido conjuntivo
foram similares nas glandulas mamarias de fémeas expostas ou ndo ao BPA e que
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consumiram ou nao HFD (Tab. 1). Porém, foi observado aumento de 26% no diametro dos
adipécitos, sem modificagéo para o numero (N.) de adipdcitos/campo avaliado na glandula
mamaria das fémeas HFD, em relagdo as CTL (P < 0.001; Tab. 1). As fémeas HBPA

apresentaram adip6citos hipertroficos na glandula mamaria similares aos observados no

grupo HFD (Tab. 1).

CTL CBPA HFD HBPA
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
% Ducto/acino 2,83 +0,68 570+1,75 3,19 £ 0,58 4,97 +2,53
% Luz ducto 0,00 = 0,00 0,80 +0,80 0,20 £ 0,20 1,00 = 1,00
% gordura/tecido conjuntivo 96,00 1,14 73,20 + 4,63 96,60 £ 0,93 94,40 £ 2,69
N. adipdcitos/campo 38,00 +3,77 4450+7,39 31,74+457  33,33+233
Didmetro dos adipocitos (um) 56,75 +1,99° 56,70 +2,55* 71,563 +226° 71,71 +1,93°

Dados sao médias + EPM. Letras diferentes representam diferencas estatisticas (Kruskal-Wallis

seguido de Dunns, P < 0,05).

Tabela 1: Parametros histomorfométricos avaliados na glandula maméaria de camundongos
fémeas OVX expostas ao BPA e alimentadas ou ndo com HFD.

A figura 4 mostra a expressao proteica do ER-a na glandula mamaria das fémeas
OVX expostas ao BPA em associagao ou nao com ingestao de HFD. O tipo de dieta ingerida

ou a exposicao ao BPA ndo modificaram o contetdo proteico do ER-a na glandula maméria

das fémeas OVX.

ere [ |

a-Tubulina m

250+

200

150+

100+ T

50

%em relacao ao CTL

CTL CBPA HFD HBPA

Figura 4: Bandas representativas do Western blotting para o ER-a e a-tubulina, e médias
+ EPM do percentual da expresséo proteica do ER-a/a-tubulina na glandula mamaria de
camundongos fémeas OVX CTL (n = 3), CBPA (n = 3), HFD (n = 3) e HBPA (n = 3). Dados

analisados por Kruskal-Wallis seguido de Dunns, P < 0,05.
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41 DISCUSSAO

Apesar de haver dados na literatura demonstrando que o BPA pode aumentar a
adiposidade (LEGEAY; FAURE, 2017), em nosso estudo nédo evidenciamos exacerbamento
dos parametros indicadores de obesidade nas fémeas HBPA e CBPA. Dados da literatura
indicam que os efeitos obesogénicos do BPA podem divergir de acordo com o periodo/
tempo de exposicao, a concentracao utilizada, pelo tipo de dieta associada, e até mesmo
pela hiperatividade dos roedores (RUBIN; SCHAEBERLE; SOTO, 2019). A exposicao de
ratas Sprague-Dawley a 70 pg/kg/dia de BPA no periodo gestacional e lactagdo aumentou
na geragdo F1 o peso corporal e o estoque de tecido adiposo branco perigonadal (SOMM
et al., 2009). Por outro lado, fémeas C57BI/6 na idade adulta expostas a 5, 50, 500, e
5000 pg/kg/dia de BPA e alimentadas com HFD, ndo apresentaram elevacdo do peso
corporal ou adiposidade (YANG et al.,, 2016). FERGUSON et al. (2011) relacionaram a
néo alteragdo da adiposidade e do peso corporal na prole F1 de ratas Sprague-Dawley
expostas ao BPA a maior atividade locomotora. Essas evidéncias experimentais aliadas
as observagbes do nosso estudo, sugerem que ha varios fatores que podem regular e
interferir nas acbes obesogénicas do BPA. Além disso, recentemente demonstramos que
apesar de camundongos fémeas na pds-menopausa expostas ao BPA ndo apresentarem
modificacdes no peso dos estoques viscerais de gordura (FIGUEIREDO et al., 2020;
OLIVEIRA et al., 2020), o DE aumentou a deposigédo de gordura no figado (FIGUEIREDO
et al.,, 2020). Portanto, as acbes obesogénicas do BPA podem ndo ser observadas
somente com procedimentos que avaliam macroscopicamente a adiposidade, assim nao
descartamos que modificagdes moleculares e funcionais no tecido adiposo possam estar
sendo induzidas pelo BPA nas fémeas OVX CBPA e HBPA.

E importante destacar que o peso uterino é um dos indicadores para a avaliacéo da
acao hormonal estrogénica (HENRIQUES, 2013). Porém, o peso uterino das fémeas CBPA
e HBPA néao diferiu dos seus respectivos grupos controles ndo expostos ao xenoestrogénio,
indicando acéo hormonal fraca do BPA neste tecido. Porém, a analise histomorfologica da
glandula mamaria dos grupos expostos ao BPA demonstrou que este DE exerceu agéao
hormonal neste tecido, mas de forma independente do tipo de dieta consumida pelas
fémeas OVX.

Muitos estudos tém relacionado a exposicao ao BPA, nos periodos de vida intrauterino
ou pos-natal, com modificagbes troficas e proliferativas na glandula mamaria (BETANCOURT
et al., 2010; THARP et al., 2012; MANDRUP et al., 2016). Mas, pouco se sabe sobre os
efeitos da exposicao a este DE no periodo da p6és-menopausa. Camundongos fémeas
CD-1 expostas a 250 ng/kg/dia de BPA durante a vida intrauterina, e que foram OVX aos
25 dias de vida po6s-natal, apresentaram ap6s 10 dias da ovariectomia, aumento do niUmero
de brotos alveolares terminais em relacdo a area ocupada pela arvore ductal da glandula
mamaria, porém, sem diferencas para a area ductal (MUNOZ-DE-TORO et al., 2005). Sabe-
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se que os brotos alveolares terminais séo as estruturas frequentemente associadas com a
susceptibilidade ao cancer (LOZADA E KERI, 2011). Entretanto, essas estruturas nao sao
encontradas em roedores submetidas a ovariectomia, cuja estrutura mamaria se apresenta
atrofica, com presenca apenas de ductos e acinos (HENRIQUES, 2013). Corroborando
com isso, em nosso estudo, os brotos alveolares terminais ndo foram observados em todos
0s grupos de fémeas OVX, bem como a glandula mamaria apresentou atrofia nos grupos
CTL e HFD. A exposicao ao BPA modificou este padrao tecidual da p6s-menopausa, visto
que tanto fémeas CBPA, quanto HBPA, apresentaram a glandula mamaria com ductos e
acinos mais desenvolvidos, com lumen dilatado e contendo secrecéo. Essas caracteristicas
também foram previamente relatadas em roedores fémeas expostas ao BPA no periodo
intrauterino (MARKEY et al., 2001) ou idade adulta (IBRAHIM; ELBAKRY; BAYOMY, 2016),
porém, as fémeas CBPA e HBPA nao demonstraram alteragbes hiperplésicas do epitélio
ductal, um achado frequente nos estudos que abordam a exposigdo ao BPA durante a
vida intrauterina e relacionam o xenoestrogénio a carcinogénese (MANDRUP et al., 2016;
IBRAHIM; ELBAKRY; BAYOMY, 2016).

As acles tréficas e proliferativas do BPA sobre a glandula mamaria podem ser
mediadas por ativacdo de receptores para o estrogénio (MURATA; KANG, 2018). Em
roedores ou primatas ndo-humanos o maior desenvolvimento dos tecidos da glandula
mamaria foi relacionado ao aumento da expresséao do ER-a (IBRAHIM et al., 2016; THARP
et al., 2012). Mas, em nosso estudo, o maior trofismo do tecido mamario das fémeas CBPA
e HBPA nao foi acompanhado por modificagbes na expressédo proteica do ER-a pelo DE.
Todavia, BETANCOURT et al. (2010) observaram que ratas Sprague-Dawley expostas a
250 pg/dia’kg de BPA durante a vida intrauterina apresentaram redug¢do da expresséao do
ER-a na glandula mamaria aos 50 dias de vida p6s-natal, porém aumento do contetdo
proteico mamario do ER-a aos 100 dias de vida. Desta forma, a expressao deste receptor
nuclear pode variar conforme o tempo de exposicao ao BPA. Além disso, é possivel que o
DE tenha promovido as agdes troficas na glandula mamaria das fémeas OVX CBPA e HBPA
por desbalango na dindmica de renovacgéo celular via ativagcdo de outros receptores. Em
acordo, foi demonstrado que a exposigdo ao BPA acelerou a tumorigénese por aumentar a
proliferacéo celular e reduzir a apoptose via ativagéo do receptor para o fator de crescimento
semelhante a insulina (JENKINS et al., 2011).

51 CONSIDERAGOES FINAIS

Nosso estudo, pela primeira vez, demonstrou que a exposi¢éo ao BPA durante a pos-
menopausa, associado a ingestao de dieta normolipidica ou hiperlipidica, causou agdes
tréficas e secretorias sobre a glandula mamaria, modificando o padréo estrutural do tecido
mamario neste periodo da vida. Ndo observamos alteragoes hiperplasicas ou displasicas
que poderiam ser consideradas pré-neoplasicas em roedores. Contudo, destaca-se que
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s80 necessarios maiores estudos, principalmente com abordagens moleculares, para se
descartar que a exposi¢do ao BPA durante a pdés-menopausa, ndo constitui fator de risco
ao surgimento precoce no sexo feminino de prejuizos no trato genital e nas glandulas

mamarias.
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RESUMO: A multiplicagdo anormal de
bactérias bucais causa carie e placa dentaria.
Essas doencgas continuam sendo um grande
problema de saude publica em todo o mundo,
principalmente nos paises em desenvolvimento.
Neste estudo, a composicdo quimica e a
atividade antimicrobiana do 6éleo essencial
das folhas de Vitex agnus-castus (OE-VAC)
coletadas no Norte do Brasil contra um painel
representativo de bactérias cariogénicas foram
investigadas. A atividade antimicrobiana de OE-



VAC foi avaliada em termos de seus valores de concentragédo inibitéria minima (CIM) usando
o método de microdiluicdo em caldo em microplacas de 96 pocos. Os constituintes quimicos
do OE-VAC foram identificados por Cromatografia Gasosa (CG-FID) e Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM). OE-VAC exibiu alguma atividade contra
todos os patégenos bucais investigados; os valores de CIM variaram de 15,6 a 200 pg/
mL. OE-VAC apresentou atividade promissora contra Streptococcus mutans (CIM = 15,6
ug/mL), Lactobacillus casei (CIM = 15,6 pug/mL) e Streptococcus mitis (CIM = 31,2 ug/
mL). Os compostos 1,8-cineol (23,8%), (E) -B-farneseno (14,6%), (E)-cariofileno (12,5%),
sabineno (11,4%) e acetato de a-terpinil (7,7%) foram os principais constituintes quimicos do
OE-VAC. A eficacia do OE-VAC contra S. mutans merece destaque e deve ser investigada
posteriormente.

PALAVRAS-CHAVE: bactérias cariogénicas; 1,8-cineol; patdégenos bucais; Streptococcus
mutans

CHEMICAL COMPOSITION AND ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF THE
ESSENTIAL OIL OF VITEXAGNUS-CASTUS L. (LAMIACEAE)

ABSTRACT: Abnormal multiplication of oral bacteria causes dental caries and dental
plaque. These diseases continue to be major public health concerns worldwide, mainly in
developing countries. In this study, the chemical composition and antimicrobial activity of the
essential oil of Vitex agnus-castus leaves (VAC-EO) collected in the North of Brazil against a
representative panel of cariogenic bacteria were investigated. The antimicrobial activity of OE-
VAC was evaluated in terms of its minimum inhibitory concentration (MIC) values by using the
broth microdilution method in 96-well microplates. The chemical constituents of OE-VAC were
identified by gas chromatography (GC-FID) and gas chromatography-mass spectrometry
(GC-MS). VAC-EO displayed some activity against all the investigated oral pathogens; MIC
values ranged from 15.6 to 200 pug/mL. OE-VAC had promising activity against Streptococcus
mutans (MIC= 15.6 pg/mL), Lactobacillus casei (MIC= 15.6 ug/mL), and Streptococcus
mitis (MIC= 31.2 pg/mL). The compounds 1,8-cineole (23.8%), (E)-B-farnesene (14.6%),
(E)-caryophyllene (12.5%), sabinene (11.4%), and a-terpinyl acetate (7.7%) were the major
chemical constituents of VAC-EO. The efficacy of VAC-EO against S. mutans is noteworthy
and should be further investigated.

KEYWORDS: cariogenic bacteria; 1-8-cineole; oral pathogens; Streptococcus mutans.

11 INTRODUGAO

Bactérias acidogénicas e aciduricas podem formar um biofilme organizado
causando a formagéo da placa dentaria (CREVELIN et al., 2015). A escovagédo e 0 uso
do fio dental sdo as estratégias mais eficazes para remover micro-organismos instalados
na superficie do dente e, assim, prevenir caries e doengas gengivais. Devido a dificuldade
de se controlar a formacgéo do biofilme e remover completamente o biofilme por meios
mecanicos, a maioria da populagédo falha em garantir cuidados bucais adequados (MELO
et al., 2015). Alguns produtos contendo agentes antimicrobianos tém sido utilizados como
medida complementar para auxiliar na diminuicdo da formacgéo de biofilme na superficie
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dentéaria (CREVELIN et al., 2015). A clorexidina tem sido amplamente aplicada para esse
fim por apresentar propriedades anticariogénicas. No entanto, seu uso regular em produtos
de higiene bucal muitas vezes leva a varios efeitos colaterais e contribui para o surgimento
de resisténcia microbiana (AGUIAR et al., 2013b).

Vitex agnus-castus L. (Lamiaceae) € uma pequena arvore ou arbusto nativo de paises
europeus, mediterraneos e da Asia Central. No Brasil, imigrantes europeus introduziram V.
agnus-castus na regiao amazénica (ZOGHBI; ANDRADE; MAIA, 1999). Esta planta possui
um potencial biol6gico bastante conhecido. Seus efeitos diuréticos, antissépticos, digestivos,
antifungicos, ansioliticos, afrodisiacos, emenagogos, antiespasmodicos e analgésicos tém
sido aplicados na medicina popular. V. agnus-castus também tem sido empregada para
tratar mastopatias, para inibir receptores dopaminérgicos D2 e receptores opioides e para
inibir a sintese de prolactina, entre outros usos (ZAHID; RIZWANI; ISHAQE, 2016). Além
disso, essa espécie € uma das plantas medicinais mais tradicionais e eficazes no alivio das
célicas uterinas e na regulacao da menstruacdo (CHHABRAKALA; KULKARNI, 2011; MARI
et al., 2012). O dleo essencial (OE) extraido das sementes de V. agnus-castus apresenta
atividade antimicrobiana contra espécies de Candida sp causadoras de infeccoes
nosocomiais (ASDADI et al., 2015). O OE extraido das folhas desta espécie de planta atua
contra alguns fitopatégenos importantes, tais como Agrobacterium tumefaciens, Erwinia
carotovora var. carotovora, Alternaria alternata, Boltrytis cinerea, Fusarium oxysporum e
Fusarium solani (BADAWY; ABDELGALEIL, 2014). O OE extraido do fruto e das folhas de
V. agnus-castus também exerce atividade contra Salmonella typhimurium e Micrococcus
flavus (STOJKOVIC et al., 2011).

Neste capitulo serdo abordadas a constituicdo quimica e a atividade antimicrobiana
do OE de Vitex agnus-castus cultivada no Norte do Brasil contra um painel representativo
de bactérias cariogénicas.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Material Vegetal

Vitex agnus-castus L. (Lamiaceae) foi coletada proximo a cidade de ltacotiara
(58°26'54.3"S 3°8’28.8”0), Amazonas, Brasil em junho de 2009 e identificada pelo Prof. Ari
de Freitas Hidalgo (Universidade Federal do Amazonas). Uma exsicata (HUAM 8268) foi
depositada no Herbario da Universidade Federal do Amazonas, Manaus, Brasil (Herbario
UFAM).

2.2 Extracdo do Oleo Essencial

Folhas frescas de V. agnus-castus (1500 g) foram submetidas a hidrodestilagdo em
aparelho do tipo Clevenger por 3 h. Antes da extracao, o material vegetal foi dividido em trés
amostras de 500 g cada e 500 mL de agua destilada foram adicionados a cada amostra. O
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Oleo essencial de V. agnus-castus (OE-VAC) foi coletado manualmente e vestigios de agua
foram removidos pela adi¢éo de sulfato de sédio anidro. Apés a filtragcéo, o 6leo obtido (OE-
VAC) foi armazenado a 4°C, no escuro, até o0 momento da analise. O rendimento (massa/
massa) de OE-VAC foi calculado a partir do peso das folhas frescas e expresso como a
média das trés analises.

2.3 Analises por Cromatografia Gasosa (CG) e Cromatografia Gasosa
Acoplada A Espectrometria de Massas (CG-EM)

Os constituintes quimicos do OE-VAC foram identificados com base em metodologia
publicada anteriormente (AGUIAR et al., 2013a; MELO et al., 2015; VIEIRA et al., 2017).
Para tanto, as amostras foram solubilizadas em éter etilico e analisadas em cromatografo
a gas Shimadzu GC2010 Plus equipado com injetor automatico AOC-20s, detector FID,
coluna capilar de silica fundida Rtx-5 (Restek Co., Bellefonte, PA, EUA) (30 m x 0,25 mm
di; 0,25 um de espessura de filme) e processador para tratamento de dados. A temperatura
da coluna foi programada para aumentar de 60 para 240°C a 3°C/min e foi entdo mantida a
240°C por 5 min. Hélio (99,999%) foi usado como gas de arraste a um fluxo de 1,0 mL/min.
O volume da amostra injetada foi de 0,1 pL (razdo de divisao de 1:10) e as temperaturas do
injetor e do detector foram de 240 e 280°C, respectivamente. As concentragoes relativas
dos componentes quimicos de OE-VAC foram obtidas pela normalizacéo das areas dos
picos (%). As areas relativas foram expressas como a média de trés analises em CC-FID.

As analises por CG-EM foram realizadas em um sistema Shimadzu QP2010 Plus
(Shimadzu Corporation, Kioto, Jap&o) equipado com um injetor automatico AOC-20i, coluna
capilar de silica fundida Rtx-5MS (Restek Co., Bellefonte, PA, EUA) (30 m de comprimento
x 0,25 mm d.i. x 0,25 um de espessura de filme) e fonte de ionizagao por elétrons (EI-MS)
operando a 70 eV. O géas de arraste foi 0 hélio (99,999%) a um fluxo de 1,0 mL/min, e o
volume de inje¢do foi de 0,1 pL (razdo de diviséo de 1:10). As temperaturas do injetor
e da fonte de ions foram fixadas em 240 e 280°C, respectivamente. A programacéo da
temperatura do forno foi a mesmo usada para CG-FID. Os espectros de massas foram
obtidos com intervalo de varredura de 0,5 s, de 40 a 600 Da. Os componentes quimicos de
OE-VAC foram identificados com base em seus indices de retengéo aritmética obtidos em
uma coluna capilar Rix-5MS, sob as mesmas condi¢des operacionais usadas para CG-FID,
em relagéo a uma série homoéloga de n-alcanos (C,-C,;) (VAN DEN DOOL; DEC. KRATZ,
1963). As estruturas foram determinadas com base nos dados espectrais contidos nas
bibliotecas Wiley 7, NIST 08 e FFNSC 1.2, bem como na comparagéo de seus padrdes de
fragmentagéo com os da literatura (ADAMS, 2007).

2.4 Cepas Bacterias e Ensaio Antimicrobiano

A atividade antimicrobiana in vitro do OE-VAC foi determinada pelo ensaio de
concentracédo inibitéria minima (CIM) com base no método de microdiluicdo em caldo
(CLSI, 2009). Streptococcus salivarius (ATCC 25975), S. sobrinus (ATCC 33478), S.
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mutans (ATCC 25175), S. mitis (ATCC 49456), S. sanguinis (ATCC 10556), Lactobacillus
casei (ATCC 11578) e Enterococcus faecalis (ATCC 4082) foram as cepas padrdo usadas
no ensaio. Inicialmente, as bactérias foram transferidas para meio agar sangue (Difco
Labs, Detroit, Mich, EUA) e as col6nias individuais de 24 h foram suspensas em 10 mL de
caldo triptona de soja (Difco). Um espectrofotémetro (Femto, Sdo Paulo, Brasil) operando
no comprimento de onda (A) de 625 nm foi utilizado para padronizar as suspensdes de
cada micro-organismo, para igualar a transmitancia de 81, equivalente a 0,5 na escala de
McFarland (1,5 x 108 UFC/mL). A diluigcdo da suspensao padronizada gerou a concentragao
final de 5 x 10° UFC/mL. O 6leo essencial OE-VAC foi dissolvido em DMSO (Merck,
Darmstadt, Alemanha) a 16,0 mg/mL. Concentra¢des variando de 4000 a 3,9 pg/mL foram
obtidas ap6s a diluicdo do OE-VAC em caldo triptona de soja (Difco). Apos as diluicbes,
as concentra¢des de DMSO ficaram entre 4% e 0,0039% (v/v). Controles negativos, trés
pocos inoculados contendo DMSO em concentragdes variando de 4% a 1%, e um po¢o néo
inoculado sem agente antimicrobiano foram incluidos. Um poco inoculado ajudou a avaliar
se o caldo era adequado para o crescimento dos micro-organismos. O controle positivo foi
o dicloridrato de clorexidina (Sigma-Aldrich, St. Louis) em concentragcbes variando de 5,9
a 0,115 pg/mL, diluido em caldo triptona de soja (Difco). As microplacas (96 pocos) foram
seladas com parafilme e incubadas a 37°C por 24 h. Em seguida, 30 uL de uma solugcéo
aquosa de resazurina a 0,02% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foram adicionados em
cada pog¢o da microplaca para indicar a viabilidade do micro-organismo (PALOMINO et al.,
2002). A menor concentragdo da amostra que inibiu o crescimento do micro-organismo
(CIM) foi determinada como a concentracdo de OE-VAC capaz de impedir a alteragéo da
cor da solugao de resazurina (SARKER; NAHAR; KUMARASAMY, 2007). Todos 0s ensaios
foram realizados em triplicata.

31 RESULTADOS

3.1 Constituintes Quimicos do Oleo Essencial de Vitex agnus-castus (OE-
VAC)

As folhas de Vitex agnus-castus L. (Lamiaceae) forneceram um Oleo essencial
amarelado (OE-VAC) com rendimento de 0,09 + 0,01% (m/m). Na Tabela | estdo listados
0s 29 compostos identificados neste 6leo. As analises de CG-FID e CG-EM revelaram que
monoterpenos (62,4%) foram os principais constituintes de OE-VAC, enquanto 1,8-cineol
(2, 23,8%), (E)-B-farneseno (5, 14,6%), (E)-cariofileno (4, 12,5%), sabineno (1, 11,4%) e
acetato de a-terpinila (3, 7,7%) foram os constituintes principais (Figura 1).
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Substancia IRexp ' IR AR% * Identificagio *

a-Thujeno 924 931 0,2 RL MS
a-pinenc 931 939 59 RL MS
Sabineno 871 976 14 RLMS
fpinena 977 980 049 RL MS
Myrceno 987 991 21 RL MS
1-felandreno 1006 1139 0,6 RL MS
a-terpineno 1016 1018 0.3 RLMS
p-cimeno 1023 1026 0.2 RL MS
limoneno 1028 1031 2.8 RL MS
1,8-cineol 1031 1033 238 RL MS
(E)-p-ocimeno 1043 1050 0,6 RL MS
terpineno 1056 1062 07 RLMS
a-terpinoleno 1084 1088 0.3 RL MS
linalool 1100 1098 0,2 RL MS
4-terpineol 179 n77 2,0 RL MS
e-terpineol 1194 1189 2,1 RL MS
acetato de a-terpinil 1345 1352 7.7 RLMS
acetato de citronelilla 1349 1354 0,6 RLMS
a-gurjuneno 1402 1409 0,2 RL MS
(E)-cariofileno 1415 1418 125 RL MS
(E)-f-fareseno 1452 1458 14,6 RL MS
aloaromadendrenc 1454 1461 0.6 RLMS
bicyclogermacreno 1490 1494 6,6 RLMS
spatulenol 1571 1576 0.4 RL MS
oxido de cariofileno 1575 1581 0,4 RL MS
viridiflorol 1588 1590 0,2 RL MS
a~cadinol 1650 1653 0.2 RLMS
Hidrocarbonetos
monoterpenos 26,0
Monoterpenes oxigenados 364
Hidrocarbonetos
sesquiterpenos 34,5
Sesquiterpenos
oxigenados 1.2
Total 98,1

IR, : Indice de retengéo experimental, determinado em relag&o a n-alcanos (C,~C,,) na coluna Rix-
5MS; 2IR;: indice de retencéo reportado na literatura (ADAMS, 2007); AR: area relativa (area do pico
relativa a area total de picos no cromatograma CG-FID), média de trés triplicatas; “RL: comparagéo do

com a literatura; MS. Comparacédo dos espectros de massa com aqueles das bibliotecas Wiley 7,
leEr 08 e FFNSC 12.

Tabela I. Constituintes quimicos do 6leo essencial de Vitex agnus-castus (OE-VAC)
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Figura 1. Estruturas quimicas dos monoterpenos sabineno (1), 1,8-cineol (2), acetato de
a-terpinila (3), (E)-cariofileno (4) e (E)-B-farneseno (5).

3.2 Atividade Antimicrobiana do OE-VAC

A atividade antimicrobianabacteriana in vitro (valores CIM, Tabela Il) de OE-VAC foi
avaliada contra um painel representativo de bactérias cariogénicas. Os resultados foram
comparados com aqueles obtidos com dicloridrato de clorexidina (controle positivo). De
acordo com a literatura, valores de CIM menores que 100 pg/mL, entre 100 e 500 pg/
mL e entre 500 e 1000 pg/mL correspondem a atividades antimicrobianas promissoras,
moderadas e fracas, respectivamente, enquanto valores de CIM maiores que 1000 pg/mL
denotam inatividade (GIBBONS, 2004; RIiOS; RECIO, 2005; SALEEM et al., 2010). Com
base nesses critérios, OE-VAC exibiu atividade moderada contra S. salivarus, S. sanguinis
e E. faecalis (CIM= 200 pug/mL), e S. sobrinus (CIM= 125 ug/mL). Por outro lado, o OE-VAC
teve atividade promissora contra S. mutans (CIM= 15,6 pg/mL), L. casei (CIM= 15,6 ug/
mL), e S. mitis (CIM= 31,25 pug/mL).

Micro-organismos OE-VAC Clorexidina’

Streptococcus mutans (ATCC 25175) 15,6 1,8
Streptococcus mitis (ATCC 49456) 31,25 14,7
Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) 200 7.4
Streptococcus sobrinus (ATCC 33478) 125 1,8
Streptococcus salivarus (ATCC 25975) 200 7.4
Lactobacillus casei (ATCC 11578) 15,6 3,7
Enterococcus faecalis (ATCC 4082) 200 14,7

! Dicloridrato de clorexidina (controle positivo).

Tabela Il. Concentragé&o inibitéria minima (CIM, ug/mL) do éleo essencial de Vitex agnus castus
(OE-VAC) frente a bactérias cariogénicas selecionadas
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41 DISCUSSAO

A composicdo quimica do 6leo essencial extraido de Vitex agnus-castus coletado
no Egito (BADAWY; ABDELGALEIL, 2014), Turquia (DUYMUS et al., 2014; SARIKURKCU
et al., 2009), Marrocos (ASDADI et al., 2015), Sérvia (STOJKOVIC et al., 2011) e Brasil
(ZOGHBI; ANDRADE; MAIA, 1999) foram investigadas previamente. Embora o contetdo
e a composicdo de um Oleo essencial possam variar consideravelmente entre amostras
coletadas em locais diferentes e em esta¢des do ano distintas (BASER; BUCHBAUER,
2010), poucos constituintes foram identificados nos 6leos essenciais de Vitex agnus-
castus além dos monoterpenos 1,8-cineol, sabineno, a-pineno, e acetato de a-terpinil,
e dos sesquiterpenos (E)- ou (Z)-b-farneseno e (E)-cariofileno. No presente estudo, nés
detectamos 1,8-cineol, sabineno, acetato de a-terpinila, (E)-cariofileno, e (Z)-b-farneseno
como os constituintes quimicos majoritarios de OE-VAC. A composi¢cdo quimica de OE-
VAC apresentou-se muito semelhante a composigdo quimica do 6leo essencial extraido de
um espécime de V. agnus-castus coletado no norte do Brasil (ZOGHBI; ANDRADE; MAIA,
1999). No entanto, o conteudo de (E)-cariofileno mostrou-se consideravelmente maior em
OE-VAC.

Alguns relatos explicam que a lipofilicidade dos constituintes quimicos dos 6leos
essenciais esta associada a sua atividade antimicrobiana. Os principais componentes
lipofilicos desses 6leos sdo monoterpenos e sesquiterpenos (VIEIRA et al.,, 2017). A
lipofilicidade permite que os componentes dos 6leos essenciais se difundam facilmente
pelas membranas celulares e, entéo, afetem o correto funcionamento das vias metabdlicas
ou organelas dos micro-organismos. Os 6leos essenciais também podem inibir as sinteses
de DNA, RNA, proteinas e polissacarideos em células bacterianas (ABAD et al., 2012).
A correlagéo entre a lipofilicidade dos constituintes de um 6leo essencial e sua atividade
antimicrobiana tem nos motivado a investigar a atividade antibacteriana de alguns 6leos
essenciais contra bactérias cariogénicas (AGUIAR et al., 2013b; BARDAJI et al., 2016;
CREVELIN et al., 2015). Neste estudo, verificou-se que OE-VAC exibe atividade promissora
contra Streptococcus mutans (CIM= 15,6 ug/mL), Lactobacillus casei (CIM= 15,6 pug/mL),
e Streptococcus mitis (CIM= 31,25 ug/mL). Esses resultados merecem ser destacados
porque S. mutans € um dos principais agentes causadores da carie dentéaria e sua inibicdo
por compostos naturais € incomum (SALEEM et al., 2010).

De acordo com a literatura, 6leos essenciais extraidos de diferentes partes de V.
agnus-castus exibem atividade antibacteriana contra Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus (EKUNDAYO et al., 1990; GORLER;
OEHLKE; SOICKE, 1985). Estudos anteriores associaram a atividade antibacteriana dos
oleos essenciais de Vitex sp. com o seu conteddo de 1,8-cineol devido ao aumento da
atividade do 6leo essencial com o aumento do contetdo de 1,8-cineol (NYILIGIRA et

al., 2004). Uma vez dentro da célula microbiana, 1,8-cineol pode interagir com enzimas
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e proteinas da membrana para reverter o fluxo de prétons, o que afetaria a atividade
celular (STOJKOVIC et al., 2011). No entanto, nos nossos estudos, 1,8-cineol sozinho ndo
apresentou atividade antibacteriana significativa (MIC> 1000 ug/mL, dados ndo mostrados).
Em resumo, a atividade antimicrobiana do OE-VAC pode estar correlacionada a outros
componentes principais ou mesmo a componentes minoritarios que podem aumentar a
atividade dos constituintes quimicos majoritarios deste 6leo essencial via mecanismo
sinérgico. No entanto, embora a atividade antimicrobiana do OE-VAC possa estar
relacionada a lipofilicidade de seus monoterpenos, o mecanismo exato pelo qual o OE-
VAC exerce sua acao antimicrobiana néo esta claro e deve ser investigado posteriormente.

51 CONCLUSOES

Os resultados apresentados destacam que o 6leo essencial das folhas de Vitex
agnus-castus (OE-VAC) exibe uma atividade antimicrobiana interessante e promissora
contra algumas bactérias cariogénicas importantes, incluindo Streptococcus mutans. Nesse
sentido, OE-VAC pode ser usado como um componente promissor de novos produtos de
higiene bucal, ja que S. mutans € um dos principais agentes causadores de disturbios orais,
entre eles a cérie dentaria.
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RESUMO: A Salmonella spp. € um importante
agente zoondtico que pode ser disseminado
ao longo da cadeia produtiva de frangos. O
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FRANGOS

isolamento e os testes bioquimicos sdo uma
ferramenta amplamente utilizada na microbiologia
para auxiliar na identificacéo de bactérias. Sendo
assim, o presente trabalho teve como objetivo
analisar amostras fecais frescas e de suabes
cloacais de um plantel de frangos criados para
o abate industrial, a fim de se isolar e identificar
bioquimicamente Salmonella spp. O estudo
foi realizado com um lote de frangos de corte
pertencente a uma granja comercial da cidade de
Monte Carmelo-MG. Para tanto, foram colhidas
50 amostras de fezes frescas e 50 amostras de
suabes cloacais, as quais foram transportadas,
armazenadas e acondicionadas sob refrigeracao
no Laboratério de Microbiologia do ILES/ULBRA
de ltumbiara-GO. As amostras foram submetidas
as andlises microbiologicas de cultivos de
enriquecimento seletivos e n&o seletivos e
ao plagueamento em placas de petri. Das 50
amostras de fezes frescas e de suabes cloacais
analisados, nenhuma originou colénias com
caracteristicas sugestivas de Salmonella spp.,
demonstrando o isolamento negativo para esta
bactéria nas amostras analisadas. A auséncia
do isolamento dessa bactéria no plaqueamento
pode estar associada ao alto controle sanitario
que é aplicado ao plantel amostrado, como foi
evidenciado no inquérito epidemioldgico.
PALAVRAS - CHAVE: Diagnostico. Bacteriologia.
Zoonose. Saude publica.

ABSTRACT: Salmonella spp. is an important
zoonotic agent that can be disseminated
throughout the chicken production chain.
Isolation and biochemical tests are a tool widely
used in microbiology to assist in the identification



of bacteria. Therefore, the present study aimed to analyze fresh fecal samples and cloacal
swabs from a broiler flock bred for industrial slaughter, in order to isolate and biologically
identify Salmonella spp. The study was carried out with a batch of broilers belonging to a
commercial farm in the city of Monte Carmelo-MG. For that, 50 samples of fresh feces and
50 samples of cloacal swabs were collected, which were transported, stored and conditioned
under refrigeration at the Microbiology Laboratory of ILES / ULBRA in ltumbiara-GO. The
samples were subjected to microbiological analysis of selective and non-selective enrichment
cultures and plating in petri dishes. Of the 50 samples of fresh feces and cloacal swabs
analyzed, none originated colonies with characteristics suggestive of Salmonella spp.,
demonstrating the negative isolation for this bacterium in the analyzed samples. The absence
of isolation of this bacterium in the plating may be associated with the high sanitary control
that is applied to the sampled squad, as evidenced in the epidemiological survey.
KEYWORDS: Diagnosis. Bacteriology. Zoonosis. Public health.

11 INTRODUGAO

A salmonelose € uma zoonose causada pela Salmonella spp. que causa transtornos
a saude publica pela sua capacidade de causar toxinfecgdo alimentar. Esta zoonose é
causada pelo consumo de alimentos, como carne e ovos, contaminados por Salmonella
spp. ja no inicio da cadeia produtiva avicola (FILHO et al., 2014).

Salmonella € um género de bactérias conhecidas vulgarmente como salmonelas,
pertencentes a familia Enterobacteriaceae, sendo conhecidas ha mais de um século. Séo
bactérias Gram negativas, em forma de bastonete, ndo formam esporos, consideradas
anaerbbias facultativas, fermentadoras de glicose e outros agucares, e descarboxiladoras
de aminoacidos, como a lisina (SANTOS et al., 2013). A maioria apresenta flagelo para
sua locomocgéo, exceto as pertencentes aos sorotipos Pullorum e Gallinarum (SCHUBERT,
2008).

Essa bactéria esta entre as principais envolvidas em surtos de doengas de origem
alimentar em diversos paises, com ampla disseminagcdo e causando amplo impacto
negativo na saude e economia animal, uma vez que o homem e os animais sdo seus
principais hospedeiros (FRANCHIN, 2008). Dessa maneira, se configura como uma das
enterobactérias mais patogénicas, responsavel por complicagdes clinicas e mortalidade
entre seus hospedeiros (PEREIRA et al., 2013).

Nas aves, a Salmonella spp. pode causar doencas agudas ou cronicas, sendo
classificadas em trés enfermidades: a Pulorose, causada pela Salmonella enterica Pullorum,
o Tifo Aviario causada pela Salmonella enterica Gallinarum; ambas os sorotipos adaptadas
apenas as aves, e ainda o Paratifo Aviario, causada pela Salmonella enterica Enteritidis e
pela Salmonella enterica Typhimurium, os quais sdo adaptadas tanto nas aves quanto nos
humanos, nos quais podem causar toxinfecgdes alimentares (PEREIRA et al., 2013).

Em 1994, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) criou o
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Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) com o objetivo de normatizar sanitariamente
a avicultura comercial e estabelecer a¢des para a regulamentag¢édo da produgéo avicola e
protecdo da saude do plantel nacional, além de reduzir o risco de transmisséo para o
homem. Estrategicamente, o PNSA foi implementado para prevenir, controlar ou erradicar
as principais doengas de interesse econdmico na avicultura e também relacionadas
saude publica, incluindo algumas zoonoses aviarias; além de estabelecer medidas para
a certificacao sanitaria e fornecer produtos avicolas seguros e de boa qualidade para o
mercado interno e externo (BRASIL, 2016).

A vasta disseminacéo de Salmonella spp. em rebanhos avicolas esta relacionada
diretamente as modernas técnicas de manejo, auséncia do controle sanitario, equipamentos
e instalagdes, alimentacdo das aves, animais domésticos e granjas vizinhas; assim
comprometendo o sistema de defesa dessas aves. Mesmo com medidas criteriosas de
biosseguranca e programas sanitarios para a profilaxia, a presenca desta bactéria no
ambiente é altamente prevalente, garantindo apenas uma reduc¢éo na pressao de infeccédo
das aves (GAMA, 2001).

Tendo em vista a disseminacao de Salmonella spp. em rebanhos avicolas brasileiros,
seria possivel isolar este patdbgeno em um plantel de frangos de uma granja comercial?
Diante do exposto e do respaldo da grande capacidade de disseminagéo e resisténcia da
Salmonella spp. no meio ambiente (GAMA, 2001), que garantem a sua alta prevaléncia nos
rebanhos avicolas brasileiros, aponta-se a possibilidade de isolamento dessa bactéria em
um plantel avicola comercial criado em um sistema de criagéo intensiva.

Este trabalho justifica-se pela grande importancia da Salmonella spp. na saude
publica, uma vez que tem sido incriminada como o agente principal responsavel por surtos
de intoxicagbes alimentares humanas, alta morbidade e septicemia (FERREIRA et al.,
2013). Ademais, essa enfermidade causa sérios prejuizos a industria e rebanhos avicolas,
com queda na producdo de ovos, perda de peso devido a baixa converséo alimentar e
mortalidade, necessitando de adequacdo as exigéncias do mercado e ao controle pelo
PNSA (MATTIELLO, 2013).

O objetivo principal deste trabalho foi analisar amostras fecais frescas e suabes
cloacais de um plantel de frangos comerciais, a fim de se isolar e identificar bioquimicamente
a Salmonella spp. Secundariamente, objetivou-se: a) realizar um inquérito epidemiologico
para subsidiar os achados bacteriolégicos; b) analisar e discutir comparativamente
a deteccdo a partir de amostras de fecais frescas e suabes cloacais; c) caracterizar as
colbnias isoladas e discutir a identificacdo bioquimica.
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21 METODOLOGIA

2.1 Inquérito epidemiolégico, origem, coleta e transporte das amostras

Para o levantamento do historico sanitario das aves e das condi¢cdes de biosseguranca
da unidade de producgéao avicola, foi realizado um inquérito epidemiolédgico (IE) em forma de
questionario. O IE foi elaborado de acordo com Back (2010) com algumas modificacbes e
foi aplicado ao proprietario da granja responsavel pelas aves.

A granja onde as amostras foram coletadas se localizava no municipio de Monte
Carmelo-MG. Essa granja possuia 12 galpdes convencionais com bom isolamento sanitario,
constituido de barreiras verdes e isolamento fisico, com auséncia de outros animais, como
canideos e roedores, sem a presenca de granjas na circunvizinhanca.

O lote amostrado era composto por aves da espécie Gallus gallus com cerca de 15
dias de idade, cuja finalidade era corte, sendo o abate previsto para o 45° dia de vida. O
lote era criado em confinamento, em uma é&rea aproximada de 1.500 m?, sob condi¢bes
ambientais de bem-estar adequadas as aves.

O lote amostrado nao recebeu e nem estava recebendo medicacao nos ultimos dias
15 dias. Igualmente, ndo recebeu vacinagdo contra Salmonella Enteritidis. No entanto, de
acordo com a instrugdo normativa n° 78 de 3 de novembro de 2003, o estabelecimento
avicola devera ser vacinado mensalmente contra Salmonella Enteritidis, usando apenas
vacinas inativadas e devem estar sob tratamento continuo medicamentoso para Salmonella
Enteritidis e Salmonella Typhimurium sob acompanhamento e controle do MAPA (BRASIL,
2003).

Foram coletadas 50 amostras de fezes frescas e 50 amostras de suabes cloacais,
sendo que cada tipo de espécime foi obtido pareada e individualmente da mesma ave. As
amostras foram identificadas por nUmeros de 1 a 50.

Concomitantemente as coletas, os suabes cloacais individuais foram devidamente
colocados em sua embalagem original, e fechados com fita isolante. Cerca de 25,0 gramas
de fezes frescas foram coletadas individualmente com auxilio de espatulas estéreis e
acondicionadas em frascos, também, estéreis. Simultaneamente as coletas, as amostras
foram acondicionadas em caixas refrigeradas com gelo.

Ao final das coletas, as amostras foram transportadas sob refrigeracao ao Laboratério
de Microbiologia da Universidade Luterana do Brasil, no municipio de ltumbiara-GO, onde
foram acondicionadas entre 2 e 8 °C até o processamento.

2.2 Bacteriologia

Para a realizacdo do diagnéstico bacteriol6gico, as amostras coletadas foram
conduzidas as etapas de enriquecimento, isolamento e, posteriormente, a série de testes
bioquimicos, de acordo com a portaria n°® 126, de 3 de novembro de 1995, com algumas
modificagcdes (BRASIL, 2002).
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2.2.1 Enriquecimento em caldo n&o seletivo e caldo seletivo

A etapa inicial das analises bacteriologicas foi a de submissédo das amostras em
caldos de enriquecimento nédo seletivo e enriquecimento seletivo. Para o enriquecimento
nédo seletivo, 2,0 g de fezes de cada amostra foram inoculados em 20,0 mL de BHI (Caldo
de cérebro e coragdo) e 1 suabe de cada amostra foram inoculados em 20 mL de BHI, os
quais permaneceram incubados a temperatura de 35 a 37 °C por 18 a 24 horas. Para o
enriquecimento seletivo, 2,0 mL do caldo nao seletivo foram inoculados em 20 mL de Caldo
Tetrationato e em 20 mL de Caldo Rappaport Vassiliadis, nos quais ficaram incubados a
temperatura de 42 a 43 °C por 18 a 24 horas.

2.2.2 Isolamento de Salmonella spp.

Para o isolamento, foram aplicados os agares MacConkey e Verde Brilhante em
placas, os quais foram estriados pela técnica de esgotamento, a partir de alcadas dos
caldos seletivos, seguindo-se de incubagéo a temperatura de 35 a 37 °C durante 18 a 24
horas. Depois da incubacéo, verificar o aspecto das col6nias desenvolvidas nas placas.
As coldnias desenvolvidas no Agar MacConkey apresentardo coloragdo incolor, ja as
desenvolvidas no Agar Verde Brilhante terdo coloragdo rosada, coloracdo considerada
sugestivas de Salmonella spp.

2.2.3 Identificagdo bioquimica

A partir do isolamento de colénias sugestivas de Salmonella spp. em Agar
MacConkey e Agar Verde Brilhante, sera realizada a identificagdo bioquimica preliminar
das colénias, onde 2 a 3 coldnias seriam transferidas de cada agar para o Agar TSI (Agar
Triplice Aglcar Ferro), LIA (Agar Lisina Ferro), SIM (Agar Citrato de Simmons) e Caldo Ureia
para a identificagdo bioquimica, e ficariam incubado a 37°C por 24 horas. A identificacao

bioquimica preliminar seguird os padroes de analises propostos no quadro 1.
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Comportamento Salmonella Salmonella Sa.'mo;?e;.fa ,:al';mne'l.far SD::'I'
Bioquimico Pullorum Gallinarum SPD', ” - ub-especies

espécie | aelllb

Base A gas +- Agas - Agas+ Agas +

TSI 24 horas Bisel Y W v Vou A
HZS + /- + . y
Base F F F B
LIA 24 horas HoS s — — -
Agar Ureia (Urease) - - - N
Agar 3IM (Motilidade) - - + +

Fonte: BRASIL, 2002.

Salmonelia spp. sub espécie | — S. Typhimurium e S. Enteritidis (entre outras)
Salmonelia spp. sub espécie Il a e [1l b- Antigo grupo Arizona

A — amarelo {acido)

W — vermelho (alcalino)

P — purpura (alcalino)

Quadro 1- Identificagdo bioquimica preliminar de Salmonella spp.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A proposta de realizagdo do inquérito epidemioldgico (IE) no presente estudo é
pertinente pois, segundo Back (2010), as informacdes levantadas sdo importantes para
se conhecer a epidemiologia da Salmonela em uma dada regi@o e podem ser usadas para
subsidiar exames de diagndstico laboratorial das salmoneloses.

Através do ensaio bacterioldgico, constatou-se que nenhuma das 50 amostras fecais
frescas analisadas originou col6nias com caracteristicas sugestivas de Salmonella spp., na
etapa de isolamento em &gares solidos acondicionados em placas. As colbénias crescidas
no Agar Verde Brilhante apresentaram coloragéo transparente e as desenvolvidas no Agar
MacConkey apresentaram coloracdo vermelho-escura, como se observa na figura 1. Em
relacdo aos suabes cloacais, observou-se que em todas as amostras analisadas néo foi
possivel isolar colénias com caracteristicas de Salmonella spp. As colbnias crescidas
apresentaram as mesmas coloragdes observadas nas analises com fezes, como observado

na figura 2.
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Figura 1- Crescimento de colénias isoladas néo caracteristicas de Salmonella spp., a partir de
amostras fecais frescas. A) Agar Verde Brilhante com col6nias (seta) transparentes; B) Agar
MacConkey com coldnias (seta) de coloragdo vermelho-escura.

Figura 2- Crescimento de colbnias isoladas néo caracteristicas de Salmonella spp., a partir de
amostras de suaves cloacais. A) Agar Verde Brilhante com col6nias (seta) transparentes; B)
Agar MacConkey com colénias (seta) de coloragdo vermelho-escura.

Segundo a Portaria n° 126 do MAPA, as coldnias de Salmonella spp. crescidas no
Agar Verde Brilhante devem se apresentar com coloragéo rosada, enquanto as colénias
crescidas no Agar MacConkey devem se apresentar com coloragéo incolor, o que se
diferem de acordo com os resultados achados no presente estudo.

Os resultados bacteriolégicos sugerem que a granja estudada, apesar de alguns
problemas de manejo técnico evidenciados no inquérito epidemioldgico, se preocupa e
realiza adequadamente o controle sanitario através da biosseguridade adotada, devido a
auséncia de Salmonella spp. tanto nas amostras de fezes frescas quanto nas de suabes
cloacais. Amaral et al. (2014) relatam que o isolamento sanitario por meio de barreiras
fisicas naturais, como as barreiras verdes, reduz a contaminagéo e possiveis transmissoes
de Salmonella spp. pelo ar. E ainda, preconizam que as granjas comerciais avicolas devem
ser construidas distantes umas das outras e afastadas de estradas por onde transitam
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caminhdes que transportam aves destinadas para o abate, monitorando assim o controle
de patégenos.

Ravagnani et al. (2012) pesquisaram Salmonella spp. em 100 amostras de suabes
cloacais de frango de corte e em 2 amostras de suabes de arrasto provenientes de dois
aviarios. As amostras analisadas apresentaram resultados negativos durante o isolamento
de Salmonella spp., constatando as boas condi¢cdes sanitdrias da integragdo, o que
corrobora os achados bacteriol6gicos do estudo presente. Da mesma forma, Gambiragi et
al. (2003) investigaram a presenca de Salmonella spp. em pintos de corte de um dia em
100 amostras de suabes cloacais para tentativa de isolamento, porém obtiveram 100%
de negatividade em suas amostras analisadas, podendo assim concluir que os planteis
avicolas tém um alto padréo de qualidade sanitaria e se encontram em boas condi¢des
para o alojamento de aves.

Luz (2012) pesquisou a ocorréncia de Salmonella spp. em 121 amostras de suabes
cloacais em aves silvestres cativas em um criadouro no Rio Grande do Sul, utilizando
a técnica enriquecimento, semeadura em placas, identificagdo bioquimica e a prova de
soroaglutinacdo rapida. De todas as amostras analisadas, apenas uma apresentou
caracteristicas sugestivas de Salmonella spp. na etapa de isolamento.

Moreira et. al. (2008) verificaram a ocorréncia de Salmonella spp. utilizando o método
de enriquecimento, isolamento e identificagdo bioquimica em 363 amostras de carcaga de
frango em municipios do estado de Goias. Mesmo com as praticas de higiene adotadas no
campo e durante o processo de abate, obteve-se o isolamento de Salmonella spp. em 52
amostras de carcacas.

Lemos et al. (1999) pesquisaram em 78 amostras de suabes cloacais, a presenca
de Salmonella spp. em aves selvagens no Jardim Zoolégico do Rio de Janeiro por meio
da técnica de isolamento e identificacdo bioquimica, porém foram encontrados total
negatividade em todas as amostras.

Pereira et al. (1999) relatam que a utilizacdo de fezes frescas néo causa estresse
nas aves, sdo mais confiaveis e representativas que a utilizagéo de suabes cloacais, porém
a utilizacdo de suabes em coletas € mais facil, pratico, onde nédo hé sacrificio das aves.

De acordo com os resultados do IE, o lote de aves alojado era misto, ou seja,
composto por aves fémeas e machos, com 15 dias de idade. A curva de ganho de peso e
o indice de mortalidade do lote estavam e sempre estiveram dentro do padréo da linhagem
genética recomendado. O lote ndo apresentava sintomas e sinais de doencas, como
diarreia, apatia ou ericamento de penas, e ndo havia histérico de doencas pregressas.
Em geral, aves da espécie Gallus gallus, quando estédo infectadas por Salmonella spp.,
apresentam diarreia com coloragdo diferenciada, mortalidade elevada, penas arrepiadas,
perda de apetite e asas caidas, com dificuldade de respiragdo (OLIVEIRA, 2004). Nao
obstante, de acordo com Paiva (2010), aves infectadas por Salmonella spp. podem se

apresentar assintomaticas e ser portadoras da bactéria por toda a vida, disseminando-a no
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ambiente, o que pode estar relacionado com os dados obtidos nesse estudo.

Em relacdo a biossegurancga, a unidade de producgéo se localiza cerca de 15 km
de distancia da rodovia onde ha caminhdes transitando com aves comerciais destinadas
ao abate. A granja possui barreiras verdes naturais e barreiras sanitarias para um bom
isolamento fisico, ndo havendo outras granjas nos arredores. Amaral et al. (2014) relatam
que o isolamento sanitario por meio de barreiras naturais reduz a contaminagao e a possivel
transmissao de Salmonella spp. pelo ar.

A 4gua destinada a dessentacéo das aves é tratada com cloro na dosagem de 5
ppm, o que pode estar associado a auséncia desse patégeno, visto que a adi¢éo de cloro
na agua de bebida elimina microrganismos patogénicos, desde que seja feito a higienizacao
do sistema de fornecimento de agua para uma melhor eficacia (AMARAL et al., 2014).
Foi verificado que a racao fornecida ao lote recebe tratamento térmico e é produzida por
uma cooperativa, mas ndo recebe tratamento quimico para controle de Salmonella. De
acordo com Oliveira (2011), as ragbes sao consideradas umas das principais fontes de
contaminagéo de Salmonella spp. em lotes avicolas, pois ha racdes que possuem farinha
de carne em sua constituicdo, além de serem produzidas em meio a procedimentos
sanitarios inadequados.

Ainda, de acordo com inquérito epidemioldgico, o lote amostrado n&o havia recebido
e nem estava recebendo medicacdo nos ultimos dias 15 dias. Igualmente, ndo recebeu
vacinagao contra Salmonella Enteritidis. No entanto, de acordo com a instru¢gdo normativa
n° 78 de 3 de novembro de 2003, o estabelecimento avicola deveria vacinar contra
Salmonella Enteritidis, usando apenas vacinas inativadas e deveria estar sob tratamento
continuo medicamentoso para Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium, sob
acompanhamento e controle do MAPA (BRASIL, 2003).

41 CONCLUSAO

De acordo com a andlise dos resultados bacteriol6gicos, ndo foi possivel cultivar,
isolar e identificar Salmonella spp. a partir de fezes frescas e suabes cloacais de um lote de
frangos comerciais confinados na regiao de Monte Carmelo-MG. A auséncia do isolamento
dessa bactéria no nas amostras clinicas pode estar associada ao alto controle sanitario a
que o plantel foi submetido, como foi evidenciado no inquérito epidemiolégico. Ademais, o
inquérito epidemiolégico se mostrou como uma valiosa ferramenta de triagem de doencas
infectocontagiosas, como a salmonelose, sendo capaz de investigar fatos epidemiolégicos
envolvendo o ambiente, agente etiologico e hospedeiro; e ainda, de subsidiar testes
microbiolégicos.
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RESUMO: A modificacdo genética de
microrganismos tem despertado interesse
dos pesquisadores por permitir a viabilidade
de certos processos biotecnologicos. Visando
aumentar o rendimento de produtos de interesse
farmacéutico, medicinal, cosmético, ambiental,
biotecnologico, entre outros, diversos métodos
de fusionamento de fragmentos de DNA ja
foram estudados, porém ainda existem certas
dificuldades processuais quanto ao tamanho do
plasmideo a ser montado. Neste trabalho serdo
apresentadas algumas das principais técnicas
de fusionamento de fragmentos de DNA,
sendo detalhado o método Circular Polymerase
Extension Cloning (CPEC) e sua verificagdo
quanto a correta montagem dos fragmentos,
empregando para isso a digestéo por enzimas de
restricdo. No presente estudo foi desenvolvido
um protocolo passo a passo do método CPEC na
montagem de dois plasmideos para modificagao
genética de microrganismos, de modo a permitir
avangos biotecnoloégicos com maior efetividade.
Foi possivel identificar que o tamanho do
plasmideo ndo afetou o percentual de col6nias
corretas, e sim que outras caracteristicas, como
o0 CG%, a quantidade de pares de base (pb)
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sobrepostas com o vetor base, bem como entre
os fragmentos, no qual afetam o sucesso da
construgéo por CPEC.

PALAVRAS - CHAVE: Fusionamento de
fragmentos de DNA, plasmideos, protocolo,
CPEC.

ADAPTATION OF THE CIRCULAR
POLYMERASE EXTENSION CLONING
METHOD IN PLASMIDS CONSTRUCTION
FOR GENETIC MODIFICATION OF
MICROORGANISMS

ABSTRACT: The genetic modification of
microorganisms has encouraged researchers for
allowing the viability of certain biotechnological
processes. In order to increase the yield
of pharmaceutical, medicinal, cosmetic,
environmental and biotechnological products,
among others, several methods of assembling
DNA fragments have already been studied,
however there are still certain difficulties regarding
process and plasmid size to be connected. In this
work, some of the main techniques to assembly
DNA fragments will be presented, highlighting the
Circular Polymerase Extension Cloning (CPEC)
method and its verification as to the correct
assembly of the fragments, using digestion
by restriction enzymes. In the present study,
a step-by-step protocol of the CPEC method
was developed to assembly two plasmids for
the genetic modification of microorganisms, in
order to allow biotechnological advances with
greater effectiveness. It was possible to identify
that plasmid size did not affect the percentage of
correct colonies, but that other characteristics,
such as CG%, the number of base pairs (bp)
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overlapped with the base vector, as well as between fragments, in which affect the success
of construction by CPEC.
KEYWORDS: Assembling DNA fragments, plasmids, protocol, CPEC.

11 INTRODUGAO

Aviabilidade dos processos biotecnol6gicos depende frequentemente da modificacédo
genética do organismo que expressa o produto de interesse (STEPHANOPOULOS,
2012). Desta forma, o desenvolvimento de métodos que facilitem a montagem de cassetes
e vetores para o melhoramento genético de microrganismos tém se tornado cada vez
mais necessario. Com auxilio da Biologia Sintética algumas vias metabdlicas podem ser
alteradas e montadas para produzir células mais robustas capazes de produzir maiores
quantidades de produtos desejados (COBB et al., 2013; LI; BORODINA, 2015).

Para realizar a montagem de cassetes de interesse, inicialmente é necessario o
fusionamento de fragmentos de DNA de diferentes organismos ou genes. Diversos métodos
de montagem de fragmentos de DNA in vitro e in vivo ja foram descritos (XIONG et al.,
2008; SHAO et al., 2009; WANG et al., 2012; PATRON, 2014). Os fragmentos de interesse
podem ser amplificados pela Reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e diretamente
introduzidos em plasmideos por recombinag¢ao homologa in vitro, porém este procedimento
necessita de transformacdo bacteriana, purificacdo e também confirmagéo do plasmideo
(SZEWCZYK et al., 2007). Os métodos de sequéncias de clonagem dependentes utilizam
enzimas de restricdo e ligagcdo ou recombinacao sitio especifica, o que limita sua aplicagdo
dentro da biologia sintética, uma vez que sao restritos aos sitios especificos dos vetores e
insertos (QUAN; TIAN, 2011).

Algumas aplicacdes mais complexas envolvendo multiplos fragmentos necessitam
de métodos de sequéncias de clonagem independentes, dentre as quais destacam-se o
método isotérmico enzimatico de Gibson (GIBSON et al., 2008), a Reacdo em Cadeia da
Ligase (LCR) (KOK et al., 2014), a Ligagao Independente de Clonagem (LIC) (ASLANIDIS;
JONG, 1990), a Sequéncia e Ligacdo Independente de Clonagem (SLIC) (LI; ELLEDGE,
2012)T4 DNA polymerase, to generate single-stranded DNA overhangs in insert and vector
sequences. These fragments are then assembled in vitro and transformed into Escherichia
coli to generate recombinant DNA of interest. SLIC inserts can also be generated by
incomplete PCR (iPCR, a Fusdo baseada na Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR-
fusion-based) (SHEVCHUK et al., 2004), Hot-Fusion (FU et al., 2014) e Circular polymerase
extension cloning (CPEC) (QUAN; TIAN, 2009).

Muitos fatores estdo envolvidos na escolha do melhor método para a construgdo
de fragmentos, desde os custos de reagentes, laboratério, o grau de complexidade e as
sequéncias do DNA envolvidas (KOK et al., 2014). Por este motivo, o pesquisador deve

fazer a escolha do método conforme suas possibilidades e viabilidade para cada caso.
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O método isotérmico enzimatico de Gibson permite a unido de fragmentos com
sequéncias terminais em sobreposi¢cdo (15-80 pb) por meio da combinacdo de trés
enzimas: Exonuclease, DNA polimerase e DNA ligase. Basicamente, uma exonuclease
remove o0s nucleotideos de uma das extremidades da dupla fita, expondo as regides
de complementaridade entre as fitas. Posteriormente, as porcbes complementares séo
aneladas e preenchidas pela DNA polimerase. A DNA ligase sela os cortes permitindo o
reparo dos intervalos entre as fitas (GIBSON, 2011).

O LCR utiliza oligonucleotideos complementares aos terminais das regides vizinhas
do DNA que funcionam como molde para unir fragmentos de dupla fita previamente
fosforilados nas por¢cdes 5. Ap6s desnaturacao e anelamento dos ssDNA (bridging oligos),
uma ligase termoestavel une os fragmentos através de uma ligacdo fosfodiéster. Apos
ciclos de desnaturagé@o, anelamento e ligagdo séo obtidos fragmentos complexos de DNA.
Em condi¢des otimizadas os autores puderam fusionar até vinte fragmentos de até 20 kb
(KOK et al., 2014).

O método conhecido como LIC utiliza uma propriedade especifica da T4 DNA
polimerase que atua como exonuclease na auséncia de dNTPs. Utilizando a PCR séo
adicionadas ao inserto sequéncias curtas de 12 nucleotideos em sobreposicdo com o
respectivo plasmideo, de tal forma que um dos dNTPs esteja ausente. O inserto e o plasmideo
linearizado s&o entéo tratados com a polimerase T4 na presenca do dNTP inicialmente
ausente. A T4 DNA polimerase possui atividade de exonuclease 3’ para 5’, degradando o
DNA do terminal 3’ até encontrar o primeiro residuo correspondente ao dNTP adicionado,
gerando assim pequenas regides complementares em fita simples, que posteriormente
serdo aneladas gerando duplas fitas. O tamanho dos fragmentos empregados podem variar
de 150-3.000 pb e o plasmideo utilizado pelos autores foi o pUC119 que contém o gene de
resisténcia a ampicilina (ASLANIDIS; JONG, 1990). O método SLIC nédo tem restricbes de
sequéncia em sua regiao de homologia, possui 0 mesmo principio ja descrito para o LIC e
pode fusionar até dez fragmentos (LI; ELLEDGE, 2012).

Basicamente, no PCR de fuséo, trés ou quatro fragmentos previamente obtidos e
purificados podem ser unificados inicialmente numa reagdo de PCR padrdo, porém sem
adicao inicial de primers. Na fuséao tripla todos os fragmentos em quantidades equimolares
sdo colocados na mesma reacdo por 13 ciclos, sem primers, sendo posteriormente
purificados e adicionados a uma nova reagao com primers externos e cerca de 30 ciclos para
obtencdo da montagem completa. Ja na fusdo quadrupla os fragmentos em quantidades
equimolares sé@o separados em dois grupos de dois fragmentos cada, e ap6s 12 ciclos de
fusionamento os quatro fragmentos séo unidos numa nova reagéo de 20 ciclos, ainda sem
primers. Ao final da purificacdo desta etapa, uma nova reagao é realizada com adi¢cdo dos
primers externos e cerca de 30 ciclos para obtengédo da montagem completa (SHEVCHUK
et al., 2004).

Um método de fusionamento duplo para montagem de cassetes com a proteina
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verde fluorescente (green fluorescent protein - GFP) foi desenvolvido por PCR-fusion-
based. Os autores verificaram que, por razdes ainda desconhecidas, a purificagdo dos
fragmentos de DNA diretamente do gel de agarose promoveu inibicdo da reagédo de
fusionamento. Portanto, os dois fragmentos com 24 nucleotideos em sobreposicéo,
compostos por promotor/gene de interesse e GFP/3’'UTR, foram fusionados diretamente
dos seus produtos de PCR, numa concentragdo aproximada de 1 ng/50 pL de reagéao
de cada fragmento (HOBERT, 2002). Segundo Shevchuk et al. (2004), alguns itens séo
imprescindiveis para o sucesso do PCR-fusion-based: 1) uso de uma enzima com atividade
corretora (proofreading) 3’-> 5’; 2) a purificacao dos intermediarios da PCR deve limitar-se
a ligar e lavar (bind-and-wash), pois a gel-purificacdo acaba impossibilitando o uso dos
longos fragmentos para fusbes posteriores; 3) os fragmentos devem possuir regides de
sobreposi¢cdo com cerca de 25 pb ou mais; 4) os primers devem apresentar temperaturas
de melting elevadas (68-70°C), o que aumenta a especificidade evitando erros e estruturas
secundarias durante o anelamento.

No método denominado Hot-Fusion multiplos fragmentos com regides entre 17-
30 pb em sobreposicdo podem ser fusionados em um Unico passo. A incubagdo dos
fragmentos com o vetor € realizada a 50°C com uma exonuclease (T5) e uma polimerase
de alta fidelidade (Phusion). A T5 remove nucleotideos do terminal 5’ para 3’ deixando
porcdes de fita simples complementares entre os fragmentos e a Phusion preenche as
lacunas unindo as por¢des em dupla fita. Foi observado até 95% de eficiéncia de clonagem,
mesmo quando o fusionamento foi realizado com produtos de PCR néo purificado, mas que
apresentavam boa concentragéo (30-100 ng/uL) (FU et al., 2014).

O fusionamento de fragmentos previamente amplificados e purificados via CPEC
evita a adicdo de sitios de restricdo e ndo requer ligases e exonucleases especificas.
O método utiliza 0 mecanismo de extensdo com a DNA polimerase, unindo fragmentos
sobrepostos para formar os plasmideos circulares de cadeia dupla. Geralmente se aplica
uma relagcdo molar de fragmentos/plasmideo de 1:1 ou 2:1, numa concentragéo total de
DNA de 10-20 ng/uL. Uma DNA polimerase de alta fidelidade € primordial para este método,
além da purificagéo prévia dos fragmentos. Dependendo do tamanho e da quantidade dos
fragmentos podem ser usados de 5-20 ciclos de desnaturacéo a 98°C, anelamento a 55°C,
extensdo a 72°C por 15 segundos/kb e uma extenséo final de no minimo 5 min. Os primers
das regides de sobreposicao dos fragmentos devem ter temperaturas de melting muito
proximas e elevadas (60-70°C) para que o anelamento seja correto. Basicamente, este
método € muito semelhante a preparacdo da mistura reacional da PCR, exceto que nao
h& adigcéo de primers, ou seja, ndo se trata de uma amplificagdo. Outra vantagem é que
0 produto fusionado pode ser transformado diretamente no organismo de interesse sem
purificacdo (QUAN; TIAN, 2011).

Varios cassetes de expressao podem ser montados para melhorar a via metabdlica
dos microrganismos. Com o avango das técnicas de fusdo de DNA é possivel montar

A Estruturacao e Reconhecimento das Ciéncias Biologicas na Contemporaneidade 2 Capitulo 6 “



sequéncias lineares para delecdo de genes, troca de promotores e adigéo de proteinas tag,
que podem ser aplicadas posteriormente a transformagéao de microrganismos (SZEWCZYK
et al., 2007).

Num estudo prévio sobre diferentes métodos de montagem de fragmentos de
DNA, Dalonso et al. (2017), empregando fragmentos previamente purificados, foi a melhor
opcdo na montagem de longos cassetes de expressdo, com tamanho superior a 7000
pares de bases. No presente trabalho, maiores detalhes sobre o protocolo de obtengéo de
plasmideos seré@o explorados, de modo a apresentar um passo a passo para obtencao e
validacao no fusionamento de fragmentos de DNA.

21 MATERIAL E METODOS

Dois plasmideos com fungdes distintas, pUCHYG-GPDGLS e pUCHYG-HYDRO
foram construidos de modo a validar o método CPEC anteriormente selecionado
(DALONSO et al., 2017)allowing some biotechnological processes to become economically
viable by genetic improvement of microorganisms. We compared three methods of
assembling six DNA fragments: PCR fusion-based, isothermal NEBuilder and circular
polymerase extension cloning (CPEC. O vetor linearizado pUC20 foi usado como base
para a construgcdo dos plasmideos. Este plasmideo contém o gene de resisténcia a
ampicilina como marcador, sendo replicado em bactéria Escherichia coli DH5a. Apos
cultura overnight das col6nias contendo o vetor de expressao com gene de resisténcia a
higromicina, pUCHYG, foi extraido empregando NucleoSpin Plasmid e digerido com BamHI
para promover sua lineariza¢do. Os primers para amplificacao dos fragmentos de interesse
da glucano sintase (GLSA e GLSB) e do promotor da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GPD) de Pleurotus ostreatus PC9 (Utrecht University) foram desenhados pela ferramenta
NEBuilder, disponivel no site da NEB (http://NEBuilder.neb.com/#), de modo que tivessem
15 pares de base complementares entre si, e 30 pares de bases complementares com o
vetor pUCHYG.

Para obtencéao do plasmideo pUCHYG-HYDRO, inicialmente foram amplificados os
fragmentos 5" e 3" UTR (regi@o ndo traduzida) do gene da hidrofobina de P. ostreatus
com overlapping primers para o plasmideo pUC20 linearizado com enzimas de restricao
Smal e EcoRV. O gene de resisténcia a higromicina foi extraido do plasmideo pHYM1.2
(SCHOLTMEIJER et al., 2001) por amplificacdo em PCR, empregando overlapping primers.
O fragmento referente ao gene da higromicina foi colocado entre as regides 5'e 3" UTR do
gene da hidrofobina. Os primers foram desenhados pela ferramenta NEBuilder, disponivel
no site da NEB (http://nebuilder.neb.com/#), de modo que tivessem 13 pares de base
complementares entre si, e 25 pares de bases complementares com o vetor pUC20.

Os vetores pUCHYG e pUC20, empregados como base na construcdo de
seus respectivos plasmideos, foram digeridos overnight com as enzimas de restricao
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ja mencionadas e todos os fragmentos e vetores foram purificados de bandas de
agarose (NucleoSpin-Gel e PCR Clean-up - MN) e quantificados em espectrofotémetro
Nanodrop-2000 (Thermo Scientific).

Os vetores linearizados (0,016 pmol) foram entdo misturados na relacao 1:3
aos demais fragmentos a serem fusionados de maneira equimolar (0,05 pmol de cada).
Posteriormente, uma aliquota de 6 pL desta mistura foi entdo submetida a Circular
Polymerase Extention Cloning (CPEC) durante 2,5 ciclos/kb, num volume de reacao de 25
uL. Areacao consistiu numa desnaturagéo inicial a 98°C por 30 s e 2,5 ciclos/kb a 98°C por
10 s, 55°C por 30 s, 72°C por 160 s, seguida de 10 min de extensao final a 72°C. Os
componentes da reacdo foram os mesmos para uma reacao padrdo com a DNA polimerase
Phusion, exceto que néo sdo adicionados primers.

Células quimicamente competentes (25 pL) (Stellar, TaKaRa) foram entao
transformadas por choque térmico com 2.5 pL do produto de reagdo CPEC. As colbnias
transformantes ap6s selecdo em LB contendo ampicilina 50 pyg/mL foram submetidas a
extracdo de DNA plasmidial (NucleoSpin Plasmid) e digeridas com enzima de restricao
Sall. As colbnias corretas que continham a sequéncia do plasmideo construido foram
confirmadas de acordo com o perfil de digestao esperado, conforme predicao da ferramenta
online J5 (https://j5.jbei.org/VectorEditor/VectorEditor.html).

A Figura 1 apresenta um esquema das etapas necessarias para constru¢cdo do
plasmideo pUCHYG-GPDGLS e pUCHYG-HYDRO.
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Figura 1: Esquema das etapas necessarias para construgao do plasmideo pUCHYG-GPDGLS
e pUCHYG-HYDRO.

Fonte: Préprio autor.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A escolha do método para fusionamento de DNA ira depender do numero de
fragmentos que se deseja fusionar. Por exemplo, para fusionamento duplos sugere-se o
PCR-fusion-based e NEBuilder pela facilidade e rapidez que ambos apresentam, além de
que os fragmentos podem ser fusionados diretamente dos produtos de PCR. A partir de
trés fragmentos a purificagéo torna-se o ponto chave da qualidade dos fusionados, pois 0s
intermediarios da reacdo ficam mais evidentes em caso de primers remanescentes. Para
multiplos fragmentos indica-se a adaptacao do método CPEC que permite o fusionamento
apos purificagdo individual das bandas de DNA. Para esta adaptacdo do CPEC séo de
suma importancia a qualidade e a pureza dos fragmentos, sendo a purificagdo em gel
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de agarose mais indicada para assegurar a montagem correta. Uma polimerase de alta
fidelidade define também o sucesso deste método.

Dois diferentes plasmideos foram construidos de modo a validar a técnica CPEC
para esta finalidade. A construcdo do plasmideo pUCHYG-GPDGLS visa a troca do
promotor natural da glucano sintase pelo promotor constitutivo GPD de Pleurotus ostreatus
PC9, ja a construgao do plasmideo pUCHYG-HYDRO tem por objetivo a dele¢do do gene
da hydrofobina, de Pleurotus ostreatus AKu80.

As Figuras 2 e 3 a seguir mostram os perfis de digestdo com diferentes enzimas de
restricdo, tanto praticos quanto teoéricos, utilizados para confirmacéao das coldnias corretas
dos plasmideos pUCHYG-GPDGLS (Figura 2) e pUCHYG-HYDRO (Figura 3).

Hindll Sma- Sal-l BamH-l Hind-ll  Sma- Sald BamH-l

S—
S—
-—
—
—
—

- —
—
—

Nao ha digestao

HindIll {670}

- pmpR A

™08 b1

&

(8365) Smal
(8327) Sall

PUGHYG-GPDGLS
10,333 bp

(7737) Hindli

HindIIl (33100
Sall (3372)

{6355) Sall smal (3974)

Sall {4005)

(s671) sall

Figura 2: Perfis de digestdo com enzimas de restricao Hindlll, Smal, Sall e BamHI, tanto
praticos (esquerda) quanto teoricos (direita), utilizados para confirmagéo do plasmideo
pUCHYG-GPDGLS; B - Mapa de restricdo do plasmideo pUCHYG-GPDGLS.

Fonte: Préprio autor.
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Figura 3: Perfis de digestdo com enzimas de restrigdo Sall, Pvull, Ncol e BamHI, tanto praticos
(esquerda) quanto tedricos (direita), utilizados para confirmacgéo do plasmideo pUCHYG-
HYDRO; B - Mapa de restricdo do plasmideo pUCHYG-HYDRO.

Fonte: Préprio autor.

Os perfis de digestdo com as respectivas enzimas de restricdo confirmam a
montagem correta dos fragmentos para obtencédo dos plasmideos pUCHYG-GPDGLS
(Figura 2) e pUCHYG-HYDRO (Figura 3). Portanto, a técnica CPEC pode ser facilmente
empregada no fusionamento de fragmentos de DNA e constru¢éo de plasmideos, para os
mais diferentes propésitos, seja para super-expressao, modificagdo ou delegédo de genes.

Das dezesseis colénias analisadas por Quan e Tian (2009), de maneira randémica
através de PCR de colbnia, 100% apresentaram o inserto correto em testes realizados
com plasmideo de 6,4 kb que continham trés fragmentos fusionados por CPEC. Outros
autores quando analisaram o perfil de digestdo com enzimas de restricdo dos plasmideos
isolados das respectivas col6nias, ndo alcangaram mais de 50% das col6nias corretas
quando quatro fragmentos foram fusionados por CPEC (KOK et al., 2014).
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Verifica-se, na tabela 1, que o nimero de colbnias corretas diminuiu quando CG%
entre fragmentos aumentaram. Ambas as sobreposi¢des, com vetor e entre fragmentos
contribuiram para aumentar o nimero correto de col6nias no CPEC. O comprimento total do
plasmideo parece nao ter sido um ponto critico. O passo de amplificacdo e o corte da banda
de DNA no gel podem ser considerados pontos criticos para gerar colénias incorretas.

Tabela 1 a seguir apresenta o percentual de coldnias corretas, dentre as 20 coldnias
analisadas randomicamente, na obtencéo dos plasmideos pUCHYG-GPDGLS e pUCHYG-
HYDRO, com 4 fragmentos fusionados cada.

" % de CG i Sobreposigao % de
Comprimento Sobreposigao P
. N entre os entre os colénias
Plasmideo do plasmideo com o vetor
(kb) fragmentos (pb) fragmentos corretas
(pb) (n=20)
pUCHYG-
GPDGLS 10,3 49,6 30 15 85 (17/20)
PUCHYG- 5,6 53 25 13 30 (6/20)
HYDRO

Tabela 1: Comprimento dos plasmideos, % CG, sobreposi¢cdo com vetor/fragmentos e a
interferéncia quanto ao nimero de coldnias corretas.

41 CONCLUSOES

A escolha do método de fusionamento de fragmentos de DNA em overlapping
depende do namero de fragmentos que se deseja fusionar. A partir de trés fragmentos a
purificagao torna-se o ponto chave da qualidade dos fusionados, pois os intermediarios da
reacdo ficam mais evidentes em caso de primers remanescentes, sendo mais apropriado o
método CPEC, que permite o fusionamento ap6s purificagao individual das bandas de DNA.
A técnica CPEC permitiu a construgéo de dois plasmideos pUCHYG-GPDGLS e pUCHYG-
HYDRO, havendo diferenca entre o numero de coldnias corretas, conforme a complexidade
em relagdo ao CG%, numero de pares de bases sobrepostas entre os fragmentos, bem
como entre os fragmentos e vetores. A correta montagem dos plasmideos foi confirmada
pelos perfis de digestdo obtidos conforme simulacéo, empregando diferentes enzimas de
restricdo. A técnica CPEC permite a construcdo de plasmideos, para os mais diferentes
propositos, seja para super-expressao, modificagcdo ou delecdo de genes.
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RESUMO: Artemisia vulgaris L. € uma herbacea
originaria da Asia, utilizada na medicina popular
por sua acéo analgésica, anti-hipertensiva, anti-
inflamatéria, antiespasméddica, anti-helmintica
e anticonvulsivante. Com o aumento do uso
de produtos naturais para fins terapéuticos,
estudos sobre a citogenotoxicidade de infusbes
sdo de extrema relevancia por servirem como
bioindicadores da seguridade da utilizacdo das
plantas pela populagdo humana. Desta forma,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos
citotoxicos e genotoxicos dos chas de Artemisia
vulgaris L. por meio do biensaio Allium cepa.
Para a realizagé@o do estudo, foram utilizadas trés
concentracdes de infusbes de A. vulgaris L. (0,5
g/L, 2,5 g/L e 5,0 g/L). Como controles negativo
e positivo, foram utilizados agua e metil metano-
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sulfonato, respectivamente. A concentracdo de 5
g/L mostrou-se citotdxica no bioensaio A.cepa,
com declinio significativo no indice mitotico.
Verificou-se um aumento significativo no nimero
de alteragbes cromossdmicas e de células com
nucleos condensados nos trés tratamentos
avaliados. Conclui-se que as infusdes de A.
vulgaris podem ocasionar efeitos citogenotdxicos
importantes sobre células meristematicas de A.
cepa.

PALAVRAS - CHAVE: Allium cepa. Artemisia.
Plantas medicinais.

ANALYSIS OF THE CYTOGENOTOXICITY
OF ARTEMISIA VULGARIS L. INFUSIONS
USING THE ALLIUM CEPA BIOASSAY

ABSTRACT: Artemisia vulgaris L. is an herb
originating in Asia, used in folk medicine for its
analgesic, antihypertensive, anti-inflammatory,
antispasmodic, anthelmintic and anticonvulsant
action. With the increase in the use of natural
products for therapeutic purposes, studies on
the cytogenotoxicity of infusions are extremely
exposed because they serve as bioindicators
of the safety of the use of plants by the human
population. Thus, the objective of this work
was to evaluate the effects of the cytotoxic and
genotoxic of Artemisia vulgaris L. teas through
the Allium cepa bioassay. To carry out the study,
the three methods used for infusions of A.
vulgaris L. (0.5g/L,25g/Land5.0g/L). As
negative and positive controls, water and methyl
methanesulfonate were used, respectively. The
concentration of 5 g/ L is known to be cytotoxic in
the A.cepa bioassay, with a significant decline in
the mitotic index. There was a significant increase
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in the number of chromosomal and cell changes with condensed nuclei in the three treatments
adopted. It is concluded that A. vulgaris infusions can cause important cytogenotoxic effects
on meristematic cells of A. cepa.

KEYWORDS: Allium cepa. Mugwort. Medicinal Plants.

11 INTRODUGAO

O uso de plantas medicinais para o tratamento de doengas remonta a histéria da
humanidade. Desde que os seres humanos procuraram uma ferramenta em seu ambiente
para se recuperar de alguma enfermidade, o uso de plantas era sua Unica opgédo de
tratamento (JAMSHIDI-KIA et al, 2018; SOUZA).

Ao longo dos anos, os avangos na industria farmacéutica ndo impediram que as
plantas medicinais continuassem sendo amplamente utilizadas nas culturas tradicionais
em todo o mundo, e tem-se observado que estdo se tornando cada vez mais populares
na sociedade contemporanea como alternativas naturais ou suplementos aos produtos
quimicos sintéticos (WINK; VAN WYK, 2017). No entanto, as plantas podem apresentar
compostos téxicos como parte de seus mecanismos naturais de defesa, desta forma,
estudos relacionados a toxicidade sdo indispensaveis para assegurar que 0S recursos
vegetais sejam utilizados de forma segura para fins medicinais. (RIBEIRO et al., 2013).

Dentre as espécies vegetais comumente utilizadas na medicina popular destaca-se
a Artemisia vulgaris L., conhecida popularmente por varias sinomimias como artemisia,
artemigem, artemigio, flor-de-s@o-jodo, anador e losna-brava (LORENZI; MATOS 2003).
Trata-se de uma herbacea perene, de 30-60 cm de altura, originaria da Asia, apresentando
distribuicdo cosmopolita.

A planta é utilizada na medicina popular por suas agbes analgésica, anti-
hipertensiva, anti-inflamatéria, antiespasmaodica, anti-helmintica e anticonvulsivante, sendo
usada também para o tratamento da dismenorreia (NIGAM et al., 2019). Com relagéo
aos compostos quimicos presentes na A. vulgaris L. destacam-se a artemisinina, uma
lactona sesquiterpénica com propriedades antimalaricas e o 6leo essencial rico em alfa-
pineno, mentol, beta-eudesmol e espatulenol (ALIZADEH et al., 2012; GAUR et al., 2014).

Alguns estudos relatam sobre as propriedades antioxidantes, antimicrobianas e
citotdxicas dos extratos alcodlicos e Oleos essenciais de A. Vulgaris (SALEH et al., 2014;
HAMAD, 2018). No entato, estudos sobre o potencial citogenotoxico das infusdes aquosas
da espécie sdo escassos.

O bioensaio Allium cepa € um teste promissor para o Screening inicial de
citogenotoxicidade de extratos aquosos de plantas medicinais por apresentar consideravel
custo beneficio, reprodutibilidade satisfatoria, além de sua validagéo por 6rgéos reguladores
(CARMO; LEAL; RIBEIRO, 2020). Esta eficacia baseia-se nas caracteristicas da cinética
de proliferacdo da planta, no rapido crescimento de suas raizes, ao seu grande namero
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de células em diviséo, alta tolerancia a diferentes condi¢cbées de cultivo, disponibilidade
ao longo do ano, facil manuseio e pequeno nimero (2n = 16) e grande tamanho de seus
cromossomos (MARIN-MORALES; VENTURA CAMARGO, 2016).

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos
citogenotdxicos e mutagénicos dos chas de Artemisia vulgaris L. utilizando o biensaio
Allium cepa.

21 METODOLOGIA

2.1 Material botanico e ensaio de germinacao

Para os ensaios de germinagéo das sementes de A. cepa, foi utilizado o cha comercial
de Artemisia vulgaris L. As infusbes foram preparadas nas concentracdes 0,5 g/L, 2,5 g/L
e 5,0 g/L. Como controle negativo utilizou-se agua destilada e como controle positivo,
metil metano-sulfonato (MMS) (10 pg/mL). O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado com trés repeticoes de 50 sementes por tratamento. Previamente,
todas as sementes foram tratadas com agua destilada por 24h para a emissao das raizes
e transferidas para placas de Petri com os respectivos tratamentos e grupos controle por
mais 72h. As sementes foram mantidas em estufa do tipo B.O.D (Biochemical Oxygen
Demand) a 24°C.

2.2 Analise citogenética

As raizes foram coletadas e fixadas com etanol/acido acético glacial (3:1, v/v) por 24
horas, lavadas em agua destilada e hidrolisadas em HCI 1N a 60°por 2 minutos. As laminas
foram preparadas utilizando o método do esmagamento em orceina acética 2% (GUERRA;
SOUZA, 2002). Para cada tratamento, foram selecionadas cinco laminas e dez campos
foram avaliados (totalizando 1.000 células / lamina) sob microscoépio de luz (RIBEIRO et
al., 2013).

Para observar a citotoxicidade dos chas, foram analisados os indices mitoticos e de
morte celular para cada tratamento. Para a analise dos efeitos genotdxicos, foi observada
a presenca de alteragdes cromossdmicas como cromossomos perdidos, aderéncias
cromossodmicas (stickness), C-metafases, pontes cromossémicas, dentre outras (BIANCHI,
2008).

Os controles positivos e negativos serviram como parametros para a analise dos
chas, onde o controle positivo, tratado com metil metano-sulfonato — MMS (10 pg/mL), foi
visto como a situagdo mais danosa para as células, e o controle negativo, tratado apenas
com agua destilada, como a menos capaz de danificar as células meristematicas de A.
cepa.
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2.3 Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o software Sisvar (Ferreira, 2011), e os
resultados foram expressos como médias + desvio padrdo (SD) com pos teste de Scott-
Knott (p<0,05), para avaliar as significancias das diferencas entre o indice mitotico e a
frequéncia de anormalidades cromossOmicas e nucleares.

31 RESULTADOS

Os resultados das andlises citotoxicas e genotdxicas das infusdes de Artemisia
vulgaris L. sdo mostrados na Tabela 1.

Tratamentos indice Alteracoes Microntcleo Nucleo
Mitético Cromossomicas +0.71 Condensado
+ 0.66 +0.21 +1.33
Controle 8.64 at 1.78 a3 3.22 a2 6.38 a2
Positivo
Controle 9.70 a2 0.20 al 0.14 al 0.07 at
Negativo
0.5g/L 11.30 a2 1.19 a2 0.82 at 8.23 a2
25¢glL 11.78 a2 1.05 a2 0.97 at 8.33 a2
5.0g/L 9.30 at 0.93 a2 0.99 at 14.85 a3

Nota: Os valores médios provenientes da analise das laminas de cada tratamento sao mostrados
com letra “a” com indices diferentes. (Teste de Scott-Knott, p<0,05). + desvio padrao.

Tabela 1: Analise estatistica das células meristematicas de Allium cepa expostas aos chas de
Artemisia vulgaris L.

3.1 Efeitos citotoxicos

O indice Mitotico, caracterizado pelo nimero total de células em divisdo no ciclo
celular, foi utilizado como parametro para avaliar a citotoxicidade dos extratos aquosos de
A. vulgaris L. Isso significa que, indices mitéticos menores que o controle negativo podem
indicar alteracbes decorrentes da acéo quimica dos chas no crescimento e desenvolvimento.
Por outro lado, indices mitéticos superiores ao controle negativo, séo resultados de um
aumento na divisdo celular, que pode ser prejudicial a célula, levando a uma proliferagcéo
celular desordenada (LEME, MARIN-MORALES, 2009). A andlise do indice mitético permitiu
observar a presenca de valores estatisticamente significativos (p<0,05) para a concentracao
de 5 g/L, o que pode ser justificado por uma maior concentracao de 6leos essenciais nas
infusdes nesta concentracdo. Saleh et al. (2014), verificaram que os 6leos essenciais de A.
vulgaris atuam como um indutor seletivo de apoptose em células cancerosas.
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A citotoxicidade dos chas também pode ser observada analisando o indice de morte
celular para cada tratamento (BIANCHI, 2008). Em muitas células foram constatadas
caracteristicas de morte celular, como condensacéo do nucleo (FIG. 1 e Tab. 1) (OLIVEIRA,
2015). Foi possivel constatar também que a citotoxicidade das infusdes de A. vulgaris
aumentou de maneira dose-dependente.

Figura 1 — Células meristematicas de A. cepa com nicleo condensado

Fonte: Autor

3.2 Efeitos genotéxicos

As alteragdes cromossdmicas sdo resultantes de modifica¢gdes na estrutura dos
cromossomos. Elas sédo provenientes de quebras, bem como mudangas no nimero total de
cromossomos, sendo que podem ocorrer apds a exposi¢cao a agentes quimicos (BIANCHI,
2008). A partir das analises microscopicas foi possivel constatar a presenca de alteragbes
cromossdmicas (FIG. 2 e Tab. 1) nas células tratadas com as trés concentra¢des das
infusbes de A. wulgaris L. testadas, o que indica genotoxicidade, ou seja, a capacidade
dos compostos presentes nas infusdes provocarem danos ao material genético das células
meristematicas de A. cepa.
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Figura 2 — Alteragbes cromossdmicas observadas em células meristeméaticas de A. cepa.:
(a) Metafase com fragmento cromossomico; (b) Metafase com aderéncia cromossémica
(stickness); (c) Tel6fase com ponte cromossomica; (d) Metafase com cromossomo perdido; (e)
duplicagdo cromossémica.

Fonte: Autor

41 CONCLUSAO

As infusbes de A. vulgaris L. mostraram efeitos citotoxicos e genotoxicos sobre as
células meristematicas de A. cepa, o que reforga o potencial da espécie como uma fonte
promissora de pesquisa para novos agentes antitumorais.

Os efeitos citogenotdxicos observados sugerem ainda, cautela quanto a utilizagao
rotineira das infusdes de A. vulgaris por humanos, enfatizando a necessidade de estudos
mais aprofundados utilizando outros sistemas de testes em mamiferos.
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RESUMO: A espécie Pseudobombax
marginatum (A.St.-Hil., Juss. & Cambess.) A.
Robyns, uma arvore endémica da América do
Sul, pertencente a familia Malvaceae, possui
potencialidade para uso terapéutico. Devido as
suas propriedades farmacolédgicas, a espécie
é utilizada para tratamento de Ulcera, gastrite,
acdo antiinflamatéria e contraceptiva. Visando
contribuir para um maior conhecimento sobre
a importancia das atividades biologicas da
espécie, é que apresentamos uma revisao das
principais publicacbes envolvendo estudos
etnoboténicos e biolégicos da Pseudobombax
marginatum (A.St.-Hil., Juss. & Cambess.) A.
Robyns. Para o levantamento bibliogréafico foram
utilizados como descritores os seguintes termos:
Pseudobombax marginatum; P. marginatum

A Estruturacdo e Reconhecimento das Ciéncias Biologicas na Contemporaneidade 2 Capitulo 8

ROBYNS

and extracts. Foram encontrados um total de 25
artigos, desse total, foram incluidos 18 artigos
para a revisdo, os demais ndo se adequaram
aos critérios de inclusdo. Os diferentes estudos
encontrados demonstraram que a espécie
vegetal apresenta compostos fendlicos, com isso
acao antioxidante, antimicrobiana, antibacteriana
e agdo antiinflamatéria. Os resultados confirmam
que a espécie pode ser utilizada para fins
terapéuticos, além de permitir que novos produtos
farmacéuticos possam ser desenvolvidos e
outros testes possam ser realizados in vitro e
in vivo para a confirmagéo de outras atividades
biolégicas.

PALAVRAS - CHAVE:
etnoboténica, plantas medicinais.

Embiratanha,

BIOLOGICAL ACTIVITIES OF
PSEUDOBOMBAX MARGINATUM (A.ST.-
HIL., JUSS. & CAMBESS.) A. ROBYNS

ABSTRACT: The species
marginatum (A.St.-Hil., Juss. & Cambess.)
A. Robyns, an endemic tree in South
America, belonging to the Malvaceae family,
has potential for therapeutic use. Due to its
pharmacological properties, the species is
used to treat ulcers, gastritis, anti-inflammatory
and contraceptive action. Aiming to contribute
to a greater knowledge about the importance
of the species biological activities is that we
present a review of the main publications
involving ethnobotanical and biological
studies of Pseudobombax marginatum (A.St.-
Hil., Juss. &Cambess.) A. Robyns. For the
bibliographic survey, the following terms

Pseudobombax



were used as descriptors: Pseudobombax marginatum; P. marginatum and extracts.
A total of 25 articles were found, 18 articles were included for a review, the others did not
meet the inclusion criteria. The different studies found showed that the plant species has
phenolic compounds, therefore, confirming its antioxidant, antimicrobial, antibacterial and
anti-inflammatory action. The results confirm that the species can be used by for therapeutic
purposes, in addition to allowing new pharmaceutical products to be developed and other
tests to be carried out in vitro and in vivo to confirm other biological activities.

KEYWORDS: Embiratanha, ethnobotanical, medicinal plants.

INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas no tratamento e na cura de enfermidades é tdo antiga
quanto a espécie humana. Algumas comunidades e grupos éticos dispdem muitas vezes
de um unico recurso terapéutico para o tratamento de doencas, que sdo as plantas
medicinais, entretanto, a procura por tratamentos alternativos ou aliados a medicamentos
vem crescendo consideravelmente, sendo essa uma pratica frequente entre a sociedade
brasileira (MACIEL et al., 2002; SANTOS et al., 2015).

O uso de plantas medicinais no Brasil, associada ao conhecimento popular, tem sido
repassada através das geracoes, o que corresponde a utilizagdo de muitas dessas plantas
para cura da populacéo frente a varias enfermidades (DUARTE, 2006).

Para Maciel et al. (2002), as observagbes populares sobre o uso e a eficacia
de plantas medicinais contribuem de forma relevante para a divulgacao das virtudes
terapéuticas das espécies vegetais, auxiliando os pesquisadores na selegdo de espécies
para estudos botanicos, farmacoldgicos e fitoquimicos.

Um ecossistema brasileiro muito promissor, porém, ainda pouco explorado, é a
caatinga, que tém uma ampla diversidade floristica, contendo cerca de vinte mil espécies
de plantas (GIULIETTI et al., 2004).

A caatinga é uma formacéao vegetal particular, que cobre cerca de 10% do territério
nacional (area aproximada de 900.000 Km2) e 70% do territério nordestino (SANTOS
et al., 2015). Trovdo e colaboradores (2004) reportaram que a caatinga € um bioma
exclusivamente brasileiro, caracterizado por possuir plantas adaptadas fisiologicamente as
condi¢cdes de deficiéncia hidrica.

Uma das espécies caracteristica do bioma caatinga é a Pseudobombax marginatum
(A. ST — Hil, Juss. & Cambess) A. Robyns que pertence a familia Bombacaceae,
reclassificada em Malvaceae, conhecida popularmente como embiratanha, embirucu,
paineira-embirugu ou sumauma (LORENZI, 1998; VERAS FILHO, 2012).

De acordo com Agra e colaboradores (2008), a espécie apresenta emprego
medicinal por populagdes da regido Nordeste do Brasil, que utilizam o método de decocgao
e macerag¢ao como forma de preparo e aplicam nos casos de processos inflamatérios e no
combate a dores no corpo e na cabeca.
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A preocupacdo com a sustentabilidade dos recursos naturais tem incentivado
0 aumento nas investigacdes sobre a atividade biolégica e farmacolégica de diversas
espécies de plantas medicinais, com o intuito de se desenvolver novos medicamentos a
base de extratos vegetais.

Diante do exposto esse estudo teve como objetivo contribuir para um maior
conhecimento sobre a importancia das atividades biolégicas da espécie, sendo assim,
apresentamos uma revisdo das principais publicacées envolvendo estudos sobre as acoes
biolégicas da Pseudobombax marginatum (A.St.-Hil., Juss. & Cambess.) A. Robyns.

METODOLOGIA

O presente estudo foi conduzido procedendo as buscas na literatura cientifica por
artigos em bancos de dados especificos. O levantamento dos artigos foi realizado em
bibliotecas online, como: Google scholar, Scielo, Pubmed, e Science Direct. A pesquisa
foi realizada utilizando-se os descritores: Pseudobombax marginatum, P. marginatum and
extracts, nas linguas portuguesa e inglesa (Tabela 01). O periodo de tempo utilizado para
as buscas foi entre o ano de 1990 até o ano de 2021.

Palavras-chave Base de dados Referéncias identificadas
Pseudobombax Google scholar 21
marginatum Scielo 3

P. marginatum and Pubmed

extracts Science Direct 0

Tabela 01. Referéncias bibliogréaficas identificadas conforme as palavras-chave e bases de
dados pesquisadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em recente estudo, Figueiredo et al. (2020), apontam que a distribuicdo
de Pseudobombax marginatum ocorre no Peru, Bolivia e Brasil, neste Ultimo, mais
especificamente nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul, sob 0 dominio
da Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica, incluindo a Floresta Decidual Sazonal (Flora do
Brasil 2020 em preparagao). Os dados de floragdo da espécie, na caatinga nordestina
indicam que a floragdo ocorre nos meses de marcgo, junho e de agosto a novembro e
frutificacdo em novembro (FIGUEIREDO et al., 2020).

Pseudobombax marginatum apresenta porte arbéreo, pouco ramificada, medindo
entre 5 e 14 m e caule irregular com excrescéncias amorfas, glabrescentes, com estrias
longitudinais verde-amareladas (PEQUENO et al., 2016; FIGUEIREDO et al., 2020).
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Flores terminais ou subterminais, solitarias, 11-17,3 cm de comprimento, botées oblongos
a obovais, com antese noturna. Folhas compostas, digitadas, agrupadas no apice dos
ramos, de 5 a 9 foliolos, revestida de pelos em ambas as faces. O seu fruto € uma capsula
lenhosa, de 10 a 16 cm de comprimento, com muitas sementes pequenas com 0,5-0,6
cm de comprimento, piriformes, marrom-claras quando imaturas e enegrecidas quando
herborizadas, envoltas em fibra dourada, parecidas com algodédo (CAMPANHA ; ARAUJO,
2010; FIGUEIREDO et al., 2020).

A madeira da Embiratanha é considerada uma madeira leve (DIOGENES et al.,
2019). Autores sugerem que a espécie P. marginatum apresenta diferentes utilidades, a sua
madeira leve é indicada para confecgéo de caixotes, forros, brinquedos e cal¢ados. A raiz
da planta nova pode ser utilizada para alimentacdo humana em tempos de escassez. Pode
ser usada para fins paisagisticos, pela beleza da floragcéo e para restauracao florestal, para
enriquecer capoeiras e matas ciliares. As fibras da casca sdo muito resistentes e podem
ser usadas para a producéo de excelentes cordas, além de ser utilizada para a construgéo
de casa de taipa (CAMPANHA; ARAUJO, 2010).

A partir dos dados da literatura investigada podemos distribuir os artigos elegidos
para essa pesquisa em duas categorias, artigos etnobotanicos e artigos experimentais,
como podem ser verificados na Tabela 02.

Tipo de Parte da planta

Artigo usada Manipulacao Indicacao Estado Autor/Ano
o Inflamagéo ALBUQUERQUE
Etnobotanico Caule - espinhal Nordeste et al., (2007)
Etnobotanico Caule Decocto Antiinflamatério Nordeste AG(';QOEg)aI.,
o . ALMEIDA et al.,
Etnobotanico - - - Paraiba (2010)
- . SANTOS E MELO
Etnobotanico - - - Paraiba (2010)
- = Rio Grande do ROQUE et al.,
Etnobotanico Entrecasca Maceracgao Dor de coluna Norte (2010)
Antiinflamatéria
Cicatrizagado de
A = feridas Rio Grande do PAULINO et al.,
Etnobotanico Casca Maceracgao Contraceptiva Norte (2011)
Ulceras
Gastrite
o = Dores nas costas Rio Grande do FREITAS E
Etnobotanico Casca Maceracéo Dor de dente Norte COELHO (2011)
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Crise de coluna

Tosse
Bronquite
- Depres_sao Pereira Junior et
Etnobotanico Nervosismo al,, (2014)
Hérnia ?
Ulcera
Fadiga
Pedra nos rins
Extrato da casca Atividade
Experimental do caule e das antimicrobiana Pernambuco VERé%1F2I;_HO,
folhas Toxicidade
. Extrato da casca Atividade . COSTA et al.,
Experimental do caule antimicrobiana Paraiba (2013)
Atividade .
Experimental Extrﬁtg)éiaauf;asca antiinflamatéria e Rio %‘?Rge do PAI(\ZISg‘)aI.,
anti-nociceptiva
Eoorimental a0 do caule, ] Atividade Rio Grandedo  MENEZES et al,
P 9 i ’ antioxidante Norte 2015
flores
Exoerimental Extrato da casca ) Atividade Rio Grande do SANTOS et al.,
P do caule antibacteriana Norte 2018
. Extrato da casca Atividade . GONGALVES et
Experimental do caule ) antiinflamatoria Ceara al., (2019)

Tabela 02. Estudos conduzidos com a espécie Pseudobombax marginatum (A.St.-Hil., Juss. &
Cambess.) A. Robyns.

Diante dos dados observados na Tabela 02, pode-se verificar que os estudos
etnobotanicos dessa espécie foram realizados entre os anos de 2007 e 2011, o que sugere
que sa@o necessdrias outras investigacdes para um melhor entendimento da espécie.
Apesar de que, nos anos de 2018 e 2020 foram encontrados trabalhos taxonémicos das
espécies da familia Malvaceae. Estudos experimentais com a espécie P. marginatum s6
foram reportados a partir do ano de 2013, sendo o ultimo publicado no ano de 2018.

Ao realizar a subdivisdo dos estudos que citam a referida espécie, podemos verificar
que 0s manuscritos que tiveram a abordagem etnobotanica apresentaram-se em maior
quantidade do que aqueles com abordagem experimental. Sendo assim, procedemos a
andlise individual destes estudos, para um melhor conhecimento sobre as apreciacoes
realizadas em cada um deles.

Uma revisao de literatura foi conduzida por Albuquerque e colaboradores (2007),
com o objetivo de analisar os dados publicados relativos a plantas medicinais utilizadas
por comunidades tradicionais da regido semi-arida do Nordeste brasileiro, os resultados
indicaram que, na época, 21 publicagdes citavam 389 espécies de plantas medicinais.

Dentre as espécies, P. marginatum, foi citada, sendo utilizada a casca do caule para o
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tratamento de inflamagéo espinhal.

De acordo com estudo etnobotanico de plantas medicinais da regido Nordeste
realizado por Agra et al. (2008), foi reportado que o caule da espécie P. marginatum foi
utilizado na forma de decocto como agente anti-inflamatério.

Uma pesquisa realizada em trés comunidades no semi-arido nordestino sobre
a importancia de plantas medicinais nativas e exoéticas citadas pela comunidade rural
Almeida et al. (2010), verificaram que a P. marginatum foi citada como espécie nativa nas
trés comunidades. No mesmo ano, um levantamento floristico de uma area de caatinga no
municipio de Boqueirdo, Paraiba, foi conduzido e constatou-se que foram registradas 47
espécies, uma delas era a P. marginatum, que foi relatada ter um habito arbéreo (SANTOS;
MELO, 2010).

Aidentificacdo de diferentes formas de uso de plantas medicinais nativas do bioma
Caatinga, em comunidade rural no municipio de Caicé, Rio Grande do Norte, foi conduzido
por Roque et al. (2010), foram descritos os usos medicinais de 62 espécies, reportadas por
12 informantes. Dentre as espécies a P. marginatum foi citada pela utilizacéo da sobrecasca,
sob forma de manipulagéo a maceracgéo, sendo indicada para dor de coluna. As cascas e
as raizes foram as partes predominantemente consumidas. Os dados levantados por esta
pesquisa evidenciaram uma diversidade de espécies da flora seridoense com potencial
medicinal e reforcam a importancia que a biodiversidade tem sobre as comunidades rurais.

Paulino et al. (2011), fizeram um levantamento de plantas medicinais e a
caracterizagdo da sua utilizagdo em um pequeno vilarejo denominado Sitio de Gois,
localizado em Apodi no Rio Grande do Norte, Brasil. Os resultados do estudo mostraram
que a Pseudobombax marginatum (A. St.-Hil. Juss.& Cambess.) A. Robyns, conhecida
na localidade como imbiratanha, apresentou um alto valor de importancia relativa para a
comunidade, sendo reportado que a agua da casca apresenta atividade antiinflamatéria,
na cicatrizacao de feridas, acéo contraceptiva e para o tratamento de Ulceras e gastrite.

Um estudo conduzido em uma comunidade rural em Mossord, RN, resgatou os
conhecimentos tradicionais a respeito do uso, manejo e conservacgéo de plantas medicinais
na comunidade, os resultados apresentaram que 41 espécies foram citadas, dentre essas
a Pseudobombax marginatum (A. St.-Hil. Juss.& Cambess.) A. Robyns, foi relatado que &
utilizada para o tratamento de dores nas costas e de dente (FREITAS; COELHO, 2014).

Levantamento etnobotanico realizado a fim de subsidiar pesquisas sobre fitofarmacos
a serem desenvolvidos com espécies vegetais ocorrentes na Caatinga, constatou que
38 espécies foram identificadas no levantamento etnobotanico, a P. marginatum foi uma
das espécies citadas, com indicag¢do para crise de coluna, tosse, nervosismo, bronquite,
depresséo, hérnia, Ulcera, fadiga, pedra nos rins, usando o método de cha e lambedor
(PEREIRA JUNIOR et al., 2014).

Os resultados desse levantamento apontam que apenas 06 investigacoes na

literatura avaliaram a utilizacdo de extrato de P. marginatum para a analise das suas
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atividades biolégicas. Um desses manuscritos foi conduzido por Costa et al. (2013) que
averiguaram a atividade antimicrobiana in vitro do extrato de algumas plantas medicinais
da regi@o semi-arida da Paraiba. Os resultados do trabalho apontaram que a Embiratanha
apresentou atividade antimicrobiana para pelo menos trés espécies de Candida.

O estudo realizado por Veras Filho (2012) avaliou a atividade antimicrobiana
do extrato de folhas e casca de Embiratanha, os quais demonstraram uma importante
atividade antimicrobiana sendo ativas contra 70% das bactérias testadas. Esses mesmos
autores utilizaram do bioensaio de letalidade da A. salina na avaliagdo de extratos brutos
das cascas e folhas de Pseudobombax marginatum revelando resultados interessantes, os
quais foram considerados atéxicos (VERAS FILHO, 2012).

Um experimento in vivo para avaliar o efeito antiinflamatério e antinociceptivo do
extrato hidroalcodlico das cascas do caule de P. marginatum foi conduzido por Paiva et al.
(2013). Os dados experimentais do extrato avaliado indicaram atividade antiinflamatoria e
antinociceptiva, confirmando a indicagéo da espécie para a medicina tradicional.

Alinteragdo do extrato das cascas do caule de P. marginatum com a superficie celular
de Bacillus cereus e Staphylococcus aureus foi avaliado por um grupo de pesquisadores
com o intuito de verificar a atividade antibacteriana deste, os resultados sugerem que o
extrato de P. marginatum interfere na superficie celular de B. cereus bem como no seu
possivel mecanismo de agdo. Além de afetar a parede da célula bacteriana causando
alteragcbes na membrana citoplasmética e no seu contetdo, ocasionando inibicdo do
crescimento ou morte celular. Além disso, também constatou-se que, a andlise quimica do
extrato apresentou compostos fendlicos, dentre eles derivados de catequina, ou seja, os
resultados da atividade antibacteriana, pode ser atribuida a esses derivados (SANTOS et
al., 2018).

No tocante a composicéo quimica da Embiratanha foi reportada a presenca de trés
estudos que verificaram os compostos quimicos presentes em partes distintas da espécie.
A investigacédo conduzida pelo grupo de Veras Filho e colaboradores (2012) realizou um
screening fitbquimico qualitativo do extrato hidroetandlico de folhas e cascas, além de
determinar a sua toxicidade preliminar e avaliar o potencial antioxidante da Embiratanha.
Os testes fitoquimicos apresentaram a presenca de taninos, flavonbides, cumarinas,
saponinas e terpenos, destes os grupos que mais se destacaram em diversidade foram os
terpendides e compostos fendlicos, grupos quimicos que estao estritamente relacionados
com o efeito antiinflamatério da planta. Foi observado que as folhas e cascas apresentaram
atividade antioxidante.

O outro estudo conduzido por pesquisadores examinou a quantificacdo de
antocianinas dos extratos hidroetandlico das diversos partes, galhos, caule, raiz e flores, da
Embiratanha (Pseudobombax marginatum). Foram avaliados os extratos com o intuito de
estimar a concentragéo de antocianinas presente nos mesmos. Os resultados da pesquisa

sugeriram que dentre as partes analisadas o caule apresentou a maior concentracdo de
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antocianinas (MENEZES et al., 2015).

Goncalves et al. (2019) preparou um extrato etandlico a frio de Pseudobombax
marginatum, bem como o isolamento e caracterizacdo de seus metabdlitos com o objetivo
de avalia-los quanto suas propriedades medicinais. O material passou por avaliacdo
de RMN, resultando no isolamento do lupeol, substancia com propriedades medicinais
antiinflamatérias.

Diante da avaliag@o dos estudos alocados no presente trabalho podemos inferir que
essa € uma area que permite uma ampla quantidade de pesquisas cientificas, pelo grande
potencial biolégico da espécie em estudo.

CONCLUSAO

Observou-se, dentre os estudos arrolados, que a espécie Pseudobombax
marginatum (A. ST — Hil, Juss. & Cambess) A. Robyns possui reconhecida agéo cicatrizante,
antiinflamatéria, antioxidante, antimicrobiana e antibacteriana. Apesar das conhecidas
atividades biologicas da espécie verifica-se a necessidade do desenvolvimento de novos
estudos para comprovagdao das demais atividades biolégicas ainda nao reportadas na
literatura. Além disso, os resultados demonstram que essa espécie tem um grande
potencial terapéutico, podendo ser alvo de iniUmeros estudos para o desenvolvimento de
fitofarmacos que possam ser produzidos com a utilizagédo de ferramentas biotecnologicas.
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RESUMO: Introdugéao: O cancer oral possui um
potencial rapido e ilimitado para o crescimento
e pode apresentar regides hipoxicas. O fator
induzivel por hipoxia (HIF) é uma das proteinas
envolvidas na regulacdo da hipéxia e um
importante marcador prognéstico no cancer
oral. Objetivo: Analisar a expresséo da proteina
HIF-1a e relacionar o perfil de expresséo
com as caracteristicas clinicopatolégicas de
pacientes com cancer oral. Métodos: Para isto,
foram obtidas, juntamente com as informacbes
clinicopatolégicas, 37 amostras de carcinoma
de células escamosas da cavidade oral. Das
amostras foram preparadas laminas histologicas
para a coloracdo por AgNOR e para imuno-
histoquimica com o anticorpo anti-HIF-1a. Os
dados de contagem de regibes organizadoras
de nucléolo e do padréo de expressao de HIF-
1a, foram relacionados com as caracteristicas
clinicopatolégicas. Resultados: Foi observada
uma associacao do estadiamento clinico e do
grau de diferenciacdo com a positividade de
expressao da proteina HIF-1a, onde os maiores
scores eram de pacientes com estadiamento
avangado. Foi possivel observar ainda a
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interrelacdo da expresséo de HIF-1a citoplasmatica e nuclear. Concluséo: A proteina HIF-
1a é um potencial marcador prognéstico que pode proporcionar um maior entendimento das
respostas celulares e sistémica a hipoxia.

PALAVRAS - CHAVE: Cancer oral, HIF-1a, hipdxia, regides organizadoras de nucléolos,
marcador prognostico.

EXPRESSION OF THE HIF-1a PROTEIN IN ORAL SQUAMOUS CELL
CARCINOMA

ABSTRACT: Background: Oral cancer has a fast and unlimited potential for growth and can
present hypoxic regions. The hypoxia-nducible factor (HIF) is one of the proteins involved in
the regulation of hypoxia and an important prognostic marker in oral cancer. Aim: To analyze
the expression of the HIF-1a protein and to relate the expression profile with the clinical
and pathological characteristics of patients with oral cancer. Methods: For this, 37 samples
of squamous cell carcinoma of the oral cavity were obtained, together with the clinical and
pathological information. Histological slides were prepared from the samples for staining
by AgNOR and for immunohistochemistry with anti-HIF-1a antibody. The counting data of
nucleolus organizing regions and the pattern of expression of HIF-1a, were related to the
clinical and pathological characteristics. Results: An association between clinical staging and
degree of differentiation with positive expression of the HIF-1a protein was observed, where
the highest scores were for patients with advanced staging. It was also possible to observe
the interrelation of cytoplasmic and nuclear HIF-1a expression. Conclusion: The HIF-1a
protein is a potential prognostic marker that can provide a better understanding of the cellular
and systemic responses to hypoxia.

KEYWORDS: Oral cancer, HIF-1a, hypoxia, nucleolus organizing regions, prognostic marker.

11 INTRODUGAO

Os tumores malignos de cabeca e pescoco afetam principalmente homens, entre
a quinta e oitava década de vida, sendo mais comum os que acometem a cavidade oral
(INCA, 2019). Dentre os tipos histolégicos que ocorrem na cavidade oral, o carcinoma de
células escamosas séo responsaveis por 90% dos casos (SILVEIRA et al., 2012). E o atraso
no diagnostico da leséo leva a limitacdo da resposta ao tratamento, um pior prognéstico e
diminui¢éo da sobrevida (LYDIAAT, 2002).

O carcinoma de células escamosas € uma neoplasia maligna que se origina no
epitélio de revestimento (BRENER et al., 2007), possuindo um potencial para crescimento
rapido e ilimitado, logo, areas de tecido hipoxico s@o comuns nesses tumores malignos,
favorecendo a progressao do cancer e resisténcia a terapia. A hipoxia &€ um fator importante
para a progressao tumoral, e os Fatores Induziveis por Hipdxia (HIFs) e seus genes alvos,
sdo as principais proteinas envolvidas na regulagéo da hipdxia (DE LIMA, 2014).

O HIF1 é uma proteina nuclear e um heterodimero, que é composto pelas
subunidades HIF1a e HIF1B (WANG et al., 1995) e a subunidade alfa € um importante
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marcador para o entendimento das respostas celulares e sistémicas a hipoxia (CHINTALA
et al., 2012). A atividade proliferativa pode estar diretamente relacionada ao aporte de
oxigénio e nutrientes, assim a baixa tenséo de oxigénio altera a homeostase celular, levando
a ativacdo da proteina HIF-1a, cuja expresséo é altamente regulada pela concentragéo de
oxigénio (SEMENZA, 2003). Em tumores sélidos, como o carcinoma de células escamosas,
a expressao de HIF-1a pode contribuir para a malignidade e comportamento agressivo
(SANTOS et al., 2012).

Dessa forma, sabendo da importancia da proteina HIF-1a na progresséo tumoral,
este estudo teve como objetivo analisar a expressao desta proteina e relacionar com as
caracteristicas clinicopatologicas de carcinoma de células escamosas da cavidade oral.

21 METODOLOGIA

2.1 Casuistica e amostras

Para este estudo, foram selecionadas 37 amostras de tecido tumoral, em blocos de
parafina, de pacientes com carcinoma de células escamosas de cavidade oral, tratados
no Instituto do Céncer Arnaldo Vieira de Carvalho, Sdo Paulo, Brasil. Além disso, foram
coletadas as informacgdes clinicopatologicas. Dos blocos de parafina com as amostras
foram realizados de cortes histologicos de trés y de espessura e depositados laminas
histologicas.

2.2 Analise das Regi6es Organizadoras de Nucléolos
As laminas foram coradas com AGNOR (PLOTON et al., 1986). A anélise das RONs

foi realizada pela contagem de 100 células neoplasicas utilizando microscépio 6ptico com
aumento de 100x sob imerséo. No final na contagem, determinado a média de RONSs.

2.3 Reacao para imunomarcacao da proteina HIF-1a

Para a recuperacdo antigénica foi utilizado solugdo de acido citrico pH 6,0 em
forno micro-ondas. O bloqueio da peroxidase endégena foi realizado com a incubagéo em
metanol e peroxido de hidrogénio (1:1) e o bloqueio de proteinas pela imersdo das laminas
em solugéo de 3% de Leite Molico® em TRIS pH 7,4. O anticorpo primario anti-HIF-1a
(1:200) foi aplicado e incubado em camara Umida na geladeira overnight. A amplificagdo da
reacao foi realizada pela incubagéo anticorpo secundario por 30 minutos. Posteriormente,
os cortes foram incubados com o cromdgeno DAB (1:50) e depois lavadas com agua
destilada. Por fim, contra-coradas com hematoxilina.

As laminas foram analisadas e classificadas segundo o percentual de células
coradas em: 0 (= 10%), 1 (11-30%); 2 (31-50%), 3 (51-75%) e 4 (> 75%); e pela intensidade
de coloragdo em: 0 (negativa), 1 (fraca), 2 (moderada) e 3 (forte). As pontuagdes foram

multiplicadas e com base no score final, cada amostra foi categorizada como expresséo
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negativa (0), positiva fraca (1 < 6) ou positiva forte (> 6), seguindo a metodologia adaptada
de Li et al. (2015).

2.4 Estatistica e aspectos éticos

Foram utilizados os teste Qui-quadrado e de Mann-Whitney para os testes
de associacdo, com nivel de confianca de 95% e foram realizados no programa
IBM SPSS Statistics 20. O estudo foi registrado e aprovado com os numeros CAAE:
49091515.9.0000.5060 e CAAE: 49091515.9.3002.5471.

31 RESULTADOS

Ao realizarmos a analise do padrdo de expressado citoplasmatica de HIF-1a
e relacionarmos com as caracteristicas clinicopatolégicas e com o status da contagem
de RONs, podemos observar uma associacdo da positividade de expressdo com o
estadiamento clinico e com o grau de diferenciagéo (p = 0.010; p = 0.050, respectivamente;
Tabela 1). Nao foi possivel observar relacdo das demais caracteristicas assim como do
status RON com o padréo de expressao citoplasmatica de HIF-1a.
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Figura 1. Fotomicrografia da expressao de HIF-1a no tumor com imunomarcacao forte (A).
Andlise da expressdo de HIF-1a de acordo com o estadiamento clinico dos pacientes com
cancer oral.

Em relacéo ao padréo de expresséao nuclear de HIF-1a, também foi possivel observar
uma associagao do estadiamento clinico e do grau de diferencia¢édo (p = 0.005; p = 0.019,
respectivamente; Tabela 2). Observou-se ainda, que tanto para HIF-1a citoplasmatica ou
nuclear os maiores valores de score estavam entre os pacientes com estadiamento clinico
avancado (p = 0.001; Figura 1).

Quando comparamos os scores de expressdo citoplasmatica de HIF-1a com a
intensidade de expressdo nuclear, observamos uma associagdo (p = 0.000), assim como
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o inverso, do score de expressdo nuclear pela intensidade citoplasmatica (p = 0.002),
ou seja, os padrbes de expressao citoplasmatica e nuclear de HIF-1a séo estreitamente
ligados (Figura 2).
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Figura 2. Analise da expresséo de citoplasmatica de HIF-1a de acordo com a intensidade de
expressao nuclear de HIF-1a (A) e da expressao nuclear de acordo com a intensidade de
expressao citoplasmatica (B).

Positividade Intensidade
Caracteristicas Negativo Positivo p Fraco Forte P
No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)
Tamanho do tumor’
pT1, pT2 3 500 9 29,0 0367 3 200 6 375 0433
pT3, pT4 3 50,0 22 71,0 12 80,0 10 625
Linfonodos'
Negativo 4 66,7 24 77,4 0,620 11 73,3 13 81,2 0,685
Positivo 2 333 7 226 4 267 3 188
Estadiamento Clinico
Inicial 3 500 1 32 o010 1 67 0 0 0,484
Avangado 3 50,0 30 968 14 93,3 16 100,0
Grau de diferenciacao
Bem 2 333 6 200 0050 2 133 4 267 0,651
Moderadamente 3 500 24 80,0 13 86,7 11 733
Pouco 1 167 0 0 0 0 0 0
Infiltragao Vascular
Nao 4 66,7 25 86,2 0,268 12 857 13 86,7 1,000
Sim 2 333 4 138 2 143 2 133
Infiltragao Perineural
Nao 3 500 20 69,0 0,391 8 571 12 800 0245
Sim 3 500 9 31,0 6 429 3 200
RON?
1 4 66,7 24 774 0620 11 733 13 812 0685
2 2 333 7 2286 4 267 3 188

' Classificagao TNM 7* Edigao; ? Regides Organizadoras de Nucléolos: 1, contagem média < 1,5
e 2, contagem media > 1,5.

Tabela 1. Analise da expressao citoplasmatica de HIF-1a em carcinoma de células escamosas
da cavidade oral.
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Positividade Intensidade

Caracteristicas Negativo Positivo P Fraco Forte 2]
No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)
Tamanho do tumor’
pT1, pT2 3 60,0 9 281 0,304 3 333 6 26,1 0685
pT3, pT4 2 400 23 M9 6 667 17 739
Linfonodos'
Negativo 3 60,0 25 781 0,577 7 778 18 783 1,000
Positivo 2 400 7 219 2 222 5 217
Estadiamento Clinico
Inicial 3 600 1 31 0005 i 111 0 0 0281
Avanc¢ado 2 400 31 969 8 889 23 1000
Grau de diferenciacao
Bem 2 400 6 194 0,019 1 11 5 22,7 0642
Moderadamente 2 400 25 806 8 889 17 773
Pouco 1 200 O 0 0 0 0 0
Infiltragao Vascular
Nao 3 600 26 86,7 0,195 0 0 4 19,0 0287
Sim 2 400 4 133 9 100,0 17 81,0
Infiltracao Perineural
Néao 2 40,0 21 700 0,313 7 875 14 636 0374
Sim 3 600 9 300 1 125 8 364
RON?
1 3 600 25 781 0,577 7 778 18 78,3 1,000
2 2 400 7 219 2 222 5 217

' Classificacao TNM 7° Edigéo; * Regides Organizadoras de Nucléolos: 1, contagem média < 1,5
e 2, contagem média > 1,5.

Tabela 2. Analise da expresséao nuclear de HIF-1a em carcinoma de células escamosas da
cavidade oral.

41 DISCUSSAO

Pesquisadores do mundo todo estudam incansavelmente formas de ajudar pacientes
com cancer a terem um diagndstico mais preciso, tratamentos mais eficazes e uma
qualidade de vida melhor durante o tratamento, para isso buscam marcadores tumorais
que possam proporcionar um prognoéstico mais assertivo para cada tipo de neoplasia. Em
cancer oral, um dos marcadores estudados é a proteina HIF-1a.

Em nosso estudo, encontramos uma associacdo da positividade da expresséo
citoplasmatica de HIF-1a com o estadiamento clinico e o grau de diferenciag@o tumoral.
Segundo Burrows et al. (2010), uma intensa expressao de HIF-1a, principalmente nas
lesbes desdiferenciadas, estaria relacionada com uma pior taxa de sobrevida. Sabe-se
ainda, que a expressado de HIF-1a pode estar associada ao estagio T, envolvimento de
linfonodos, diferenciacao histologica e densidade de microvasos (ZHU et al., 2010).

Outro fato conhecido, é que a imunoexpressao nuclear de HIF-1a seria mais
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fortemente evidenciada nas neoplasias orais e que a imunomarcacédo dessa proteina teve
uma relagéo significativa de acordo com o tamanho do tumor, metastase para linfonodos
cervicais e estadiamento clinico da leséo, sugerindo que a expresséo de HIF-1a exerce um
papel importante da carcinogénese oral, viabilizando seu uso como um recurso na predicao
da taxa de sobrevida e da progressao tumoral (ECKTER et al., 2010).

Observamos ainda, que o aumento da expressao de HIF-1a esteve associado ao
estadiamento clinico, e estudos anteriores demonstraram que quanto maior a classificacéo
do estadiamento, pior o prognéstico do paciente (UICC, 2019). Ainda, de acordo com
Kurokawa et al. (2003), superexpressao de HIF-1a aumentou com o estadio do tumor,
além de estar correlacionada com a profundidade da invasdo do tumor, metastases de
linfonodos, metastases a distancia, estagio pTNM e invaséo linfatica.

Outra observacao importante foi uma interrelagdo do aumento de expressao
citoplasmatica e nuclear de HIF-1a, ou seja, mais forte a intensidade de expresséo nuclear
de HIF-1a, maior o score da expressao citoplasmatica de HIF-1a e o inverso € verdadeiro.
A ativacdo da HIF-1a pode comecar através de diferentes proteinas se ligando aos seus
receptores na membrana nuclear (FERNANDEZ-TORRES et al., 2017). O sitio ativo dessa
proteina é um dominio de degradagdo dependente de oxigénio (ODDD), atuando como
um sensor de oxigénio (GORLACH, 2009). Um estimulo celular externo desencadeia uma
cascata de vias de sinalizagdo no interior da célula, que induz a expressao de HIF-1a
(FUKUDA et al., 2002), mas sob condi¢des de hipdxia, a atividade das propril-hidroxilases
(PHD) diminui, estabilizando a HIF-1a e com isso, havendo acumulo no citoplasma para ser
fosforilada. Uma vez fosforilada, a HIF-1a transloca-se para o nucleo, formando o complexo
HIF-1a/ HIF-1B, que se liga a uma sequéncia de DNA especifica, expressando a proteina
HIF-1a (ZHANG, 2015).

Além disto, a expressdo de HIF-1a exerce efeito significativo na progresséo
tumoral, devido a isso, pacientes com alta expressao de HIF-1a apresentam uma taxa de
sobrevida 3,49 vezes menor quando comparada a neoplasias com baixa expressdo dessa
proteina (OLIVEIRA et al., 2011). Acredita-se que a expressao de HIF-1a, venha a ser um
determinante para o fenétipo tumoral, sugerindo que seja um indicio de fenétipo maligno
com maior potencial de agressividade (ECKTER et al., 2012).

51 CONCLUSAO

Com este estudo, verificamos uma associaga@o entra a expresséo da proteina HIF-
1a com estadiamento clinico e grau de diferenciagéo, além de demonstrar uma interrelagéo
do aumento de expressao citoplasmatica e nuclear de HIF-1a.
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RESUMO: Doengas cardiacas sao resultantes de
lesbes ateroscleréticas que acabam por obstruir
o fluxo sanguineo normal, e atualmente s&o
responsaveis por 31% das mortes que ocorrem
ao redor do mundo. Um dos principais fatores de
risco para o desenvolvimento de aterosclerose, e
consequentemente a progressao para um quadro
de doenca cardiovascular, é o tabagismo, ja que
0s principais componentes da fumaga do cigarro
sdo moléculas que atuam como agonistas do
receptor de hidrocarbonetos de arila (AhR), este
sendo responsavel pelo controle de fatores de
transcricdo diretamente envolvidos na evolu¢do
da aterosclerose. Os antagonistas deste
receptor atualmente reportados apresentam
severas limitagbes que os impedem de serem
utilizados na terapéutica, sendo as principais
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delas alosterismo, atividade agonista parcial,
tendéncia a biotransformacéo e citotoxicidade. O
motivo dessas limitacdes se deve principalmente
ao fato da auséncia de informacgbes acerca
da estrutura tridimensional do receptor, em
complexo ou ndo com ligantes, dificuldade essa
que pode ser explicada por se tratar de um
receptor citosélico, o que dificulta sua resolugéo
por cristalografia de raios-X. O estudo atual,
portanto, se baseou nos ligantes ja reportados na
literatura com atividade antagonista ao receptor,
bem como em algumas estruturas proteicas
homdlogas tridimensionalmente resolvidas, para
construir um padrdo farmacoférico comum a
esses ligantes, e a partir disso realizar triagens
virtuais em uma base de dados de compostos
naturais, 0 que resultou na descoberta de 4
novos compostos, com oOtimas propriedades
farmacocinéticas e farmacodinamicas in silico,
0s quais podem contribuir para o avanco dos
estudos relacionados aos inibidores de AhR.
PALAVRAS - CHAVE: Aterosclerose,
AhR, Triagem Virtual, Quimica Medicinal
Computacional, Produtos Naturais.

COMPUTACIONAL DEVELOPMENT
OF NEW ANTAGONISTS OF ARYL
HIDROCARBON RECEPTOR (AHR),WITH
POTENTIAL ATEROPROTECTIVE
EFICACY IN SMOKERS

ABSTRACT: Heart disease is the result of
atherosclerotic lesions that end up obstructing
normal blood flow, and are currently responsible
for 31% of deaths that occur around the world.
One of the main risk factors for the development
of atherosclerosis, and consequently the



progression to cardiovascular disease, is smoking, since the main components of cigarette
smoke are molecules that act as aryl hydrocarbon receptor agonists (AhR ), which is responsible
for the control of transcription factors directly involved in the evolution of atherosclerosis. The
currently reported antagonists of this receptor have severe limitations that prevent them from
being used in therapy, the main ones being allosterism, partial agonist activity, tendency to
biotransformation and cytotoxicity. The reason for these limitations is mainly due to the fact
that there is no information about the three-dimensional structure of the receptor, in complex
or not with ligands, a difficulty that can be explained by the fact that it is a cytosolic receptor,
which makes it difficult to resolve by X-ray crystallography. The current study, therefore, was
based on ligands already reported in the literature with antagonistic activity to the receptor,
as well as on some three-dimensionally resolved homologous protein structures, to build a
pharmacophoric pattern common to these ligands, and from then perform virtual screenings
on a data on natural compounds, which resulted in the discovery of 4 new compounds, with
excellent pharmacokinetic and pharmacodynamic properties in silico, which can contribute to
the advancement of studies related to AhR inhibitors.

KEYWORDS: Atherosclerosis, AhR, Virtual Screening, Computational Medicinal Chemistry,
Natural Products.

11 INTRODUGAO

Doencgas cardiovasculares decorrem de eventos agudos isquémicos resultantes
do desenvolvimento de lesbes ateroscleréticas nas artérias responsaveis pelo suprimento
sanguineo local (Hopkins, 2013). Dados epidemioldgicos apontam que essas afeccbes
respondem por 31% da mortalidade brasileira (Ministério da Saude, 2010) e mundial
(Mendis et al., 2011), o que destaca a aterosclerose como um grave problema de saude
publica.

A aterosclerose € definida como uma doenca inflamatéria vascular que se
desenvolve em condicbes de hipercolesterolemia (aumento dos niveis séricos de
colesterol carreado por lipoproteinas de baixa densidade, LDL) e acomete segmentos
especificos da arvore arterial, especialmente pontos de bifurcagdo e ramificacdo de
artérias elasticas e musculares de médio e grande calibre, onde a perturbacao do fluxo
sanguineo laminar leva a perda do efeito ateroprotetor do estresse de cisalhamento laminar
(Maiolino et al., 2013). O processo aterogénico ocorre em quatro estagios: (1) disfuncao
endotelial e inflamagéo vascular; (2) deposicéo, retencao e modificagcdo de LDL no espaco
subendotelial e formacgéo de células espumosas; (3) formacéo de lesbes fibrogordurosas e
remodelamento arterial; e (4) precipitacdo de eventos agudos isquémicos (Hopkins, 2013).
O primeiro estagio resulta de alteragdes fenotipicas em células endoteliais, deflagradas por
estimulos agressivos, como hipercolesterolemia e tabagismo (Libby et al., 2011). Esses
estimulos induzem estresse oxidativo vascular, no qual espécies reativas de oxigénio
(ERO) reduzem a biodisponibilidade de moléculas de 6xido nitrico (NO) produzidas por
células endoteliais, levando a disfuncdo endotelial (Xanthoulea et al., 2009). Dadas as
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propriedades vasoprotetoras e antiinflamatérias do NO, a redugao de sua biodisponibilidade
ativa o fenétipo pro-trombotico de células endoteliais (Sprague & Khalil, 2009), que passam
a expressar moléculas de adesdo (ICAM-1) e adquirem permeabilidade aumentada a
macromoléculas (Maiolino et al., 2013).

A partir dai, se inicia o segundo estagio do processo aterogénico, no qual particulas
de LDL penetram na parede arterial, onde séo retidas a matriz extracelular subendotelial
(Tabas et al., 2007) e parcialmente oxidadas por ERO derivadas de células vasculares
(Skalén et al., 2002). As LDL minimamente modificadas/oxidadas (mmLDL) estimulam
células endoteliais a produzirem citocinas (monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1)
que recrutam mondcitos a parede vascular e induzem sua diferenciagdo em macréfagos,
que, por sua vez, promovem a oxidagao completa das mmLDL (Parhami et al., 1993).

As LDL completamente oxidadas (oxLDL) s&o internalizadas por macréfagos
na tentativa falha de fagocitose, resultando na formacdo de células espumosas, que
compdem as lesdes ateroscleroticas iniciais (estrias gordurosas) (Henriksen et al., 1981).
Em resposta a ativagéo de células endoteliais, plaquetas sdo ativadas e recrutadas ao
endotélio inflamado, onde liberam fatores de crescimento que estimulam a migracdo de
CMLV da tunica média para o espaco subendotelial, dando inicio ao terceiro estagio do
processo aterogénico. No espaco subendotelial, as CMLV proliferam e produzem colageno,
0 que leva ao desenvolvimento de uma capa fibrosa que recobre o nicleo lipidico da estria
gordurosa, formando uma placa fibrogordurosa crescente (Maiolino et al., 2013). Quando
essa placa atinge um estagio avangado de remodelamento expansivo, passa a obstruir o
fluxo sanguineo, originando os eventos isquémicos do quarto estagio (Little et al., 1988).

O tabagismo ativo ou passivo tem sido epidemiologicamente estabelecido como fator
de risco predominante para a aterosclerose (Kunitomo et al., 2009). De fato, a exposicao a
fumaca de cigarro aumenta em sete vezes o risco de doenca arterial periférica (Helibvaara
et al., 1978; Hughson et al., 1978) e em duas a cinco vezes o risco de doenca arterial
coronariana com eventos cardiacos subjacentes (Doll & Peto, 1976; Doll et al., 4 1980;
Piegas et al., 2003), como sequelas de eventos aterogénicos. Em estudo longitudinal,
Howard et al. (1998) observaram que a progressao da aterosclerose aumenta em 50% em
fumantes ativos e em 20% em fumantes passivos. Por fim, 69% do total de mortes anuais
atribuidas a exposigcéo passiva a fumaga de cigarro nos Estados Unidos é decorrente de
eventos cardiacos isquémicos causados por lesdes ateroscleréticas coronarianas (Glantz
& Parmley, 1991). Com base nessas evidéncias, e considerando que a prevaléncia do
tabagismo no Brasil é de 24% (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2007), € possivel
denotar a importancia do desenvolvimento de ferramentas terapéuticas para atenuar a
progressao da aterosclerose em fumantes.

Os mecanismos fisiopatolégicos pelos quais a exposicao a fumacga do cigarro acelera
0 processo aterogénico envolvem a ativacdo de receptores para hidrocarbonetos arila
(AhR) por dibenzo-dioxinas policloradas (PCDD), dibenzo-furanos policlorados (PCDF),
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bifenilos policlorados co-planares (Co-PCB) e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(PAH) (Kasai et al., 2006; Hanieh, 2014). Todas essas substancias sdo contaminantes
presentes na fumaca do cigarro, e dentre elas, as mais potentes e seletivas na ativagéo
do AhR sao a PCDD 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) e o PAH benzo(a)pireno
(BaP) (Marinkovic et al., 2010; Kerley-Hamilton et al., 2012). O AhR atua como fator de
transcricao e esta expresso em todos os tipos celulares envolvidos no processo aterogénico,
incluindo células endoteliais, CMLV, mondcitos/macrofagos, leucocitos e plaquetas. Em
auséncia de ligante, o AhR existe como complexo citosélico dimerizado a duas moléculas
da chaperona proteina de choque térmico 90 (Hsp90), a uma molécula da co-chaperona
de 23kDa p23, a uma molécula da proteina de interacdo com AhR (AIP) e a uma molécula
da tirosina-quinase c-Src (Abel & Haarmann-Stemmann, 2010; Barouki et al., 2012). Esse
complexo estabiliza o AhR numa conformacéo de alta afinidade para ligantes, previne sua
degradacéo proteolitica e impede sua translocagéo nuclear (Abel & Haarmann-Stemmann,
2010; Barouki et al., 2012; Hanieh, 2014). Mediante interagdo com agonistas (como a TCDD
e 0 BaP), o AhR libera a c-Src para o citosol, que, por sua vez, deflagra vias de sinalizagéo
ndo-gendmicas (Abel & HaarmannStemmann, 2010), como a ativagdo da montagem do
complexo NAD(P)H oxidase e subsequente produgédo de ERO (Sampaio et al., 2007).

A interagdo com o ligante também induz a exposicao da sequéncia de localizacdo
nuclear (NLS) do AhR, que permite a translocagdo do complexo AhR-ligante ao nucleo. Ai,
a chaperona é deslocada de seu sitio de ligagé@o pelo translocador nuclear de AhR (Arnt),
que, entdo, se dimeriza com o AhR (Soshilov & Denison, 2008). A partir dessa interagéo,
o heterodimero AhR/Arnt se associa com elementos responsivos a xenobi6ticos (XREs)
no DNA, e regula a expressao de genes responsivos (Abel & Haarmann-Stemmann, 2010;
Barouki et al., 2012; Hanieh, 2014), incluindo genes que regulam a sintese de fatores pro-
aterogénicos, como a enzima do citocromo P450 1A1 (CYP1A1), cuja expressdo génica
(sintese de RNAm) € induzida por ativacdo de AhR em células vasculares (Conway et
al., 2009; Majkova et al., 2011). A liberagdo da c-Src para o citosol, mediante ativagédo
de AhR, culmina com o acumulo de ERO derivadas do complexo NAD(P)H oxidase na
parede vascular (Sallée et al., 2014). Somado a esse mecanismo, a indugéo da sintese de
por ativacao de AhR também leva ao estresse oxidativo endotelial (Majkova et al., 2011),
uma vez que a biotransformacgéo de coPCB, presentes na fumaca do cigarro, por CYP1A1
induz ao desacoplamento de seu ciclo catalitico, gerando ERO (Schlezinger et al., 2006).
Em conjunto, as ERO geradas por ativagdo de AhR reduzem a produgéo endotelial e a
biodisponibilidade vascular de NO (Sallée et al., 2014), participam da modificagéo oxidativa
de particulas de LDL retidas na matriz (Kunitomo et al., 2009), ativam a sintese de MCP-
1 em células endoteliais (Majkova et al., 2009) e induzem a migracdo de CMLV (Kerzee
& Ramos, 2000), eventos cruciais durante o processo aterogénico (Hopkins, 2013). Por
mecanismos independentes da geragéo de ERO, a ativacdo de AhR induz a expresséo de
ICAM-1 em células endoteliais (Osterling et al., 2008), favorecendo a ativagéo do fenétipo
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pro-trombotico dessas células durante o 1° estagio do processo aterogénico (Hopkins,
2013).

Além disso, a ativacdo de AhR induz ao acumulo de colesterol por macréfagos
por induzir a expressao de interleucina 8 (IL-8) (Wu et al., 2011) e por mecanismos néo-
gendmicos mediados por c-Src (Vogel et al., 2004), favorecendo sua diferenciacdo em
células espumosas durante o 2° estdgio do processo aterogénico (Hopkins, 2013). Por
fim, a ativacdo de AhR induz a expressao de metaloproteinases (MMP-1, MMP-2, MMP-3
e MMP-9) em CMLV (Meng et al., 2009), responséaveis pela migracdo dessas células ao
espaco subendotelial para formacéo das lesdes fibrogordurosas durante o 3° estagio do
processo aterogénico (Hopkins, 2013).

A partir dessa interagcdo, o heterodimero AhR/Arnt se associa com elementos
responsivos a xenobiéticos (XREs) no DNA, e regula a expressdo de genes responsivos
(Abel & Haarmann-Stemmann, 2010; Barouki et al., 2012; Hanieh, 2014), incluindo genes
que regulam a sintese de fatores pré-aterogénicos, como a enzima do citocromo P450 1A1
(CYP1A1), cuja expressao génica (sintese de RNAm) é induzida por ativagdo de AhR em
células vasculares (Conway et al., 2009; Majkova et al., 2011).

Acaracterizacdo da participa¢do do AhR na progresséo da aterosclerose induzida por
exposicao a fumaca de cigarro tem sido evidenciada por meio da utilizacéo de antagonistas
desses receptores. Em geral, compostos fenolicos planares, predominantemente
derivados de flavondides, exibem propriedades antagonistas sobre AhR (Henry et al.,
1999). Dentre eles, os mais utilizados em ensaios funcionais sdo: alfa-naftoflavona (a-
NF) (Wilhelmsson et al., 1994); 3’-metoxi-4’-nitroflavona (MNF) (Henry & Gasiewicz,
2008); 6,2’,4’-trimetoxiflavona (TMF) (Murray et al., 2010); acido 2-metil-2H-pirazol-3-
carboxilico (2-metil-4-o-tolilazo-fenil)- amida (CH-223191) (Kim et al., 2006; Zhao et al.,
2010); resveratrol (Casper et al., 1999; de Medina et al., 2005; Mohammadi-Bardbori et al.,
2012); e kempferol (Ciolino et al., 1999). Entretanto, esses compostos apresentam sérias
limitacbes em suas propriedades antagonistas, sendo as mais comuns a baixa seletividade,
a presenca de agonismo parcial, sendo, portanto, capazes de ativar o receptor, a tendéncia
a biotransformagéao além de apresentarem propriedades citotéxicas (Casper et al., 1999; de
Medina et al., 2005; Mohammadi-Bardbori et al., 2012); e kempferol (Ciolino et al., 1999).

Em conjunto, essas limitagdes constituem um sério problema para a caracterizagéo
do papel exercido pelo AhR na fisiopatologia do processo aterogénico, e especialmente
para a padronizacdo desses agentes como farmacos ateroprotetores em ensaios pré-
clinicos e clinicos.

As limitagbes do antagonismo exibido pelos compostos supracitados sobre o
sistema AhR devem-se a escassez de informagdes estruturais do dominio de interacéo
com ligantes (ligand binding domain, LBD) desse receptor, uma vez que a analise dos
eventos moleculares resultantes da interacdo de ligantes com o AhR requer informagbes

estruturais tridimensionais detalhadas desse dominio, ainda n&o descritas (Pandini et al.,
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2007).

Para o presente estudo, baseando-se nas técnicas da quimica medicinal
computacional, foram selecionados os inibidores de AhR com atividade descrita na
literatura a partir de ensaios experimentais, além da utilizacdo de novas estruturas
homoélogas a familia, presentes no Protein Data Bank (PDB), com o objetivo de derivar
um padréo farmacoférico comum, bem como identificar os residuos responsaveis pela
atividade antagonista destas moléculas. A partir do padrdo farmacoférico obtido, foi
realizada uma triagem virtual em uma base de dados de 100.000 compostos naturais, e
posterior aplicacéo de filtros farmacocinéticos e de toxicidade, além da analise do modo
de ligag@o das moléculas resultantes as proteinas homologas, permitindo a obtengéo de 4
novas moléculas com 6timas propriedades farmacocinéticas e baixa toxicidade, bem como
potencial antagonista do AhR.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Selecao de antagonistas de AhR reportados na Literatura

Para a realizagéo deste estudo, foram recuperados dentre os 262 antagonistas
reportados da base de dados BindingDB (em http://www.bindingdb.org) os 4 mais potentes,
além de outros 2 antagonistas com estruturas reportadas em uma patente (Sherr et al.,
2019), sendo que as estruturas dessas moléculas podem ser visualizadas na Figura 1.
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Figura 1: Estruturas de antagonistas do receptor AhR, selecionadas da literatura.
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2.2 Selecao de estruturas homoélogas de AhR depositadas no PDB e
sobreposicdo dos modelos selecionado

Em uma busca feita no PDB por estruturas homélogas, foram obtidas inicialmente 14
estruturas. Destas, foram selecionadas duas delas, sendo respectivamente as estruturas
PDB ID 5TBM, do dominio PAS-B de humano em complexo com um antagonista de
AhR - 79A, bem como a estrutura PDB ID 6E3S, referente ao PAS-B de Mus muscullus
complexada a um agonista de AhR - HNJ401. Estas estruturas foram posteriormente
sobrepostas utilizando o software SPDBV, e a partir da analise desse alinhamento/
sobreposicao, feita utilizando o software Maestro, foram identificados os residuos envolvidos
somente na interagdo com o agonista - o residuo de Tirosina 278, com uma interagéo
pi-stacking com o ligante, bem como os residuos que se ligam somente ao antagonista,
no caso correspondendo ao residuo de Histidina 293, com uma Liga¢do de Hidrogénio
com o respectivo ligante. Também foi identificado que ambos os ligantes interagem com o
residuo de Fenilalanina 254, por meio de uma interagéo de natureza pi-stacking, importante
para posicionar/ancorar as moléculas na cavidade/bolsdo hidrofébico do receptor. Esse
detalhamento pode ser observado na Figura 2.
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Figura 2: Sobreposigao do Antagonista 79 A, (representado em amarelo, na forma de stick),
ao agonista HNJ 401, em verde, mostrando os residuos de AhR (em Diagrama Ribbons)
importantes nas interagoes.

A Estruturacdo e Reconhecimento das Ciéncias Biologicas na Contemporaneidade 2 Capitulo 10 “



2.3 Docking de ligantes selecionados para obtencao do potencial modo de
ligacao

Os ligantes selecionados da literatura foram submetidos a um estudo de docking,
utilizando o software GOLD, para obtencao das poses (conformacao + posigéo) de menor
energia, que seriam utilizadas posteriormente para o célculo do padréao farmacoforico. Para
o estudo de docking desta etapa, foi definida uma esfera de 7 A, com as coordenadas sendo
(X:-4,93;2Z:7,20;Y: 3,93), utilizando o complexo PDB ID 5TBM para os célculos. As poses
de maior score (ou de menor energia de interagéo proteina-ligante) foram classificadas a
partir da fungcdo ChemPLP do GOLD, e podem ser vistas a partir da Tabela 1.

Moléculas Gold Score
(ChemPLP)
SID104074540 61.476
SID104074523 53.621
SID104074529 51.684
SID11108253 45.776
CBD7993113 41.595
CBD7950998 39.980

Tabela 1: Escores de docking dos antagonistas de Ahr selecionados a partir da literatura.

2.4 Derivacao do padrao farmacoférico

As poses de maior escore obtidas do docking realizado com o software GOLD 4.1,
foram utilizadas como input no software Discovery Studio 4.0, em conjunto com o inibidor
cristalografico do complexo PDB ID 5TBM, para a derivagdo de um padrédo farmacoférico
comum entre as estruturas. Com o Discovery Studio se realiza a sobreposicao dessas
estruturas baseada em caracteristicas quimicas em comum entre os grupamentos ativos e
subestruturas, os quais serdo classificados como features.

2.5 Triagem virtual na base de dados ZINC Naturals, utilizando o padrao
farmacoférico gerado

A partir do padréo farmacoférico gerado, este primeiramente foi refinado utilizando
o software Discovery Studio 4.0, e o modelo cristalografico PDB ID 5TBM, promovendo
uma melhor orientacdo aos features gerados, com o intuito de permitir uma melhor
complementariedade com relacdo aos aminoacidos da cavidade catalitica do receptor.
ApOs esse ajuste, o padrao farmacoférico foi entdo utilizado para uma triagem virtual na
base de dados ZINC Naturals, que contém 100.000 compostos, em busca de estruturas
que apresentassem maior coincidéncia/ajuste ao farmacéforo utilizado.
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2.6 Aplicacao de filtros ADMETox aos compostos oriundos da triagem virtual

Os compostos que foram recuperados da base de dados ZINC Naturals passaram
por uma série de filiros para a obtencdo das moléculas com melhores propriedades
farmacocinéticas, farmacodindmicas bem como baixa toxicidade. A intencdo nesta etapa
€ a obtencdo de moléculas que possam ser classificadas como hits, os quais tenham
capacidade de prosseguirem nos estudos sem apresentar posteriores propriedades
indesejadas. Para a analise das propriedades ADME, ou seja: Absorgéo, Distribuicéo,
Metabolismo e Excrecéo, foi utilizado o software QikProp, enquanto que para a analise
das propriedades de toxicidade, sendo elas, mutagénicidade, hepatotoxicidade,
carginogénicidade e teratogenicidade, foi empregado o software DEREK 2.0.

2.7 Docking das moléculas resultantes da triagem, apés aplicacéo dos
filtros ADME/Tox

Por fim, as moléculas que restaram (ou “sobreviveram”) da triagem virtual, e apés
passarem pelos filtros ADME/Tox, foram inseridas no software GOLD, para realizacéo de
um estudo de docking, utilizando a estrutura cristalografica PDB ID 5TBM para tal, com
o intuito de avaliar como essas moléculas se ligam ao receptor, se realizam interagbes
importantes com o residuo que liga antagonistas, procurando portanto eliminar moléculas
que tenham potencial de se ligarem a residuos da regido que liga agonistas e que iriam
causar indesejavel ativacao do receptor.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Padrao farmacoférico obtido

O padréao farmacoférico obtido com auxilio do software Discovery Studio apresentou
3 features: um hidrofobico, derivado de uma regido em comum as estruturas utilizadas para
o calculo, que sdao compostas por grupamentos apolares, tais como anéis aromaticos. O
outro feature se apresentou como aromatico, também em virtude dessas estruturas terem
como caracteristica a presenca de um grupo aromatico necessario para a estabilizagéo
da molécula na cavidade catalitica, com interagdo de natureza pi-stacking com o residuo
de Fenilalanina 254. Por ultimo, ha a presenca do feature referente a um grupo aceitador
de Ligacdo de Hidrogénio, que corresponde aos grupos carbonila e hidroxila que essas
moléculas apresentam, tendo correspondéncia quando realizamos a analise da cavidade
catalitica do modelo cristalografico PDB ID 5TBM, onde vemos que existe um residuo de
Histidina 293, que atua como doador de Ligacao de Hidrogénio para o inibidor cristalografico
79 A, e portanto € um requisito fundamental para essas moléculas que realizem interagédo
com esse residuo. Os features obtidos podem ser vistos na Figura 3, em sobreposicéo as
estruturas utilizadas para a sua obtencao.
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Figura 3: Features derivados com o software Discovery Studio, em fase com as moléculas
utilizadas para sua obtencéo, onde as esferas verdes com o vetor apontando na direcdo oposta
correspondem ao grupo aceitador de Ligagcao de Hidrogénio, enquanto que as esferas laranjas

correspondem ao grupamento aromatico, e a esfera azul a um grupamento hidrofébico.

3.2 Triagem virtual na base de dados ZINC Naturals, utilizando o padrao
farmacoférico gerado

A partir do padréo farmacoférico obtido, composto por 3 features, sendo eles
respectivamente um grupo aceitador de Ligagdo de Hidrogénio, um grupo aromatico e
um grupo hidrofébico, foi realizada a triagem virtual na base de dados ZINC Naturals, e
dos 100.000 compostos que compde a base, 87.000 foram recuperados. Logo, o padrao
farmacoférico ndo conseguiu, de fato, fazer grande distincdo entre os compostos ali
contidos, aumentando a importancia das etapas subsequentes da aplicagdo de filtros
ADME/Tox e de estudos de docking.

3.3 Aplicacao de filtros ADME/Tox aos compostos oriundos da triagem
virtual e docking dos melhores candidatos

A partir dos 87.000 compostos que foram recuperados da triagem baseada em
padrao farmacoforico, foram aplicados uma série de filtros com o intuito de, ao final do
estudo, se obter apenas as moléculas que se mostrassem mais promissoras (in silico).
O primeiro filtro aplicado, o do software Discovery Studio, se trata do valor absoluto de
fit value, que faz meng¢édo ao quao bem uma determinada molécula se encaixa/ajusta ao
padrao farmacofoérico proposto para a triagem. As 1.000 estruturas de maior escore foram
selecionadas para as etapas seguintes, eliminando, portanto, 86.000 compostos. Ainda
no mesmo software, foi aplicado o filtro de peso molecular, com o intuito de selecionar
moléculas com valores menores do que 370 Da. Foram, portanto, selecionadas 270
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moléculas, eliminando mais 730. A partir disso, essas moléculas resultantes foram avaliadas
quanto as suas propriedades toxicol6gicas com auxilio do software DEREK, com o intuito
de analisar propriedades como toxicidade das estruturas, tais como hepatotoxicidade,
carcinogenicidade, teratogenicidade e mutagenicidade, restando 113 moléculas. Apés isso,
essas moléculas foram avaliadas com o software QikProp, investigando suas propriedades
farmacocinéticas (ADME), onde foram avaliados: % Human Oral Absorption, que diz
respeito a capacidade da molécula de ser absorvida por via oral em humanos, com um
valor aceitado acima de 80%; Log P, referente a lipofilicidade das moléculas, importante
propriedade na absorcdo das mesmas por via oral, sendo aceitos valores acima de 1,5 e
menores que 5; bem como as propriedades de permeabilidade celular, representadas pelos
parametros QPLog CACO e QPLog MDCK, com valores considerados étimos acima de
500. Desta andlise, resultaram 4 estruturas com 6timo perfil farmacocinético em potencial,
estando essas propriedades descritas na Tabela 2.

Estrutura %HOA Log P QPLog MDCK QPLog CACO
ZINC04025918 | 100 3,37 3505 3287
ZINC32123930 | 100 1,54 1165 1238
ZINC72325083 | 100 3,85 1475 2748
ZINCB5877814 | 100 2,68 2359 2678

Tabela 2: Propriedades Farmacocinéticas das 4 moléculas selecionadas da triagem virtual

Essas 4 moléculas foram finalmente submetidas a estudos de docking, utilizando a
estrutura cristalografica PDB ID 5TBM, sendo analisado o modo de ligagcdo das mesmas no
receptor, com o intuito de estabelecer se havia concordéncia com o inibidor cristalografico
79A. A estrutura 2D dessas moléculas estéo representadas na Figura 4.
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Figura 4: Estruturas 2D das moléculas selecionadas na triagem virtual
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Com a realizagdo do docking dessas moléculas, foi possivel observar que elas
mantém concordancia conformacional ao inibidor cristalografico, interagindo com a regido
onde esta contido o residuo que liga somente antagonistas - a Histidina 293, nao realizando
nenhuma interacao com o residuo que liga agonistas - a Tirosina 278, ou com outro residuo
proximo a ele. As conformacdes das estruturas selecionadas bem como sua sobreposicao
ao inibidor cristalografico no sitio catalitico da estrutura cristalografica PDB ID 5TBM pode

ser observada na Figura 5.

Figura 5: Inibidor cristalografico (representado em balls and stick, na cor verde) sobreposto as
moléculas oriundas da triagem virtual (representadas em stick, na cor preta), no sitio catalitico
da estrutura cristalografica PDB ID 5TBM, aqui utilizada como referéncia.

41 CONCLUSAO

As técnicas de Quimica Medicinal Computacional se provaram eficientes para a
realizacdo de triagem virtual na busca por novas moléculas capazes de antagonizar o AhR,
possibilitando o descobrimento de 4 novas estruturas, em potencial, que apresentaram
excelentes propriedades farmacocinéticas, farmacodindmicas bem como baixa toxicidade
(in silico), devendo agora serem testadas em ensaios bioldgicos in vitro, afim de ser possivel
realizar a validacdo experimental de seu potencial inibitorio, de fato, além de guiar os
proximos passos no planejamento de novos e futuros antagonistas de AhR, com potencial

eficacia ateroprotetora em fumantes.
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RESUMO: Este artigo aborda uma versao
laboratorial do processo fermentativo alcodlico de
escala industrial. Utilizando-se das propriedades
quimicas de gelificacdo e encapsulacdo, duas
substancias foram testadas a fim de formar
capsulas em gel com a levedura Saccharomyces
cerevisiae. Foram testadas 3 concentragcbes de
alginato 2%,3% e 4% e concentragdes de pectina
0,2%, 0,1%, 0,001% para o aprisionamento
das células de Saccaromyces cerevisiae. As
capsulas contendo as células imobilizadas
foram inoculadas em meio sintético e incubadas
a 28°C por 12 dias. O acompanhamento do
processo fermentativo foi realizado através da
medida o °Brix das amostras diariamente. Como
resultados, obteve-se que a pectina influenciou
negativamente na formacédo e aparéncia das
capsulas, porém a velocidade do consumo de
acUcares durante o processo nao foi afetada.
Somado a isto, conclui-se que o alginato
apresenta melhor manipulagdo para a formagéo
de cépsulas, e sua porcentagem mais adequada
para o processo € a de 4%.

PALAVRAS - CHAVE: Saccharomyces
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ALGINATO E PECTINA

cerevisiae. Capsulas. Fermentacgéo.

YEASTS IMMOBILIZATION IN ALGINATE
AND PECTIN GEL

ABSTRACT: This article addresses a laboratory
version of the alcoholic fermentation in industrial
scale. Using the chemical properties of gelling
and encapsulation, two chemical substances
were tested in use to form capsules in gel with
the yeast Saccharomyces cerevisiae. Three
concentrations of alginate 2%, 3% and 4% an
pectin 0.2%, 0.1% and 0.001% were evaluated for
the immobilization of Saccharomices cerevisiae
cells. The capsules containing the immobilized
cells were inoculated in synthetic medium and
incubated at 28°C for 12 days. The fermentation
processes was monitored by measuring the °Brix
of the samples daily. It is possible to conclude that
pectin had a negative influence on the formation
and appearance of capsules, however the speed
of sugar consumption during the process was not
affected.

KEYWORDS: Saccharomyces  cerevisiae.
Capsules. Fermentation.
INTRODUCAO

Os processos de fermentagéo

alcoolica, de modo geral, sdo conduzidos
por leveduras da espécie Saccharomyces
livremente no

cerevisiae disponibilizadas

meio fermentativo. Existem outras formas
de conducédo deste tipo de processo que
consistem em aprisionar a levedura em gel

poroso. Chamado de encapsulagdo em matriz



porosa, aplica-se este para transito de micro-organismos sem que sejam danificados ou
danifiguem o meio externo. Pode ser utilizado qualquer material que apresente capacidade
de gelificacéo, tais como alginato de sodio e pectina (KOVALESKI, 2019).

O alginato de sddio € soluvel em 4gua e se torna insollvel na presenca de céations
bivalentes (GARCIA-CRUZ, C. H., FOGGETI, U., DA SILVA, A. N., 2007), como Ca?* ou
Mg?*, por isso o gotejamento em cloreto de calcio para o processo de encapsulagéo celular.
Assim, é formado um gel irreversivel, que néo retorna ao estado liquido com o calor,
constituindo uma pelicula esférica porosa. As suas principais aplicacées biotecnoldgicas
séo biossor¢des de locais contaminados.

Pectinas sdo hidrocoloides naturais presentes em plantas superiores que formam
um grupo heteromolecular de polissacarideos estruturais encontrados na parede celular
primaria das células vegetais e nas camadas intercelulares (lamela média), contribuindo
para adesao entre as células, firmeza e resisténcia mecénica do tecido. A pectina também
€ determinante na firmeza dos vegetais, caracteristica que se estabelece durante o seu
crescimento, amadurecimento, armazenamento e processamento (PAIXAO, LIMA, e
PAIVA, 2009). Suas principais aplica¢des biotecnologicas estao na industria de cosméticos
e alimenticia devido a sua fungéo aglutinante favorecedora a formacao de géis.

O método de aprisionamento das células microbianas em gel é o mais utilizado
pela sua facilidade, baixa toxicidade e alta capacidade de retengéo celular (GIESE, 2015).
Como pode-se utilizar de pectinas para esse processo, o custo também diminui, sabendo-
se que estas advém de plantas.

Dentro de cada capsula, as leveduras estarao realizando fermentagéo alcodlica, a
fim de gerar energia para seus processos metabolicos. Com isso, terd a formagéo de CO, e
etanol. Para garantir que tudo ocorra conforme o desejado, € necessario analisar quais as
condigcbes 6timas dessa levedura especifica.

Este trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia da concentragdo de alginato e

pectina na formacédo das capsulas e consumo de sacarose no processo fermentativo.

MATERIAIS E METODOS

As leveduras empregadas neste processo foram Saccharomyces cerevisiae
liofilizada marca comercial Fleshman. Para o preparo das leveduras estas foram pesadas
(10,034 g) em balanca analitica em béquer com capacidade para 250mL e hidratadas com
100mL de agua destilada estéril durante 1 hora, antes de serem adicionadas as solugcbes
para encapsulagéao.

Foram realizados dois experimentos de encapsulacdo: o primeiro utilizando
alginato de so6dio (2%,3% e 4%) e o segundo utilizando pectina (0,2%, 0,1%, 0,001%).
Para imobilizacdo das leveduras, os procedimentos foram adaptados dos descritos por
Kovaleski (2019).
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O alginato de sodio foi pesado (3,027g; 4,027g e 2,019g) em 3 diferentes béqueres
de 100ml e adicionados a 100ml de agua destilada estéril, previamente medida em balédo
volumétrico para cada béquer. A dissolucgéo foi efetuada em banho maria.

O preparo do meio de cloreto de calcio foi realizado pesando 2,015g do reagente
em béquer de 500ml e misturando com 100ml de agua destilada, previamente medida em
baldo volumétrico. A solucdo foi autoclavada & 121°C por 15 minutos. Cada solucéo foi
preparada seis vezes, sendo trés para encapsulacdo das amostras de alginato e trés para
pectina. Todas as solu¢des foram mantidas refrigeradas até o momento do uso.

Para a formagéo das capsulas, foram misturados 20ml da solucdo de levedura em
cada uma das solugdes de alginato. O frasco contendo a solugéo de cloreto de calcio foi
posicionado sobre agitador magnético e, sob constante agitacéo, foi feito o gotejamento
da mistura das solugbes de alginato + levedura na solugéo de cloreto de calcio, para cada
uma das trés concentragdes. Para controle do gotejamento foi utilizada bomba peristéltica
acoplada ao equipamento Lab Plant SD-05.

As solugdes de pectina foram preparadas de modo similar ao preparo das solugdes
de alginato, respeitando as propor¢des em estudo. Assim como o processo de obtencéao
das capsulas, também seguiu 0 mesmo procedimento de gotejamento da solugéo pectina +
levedura em solugéo de cloreto de célcio. Ambas as capsulas foram mantidas refrigeradas
até formagéo do meio sintético.

ApOs a obtengéo das cépsulas, foi realizado processo fermentativo em meio sintético
(42g de sacarose, 1,59 de extrato de levedura, 0,21g de MgSO,, 0,36g de NH,Cl e 0,285¢
de KH,PO, em 300mL de agua destilada - pH final 4,5) esterilizado a 121°C por 15 minutos.

As capsulas obtidas nos seis processos descritos anteriormente foram inoculadas
em Erlenmeyer contendo o meio acima descrito, assim como uma amostra controle foi
conduzida com as leveduras livres. Os frascos foram incubados em estufa com controle de
temperatura a 28°C.

Para acompanhamento do processo fermentativo, foi realizada a medida do teor de
sélidos soluveis totais (°Brix) no inicio da fermentacdo e a cada 24 horas durante 5 dias.
No desenvolvimento dos resultados, foi plotado um grafico com os dados obtidos durante
0 processo fermentativo. Assim, somando este a teoria sobre os compostos quimicos
presentes e as diferencas entre os Brix de diferentes concentracdes, pode-se avaliar as
melhores referéncias para realizar o método em escala industrial.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Em todas as amostras analisadas foi possivel constatar a viabilidade das leveduras,
ou seja, o processo de encapsulagdo ndo provocou a inativagdo celular. O °Brix inicial
das amostras apresentava-se em torno de 13°Brix apds os primeiros dias de fermentagéao.
Todas apresentaram queda expressiva deste valor, atingindo valores proximos a 4°Brix.
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Percebe-se queda constante no valor do BRIX em todas as concentracbes de alginato
(Grafico 1) e pectina.

Além da constancia apresentada, o gel de 4% de alginato também foi 0 que obteve
menores valores de °Brix no final do processo, indicando melhor rendimento em relacao

aos demais.

Grafico 1. Valores de °Brix das amostras de caldo fermentado com leveduras Saccharomyces
cerevisiae imobilizadas em diferentes concentracdes (2%, 3% e 4%) de gel de alginato de
célcio.

Fonte: Autoria propria.

Quanto maior a concentracdo de alginato no gel, mais moléculas ficam concentradas
naquele mesmo meio, gerando menor porosidade da capsula. Assim, a levedura fica com
menor difusdo de oxigénio, obrigando-a a entrar para o método fermentativo. Somado a
isto, tem-se o fato de que a matriz gélica protege o microrganismo de todos os cations,
anions e outros eletrolitos utilizados no meio sintético (KOVALESKI, 2019).

Quanto a pectina, seu uso isolado como agente encapsulante ndo resultou na
formacéo de esferas homogéneas (Figura 1). Levando em consideragédo sua composicao
quimica, a estrutura deste composto pode ser extremamente heterogénea entre as espécies
de vegetais, entre tecidos e até mesmo partes do fruto de onde é proveniente. Isso interfere

no controle de sua absorgédo e porosidade (PAIXAO et al., 2009)
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Figura 1. Aparéncia das capsulas feitas com gel de pectina apés dois dias em estufa.

Fonte: Autoria prépria.

As amostras testadas neste experimento com imobilizacdo em pectina apresentaram
rapido consumo de acgucares, atingindo 0 maximo de consumo em 24 horas - fato este que
pode ser desfavoravel dependendo do processo onde é aplicado, ja que o tempo rapido de
fermentacéo favorece a formacgéo alcoodlica, porém ndo a de compostos secundarios que
contribuem com formagéo de aroma e sabor (CARVALHO, 2017).

Nas proximas etapas desta pesquisa esta previsto a analise da interagdo de alginato
com pectina em diferentes concentragbes, assim como a verificagdo da influéncia dos
parametros fermentativos na resisténcia e durabilidade das capsulas. O uso de leveduras
selecionadas e a aplicagédo em processo fermentativo para obtencdo de bebida alcodlica
com posterior caracterizacéao fisico-quimica e sensorial, a ser submetida ao comité de ética
da UTFPR.

CONCLUSOES

Foi possivel promover a imobilizacdo da Saccharomyces cerevisiae em géis de
alginato e de pectina mantendo a viabilidade celular. As capsulas obtidas foram aplicadas
em processos fermentativos com consumo de até 70% da sacarose.

Apesar de possibilitar a imobilizagcéo, a pectina formou imobilizados de aparéncia
disforme diferentemente das esferas obtidas com alginato.

A imobilizagdo em gel de alginato de s6dio a 4% apresentou maior consumo de
acucares comparado as demais amostras no processo fermentativo.

Em funcéo da suspenséo das atividades presenciais na UTFPR, em decorréncia da
pandemia, nao foi possivel concluir todas as atividades previstas no plano de trabalho do
projeto de pesquisa.
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RESUMO: Os contraceptivos hormonais surgiram
no século passado como alternativa eficaz
para o planejamento da gravidez. As diferentes
formulagdes utilizam estrogénios e progestinas
sintéticos, isolados ou combinados com o objetivo
de manter constante a concentracdo circulante
destes esteroides sexuais femininos, inibir a
secregao pulséatil dos horménios gonadotréficos, e
consequentemente, a ovulagdo. O contraceptivo
oral combinado (COC) se destaca como método
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BIOLOGIA DA INSULINA

de escolha entre as usuarias. Porém com o passar
das décadas, observacdes clinicas proveram
informacdes importantes de que a utilizagcéo
prolongada dos esteroides sexuais sintéticos
pode estar relacionada com o maior risco ao
desenvolvimento de alguns tipos de cancer,
hipertensao, prejuizos hemostaticos, resisténcia
a insulina e intolerancia a glicose. A insulina
€ 0 horménio essencial para a manutencéo da
homeostase da glicose e de outros nutrientes.
Os esteroides sexuais regulam a secrecdo
de insulina e a sensibilidade ao horménio nos
tecidos-alvo. Contudo, as acdes dos COCs
sobre os processos envolvidos na biologia do
horménio insulina ainda sdo pouco explorados.
Esta reviséo discute as principais formulagoes de
COCs, e as ac¢Oes dos estrogénios e progestinas
endogenos e sintéticos sobre a secrecao, acéao e
metabolismo da insulina.

PALAVRAS - CHAVE: Contraceptivo hormonal,
Estrogénio, Pancreas Endocrino, Progesterona,
Homeostase da glicose.

COMBINED ORAL CONTRACEPTIVES
AND THE INSULIN BIOLOGY

ABSTRACT: Hormonal contraceptives have
emerged in 20" century as an effective alternative
for pregnancy planning. Isolated or combined
synthetic estrogens and progestin are used
in the different pharmaceutical formulations.
The maintenance of circulating concentration
of synthetic sex steroids inhibits the pulsatile
secretion of gonadotrophic hormones, and
consequently, the ovulation. The combined oral
contraceptive (COC) stands out as a method
of choice among users. However, over the



decades, clinical observations have provided important information that prolonged use of
synthetic steroids may be related to the increased risk to some types of cancer, hypertension,
thromboembolism, insulin resistance and glucose intolerance. Insulin is an essential hormone
for nutrient homeostasis. Sex steroids regulate insulin secretion and sensitivity. However, the
actions of COCs on insulin biology are still little explored. This review discusses the main
formulations of COCs, and the actions of endogenous and synthetic estrogens and progestins
on insulin secretion, action and metabolism.

KEYWORDS: Hormonal contraception, Endocrine pancreas, Estrogen, Glucose homeostasis,
Progesterone.

11 INTRODUGAO

A insercdo progressiva da mulher no mercado de trabalho estimulou o
desenvolvimento de métodos para o planejamento familiar. Assim, os contraceptivos
hormonais proporcionaram o controle da natalidade de forma segura e reversivel. O
mercado disponibiliza diferentes formas farmacéuticas de contraceptivos hormonais, como
os comprimidos (ou pilula), anéis vaginais, adesivos transdérmicos, implantes subdérmicos,
formas injetaveis e dispositivos intrauterinos (DE LEO et al., 2016; FEBRASGO, 2015).
Porém, apesar da escolha do método ser individual, ela s6 deve ser utilizada ap6s avaliagao
e orientacgéo criteriosa de um profissional de saude.

Os contraceptivos hormonais utilizam compostos sintéticos derivados dos horménios
esteroides sexuais femininos, estrogénio e progesterona (P4), que podem ser encontrados
de forma combinada ou isolada. Em 2019, 151 milhdes de mulheres em idade reprodutiva
(de 15 a 49 anos) no mundo faziam uso de contraceptivos orais (UNITED NATIONS, 2019).
No Brasil, estima-se que entre 2013-2014, 28,5% da populag¢édo feminina em periodo fértil
adotou o uso desta formulagao (FARIAS et al., 2016). Embora seja o método contraceptivo
com menor taxa de insatisfacdo, a utilizagéo prolongada de alguns tipos de contraceptivos
orais combinados (COCs) tem sido relacionada ao aumento do risco a alguns tipos de
cancer, as doencas cardiovasculares (BRITO; NOBRE; VIEIRA, 2011; DE LEO et al., 2016),
a resisténcia a insulina e intolerancia a glicose (GODSLAND et al., 1992; JANDRAIN et al.,
1990; SCHEEN et al., 1993).

Além das acdes classicas dos esteroides sexuais femininos para a promogéo e
manutengao da capacidade reprodutiva e das caracteristicas sexuais secundarias, estes
horménios regulam o metabolismo intermediario por ac¢des diretas e indiretas. Neste
contexto, tanto os estrogénios quanto a P4 regulam a secregéo, acéo e/ou clearance da
insulina (ALONSO-MAGDALENA et al., 2008; BRYZGALOVA et al., 2006; HAMPTON et al.,
2018; LEE et al., 2020; MUSATOV et al., 2007; PICARD et al., 2002; SANTOS et al., 2016;
SIMONCINI et al., 2000; WADA et al., 2010). Quando um ou mais desses processos da
biologia da insulina séo prejudicados, ha a ruptura da homeostase da glicose e de outros

nutrientes e desenvolvimento de condi¢des como a resisténcia a insulina e/ou intolerancia
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a glicose que podem culminar com o desenvolvimento do Diabetes Mellitus do tipo 2 (LEE
et al., 2013; MARINI et al., 2013; PETERSEN; SHULMAN, 2018). Contudo, ainda é pouco
explorado se a manutencédo da concentracdo de estrogénios e progestinas sintéticas no
organismo das usuarias de COC, podem promover prejuizos sobre a secre¢ao e/ou acao
da insulina. Desta forma, esta revisao da literatura discute as principais formulagdes de
COCs, as acdes dos estrogénios e progestinas endégenos e sintéticos sobre a secrecéo,
acdo e metabolismo da insulina.

21 HORMONIOS ESTEROIDES SEXUAIS FEMININOS E SEUS RECEPTORES

Nas mulheres os estrogénios: 17p-estradiol (E2) e estrona s&o sintetizados a partir
do colesterol pelos ovarios e em pequenas quantidades no tecido adiposo e cortex da
suprarrenal. A agdo hormonal classica dos estrogénios é relacionada as isoformas a e 3
do receptor de estrogénio (ERa e ERp). Apoés a interagdo do estrogénio aos ERs, estes
dimerizam e no nucleo se ligam a regides especificas do DNA (&cido desoxirribonucleico)
denominadas elementos de resposta ao estrogénio (ERE), regulando assim a expresséo
génica (Fig.: 1; ARNAL et al., 2017). Os estrogénios também desencadeiam a¢bes néo-
gendmicas via interagdo com o ER de membrana plasmatica acoplado a proteina G
(GPERSO0; Fig.: 1), ou com receptores de outros hormonios, como alguns receptores para
os fatores de crescimento (PROSSNITZ; BARTON, 2011).

As progestinas s@o esteroides produzidos pelos ovarios e em menor quantidade
pelas glandulas adrenais, sendo a P4, a progestina endégena prevalente em humanos. A
P4 apresenta agbes classicas genémicas desencadeadas pela sua ligagéo as isoformas A,
B e C dos receptores intracelulares de P4 (PR-A, PR-B e PR-C; Fig.: 1; GRIMM; HARTIG;
EDWARDS, 2016). A P4 também promove agdes nao-gendémicas via interacdo com
receptores de membrana, como o componente 1 ou 2 do receptor de membrana para a
P4 (PGRMC1 e PGRMC2; Fig.: 1) e as isoformas a, p e y dos receptores de P4 acoplados
a proteina G (mPRa, mPRB e mPRy; Fig.: 1). Além disso, esta progestina ou seus
metabdlitos podem deflagrar agbes via interagdo com o receptor do &cido y-aminobutirico
do tipo A (GABA-A; Fig.: 1), receptores de mineralocorticoides (MR), glicocorticoides (GR),
estrogénios (ER) e androgénios (PETERSEN et al., 2013).
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Figura 1: Principais receptores para os estrogénios ou progesterona (P4). Abreviagdes:
ERa: receptor de estrogénio a; ERb; receptor de estrogénio 3; GPER30: receptor de
estrogénio acoplado a proteina G; PR-A: receptor de P4 tipo A; PR-B: receptor de P4 tipo B;
PR-C: receptor de P4 tipo C; PGRMC1: componente 1 do receptor de membrana para a P4;
PGRMC2: componente 2 do receptor de membrana para a P4; mPRa: receptor de P4 acoplado
a proteina G a; mPRf: receptor de P4 acoplado a proteina G 3; mPRYy: receptor de P4
acoplado a proteina G y; GABA-A: receptores do acido y-aminobutirico do tipo A.

A elaboracgéo da figura foi realizada com algumas imagens disponiveis no site Smart Servier
Medical Art (https://smart.servier.com). Vide texto para descricao.

2.1 Composicao dos contraceptivos orais combinados

Os COCs séao constituidos por estrogénio e progestina sintéticos e podem ser
administrados por esquema ciclico ou continuo. Eles contribuem ao controle da natalidade
por exercerem retroalimentacdo negativa no eixo hipotalamo-hipéfise, o que impede o pico
pré-ovulatério de gonadotrofinas e a ovulagéo. Os COCs ainda dificultam a fecundagéo e a
implantagéo por aumentarem o muco cervical, reduzirem a motilidade das tubas uterinas e
a receptividade endometrial (FEBRASGO, 2015).

As formulagcbes de COC apresentam como estrogénios sintéticos: o etinilestradiol
(EE; é o mais utilizado nas formulagdes), o mestranol e o valerato de estradiol (FEBRASGO,
2015). O EE é sintetizado a partir do E2, o qual teve a adigdo de um grupo etinil (C,H,)
no C17, resultando em redugédo do metabolismo hepatico de primeira passagem e maior
afinidade ao ERa do ao ERb (BRUNTON et al., 2012). E importante ressaltar que a
concentracdo de EE foi reduzida nas diferentes formulagdes conforme a associacdo de
altas concentragdes de estrogénios ao maior risco de agdes adversas nas usuarias (DE
LEO et al., 2016).

As progestinas sintéticas presentes nos COCs derivam de modificacbes da
17-a-hidroxiprogesterona (progestina endbgena) ou da 19-nortestosterona (esteroide
sintético produzido a partir da testosterona). Algumas progestinas derivadas da
17-a-hidroxiprogesterona séo o acetato de ciproterona e o acetato de megestrol. Os
derivados da 19-nortestosterona s@o subdivididos em estranos (18 carbonos) e gonanos
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(17 carbonos; BRUNTON et al., 2012). Ao longo dos anos, variagdes estruturais induziram
diferencas importantes na atividade de cada progestina, a fim de melhorar seu perfil
contraceptivo e oferecer menores ag¢des adversas (VIGO; LUBIANCA; CORLETA, 2011).

As progestinas sintéticas sdo classificadas em gera¢des conforme sua ordem de
sintese e molécula de origem (Tab.: 1). Na 12geracao destaca-se o noretinodrel (Tab. 1), a
noretindrona e os estranos derivados da 19-nortestosterona, e que apresentam um grupo
etinil no C17 e remocgéo do grupo metil do C19. No entanto, estas progestinas possuem
alta agéo androgénica, sendo associadas a cistos ovarianos e sangramento irregular.
Com o intuito de reduzir tais efeitos foram sintetizadas as progestinas de 22 geracao,
das quais se ressalta o norgestrel e o levonorgestrel (Tab.: 1) que foram sintetizados a
partir da adicdo do grupo acetato no C3 e/ou no C17, e substituicdo do grupo metil por
etil no C13 da 19-nortestosterona. Porém, efeitos adversos ainda foram relatados, como
cefaleia, nduseas, vOmitos e aumento da pressao arterial associada a agao androgénica
e progestacional. Assim, as progestinas de 3% geracao, gestodeno (Tab.: 1), desogestrel e
norgestimato foram sintetizadas, porém quando associadas ao EE foram relacionadas ao
risco de tromboembolismo (BRUNTON et al., 2012).

Foram posteriormente sintetizadas as progestinas de 42 geragéo, dentre as quais
destaca-se a drospirenona (DRSP) que é derivada da 17-a-espironolactona (Tab.: 1),
farmaco poupador de K* com acao diurética (GOLAN, 2009). Dispbe da estrutura quimica
de 19 carbonos semelhante ao nucleo dos esteroides, com dois grupos metileno (-CH2-),
um ligado ao C6 e C7 e o outro ligado ao C15 e C16 e adicdo de um grupo carbo lactona
no C17 (Tab.: 1). Apresenta acdo antiandrogénica e antimineralocorticoide, porém com
propriedades farmacolégicas similares a P4 enddgena, sendo agonista dos PRs (SITRUK-

WARE, 2006).
Progestina/ Acoes gonadotroficas e em receptores para esteroides
Estrutura quimica
1% geracao
Noretinodrel Acoes progestogénica, antiestrogénica e androgénica muito fortes. Ag¢ao forte
antigonadotropica e estrogénica. Fraca acdo antiandrogénica, glicocorticoide
e antimineralocorticoide®.
L
¥ i
[ i
2° geragao
Levonorgestrel Forte agao progestogénica, antigonadotropica, antiestrogénica e
androgénica. Fraca acao estrogénica, antiandrogénica, glicocorticoide e
\ «#"  antimineralocorticoide*.
e
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3° geracao

Gestodeno Forte acao progestogénica, antigonadotropica, antiestrogénica, androgénica
. glicocorticoide e antimineralocorticoide. Fraca acao estrogénica e
B antiandrogénica®.
il
P
e ~F
4* Geracao
Drospirenona Forte agao progestogénica, antigonadotropica, antiestrogénica,

oo P antiandrogénica e antimineralocorticoide. Fraca agdo estrogénica,
7\ androgénica e glicocorticoide™.

( \n
Conforme *VIGO; LUBIANCA; CORLETA (2011) ou **SITRUK-WARE; NATH, 2011). Estruturas
quimicas desenhadas com auxilio do site Pubchem (https:/pubchem.ncbi.nim.nih.gov/). Vide

texto para descrigoes.

Tabela 1: Principais progestinas sintéticas presentes nas diferentes formulagées farmacéuticas
de COC.

2.2 Indicacoes, Beneficios e Efeitos Adversos do Uso de COC

A utilizagéo de COC tem livre indicacdo para mulheres abaixo dos 40 anos e com
mais de 6 semanas poés-parto. Porém nos demais casos, como em mulheres que sejam
tagistas, tenham dislipidemias e riscos de desenvolverem desordens venosas, a avaliagcéo
médica sera mais criteriosa na averiguagao de se existe combinacdo hormonal que possa
ser adotada. Os COCs podem ser alternativas ao tratamento da dismenorreia, acne,
sintomas da tensdo pré-menstrual, endometriose, adenomiose e sindrome dos ovarios
policisticos (FEBRASGO, 2015). Mas, ao longo dos anos, a utilizagao prolongada de COC,
dependendo da sua composicao, foi relacionada ao maior risco para desenvolvimento
de alguns tipos de céncer, de hipertensao arterial, de tromboembolismo e de prejuizos
no metabolismo intermediario (BRITO; NOBRE; VIEIRA, 2011; DE LEO et al., 2016;
GODSLAND et al., 1992; JANDRAIN et al., 1990; SCHEEN et al., 1993).

O primeiro COC langcado no mercado era constituido por 150 pyg de mestranol e
10 pg noretinodrel, e foi associado a efeitos adversos, como sangramentos irregulares,
nauseas, enxaqueca, ganho de peso e episoddios de tromboembolismo venoso (DE
LEO et al., 2016). Na tentativa de evitar tais eventos, as progestinas e a concentragao
do estrogénio sintético foram modificados. Porém, ainda houveram relatos que a
associacdo do EE com a noretindrona causava nausea, tontura, sangramento irregular,
cistos ovarianos, e dependendo da concentragdo, maior risco de cancer de mama (VIGO;
LUBIANCA; CORLETA, 2011). A associacao EE e levornorgestrel foi relacionada ao risco
de acne, hirsutismo, ganho de peso e alteragdes no metabolismo de carboidratos e lipideos
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(DRAGOMAN, 2014). As progestinas de 32 geracao derivadas do gestodeno, apesar de
terem menor potencial androgénico foram relacionadas ao risco de tromboembolismo
venoso quando associadas ao EE (FARRIS et al., 2017).

A associacdo EE com DRSP, progestina com acgdo antiandrogénica e
antimineralocorticoide, teve o objetivo de atenuar a retencao hidrica que eleva o peso
corporal e pode ser fator para a descontinuacdo do uso dos COCs. Este COC tem
demonstrado eficacia contra a dismenorreia, sintomas da tensdo pré-menstrual, melhoria
da acne e oleosidade cutanea. Contudo, pesquisas populacionais associaram o uso do
COC de EE e DRSP com trombose venosa profunda e tromboembolismo (DE LEO et al.,
2016).

Com relacdo ao metabolismo intermediario ha estudos que demonstraram que
dependendo da concentracdo dos esteroides sintéticos, bem como a razdo estrogénio/
progestina das diferentes formula¢des de COCs, as usuarias podem apresentar mudancgas
na secre¢ao, acao e/ou depuracéo da insulina (BECK et al., 1975; GODSLAND et al., 1992;
JANDRAIN et al., 1990; SCHEEN et al., 1993). Porém os mecanismos pelos quais algumas
formulagbes de COCs poderiam desencadear modificagdes na fisiologia do horménio
insulina ndo estdo esclarecidos. E possivel que a mudanca do padréo ciclico fisiologico
dos esteroides gonadais enddgenos, para a manutengé@o da concentracdo constante dos
estrogénios e progestinas sintéticos, que ocorre em alguns tipos de regime de administragéo,
possa promover modificagdes em todas as etapas envolvidas na biologia da insulina, visto
que isoladamente os estrogénios e a P4 podem deflagar diferentes agdes sobre a célula
B pancreatica e os tecidos-alvo da insulina. Nas préximas se¢des consideraremos estes
aspectos e o estado da arte com relagédo aos efeitos dos COCs sobre a secregdo, agéo e
0 metabolismo da insulina.

31 BIOLOGIA DA INSULINA

3.1 Secrecao de Insulina e as Acdes dos Esteroides Sexuais Femininos
Sobre a Funcao da Célula - B Pancreatica

Ainsulina é o unico hormdnio que regula, ou seja, reduz a concentragéo plasmatica
de glicose e outros nutrientes. Além disso, a insulina é essencial para a manutencao da
multiplicacéo, crescimento, diferenciag@o e sobrevivéncia celular. O gene da insulina esta
localizado no cromossomo 11 e é expresso nas células B das ilhotas pancreaticas. O RNAm
transcrito direciona a tradugdo da pré-insulina que apds modificagcdo poés-traducional,
origina o peptideo-C e a insulina ativa, a qual & composta por 2 cadeias polipeptidicas, a
cadeia A e a cadeia B que estéo ligadas por pontes dissulfeto (TOKARZ; MACDONALD;
KLIP, 2018).

A insulina é secretada pelas células B em resposta ao aumento da concentragédo
plasmatica de nutrientes, em especial da glicose. A glicose no liquido extracelular &
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transportada para a célula B através do transportador de glicose (GLUT)-2 e GLUT-1 (Fig.:
2). No citoplasma a glicose é fosforilada pela glicoquinase (GCK) e segue a via glicolitica e
fosforilagdo oxidativa o que aumenta a razéo ATP (adenosina trifostato)/adenosina difosfato

intracelular. O ATP inativa os canais de K* sensiveis ao ATP (K,..) o que reduz o efluxo de

ATP)
K* que despolariza a membrana plasmatica. A ativacdo subsequente dos canais de Ca?*
sensiveis a voltagem, permite o influxo de Ca?* que libera o processo de exocitose dos
granulos que contém insulina (Fig.: 2; CAMPBELL; NEWGARD, 2021).

Os estrogénios e a P4 podem tanto estimular quanto inibir a secre¢éo de insulina
(Fig.: 2). O E2 em concentracdes fisiologicas via ativacao do ER-b e do receptor para

o peptideo natriurético atrial causa o fechamento dos canais de K, ., despolarizacdo da

ATP?
membrana e consequente influxo de Ca?* para a célula b (Fig.: 2; NADAL et al., 1998;
SORIANO et al., 2009). O E2 via interacdo com o GPER aumenta a expresséo génica e
proteica do GLUT-2 e GCK (BIAN et al., 2019). A ativacao do GPER também aumenta o
influxo de Ca?* para o citoplasma das células B e ativa vias envolvidas na multiplicagédo e
sobrevivéncia celular (SHARMA; PROSSNITZ, 2011). O E2 ao interagir com o ER-a das
células B aumenta a expressao de fatores de transcricdo envolvidos na proliferacao celular
(YUCHI et al., 2015) e sintese da insulina (ALONSO-MAGDALENA et al., 2008).

Apesar de ser descrita a presenca dos receptores para P4 nas ilhotas pancreéticas
(DOGLIONI et al., 1990; ZHANG et al., 2014), as acdes da P4 sobre a fisiologia da célula
B ainda sdo contraditorias. Reducdo (STRAUB et al., 2001) ou nenhuma modificacao
(COSTRINI; KALKHOFF, 1971) na liberagéo da insulina, foram relatadas em ilhotas de
roedores incubadas com P4. Mas, a administracao de P4 por 3 semanas a ratas aumentou
a secrecao de insulina em resposta a glicose (ASHBY; SHIRLING; BAIRD, 1978, 1981;
COSTRINI; KALKHOFF, 1971) e a agentes que potencializam a secre¢cdao (ASHBY;
SHIRLING; BAIRD, 1978). Posteriormente, foi demonstrado na linhagem de células B MIN-
6 que a interacdo do PGRMC1 com o receptor para o peptideo semelhante ao glucagon
1 (GLP-1), é essencial para que esta incretina potencialize a secregdo de insulina em
resposta a glicose (Fig.: 2; ZHANG et al., 2014). Porém, ha dados que indicam possivel
acao da P4 na disfuncéo e morte das células B, visto que a utilizagéo de antagonistas para
os PRs, ou a delecéo destes receptores, protegeu linhagem de células b e roedores de
prejuizos na secrecao de insulina (PICARD et al., 2002; ZHOU et al., 2013).
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Figura 2: Representacao dos principais componentes da célula  envolvidos na liberacao
de insulina em resposta ao aumento da glicose no liquido extracelular. A glicose é
transportada através do GLUT-2 e GLUT-1 para o citoplasma da célula 3. A GCK fosforila o
acucar que segue metabolismo completo gerando aumento na concentracao de ATP. Este
inibe os canais de K., 0 que reduz o efluxo de K*, despolarizagdo da membrana e ativagéo
dos canais de Ca2+ sensiveis a voltagem. O aumento de Ca** intracelular estimula a exocitose
das vesiculas que contém insulina. A elaboracéo da figura foi realizada com algumas imagens
disponiveis no site Smart Servier Medical Art (https://smart.servier.com). Vide texto para
descrigdo das agbes do E2 e P4 sobre a célula secregdo de insulina.

3.1.1 Acgbes dos COCs sobre a Fisiologia da Célula 3 Pancreatica

As acoes isoladas do E2 e da P4 sobre a célula B inferem a possibilidade de que
a utilizacdo das diferentes formulagbes de COCs poderia modificar o funcionamento do
pancreas endocrino. Mulheres que utilizaram o COC composto por mestranol e noretindrona
apresentaram redugéo da secre¢ao de insulina estimulada por arginina (BECK et al., 1975).
Porém, mulheres que utilizaram o COC composto por EE e desogestrel ou EE e acetato
de ciproterona apresentaram aumento da concentracéo circulante de peptideo-C sem
mudancas na insulinemia (JANDRAIN et al., 1990). Como o peptideo-C é secretado pela
célula b em quantidade equimolar a da insulina, e ndo sofre remoc¢éao hepatica significativa
(CAMPBELL; NEWGARD, 2021; DUCKWORTH; HAMEL, 2011; TOKARZ; MACDONALD;
KLIP, 2018), este peptideo € um dos melhores indicadores para avaliar a secre¢do de
insulina. Em acordo, GODSLAND et al. (1992) observaram aumento na secregcdo de
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insulina em resposta a glicose em mulheres que utilizaram COCs compostos por EE e
levonorgestrel ou EE e desogestrel. Recentemente, foi observado que a administracéo do
COC composto por EE e DRSP a camundongos fémeas por 35 dias aumentou a insulinemia.
As ilhotas pancreéticas isoladas destas fémeas exibiram maior secre¢éo de insulina em
concentracdes basais e estimulatorias de glicose. Em experimento com células b da
linhagem INS-E com EE ou DRSP foi demonstrado que estes esteroides sintéticos, isolados
ou combinados, aumentam a secreg¢ao de insulina, indicando que a acgéo insulinotrépica
mantida pela concentragéo circulante constante do COC de EE e DRSP pode mudar a
sensibilidade das células b a glicose e causar hiperinsulinemia (OLIVEIRA et al., 2019).
Portanto, a manutencao da concentrag@o constante de estrogénios e progestinas podem
ter acdes importantes sobre a fisiologia do pancreas enddcrino. Contudo, os estudos
clinicos ndo abordam quais processos celulares sdao modificados na célula b e se tais
modificagdes poderiam aumentar o risco para sua disfun¢éo, condi¢cao que pode contribuir
para o desenvolvimento da intolerancia a glicose e diabetes (ERION; CORKEY, 2018).

3.2 Acao da Insulina e as Acoes dos Esteroides Sexuais Femininos sobre a
Sinalizagao da Insulina

Nos tecidos-alvo a insulina interage com o receptor de insulina (IR). Este receptor
de membrana é constituido por 2 subunidades a (IR-a) totalmente extracelulares, e 2
subunidades b (IR-B) que séo proteinas integrais de membrana. A interacdo da insulina
com o IR-a libera a atividade tirosina quinase do IR-$3, o que resulta em sua autofosforilacao
(GUTMANN et al., 2018). Subsequentemente o IR-[3 fosforila e ancora proteinas citosolicas,
sendo uma delas os substratos do receptor de insulina (IRS). Os IRSs ativos formam sitios
de ancoragem para a ativacao de proteinas como a fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) que
fosforila o fosfatidilinositol bifosfato da membrana e produz fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato
(PIP3). Este fosfoinositideo recruta para a membrana e ativa a proteina quinase dependente
de PIP3 (PDK1), que por sua vez, fosforila o residuo treonina (Thr) 308 da proteina quinase
B/Akt. Para a maxima atividade da Akt, também ocorre a fosforilagdo do residuo serina
(Ser473) pelo componente 2 da proteina alvo da rapamicina em mamiferos (MTORC2;
MANNING; TOKER, 2017).

A Akt é uma serina-treonina quinase que deflagra processos importantes para
a regulacdo da homeostase nutricional, como: a estimulagédo da glicélise; a inibicdo da
producéo hepética de glicose por estimular a sintese de glicogénio e inibir a glicogendlise
e a gliconeogénese; o aumento do transporte de glicose no musculo e tecido adiposo
pela translocacdo do GLUT-4 para a membrana; o aumento da sintese de proteinas; a
estimulagéo da lipogénese e a inibicao da lipdlise; e no sistema nervoso central, a indugcéao
da saciedade e ativagdo de eferéncias neurais que regulam o metabolismo da glicose
nos tecidos periféricos. Além disso, a Akt ativa processos de sobrevivéncia, crescimento
e multiplicagédo celular em todos os tecidos (MANNING; TOKER, 2017; PETERSEN;
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SHULMAN, 2018; PLUM; BELGARDT; BRUNING, 2006).

Os estudos indicam agbes importantes dos estrogénios sobre a sinalizacdo da
insulina. Camundongos com delegcdo do ER-a e ER-b apresentaram hiperglicemia de
jejum, maior producao hepatica de glicose e redugao do transporte de glicose no musculo
(BRYZGALOVA et al., 2006). Foi demonstrado que o ER-a interage com a subunidade
regulatéria de 85 kDa (p85) da PI3K resultando na ativacao da via PI3K/Akt (SIMONCINI
et al., 2000), o que fosforila e inativa o fator de transcricdo Forkhead box protein OT1,
contribuindo para a inibicdo da producéo hepatica de glicose (YAN et al., 2019). A ativacéo
do ER-b no tecido adiposo reduz a atividade transcricional do fator adipogénico: receptor
ativado por proliferadores de peroxissoma g (FORYST-LUDWIG et al., 2008). O E2 interage
com o ER-a no nucleo ventromedial do hipotdlamo para manter o gasto energético normal
(MUSATOQV et al., 2007). Por outro lado, dependendo da concentragdo o E2 pode interagir
com a insulina e com o IR e reduzir a interacdo hormdnio-receptor, o que poderia contribuir
para a resisténcia a insulina (ROOT-BERNSTEIN; PODUFALY; DILLON, 2014).

A contribuicdo da P4 sobre a ac&o da insulina e homeostase nutricional ainda
séo pouco exploradas. HAMPTON et al. (2018) demonstraram que o PGRMC1 interage
com o IR aumentando sua translocagdo para a membrana plasmatica, porém reduz
a interacdo insulina com o IR (Fig.: 3). Além disso, em células tumorais o PGRMCA1
aumenta a translocagdo do GLUT-4 e GLUT-1 (HAMPTON et al., 2018). Em hepatécitos
a P4 via interagdo com PGRMC1 aumenta a producéo hepatica de glicose por estimular
a gliconeogénese (LEE et al., 2020). Em adipécitos foi demonstrado que a P4 reduz a
ativacéo da via IR/PI3K/Akt e a translocac¢do do GLUT-4 (WADA et al., 2010).
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Figura 3: Representacao da interacao da insulina com o IR, ativacao da via de
sinalizacao IR/PI3K/Akt e seus principais efeitos nofigado,musculo,tecido adiposo e
sistema nervoso central. Algumas agdes do E2 e P4 sobre a via IR/PI3K/Akt.Aelaboracdo
dafigura foi realizada comalgumas imagens disponiveis no site Smart Servier Medical Art
(https://smart.servier.com). Vide texto para abrevia¢dese descricdes.

3.2.1 Acbes dos COCs Sobre a Sinalizagdo da Insulina

As diversas agbes que os estrogénios e a P4 isolados exercem sobre a sinalizagédo
da insulina, remetem ao questionamento se a utilizagdo dos COCs poderia modificar as
acOes da insulina e desencadear alteragbes na homeostase da glicose nas usuarias.
Estudos clinicos observaram que usuarias de COCs compostos por EE levonorgestrel,
EE e desogestrel ou EE e norentindrona apresentaram intolerancia a glicose e resisténcia
a insulina (GODSLAND et al., 1992). Em ensaios pré-clinicos utilizando camundongos
fémeas tratadas com EE e DRSP por 35 dias nao foram observadas modificacbes na
tolerancia a glicose ou sensibilidade a insulina, porém, o COC reduziu a expressao proteica
do IR no figado (OLIVEIRA et al., 2019). Assim, sao necessarias mais investigacdes que
demonstrem a expressao das proteinas envolvidas na sinaliza¢do da insulina nos tecidos-
alvo do horménio, para que possa ser comprovado se as diferentes formulacdes de COC,
poderiam resultar em modificagcbes moleculares que aumentam o risco a resisténcia a

insulina, intolerancia a glicose e diabetes.
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3.3 Clearance da Insulina e a Contribuicao dos Esteroides Sexuais
Femininos e dos COCs para o metabolismo da insulina

A insulina é um horménio hidrofilico que circula livre no plasma e tem meia-vida
estimadaemtorno de 4 a6 minutos. Apds ainsulinainteragircomo IR e deflagrar a sinalizagéo
intracelular, o horménio é dissociado do IR e pode ser hidrolisado (DUCKWORTH; HAMEL,
2011). O metabolismo da insulina é essencial para a homeostase da glicose e alteragbes
no seu clearance contribuem para a intolerancia a glicose e diabetes (LEE et al., 2013;
MARINI et al., 2013). A insulina liberada pelas ilhotas pancreaticas segue via circulagdo
porta ao figado, e nesta primeira passagem o 6rgao extrai e hidrolisa 50% da insulina. O
restante atinge a circulagéo sistémica, sendo 50% desta insulina depurada pelos rins, e o
restante & metabolizada principalmente pelo midsculo em menor quantidade pelo tecido
adiposo e outros tecidos. Além disso, na segunda passagem pelo figado, o 6rgdo pode
remover até 30% da insulina circulante (Fig.: 4; DUCKWORTH; HAMEL, 2011; MEIER;
VELDHUIS; BUTLER, 2005).

O metabolismo da insulina pode iniciar-se com a hidrélise da insulina ligada ao IR
pela enzima degradadora de insulina (IDE) localizada na face extracelular da membrana
plasmatica. Mas, como a IDE também ¢é citoplasmatica, o processo geralmente ocorre
intracelularmente. Assim, o complexo insulina-IR é endocitado e nos endossomos a IDE
hidrolisa ao meio as cadeias A e B do hormoénio, de forma a liberar duas metades N- e
C-terminais inativas que ainda contém as pontes dissulfeto intercadeia (MANOLOPOULOU
et al., 2009). A acidificacao progressiva dos endossomos desencadeia a dissociacdo das
moléculas remanescentes de insulina que ainda estdo ligadas ao IR. Neste processo, o
IR pode ser reciclado para a membrana plasmatica ou juntamente com os fragmentos
e/ou moléculas de insulina intactas, prosseguir para a hidrélise nos lisossomos (Fig.: 4;
DUCKWORTH; HAMEL, 2011).

Estudos sobre as acbes dos esteroides sexuais femininos no metabolismo da
insulina sdo escassos. O E2 parece ser importante para manter a expresséao da IDE no
figado, visto que em camundongos fémeas ovariectomizadas foi observado que a reducéo
do E2 circulante aumenta a expresséo da IDE no figado e o clearance da insulina (Fig.: 4;
SANTOS et al., 2016). Contudo ha indicios de que a administragdo de E2 e/ou P4 aumentam
a expressédo da IDE no Utero e neur6nios, efeito que estaria relacionado a regulagdo de
processos de crescimento e sobrevivéncia celular, mas ndo ao metabolismo da insulina,
visto que a IDE hidrolisa outras proteinas (JAYARAMAN et al., 2012; UDRISAR et al., 2005;
ZHAO et al., 2011).
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Figado
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Figura 4: Representacao dos principais 6rgaos envolvidos na remocao e clearance da
insulina, e dos processos que promovem a hidrélise intracelular do horménio. Efeito
do E2 sobre a expresséo proteica da IDE. A elaboragéo da figura foi realizada com algumas
imagens disponiveis no site Smart Servier Medical Art (https://smart.servier.com). Vide texto
para abreviaturas e descricao.

Dados da literatura sobre as a¢des dos COCs sobre o clearance da insulina também
séo contraditérios. Foi relatado tanto reducéo quanto aumento na depuracao de insulina em
usuarias do COC contendo EE e desogestrel (GODSLAND et al., 1992; JANDRAIN et al.,
1990). Mulheres que utilizaram por um ano o COC composto por EE e acetato de ciproterona
tiveram aumento do clearance da insulina (SCHEEN et al., 1993). Em camundongos
fémeas que receberam o COC contendo EE e DRSP por 35 dias foi observado redugéo do
clearance da insulina, o que contribui para a hiperinsulinemia induzida pela administracéo
deste COC nos roedores (OLIVEIRA et al., 2019).

41 CONSIDERAGOES FINAIS

Os esteroides sexuais femininos sdo importantes para a normal secrecao, acéo e
depuracao da insulina. Apesar dos estudos clinicos com usuarias de COCs demonstrarem
que algumas formulag¢des promovem alteracdes moderadas sobre aspectos da biologia da
insulina, estas evidencias alertam que a utilizagdo prolongada dos COCs pode aumentar o
risco para prejuizos na homeostase da glicose nas usuérias. Como estudos com mulheres
que utilizam os diferentes COCs a longo prazo sado dificeis de serem conduzidos, a
descricdo dos mecanismos pelos quais os COCs podem modificar o funcionamento do

A Estruturacdo e Reconhecimento das Ciéncias Biologicas na Contemporaneidade 2 Capitulo 12 m



pancreas enddcrino e dos tecidos-alvo da insulina, poderiam ter avancos cientificos se
mais estudos pré-clinicos com modelos experimentais fossem realizados, possibilitando

posterior abordagem pontual nos ensaios clinicos.
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RESUMO: O Codex Alimentarius acompanha
a cadeia de alimentos desde a producgédo
primaria até o consumidor final, destacando
os controles de higiene fundamentais em cada
etapa. A Salmonelose Aviaria, disseminada
mundialmente, € uma das principais zoonoses de
importancia em saude publica. O armazenamento
dos alimentos na temperatura correta é de
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extrema importancia para que a conservagao
seja feita de modo adequado, sendo também
essencial para que seja preservada a vida util
dos produtos alimenticios e para a prevengéao
das Doencgas Transmitidas por Alimentos, em
especial, a Salmonelose. O presente trabalho
teve como objetivo avaliar a temperatura e as
condigbes higiénico-sanitarias nas ilhas de
refrigeracdo de quatro supermercados de um
municipio do interior do Estado de Goiés. Trata-
se de um estudo de campo que utilizou para a
coleta de dados o registro das temperaturas
nas ilhas de refrigeracdo, onde ficam expostos
frangos resfriados para comercializagdo. Os
resultados indicaram que trés supermercados
apresentaram condi¢des térmicas e sanitarias
de armazenamento dentro dos padrdes exigidos
pela legislacdo e, somente, um supermercado
apresentou condicbes de armazenamento
térmico inadequadas. O supermercado “A” se
mostrou com melhores condi¢cdes térmicas
de armazenamento para manter o alimento
refrigerado, no entanto, as condi¢des de higiene
e sanitarias no local de exposi¢do dos produtos
estavam inadequadas. Concluiu-se que a saude
dos consumidores pode estar exposta a sérios
riscos devido as inadequacdes de temperaturas
e das condigbes higiénico-sanitarias no
armazenamento desses produtos pereciveis,
fazendo-se necesséario uma fiscalizacdo eficaz
pelos 6rgdos de Vigilancia em Saude, para que
seja assegurado ao consumidor um alimento de
qualidade sanitéria.

PALAVRAS - CHAVE: Salmonellaspp. Vigilancia.
DTA’s. Salude publica.



ABSTRACT: Codex Alimentarius accompanies the food chain from primary production
to the final consumer, highlighting the fundamental hygiene controls at each stage. Avian
Salmonellosis, disseminated worldwide, is one of the main zoonoses of importance in public
health. Storing food at the correct temperature is of utmost importance so that preservation is
carried out in an appropriate manner, and essential to preserve the shelf life of food products
and to prevent Foodborne Diseases, in particular, Salmonellosis. The present work aimed to
evaluate the temperature and the hygienic-sanitary conditions in the refrigeration islands of
four supermarkets in a city in the interior of the State of Goias. This is a field study that used
data collection to record the temperatures in the refrigeration islands, where chilled chickens
are exposed for sale. The results indicated that three supermarkets had thermal and sanitary
conditions of storage within the standards required by legislation and only one supermarket
had inadequate thermal storage conditions. Supermarket “A” showed better thermal storage
conditions to keep the food refrigerated, however, the hygiene and sanitary conditions at the
product exhibition site were inadequate. It was concluded that the health of consumers might
be exposed to serious risks due to inadequate temperature and hygienic-sanitary conditions
in the storage of these perishable products, making effective inspection necessary by the
Health Surveillance bodies, so that it is ensured consumer of health-quality food.
KEYWORDS: Salmonella spp. Surveillance. DTA’s. Public health.

INTRODUCAO

A Organizag¢édo Pan-Americana de Saude (OPAS) destaca que é direito das pessoas
terem a expectativa de que os alimentos que consomem sejam seguros e adequados para
o consumo. Nesse sentido, os principios gerais do Codex Alimentarius (do latim Lei ou
Cadigo dos Alimentos) estabelecem uma base sélida para garantir a higiene dos alimentos
e, quando apropriado, devem ser usados em conjunto com os codigos de praticas de
higiene especificos e com as diretrizes sobre critérios microbiolégicos. Esse documento
acompanha a cadeia de alimentos desde a producdo primaria até o consumidor final,
destacando os controles sanitarios fundamentais em cada etapa (OPAS, 2006).

Quando a temperatura, a umidade e outros controles ambientais de acondionamento
ndo se encontram regulados, os alimentos, como as carnes, ficam particularmente
vulneraveis a sobrevivéncia e ao crescimento de agentes patogénicos e microrganismos
responsaveis pela deterioracdo (SILVA et al., 2020). Desse modo, as doengas e os danos
provocados por alimentos deteriorados s&o, na melhor das hipéteses, desagradaveis, e, na
pior das hipbteses, fatais (OPAS, 2006).

A Salmonella spp. possui grande importancia em saude publica, pois é reconhecida
como a bactéria de maior potencial zoonético relacionada as Doengas Transmitidas por
Alimentos (DTA’s) e de maior prevaléncia nos casos de intoxica¢ao alimentar por produtos
de origem avicola, especialmente os carneos. Por esse motivo, devido ao aumento de
consumo e da produgao de carne aviaria, houve a criagdo de alguns programas sanitarios
como, por exemplo, o Programa de Redug&o de Patégenos (GOUVEAet al., 2012; TESSARI
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et al., 2008).

De acordo Maldonado (2008), alguns produtos de origem animal como carnes,
leite e ovos estdo envolvidos em DTA’s, especialmente, por apresentarem caracteristicas
epidemioldgicas favoraveis a veiculagdo de Salmonella spp. A Salmonelose Aviaria € a DTA
de maior preocupag¢@o em saude publica, pois tem sido responsavel por custos elevados
para o controle, prevencao e tratamento, atingindo tanto paises desenvolvidos como paises
em desenvolvimento.

Shinoharaetal. (2008) afirmam que, no homem, ainfec¢éo por Salmonellaspp. ocorre
geralmente pelo consumo de carne de frango e ovos, e que a manifestacdo mais comum
€ um quadro patoldgico gastrintestinal e infeccioso com sintomas de dores abdominais,
diarreia, febre baixa e vomito. Geralmente, nos casos ndo complicados, a melhora do
quadro ocorre em dois a trés dias, ndo necessitando de hospitalizacdo e tratamento
com antibiéticos. No entanto, a doenga provoca afastamento laboral e pode ser letal em
criancas, idosos ou imunocomprometidos, devido a menor resisténcia desses as infeccgoes.
Além disso, a Salmonelose veiculada por alimentos de origem aviaria esta fortemente
relacionada a transmissdo de genes de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos.

Segundo Souza et al. (2014), o setor supermercadista caracteriza-se pela mediacao
entre a industria e o consumidor, sendo o elo na cadeia de comercializagdo de produtos
alimenticios. Dessa forma, é responsavel pela manutencdo da qualidade dos produtos
oferecidos ao consumidor, através do controle e da promocao das condi¢des satisfatérias
de temperatura, limpeza, rotatividade dos estoques e ventilagdo, para garantir a conquista
e manutencao de bons padrdes de higiene (MACEDO et al., 2000). O armazenamento dos
alimentos na temperatura correta, especialmente dos de origem animal, &€ de fundamental
importancia para que a conservacao seja feita adequadamente, sendo essencial para
evitar as DTA’s no homem, além de contribuir para a preservagéo da vida util dos produtos
alimenticios (LISTON, 2008).

Dentro do sistema de producgdo avicola, as aves e seus subprodutos podem ter
varias fontes de infeccdo por Salmonella spp., como as aves de reposi¢éo, incubatérios,
ambiente de criagdo, abatedouro, pessoas, passaros, falhas na biosseguridade, manejo,
instalacOes e racao, entre outros. A contaminagéo pode ocorrer desde a granja, transporte,
abate e se estender até o processo de industrializagdo, sendo que a maioria dos estudos
aponta que as aves ja vém infectadas da prépria unidade de producdo (CARDOSO e
TESSARI, 2008).

Dentro da cadeia epidemiol6gica da Salmonelose Humana, uma irregularidade na
temperatura de armazenamento de carcacas de frangos em supermercados é passivel
de favorecer a proliferacdo da Salmonella spp. em carcagas previamente infectadas nas
granjas ou nos abatedouros, provocando um aumento da carga Salmonella spp. e outras
bactérias ubiquitarias capaz de desencadear um processo patologico. Segundo Pollonio
(1999), o armazenamento em temperaturas incorretas pode aumentar a susceptibilidade
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a DTA’s devido a proliferagdo de bactérias, além de provocar descoloracédo interna do
produto, depressdes na superficie e morte de tecidos, falta de sabor e aroma, além de
manchas na carne.

Nesse contexto, verificou-se a necessidade de buscar informacdes sobre a
temperatura de armazenamento de carcacas de frangos disponiveis para 0 consumo em
supermercados, como das condi¢des higiénico-sanitarias das ilhas de refrigeracdo onde
ficam expostas. O objetivo desse trabalho foi avaliar a temperatura de armazenamento
e as condi¢des higiénico-sanitarias das ilhas de refrigeracdo de quatro supermercados
de um municipio do interior do Estado de Goias e comparar com as determinacdes da
legislacdo em vigéncia. A justificativa desse estudo se faz pela importéncia de se regular
a temperatura de comercializacéo de carnes de frango em supermercados, que podera
estar fora do padrdo de armazenamento determinado pela legislacdo em vigor e, assim,
favorecer a proliferacdo de Salmonella spp. em carcacgas previamente contaminadas pela
bactéria na fase de producédo ou de abate. De acordo com o Codex Alimentarius, ha a
necessidade e preocupacdo da sociedade em se obter uma alimentacdo segura.

METODOLOGIA

Foi realizado um estudo exploratério-descritivo, através de uma pesquisa de campo,
em quatro supermercados, identificados como supermercados A, B, C e D. Cada unidade
varejista era pertencente a redes diferentes supermercadista de uma cidade do interior do
Estado de Goias. No periodo entre 17 a 23 de maio de 2016, foi realizada uma visita diaria
em cada supermercado, nos horarios entre doze e quatorze horas, perfazendo um total de
sete afericbes no periodo de observacao.

Durante as visitas, foram realizadas a leitura da temperatura registrada no termostato
fixo na ilha de resfriamento, com o registro da temperatura de armazenamento preconizada
pelo fabricante e contida nas embalagens dos produtos, bem como uma inspecao das
condi¢des higiénico-sanitarias das ilhas de resfriamento, mediante as normas de boas
praticas higiénicas.

Ao final do periodo de observacgéo, fez-se a comparagéo dos resultados com os
critérios estabelecidos pela legislagao vigente, contidos na Instrucao Normativa da Diretoria
de Vigilancia Sanitaria — DIVISA/SVS — N° 4 de 15 de dezembro de 2014, que regulamenta
que as carnes de frango refrigeradas devem ser armazenadas ilhas de refrigeracdo com
temperatura entre 0 °C e 7 °C, e com boas condi¢des higiénicas (BRASIL, 2014) e, ainda,
fez-se a comparagdo com a temperatura inscrita na embalagem, recomendada pelo
frigorifico produtor.
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RESULTADOS

Os resultados apontaram que todos 0s supermercados apresentaram irregularidades
em relacdo a temperatura de armazenamento dos frangos, quando comparados com 0s
critérios definidos pela legislacdo e pelo fabricante, constatando temperaturas abaixo ou
acima dos limites permitidos, como mostrado nas tabelas 1, 2, 3 e 4.

Temperatura no Temperatura indicada na

Omdem de aferigao termostato na llha de .
’ Resfriamento (°C) Embalagem (*C)
12 -2 T
2 -1 [
3@ -1 T
42 1 T
5 1] T
6* 0 T
™ 1] T

Tabela 1- Leitura da temperatura da ilha de resfriamento e temperatura indicada pelos
fabricantes no supermercado A.

Temperatura no Temperatura indicada na

Ormdem de afericao termostato na llha de .
¢ Resfriamento (°C) Embalagem (°C)
1 10 4
2 10 4
3 10 4
4* 10 4
5 10 4
6* 10 4
™ 10 4

Tabela 2- Leitura da temperatura da ilha de resfriamento e temperatura indicada pelos
fabricantes no supermercado B.

Temperatura no Temperatura indicada na

Ordem de afericio termostato na llha de .
’ Resfriamento (°C) Embalagem (*C)
12 5T 4
e 2,4 4
3 1,9 4
e 3 4
L' -4 4
6* -1,8 4
™ -3 4

Tabela 3- Leitura da temperatura da ilha de resfriamento e temperatura indicada pelos
fabricantes no supermercado C.
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Temperatura no

Temperatura indicada na

Ordem de aferigio termostato na llhade o
Resfriamento (°C) Embalagem (C)
12 15 4
2 15 4
3 -24 4
42 15 4
5 15 4
i 18 4
e -3 4

Tabela 4- Leitura da temperatura da ilha de resfriamento e temperatura indicada pelos
fabricantes no supermercado D.

Em relagéo aos padrbes higiénico-sanitarios das ilhas de resfriamento, verificou-

se que, nos supermercados B, C e D, as condi¢cdes de embalagens estavam intactas

e sem sujidades, ou seja, seguiam as boas praticas higiénico-sanitarias no local de

armazenamento e ambiente de exposi¢do dos produtos. Somente no supermercado A, ou

seja, 25% dos estabelecimentos avaliados, a forma de armazenamento tornou o alimento

inseguro para consumo, como observado no quadro 1 e no grafico 1.

Inspegdo nas llhas de

Supemercado Resfriamento Observagao
Embalagens imersas em
sangue, presenca de insetos e
poeira, além de algumas
embalagens se apresentarem Produtos NAQ
A rompidas apropriados ao consumo
Produtos em boas codiches Produtos apropriados ao
B higiénicas CONSUMo
Produtos em boas codiches Produtos apropriados ao
C higiénicas CONSUMo
Produtos em boas codiches Produtos apropriados ao
D higiénicas CONSUMo

Quadro 1- Inspegédo das condi¢des higiénico-sanitarias nas llhas de Resfriamento dos

supermercados.

A Estruturacdo e Reconhecimento das Ciéncias Biologicas na Contemporaneidade 2 Capitulo 13




Condicdes

Higiénicas
80%
70%
60%
50%
A0%
30%
20%
10%
0%

Inadequado  Adequado

Gréfico 1- Percentual de inadequagéo e adequagéo dos produtos nas ilhas de resfriamento dos
supermercados para consumo, em relagdo as condigdes higiénico-sanitarias.

DISCUSSAO
A Instrucdo Normativa DIVISA/SVS N° 4 de 15 de dezembro de 2014 é o

regulamento técnico sobre boas praticas para estabelecimentos comerciais de alimentos e
para servicos de alimentacdo. Esse documento aborda que as carnes refrigeradas devem
ser armazenadas entre 0 °C e 7 °C ou conforme recomendagao do frigorifico produtor,
em boas condi¢des higiénicas (BRASIL, 2014). Nesta pesquisa, os resultados apontaram
que todos os supermercados apresentaram irregularidades em relagdo a temperatura de
armazenamento dos frangos, quando comparados com os critérios definidos pela legislacdo
e pelo fabricante, constatando temperaturas abaixo ou acima dos limites permitidos, como
mostrado nas tabelas 1, 2, 3 e 4.

Em particular, no supermercado B, a situagéo se faz mais critica, pois a temperatura
de armazenamento estava acima do limite maximo permitido, conforme a tabela 2, ou
seja, 3 °C acima da temperatura preconizada pela legislacdo e 6 °C acima da temperatura
preconizada pelo fabricante que é 4 °C, o que favorece a proliferacdo de bactérias
psicrofilas facultativas como é o caso da Salmonella spp. O armazenamento de alimentos
a temperaturas acima de 10 °C podem permitir o desenvolvimento de microrganismos
deteriorantes e patogénicos nos alimentos, colocando em risco a seguranga dos produtos e
sua vida util. Portanto, € importante considerar que todos os alimentos acondicionados em
temperaturas acima de 7 °C sejam inutilizados para o consumo pelo supermercado, pois
temperaturas elevadas aumentam as chances de multiplicacdo microbiana e compromete
a integridade dos alimentos. Os equipamentos de resfriamento deverdo ser utilizados de
maneira que os produtos sejas mantidos na faixa de temperatura regulamentada (LISTON,
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2008).

Os supermercados A, C e D, foi possivel constatar que as temperaturas aferidas
estavam abaixo do limite minimo (Tabelas 1, 3 e 4), que apesar de ndo estarem de acordo
com os critérios estabelecidos, ndo fornecem risco de proliferacdo de enterobactérias
causadoras de DTA’s, uma vez que as carcacas estavam sendo mantidas em temperatura
de congelamento. Segundo Tessari et al. (2008), para manter a qualidade de produtos
pereciveis, & necessario que as temperaturas dos equipamentos da rede de frio sejam
mantidas dentro da faixa regulamentada, para isso torna-se necessario o uso de
termostatos, e que os mesmos sejam aferidos e mantidos em regime de manutencéo
periédica. O termostato € uma ferramenta que facilita o trabalho de fiscalizacao e controle
da temperatura dos equipamentos.

Em relacéo aos padrbes higiénico-sanitarios das ilhas de resfriamento, verificou-
se que, nos supermercados B, C e D, as condicbes de embalagens estavam intactas e
sem sujidades, ou seja, seguiam as boas préticas higiénicas no local de armazenamento
e ambiente de exposi¢do dos produtos. Somente no supermercado A, ou seja, 25% dos
estabelecimentos avaliados, a forma de armazenamento tornou o alimento inseguro para
consumo, como mostra o quadro 1 e o grafico 1. Nesse supermercado, observou-se que
os produtos expostos estavam em contato com outros sem divisérias apropriadas, e
ainda, na presencga de sangue, insetos, umidade e poeira, além de algumas embalagens
se apresentarem rompidas. Segundo Maldonado (2008), essas condi¢bes favorecem a
proliferacdo de Salmonella spp. em produtos previamente contaminados pela bactéria na
fase de producédo ou de abate e ocasionando perdas econdmicas e riscos a saude da
populacgéao.

De acordo com as condi¢des térmicas e sanitarias encontradas, € necessario uma
vigilancia epidemiolégica e sanitaria municipal mais efetiva na fase de conservacgéo e de
condicionamento térmico destes produtos, além do controle das condi¢cbes higiénicas
praticadas pelo terceiro setor. A Organizacao Pan-Americana de Saude recomenda, sempre
que possivel, a adog¢do de um enfoque baseado no Sistema Andlise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle (HACCP), para aumentar seguranca alimentar, conforme descrito no
Sistema HACCP e nas Diretrizes para sua Aplicagcao (OPAS, 2006).

CONCLUSAO

Os resultados observados permitem concluir que a saude da populagédo do municipio
onde o estudo foi realizado pode estar em risco. As temperaturas encontradas nas ilhas de
resfriamento, acima do limite superior preconizado pela Instru¢do Normativa DIVISA/SVS
N° 4 de 15 de dezembro de 2014, permitem a proliferagdo de Salmonella spp. em carcacgas
de frangos, entre outros patégenos. As carcacas de frango podem ser previamente
contaminadas pela enterobactéria na fase de produgédo ou durante o abate, fazendo-se
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necessario uma vigilancia epidemiolédgica e sanitaria mais eficaz na fase de conservacao
e de condicionamento térmico destes produtos, além do controle das condi¢des higiénicas
praticadas pelo terceiro setor.

As precarias condicbes de higiene também podem favorecer a proliferacdo
de Salmonella spp., pois a presenga de sangue € um 6timo meio de cultura para as
enterobactérias e os insetos sdo importantes vetores mecénicos de patégenos. Além
disso, quando a temperatura, a umidade e outros controles ambientais ndo se encontram
regulados, as carnes ficam particularmente vulneraveis a sobrevivéncia e ao crescimento de

Salmonella spp. e outros microrganismos responséaveis pela deterioracdo destes produtos.
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RESUMO: Com a evolugdo do mercado de
cosmeéticos, a procura por ingredientes ativos
multifuncionais com qualidade e caracteristicas
sustentaveis, tem sido o objetivo dos
pesquisadores. Nesse sentido, os soforolipidios
se destacam como biomoléculas para aplicagcao
em produtos cosmecéuticos pelas suas
propriedades  biologicas, biodegradabilidade
e sustentabilidade. Os soforolipidios sao
glicolipidios constituido por uma soforose e
uma cadeia de acido graxo e a producgdo esta
relacionada com o microrganismo utilizado e
as condicbes de fermentacdo, que refletem
no rendimento e na variagdo estrutural dos
soforolipidios. As estruturas definem as suas
propriedades e a possivel area de aplicag¢éo. Este
capitulo descrever a producao de soforolipidios,
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EM COSMETICOS

suas propriedades e aplicacbes na éarea de
cosmetologia.

PALAVRAS - CHAVE: soforolipidios,
cosmecéuticos, antimicrobiano, antioxidante,
hidratante .

ABSTRACT: With the evolution of the cosmetics
industry, the search for high quality multifunctional
active ingredients with sustainable characteristics
has been the aim of the researchers. In this
sense, sophorolipids stand out as biomolecules
for application in cosmeceutical products due
to their biological properties, biodegradability
and sustainability. Sophorolipids are glycolipids
composed of a sophorosis and a fatty acid
chain and its production is related with the used
microorganism and the fermentation conditions,
which reflect on the yield and the structural
variation of the soforolipids. The structures
define its properties and the possible application
area. This chapter describes the production of
sophorolipids, its properties and applications in
the field of cosmetology.

KEYWORDS: sophorolipid, cosmeceutical,
antimicrobial, antioxidant, moisturizer.

11 INTRODUGAO

A Associacdo Brasileira da Industria
de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos
(ABIHPIC) tem abordado questbes ligadas a
biotecnologia e quimica verde reconhecendo
importancia de produgdes que foquem na
sustentabilidade do planeta. Dessa forma, o
direcionamento de pesquisas com produtos de
propriedades biologicas e novas substancias,



que garantam uma produc@o mais limpa e sustentavel sdo essenciais. Segundo dados
da ABIHPEC, de 2019, o mercado de produtos naturais tem ganhado espagco em todo o
territério nacional, com expectativa de faturamento de US$ 25,11 bilhdes até 2025. Os
consumidores estdo buscando os beneficios do cosmético natural, principalmente em
produtos para a pele, com previsdo de crescimento de 5% a 10% nos proximos anos.

Com a busca por novos ingredientes, os surfactantes industriais como lauril
sulfato de sédio e lauril sulfato de amdnio, amplamente utilizados como ingredientes
em cosméticos, deixam de ser interessantes. Os biossurfactantes naturais representam
menores problemas ambientais, sendo biodegradaveis, nao toxicos e atendem a demanda
ambiental, social e econdmica da sociedade atual. Sendo assim, um dos biossurfactantes,
os soforolipidios tém sido estudados e produzidos devido as caracteristicas sustentaveis
além das propriedades biolégicas, oferecendo grande potencial para a aplicagdo como
ingrediente ativo em formulagdes cosmecéuticas.

Os soforolipidios sdo compostos por um agucar (soforose) e um acido graxo de
cadeia longa, produzidos principalmente por leveduras ndo patogénicas, destacando
Starmerella bombicola com bons rendimentos. Essas moléculas apresentam como
propriedades biologicas a alta permeagdo e compatibilidade com a pele, propriedades
hidratantes, atividade antioxidante e atividade antimicrobiana.

Destacando a propriedade antimicrobiana dos soforolipidios e relacionando com
infeccoes bacterianas da pele como a acne, que € um exemplo de doenca crbnica da
pele, que acarreta em deformacdes dermatologicas e possui efeitos psicologicos aos
pacientes. A doenca é ocasionada por diversos fatores, entre eles o envolvimento da
bactéria oportunista Cutibacterium acnes, juntamente com um desequilibrio geral de outros
microrganismos da pele, os quais ativam as defesas do sistema imunol6gico do hospedeiro,
causando inflamagéo cutanea. Logo, o uso de ingredientes com atividade antimicrobiana em
formulagcbes cosmecéuticas € uma inovacao tecnolégica com vantagens para o mercado.

Considerando a busca por moléculas sustentaveis, bioativas e multifuncionais para
aplicacédo em formulacdes cosmecéuticas, esse capitulo tem como objetivo descrever a
producéo de soforolipidios, bem como as suas propriedades biolégicas e inovadoras para
aplicagcbes na industria cosmética.

2| SOFOROLIPIDIOS: CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS E BIOSSINTESE

Os soforolipidios s&o biossurfactantes microbianos, pertencentes a classe dos
glicolipidios. Estruturalmente, eles foram identificados por Asmer et al. (1988) como
glicolipidio constituido pelo dissacarideo soforose (O- (-D-glicopiranosil-2-1-3-D-
glicopiranose) unido por ligagéo B-glicosidica com o carbono terminal (w) ou sub-terminal
(w-1) de uma cadeia de acido graxo. Durante a fermentagéo, uma mistura de formas acidicas

e/ou lacténicas séao produzidas, onde a cauda de acidos graxos pode estar livre na primeira
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forma ou esterificada com o carbono da soforose na segunda variagdo apresentando uma
estrutura de anel fechado.

A levedura Starmerella bombicola se destaca como boa produtora de soforolipidios,
predominando a forma lactonica diacetilada (posicéo 6’, 6”), com cadeia de acidos graxo
monoinsaturada (C18:1) quando usado o substrato hidrofobico acido oleico (SILVEIRA et
al., 2019). Entretanto, utilizando a mesma cepa de levedura, com mudang¢a do substrato
para gordura residual de frango, foi identificado como predominante em 73,55% de
soforolipidios acidicos monoacetilados (C18:2) e 26,44% da forma lacténica diacetilada
(C18:1) (FONTOURA et al.,2020).

A alteracdo do meio de producdo leva a formacdo de diferencas estruturais da
molécula e estdo relacionadas ao padrao de acetilacdo, comprimento da cadeia, saturacgéo,
posicéo da hidroxilacao do &cido graxo e as propor¢des das formas acidicas e lacténicas.
Essas variagOes refletem também nas propriedades fisico-quimicas e biologicas, o que
direciona para a aplicagdo em areas como agricultura, alimentos, biorremediagéo,
cosmeéticos, farmacéuticas entre outras (MA et al., 2020).

A biossintese de soforolipidios comega ao final da fase exponencial e inicio da
fase estacionaria do crescimento do microrganismo, com uma fonte de carbono hidrofilica
e uma lipofilica e em condi¢des de nitrogénio limitante. Primeiramente, € necesséria a
disponibilizagcéo dos acidos graxos a partir de substratos lipofilicos, fornecidos ao meio de
producdo que podem ser metabolizados na via de B-oxidagcédo, quando ha necessidades
energéticas ou de atuar como precursor para a sintese de soforolipidios (ROELANTS et
al., 2019). A incorporagdo dos &cidos graxos aos soforolipidios pode ser direta quando
na presencga de acidos graxos de 16 a 18 carbonos, devido a especificidade da enzima
monooxigenase, enquanto que substratos de cadeia carbdnica menores sdo alongados
(através de Acetil-CoA) ou metabolizados pela B-oxidacdo (ZERHUSEN et al., 2019).

Posteriormente, ocorre aincorporagéo de duas moléculas de glicose (fonte hidrofilica)
pelas glicosiltransferases, dando origem aos soforolipidios acidicos ndo acetilados. As
variagbes estruturais como as acetilagdes ocorrem pela enzima acetiltransferase utilizando
Acetil-CoA. A formagédo de derivados lactdnicos acontece apds o transporte para o
espaco extracelular, por uma proteina transportadora e uma reacao de esterificacéo pela
lactonaesterase (ROELANTS et al., 2019).

31 PRODUGAO DE SOFOROLIPIDIOS E MICRORGANISMOS

A producéo de soforolipidios esta relacionada com a composicdo do meio de
cultura, o microrganismo utilizado e as condi¢cbes do processo fermentativo. A maioria
das pesquisas sobre producdo de soforolipidios utiliza substratos de primeira geragéo,
como glicose e 6leos vegetais, mas também tem um nimero crescente de pesquisas com
substratos residuais de segunda geracdo (DRAKONTIS e AMIN, 2020).
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Van Bogaert et al. (2011) descreveram que uma producéo eficiente ocorre utilizando
glicose como fonte hidrofilica, 6leos, alcanos e acidos graxos como fonte hidrofobica e
uma fonte de nitrogénio. Também pode ser adicionado, outras substancias como citrato
(composto tamponante) e sais minerais como Mg?*, Fe®*, Ca?*, Zn?*e Na* que auxiliam
no crescimento do microrganismo. A produgdo ocorre em tempos tardios caracteristica de
um metabdlito secundario, em temperaturas de 25°C a 30 °C e pH proximo de 3,5 sob
condicdes de oxigenagéo entre 50 e 80 mM O, L ' h ~'ideal para o funcionamento da
enzima monooxigenase.

Kurtzman et al. (2010) realizaram analise filogenética e fermentacdo com glicose,
acido oleico, extrato de levedura e sais como substratos para a producao de soforolipidios
por 26 espécies de leveduras. Baseado nas analises filogenéticas as melhores producoes
foram para Candida apicola (52,7 g.L"); S. bombicola (48,9 g.L'"); uma nova espécie
Candida sp. NRRL Y-27208 (20,1 g.L'"); Candida stella (11,9 g.L'") e C. riodocensis (8,3
g.L").

Outros microrganismos produtores de soforolipidios tem sido descritos como a
Wickerhamiella domercqiae que alcangou uma producgéo de 40,7 g.L-'em meio com glicose
e acido oleico (LIU et al., 2016); Rhodotorula bogoriensis (51,0 g.L"') em glicose e extrato
de levedura (SOLAIMAN et al., 2015a) e Rhodotorula babjevae (16,6 g.L") em glicose e
meio mineral (SEN et al., 2017). Entretanto, o microrganismo mais estudado como bom
produtor € a levedura néao patogénica, Starmerella bombicola, devido aos altos rendimentos
de produgéao e conversao eficiente de substrato em produto (Van Bogaert et al., 2011).

Além da composicao do meio e da espécie de microrganismo utilizada, o processo
fermentativo é de extrema importancia para se obter uma producéo elevada. Zhang et al.,
(2018) estudaram sistemas de batelada, batelada alimentada e com reciclagem de células
utilizando C. albicans O-13-1, obtendo producgbes elevadas de 104,7 a 484,0 g.L' de
soforolipidios e determinando a importancia de se estudar o mecanismo para a producéao
da biomolécula.

Estudos mais recentes tém buscado a otimizacdo de processos fermentativos de
producéo dos soforolipidios, visto que o aumento de escala eleva significativamente os
custos de produgéo, o que ainda é um desafio. Estratégias adotadas por pesquisadores
para a diminuicdo de custos de produg¢do sdo utilizagdo de substratos de baixo custo,
ferramentas estatisticas de otimizacbes e uso de cepas modificadas geneticamente
(QUEIROZ et al., 2019). A Tabela 1 descreve os estudos recentes com a utilizagcdo de
substratos simples e residuais utilizando S. bombicola.
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Tipo de Substratos e condicoes de Producao Referéncia
fermentacao fermentagao
Erlenmeyer Glicose, gordura de frango, extrato 39.8g.L"  Minucelli et al.,
Batelada de levedura e ureia; 2016

30°C; 150 rpm por 120 h
Erlenmeyer Glicose, oleo de peixe, extrato de 218gl’' Hoa et al,
Batelada levedura e sais; 2017

25°C; 180 rpm por 168h
Erlenmeyer Glicose, oleo de petroleo, extrato de 26 g.L" Shah et al,
Batelada levedura e ureia; 2017

30°C; 180 rpm por 120h
Biorreator Hidrolisado de palha de milho e 521g.l' Samad et al,
Batelada Alimentada residuo de dleo (graxa amarela); 2017.

25 °C, 500 rpm por 168 horas
Biorreator De Leito Melago e acido estearico; 0,211 g.g Jimenez-
Fixo 30°C, 75% de umidade por 384 h substrato Pefalver et al.,
Solido 2018.
Biorreator Glicose, residuo de oleo de girassol, 51.5g.L"’ Jadhav ef al.
Batelada exirato de levedura, ureia e sais; 2019

30°C; 550 rpm por 192h
Biorreator Glicose, comida desperdicada 1152gl' Kaur et al,
Batelada Alimentada hidrolisada e acido oleico 2019

30°C; 1600 rpm por 92 h
Biorreator Glicose, acido oleico e extrato de 69,83gl’ Silveira et al.
Batelada levedura 2019.
Alimentada 30°C, 450 rpm por 288h
Biorreator Glicose, acido oleico e extrato de 67,0gL’ Hipolito et al.,
Batelada levedura 2020.

30°C; 450 rpm por 120h
Biorreator Glicose, biodiesel, extrato de 224¢glL" Kim et
Batelada Alimentada levedura, peptona e sais al.,2020.

25°C por 144h

* valores de produgao maxima encontrado. Fonte: Proprio autor

Tabela 1. Produgéo de soforolipidios por Starmerella bombicola variando as condi¢des de
fermentacao

Entre os fatores importantes para o rendimento e producédo dos soforolipidios,
além das condigbes de fermentagdo, as etapas de purificagbes e caracterizagbes séo
necessarias para as futuras aplicagées. A separacao dos soforolipidios do meio fermentativo
tem sido feita utilizando solventes organicos (acetato de etila e hexano) e quantificacdo
por gravimetria (peso seco) ou cromatografia liquida de alta eficiéncia. A caracterizagédo
da molécula pode ser por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) ou espectroscopia de
massas, onde é possivel a identificagéo das diferentes formas estruturais dos soforolipidios
(FONTOURA et al., 2020).

41 PROPRIEDADES COSMECEUTICAS DOS SOFOROLIPIDIOS

As propriedades bioldgicas e cosmecéuticas dos soforolipidios séo de interesse dos
pesquisadores para aplicagdo industrial. Hillion et al. (1998) descreveram em uma patente
a atividade de inibicéo radicais livres, atividade de inibicdo da elastase e atividade anti-

inflamatéria dos soforolipidios em uma formulagéo cosmética.
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Outras patentes foram depositadas por Borzeix (1999) que desenvolveu o uso
de soforolipidios como agente estimulante do metabolismo de fibroblastos dérmicos e
sintese de colageno. Maingault (1999) utilizou os soforolipidios como ativo terapéutico
em formulagdes cosmecéuticas para tratamentos de pele (propriedades despigmentantes
e descamativas) e também Pellecier e André (2004) utilizou como agente regulador de
adip6citos subcutaneas.

Além das propriedades citadas, outros estudos tém se destacado para aplicagdes
dessas moléculas em produtos cosmecéuticos, como a atividade anticancer (MOHAMED
et al., 2019), antimicrobiana (SILVEIRA et al., 2018, 2019, 2020; FONTOURA et al., 2020)
e antifungica (HIPOLITO et al., 2020).

Devido as suas propriedades e caracteristicas, os soforolipidios apresentam
potencial como ingrediente ativo a ser aplicado em formula¢des cosmecéuticas, destacando
principalmente as suas propriedades de solubilidade e permeacéo na pele, antioxidante e
antimicrobiana.

4.1 Solubilidade e Permeacao na pele

A solubilidade dos soforolipidios varia de acordo com o pH do meio. Essas moléculas
se tornam insolUveis em pH inferiores a 5, aumentando a solubilidade em valores de pH
de 5,6-5,8, se tornando totalmente soluvel em pH 6,0. Entretanto, valores maiores que
7,0 — 7,5 acontece a hidrélise dos grupos acetil da estrutura do soforolipidios, tornando-os
instaveis (VAN BOGAERT et al. 2011; VARVARESOU e IAKOVOU 2015).

A permeacao de biossurfactantes através da pele esté relacionada a semelhancga
estrutural com a membrana celular. A taxa relativa de difusdo de compostos na bicamada
lipidica das células depende de afinidades dos compostos em contato, assim substancias
lipofilicas atravessam membranas mais facilmente que compostos hidrofilicos. O uso de
substancias lipofilicas em cosméticos como logdes, géis e cremes possibilita a permeacgéo
dos principios ativos da formulagéo oferecendo a agéo desejada as células, podendo ainda
aumentar a umidade da pele de acordo com a formulagéo (VECINO et al., 2017).

4.2 Atividade antioxidante

Produtos com propriedades antioxidantes podem retardar os efeitos cutaneos dos
radicais livres e desperta o interesse social e industrial. O excesso de radicais livres e o
estresse oxidativo causados por desequilibrios no organismo pode acarretar mudancas
fisiolbgicas e bioquimicas na pele humana, sendo relacionados a fatores de envelhecimento,
inativacdo de enzimas e peroxidacdes lipidicas ocasionando rugas (FRIES e FRASSON,
2010).

Hillion et al. (1998) desenvolveram formulacdes de emulsdo de fase aquosa e de
fase oleosa, contendo soforolipidios produzido em diferentes 6leos vegetais (azeite, 6leo
de améndoas doce, 6leo de noz e d6leo de coco hidrogenado) e comprovaram sua acao

A Estruturacdo e Reconhecimento das Ciéncias Biologicas na Contemporaneidade 2 Capitulo 14 m



antioxidante. Os soforolipidios produzidos apresentaram efeito antioxidante de 97% a
100% nas concentracdes de 0,028% e 2,5% (p/v) respectivamente, verificados pela técnica
de ressonancia paramagnética eletrénica. As formas acidicas apresentaram captura
de radicais livres de 98% com 0,0092% de soforolipidios (p/v). Os soforolipidios foram
eficientes também para proteger células de fibroblastos contra radicais gerados por luz
ultravioleta na concentragé@o de 0,125g/mL.

Yang et al. (2012) estudaram a atividade antioxidante de soforolipidios de S.
bombicola produzidos com 6leo de soja e acido oleico pelo método de DPPH (2,2-difenil-
1-picril-hidrazil). Os resultados mostraram uma atividade antioxidante de 15 a 60% com
concentragtes de 3,125 mg/mL até 50 mg/mL de soforolipidios. Hoa et al. (2017) realizaram
a producao de soforolipidios utilizando 6leo de peixe e avaliaram a atividade antioxidante
pelo mesmo método, tendo com porcentagem de inibicdo 10 a 80% e a concentracédo
inibitéria de 4,45 mg/mL.

4.3 Atividade antimicrobiana

Espécies microbianas que residem permanentemente na pele, estdo em equilibrio
dindmico com o tecido do hospedeiro e sdo constituidas de bactérias Gram-positivas
Propionibacterium, Staphylococcus, Micrococcus, Corynebacterium e Acinetobacter, e
principalmente Staphylococcus epidermidis (cerca de 90%). No entanto, alguns patogénicos
podem estar presentes como Staphylococcus aureus relacionado a dermatites, bem
como microrganismos transitérios Escherichia coli, S.aureus e Pseudomonas aeruginosa
(VECINO et al., 2017).

Os soforolipidios apresentam potencial antimicrobiano e tem sido estudado esta
propriedade desde o final dos anos 1980. Um dos primeiros relatos de soforolipidios
como agentes antimicrobianos foi de Lang et al. (1989) onde o0s pesquisadores
testaram soforolipidios de S. bombicola para bactérias Gram positivas: Bacillus subtilis,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus faecium e Propionibacterium acne; Gram
negativas: Pseudomonas aeruginosa e para os fungos Candida albicans e Glomerella
cingulata. As formas lactdnicas mono e diacetilada apresentaram concentragéo inibitoria
minima de 6 a 15 yg/mL para B. subtilis, S. epidermidis e S. faecium e a forma acidica inibiu
somente B. subtilis.

A atividade antimicrobiana dos soforolipidios esta relacionada com as suas porcoes
de agucares e lipidios causando mudangas ou ruptura da membrana celular, induzindo a lise
e extravasamento do conteudo citoplasmatico das bactérias alvo. Assim, os soforolipidios,
pelas suas caracteristicas anfifilicas, alteram as propriedades das membranas plasmaticas
dos patdgenos, apresentando assim caracteristicas germicida contra bactérias Gram
positivas e Gram-negativas (SILVEIRA et al., 2018).

Nos estudos de Fontoura et al. (2020) os efeitos de atividade antimicrobiana dos
soforolipidios de S. bombicola contra patbgenos humanos, demonstraram melhores efeitos
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contra bactérias Gram positiva do que Gram negativa. Os testes antimicrobianos foram
realizados pela técnica de concentragéo inibitéria mimica (MIC) e disco-difusdo em agar,
com soforolipidios produzidos por S. bombicola. Como resultado, esses soforolipidios
apresentaram MIC de 500 ug.ml" para S. aureus, S. mutans e E. faecium e de 2000 pg.ml-
para E. coli, Salmonela enterica e Proteus mirabilis.

O desequilibrio fisiol6gico entre espécies residentes na pele humana, mais
especificamente envolvendo o microrganismo Cutibacterium acnes, gera o desenvolvimento
de acne, uma doenca crdnica que causa seborreia, dor, lesbes e cicatrizes, influenciando
também em efeitos psicoldgicos e no bem-estar do paciente (XU e LI 2019; RAMASAMY
et al., 2019). De acordo com Cong et al. (2019) C. acne possui propriedades virulentas que
induzem a degradacéo do tecido hospedeiro, incluindo libera¢do de lipases, liases e outros
fatores. Os agentes anti-acne comumente usados séo os retindides, peroxido de benzoila,
acido azelaico, antibiéticos e agentes hormonais. Porém, foi observado o desenvolvimento
de cepas resistentes a antibidticos e as préprias células inflamatérias do hospedeiro,
trazendo dificuldades para os tratamentos dos pacientes.

Pesquisadores como Ashby et al. (2011) e Solaiman et al. (2015b) estudaram os
efeitos de soforolipidios em filmes biopoliméricos contra a bactéria oportunista da acne
Cutibacterium acne, e demonstraram eficicia na sua utilizacdo. As vantagens desses
estudos estéo na utilizacdo de tratamentos talvez menos caros que tratamentos hormonais
possibilitando novos produtos a serem explorados.

51 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os soforolipidios, s@o biossurfactantes microbianos com propriedades biolégicas
importantes e grande potencial como ingrediente ativo para a indUstria de cosméticos.
A sua estrutura garante atividade antimicrobiana, contra patégenos importantes da pele,
além das propriedades antioxidantes contra radicais livres e capacidade hidratante. A
compatibilidade estrutural com a pele humana permite uma alta taxa de permeabilizacéo
dos soforolipidios, proporcionando a entrada do ativo nas células e assegurando os efeitos
desejados na pele.

O desenvolvimento de novos produtos cosméticos inovadores e sustentaveis, com
ingredientes naturais, com moléculas bioativas e multifuncionais é de grande importancia
para a industria cosmética, assim os soforolipidios sdo biomoléculas com propriedades
biol6gicas de grande interesse para o desenvolvimento de novas formulagbes cosmecéuticas
além, de ser um composto inovador e sustentavel.
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RESUMO: A Toxina Botulinica (TB) do tipo A,
ou Botox, consiste em uma das substancias
fundamentais no ambito do rejuvelhecimento
facial, através de uma técnica injetavel pouco
invasiva em nivel de sua administracdo. Esse
relevante produto estético é produzido por
uma bactéria gram-positiva e anaerobica,
Clostridium botulinum, o qual atua sobre os
neurotransmissores, inibindo, assim, a atividade
de algumas fungbes no organismo. Objetiva-se,
através deste, produzir uma reviséo bibliogréafica
descritiva sobre o tema “A relevancia e os
mecanismos de agéo da toxina bolilinica como
terapéutica estética”. Com a administracdo da
TB, tratamento crescentemente eficiente nas
distonias faciais, ocorre a liberagéo da acetilcolina
(Ach) nas sinapses colinérgicas periféricas,
promovendo, deste modo, a imobilidade
muscular. Sobretudo, quanto mais forte € a forca
muscular, maior sera a dose local da toxina a ser
injetada. Sabe-se, portanto, com a introdugéo da
TB como método terapéutico na area da estética,
estima-se um eminente grau de satisfacéo
pessoal, além do baixo nivel de efeitos colaterais
por seu mecanismo de acao terapéutico.
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PALAVRAS - CHAVE: Toxina Botulinica. Estética. Efeitos colaterais.

RELEVANCE AND MECHANISMS OF ACTION OF BOTULINIC TOXIN AS
AESTHETIC THERAPEUTIC

ABSTRACT: Botulinum Toxin (TB) type A, or Botox, consists of one of the fundamental
substances within the scope of facial rejuvenation, through a non-invasive injectable technique
in terms of its administration. This relevant aesthetic product is produced by a gram-positive
and anaerobic bacterium, Clostridium botulinum, which acts on neurotransmitters, thus
inhibiting the activity of some functions in the body. The objective is, through this, to produce
a descriptive bibliographic review on the theme “The relevance and mechanisms of action
of the bolilinic toxin as aesthetic therapy”. With the administration of TB, an increasingly
efficient treatment for facial dystonias, acetylcholine (Ach) is released in peripheral cholinergic
synapses, thus promoting muscle immobility. Above all, the stronger the muscle strength, the
higher the local dose of the toxin to be injected. It is known, therefore, with the introduction
of TB as a therapeutic method in the field of aesthetics, an eminent degree of personal
satisfaction is estimated, in addition to the low level of side effects due to its therapeutic action
mechanism.

KEYWORDS: Botulinum Toxin. Aesthetics. Side effects.

11 INTRODUGAO

A toxina botulinica ou Botox (toxina botulinica tipo A), € uma metodologia do ramo
da estética utilizada como tratamento das marcas de expressao do terco superior da face
(regido da testa), indicado, também para eliminar ou diminuir os pés de galinha na regiao
peri-orbicular, rugas que se formam entre as sobrancelhas e as linhas horizontais na testa
(BELONI, 2018).

No final da década de 1960, por Alan B. Scott, oftalmologista do Instituto Smith-
Ketthewell Eye Reserch, em Sao Francisco, California, iniciou-se o estudo sobre o Botox.
Este profissional estava a procura por uma substéncia que pudesse ser inserida em
musculos hiperativos que ocasionavam a desarmonia ocular no caso do estrabismo infantil,
além de outros movimentos anormais para as distonias segmentares. (DRESSLER, 2012).

A aplicacdo da toxina botulinica na area da estética comecou na década de 90,
atingindo sua aprovagé@o para uso em rugas dindmicas no Brasil, pela ANVISA, no ano
2000, comercializada pela marca Botox®. Em 2003 houve aprovacao da marca Dysport®,
e em 2005 a marca Prosigne®. Desde esse momento, a procura e a oferta deste método s6
tem se elevado ao longo do tempo (GEMPERLI et al, 2010 e SANTOS; MATTOS e FULCO,
2015).

A TB é elaborada por meio do processo fermentativo da bactéria Clostridium
botulinum, sendo a primeira toxina microbiana utilizada para tratamento de doengas (SILVA,
2011).

Todas as caracteristicas de cada tratamento devem ser copiosamente explicadas,
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tais como vantagens, desvantagens, beneficios, prejuizos, custos, etc (PEDRON, 2015).
A decisao da opg¢do do tratamento ocorre sempre por parte do paciente, sendo indicado
o respaldo legal tanto do cliente como do proficional habilitado através do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Nesse sentido, desde a aprovacdo da TB tipo A em 2002 para usos estéticos os
produtos tornaram-se bem estabelecidos neste campo e sdo, amplamente, aprovados para
corrigir rugas em as areas da glabela e dos olhos (SCHLESSINGER et al., 2017).

No interior do ramo da estética facial, a beleza desperta o sentimento de satisfacao
que vai além da pessoal, acoplando, entretanto, varios procedimentos que proporcionam a
aparéncia perfeita em individuos de ambos os sexos que procuram tecnologias inovadoras,
bem como produtos e procedimentos que possam contribuir para a aparéncia perfeita.

Em referéncia ao anuciado acima, a pesquisa objetiva realizar uma reviséao
bibliografica descritiva do tema “A relevancia e os mecanismos de acao da Toxina Botulinica
como terapéutica estética”.

21 METODOLOGIA

Estudo constituido por meio uma revisdo bibliografica descritiva. A pesquisa dos
estudos relacionados ao tema foi realizada nas bases de dados eletrénicas SciELO, Portal
de Periddicos Capes e Google Académico. Foram selecionados trabalhos nos idiomas
portugués e inglés, publicados no periodo dos anos 2016 ao ano de 2021, que apresentaram
conteudos relacionadas aos objetivos desta pesquisa e que estavam disponiveis na integra
para leitura.

Foram utilizados para a busca dos estudos nas bases de dados as seguintes
palavras-chave ou Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS), em portugués e inglés com
multiplas combinagdes: Botulinum Toxins Type A, esthetics, microbotox, rejuvenation.

Foram exclusos do estudo os trabalhos publicados fora do periodo temporal
mencionado, os duplicados, 0os que nao apresentavam texto completo disponivel nas bases
de dados e aqueles ndo condizentes com os objetivos propostos. Um total de 253 artigos,
relacionados ao tema deste estudo, foram encontrados nas bases de dados eletrdnicas
utilizadas. Deste total, foram selecionados 36 estudos por atenderem aos critérios de
inclusé@o estabelecidos.

31 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Relato cronolégico da administracao da Toxina Botulinica

A descri¢@o a respeito da Toxina Botulinica teve inicio no ano de 1817 pelo fisico
alemao Justinius Kerner, haja vista que o mesmo relacionou os 6bitos por intoxicagcéo
causada pelo Clostridium botulinum em salsichas defumadas. Segundo este profissional,
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0 veneno dessa toxina interferia na excitagéo do Sistema Motor e Auténomo. (COLHADO;
BOEING; ORTEGA, 2009). Atualmente, a pesquisa sobre tal tratativa vem sendo cada vez
mais comprovada no que diz respeita ao seu uso na area da estética.

ApbOs essa descoberta, em 1895, Emile Van Ermengem, encontrou o patdgeno
“Clostridium botulinum”, apés um novo surto de botulismo em uma pequena aldeia belga
(SILVA, 2011 e COLHADO; BOEING; ORTEGA, 2009).

Em se tratando de harmonizacéo facial, a toxina botulinica é recomendada para
limitagcdo da formagé&o de rugas e linhas de expressdo. Sua utilizagdo em procedimentos foi
aprovada pela ANVISA em 2000 no Brasil e pela FDA (Food and Drug Administration) em
2002 nos Estados Unidos (MARCIANO et al., 2014).

Percebe-se, contudo, ao longo dos anos, a TB vem assumindo novas possibilidades
terapéuticas no ramo da beleza, favorecendo um destate de suma importéncia no que

tange ao bem estar fisico e mental das pessoas.

3.2 Mecanismo de acao

Com base no mecanismo de acado, a toxina teve o inicio de sua utilizagdo em
decorréncia do relaxamento muscular, na diminuindo a dor, contribuindo, assim, na melhora
da qualidade de vida dos pacientes portadores dessa disfungdo (AMANTEA et al., 2010).

Nesse contexto, de acordo com De Carvalho et al. (2014), a medida que o
axonio terminal inicia a trajetéria de novos contatos sinapticos, ha uma reconstituicao da
transmissdo neuromuscular e retorno gradual a fungdo muscular completa, geralmente
com efeitos colaterais minimos.

Existem 7 tipos de toxina, as quais possuem toxicidades especificas, diferentes
tempos de persisténcia nas células nervosas e diferentes potenciais, entretanto todos os
sorotipos da BT, fundamentalmente promovem a inibicdo da libera¢do de acetilcolina. (DE
CARVALHO et al., 2014).

As TB dos tipos A e B sado produzidas em laboratério para sua comercializagao.
A tipo A é a mais pesquisada, devido sua propriedade de manutenc¢ao, toxigenicidade,
facilidades na cultura e cristalizagdo em uma forma estavel, sendo diluidas em solugéo
salina, associadas a albumina humana, passa por processo de filiracéo e séo liofilizadas, e
depois liberadas para serem utilizadas

Essa protease do Botox atuante na desnervagdo quimica provisorio dos musculos
esqueléticos por bloqueio da liberagdo mediada por Ca+2 de acetilcolina das terminagbes
nervosas de neurbnios motores alfa e gama. (DE CARVALHO et al., 2017).

A TB figura-se na forma ativa por meio da clivagem de duas cadeias ativas,
uma pesada (H) de 100Kda e de uma leve (L) de 50KDa, mutuamente interligada por
uma ligagdo disssulfidica. Sendo assim, diante desse processo, ocorre a indugdo da
neurointoxicacdo nessas duas cadeias, até mesmo na introdugdo extracelular desta
ssubsstancia (SWAMINATHAN, 2011).
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Ressalta-se, que a cadeia L é varivelmente longa, entre 422 e 445 blocos de
peptideos. Esses sdao homoélogos e se acumulam no compartimento central e amino
terminal (DUARTE, 2015).

Cada neurotoxina possui zinco potencialmente ativa, com excecdo da BoNT/C
(Toxina Botulinica C). Além disso, ha também os atomos sem zinco (inativo), o qual
dependera tanto da temperatura quanto do tempo de elaborag¢édo de bactérias (DUARTE,
2015).

A atividade catalitica relativa a toxicidade da TB deve-se a cadeia L (leve) e da
ligacdo dissulfidrica dentro da célula e clive uma proteina especifica em determinadao
local. Por outro lado, na cadeia H (pessada), a conexao ocorre na membrana sinaptica
entre as proteinas existentes. Diante uma cadeia dissulfidrica quebrada, a cadeia L sera
incapaz de penetrar na membrana sinaptica do terminal axonico (COLHADO, BOEING,
ORTEGA, 2009).

Observa-se, mediante 0 mecanismo de ag¢do da TB que, enquanto a cadeia leve,
impede a liberagdo dos neurotransmissores dependentes do calcio, a partir da funcédo
proteolitica do zinco presente na cadeia, que quebra as ligagdes peptidicas da proteina
SNARE, o que impede de liberar os neurotransmissores, como acetilcolina, causando a
paralisia do musculo (POSITO, 2009).

Em decorrencia da elevada atracao pelas sinapses colinérgicas, a TB acaba gerando
um bloqueio na liberagdo de acetilcolina nos terminais nervosos, mas, ndo ocasiona
alterag@o na conducao neural, sintese e armazenamento de acetilcolina (DIAS, 2017).

Diante das literaturas contextualizadas acima, a Figura 2.3, criada por Dias (2017),
abaixo, nos mostra exatamente como ocorre a tramitagdo da Toxina Botulica na cadeia
pesada, a qual associa-se aos receptores extracelulares encontrados nos neurdnios
colinérgicos, e efetua a internalizagdo desta na parte interna das células pré-sinapticas,
auxiliando, consequentemente, na entrada da cadeia leve para o citoplasma da célula.
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Libertag§o Normal de AgSo da Toxina Botulinica
Acetilcolina

Figura 2.3- Mecanismo de agéo da Toxina Botulinica
Fonte: (DIAS, 2017, apud CORREA, 2019, p.2)

3.3 O uso da Toxina Botulinica nos tratamentos estéticos

A aplicacdo da TB consiste em um procedimento nédo cirlrgico, pouco invasivo,
estético terapéutico temporario, dose-dependente, potente e eficaz, apropriada para
o0 rejuvenescimento facial, melhora do sorriso gengival, controle da hiperhidrose,
rejuvenescimento escrotal e diminuicdo de queloides e cicatrizes hipertréficas, com um
alto indice de eficacia e contentamento pessoal, durante até 6 meses (BRATZ e MALLET,
2016).

A TB, como ja mencionado, € utilizada para tratamentos de diversos campos,
profissionalmente relatando: odontologicos, oftalmologicos e neurolégicos, porém, o que
esta em evidéncia é o seu uso em tratamentos estéticos.

Dentre as marcas de Botox disponiveis e aprovadas pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) s&o: Botox®, Xeomin®, Prosigne®, Dysport®, Botulift®. As
vias de administragé@o sdo: intramuscular/intradérmica, conforme protocolo técnico da area
a ser tratada. A duragéo do efeito ocorre de 6 semanas até 6 meses, atingindo os melhores
resultados entre 2 a 3 meses (BRATZ e MALLET, 2016).

Os musculos submetidos ao procedimento da aplicagdo da TB s&o os seguintes:
musculo frontal, corrugador do supercilio, orbicular do olho, précero, muasculo nasal,
levantador do labio superior e da asa do nariz, levantador do labio, zigomatico menor,
zigomatico maior, levantador do angulo da boca, bucinador, risério, orbicular dos labios,
depressor do angulo da boca, depressor do labio inferior e musculo Mentoniano (OLIVEIRA,
2019).

A figura 3.3 apresentada abaixo nos mostra alguns dos efeitos advindos da
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terapéutica estética com a Toxina Botulinica:

Toxina Botulinica

Melhoria do sorriso

Rejuvelhecimento facial | Uso da TB nos
tratamentos estéticos
Melhora da | Melhoria do processo
autoestima de cicatrizacao
Rejuvelhecimento Controle da Melhoria de Queloides
— hiperidrose

Figura 3.3- Efeitos da terapéutica estética com o uso da Toxina Botulinica
Fonte: (Adaptado de GOUVEIA, et al., 2020, p. 59)

Para que a aplicacdo seja bem sucedida é preciso seguir um protocolo, iniciando
com a avaliagdo adequada do paciente, levando em conta os aspectos mencionados
anteriormente Em seguida é feito um planejamento, através de uma marcacdo de onde
ocorrera a aplicagcéo, orientando o cliente a dar sorrisos forcados para melhor avaliar onde
necessita de aplicacédo (SILVA, et al., 2019).

A dosagem usada pode ser de 2U a 3U por ponto para pessoas com 3 a 5 mm de
gengiva exposta. A aplicacéo é feita com uma seringa estéril de 1 ml com residuo zero
acompanhada de uma agulha, também estéril, de 6mm/32 G lembrando que deve ser feita
a aplicagéo igualmente em ambos os lados, caso use um anestésico topico, sua aplicacdo
deve ser feita de 15 a 20 minutos antes da aplicacdo (SILVA, et al., 2019).

3.4 Tipos de indicacdes da Toxina Botulinica

Existem vérios tipos de indica¢dess para a aplicagéo da toxina botulinica, como ja

referenciado ao longo desse estudo, além de outros que constam abaixo:

- Distonia: constitui-se de uma desordem neuroldgica, causada por contracoes
do musculo sustentado que geralmente causa movimentos de torcao repetitivos
e padronizados ou até mesmo movimentos posturais anémalos. O blefarospas-
mos, distonia oromandibular, cervical e outros sdo tratados com a TB (JANCO-
VIC, 2009; COOPER; SPINDLER, 2015).

+ Apraxia da palpebra: compreende da incapacidade de realizar movimentos
complexos aprendidos na auséncia de paralisia, perda de sensibilidade ou de
perturbacdo da coordenacgéo (KAYNAK-HEKIMHAN, 2010).

. Tremores: é o funcionamento anormal do sistema nervoso, podendo ter muitas
patologias associadas. Caracterizados por uma oscilacao ritmica de uma parte
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do corpo, sendo classificado segundo a situagdo em que ocorre, a frequéncia
da oscilacao, a distribuicdo corporal e se esta associado a alguma patologia
(ABBOUD; AHMED e FERNANDEZ, 2011).

»  Hiperidrose: caracterizada por suor abundante, em que as glandulas sudoripa-
ras écrinas de algumas partes do corpo vao secretar em excesso, quando in-
tensa, pode causar odor por causa da decomposicéo de células mortas, fungos
e bactérias (PEREIRA e SINCLAIR, 2013).

- Espasticidade: decorre da excitabilidade aumentada do estiramento do muscu-
lo. O individuo apresenta hiperreflexia e outros sinais como: diminui¢éo da forca
do musculo, hipotrofia, paralisia, movimentos mais lentos, perda de controle
dos movimentos, reflexos polissinapticos, sinal de Babisnky e siscinesias; nos
casos mais graves e nao tratados pode acontecer alteracdes musculares, fibro-
se, contraturas e atrofia muscular (SOUZA e CAVALCANTI, 2016).

- Sialorréia: caracteriza-se pelo excesso da producao salivar. Essa hipersaliva-
céo é normal em bebés e criangas de até dois anos de idade, depois disso,
caso essa condicao nao se altere, deixa de ser fisiolégico e passa a ser consi-
derado um quadro patolédgico, que pode acarretar outras consequéncias, como
dermatite facial, odor fétido, além de incluir o individuo em um contexto discri-
minatorio, afetando diretamente suas relagdes interpessoais, levando-o a um
isolamento e privando-o de convivio social (CORSO et al., 2011)

+  Dor: a TB quando usada para o alivio de dores tem bastante eficacia, agindo no
enfraquecimento seletivo da musculatura, estabelecendo uma reducgéo susten-
tada da dor. A melhora efetiva na dor possibilita uma recuperagcao em longo pra-
zo de melhor qualidade, pois abre espago para o paciente praticar até mesmo
exercicios fisicos (SPOSITO, 2004; COLHADO, BOEING e ORTEGA, 2009).

+  Bexiga hiperativa: trata-se de um conjunto de sintomas de urgéncia urinaria
frequente, noctdria e incontinéncia urinaria (JAYARAJAM; RADOMSKI, 2013).

. Dissinergia do detrusor-esfincter: representa uma pressao excessiva na bexiga
e a impossibilidade de esvazia-la completamente. O aumento da pressao pode
causar danos ao detrusor, dano renal ou refluxo uretral (JOST, 2003).

+  Espasmo esofagico difuso: resume-se a uma condicdo onde o es6fago se apre-
senta hiperativo devido a contragdes anormais de propagac¢éo ou devido a um
vigor exagerado e é normalmente provoca dor e disfagia e regurgitagéo (RO-
MAN; KAHRILAS, 2013).

+ Nistagmo: sé@o oscilagoes ritmicas, repetidas e involuntarias de um ou ambos
os olhos conjugadamente, nos sentidos horizontal (de um lado para o outro),
vertical (de cima para baixo) ou rotatério (movimentos circulares) ambos podem
dificultar a focalizagéo das imagens (DUTTON; FOWLER, 2007).
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3.5 Consequéncias do uso exorbitante da Toxina Botulinica

A toxina botulinica € um dos produtos disponiveis no mercado sob controle especial
e portaria especifica, do contrario, quando executado por profissionais ndo habilitados ou
mal treinados traz como consequéncias, maus resultados, duvidas e insatisfacbes que
acabam desacreditando o tratamento (GARCIA et al., 1996).

Sendo assim, os riscos sa@o reduzidos se forem respeitadas as recomendagdes
preconizadas, a técnica correta, conhecimento da anatomia, da face e uso por profissional
habilitado. As contraindicacdes e complicagdes temporarias podem existir, como pequeno
sangramento e edema no local da aplicacéo; perda de expresséo, assimetria, ptose
palpebral e cefaléia transitoria ndo considerada patoldgica, uma vez que ao ser perfurada a
musculatura fica dolorida causando uma falsa cefaleia (GARCIA et al., 1996).

Para a administracdo da TB exige uma gama de conhecimento especifico que vai
além da anatomia facial, como a fisiologia, a histologia pois cada ser deve ser, tecnicamente
e cientificamente avaliado de maneira individualizada, além da pratica farmacoldgica das
formulas e da destreza manual com agulhas e seringas.

Faz-se necessario, entretanto mencionar, que quanto maior a diluicao da TB, maior
tende a ser o edema local. Essas complicagdes regridem de forma espontanea na primeira
hora, ndo havendo necessidade de qualquer tratamento. Em pacientes com flacidez
associada, um edema vespertino pode ocorrer, cedendo com o decorrer do dia (SPOSITO,
2004).

A perda funcional muscular, por exemplo, € um efeito colateral muito comum,
normalmente ligado ao fato da toxina reduzir a espasticidade, fazendo com que tenha
fraqueza muscular, aumentando a presencga de quedas, cansaco e causando uma marcha
instavel.

41 CONSIDERAGOES FINAIS

De acordo com a revisédo bibliografica realizada, o uso da toxina botulinica na
experiéncia profissional estética, considera-se, sem dlvida, em uma técnica de grande
importancia a nivel do potencial de auto estima nos individuos em seu modo geral.

P&éde-se perceber, durante o estudo, que existem alguns fatores que podem
potencializar os seus efeitos como tratamento precoce, sele¢cdo de musculos e pontos a
serem aplicados, porém a mais importante delas € o tratamento estético, pois a toxina
ajuda na quebra do espasmo muscular causador das rugas.

Observou-se, também, que o mecanismo de agédo da toxina botulinica é inibir a
liberacdo exocitética da acetilcolina nos terminais nervosos motores, levando a uma
diminuicdo da contragdo muscular, mas também na acao sobre outros neurotransmissores.
Esta propriedade a torna util, clinica e terapeuticamente, em uma série de condi¢des onde
existe excesso de contracdo muscular.
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Relativo a dose de toxina botulinica utilizada, esta varia de acordo com a extenséao
e a forca do musculo a ser tratado. Quanto maior a forca muscular ou mais extenso o
musculo, maior a dose a ser utilizada.

Em detrimento da terapéutica com injecdo de toxina botulinica, além de ter um
elevado grau de satisfagcao, tem um baixo indice de complicacdes ou efeitos colaterais.

A toxina botulinica, contudo, tem demonstrado ser uma poderosa droga e um
agente terapéutico de sucesso, seja ela, na area clinica ou de estética, mas é preciso de
cuidado na administracdo da dosagem, para ndo ocorrer possiveis complicagdes. Sendo
assim, conclui-se que a TB acarreta melhora da autoimagem e habilidade expressiva,
gerando impacto social positivo e maior qualidade de vida para os pacientes submetidos

ao tratamento.
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RESUMO: A inovacdo tecnolbgica, capaz de
romper o tradicionalismo terapéutico, introduz
no cientificismo buscas por resultados precisos.
Na area geneticista, por exemplo, utiliza-se a
terapia génica para correcao de genes mutados,
transferindo material genético com instrugbes
necessarias para bom funcionamento dos genes,
por meio de vetores virais. Assim, esse estudo
demonstrar o avanco da medicina ao utilizar
novas terapéuticas génicas, através de vetores
virais. Para tanto, foi realizada uma narrativa
de literatura com buscas nas bases de dados:
Scielo, PubMed, Medline, Google Académico e
Biblioteca Virtual em Salude — BVS, utilizando
os descritores: Inovagdo; Edicdo gendmica
e Terapia génica. Foram incluidos estudos
nacionais e internacionais, nos periodos de 2002
a 2020. Foi verificado nos estudos realizados,
eficiéncia ao transportar material genético, para
células alvo, através de vetores virais, sendo
estes, veiculos de entrega de DNA ou RNA,



devido caracteristica viral de serem parasitas intracelulares obrigatérios. Dessa forma, os
virus chegam as células especificas para reparo génico, sendo os mais utilizados: retrovirus,
adenovirus, virus adenoassociados e herpes virus. Entretanto, foi demonstrado também, a
necessidade de acompanhamento minucioso ao tratamento, visto que, os riscos de: infecgéo,
reacdo de resposta imune e desenvolvimento oncogénicos, ndo podem ser descartados.
Dado o exposto, observa-se que, os avancos na biologia celular, no século XX, inovaram
técnicas capazes de beneficiar pacientes com: céancer, infeccoes, doencas adquiridas e
outros disturbios fisiopatolégicos, sendo considerada uma nova alternativa de tratamento.
Além disso, os estudos estdo inovando técnicas e aprimorando metodologias para abranger
mais casos patologicos.

PALAVRAS - CHAVE: Inovacao; Edicao gendmica e Terapia génica

USE OF VIRAL VECTORS IN GENE THERAPY

ABSTRACT: Technological innovation, capable of breaking the traditional therapeutic
approach, introduces in scientificism searches for precise results. In the geneticist field, for
example, gene therapy is used to correct mutated genes, transferring genetic material with
instructions necessary for the proper functioning of genes, using viral vectors. Thus, this
study aims to demonstrate the advancement of medicine when using new gene therapies,
using viral vectors. For that, a literature narrative was carried out with searches in the
databases: Scielo, PubMed, Medline, Google Scholar and Virtual Health Library - VHL, using
the descriptors: Innovation; Genomic editing and gene therapy. National and international
studies from 2002 to 2020 were included. It was verified in the studies carried out, efficiency in
transporting genetic material, to target cells, through viral vectors, which are vehicles of DNA
or RNA delivery, due to the viral characteristic mandatory intracellular parasites. Thus, viruses
reach specific cells for gene repair, the most used ones being retroviruses, adenoviruses,
adenoassociated viruses and herpes viruses. However, it was also demonstrated that there
is a need for detailed treatment monitoring, since the risks of: infection, immune response
reaction and oncogenic development cannot be ruled out. Given the above, it is observed that
the advances in cell biology, in the 20th century, innovated techniques capable of benefiting
patients with: cancer, infections, acquired diseases and other pathophysiological disorders,
being considered a new treatment alternative. In addition, studies are innovating techniques
and improving methodologies to cover more pathological cases.

KEYWORDS: Innovation; Genomic editing and gene therapy.

11 INTRODUGAO

A inovacao tecnolégica, capaz de romper o tradicionalismo terapéutico, introduz no
cientificismo buscas por resultados precisos. Esse tem sido o intuito da medicina desde o
conhecimento do acido desoxirribonucleico (DNA) como unidade basica da hereditariedade.
Na area da genética, por exemplo, essa inovagéo se da pela capacidade do melhoramento
genético por meio das necessidades de novas corregdes (NOVOA; FROES, 2011).

Com as evolugdes nas areas das pesquisas biomoleculares, técnicas capazes de
originar moléculas de &cido desoxirribonucleico (DNA) recombinante estdo sendo cada vez
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mais desenvolvidas. Esses progressos tiveram uma inovagéo na area da biotecnologia e da
biologia molecular na qual adequaram-se como pilar para a terapia génica (PAIXAO, 2019).

A terapia génica surge como uma importante alternativa para a cura de patologias
genéticas e adquiridas. Com isso, a inser¢cdo da engenharia de DNA recombinante
transformou o campo dos experimentos, uma vez que propicia clonar, sintetizar e projetar
novos genes que, inseridos no organismo, é capaz de alcangar a expressao (gene ativo)
por meio de alteragbes em regides do DNA (LUSTOSA, 2019).

Diante dessas perspectivas, as terapias génicas utilizam-se do virus que séo vetores
usados na medicina para introdugdo do material genético na célula. Esses sao classificados
como virais e ndo virais e sdo incumbidos de transportar o gene terapéutico aos sitios-
especificos, ou seja, servem para o carregamento dos genes geneticamente modificados,
tornando-se uma nova possibilidade de tratamento na medicina (ALCANTRA, 2019).

Sendo assim, o presente estudo objetiva demonstrar a terapia génica na medicina
ao utilizar vetores virais, além disso, apresentar os principais vetores utilizados nessa

técnica e os aspectos benéficos que essa terapia traz para medicina contemporanea.

21 METODOLOGIA

O presente estudo trata-se de uma reviséo narrativa. A busca dos artigos foi
realizada através da plataforma de pesquisa Scielo, PubMed, Medline, Google Académico e
Biblioteca Virtual em Saude - BVS. Para realizagéo da busca, foram utilizados os descritores
“Inovacgdo”; “Edicao Gendmica” e “Terapia génica”. Por sua vez, estas publicagdes foram
filtradas visando a obtencado de artigos cientificos, dissertacdes e teses considerando o
espaco temporal de 2002 a 2020 que tivessem completos e disponiveis.

31 TERAPIA GENICA

Em 1991, James Watson fez esta declaracdo: “Muita gente se diz preocupada com
a mudancga em nossas instrucoes genéticas. Mas essas [instrucdes genéticas] sdo apenas
um produto da evolugéo, moldadas para nos adaptar a certas condi¢des que podem nao
mais existir. Todos sabemos o quanto somos imperfeitos. Por que ndo nos tornar mais
aptos a sobrevivéncia? (GONCALVES; PAIVA, 2017).

Com o entendimento de que muitas patologias decorriam de modificagdes genéticas
e com o surgimento da tecnologia do DNA recombinante, apareceu a opinido de tratar as
patologias manipulando e alterando a sequéncia de genes do DNA das células doentes.
Em 1978, David Baltimore, um microbiologista americano, afirmou que seria “o triunfo da
medicina se os genes defeituosos pudessem ser silenciados” (OLIVEIRA et al., 2018).

Diante dos avancos tecnol6gicos e cientificos, a terapia génica € uma das ciéncias
da engenharia genética com o propoésito de levar a cura ou prevenir enfermidades ligadas
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a hereditariedade ou néo, a partir da alteracéo, substituicdo ou acréscimo de determinado
gene para o tratamento (PIERCE, 2011).

Tendo como referéncia algumas conquistas e ainda em fase de experimento, a
terapia génica é uma ciéncia que tem se mostrado bastante promissora e que apresentou
muitos avangos nos ultimos anos. Segundo Artioli; Hirata; Lancha e Junior (2007), acredita-
se que a terapia génica constitua uma oportunidade terapéutica efetiva para varias doencas.

A terapia génica tem como marco fundamental a introducéo do material genético na
forma de DNA, RNA ou oligonucleotideos nas células-especificas. Os agentes utilizados
para esses acessos nas células séo nomeados vetores, palavra originaria do latim vector,
significando “aquele que entrega” (NARDI, 2002).

A adicdo e a introdug@o desse material na célula tém funcao terapéutica e busca
regenerar a fungcdo de um gene anormal, atribuindo uma nova atividade ou melhorando
a funcionalidade dos genes ativos. Dentro dessa oética, essa terapia tem a finalidade de
ser empregada tanto para doencas fenotipicamente genéticas quanto para patologias
adquiridas (COCO; HAN; SALLUM, 2009).

Tendo em vista as especificidades, a manipulacdo do DNA recombinante para
terapia génica se da pelo isolamento de dois DNA diferentes, uma retirada da célula animal
e a outro, de forma viral, em que o transgene - gene de interesse ou gene terapéutico -
substitui regibes génicas de determinados virus. Sendo assim, o isolamento da molécula
de DNA é o primeiro estagio da formac¢ao do DNA recombinante (PIMENTA; LIMA, 2015),
conforme figura 1.

]
DNA da virus
VIMUS
il
DNA do virus
T genes virais ImTR l
fc genes virais =
e i, A, tecnologia
f de
AR ARAARRAAAIAS DA
recombinante
APAANDI DD BIDIDE DAL BBN DD S ADDBIBDD KD
gene ferapéulico 1

MASAAAAANAAL LSS AAA AL S AL SA AR S AAP SMASA ARSI A preemerondnd  DNA do velor viral

ITR gene terapéutico ITR

Figura 1: Esquema de manipulagéo em laboratério de um virus pela tecnologia de DNA
recombinante (LINDEN, 2010).
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Com isso, a modificacdo de genes empregado na terapia génica é dado pela
transferéncia desse material genético, com genes naturais, genes quiméricos, fragmentos
de DNA e ribozimas para as células de um individuo. A adigdo do material genético para a
célula especifica, seja fora do corpo (ex vivo) ou por aplicacdo direta (in vivo), € chamado
de transdugéao e o gene transduzido (CAMPOS et al., 2019).

O gene de interesse (transgene) esta inserido em uma molécula de DNA ou RNA e
é transferido por um vetor. O método (in vivo) é aplicado diretamente no individuo, sendo
essa técnica considerado eficaz e menos custosa, porém €& preciso um estudo minucioso
e enderecamento exato para que o gene chegue ao 6rgao correto e de forma precisa.
Ja a forma (ex vivo) as células sao retiradas do paciente, manuseadas e administrada
novamente, essa técnica tem em particular por ser dificultosa, no entanto, simples de
monitorar (NARDI, 2002), conforme figura 2.

ex vivo

i

l seltajrgé\o das células
remogao das X ; amplificagao

células ——— ——
o b S => bs
o Sl W vy 1 i
celulas do paciente  algumas ceJJ}JIas
agora X

’ -
células X
J

células retornam ao corpo

Figura 2: Exemplificagéo da terapia In vivo e Ex vivo, (STRACHAN; READ, 2014).

Cabe salientar que, no processo de alteragdo genética, apenas um infimo niumero
de células-alvo adquire e integram de maneira estavel o acido desoxirribonucleico exégeno.
Para a recuperagdo das células remodeladas, faz-se necesséario o uso de um efetivo
sistema de selegdo e regeneracdo (SARTORETTO; SALDANHA; CORDER, 2008).

3.1 Os Principais Vetores Virais Utilizados nas Terapias

Os virus progridem ampliando técnicas aperfeicoadas para atingir e invadir as
células, onde os mesmos utilizam-se da maquinaria celular para expressar seus genes
e produzir sua progénie. Essa agilidade de adentrar e exteriorizar seu material genético
dentro das células é a esséncia para o uso dos virus como vetores (OLIVEIRA et al., 2018).

Esses vetores s&o os mais utilizados na transferéncia do material genético (DNA ou
RNA) a célula, sendo os principais os retrovirus, os adenovirus e os virus adenoassociados
e mais raramente herpes virus. Os retrovirais sdo utilizados desde os testes iniciais,
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sd0 manuseados pelos cientistas para que possua meios eficazes de seguranca na sua
introducao no individuo (STRAUSS; COSTANZI, 2007). Sdo um grupo de virus esféricos
de 80-100 nm de didmetro que utilizam duas fitas idénticas de RNA como material genético
(WOLF et al., 2015).

A vista disso, os retrovirus tém como vantagens uma alta taxa de transducéao,
amplo espectro de células hospedeiro, sistema muito bem estudado e proteinas do vetor
que ndo expressa no hospedeiro. Alem disso, infectam com facilidade células mitoticas
e pos-mitdticas por periodos prolongados (BRANDAO, 2015). Possuem um eficiente
sistema de transferéncia de genes, tendo como maior utilidade deste vetor a integracéo no
genoma da célula-alvo oferecendo maior durabilidade da expressédo quando as medidas e
procedimentos sao aplicadas de forma correta e seguras sobre esses vetores (RABELO et
al., 2018).

Todavia, possuem suas desvantagens por sua incapacidade de traduzir células
que nao se dividem, como os neurénios (WOLF et al., 2015), sdo imunogénicos e caso
seja inserido em local indevido no genoma ha um risco de ameaga de reversao para tipo
selvagem, inativacéo pelo complemento e baixa taxa de integragcdo (BRANDAO, 2015).
Além disso, embora os vetores retrovirais oferegam um meio de corrigir doengas genéticas
de forma permanente, vale ressaltar que todos vetores apresentam risco de mutagénese
por insercao (SINN; SAUTER; MCCRAY, 2005).

Desse modo, uma abordagem em pacientes com deficiéncias de adenosina
desaminase ndo apresentaram nenhuma alteragcdo de mutagénese (SINN; SAUTER,;
MCCRAY, 2005). Porém, durante os ensaios clinicos para a imunodeficiéncia combinada
severa ligada ao X (SCID) na Franca e no Reino Unido, varios pacientes desenvolveram
leucemia ap6s o tratamento com um vetor retroviral gama devido a mutagénese de insergao
(WOLF et al., 2015).

A medida que a infecgdo por retrovirus resultaria na integracdo do gene que ele
transporta no genoma do hospedeiro, um adenovirus introduziria o gene que ele transporta
no nucleo da célula do individuo sem integrar o gene no genoma. Como consequéncia, 0
gene inserido seria transcrito e expresso na célula por um certo periodo de tempo, mas
néo estara presente no DNA da prole da célula hospedeira apdés a mesma replicar-se. Esta
particularidade dos adenovirus tornou-o proficiente em certas aplicagdes da terapia génica
(TANI; FAUSTINE; SUFIAN, 2011).

Convém ressaltar que, os adenovirus possuem uma finalidade significante na
transferéncia de genes suicidas a tumores, embora os vetores adenovirus mostrem
exceléncia e eficiéncia, devem-se ter um cuidado especifico, pois estes induzem uma
elevada resposta imunolégica que diminui o tempo de expressdo do gene de interesse e
praticamente impede a reaplicacdo em um mesmo paciente (MENK; VENTURA, 2007).

No entanto, apesar da versatilidade desse vetor e da existéncia de uma resposta
imunoldgica, os adenovirus quando manipulados e adaptados melhoram sua especificidade
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e aumentam sua eficécia sitio-especifico. Como exemplo, na terapia citotoxica, na qual, os
adenovirus tém um bom perfil neuropatoldgico além de compatibilizar com outros agentes
citotoxicos tornando-o esta terapia uma modalidade muito promissora com estratégias
imunoestimuladoras para o tratamento de glioblastoma multiforme - GBM (CANDOLFI,
2014).

Em suma, cabe destacar a relevancia dos vetores baseados em herpes virus, na
qual vem se destacando pela sua afinidade altamente elevada por células nervosas. Deste
modo, considera-se que a aplicagéo destes virus para meios de transferéncia génica em
células do sistema nervoso seja uma opc¢ao suficientemente acessivel no futuro (STRAUSS
et al., 2018).

Diferentemente, os virus adenoassociados (AAV) dispoem de certas vantagens em
relacdo aos demais virus, como insercéo célula-alvo, tropismo aumentado e inexisténcia
de patogenicidade. Estes pequenos virus ndo estao relacionados a desenvolver doenca
humana, sdo moderadamente acessiveis de se obter e pouco ativam o sistema imunolégico
do individuo, ampliando o tempo de expressao do transgene (NARDI, 2002).

Isto nos leva a observar que, o primeiro medicamento a ser langado no mercado
com a tecnologia de virus adenoassociados, foi em julho de 2012. Trata-se de um
virus adenoassociados de tipo |, designado ALIPOGENE TRIPARVOVEC planejado
para transportar o gene humano da lipoproteina lipase. Tal medicamento, objetiva-
se tratar de uma patologia rara que é a deficiéncia em lipoproteina lipase responsavel
por hipertrigliceridemia, quilomicronemia e risco de pancreatite. A associagcédo risco/
beneficio demonstrou ser muito promissora, principalmente, nos pacientes com problemas
fisiopatologicos (GAUDET; METHOT; KASTELEIN, 2012).

Também €& possivel destacar que, os numeros de protocolos envolvendo o uso
da técnica de DNA recombinante com virus adenoassociados vém crescendo, rente
com a popularidade deste vetor. Assim, s&o varios os beneficios e os principais avancos
relacionados ao emprego dos virus adenoassociados nos protocolos de pesquisas clinicas
estdo relacionados as patologias diversas, como fibrose cistica, artrite reumatoide,
hemofilias e dislipidemias (COLOMBO; MELO; MATTER, 2017).

Dessa maneira, as evolugdes na biologia molecular, viabilizam o reconhecimento
de diversos genes humanos e de seus produtos proteicos significativos, despertam
possibilidades de tratamento através da terapia génica para varias patologias genéticas e
ndo genéticas (BORGES; ROBINSON, 2013).

3.2 Perspectivas na Medicina Contemporéanea

A engenharia genética transformou-se no mecanismo apto e eficiente de aprimorar
admiravelmente a qualidade de vida, trazendo esperanca de cura para patologias antes
mesmo de se manifestarem (BOMTEMPO, 2018).

A intervenc@o genética pode possibilitar excelentes resultados na regeneracéo
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de tecidos lesionados, com modificagbes fisiopatologicas benéficas para os individuos.
Analises com engenharia de tecidos e terapia genética tém sido de grande relevancia
no tratamento de morbidades e necessidades de reparo 6sseo causadas por trauma,
patologias e necessidades de movimentos ortodénticos (BATISTA et al., 2020).

Avancos significativos nos Uultimos anos sao diversos, como nas miopatias
congénitas, forcando os médicos a revisar e atualizar constantemente esse grupo de
patologias. A terapia génica ja € uma realidade e apresenta resultados positivos nesta area,
pois, cria uma nova expectativa para pacientes, familiares e especialistas, 0 que expressa
a necessidade de adaptar os protocolos de atendimento, diagnostico e tratamento de
algumas dessas entidades (NATERA BENITO et al., 2019).

Os campos da terapia génica, terapia com células-tronco e terapia com fatores de
crescimento tém sido cientificamente explorados em grande profundidade ha bastante tempo,
principalmente, nos dias atuais devido aos avancos tecnologicos. Todavia, é necessaria
mais pesquisa in vivo, usando modelos experimentais comprovados, que contemporiza
a identificar tratamentos eficientes, livres de efeitos adversos, como inflamacéo intensa,
resposta imune exacerbada e estimulagéo do desenvolvimento tumoral, entre outros, o que
permitira a passagem segura em estudos clinicos (CAMPO et al., 2019).

Atualmente, existem terapias na fase clinica 1, na China e nos Estados Unidos,
fundamentada no sistema de terapia génica por edicdo genética, que estdo sendo
utilizadas em pacientes humanos para tratar cancer intratavel ou resistente a intervencées
quimioterapicos convencionais. Além disso, muitos cientistas estdo pesquisando a
viabilidade e eficiéncia de diversas terapias ex vivo com células-tronco para patologias que
afetam células sanguineas, como hemofilia, talassemia alfa e beta, anemia falciforme e
outras anemias de origem genética (MARFANY, 2019).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) autorizou o primeiro
produto, que se utiliza de virus, para tratamento de Distrofia Hereditaria da Retina,
ocasionada por uma mutagdo no gene RPE65, dentre as distrofias hereditarias da retina
estdo a amaurose congénita de Leber e a retinose pigmentar (BRASIL, 2020).

Logo, a terapia génica ao utilizar vetores, pode ser empregada para tratar,
principalmente, disturbios hereditarios, também pode atuar como recurso terapéutico de
doencas adquiridas, tais como canceres, doencas cardiovasculares e doengas infecciosas
(CHIROTTO FILHO; MACHADO, 2019).

41 CONCLUSAO

Aterapia génica tem demonstrado grande importancia na medicina ao utilizar vetores
virais. No entanto, os estudos apontam para a necessidade de acompanhamento minucioso
ao tratamento, visto que, os riscos de infecg¢ado, reacdo de resposta imune e oncogénicas,

ndo podem ser descartados. Nesse cenario, observa-se que, os avangos na biologia
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celular no século XX, inovaram técnicas capazes de beneficiar pacientes com cancer,
infecgbes, doencas adquiridas e outros disturbios fisiopatoldgicos, sendo considerada uma
nova alternativa de tratamento, além de outros estudos que estdo inovando técnicas e
aprimorando metodologias para abranger mais casos patologicos. Logo, os avancos da
terapia génica incentivam a busca por melhorias, aprimoramento dos sistemas de entregas
de genes e o conhecimento mais amplo das doencgas de interesse.
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ABSTRACT: Schistosomiasis is a parasitic
waterborne disease. In the state capital of
Maranhdo, S&o Luis, the presence of snails
infected with Schistosoma mansoni has been
recorded in the Vila Embratel neighborhood.
This study aimed to investigate the population
dynamics of snails of the genus Biomphalaria as
well as to map breeding sites of snails vectors
of schistosomiasis in a locality of S&o Luis,
Maranh&o. Mollusks were collected monthly,
between November 2016 and October 2017,
by active search. They were identified and
submitted to the infection verification test for
S. mansoni. The relation between rainfall and
the abundance of snails was analyzed, and a
thematic map was drawn up highlighting breeding
sites of epidemiological importance. 375 snails
were collected, distributed among the species
Biomphalaria straminea (95.2%), Physa spp.
(3.5%) and Pomacea spp (1.3%). B. straminea
was the most abundant species. There was no
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evidence of infection by S. mansoni. There was a significant difference in the abundance of
mollusks collected in the rainy and dry seasons and a moderate correlation between rainfall
and the abundance of snails in the period of study. It is expected that these results will help to
structure the schistosomiasis vector control policy in the capital of Maranhao.

KEYWORDS: Biomphalaria, Geoprocessing, Malacology, Public Health Surveillance, Vector
Ecology

EXPANSAO DA ESQUISTOSSOMOSE EM UMA LOCALIDADE DE SAO LUIS,
MARANHAO, BRASIL

RESUMO: A esquistossomose é uma doencga parasitaria de veiculagédo hidrica. Na capital
do estado do Maranh&o, Séo Luis, foi constatada a presenca de caramujos infetados com
Schistosoma mansoni no bairro da Vila Embratel. Este estudo objetivou investigar a dindmica
populacional de caramujos do género Biomphalariabem como mapear criadouros de caramujos
vetores da esquistossomose em uma localidade de Sao Luis, Maranhao. Os moluscos foram
coletados mensalmente entre novembro de 2016 e outubro de 2017, por busca ativa. Foram
identificados e submetidos ao teste de verificagédo de infeccdo para S. mansoni. Foi analisada
a relagdo entre a precipitagao pluviométrica e a abundancia de caramujos, e elaborou-se um
mapa teméatico destacando os criadouros de importancia epidemiolégica. Foram coletados
375 caramujos, distribuidos entre as espécies Biomphalaria straminea (95.2%), Physa spp.
(3.5%) e Pomacea spp (1.3%). B. straminea foi a espécie mais abundante. Nao se evidenciou
infeccdo desta por S. mansoni. Houve diferenca significativa na abundéancia de moluscos
coletados nas estac¢des chuvosa e de estiagem e correlacdo moderada entre a pluviosidade e
a abundancia de caramujos no periodo estudado. Espera-se que estes resultados auxiliem na
estruturag¢do da politica de controle de vetores da esquistossomose na capital maranhense.
PALAVRAS - CHAVE: Biomphalaria, Geoprocessamento, Malacologia, Vigilancia em Saude
Publica, Ecologia de Vetores

11 INTRODUCTION

Schistosomiasis is a parasitic water-borne disease whose etiologic agent, the
trematode Schistosoma mansoni Sambon, 1908, has a complex life cycle, which occurs
through its interaction with intermediate hosts, snails of the genus Biomphalaria, and
definitive, of which the most epidemiologically important is man (COLLEY et al., 2014; LIRA
et al., 2016).

The disease affects 240 million people worldwide. In Brazil, it is recorded in 18 states
of the federation, where approximately 1.5 million people are infected with S. mansoni
(BRASIL, 2019; WHO, 2020). In Maranh&o, schistosomiasis is currently registered in 36 of
the 217 municipalities (MARANHAO, 2016). In the state, 29,103 cases of the disease were
recorded between 2007 and 2017 (Brasil, 2020).

In Maranhéo, the highest prevalence of schistosomiasis in the state has been
registered in the region known as Baixada Maranhense, an endemic area for the disease
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(CANTANHEDE et al., 2014). Despite the reduction in the number of cases in recent
years, Sao Luis, capital of the state, has neighborhoods that have factors favorable to the
expansion of the disease, such as inadequate housing and the lack of basic sanitation and
garbage collection services (DAVID et al., 2018).

The presence of the intermediate host is a necessary condition for the parasite’s
biological cycle to develop. Thus, studies that focus on these hosts are necessary, as they
assist in the interpretation of the role they play in the transmission of the disease and in the
guidance of control measures directed at these mollusks (BRASIL, 2008).

Despite the importance of studies on population dynamics to understand the
mechanisms related to schistosomiasis, there are few works published in Maranh&o. In
addition, the cases recorded by the State Schistosomiasis Control Program (PCE) do not
always demonstrate the actual epidemiological situation of the disease, which reveals the
problem of underreporting (TIBIRICA; GUIMARAES; TEIXEIRA, 2011).

This study aimed to investigate the population dynamics of snails of the genus
Biomphalaria and the factors that influence it, in addition to mapping outbreaks of snails
vectors of schistosomiasis in a neighborhood on the outskirts of Sdo Luis, Maranh&o.

21 MATERIAL AND METHODS

Study area

The study was carried out in the Vila Embratel neighborhood, located in the western
region of the city of Sdo Luis, capital of the state of Maranh&o. Three points were selected
in Riacho Doce Street for the collection of snails based on data provided by the Department
of Epidemiology of the Municipal Health Department, which were named: breeding site A (S
02.56669 °; W044.30794 °), breeding site B (S 02.56689 °; W 044.30830 °) and breeding
site C (S 02.56764 °; W 044.30712 °).

Mollusk collection and identification

The captures were carried out monthly, for a period of 12 months between November
2016 and October 2017, in peridomiciliary breeding sites, which contained snails of the
genus Biomphalaria. The active search technique, adapted from Brasil (2008), was used.
For each selected point, the mollusks were collected for one hour. A sampling of 10% of the
collected snails was identified according to anatomical and conquiological criteria, based on
the dissection techniques described by Brasil (2008).
Schistosoma mansoni infection test

For the analysis of infection with Schistosoma mansoni, snails were selected
according to the size of the shell. Among the 357 mollusks of the species Biomphalaria
straminea collected, 285 individuals were selected, which had an average diameter of 8
mm (SD = 0.81).
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The tests followed the method described by Smith & Terry (1974) and Brasil (2008).
The mollusks were weekly exposed to the light of a 60W lamp for 2 hours and then examined

under a stereomicroscope (Stem SV6, Zeiss®, Jena, GE).

Rainfall monitoring

A survey of data regarding the index of rainfall accumulated during each month was
carried out, as well as variations in rainfall during the survey. These data were acquired from
the Geoenvironmental Nucleus of the State University of Maranhdao (UEMA).

Breeding sites mapping

The geographic coordinates of the collection points were determined using a
GPS device (eTrex 2.0, Garmin®, Chicago, USA) through the decimal UTM coordinate
system. Based on this information, a thematic map was made highlighting breeding sites of
epidemiological importance, using data referring to the urban network of the neighborhoods,
made available by the Brazilian Institute of Geography and Statistics (IBGE). For the
computational treatment of geographical references, the Geographic Information System
(GIS) was used in an ArcGIS environment. The thematic map was made by the National
Institute for Research in the Amazon (INPA), at the Federal University of Amazonas (UFAM).

Statistical analysis

In order to verify whether there was a difference between the abundance of mollusks
collected in the rainy and dry periods, the Mann-Whitney test was used. Spearman’s
correlation test was carried out to verify the relationship between rainfall and the abundance
of mollusks collected in the following month. For both tests, a significance level of p <0.05
was considered. The Excel 2016® and Statistic 7.0® programs were used.

31 RESULTS AND DISCUSSION

Most of the neighborhoods on the outskirts of S&o Luis, like Vila Embratel, developed
without any type of planning, presenting a precarious water distribution infrastructure and the
absence of a sewage collection network. This situation favors the occurrence of infectious
and parasitic diseases such as schistosomiasis. A study by Souza et al. (2008) in Jaboatédo
dos Guararapes, state of Pernambuco, Brazil, showed that the process of environmental
degradation caused by anthropic action favors the establishment of endemic diseases, a
situation similar to that observed in Vila Embratel.

The presence of water collections, such as streams and ditches that often
overflow and invade houses during rainy periods is one of the problems observed in the
neighborhood. Some of these collections are peridomiciliary and serve as breeding sites for
mollusks that transmit parasitosis, increasing the risks of contact between these snails and
humans (TIBIRICA; GUIMARAES; TEIXEIRA, 2011). The water that supplies the breeding
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sites comes largely from domestic sewage, so that many of them are permanent. A similar
situation was described by Barbosa et al. (2008) in coastal areas of Pernambuco, where the
authors stated that there is a seasonal model of exposure to the disease.

In our research, 375 mollusks were collected. 357 of the species Biomphalaria
straminea Dunker, 1848 (92.5%), 13 specimens to Physa spp Draparnaud, 1801 (3.5%)
and 5 individuals corresponding to Pomacea spp Perry, 1810 (1,3 %). No snails of the
species Biomphalaria glabrata Say, 1818, main host species of Schistosoma mansoni in
Sao Luis. According to Massara et al. (2012), the record of malacological fauna is important
for generating knowledge about the species present in a given location.

B. stramineais described as an intermediate host of S. mansoni. The other specimens
of limnic mollusks, Pomacea spp. and Physa spp., usually occur associated with the genus
Biomphalaria in natural or modified water environments (CARVALHO; COELHO; LENZI,
2008). Specimens of the species B. straminea and the genera Pomacea and Physa were
found in a malacological survey carried out by Cantanhede et al. (2014) in municipalities
in the Baixada Maranhense region. It is noteworthy that some characteristics of the Vila
Embratel neighborhood, such as wetlands and thick vegetation, resemble the environmental
conditions of that region, which may explain the occurrences of the aforementioned mollusks.

The analyzes of infection with S. mansoni showed that the mollusks of the species B.
straminea were not infected by the helminth. The variation in susceptibility of Biomphalaria
sp. to S. mansoni is influenced by several factors, such as the genetic, behavioral and
physiological aspects of the mollusks (MONTEIRO, 2017). The species B. straminea has
natural resistance to infection, presenting generally low rates (GOMES et al., 2018). In a
previous analysis of S. mansoni infection carried out for the same species and in the same
neighborhood, no infected snails were found (OLIVEIRA et al., 2013).

The abundance of snails of the species B. straminea followed the periodicity of the
rains, being greater in the rainy season. The peak occurred in May (n = 105), in the end of
the rainy season. During the dry season, there was a drop in the abundance of mollusks.
No snails were found in the months of November and December, which correspond to the
end of that period (Figure 1).
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Figure 1: Relationship between total rainfall and abundance of mollusks collected on Riacho
Doce Street, Vila Embratel neighborhood, from 2016 to 2017.

A moderate and positive correlation was observed between rainfall and the
abundance of snails collected in the studied period (r = 0.5785; p = 0.0487) and also a
significant difference in the abundance of mollusks collected in the rainy periods (January to
June) and drought (July to December) (p = 0.0187) (Figure 2).
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Figure 2: Relation between the abundance of mollusks collected in the rainy and drought
periods on Riacho Doce Street, Vila Embratel district, from 2016 to 2017.
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In Maranhao, the rainfall regime is related to the distribution of three major climatic
types, the tropical humid being the one that encompasses most of the state. This climate is
characterized by two well-defined seasons, comprising a rainy period between the months
of January and June, and a dry period between the months of July and December (GOMES,
2018). Rainfall is an environmental variable that plays a key role in the transmission cycle of
schistosomiasis. The amount of water from the rains combined with temperature variations
causes fluctuations in the birth rates and mortality of mollusks, being relevant factors for
their population dynamics as well as the formation and expansion of breeding sites and
outbreaks (BARBOSA et al., 2017; CARVALHO; COELHO; LENZI, 2008)

Much of the work relating the abundance of snails and rainfall shows a negative
influence on mollusks, so that a higher abundance is observed during the dry season
(GOMES et al., 2016). The authors attribute this fact mainly to the dragging effect caused
by the rains, which end up carrying the mollusks to other locations, preventing them from
being found during the collections.

In our study, the lower abundance of snails observed during the dry season may be
related to the reduction in vegetation and the availability of water observed in breeding sites.
This scenario was reversed in the rainy season, especially at the end, when there was an
increase in vegetation that served as food and substrate for snails, and consequently, of
its abundance. A study conducted in Porto de Galinhas, Pernambuco, by Leal Neto et al.
(2013).

It is noteworthy that in the present study, the rainfall regime for the analyzed period
was considered atypical, not corresponding to the expected volume for the rainy season in
the region (LABMET/UEMA, 2017), a phenomenon also observed in the previous year, as
shown by Miranda et al (2016). Thus, it appears that the rainfall in the period was insufficient
to cause the dragging effect of the mollusks. Divergent data on the relationship between
rainfall and mollusks abundance indicate that there may be a change in this abundance
according to the intensity of the rainfall regime, the period of the year or even the location
and type of breeding sites (natural or artificial).

A malacological survey carried out in the Vila Embratel neighborhood, in S&o Luis,
Maranhao, found the presence of the species B. glabrata and B. straminea (OLIVEIRA et
al., 2013). In that study, only the latter species was found. These data demonstrate that from
that time to now, there was a shift in the presence of species of the genus Biomphalaria in
this neighborhood.

The hypothesis raised to explain this event was that B. straminea caused the
disappearance of B. glabrata through competitive exclusion (TOWNSEND; BEGON;
HARPER, 2010). A study on the population interaction between the two species in the state
of Minas Gerais demonstrated the replacement of B. glabrata by B. straminea, through
this type of interspecific competition (KLOOS et al., 2001). In a study carried out on the
ltamaraca island, in the state of Pernambuco, the authors showed that the number of
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breeding sites and the number of specimens of B. straminea were significantly higher than
those of B. glabrata (BARBOSA et al., 2014)'. This competitive mechanism may explain the
fact that mollusks of this species were not found in the present study.

The planorbidic chart for Riacho Doce Street, in the Vila Embratel neighborhood,
is shown in Figure 3. This map highlights breeding sites of epidemiological importance,
represented by points A, B and C and named respectively: breeding site A, breeding site
B and breeding site C. This also demonstrates the proximity of these breeding sites to the
Bacanga River, used by residents for recreational and fishing activities. According to Neto et
al. (2012), thematic maps are important tools for the representation of models on surveillance,
prediction and prevention of disease risks, as they allow visualizing the association between
health events and different aspects of the natural and built environment.

According to the PCE of the municipality of Sdo Luis, between 2013 and 2017,
31 cases of the disease were reported in Vila Embratel (MARANHAO, 2017). With the
exception of the year 2014, in which 19 cases were registered, a decrease in the number of
cases was observed. In 2017, when most of the collections in this study were carried out,
no case of the endemic disease was reported in the neighborhood.
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Figure 3: Planorbidic chart of Riacho Doce Street, Vila Embratel, So Luis, MA, in the period
from 2016 to 2017. Made by Jamerson Santos (INPA/UFAM).
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41 CONCLUSIONS

Despite the results found, the presence of the species B. straminea, in addition
to environmental and socioeconomic conditions existing in the neighborhood constitutes
notable risk factors for the spread of the disease, since this species is the main transmitter of
schistosomiasis in other states in the Northeast region. It is necessary a constant monitoring
by the health organs of the state and municipal spheres through actions that aim to interrupt
the emergence of outbreaks of transmission in this location. Therefore, one of the main
strategies must be the control of the vectors. We hope these data will serve as a basis for
strengthening the monitoring of the disease in the region.
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RESUMO: Dentre os corantes naturais, a
astaxantina se destaca por suas aplicacbes
na industria cosmética, farmacéutica, e de
alimentos. Este pigmento, além de colorir, possui
uma importante propriedade biolégica por se
tratar de um antioxidante. O mercado mundial de
pigmentos naturais estd em ascensdo, porém o
carotenoide astaxantina ainda é majoritariamente
abastecido pela versédo sintética do pigmento
alaranjado, que é restrita a0 consumo animal. A
astaxantina natural tem sido comercializada para
consumo humano, tanto na forma de biomassa
da microalga Haematococcus pluvialis quanto
na forma pura. Entretanto, a sua insercdo no
mercado ainda é restringida pelos elevados
custos de cultivo da H. pluvialis. Verifica-se a
necessidade do desenvolvimento de novas
estratégias e controles de cultivo, que sejam
mais simples e econdmicas. Nessa perspectiva,
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PLUVIALIS

o cultivo microcontrolado surge como alternativa
para a produgéo de biomassa microalgal a medida
que simplifica os aspectos técnicos e permite
0 monitoramento em tempo real, através de
sensores utilizando uma linguagem open-source.
Neste estudo foi desenvolvido um protétipo com
base no Arduino para automagdo do controle
de umidade, temperatura e iluminancia, criando
uma linguagem de programacgéo para o controle
de cultivos mixotréficos de H. pluvialis.
PALAVRAS - CHAVE: Microalga. Carotenoide.
Monitoramento. Arduino.

MICRO-CONTROLLED MONITORING
OF MIXOTROPHIC CULTIVATION OF
HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS

ABSTRACT: Among the natural dyes, astaxanthin
stands out for its applications in the cosmetic,
pharmaceutical and food industry. This pigment,
besides coloring, has an important biological
property because it is an antioxidant. The world
market of natural pigments is on the rise, however
the carotenoid astaxanthin is still mainly supplied
by the synthetic version of the orange pigment,
which is restricted to animal consumption. The
natural astaxanthin has been commercialized for
human consumption, either in the form of biomass
of the microalgae Haematococcus pluvialis as in
the pure form. However, its insertion in the market
is still restricted by the high costs of cultivation of
H. pluvialis. There is a need for the development
of new cultivation strategies and controls, which
are simpler and more economical. From this
perspective, microcontrolled cultivation appears
as an alternative to produce microalgal biomass
as it simplifies the technical aspects and allows
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monitoring in real time, through sensors using an open-source language. In this study, a
prototype was developed based on Arduino to automate the control of humidity, temperature
and luminance, creating a programming language for the control of mixotrophic cultures of H.
pluvialis.

KEYWORDS: Microalgae. Carotenoid. Monitoring. Arduino.

11 INTRODUGAO

Com o desenvolvimento da industria de alimentos, tem-se observado o aumento da
demanda por corantes, sendo a cor do produto um dos principais indicativos de qualidade
do ponto de vista do consumidor e fator fundamental na decisdo de compra do produto,
utilizando-se deste conhecimento os produtores através de estratégias de marketing
agregam valor comercial ao produto por meio dos corantes (DOWNHAM & COLLINS, 2000).
A expansdo do mercado de pigmen tos naturais, surgiu da necessidade de se encontrar
fontes alternativas para corantes em alimentos, sendo a produg¢éo de pigmentos de origem
biotecnoldgica uma ferramenta importante a ser explorada (MAPARI et al., 2005). Diante
deste cenario, a demanda do pigmento natural alaranjado astaxantina tem aumentado,
e sua aplicagdo na industria de alimentos, na indUstria farmacéutica e cosmética, como
pigmento e molécula bioativa tem se tornado muito expressiva (CIFUENTES et al., 2003).

Ainda que os principais produtores utilizam-se do pigmento ad- vindo de sintese
quimica, a pesquisa biotecnoldgica deste pigmento estd em ex- panséo e, destacam-se dois
microrganismos como principais produtores de asta- xantina, a microalga Haematococcus
pluvialis e a levedura Xanthophyllomyces dendrorhous. Devido a sua importancia
econdmica e investimentos no conheci- mento do processo biotecnologico da H. pluvialis
com o objetivo de tornar-se competitiva a producéo sintética, diversos estudos tém sido
desenvolvidos visando aumentar a eficiéncia do processo de obtencdo de biomassa e,
consequientemente, aumentar o rendimento de astaxantina (SUH et al., 2006, GARCIA-
MA- LEA et al., 2006). O metabolismo mixotréfico deste microorganismo também tem sido
estudado e documentado (GUERIN et al., 2003; KOBAYASHI et al., 1993; GONG e CHEN,
1997). Diversas metodologias e modificacdes de pardmetros de cultivo com o objetivo
da obtencéo de astaxantina tém sido sugeridos, como: adicéo de sais (CORDERO et al.,
1996), deficiéncia de nitrogénio (ZHEKISHEVA et al., 2002), alta irradiagdo (SUH et al.,
2006), deficiéncia de fosfato (HARKER et al., 1996), elevada temperatura (BOUSSIBA et
al., 2000) e entre outras.

De modo geral, o acompanhamento do cultivo de microalgas em grande escala é
feito de modo offline, isto €, s@o retiradas amostras que séo analisadas posteriormente
por técnicos treinados, o que por sua vez demanda tempo e implica um grau baixo de
monitoramento em tempo real e de registro das variaveis de processo de forma automatizada
(D’AGOSTIN, 2017). A implementacao de tecnologias de controle e automacéo para a

operacéo de fotobiorreatores se apresenta como uma solugéo em potencial para aumentar
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a produtividade e diminuir as dificuldades como falta de nutriente e pouca iluminacdo no
periodo final decorrente do sombreamento imposto pelo maior nimero de células.

No presente trabalho, com o intuito de monitorar as variaveis que influenciam na
producdo do pigmento astaxantina, foi utilizada uma plataforma de prototipagem para o
controle de sensores de umidade, temperatura, e iluminancia, utilizando uma linguagem

open-source, que permite a aquisicao on-line de dados.

21 METODOLOGIA

2.1 Projeto do sistema microcontrolado

A figura 1 abaixo refere-se ao diagrama de blocos de funcionamento do sistema.

Arduino )
H
| Placa auxiliar | «— LED RGB
a4
B A
Sensores |
- " V.\\
./’/ 4 ..x"\_
/"/. =4 .,
Umidade | | Temperatura | Intensidade luminosa |

)

Figura 1: Diagrama de blocos do sistema

Fonte: Autoria prépria (2020).

A figura 1 apresenta a sequéncia légica de operagdo do sistema. O Arduino é
responsavel pelo controle da placa auxiliar. A placa auxiliar por sua vez, sera responsavel
pelo controle das operacdes realizadas pelo sistema, através da recepc¢éo e da amplificacédo
dos sinais gerados pelos sensores, para que a leitura seja executada pelo Arduino.

2.2 Caracteristicas do sistema

Para a obtengdo dos parametros de controle, foi utilizada uma plataforma de
prototipagem Arduino (para posterior controle de luminosidade das lampadas LEDs),
acompanhamento da umidade e temperatura para que posterior composicdo do
fotobiorreator. Para a execucéo da prototipagem do sistema, foi utilizada uma placa Arduino
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UNO, sensor LDR (5mm), um sensor DHT11, resistores 10k ohms e 300 ohms, jumpers
macho/fémea, um LED RGB (Figura 2). Para a linguagem do open-source, utilizou-se o
Arduino Software (IDE) verséo 1.8.12.

A linguagem para produzir os comandos usados no estudo para o Arduino se
deu através da IDE, responsavel por converter os cédigos escritos em comandos. Este
procedimento é realizado ao solicitar o comando de verificagéo para salvar e posteriormente
fazer upload, que é propriamente a transferéncia dos dados para a placa. A IDE é composta
de um editor de texto para a escrita dos codigos, area de mensagens, barra de ferramentas
e menus de configuracédo. O software da IDE se baseia na linguagem de programagéao c e
c++ com duas fungdes basicas na qual se tem o setup () sendo o iniciar, e o loop () que é a
ligacao de repeticao (MONK, 2017).

Figura 2: Componentes para montagem de circuito

Fonte: Autoria prépria (2020).

2.3 Programacéo dos sensores

Para a programagéo da placa Arduino utilizando o software IDE foram utilizados os
codigos descritos abaixo.

2.3.1 Sensor de umidade e temperatura

// sensor de umidade e temperatura
#include “DHT.h”
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const int pino_dht = 9;

float temperatura;

float umidade;

DHT dht(pino_dht, DHT11);

void setup() {

Serial.begin(9600);

dht.begin();

}

void loop() {

delay(2000);

temperatura = dht.readTemperature();

umidade = dht.readHumidity();

if (isnan(umidade) Il isnan(temperatura)) {
Serial.printin(“Falha na leitura do Sensor DHT!"); }
else {

Serial.print(“Temperatura:”);
Serial.print(temperatura);

Serial.print(“ *C “);
Serial.print(“\t”);
Serial.print(“Umidade:”);
Serial.print(umidade);
Serial.print(“ %\t”);
Serial.printin(); }

}

2.3.2 Sensor de luz

/I sensor de luz

const int pinoLDR = AQ;

int leitura = 0;

float tensao = 0.0;

void setup() {
Serial.begin(9600);
pinMode(pinoLDR, INPUT);
}

void loop() {

leitura = analogRead(pinoLDR);
Serial.print(“Leitura:”);
Serial.print(leitura);

A Estruturacdo e Reconhecimento das Ciéncias Biologicas na Contemporaneidade 2 Capitulo 18




Serial.print(“\t”);

tensao = leitura * 5.0 / 1023.0;
Serial.print(“Tensdo:”);
Serial.print(tensao);
Serial.print(“V”);
Serial.printin();

delay(1000);

}

2.3.3 Sensor de intensidade do led RGB

/I sensor de intensidade luminosa
const int azul = 10;

const int verde = 11;

const int vermelho = 12;
String cor;

void setup()

{

Serial.begin(9600);
pinMode(azul, OUTPUT);
pinMode(verde, OUTPUT);
pinMode(vermelho, OUTPUT);
}

void vermelhoFuncao(){
digitalWrite(azul, LOW);
digitalWrite(verde, LOW);
digitalWrite(vermelho, HIGH);
}

void azulFuncao(){
digitalWrite(azul, HIGH);
digitalWrite(verde, LOW);
digitalWrite(vermelho, LOW);
}

void verdeFuncao(X{
digitalWrite(azul, LOW);
digitalWrite(verde, HIGH);
digitalWrite(vermelho, LOW);
}

void amareloFuncao(){
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analogWrite(azul, 0);
analogWrite(verde, 50);
analogWrite(vermelho, 255);
}

void roxoFuncao()}{
analogWrite(azul, 207);
analogWrite(verde, 0);
analogWrite(vermelho, 255);
}

void brancoFuncao()X
digitalWrite(azul, HIGH);
digitalWrite(verde, HIGH);
digitalWrite(vermelho, HIGH);
}

void loop()

{

if(Serial.available())

{

cor = Serial.readString();
Serial.printin(cor);

}

if(cor == “Vermelho”)
{

vermelhoFuncao();

}

if(cor == “Azul”){

azulFuncao();

}

if(cor == “Verde”X
verdeFuncao();

}

if(cor == “Amarelo”)}{
amareloFuncao();

}

if(cor == “Rox0”){
roxoFuncao();

}

if(cor == “Branco”){
brancoFuncao(); }
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RESULTADO E DISCUSSOES

Para realizar tanto o teste dos cddigos no sistema, tal como a correta conexao dos

sensores o sistema foi montado como demonstra a figura 3.

Figura 3: Circuito teste montado

Fonte: Autoria propria (2020).

O protétipo proposto demonstrou funcionamento proximo ao esperado, apresentando
pequenas deficiéncias parciais em algumas fungdes. O projeto inicial do mesmo utilizou
LED RGB unico, porém para uma oferta mais homogénea de luz no sistema € necesséria a
substituicdo por fita de LED RGB. O posicionamento do sensor da leitura da luminosidade
deve ser repensado para que sua leitura seja proxima ao absorvido pelo meio de cultivo,
portanto sua instalacdo deve ser realizada em posicéo estratégica. Para as leituras de
variagdo de temperatura e umidade, tal como de luminancia, propomos armazenamento
dos dados obtidos em memoria externa e posteriormente agrupa-los em planilha excel, pois
o monitor serial grafico do Arduino dificulta uma analise global das variagdes do sistema.
Na figura 4 esta demonstrada a visdo do monitor serial do Arduino para temperatura e

A Estruturacdo e Reconhecimento das Ciéncias Biologicas na Contemporaneidade 2 Capitulo 18 m



umidade.

p— e e |

Emvviar

| Auto-rolagem Menbum frgi-deinha + 9600 veloodade -

Figura 4: Monitor serial para umidade e temperatura

Fonte: Autoria prépria (2020).

Alguns problemas relacionados a programacgéo, em relacdo a sequéncia de sub-
rotinas necessarias para as tarefas de aquisicdo de dados, escrita em display e leituras
realizadas, demandaram um tempo de analise de dados acima do esperado, problemas
estes solucionados leituras mais esparsas em relacao a variagéo de temperatura, umidade
e intensidade luminosa proporcionadas com o aprofundamento dos estudos na estrutura de
linguagem da plataforma Arduino.

A proposta de andlise grafica em Excel para uma visdo global das variagbes do
processo facilita a interpretacéo dos dados obtidos, tal como possiveis comparacdes caso
seja realizada alguma alteracéo de setpoint.

41 CONCLUSAO

A criacdo de um prot6tipo com base no Arduino para automacgéo do controle de
cultivos mixotréficos de H. pluvialis se mostrou possivel de ser construida. A partir do
sistema de automacédo desenvolvido neste estudo, foipossivel dispor dos dados através
dos sensores e analisar como o0s setpoints podem influenciar na obtencéo do produto final,
além de estabelecer maior controle sob o processo.

Para que o sistema de automacdo proposto nesse estudo alcance os objetivos
esperados em cultivos de H. pluvialis para a produgdo de astaxantiva, serd necessario
inserir sensores de pH e densidade 6tica, bem como estruturar o prototipo.
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Com o processo de producéo de carotenoides estabelecido, sera possivel alterar os
setpoints dos pardmetros de controle dos sensores, afim de obter os melhores resultados
de producgéo do produto de interesse.
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