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Prof® Dr® Diocléa Almeida Seabra Silva - Universidade Federal Rural da Amazénia
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Ciéncias Biologicas e da Salde

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof® Dr? Anelise Levay Murari - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Daniela Reis Joaquim de Freitas - Universidade Federal do Piaui

Prof® Dr® Débora Luana Ribeiro Pessoa - Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Douglas Siqueira de Aimeida Chaves - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Prof® Dr? Elizabeth Cordeiro Fernandes - Faculdade Integrada Medicina

Prof® Dr® Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof? Dr® Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof® Dr? Eysler Gongalves Maia Brasil - Universidade da Integragao Internacional da Lusofonia Afro-
Brasileira

Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Recéncavo da Bahia

Prof® Dr® Fernanda Miguel de Andrade - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Fernando Mendes - Instituto Politécnico de Coimbra - Escola Superior de Salde de Coimbra
Prof? Dr® Gabriela Vieira do Amaral - Universidade de Vassouras

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Helio Franklin Rodrigues de Almeida - Universidade Federal de Rondonia

Prof® Dr® lara Llcia Tescarollo - Universidade Sao Francisco

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Jefferson Thiago Souza - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Jesus Rodrigues Lemos - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Jonatas de Franga Barros - Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof. Dr. Luis Paulo Souza e Souza - Universidade Federal do Amazonas

Prof® Dr® Magnélia de AraGjo Campos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Marcus Fernando da Silva Praxedes - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
Prof® Dr® Maria Tatiane Gongalves Sa - Universidade do Estado do Para

Prof® Dr® Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Dr. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr® Regiane Luz Carvalho - Centro Universitario das Faculdades Associadas de Ensino
Prof? Dr® Renata Mendes de Freitas - Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof? Dr? Vanessa Lima Gongalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof? Dr® Welma Emidio da Silva - Universidade Federal Rural de Pernambuco

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

Prof® Dr® Ana Grasielle Dionisio Corréa - Universidade Presbiteriana Mackenzie

Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Carmen Ldcia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologja de
Goias

Prof. Dr. Douglas Gongalves da Silva - Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof® Dr® Erica de Melo Azevedo - Instituto Federal do Rio de Janeiro

Prof. Dr. Fabricio Menezes Ramos - Instituto Federal do Para

Prof® Dra. Jéssica Verger Nardeli - Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Filho
Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas - Universidade Federal de Campina Grande
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APRESENTACAO

O livro “O Fortalecimento Intensivo das Ciéncias Biolégicas e suas Interfaces 2” € uma
obra cujo foco principal est4 na interrelacao das diferentes areas das Ciéncias Biologicas
e em suas interfaces com outras areas na produgéo de conhecimento. O presente volume
abordara em seus vinte capitulos o conhecimento interdisciplinar que compde a grande
area de Ciéncias Biologicas através de artigos cientificos originais, pesquisas, relatos de
casos e/ou revisoes.

Cada um dos estudos selecionados foi desenvolvido em reconhecidas instituicdes
de ensino e pesquisa do pais, e aborda as diferentes areas da Biologia e areas correlatas,
que possuem interface com ela - Parasitologia, Microbiologia, Farmacologia, Zoologia,
Boténica, Medicina, Educacdo em Saude, Biologia Celular e Molecular, Genética entre
outras. E necessario destacar que mais que nunca, bidlogos tém estado presentes cada
vez mais em areas de pesquisa antes consideradas especificas de outras profissbes. Esta
interdisciplinaridade é extremamente importante, pois pesquisas com olhares de diferentes
profissionais tendem a ter mais éxito e gerar melhores frutos. Por isto, trabalhos diversos
sdo aqui discutidos com a proposta de ampliar o conhecimento cientifico e académico,
assim como abordar temas atuais e de interesse direto também da comunidade em geral.

Acreditamos que esta obra sera importante para a difusdo do conhecimento e da
ciéncia e, assim como todas as demais obras da Atena Editora, esta também passara por
julgamento de um corpo editorial formado por mestres e doutores. Esperemos que que
vocé faca bom proveito!

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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RESUMO: Uma pratica muito comum entre as
pessoas é sobre o consumo de medicamento
e/ou substancias para o tratamento de alguma
profilaxia ou buscando certo beneficio para
0 organismo, e em tal acdo geralmente o
individuo escolhe qual o melhor farmaco para
melhor atender suas expectativas. Apesar
dos muitos beneficios que tal agédo pode
acarretar ao consumidor, existem possiveis
riscos que a automedica¢do pode apresentar,
como efeitos colaterais indesejados ou ainda
dependéncia quimica, e tendo isso como base
que o presente projeto se desenvolve. Sendo
assim, foi realizado uma pesquisa do tipo
quantitativa a fim de analisar o quao prevalente
€ 0 consumo de certos farmacos sem o aval
médico entre os académicos da Faculdade
Unicesumar Ponta Grossa, a partir de entao foi
realizado uma pesquisa bibliografica sobre a
composi¢éo e mecanismo de agdo dos farmacos
mais utilizados na classe dos analgésicos,
anticoncepcionais femininos, anti-histaminicos,
anti-inflamatérios e nootropicos. visando obter
uma maior compreensao acerca dos possiveis
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efeitos colaterais dos medicamentos devido ao
uso nao racional e dos riscos da automedicagéo.
PALAVRAS-CHAVE: Farmacos;  pesquisa
bibliografica; prescricdo médica; uso ndo racional.

ANALYSIS OF THE RISKS OF SELF-
MEDICATION AND THE PREVALENCE OF
THIS HABIT AMONG THE ACADEMICS
OF UNICESUMAR COLLEGE CAMPUS
PONTA GROSSA

ABSTRACT: A very common practice among
people is about the consumption of medicine
and/or substances for the treatment of some
prophylaxis or seeking a certain benefit for
the organism, and in such action usually the
individual chooses the best drug to better supply
their expectations. Despite the many benefits
that such action may bring to the consumer,
there are possible risks that self-medication
may present, as unwanted side effects or even
chemical dependence, and based on this project
develops. Therefore, a quantitative research was
carried out in order to analyze how prevalent
the consumption of certain drugs is without the
medical endorsement among the academics of
Unicesumar College Ponta Grossa, from then
on a bibliographic research was carried out on
the composition and mechanism of action of
the most used drugs in the class of analgesics,
female contraceptives, antihistamines, anti-
inflammatory drugs and nootropics. To gain a
greater understanding of the possible side effects
of the medicinal products due to non-rational use
and the risks of self-medication.

KEYWORDS: Drugs; bibliographic research;
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medical prescription; non-rational use.

11 INTRODUGAO

A prética de automedicacdo como tratamento para doencgas autolimitadas é muito
comum entre a populagédo (WHO, 2000). A automedicacéao é definida como o consumo de
medicamentos sem prescricado médica com o objetivo de curar uma doenca ou diminuir seus
sintomas, muitas vezes sendo a escolha do medicamento partindo do préprio individuo ou
até mesmo de terceiros, ao passo que nenhum desses tem a qualificacdo adequada para
isso (MUSIAL et al., 2007).

E visivel os beneficios que a automedicacéo pode trazer a populagéo, como a rapida
resolutividade de problemas de satde menores sem a necessidade de atendimento médico,
maior autonomia de escolha do tratamento, acesso direto e rapido, contribui até mesmo
para a economia, tanto para o paciente ao qual evitara consultas médicas (quando se trata
de um convénio) quanto para a propria rede de saude que ira poupar recursos (WHO,
2000). Mas apesar de todos esses beneficios, muitas vezes ndo se observa os maleficios
resultantes dessa pratica, considerando que muitas pessoas nao tém um conhecimento tao
especifico sobre a indicagdo dos medicamentos

Os medicamentos agem pela acdo de uma ou mais substancias ativas com
propriedades terapéuticas, e por conta disso recebem normas rigidas que vao desde a
sua producdo até o consumo, e 0 seu uso sem o aval médico pode desencadear reacbes
indesejaveis no organismo, ainda mais quando feito em excesso (TOMASINI et al.,
2015). Alguns dos riscos comuns, mesmo que raros, sobre a automedicacgéo se relaciona
ao diagnostico incorreto, reagbes adversas, intoxicacdes, resisténcia bacteriologica,
mascaramento de uma doenga mais grave, ou até mesmo indugéo a dependéncia quimica
(WHO, 2000; GIL et al, 2019).

21 MATERIAIS E METODOLOGIA

Tal projeto se desenvolveu a partir da aplicacdo de um questionario que foi
disponibilizado aos académicos da Faculdade Unicesumar Ponta Grossa, composto por
15 perguntas com o objetivo de tragar um perfil relacionado ao habito de automedicagcéo
dos entrevistados, sendo todas as questdes com respostas na forma quantitativa. Ao todo
foram obtidas 32 respostas por parte dos académicos. Com os dados computados na
pesquisa, foi realizado uma revisao literaria acerca da composicéo e mecanismos de agao
dos farmacos mais utilizados através da automedicacéo dos académicos.
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31 RESULTADOS

Para a realizagéo da pesquisa, foi elaborado um questionario com 15 questdes aos
quais foram enviadas para os académicos da Faculdade Unicesumar — Campus Ponta
Grossa para aplicagao de forma voluntéria ao qual foram obtidas 32 respostas.

Em relagcdo as questbes aplicadas, foram divididas em 3 secOes para melhor
analise dos resultados, sendo a primeira questdes sobre o perfil pessoal dos entrevistados,
a segunda sec¢des sobre o conhecimento que tais académicos possuem sobre farmacos
e nootrépicos bem como a frequéncia de sua utilizagdo, por fim na ultima secdo os
entrevistados sdo questionados sobre quais os medicamentos e substancias utilizam com
maior frequéncia e sem prescricdo médica dentre as classes de remédios pré-determinadas
que foram: analgésicos, anticoncepcionais femininos, anti-histaminicos, anti-inflamatérios
e nootrdpicos.

Considerando os 32 voluntarios que responderam o questionario, primeiro item a ser
analisado foi em relacéo ao qual curso entrevistado esta matriculado sendo apresentado no
Tabela 1, sendo 31 mulheres e 1 homem (Tabela 2) e 18 deles tém faixa etaria entre 20 e 30
anos (Tabela 3) e finalizando a secao foi questionado se sé@o portadores de alguma doenca
crénica, sendo a porcentagem apresentada no Tabela 4, sendo esse Ultimo importante para
encontrar uma possivel justificativa para a automedicagéo

Curso Nuimero de Académicos %
Biomedicina 19 59.4
Ciéncias Biologicas 2 6,3
Educag3o Fisica 1 31
Enfermagem 2 6.3
Engenharia de software 1 3.1
Estética e Cosmética 2 6.3
Farmaécia 1 31
Nutrigdo 1 31
Psicologia 3 94
TOTAL 32 100

Tabela 1 — NUumero dos entrevistados por curso

Fonte: O autor (2020)
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Género

Feminino

Masculino
Prefiro ndo responder

TOTAL

Numero de Académicos

31

32

Tabela 2 — Numero dos entrevistados divididos por género

Fonte: O autor (2020)

Faixa etaria

Abaixo de 20 anos

Entre 20 e 30 anos

Entre 30 e 40 anos

Acima de 40 anos

TOTAL

Niumero de Académicos

12

18

1

1

32

Tabela 3 — Numero de entrevistados de acordo com faixa etaria

Fonte: O autor (2020)

Possui Doenga Crénica
Sim
Nao

TOTAL

Tabela 4 — Namero de entrevistados portadores de alguma doenca cronica

Numero de Académicos

10

22

32

Fonte: O autor (2020)

96,9

31

100

313

688

100

Diante de tudo isso, foi questionado aos entrevistados sobre quais os medicamentos

de uso mais comum dentre uma classe de farmacos pré-determinadas, mesmo entre aqueles

que ndo possuem doengas cronicas (Tabela 4) ou ndo sao habituados a automedicagéo,

tais dados estdo representados na Tabela 5, onde observa-se que muitos costumam

consumir mais de uma classe de remédios, e importante ressaltar que em muitos casos

obteve-se a recomendacdo médica para o uso desses farmacos no inicio do tratamento

e posteriormente s6 houve a continuidade de uso por conta prdpria, principalmente se

tratando de analgésicos e anti-histaminicos.
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Tipo de Medicamento Numero de Académicos %

Analgésicos 25 78.1
Anticoncepcionais Femininos 6 18,8
Anti-histaminicos 12 37.5
Anti-inflamatarios 15 46,9
Nenhum 2 6.3

Tabela 5 — Porcentagem do tipo de medicamentos mais utilizados sem prescricdo médica
Fonte: O autor (2020)

Finalizando a parte de medicamentos, foi pedido exemplos de medicamento de uso
mais geral dentre as quatro classes presentes na tabela 5, sendo tais exemplos também
pré-determinados e todos os seus dados apresentados na tabela 6.

Como uma ultima parte do projeto, ainda foi perguntado aos académicos sobre seu
conhecimento e uso de nootrépicos, substancias que estimulam a capacidade cognitiva e
aumentando o foco de atencdo. Quando perguntados acerca da func¢ao de tais substancias,
40,6% disseram ter conhecimento dessa classe e suas fung¢des e 59,4% nunca ouviram
falar das mesmas. Como feito em relagéo aos farmacos, foi descrito algumas substancias
nootropicas aos quais deviam assinalar quais que consomem comumente no dia a dia,
sendo tais resultados observados na tabela 7.

Como Ultimas questdes do formulario, dois pontos importantes foram trazidos ao
projeto referente a consciéncia dos entrevistados sobre a automedicagdo como um possivel
risco para a saude e a frequéncia com que realizam tal ato, sendo apresentados na tabela
9 e 10 respectivamente.

Em relagédo a verem a automedicagdo como algo prejudicial ao organismo quando
realizado em excesso, podendo causar danos minimos que sejam, 75% tém consciéncia
disso e procura se cuidar em relagéo a isso, ja 21,9% também tem consciéncia mas ndo da
a devida importancia aos riscos, e 3,1% dos entrevistados nao tinha conhecimento de tal
informacéo. (Tabela 8)

Ao serem questionados sobre a frequéncia com que usam medicamentos sem
prescricdo médica, 62,5% responderam que “Poucas vezes, somente quando realmente
necessario”, 31,3% disseram que “Fago isso sempre, € um habito praticamente” e 6,3%

“Nunca tomo remédios por conta, sempre procuro um médico antes” (Tabela 9)
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Classe de Medicamentos Medicamento Niimero de %

académicos
Buscopam 15 46,9
Dipirona 2 6,3
Doralgina 2 6,3
Dorflex 21 65,6
Analgésicos Ibuprofeno 20 62,5
Paracetamol 27 84.4
Ponstan 1 31
Torsilax 2 6,3
Nenhum sem prescrigio médica 2 6,3
Allestra 20 0 0
Ciclo 21 1 3.1
Diclin 1 3:
Gestinol 28 2 6,3
. L Lumi 3 94
A”“;;’::;"’;:;””" Moliére 1 3.1
Selene 1 3.1
Yaz 1 3.1
Ndo uso anticoncepcionais 1 3.1
Sou homem, logo ndo se aplica 1 31
Nenhum sem prescrigio médica 22 68,8
Cetirizina 0 0
Histamin 2 6.3
Anti-histaminicos Loratadina 21 65,6
Prometazina 1 3.1
Nenhum sem prescrigdo médica 17 231
Acido Acetilsaliclico 6 18.8
Diclofenaco 17 23,1
Anti-inflamatdrios Naproxeno 3 94
Nimesulina 2 6,3
Piroxidan 3 94
Nenhum sem prescrigdo médica 10 31.2

Tabela 6 — Exemplos de medicamentos mais utilizados entre os académicos
Fonte: O autor (2020)
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Nootrépico Nuimero de Académicos %

Cafefna 18 563
Clomipramina 1 3.1
Fluoxetina 8 250

Ginseng 1 31

Nicotina 6 18.8

Revoq 1 3.1

Vitaminas do Complexo B 3 94
Nenhum 8 25,0

Tabela 7 — Exemplos de nootrépicos mais utilizados entre os académicos
Fonte: O autor (2020)

Conhecimento Niumero de Académicos %
Tenho consciéncia e me cuido em relagdo a isso 24 75
Tenho consciéncia, mas mesmo assim ndo me cuido 7 219
N3o tinha conhecimento de tal informagao 1 31
TOTAL 32 100

Tabela 8 — Porcentagem de académicos com conhecimento acerca dos riscos da
automedicacgao

Fonte: O autor (2020)

Frequéncia de Automedicacao Numero de Académicos %
Sempre fago isso 10 31.2
Poucas vezes 20 625
Nunca fago isso 2 63
TOTAL 32 100

Tabela 9 — Porcentagem de académicos habituados a realizar a automedicagéo

Fonte: O autor (2020)

Tendo todos os dados acima coletados, esse projeto decorreu tracando um perfil e
possiveis justificativas dos adeptos a automedicagcdo, mesmo com o0s perigos que tal ato
oferece e os dados ainda assim elevados presentes nas tabelas 8 e 9 desse artigo. Além
disso foi realizada a analise dos trés farmacos ou substancias com maior percentual de
consumo entre os académicos da Faculdade Unicesumar - Ponta Grossa entre as classes
apresentadas no questionario, estudando a composicéo e possiveis agdes fisioloégicas que
podem desencadear no organismo humano.
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41 DISCUSSAO

4.1 Analgésicos

Sempre € muito comum sentimos dores como estimulos para a prote¢ao corporal,
principalmente em relacdo a algumas pequenas feridas teciduais ou lesdes internas leves
para que estas ndo se tornem mais graves. Mas por conta desse mecanismo de defesa
do organismo, algumas dores sdo bastante irritantes e algumas até nos impossibilitam de
realizarmos nossas atividades cotidianas. Por isso na atualidade dispomos dos farmacos
analgésicos, que tém por fungdo o alivio de dores corporais e atuam interferindo em
resposta dos neurdnios sensoriais primarios a estimulos sensoriais somaticos ou viscerais,
transmissao da informacdo ao cérebro e resposta perceptual a um estimulo doloroso.
(GOLAN et al., 2014)

Com base nisso e nas respostas obtidas atras do questionario aplicado, julga-
se importante realizar a anélise dos mecanismos de acdo dos farmacos analgésicos,
principalmente considerando o seu uso frequente e acessivel, ndo s6 em relacdo aos
entrevistados, mas pensando no uso de toda a sociedade.

4.1.1 Paracetamol

Muito comum o uso do paracetamol (N-acetil-p-aminofenol, ou APAF) para o alivio
das dores corporais, principalmente dores de cabeca, sendo 0 analgésico de uso mais
comum entre os académicos entrevistados, onde 27 (84,4%) (Tabela 6) o tem como um
héabito de consumo.

Em condigbes de consumo normal no organismo esse farmaco é conjugado no
figado formando dois metabdlicos inativos, o glicuronidio de paracetamol e o sulfato de
paracetamol. Porém uma parte do paracetamol ainda sofre uma hidroxilizagao pela agéo de
uma enzima P450 ou PHS onde dara origem a um N-acetil-p-benzoquinoneimina (NAPQI),
esse Ultimo metabolico produzido, que por sinal pode apresentar alta toxicidade, podera
reagir com o grupo de sulfidrila da glutationa ou com o grupo sulfidrila. (GOLAN et al.,
2014; WHALEN et al., 2016) Na Figura 1 é possivel obter uma melhor visualizagéo de todas
essas reagdes ocorrentes.

Em dosagens normais e adequadas o NAPQI ira reagir com a glutationa que é
produzida pelo proprio figado e daréo origem a uma substancia nao toxica, mas caso haja
excesso de seu consumo ocorrera a reagao com o grupo sulfidrila das proteinas hepéticas,
por conta do esgotamento da glutationa, e isso produzira uma substancia tdxica capaz de
atrofiar as células hepaticas. (WHALEN et al., 2016)

Esse é um dos principais motivos pelos quais ndao é recomendavel o consumo de
paracetamol para pacientes com insuficiéncia hepatica e como Golan et al. (2014) apontaem
sua obra, é um dos principais motivos pelo qual o uso de paracetamol € restrito nos Estados
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Unidos, visto a grande dificuldade em diagnosticar as causas de uma hepatoxicidade.

Glicurcnidic de Paracetamol Sultato de
paracetamaol
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N-acetil-p-benzoguinoneimina Conjugado de glutationa
(MNAPCH)
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N-acetilcisteina
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Figura 1 — Reagdes ocorridas a partir do paracetamol
Fonte: (GOLAN et al., 2014)

4.1.2 Dorflex

Sendo um dos medicamentos mais comercializados no Brasil no ano de 2018 pelo

quarto ano consecutivo segundo o Guia Interfarma de 2019, o Dorflex ao que tudo indica

continua muito consumido pela populag¢do, sendo na pesquisa aqui realizada apontando

que 21 dos 32 entrevistados (65,6%) consomem regularmente o farmaco, sendo seu uso

exclusivo para dores musculares.

Segundo Barroso (2006), a orfenadrina, nome farmacéutico do Dorflex, &€ um

agente espasmolitico que reduz a espasticidade diminuindo assim os reflexos ténicos e

fraguezas musculares. Ainda aponta o farmaco como um agente anticolinérgico com agéao

predominante sobre o sistema motor extrapiramidal, e por conta disso é contraindicado

para portadores de glaucoma, retencao urinaria e miastenia gravis.
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4.1.3 Ibuprofeno

Por fim, na classe dos analgésicos temos o Ibuprofeno, derivado do acido propiénico
e tendo as mesmas acgdes de aliviar dores como os anteriores e podendo atuar também
como anti-inflamatério, sdo usados, principalmente, para combater dores de leves a
moderadas originadas de disturbios musculosqueléticos. (SEABRA, 2014; WHALEN et al.,
2016). Por conta dessa agao mdltipla que também se encaixa em um dos farmacos mais
comercializados, sendo comum entre 20 (62,5%) dos entrevistados nesse projeto.

Esse farmaco atua através da inibicdo da produgcdo de prostaglandinas (PGs)
segundo um mecanismo competitivo pelo local ativo da enzima cicloxigenase (COX).
Essa enzima possui duas configuragdes muito semelhantes entre sim, sendo a COX-1 e a
COX-2, que se diferem apenas pela quantidade de aminoacidos e localizagéo desses na
molécula. A agédo analgésica do ibuprofeno se da pela inibicdo principalmente da enzima
PGE, da mesma classe das protaglandinas, e tal inibicéo ocorre pela inibicdo da COX-2
que esta presente nos locais de inflamacdo. Mas como toda substancia em excesso pode
desencadear muitos efeitos colaterais, todos causados pela inibicdo das duas enzimas
citadas, entre eles: aumento da secrecdo de acido gastrico causando sangramento
gastrointestinais sendo esse um dos motivos para a recomendac¢ao do consumo junto com
alimentos ou liquidos para amenizar desconfortos no trato gastrointestinal; retencéo de
agua e sodio nos rins e consequentemente edemas renais; aumento do risco de eventos
cardiovasculares causados pela baixa concentracao de COX-2; entre outros. (WHALEN et
al., 2016) Por isso nao é recomendavel o consumo para pessoas com problemas renais,
intestinais e cardiovasculares, e ainda para pacientes ndo acometidos de tais doencas,
€ importante seu consumo consciente e limitado, sempre na menor dose e pela menor

duragéo possivel.

4.2 Anticoncepcionais femininos

Tais substancias atuam no ciclo menstrual da mulher, evitando que haja a fecundacgéo
de um embrido, ou ainda o processo de nidagao do zigoto no Utero. Tendo os mais diversos
tipos de contraceptivos, os de uso mais comum entre as mulheres continua sendo as
pilulas hormonais orais, esses métodos anticoncepcionais tém em sua composicdo uma
configuracgéao sintética dos hormdnios ja produzidos pela mulher naturalmente, o estrogénio
e a progesterona, que quando absorvidos pelo organismo inibem a liberagao dos horménios
Foliculo Estimulante (FSH) e Horménio Luteinizante (LH), que séo os responsaveis pela
maturacéao e liberagao dos foliculos uterinos que por sua vez desencadeiam a liberagdo do
6vulo, uma vez que os hormdnios ndo séo liberados pela hipéfise, ndo ocorre a maturacéo
do 6vulo para ser fecundado (SOUZA, 2015).

Os dois farmacos mais utilizados entre nossas académicas, por coincidéncia,

tratam-se ambos de pilulas combinadas a base de estrogénio e progesterona, que
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se tratam de Gestinol 28 e Lumi, mas julga-se importante levantar aqui que 75% das
mulheres ndo utilizam tais farmacos sem o acompanhamento médico, e 3,1% n&o utilizam
anticoncepcionais; e também importante citar a minima diferenga percentual em relagéo a
quantificacdo de consumo dos medicamentos, mostrando que cada organismo possui sua
especificidade para se adaptar a medicamentos.

Em relacdo a composi¢céo dos fadrmacos, como citado acima, os dois possuem uma
combinacdo de estrogénio e progesterona na forma sintética, sendo que o Gestinol 28
possui etinilestradiol (estrogeno) e gestodeno (progestina) enquanto que o Lumi possui
etinilestradiol (estrogénio) e drospirenona (progesterona) (SOUZA, 2015), e uma das razbes
para o consumo de anticoncepcionais combinatérios se da por os estrbgenos sozinhos
serem precursores do crescimento endometrial e que pode causar o cancer de endométrio,
logo a presencga da progestina limita esse crescimento (GOLAN et al., 2014).

Além do risco de cancer, ha outras contraindicagées com pelo fato de aumentarem
a probabilidade de AVC, Tromboembolismo Pulmonar e problemas cardiacos, e sintomas
como alteracdo de humor, dor de cabeca e nausea sdo comuns entre as mulheres
(SIQUEIRA et al, 2018).

4.3 Anti-histaminicos

Segundo Golen et al (2014) a histamina pode ser encontrada em diversos tecidos do
corpo e tem por fungdo aumentar ou diminuir a atividade de células adjacentes podendo se
ligar com 4 diferentes receptores: H,, sz H,e H,, sendo os dois primeiros os mais comuns,
e ainda destaca que a histamina & um importante mediador dos processos inflamatorios:
desempenha também funcdes significativas na regulacéo da secrecao de acido gastrico e
na neurotransmissao.

Embora apresente beneficios para o organismo, também traz certos efeitos colaterais
decorrentes dessas ligagbes como os receptores H, medeiam varios processos patolégicos,
incluindo rinite alérgica, dermatite atopica, conjuntivite, urticaria, broncoconstricao, asma e
anafilaxia. A histamina ainda estimula as células parietais do estdmago, causando aumento
na secrecgéo acida pela ativagéo de receptores H, (WHALEN et al., 2016).

Por essa razéo sé&o desenvolvidos agonistas inversos a histamina, aos quais terdo
a mesma fungéo de se ligarem aos receptores na sua forma inativa e desviam o equilibrio
para o estado inativo, por conseguinte, mesmo na auséncia de histamina enddgena, os
agonistas inversos reduzem a atividade constitutiva do receptor, e tais agonistas séo por
sua vez denominados anti-histaminicos (GOLAN et al., 2014)

Apesar disso os anti-histaminicos, assim como qualquer outro farmaco, podem trazer
efeitos indesejados ao organismo, principalmente se tratando dos farmacos da 1° geragéo
dessa classe pois esses possuem baixa especificidade podendo se conectar com outros

receptores que nao os histaminicos (como muscarinicos colinérgicos, a-adrenérgicos e
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serotoninérgicos), como é o caso do Histamin (ou Dexclorfeniramina) consumido por 6,3%
dos académicos, causando fadiga, tontura, falta de coordenacgao e tremores; eles também
causam visao turva e retencao de urina. Ja se tratando da 2° geragéo de anti-histaminicos
como o Histadin (ou Loratadina) comum entre 65,6% dos académicos entrevistados,
possuem menos efeitos colaterais por possuirem maior especificidade com os receptores
histaminicos, mas ainda sao precursores principalmente de cefaleias (WHALEN et al.,
2016).

Outro efeito a ser citado por WHALEN et al. (2016) se refere a toxicidade desses
medicamentos, onde sua superdosagem mesmo que rara é algo a ser debatido. Segundo
o autor

Embora a margem de seguranca dos bloqueadores dos receptores H1 seja
relativamente alta e a toxicidade cronica seja rara, o envenenamento agudo é
relativamente comum, especialmente em criangas. Os efeitos mais comuns e
perigosos do envenenamento agudo sdo os do SNC, incluindo alucinacoes,
excitacdo, ataxia e convulsdes. Se néo for tratado, o paciente pode entrar
em coma profundo e apresentar colapso cardiorrespiratério. (WHALEN et al.
2016; p. 397)

4.4 Anti-inflamatorios

Considerando que todos os farmacos dessa classe citado na pesquisa se
classificam como Anti-inflamatoérios ndo esteriodes (AINEs), possuem agdes analgésicas,
anti-inflamatérias e antipiréticas. Seus mecanismos de acdo resultam na diminuicdo da
sintese de prostaglandinas que podem causar efeitos indesejados ao organismo (WHALEN
et al., 2016). A seguir foi realizado uma pesquisa sobre a particularidade de cada um dos
anti-inflamatérios mais consumidos pelos académicos entrevistados.

4.4.1 Acido Acetilsalicilico

Popularmente conhecida por Aspirina, o Acido Acetilsalicilico € muito utilizado no
tratamento de dores e inflamagbes, mas também pode ser (til na prevengéo secundaria de
doencas cardiovasculares (SIMAO, 2017). E se observa uma alta comercializacdo desse
produto, visto sua acessibilidade e preco baixo, como aponta Schror (2009), sendo que
18,8% dos académicos o utilizam no cotidiano.

Sua agéo ocorre através da inibigcdo de cicloxigenases (COXs), assim como a acao
do Ibuprofeno citado anteriormente, onde o farmaco em questdo atuara como um inibidor
permanente das enzimas, ocasionando na acetilagdo covalente dos aminoacidos serina
530 (Ser-530) na COX-1 e serina 516 (Ser-516) na COX-2, impedindo por sua vez a ligagao
do &cido araquidénico que possui grande atividade inflamatéria (SIMAO, 2017)

Como aponta Katzung (2005) os principais efeitos colaterais do acido acetilsalicilico
em doses antitromboéticas consistem em desconforto géastrico (intoleréncia) e Ulceras
gastricas e duodenais. A hepatotoxicidade, a asma, os exantemas, o sangramento Gl e
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a toxicidade renal raramente ocorrem em doses antitromboéticas. Além disso seu uso é
contraindicado para portadores de hemofilias devido a sua atividade antiplaquetaria.

4.4.2 Diclofenaco

Sendo um derivado do &cido fenilacético, o diclofenaco é indicado para o tratamento
de dor branda a moderada e inflamacdo no ambito clinico e po6s-operatério, além de
amplamente utilizado no tratamento da dor associada a calculos renais. (GELLER et al,
2012; GOLAN et al, 2014), e tendo um consumo muito usual entre as pessoas, sendo um
habito de consumo entre 53,1% dos entrevistados na pesquisa.

Embora pouco se saiba sobre seus mecanismos de agdo exatos, basicamente
utiliza-se da inibicdo das cicloxigenases que por sua vez inibe a via de agéo do acido
araquiddnico, além de suprimir a sintese de protoglandunas no hipotalamo, principalmente
referente a PGE, (GELLER et al, 2012).

Por ter alta atividade no trato gastrointestinal (TGl), seus principais efeitos adversos
estao relacionados com esse sistema, como diarreias, comprometimento do fluxo sanguineo
renal e a taxa de filtrag@o glomerular e a elevagao dos niveis séricos das aminotransferases,

apontados por Katzung (2005).

4.5 Substancias nootrépicas

As substancias nootropicas tém como principal finalidade o0 aumento do desempenho
cognitivo no ser humano. Define-se como desempenho cognitivo a capacidade de atencgéo,
memodria, raciocinio, linguagem e compreensao. Apesar do principal alvo destas substancias
serem individuos com problemas cognitivos, nos ultimos tempos tem-se registado um
aumento da utilizagdo destes farmacos por individuos saudaveis, sendo comum sua
presenca em farmacos especializados ou substancias de consumo cotidiano (REQUETIM,
2013).

4.5.1 Cafeina

Sendo umas das substancias de uso mais popular, ndo somente com os entrevistados
onde 56,3% consomem, mas de consumo geral da sociedade, estando presente em
diversos farmacos, ou podendo ser ingerida na forma de bebidas e até em alguns alimentos
a base de cacau, ou seja, ha varios meios que tornam a cafeina um dos compostos mais
consumidos entre as pessoas, tendo como principal fungcéo a de estimulante.

Segundo Tavares & Sakata (2012), a cafeina possui cinco diferentes mecanismos
de acdo. O primeiro é através receptores de adenosina, onde a cafeina atua como
inibindo os receptores de adenosina A, A, e A,  que consequentemente inibira a acéo de
antinociceptivos; Outro mecanismo é inibindo a fosfodiesterase, potencializando assim a
acao das catecolaminas como adrenalina, noradrenalina e dopamina; A terceira via de acédo
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ocorre por canais de calcio, ativando esses que sao sensiveis a rianodina e causando a
liberacé@o do calcio intracelular; Por fim, o tltimo mecanismo é a interagdo com receptores
de GABA,, bloqueando esses receptores. Todas essas vias de a¢&o, causam no organismo
muitos efeitos benéficos, onde Tavares & Sakata (2012) define como

A cafeina promove efeito antidepressivo, ansiolitico, neuro-protetor e melhora a
fungéo cognitiva 2. O bloqueio de receptores A2a pode ser de valor na prevengéo de cirrose
hepatica. Em pessoas que ndo consomem café, a meia-vida da cafeina é duas vezes maior,
0 que explica a maior incidéncia de intoxicacdo nesse grupo

Apesar disso, a cafeina pode trazer alguns efeitos indesejaveis também decorrentes
da dependéncia que seu consumo em excesso pode ocasionar, como por exemplo atraso
da concepcéo, aumento da taxa de abortos espontaneos e reducéo do crescimento fetal; na
populacgéo infantil e adolescente, pode causar cefaleia cronica diaria e migrania sem aura;
em alguns individuos, a cafeina causa sono patolégico porque produz sedagéo paradoxal
e sua abstinéncia pode causar hipersénia; além de pode ocasionar ansiedade, crises de
angustia, abstinéncia, dependéncia e alteracdes do sono (TAVARES & SAKATA, 2012)

4.5.2 Fluoxetina

A fluoxetina é indicada no tratamento da depressdo maior, distirbio obsessivo
compulsivo, desordem pré-menstrual e bulimia nervosa (PRIETSCH, 2015), tendo um
percentual de 25% 0 seu consumo entre os académicos.

A fluoxetina € um inibidor da CYP450 2D6 e, portanto, pode inibir o metabolismo dos
substratos da 2D6, como o propranolol e outros B-bloqueadores, antidepressivos triciclicos,
tramadol, opioides, como a metadona, codeina e oxicodona, antipsicéticos, como o
haloperidol e a tioridazina, e muitos outros farmacos. Essa inibicdo do metabolismo pode
resultar em niveis plasmaticos mais altos do farmaco administrado concomitantemente,
levando a um aumento das reag¢des adversas associadas ao farmaco, como sindrome
serotoninérgica, caracterizada por diaforese, instabilidade autbnoma, mioclonia, convulsées
e coma (KATZUNG, 2005)

4.5.3 Nicofina

Composto ativo do tabaco, a nicotina € um dos Unicos farmacos que ndo possui
atividade terapéutica, sendo utilizado unicamente para estimulo do SNC juntamente com
a cafeina, e tendo alta taxa de vicio entre os usuéarios (WHALEN et al., 2016), e sendo
contabilizado comum seu uso entre 18,8% dos entrevistados dessa pesquisa.

Como abordado por GOLAN et al. (2014), a nicotina se liga com receptores nicotinicos
da acetilcolina centrais e periféricos, provocando grande dependéncia e ativando as vias
de recompensa encefalica dopaminérgicos, podendo estimular atengéo, o aprendizado, a
resolugcéo de problemas e o tempo de reacgéo, isso como ag¢des do SNC.

O Fortalecimento Intensivo das Ciéncias Biologicas e suas Interfaces 2 Capitulo 1 “



Nas atividades periféricas, a nicotina pode causar estimulagdo dos ganglios
simpaticos, bem como da suprarrenal, aumenta a pressao arterial e a frequéncia cardiaca,
sendo prejudicial para os hipertensos, também pode causar coélicas intestinais e diarreia.
Além dos j& conhecidos riscos principais, sendo um grave precursor para doencas
pulmonares e cardiovasculares, varios canceres e outras patologias. Sua dependéncia nao
é facilmente controlada (WHALEN et al., 2016).

51 CONSIDERAGOES FINAIS

Com tudo o que foi apresentado nesse trabalho, observa-se a necessidade da
discussdo sobre efeitos colaterais que os farmacos podem apresentar, desde os mais
simples e de uso habitual como analgésicos ou potenciais dependentes quimicos como é o
caso da nicotina. Cada farmaco aqui abordado possui seus efeitos adversos ocasionados
por seu uso em excesso, e todos tem probabilidade, alta ou baixa, de causar dependéncia
ao0s seus usuarios.
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RESUMO: Introducdo: Prever um risco
cardiovascular é uma meta de estudos para
diversas linhas de pesquisa. Estudos procuram
provar uma associagdo entre a aterosclerose
existente nas artérias car6tidas e coronarias.
Objetivos: Analisar morfologicamente as fibras
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colagenas e fibras elasticas das artérias carotidas e coronarias de pacientes autopsiados
e verificar associagdo entre elas. Metodologia: Apdés aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa Institucional, foram coletados fragmentos das carétidas comum direita (CD)
e esquerda (CE) e coronéarias descendente anterior (DA), descendente posterior (DP)
e circunflexa (Cx) de 22 pacientes autopsiados da Disciplina de Patologia Geral. Ap6s
coletas, esses fragmentos foram encaminhados a confeccao de laminas, com coloragbes de
Picrosirius, para quantificacdo de fibras colagenas, e Verhoeff, para quantificacéo de fibras
elasticas. Foi utilizado o sistema Leica Qwin Plus® para quantificacdo das fibras colagenas
e elasticas. A analise estatistica foi realizada através do software Graphpad Prism® 5, com
significancia com p<0,05. Resultados: Foram analisados 22 laudos de autopsias, no qual
59% eram do género masculino (13) e 72,7% eram de cor branca (16). Amediana de idade foi
de 45 anos (25 — 74). Quanto ao IMC, os pacientes apresentaram média de 22,16 + 5,51 kg/
m?2. Através da analise realizada para quantificagéo de fibras colagenas, obteve-se a mediana
em coronarias DA (3,085%), DP (3,270%) e Cx (1,9%) da area analisada. Em CD (2,895%) e
CE (2,805%). Quando realizado a quantificagéo de fibras elasticas, obteve-se a mediana em
coronarias DA (5,595%), DP (5,870%) e Cx (5,735%) da area analisada. Em CD (6,195%) e
CE (5,890%). Houve diferenca significativa apenas na colora¢do de Picrosirius entre a Cx e
as CD (t = 2,197; p<0,05) e CE (t = 2,212; p<0,05). Nao houve diferenca significativa entre
outras associagdes das artérias (p>0,05). Conclusdes: As analises realizadas demonstram
que o processo de formagédo aterosclerotica € comum entre as artérias demonstrado pelas
fibras colagenas e elasticas, o que corrobora a literatura de que se trata de um processo
inflamatério sistémico, o qual acomete diversos leitos arteriais concomitantemente. Sendo
assim, estudos para predizer riscos ateroscleréticos devem ser estimulados, a fim de se
reduzir a morbimortalidade relacionada a essas doencas.

PALAVRAS-CHAVE: Aterosclerose; doencas das artérias carétidas; doenca da artéria
coronariana.

COMPARATIVE ANALYSIS OF ELASTIC AND COLLAGEN FIBERS OF
CORONARY AND CAROTID ARTERIES IN AUTOPSIED PATIENTS

ABSTRACT: Introduction: Several lines of research are aimed at predicting cardiovascular
risks, so many researchers have studied carotid arteries in an attempt to establish a correlation
between carotid and coronary artery atherosclerosis. Objectives: To analyze the morphology
of the carotid and coronary arteries of autopsied patients and to assess the correlation between
them. Methods: After approval of the Research Ethics Committee of the Federal University
of Triangulo Mineiro, sections of the right common carotid artery (RCCA), of the left common
carotid artery (LCCA), of the anterior descending coronary artery (ADCA), of the posterior
descending coronary artery (PDCA), and of the circumflex coronary artery (Cx) were collected
from 22 autopsied patients at the Department of General Pathology. Then these sections were
mounted on glass slides with Picrosirius red staining for quantification of collagen fibers and
with Verhoeff’s stain for quantification of elastic fibers. Leica Qwin Plus® software was used
to quantify collagen and elastic fibers. Statistical analysis was performed using Graphpad
Prism® 5 software, with a significance of p<0.05. Results: Autopsy reports of 22 patients
were analyzed, 59% of which were male (13) and 72.7% were white (16). The mean age was
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45 years (25-74), and the mean BMI was 22.16 + 5.51 kg/m?2. After quantification of collagen
fibers, the median ADCA (3.085%), PDCA (3.270%), Cx (1.9%), RCCA (2.895%) and LCCA
(2.805%) of the analyzed area were obtained. The median values for quantification of elastic
fibers were also obtained for ADCA (5.595%), PDCA (5.870%), Cx (5.735%), RCCA (6.195%)
and LCCA (5.890%) of the analyzed area. There was a significant difference only in Picrosirius
staining, between Cx and RCCA (1=2.197, p<0.05) and LCCA (t=2.212, p<0.05). There was
no significant difference between the other correlations of arteries investigated (p>0.05).
Conclusion: The analyses performed show that the initial process of atherosclerotic formation
is common across different arteries, thus corroborating the literature, which regards it as a
systemic inflammatory process affecting several arterial beds. Therefore, studies aiming to
predict atherosclerotic risks must be encouraged in order to reduce the morbidity and mortality
rates associated with these diseases.

KEYWORDS: Atherosclerosis; Carotid artery diseases; Coronary artery disease.

11 INTRODUGAO

Estudos em autopsias s&o necessarios a pratica médica. Relatos apontam a primeira
autopsia datada de 3000 a.c., no Egito Antigo, difundindo-se posteriormente para as regides
atuais da Grécia e da Alemanha. De origem grega, a palavra autopsia significa “ver por si
mesmo”, caracterizando seu real objetivo de realizar associacdes entre causa de morte e
doencas correlatas e, pois, auxiliar no diagnéstico final de causas de morte desconhecidas.
No século XIX, Kaul Rokitansky foi considerado o pai da autopsia moderna, delineando
suas principais investiga¢des por 6rgaos e tecidos, e Rudolph Virchow que trouxe o marco
da necessidade da avaliagdo através dos estudos microscopicos na complementacéao
diagnoéstica. (COSTACHE et al., 2014).

No século XX, o numero de autopsias reduziu significativamente, devido a novas
tecnologias diagnésticas que surgiram e a redugéo do interesse da classe médica em
solicitar o exame. Dados do National Center for Health Statistics (NCHS), dos Estados
Unidos da América (EUA), demonstraram uma redugéo de 19,1% para 8,5% entre 1972 a
2007, incluindo autopsias clinicas e forenses (HOYERT, 2011). Em um estudo australiano,
demonstrou-se redug¢do de 50% nas autopsias realizadas no periodo de 1992 a 2003,
fenébmeno que ocorre mundialmente (COSTACHE et al., 2014). Entretanto, defensores
ainda relatam a importancia da autopsia na elucidagéo diagnéstica, assim como correlagédo
das multiplas doencgas associadas a causa morte e possibilidade do uso microscopico
para adentrar na fisiopatogénese. Além disso, sabe-se que a autopsia é substrato para
inimeras indagacOes que levam a pesquisas cientificas, contribuindo com o avancgar do
conhecimento na &rea de ciéncias de saude (COSTACHE et al., 2014).

A doenca cardiovascular € uma das causas mais relevantes de mortalidade em todo
mundo (NASCIMENTO et al., 2014). Estima-se que uma em cada duas mortes nos paises

desenvolvidos seja decorrente de doencas associadas a patologias cardiovasculares
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(ROGER et al.,, 2011), o que, segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC),
corresponde a aproximadamente 300 mil Obitos por ano somente no Brasil. A doenca
arterial € responsavel por grande parte da incidéncia de mortalidade na populagéo, sendo
menos frequentes as complicacbes venosas. E, no &mbito arterial, a aterosclerose é a
responsavel por muitos dos eventos cardiovasculares nos paises ocidentais (VAN DAM et
al., 2016).

Estimativas recentes realizadas nos EUA demonstraram que um terco da populagéo
apresenta algum tipo de doenga cardiovascular, o que corresponderia a 71,3 milhdes de
habitantes naquele pais. E, dessas, 17 milhdes apresentam doenca arterial coronarianae 10
milhGes com sintomatologia clinica de angina pectoris (FIHN et al., 2012; LLYOD-JONES et
al., 2010). Mesmo com os ultimos avangos em terapias medicamentosas e intervencionistas
no tratamento da aterosclerose e de suas repercussdes clinicas importantes, estima-se que
em 2030 acima de 23,6 milhdes de pessoas no mundo apresentem o6bitos relacionados a
doencas ateroscleréticas, o que representa um grande impacto na saude publica mundial
(YAHAGI, 2016).

Apesar de ser substrato para diversas pesquisas em todo o mundo, a fisiopatologia
da aterosclerose ainda permanece ndo totalmente esclarecida, o que é visto em artigos
que sdo publicados anualmente a respeito do desenvolvimento dessa doenga. Um estudo
na literatura mostra que, aproximadamente, mais de cinco mil trabalhos sdo publicados
anualmente sobre a fisiopatologia correlacionada a aterosclerose (BODARY, EITZMAN,
2006). Os conhecimentos iniciais a respeito da fisiologia e patogenia aterosclerética séo
originarios dos estudos do pesquisador Rudolph Carl Virchow, Professor de Patologia,
que iniciou as pesquisas sobre a fisiopatologia da aterosclerose em 1858. Na ocasido, o
pesquisador defendeu a teoria de que a aterosclerose se desenvolvia através de estimulos
extrinsecos as células da parede arterial, e que essas células afetariam outras células
adjacentes. Ademais, o pesquisador sugeriu que o acumulo de lipideos e a proliferacéo
celular na parede arterial eram o marco inicial para o desenvolvimento aterosclerotico
(BODARY, EITZMAN, 2006).

Na mesma década, outro pesquisador importante nos esclarecimentos iniciais da
fisiopatologia da aterosclerose foi Rokitansky que descreveu o desenvolvimento inicial da
aterosclerose como sendo uma deposicéo de fibrina na parede arterial e a persisténcia
dessa deposicao levaria a alteracdes estruturais deletérias que culminariam com o processo
patologico (BODARY, EITZMAN, 2006).

Sabe-se que a chave central da doenca se encontra em pacientes com niveis
sanguineos elevados de colesterol, a hipercolesterolemia, associado a disfungcéo
endotelial, ao processo inflamatdrio agudo, ao processo inflamatério crénico e ao processo
trombogénico. O acimulo de lipideos na parede arterial ocorre de forma proporcional a sua
concentragdo na corrente sanguinea (SANTOS-GALLEGO, PICATOSTE, BADIMOM, 2014).

Entender as alteragdes fisiologicas e fisiopatoldgicas da parede arterial € fundamental para
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o desenvolvimento de estratégias de impacto preventivo e de possibilidades terapéuticas
(JASHARI et al., 2013).

Nos EUA, a doenca cardiovascular encontra-se em primeiro lugar como causa de
mortalidade e as doencas cerebrovertebrais (Acidente Vascular Encefalico hemorragico
(AVEh) ou isquémico (AVEi)) em quarto lugar, em revisdes de comissao de ébitos realizadas
no ano de 2010. (HERON, 2013). No Brasil, essas doencas também representam a principal
causa de mortalidade, sendo responsaveis por grande parte dos ébitos na populagéo acima
de trinta anos de idade (MANSUR, FAVARATO, 2016.)

Sabe-se que o desenvolvimento patologico inicial da aterosclerose se da
primordialmente pelo aumento dos niveis de lipoproteina de baixa densidade (LDL - Low
Density Lipoprotein), o que acarreta o inicio do processo inflamatério agudo na parede
arterial de forma sistémica. Isso pode ser confirmado através da redu¢do da mortalidade
cardiovascular mundial ap6s a introducéo das estatinas no tratamento da hipercolesterolemia
(GOULD, et al., 1998). Ou seja, o aumento por si s6 dos niveis de colesterol é capaz de
desencadear o processo inflamatério agudo e posteriormente crénico na parede arterial.
A LDL possui a capacidade de estimular células endoteliais a produzir moléculas pro6-
inflamatorias, como moléculas de adeséo, citocinas (IL-1 e IL-6) e quimiocinas. Ainda, existe
uma participacéo crucial de monécitos, os quais se diferenciam em macréfagos, e células
de linhagem T. Associado a essa cascata inflamatoria, existem os elementos naturais da
parede arterial que interagem a nivel celular. Essa interacdo, que ocorre ao longo de varios
anos, leva a lesdes da parede arterial e a formagéo de placas, que em algum momento
podem levar a um processo trombogénico ou a uma ruptura de placa, com consequente
ocluséo arterial. A ocluséo arterial aguda é a chave central do evento clinico das situagbes
de infarto agudo do miocardio e acidente vascular cerebral (JASHARI et al., 2013).

A deposicdo de derivados lipidicos provoca lesbes endoteliais, com inUmeras
mudancas nas tanicas intima e média arterial, o que altera a conformacgéo dos componentes
subendoteliais. Um aumento generalizado da sintese e deposicdo de matriz extracelular
(MEC), como glicosaminoglicanos, fibras colagenas e fibras elasticas, pode ser resultado
do aumento indiscriminado de células musculares lisas nas camadas intima e média
por migracéo e neoformacgéo celular. Concomitante, existe uma producéo de fatores de
crescimento que aumentam a expressao de genes responsaveis pela producéo de fibras
colagenas e elasticas em uma variedade de células subendoteliais (MORTON, BARNES,
1982; IGNOTZ, MASSAGUE, 1986). Esse remodelamento arterial pode provocar alteragbes
no didmetro e na espessura do vaso, o que leva a uma disfuncdo da homeostase arterial
(STRONG, 1992).

Inicialmente, as alteracdes decorrentes da aterosclerose acomentem principalmente
as artérias em regides de origens, bifurcacdes e ramos. Entretanto, com o avancgar das
décadas de vida podem acomenter outros sitios do corpo humano. Com o inicio da inflamagéo
da parede arterial em decorréncia da lesao endotelial, células musculares lisas na tunica
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intima sé@o capazes de sintetizar fibras colagenas e elasticas, assim como suas migracdes
por frenestracdes da lamina elastica interna. Essa migragé@o ocorre por quimiotaxia induzida
por citocinas e quimiocinas, o que acarreta em um aumento subendotelial da parede arterial
(BASSI, GARCIA, MIRANDA NETO, 1997).

Em decorréncia de um longo periodo evolutivo em sua formacao, a American Heart
Association (AHA) optou por definir em classificacdes as inumeras apresentagbes da placa
aterosclerotica (STARY, 2000). Tabela 1.

Tipo 1: Células espumosas isoladas na tunica intima arterial;

Tipo 2: inumeras células espumosas organizadas em camadas;

Tipo 3: Conjunto de lipideos extracelulares sem um nucleo bem definido;

Tipo 4: Ndcleo lipidico bem definido recoberto por uma intima integra;

Tipo 5: Nucleo lipidico com cépsula fibrosa com ou sem calcificagéo (fibroateroma);

Tipo 6: Fibroateroma com céapsula fibrosa com defeitos, como hemorragia ou tromobose;
Tipo 7: Calcificagbes proeminentes a luz arterial;

Tipo 8: Tecido fibroso proeminente a luz arterial;

Tabela 1: Classificagéo da placa aterosclerotica segundo a American Heart Association (AHA)

As coronérias se originam distalmente a valva ao6rtica, nos seios de Valsalva, e séo
arterias de, aproximadamente, 5 a 10 cm de comprimento e possuem um diametro de,
aproximadamente, 3 mm. Sdo responsaveis pela irrigacéo arterial do coracédo e oclusoes,
em qualquer parte de suas extensdes, podem levar a um desequilibrio da oferta e consumo
de oxigénio, desecandeando um evento isquémico agudo, como a sindrome coronariana.
As trés principais coronarias sao: descendente anterior esquerda, circunflexa e coronaria
direita, sendo a descendente posterior ramo direto da coronéria direita (ROBBINS, 2005).

No periodo embriolégico, no decorrer da quarta semana do desenvolvimento, os
arcos faringeos se desenvolvem, e sdo supridos por artérias que sao os arcos aorticos. As
carbtidas comuns sdo derivadas da porgéo proximal do terceiro par de arcos aorticos. As
porcOes distais do terceiro par se juntam com as aortas dorsais para formar as carotidas
internas. O primeiro arco aértico contribui para formagéo das artérias carotidas externas
(MOORE, 2004).

O arco da aorta da origem a trés ramos principais: da direita para a esquerda,
esses ramos sao o tronco braquiocefalico, a artéria carétida comum esquerda e a artéria
subclavia esquerda. O tronco braquiocefalico origina a artéria carétida comum direita e a
artéria subclavia direita. As artérias carétidas comum direita e esquerda ascendem até o
nivel da 4° vértebra cervical ou da borda superior da lamina da cartilagem tireoide, quando
entao se bifurcam em artéria carétida externa, medialmente, e artéria carétida interna,
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lateralmente (GARDNER, 1999).

Estruturalmente, as artérias sao constituidas por 3 tunicas. As tunicas intima, média
e adventicia. A tdnica intima, a mais interna, € composta pelo endotélio, sustentado por
tecido conjuntivo frouxo em pequena quantidade, e separada pela tinica média pela lamina
elastica interna. A tdnica média € composta por células musculares lisas, fibras elasticas
e colagenas, e é separada pela adventicea pela lamina elastica externa. A adventicea, a
mais externa, é constituida basicamente de tecido colageno e elastico (GARDNER, 1999).
Com o avangar da idade, ocorre o surgimento de uma camada fibrosa entre a tdnica intima
e tunica média (BASSI, GARCIA, MIRANDA NETO, 1997).

Sabe-se que o fator de risco de maior impacto na fisiopatogénese da aterosclerose
€ o avancar da idade. O consagrado estudo realizado na cidade de Framingham, no estado
norte-americano de Massachusetts, demonstrou que, ap6s os quarenta anos de idade,
49% dos homens e 32% das mulheres apresentam uma doenca arterial coronariana em
desenvolvimento (LLOYD-JONES et al., 1999). Entretanto, estudos em autopsias fetais
demonstraram que a fase pré-clinica, constituida de acimulo de lipideos subendoteliais
e fagocitose pelos mondcitos diferenciados em macréfagos, em que se origina as células
espumosas, podem ser encontradas durante o desenvolvimento fetal, com presenca
de estrias de lipideos nos principais leitos arteriais do corpo humano. Isso demonstra
que o desenvolvimento da inflamagéo cronica da parede arterial pode ocorrer ainda no
desenvolvimento gestacional (NAPOLI, 2007).

Existem diversos fatores de risco estabelecidos pela literatura mundial no
desenvolvimento da aterosclerose. S&o divididos em fatores de risco modificaveis e fatores
ndo modificaveis, esses relacionados ao componente genético proprio do paciente. Dentre
os fatores de risco modificaveis ou relacionados ao ambiente, pode-se listar o tabagismo,
0 uso de drogas - como a cocaina - a auséncia ou baixa pratica de atividade fisica regular,
alimentagao desiquilibrada - com dietas ricas em gorduras - e agentes infecciosos —de forma
aguda ou cronica. Em contrapartida, ha aqueles fatores de risco com significativo cunho
genético, como o diabetes mellitus, a hipertensdo arterial sistémica, o sexo masculino, a
sindrome metabdlica (associada a resisténcia periférica a insulina e obesidade), elevagbes
dos niveis de homocisteina e fatores hemostéaticos (como o fibrinogénio), e elevagbes dos
niveis de LDL e redugédo dos niveis da lipoproteina de alta densidade (HDL - High density
lipoprotein) (TENDERA, ABOYANS, BARTELINK, 2011). Tabela 2.
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Fatores nao genéticos

Auséncia de atividades fisicas regulares

Dieta rica em alimentos gordurosos

Processo infeccioso agudo ou crénico

Tabagismo

Uso de drogas

Fatores com componente genéticos

Diabetes mellitus

Elevacao de lipoproteinas

Elevacgao dos niveis de fibrinogénio

Elevacgao dos niveis de homocisteina

Elevacao dos niveis de LDL e VLDL

Hipertenséao arterial sistémica

Historia familiar

Obesidade

Reducéo dos niveis de HDL

Sexo masculino

Sindrome metabdlica (Resisténcia insulinica)

Tabela 2: Fatores de risco relacionados ao desenvolvimento da aterosclerose

Diversos estudos apontam o consumo regular de alcool como preventivo as doengas
cardiovasculares, porém nédo totalmente esclarecido. Sabe-se que, com um consumo
diario de alcool de modo moderado, existe uma reducéo dos niveis de LDL colesterol — de
caracteristica aterogénica — e aumento dos niveis de HDL colesterol — de caracteristica
cardioprotetora. Os niveis de triglicerideos sao incertos se ha o aumento ou a redugéo
em pessoas com ingesta de alcool regular. Porém, apesar de haver esse aumento de
HDL e reducado de LDL, sabe-se que existem inUmeros outros efeitos nocivos do alcool
relacionados a saude da populagéo, o que leva ao estimulo de um consumo minimo para
seu efeito cardioprotetor (TABARA et al., 2017).

Estudos mais recentes apontam o papel da vitamina D na fisiopatogénese da
aterosclerose, em que atuaria na resposta imune e inflamatoria, além do papel na
trombogénese, o que acarreta instabilidade na doenca arterial coronariana. Nardin et al
(2016) compararam dois fatores de risco relacionados a aterosclerose, o diabetes mellitus e
a hipovitaminose D, em pacientes que foram submetidos a angiografia coronariana, em que
se percebeu que pacientes portadores de diabetes com hipovitaminose D possuiam maior
prevaléncia e severidade da doenca arterial coronariana (QUERFELD, 2013; BUITRAGO,
ARANGO, BOLAND, 2012).

A presenca de infecgbes agudas ou crOnicas ja foi citada como contribuinte da
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patogenia da disfuncéo endotelial arterial, seja por virus ou bactérias (ROSENFELD,
CAMPBELL, 2011). Uma associagéo entre infecgcdo pela Influenza com aumento do risco
de eventos cardiovasculares ja foi relatada (JASHARI, IBRAHIMI, NICOLL et al., 2013).
Ainda, alguns autores sugerem que componentes bacterianos isolados séo capazes de
desencadear a aterosclerose (WESTERTERP, BERBEE, PIRES et al., 2007). Silveira et al
(2013) demonstraram um aumento significativo de fibras colagenas na aorta de pacientes
portadores de infeccéo fungica sistémica. As infec¢cdes agudas ou crénicas podem contribuir
com a aterosclerose no desencadeamento de uma resposta inflamatoéria sistémica, levando
a uma desestabilizacdo da lesé@o aterosclerotica endotelial, podendo muitas vezes levar a
ruptura e trombose do leito arterial (JASHARI, IBRAHIMI, NICOLL et al., 2013).

Os pesquisadores buscam uma interpretacdo da aterosclerose de forma nao
invasiva, a fim de prever um risco cardiovascular do paciente. Para isso, estudos sédo
realizados obtendo-se formas de rastreio ou screening dos pacientes que apresentem
fatores de risco conhecidos para o desenvolvimento de aterosclerose. Entretanto, ainda
existem controvérsias na literatura. Em um estudo recente, Rau et al (2016) compararam o
uso de tomografia computadorizada (TC) coronariana e cinecoronariografia em pacientes
portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV - Human Immunodeficiency
Virus), concluindo que a angiografia nesses pacientes se mostrou superior a tomografia
computadorizada na deteccdo da aterosclerose. Nessa linha de pesquisa, Baroncini
et al (2016) demonstraram a importancia da ultrassonografia em pacientes pediatricos,
utilizando-se o método néo invasivo em caroétidas, demostrando aumento da espessura da
parede arterial relacionado a idade e ao indice de Massa Corporal (IMC). Prever um risco
cardiovascular € uma meta de estudos para diversas linhas de pesquisa. Através do estudo
das cardtidas, tenta-se provar uma correlagdo entre a aterosclerose existente na artéria
carbtida e nas artérias coronarianas, buscando associacao entre elas (KAZUM et al., 2016;
ASCHER et al., 2001; WANAMAKER et al., 2012; CHUN et al., 2014; DURAND et al., 2004;
STEINVIL et al., 2011).

O mecanismo em torno do evento agudo cardiovascular envolvendo coronarias e
carbtidas é semelhante. A ruptura da capa fibrosa aterosclerética ou a erosédo superficial
podem desencadear o contato do nucleo lipidico, rico em lipidios, fibras colagenas e elasticas,
e fatores teciduais, com elementos do sangue, como fatores de coagulacdo e plaquetas,
promovendo a trombose. Independente do mecanismo que ocorre, a desestabilizacdo
da placa pode levar a eventos como sindrome coronariana aguda e acidente vascular
encefalico (JASHARI et al., 2013).

As complicagdes cardiovasculares sdo uma preocupacdo relevante que pode
ocorrer no periodo perioperatorio, o que leva a um desfecho desfavoravel ao paciente,
com altas taxas de morbimortalidade perioperatéria. Pacientes portadores de doenca
arterial coronariana que sédo submetidos ao stress cirurgico, associado a episodios de

taquicardia e alteragdes de niveis pressoéricos como hipotenséo e hipertenséao sustentadas,
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podem apresentar um balango negativo na oferta e consumo de oxigénio miocardico,
assim como situagdes de ruptura de placas estaveis ou instaveis e, assim, haver uma
sindrome coronariana aguda (HOBAIKA, SEIBERLICH, ISSA, 2007). Ainda, pacientes que
apresentam doenca arterial em carétidas possuem risco aumentado no perioperatorio de
cirurgias de revascularizagdo miocardica, o que demonstra a importancia do screening
desses pacientes, buscando uma melhor qualidade na assisténcia pré-operatéria e evitando
intercorréncias ao paciente (ABOYANS, LACROIX, 2009).

E mandatorio que os fatores de risco no periodo perioperatoério sejam investigados
e a identificagédo dos pacientes com maior risco para doencgas cardiovasculares devem ser
conduzidos a fim de melhores resultados nesse periodo. Sabe-se que a mortalidade em
cirurgias ndo cardiacas de pacientes de moderado e alto risco para doengas cardiovasculares
situa-se entre 2 a 6%, respectivamente, e, provavelmente, aumente a medida que ha o
aumento do nimero de fatores de risco associados. Em um universo de, aproximadamente,
230 milhdes de cirurgias de maior complexidade que ocorrem anualmente no mundo, esse
namero representa uma alta mortalidade nesse ambito perioperatorio (MULLER, ZOTT,
2013).

ApOs revisdes na literatura, observa-se que ainda existem controvérsias sobre a
associagao fisiopatoldgica da aterosclerose apresentada em diferentes leitos arteriais,
como coronarias e carbtidas de pacientes. Entretanto, sabe-se que o processo inflamatério
sistémico é fator de risco para aterosclerose em ambos os leitos arteriais — coronarianos

e carotideos.

21 OBJETIVOS

Avaliar o processo de desenvolvimento da aterosclerose presente em diferentes
leitos arteriais de paciente autopsiados pela Disciplina de Patologia Geral no Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (HC — UFTM).

31 MATERIAIS E METODOS

Através das autbpsias realizadas por dois médicos patologistas pela Disciplina de
Patologia Geral do Instituto de Ciéncias Biologicas e Naturais (ICBN) da Universidade
Federal do Tridngulo Mineiro (UFTM), Uberaba - Minas Gerais, Brasil, foi realizado um
estudo com seres humanos, quantitativo, observacional, transversal e descritivo. Foram
analisados os laudos de autdpsias realizadas pelas Disciplina de Patologia Geral no HC
— UFTM no periodo de 2008 a 2014, em que foram selecionados os laudos de autopsias
completos, independente da causa de morte ou doenca de base.

Foram excluidos do estudo os casos que apresentavam laudos de autopsias
incompletos com os dados analisados e auséncia de material de coleta para anélises
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(coronarias e caroétidas).

Foram coletados 110 fragmentos dos seguintes leitos arteriais: car6tidas comum
direita (CD) e car6tidas comum esquerda (CE); e coronarias descendente anterior (DA),
descendente posterior (DP) e coronaria circunflexa (CX) para as andlises microscopicas.
Os fragmentos coletados de carétidas e coronarias foram fixados em formaldeido a
10%. Posteriormente, os fragmentos foram desidratados em alcoois com concentragcbes
crescentes (70 a 100%), diafanizados em xilol e emblocados em parafina. Posteriormente,
foram realizados cortes seriados de 4 um de espessura e confeccionadas laminas para as
andlises histopatologicas.

Foram feitas coloragbes especificas para fibras colagenas através do Picrosirius
(solugéao aquosa saturada de acido picrico adicionada de 0,1g% de vermelho da Siria F3b,
Sirius red F3B-Bayer) com contra-coloragédo pela hematoxilina (JUNQUEIRA, BIGNOLAS
e BRENTANI 1979). A quantificagéo do colageno foi realizada nas camadas intima e média
das artérias carétidas e das coronarias, em que foram examinadas sob luz polarizada, com
objetiva de 20x de acordo com a espessura da camada. Para esta quantificagdo todos os
campos do corte foram digitalizados. Dessa forma, a imagem do campo quantificado foi
digitalizada por meio de uma camera acoplada ao microscopio. A area de colageno com
aspecto birrefrigente com cor em geral, amarelo/alaranjado foi marcada pelo observador
para obter-se o percentual (%) de colageno por area do campo analisado nas laminas.
Essas medidas foram obtidas por meio do sistema analisador de imagens interativo Leica
QWin Plus® (Leica Microsystems, Inc., Wetzlar, Germany), na objetiva de 20x (aumento
final 800x).

Foram feitas coloragdes especificas para fibras elasticas através de Verhoeff para
a obtencé@o da porcentagem (%) de fibras eldsticas nas camadas intima e média. Apds
a digitalizacdo da imagem como descrito anteriormente, a area de fibras elasticas com
aspecto enegrecido foi marcada pelo observador para obter-se o percentual de fibras
elasticas por area do campo analisado nas laminas. Essas medidas foram obtidas por meio
do sistema analisador de imagens interativo Leica QWin Plus® (Leica Microsystems, Inc.,
Wetzlar, Germany), na objetiva de 20x (aumento final 620x).

O ndmero de campos para avaliagdo das medidas das camadas intima e média foi
definido pelo célculo da Média Acumulada (WILLIAMS, 1977).

41 ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise estatistica foi elaborada uma planilha eletrénica no Microsoft Excel
2016®. As informagdes foram analisadas de forma estatistica utilizando-se o programa
eletrénico software Graphpad Prism 5.0. A verificagdo da distribuicdo normal das variareis
quantitativas foi feita pelo teste de Shapiro-Wilk. As variaveis continuas que apresentarem
distribuicdo normal foram expressas em média e desvio padrdo (x + dp), e aquelas que
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apresentarem distribuicdo ndo normal foram expressas em mediana, minimo e maximo
(med, min-max). As variaveis que apresentarem distribuicao normal e varidncia homogénea
foram analisadas pelo teste “t” de Student; caso contrario, foram analisadas pelo teste
de Mann Whitney (U). Os resultados foram considerados estatisticamente significativos
quando a probabilidade de erro for menor que 5% (p<0,05).

51 ASPECTOS ETICOS

O projeto de pesquisa do presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica
e Pesquisa da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (CEP/UFTM), protocolo n°
1683/2010.

61 RESULTADOS

Foram analisados 22 laudos de autdpsias realizadas pela Disciplina de Patologia
Geral do HC - UFTM. Os pacientes autopsiados apresentavam mediana de idade de 45
anos, com idade minima de 25 anos € maxima de 74 anos. Quanto ao IMC, os pacientes
apresentaram média de 22,16 + 5,51 kg/m?. As outras informacgdes descritivas dos pacientes
podem ser vistas na Tabela 3.

Caracteristicas gerais %
Género
Masculino 59
Feminino 41
Etnia
Brancos 72,7
N&o brancos 27,3

Causa de morte

Cardiovascular 22,7
Infecciosa 63,6
Digestoria 9
Neoplasica 4,7

Tabela 3: Caracteristicas gerais da amostra de pacientes autopsiados na Disciplina de
Patologia Geral do HC — UFTM utilizados no estudo

Através da analise realizada pela coloragcdo de Picrosirius, para quantificagéo por
campo (%) de fibras colagenas, obteve-se a mediana em caroétidas direita (2,895%) e
esquerda (2,805%). Em coronarias descendente anterior (3,085%), descendente posterior
(8,270%) e circunflexa (1,9%) da area analisada. Tabela 4.
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Leito Arterial Mediana (%) (Min — Max %)

Caroétida Direita 2,895 0,09-7,7
Caroétida Esquerda 2,805 0,51 -9,56
Coronéria DP 3,270 0,1-14,79
Coronéria DA 3,085 0,07 - 19,15
Coronaria Cx 1,9 0,1-18,48

min = minimo; max = maximo

Tabela 4: Quantificacdo por campo de imagem (%) de fibras colagenas em diferentes leitos
arteriais de pacientes autopsiados
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% Fibras colagenas

| T T

1 1

>k

S F ¢ F

Figura 1: Box-plot com mediana e intervalos interquartil das medidas por campo de imagem
(%) de fibras colagenas mensuradas na carotida direita (CD) e nas coronérias descendente
anterior (DA), descendente posterior (DP) e circunflexa (Cx) de pacientes autopsiados, através
da coloracao de Picrosirius. * t=2,197 ; p = 0,033.
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Figura 2: Box-plot com mediana e intervalos interquartil das medidas por campo de imagem
(%) de fibras colagenas mensuradas na carotida esquerda (CE) e nas coronarias descendente
anterior (DA), descendente posterior (DP) e circunflexa (Cx) de pacientes autopsiados, através

da coloragdo de Picrosirius. * t =2,212; p = 0,032.

A Tabela 5 mostra a associagéo entre as diferentes carotidas (direita e esquerda)
com as diferentes corondrias (descendente anterior, descendente posterior e circunflexa),
quanto a mensuragéo, por porcentagem, das fibras colagenas, o qual mostra diferenca
significativa entre as car6tidas direita e esquerda em relagdo a artéria circunflexa (p<0,05).

Carotida Direita

Descendente Anterior U=193 p=0,25
Descendente Posterior U=192 p=0,245
Circunflexa t=2,197 p = 0,033*

Carétida Esquerda

Descendente Anterior U=198 p =0,307
Descendente Posterior u=177 p=0,13
Circunflexa t=2,212 p = 0,032*

Tabela 5: Associagdo da mensuracgéo (%) de fibras colagenas entre as arteriais carotidas direita
e esquerda com as diferentes coronarias de paciente autopsiados no HC — UFTM.

O Fortalecimento Intensivo das Ciéncias Biologicas e suas Interfaces 2 Capitulo 2 “



Através da analise realizada pela coloragdo de Verhoeff, para quantificagdo
por campo (%) de fibras elasticas, obteve-se a mediana em carétidas direita (6,195%)
e car6tida esquerda (5,89%). Em coronarias descentes anterior (5,595%), descendente

posterior (5,870%) e circunflexa (5,735) da area analisada. Tabela 6.

Leito Arterial Mediana (%) (Min — Max %)
Carotida Direita 6,195 2,2-16,57
Carétida Esquerda 5,890 2,66 — 15,81
Coronaria Cx 5,735 2,12-13,19
Coronéria DA 5,595 1,15-14,46
Coronéaria DP 5,870 0,98 — 12,56

min = minimo; max = maximo

Tabela 6: Quantificacdo por campo de imagem (%) de fibras elasticas em diferentes leitos
arteriais de pacientes autopsiados

15+

% Fibras elasticas

Figura 3: Box-plot com mediana e intervalos interquartil das medidas por campo de imagem (%)
de fibras elasticas mensuradas na caroétida direita (CD) e nas coronarias descendente anterior
(DA), descendente posterior (DP) e circunflexa (Cx) de pacientes autopsiados, através da
coloracéo de Verhoeff. p>0,05

O Fortalecimento Intensivo das Ciéncias Biologicas e suas Interfaces 2 Capitulo 2



154

w
[a]
S
= 10 — —
< T
]
w
2]
=
=
el
2
0 T T T T

Figura 4: Box-plot com mediana e intervalos interquartil das medidas por campo de imagem
(%) de fibras elasticas mensuradas na carétida esquerda (CE) e nas coronarias descendente
anterior (DA), descendente posterior (DP) e circunflexa (Cx) de pacientes autopsiados, através
da coloragéo de Verhoeff. p>0,05

A Tabela 7 mostra a relacao entre as carétidas direita e esquerda com as diferentes

coronarias, quanto a mensuragao por campo de imagem (%) de fibras elasticas, onde nao

ha diferenca significativa entre todos os leitos arteriais analisados.

Carotida Direita

Descendente Anterior U=183 p=0,169
Descendente Posterior U=199 p=0,318
Circunflexa U=187 p = 0,200
Carétida Esquerda
Descendente Anterior U=126 p=0,716
Descendente Posterior U =232 p=0,823
Circunflexa U =221 p = 0,603

Tabela 7: Associacdo da mensuracao (%) de fibras elasticas entre as arteriais carétidas direita
e esquerda com as diferentes coronarias de pacientes autopsiados no HC — UFTM.

Quando se analisa os pacientes sob 0s géneros masculino e feminino, nao houve

diferenca significativa entre todas as carotidas e coronérias analisadas conforme visto na
Tabela 8.
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Género

Feminino
Fibras Fibras
colagenas elasticas
CD x Cx t=1,496 p =0,854 CD x Cx t=1,864 p =0,08
CD x DA t=2,171 p =0,05 CD x DA t=1,898 p=0,675
CD x DP t=0,4052 p=0,69 CD x DP t=1,436 p=0,170
CE x Cx t=1,227 p =0,237 CE x Cx t=1,385 p=0,185
CE x DA t=1,733 p=0,102 CE x DA t=1,435 p=0,170
CE x DP t=0,4052 p=0,69 CE x DP t=0,9544 p = 0,354
Género
Masculino
Fibras Fibras
colagenas elasticas
CD x Cx t=1,584 p=0,126 CD x Cx t=0,365 p=0,717
CD x DA U=280 p =0,837 CD x DA U=80 p =0,837
CD x DP t=1,017 p=0,319 CD x DP U=80 p=0,737
CE x Cx t=1,790 p = 0,086 CE x Cx U=75 p=0,644
CE x DA U=84 p=1,00 CE x DA U=75 p=0,744
CE x DP t=0,769 p = 0,449 CE x DP t=0,180 p =0,858

Tabela 8: Associacdo das diferentes artérias analisadas quanto a porcentagem das fibras
colagenas e fibras elasticas em relagdo ao sexo feminino e masculino.

Quando se analisa os pacientes sob as etnias branco e ndo branco, ndo houve
diferenca significativa em 100% dos brancos quanto as fibras colagenas e fibras elasticas
e apenas diferenca significativa de fibras colagenas entre a coronaria circunflexa entre CE
e CD dos pacientes nao brancos. Tabela 9.

Brancos
Fibras Fibras
colagenas elasticas

CD x Cx t=1082 p=0,288 CD x Cx t=2221 p = 0,054
CD x DA t=1824 p=0,078 CD x DA t=1975 p = 0,052
CD x DP U=108 p = 0,426 CD x DP t=1853 p =0,073
CE x Cx t=1168 p =0,252 CE x Cx U=98 p = 0,266
CE x DA t=1924 p =0,065 CE x DA U=108 p = 0,462
CE x DP U=104 p =0,051 CE x DP U=103 p =0,355
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Nao

brancos
Fibras Fibras
colagenas elasticas

CD x Cx t=2,349 p =0,04" CD x Cx t=0,893 p =0,392
CD x DA t=0,702 p = 0,498 CD x DA t=1,245 p=0,241
CD x DP t=1,086 p =0,303 CD x DP t=0,888 p =0,394
CE x Cx t=2,275 p = 0,046* CE x Cx t=0,939 p =0,369
CE x DA t=0,603 p=0,542 CE x DA t=1,288 p = 0,266
CE x DP t=1,369 p =0,205 CE x DP t=0,934 p=0,372

Tabela 9: Associacéo das diferentes artérias analisadas quanto (%) das fibras colagenas e
fibras elasticas em relagéo a etnia.

71 DISCUSSAO

As doengas crbnicas ndo transmissiveis tornaram-se uma preocupag¢do mundial
em que a doenca aterosclerética assim como outras doengas cardiovasculares séo
reconhecidas como destaque na morbimortalidade dos pacientes em geral, principalmente
em pacientes idosos. Entretanto, merece destaque a incidéncia elevada dessas doencas
em pacientes jovens, o que representa um grande impacto a saude publica e privada
em todo o mundo. A compreensdo de sua fisiopatologia, progressao, fatores de risco e
caracteristicas clinicas associadas faz-se importante para um melhor manejo de prevencéao
e curativo dessa doenca (SILVEIRA et al., 2016).

Estimativas populacionais apontam que em meados dos anos de 2025, o Brasil
contara com 32 milhdes de pessoas caracterizadas como idosas, 0 que representa cerca
de 13% da populagéo geral. Esse envelhecimento populacional demonstra a importancia
de estudos e politicas publicas no tratamento de doencas crénicas, como a aterosclerose,
alterando néo apenas o desfecho de morbimortalidade, mas como reducdo de gastos em
saude (IBGE, 2009).

O grande impacto que a cardiopatia isquémica representa na vida da populacédo
faz com que milhares de artigos cientificos sejam publicados anualmente com o intuito
de compreender as mudancas na parede arterial que levam a formagéo da aterosclerose.
Estudos de autopsias em neonatos apontam o aparecimento de estrias lipidicas em suas
artérias, o que demonstra que a sua fisiopatologia inicia-se antes mesmo da exposicao a
inimeros fatores de risco consagrados (NEUFELD et al., 1962; FERRAZ et al., 2016).

Diferentemente dos demais paises do hemisfério ocidental, o Brasil apresenta uma
maior mortalidade relacionada as doencas cerebrovasculares, comparando-se com as
doencas arteriais coronarianas. Segundo dados do Ministério da Saude publicados pela
Sociedade Brasileira de Cardiologia, houve uma mortalidade de 52,5% (246.322 pacientes)
em relagdo as doencas cerebrovasculares, e de 47,5% (222.852 pacientes) de doencas
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coronarianas. Apesar de apresentarem fatores de risco semelhantes, essa diferenca
estatistica apresenta grande impacto na saude publica brasileira, visto que o acidente
vascular encefalico representa a principal causa de invalidez temporaria ou permanente,
elevando tratamentos de alto custo e onerando os sistemas previdenciarios publico e
privado (CESAR et al., 2014).

A associagéo da aterosclerose em diversos leitos arteriais é estudada em varios
paises devido a alta taxa de mortalidade cardiovascular, com elevado custo de gastos
relacionados a saude. No Japdo, Nakamura et al (2017) realizaram um estudo em
121 pacientes autopsiados em que se buscou associagdo da doenca arterial periférica
assintomética com doencgas cardiovasculares e aterosclerose em artérias caroétidas,
coronarias e renais. Ao se analisar de forma histopatologica, foram encontradas placas
ateroscleréticas nas artérias iliacas comum de graus avancados, de acordo com a AHA,
em 72% de pacientes assintomaticos, com fatores de risco consagrados como hipertenséo,
diabetes mellitus e idade acima de 60 anos. Quanto a associagdo com outros leitos
arteriais, encontraram 75% de pacientes com placas ateroscleréticas avangadas em
coronarias, carétidas e iliacas comum, com forte associacdo das lesbes com doencas
cardiovasculares, como infarto agudo do miocardio, acidente vascular encefalico e doenca
renal (NAKAMURA et al., 2017)

Em um outro estudo realizado por lwakiri et al (2014) buscou-se a associacao
das doencas vasculares renais e doenca aterosclerética sistémica, em que se avaliaram
107 pacientes autopsiados através de alteragbes morfolégicas das artérias renais e a
espessura da camada intima e média das artérias renais, cerebral, coronarias, carétidas
e iliacas comum. Através dessa mensuracao de espessura, os autores concluiram que ha
forte associacéo entre as espessuras dos leitos arteriais, o que demonstra que pacientes
com doenca renal crénica possuem risco aumentado para doengas cardiovasculares. Isso
pode ser confirmado com outro estudo realizado in vivo em que mais de 50% dos pacientes
com doencga renal crbénica dialiticos apresentavam estenose significativa de artérias
coronarianas (JOKI et al., 2009; OHTAKE et al., 2005).

De forma geral, ao analisar as fibras colagenas nesse estudo, foi possivel verificar
que nao houve diferencga significativa em relagdo as carétidas direita e carétidas esquerda
com as coronarias descendente anterior e posterior, em que apresentam mensuragées
de campo de imagem (%) de fibras coladgenas semelhantes nesses leitos arteriais. Estes
achados corroboram com a literatura cientifica de que a aterogénese é um comprometimento
cronico, de cunho sistémico, em que ha possibilidade de inflamacgéao e inicio de formacgéo de
placas em diversos leitos arteriais do corpo humano simultaneamente. Em nosso estudo foi
possivel verificar uma diferenca significativa entre as artérias carotidas direita e esquerda
com a coronaria circunflexa, onde houve maior predominio de colageno nas artérias
carbtidas. Isso pode ser explicado devido a reducdo de didmetro e comprimento da artéria
coronaria circunflexa, em comparacao as outras coronarias analisadas, com reducéo de
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fluxo turbilhonar sanguineo, em que pode haver menor lesdo na camada intima arterial.
(SILVEIRA et al., 2017).

Um estudo revelou, que pacientes com quadro clinico de dor toracica devido a
sindrome coronariana aguda apresentou-se com comprometimento da artéria descendente
anterior em 44 a 56% dos casos, seguida em 27% a 39% pela coronaria direita € 17% na
artéria coronaria circunflexa (SGARBOSSA, BIRNBAUM, PARRILLO, 2001).

As fibras colagenas constituem até 60% da proteina total da placa aterosclerotica,
sendo constituidas principalmente por fibras do tipo 1 e fibras do tipo 3. As fibras do tipo
1 representam, aproximadamente, até dois ter¢cos da constituicdo colagena da placa, e as
fibras do tipo 3 um terco. O aumento da matriz extracelular as custas de fibras colagenas
levam ndo s6 ao aumento das camadas intima e média da parede arterial, como depositos
para moléculas pré-aterogénicas, como fatores de crescimento e lipoproteinas modificadas,
e a sinalizacdo de macroéfagos, células musculares lisas e estimulacdo da formacéo de
trombos. Sabe-se que em lesGes aterosclerdticas avangadas existem a presencga de outros
tipos de colagenos, como tipo 4 e 5. As fibras colagenas sao essenciais tanto na formacgéao
da placa quanto na sua desestrutura funcional. O aumento exagerado leva a estenose
arterial enquanto que uma producgéo deficiente qualitativamente e/ou quantitativamente
pode levar a uma placa com risco de ruptura (REKHTER, 1999). Esse essa situacao clinica
€ deletéria ao paciente em ambos os casos, em que o produto final pode ser o balango
negativo da oferta de oxigénio, levando a complicacdes cardiovasculares como infarto
agudo do miocardio e acidente vascular encefalico (MULLER, ZOTT, 2013).

Mudangas na estrutura das fibras colagenas em placas de aterosclerose de
coronarias foi motivo de estudo em 68 pacientes que foram submetidos a bypass/enxerto
coronariano devido a doenga isquémica do coracdo. Nesses pacientes, foi identificado
acumulo de lipideos na camada de fibras colagenas, o que levou os autores a associar a
presenca de instabilidade de uma placa aterosclerética ao aumento e a desestruturacédo
das fibras colagenas da parede arterial (ZHDANOV et al., 2011).

Quanto as fibras elasticas, nosso estudo verificou que ndo houve diferenca
significativa entre todas as artérias carétidas e coronarias analisadas, o que mostra
neoformacdo semelhante de fibras elasticas, com comprometimento em ambos os leitos
arteriais. As fibras elasticas comp6em aproximadamente metade da matriz extracelular,
sendo a proteina com maior porcentagem na parede arterial. Produzidas pelas células
musculares lisas, representam significativa importancia na parede arterial, contribuindo
com a tensdo basal e com elevagdes reduzidas da tenséo da parede arterial em alteracbes
hemodinamicas, antes que as fibras colagenas sejam envolvidas. Isso pode ser visto em
nosso estudo, sendo que a porcentagem de fibras elasticas medida por campo representa-
se maior que as fibras colagenas (WANG et al.,2017)

O desenvolvimento da aterosclerose acontece através da associagdo do acumulo
local de lipideos e calcio na placa aterosclerética em formagdo. E proposto que haja
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uma interagcdo entre proteinas elasticas da parede arterial com as lipoproteinas de baixa
densidade, o que leva a deposicéo lipidica. Estudos apontam que a deposicéo lipidica
ocorre na placa aterosclerotica resultante de alteragbes qualitativas e quantitativas das
fibras elasticas e colagenas. Esse remodelamento da parede arterial desequilibra a
homeostase arterial, com migracao de células musculares lisas e redugéo de defesa contra
os ésteres de colesterol presentes (REKHTER, 1999).

Pacientes masculinos possuem maior fator de risco que femininos, antes do
periodo do climatério, para o desenvolvimento de doenca aterosclerética. Apesar disso,
nosso estudo demonstrou que a quantidade de fibras elasticas e colagenas em campo
de imagem (%) seguiu-se de forma semelhante em ambos os géneros, sem diferenca
significativa. Demonstra que os leitos arteriais seguem a mesma tendéncia de progressao
da lesao cronica inflamatoria, sem que haja, a principio fator de influéncia do género nesse
desenvolvimento patolégico (REKHTER, 1999).

Ha mais de cinquenta anos, os pesquisadores assumem uma associacao entre as
doencas arteriais periféricas e a doenca arterial coronariana (HUR et al., 2012). Pacientes
que apresentam lesbes ateroscleréticas podem apresenta-las de formas sistémicas em
leitos coronarianos, carotideos, femorais, iliacos, renais entre outros. Existe um risco de
complicagbes no pds-operatdrio de pacientes submetidos a doenca arterial periférica,
em decorréncia de complicacdes cardiovasculares, o que aumenta significativamente a
morbimortalidade. Hur et al (2012) relatam em seu trabalho que pacientes com doencas
arteriais periféricas podem apresentar coronariopatias em 28% a 94% dos casos. Segundo
os autores, essa ampla margem de diferenca se deve as inUmeras classificagcbes de
estenose utilizadas pelos autores e pelos métodos diagnosticos utilizados. Em seus
estudos, encontraram uma associagao de doenca arterial coronariana e doenca em artérias
carbtidas em 72% dos pacientes (HUR et al., 2013).

Em um estudo realizado por Lobo et al (2015) para verificar os diferentes desfechos
no periodo de pos-operatorio de endarterectomia carotidea devido a aterosclerose
acentuada em 737 pacientes, verificou-se que, aproximadamente, 30% dos pacientes
que apresentaram indicagdo cirdrgica em carétidas, concomitantemente, apresentavam
doenca arterial coronariana. Ainda, verificou-se que em 30 dias houve uma mortalidade de
0,3% nesses pacientes com causa morte a sindrome coronariana aguda. Apesar de uma
incidéncia relativamente baixa, as coexisténcias dessas doengas devem ser conhecidas
pela equipe médica que presta assisténcia ao paciente, buscando alternativas e vigilancia
para complicagdes cardiovasculares (LOBO et al., 2015).

Um dos fatores limitantes do nosso estudo é o nimero reduzido de material para
analise das artérias envolvidas nesse projeto, devido ao numero decrescente de autopsias
que vem sendo realizadas em nossa Instituicdo, porém que segue uma tendéncia mundial
(HOYERT, 2011). Outra limitagdo que encontramos € em decorréncia da causa mortis dos
pacientes envolvidos, pois grande parte dos pacientes autopsiados em nossa Instituicdo
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vieram ao 6bito devido a patologias infecciosas e ndo cardiovasculares. Se obtivéssemos
um maior numero de solicitagdo de autopsias de pacientes cardiovasculares obteriamos
resultados mais consistentes em relagdo a aterosclerose de pacientes com doencas
cardiovasculares.

81 CONCLUSAO

A analise histopatolégica de diferentes leitos arteriais de pacientes autopsiados
apresentam a porcentagem de fibras colagenas e fibras elasticas semelhantes em
grande parte das artérias car6tidas e coronarias, 0 que sugere que ambos os leitos estéo
susceptiveis a formagdo aterosclerotica, o que pode desencadear a complicagbes de
formacéo de placas avangadas com o decorrer do tempo e avancar da idade em pacientes
expostos aos fatores estabelecidos.
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RESUMO: O fitonematoide Bursaphelenchus
cocophilus tem grande importancia nos cultivos
de Coqueiro e Dendezeiro, por causar a doenca
Anel-vermelho do coqueiro. Atualmente, ha
apenas 19 registros sequéncias de DNA deste
fitonematoide no GenBank, de populagdes
oriundas do Brasil, Coldmbia, Costa Rica e
Honduras. O objetivo deste trabalho foi analisar
a similaridade das sequéncias de DNA da regiéo
28s de B. cocophilus, depositadas no GenBank.
Foram utilizadas as 19 sequencias de DNA da
regido D2/D3 da regido 28s do DNA mitocondrial,
depositadas no GenBank. As sequéncias foram
avaliadas no NCBI/BLAST, realizando-se o
alinhamento mudltiplo, e a seguir foi calculada a
distancia genética no programa MEGA X. A matriz
de similaridade obtida neste estudo mostrou que
ha um baixo nivel de divergéncia genética entre
as populagdes de B. cocophilus da América
Latina, indicam que hé baixo fluxo genético entre
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vermelho,

EVALUATION OF THE GENETIC
DISTANCE AMONG POPULATIONS OF
Bursaphelenchus cocophilus

ABSTRACT: The nematode Bursaphelenchus
cocophilus presents great importance in the
coconut and oil palm cultivation as it causes the
red ring disease of coconuts. Currently, there
are only 19 DNA sequences records of this
nematode in the GenBank of populations from
Brazil, Colombia, Costa Rica and Honduras. The
objective of this work was to analyze the DNA
sequences similarity of 28s region of B. cocophilus
deposited in GenBank. 19 DNA sequences of
the D2 / D3 region of the 28s mitochondrial DNA
region were used, deposited in the GenBank.
The sequences were evaluated in NCBI / BLAST,
performing the multiple alignment and then the
genetic distance was calculated using MEGA X
program. The matrix of similarity obtained in this
study showed that there is a low level of genetic
divergence among populations of B. cocophilus
in Latin America, indicating that there is a low
genetic flow among the populations.
KEYWORDS: Red ring disease, plant parasitic
nematodes, 28s region.

INTRODUCAO

O anel-vermelho é considerado uma

doenca letal para as plantas infectadas,
tem como agente etiologico o fitonematoide

Bursaphelenhus cocophilus (Cobb) Baujard
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(WARWICK; LEAL, 2003). Sua distribuicdo ocorre em muitos paises americanos, como
Belize, Brasil, Colémbia, Costa Rica, Equador, El Salvador, Guiana Francesa, Granada,
Guatemala, Guiana, Honduras, México, Nicaragua, Panama, Peru, Sado Vicente e
Granadinas, Suriname, Trinidade e Tobago e Venezuela (FAO, 2011).

Os hospedeiros de B. cocophilus sa@o restritos a espécies da familia Arecaceae
(Palmae), ja tendo sido relatadas 17 espécies suscetiveis. Contudo, apenas nas plantas
de coqueiros, dendezeiro e tamareira (Phoenix dactylifera), os danos tém importancia
econémica (MOENS; PERRY, 2009). A doenca anel-vermelho tem sido responsavel por
grandes perdas nas culturas de coco, de dendé e de outras palmaceas hospedeiras
(GRIFFITH; KOSHY, 1990). Em areas de cultivos de coco e de dendé ja bem estabelecidos,
B. cocophilus é considerado o mais importante fitonematoide (BRAMMER; CROW, 2001).

Pouco se sabe sobre as informagbes genéticas de B. cocophilus, diferente das
demais espécies do género Bursaphelenchus, este fitoparasita ndo se alimenta de
fungo, em parte do seu ciclo de vida. (GIBLIN-DAVIS; GERBER; GRIFFITH, 1989). Essa
especializagdo pode estar relacionada a planta hospedeira, sabe-se que plantas exercem
uma forte selecao natural que pode gerar diferenciacao genética e até mesmo isolamento
reprodutivo, nos seus parasitas (BETHENOD et al., 2005; FUNK, 2010).

A incorporacado de informacdes de ecologia evolutiva nas praticas de manejo de
pragas ndo s6 enriquecera nossa compreensao dos processos genéticos populacionais em
escala local, mas também ajudara na formulac@o de estratégias de manejo de pragas de
forma mais eficientes e sustentavel do que as praticas atualmente realizadas (BARMAN et
al., 2012).

Objetivou-se neste trabalho avaliar a similaridade e distancia genética entre
as populagdes de B. cocophilus do Brasil e da Coldmbia, usando a regido 28s do DNA
ribossomal.

METODOLOGIA

Foram utilizadas as 19 sequéncias da regido 28s do dna ribossomal, disponiveis
para B. cocophilus. As sequéncias foram avaliadas no NCBI/BLAST, realizando-se o
alinhamento mdltiplo (Muscle), e calculada a distancia genética no programa MEGA X (
KUMAR et al., 2018) e foi gerada uma matrix de distancia genética usando distancias
nao corrigidas (distanciap), com base em sequéncias da regido D2/D3 da regido do 28s.
A matriz de distancia nao foi calculada usando um modelo de evolugédo, devido ja ter sido
demonstrado que o célculo e uso de p-distancia impossibilita a parametrizagéo excessiva
e nao ha necessidade de usar medidas de distancias complexas ao estudar sequéncias
(NEI; KUMAR, 2000).
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RESULTADOS E DISCUSSOES

O alinhamento de sequéncias parciais do gene 28s do rDNA produziram fragmento
de comprimento de 631 bp, dos quais 10 sdo variaveis e quatro sdo parcimoniosos
informativos, e 621 sdo conservados. Foi observado, figura 1, um baixo indice de distancia
genética, variando entre 0,000 e 0,011, entre as populagdes avaliadas. A maxima distancia
genética foi obtida entre a populagdo de Honduras (AY508076) e Coldmbia (KT156778).
Entre as populagdes brasileiras apenas uma populagdo, KT156772 apresentou diferenca
das demais (0,002). Nas primeiras sequéncias depositadas para as populagcbes da
Colémbia (GenBank acesso iniciado com KT) foi observado maior diversidade entre as
mesmas (0,000 a 0,003).

. Brasil Colémbia Co.sta Honduras Colombia
Populagdo Rica
771 770 769 774 773 772 778 775 776 777 781 779 T80 76 71 643 642 641 640
KT156771 BRA -
KT156770 BRA 0.000 -
KT156769 BRA 0.000 0,000 -
KT156774 BRA 0,000 0,000 0,000 -
KT156773 BRA 0,000 0,000 0,000 0,000 -
KT156772 BRA 0.002 0,002 0,002 0,002 0,002 -
KT156778 CO 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010 0,008 -
KT156775 CO 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,002 0,006 -
KT156776 CO 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,002 0,006 0,000 -
KT156777 CO 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,003 0,008 0,002 0,002 -
KT156781 CO 0,006 0,006 0,006 0,006 0,006 0,005 0,010 0,003 0,003 0,002 -
KT156779 CO 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,002 0,006 0,000 0,000 0,002 0,003 -
KT156780 CO 0,006 0,006 0,006 0,006 0,006 0,005 0,010 0,003 0,003 0,002 0,000 0,003 -
AY508076 CR 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,000 0,008 0.002 0,002 0,003 0,005 0,002 0,005 -
AY508077 Hon 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,003 0,011 0,005 0,005 0,006 0,008 0,005 0,008 0,003 -
MN612643 CO 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0.000 0,008 0,002 0,002 0,003 0,005 0,002 0,005 0,000 0,003 -
MN612642 CO 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,000 0,008 0,002 0,002 0,003 0,005 0,002 0,005 0,000 0,003 0,000 -
MN612641 CO 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,000 0,008 0,002 0,002 0,003 0,005 0,002 0,005 0,000 0,003 0,000 0,000 -
MN612640 CO 0,002 0.002 0,002 0,002 0,002 0.000 0,008 0.002 0,002 0,003 0,005 0,002 0.005 0,000 0.003 0,000 0,000 0.000 -

Tabela1: Distancia genética entre populagoes da America Latina de Bursaphelenchus
cocophilus, baseada na regido 28s do DNA ribossomal.

Com os novos depositos no GenBank de sequéncias de populagdes da Coldmbia
(GenBank acesso iniciado com MN) foi possivel observar que estas e as sequéncias
colombianas anteriores apresentam mais diversidade genética (0,002 a 0,005), essa baixa
diversidade genética pode estar ocorrendo por causa dos efeitos da endogamia devido as
suas populagdes pequenas e isoladas, bem como a capacidade de disperséo limitada do
nematoide (Tabela 1). Até 0 momento ha poucas sequéncias da regido D2/3 do gene 28s de
populagdes de Bursaphelenchus cocophilus, uma de Honduras, uma da Costa Rica, seis
do Brasil e 11 da Colémbia (YE et al., 2007; SILVA et al., 2016).

A distancia genética antes observada entre a populacao de B. cocophilus da Costa
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Rica (AY508076) e Colédmbia (KT), variando entre 0,002 a 0,008 (SILVA et al., 2016) nao
foi observada com as novas populagbes Colombianas (MN), analisadas neste trabalho.
A populagédo de Honduras (AY508077) continua sendo a populagdo que mais apresenta
distancia genética das demais populagdes conhecidas, variando 0,03 a 0,011. Estudos
similares foram desenvolvidos com B. xylophilus, também usando a regido D2/3, oriundos
da China, Japao e Estados Unidos, e ndo foi encontra diversidade genética entre as
populagdes ou entre subpopulagbes, onde os autores concluiram haver um Unico grupo
chamado CPJU, havendo apenas uma diferenciagdo deste grupo com a populagéo do
Canada (ZHANG et al., 2008). Para B. xylophilus, tem se encontrado maior variabilidade
genética, 0.144 a 0.916, quando s&o usados genes mitocdndriais (ZHANG et al., 2018).

A diferenciacdo genética entre as populagdes € afetada por mutacdo, migragéo,
deriva e selecdo (WHITLOCK, 2011). Outros fatores extrinsecos (por exemplo,
heterogeneidade de habitat) e fatores intrinsecos (por exemplo, capacidade de disperséo,
sistema de acasalamento e preferéncia de habitat) tém um impacto no pool genético em
nivel intrapopulacional (BEZAULT et al., 2011).

A adaptabilidade de uma espécie as mudangas ambientais depende muito da
diversidade genética e da estrutura genética de suas populagdes (ZU et al. 1999), sendo
esta diversidade genética mantida nas populagdes em correlagéo a eventos histéricos e de

processos evolutivos recentes (LEE et al. 2002).

CONCLUSOES

Este estudo mostrou baixos niveis de divergéncia genética entre as populacdes de
Bursaphelenchus cocophilus da América Latina, indicam que ha baixo fluxo genético entre
as populacgdes, devido provavelmente a barreiras geograficas.

REFERENCIAS

BARMAN, A. K., M. N. et al. Geographic pattern of host-associated differentiation in the cotton
fleahopper, Pseudatomoscelis seriatus. Entomol. Exp. Appl. v.143, p.31-41, 2012.

BETHENOD, M.T. et al. Genetic isolation between two sympatric host plant races of the European
corn borer, Ostrinia nubilalis Hubner. II: assortative mating and host-plant preferences for
oviposition. Heredity. v.94, p. 264-270, 2005.

BEZAULT, E. et al. Spatial and temporal variation in population genetic structure of wild Nile
tilapia (Oreochromis niloticus) across Africa. BMC Genet. 12:102, 2011.

BRAMMER, A. S.; CROW, W. T. Red ring nematode, Bursaphelenchus cocophilus (Cobb) Baujard
(Nematoda: Secernentea: Tylenchida: Aphelenchina: Aphelenchoidea: Bursaphelenchina)
formerly Rhadinaphelenchus cocophilus. EENY-236, Entomology and Nematology Department,
Florida Cooperative Extension Service, Institute of Food and Agricultural Sciences, University of Florida,
p.1-4, 2001.

O Fortalecimento Intensivo das Ciéncias Biologicas e suas Interfaces 2 Capitulo 3 “



CAO, A. X. et al. Detection of the Pinewood Nematode, Bursaphelenchus xylophilus, Using a
Real-Time Polymerase Chain Reaction Assay. Phytopathology. v. 95, n. 5, p.566-71, 2005.

CARDOSO, J. M.; FONSECA, L.; ABRANTES, |. Genetic diversity of ITS sequences of
Bursaphelenchus xylophilus. Genet Mol Res, v.11, n. 4, p. 4508-15, 2012.

FAO FORESTRY PAPER164. Guide to implementation of phytosanitary standards in forestry, p.
111, 2011.

FOULY, H.; WILKINSON, H. T.; CHEN, W. Restriction analysis of internal transcribed spacers and
the small subunit gene of ribossomal DNA among four Gaeumannomyces species. Mycologia, v.
89, p.590-598, 1997.

FUNK, D. J. Does strong selection promote host specialisation and ecological speciation in
insect herbivores? Evidence from Neochlamisus leaf beetles. Ecological Entomology, v.35, p.
41-53, 2010.

GIBLIN-DAVIS, R.M. Insects of borers. In: HOWARD, F. W.; MOORE, D.; GIBLIN-DAVIS, R.M.; ABAD,
R.G. Insects on palms. Wallingford-Oxon: CABI Publishing, 2001. 414p.

GIBLIN-DAVIS, R.M.; GERBE, R. K.; GRIFFITH, R. In vivo and in vitro culture of the red ring nematode,
Rhadinaphelenchus cocophilus. Nematropica. v.19, p.135-142, 1989.

GRIFFITH, R.; KOSHY, P.K. Nematode parasites of coconut and other palms. In: Luc, M., Sikora,
R.A. &amp; Bridge, J. (Eds). Plant parasitic nematodes in subtropical and tropical agriculture.
Wallingford, UK, CABI Publishing. 1990. p. 363-386.

HU, Y. Q. et al. Direct PCR-based method for detecting Bursaphelenchus xylophilus, the pine
wood nematode in wood tissue of Pinus massoniana. Forest Pathology. v.41, p. 165-168, 2011.

JONES, J. T. et al. Bursaphelenchus xylophilus: opportunities in comparative genomics and
molecular host—parasite interactions. Molecular Plant Pathology, v. 9, n. 3, p.357-68, 2008.

KUMAR, S. et al. MEGA X: Molecular Evolutionary Genetics Analysis across Computing
Platforms. Mol Biol Evol. v. 1, n. 35, p.1547-1549, 2018.

LEE, S. L. et al. Population genetics of Intsia palembanica (Leguminosae) and genetic
conservation of Virgin Jungle Reserves in Peninsular Malaysia. Am. J. Bot. v. 89, p.447-459, 2002.

MOENS, M.; PERRY, R. N. Migratory plant endoparasitic nematodes: A group rich in contrasts
and divergence. Annual Review of Phytopathology, v. 47, p. 313-332, 2009.

MOTA, M. M. et al. First report of Bursaphelenchus xylophilus Portugal and in Europe.
Nematology, v. 1, n. 7-8, p. 727-734, 1999.

NEI, M.; KUMAR, S. Molecular Evolution and Phylogenetics. New York: Oxford University Press;
2000.

O Fortalecimento Intensivo das Ciéncias Biologicas e suas Interfaces 2 Capitulo 3



RUTHERFORD, T.A.; MAMIYA, Y.; WEBSTER, J. M. Nematode-induced pine wilt disease: factors
influencing its occurrence and distribution. Forest Science. v. 36, n.1, p. 145-155, 1990.

RYSS, A. et al. A synopsis of the genus Bursaphelenchus Fuchs, 1937 (Aphelenchida:
Parasitaphelenchidae) with keys to species. Nematology, v. 7, n. 3, p. 393-458, 2005.

SILVA, A. P. et al. Genetic diversity of Bursaphelenchus cocophilus in South America, Nematology,
Leiden, p. 1-10, abr. 2016.

SLATKIN, M. Gene flow and population structure. In Real LA (Ed) Ecological Genetics. Princeton
University Press, Princeton. 1994.

TIHOHOD, D. Nematologia agricola aplicada. Jaboticabal, FUNEP, 1993. 372 p.

WARWICK, D. R. N.; LEAL, E. C. Principais doencas letais In: FERREIRA, J.M.S., (ed.). Coco
Fitossanidade. Brasilia-DF, EMBRAPA, p.51-62, 2003.

WHITLOCK, M. C. G’ST and D do not replace FST. Mol. Ecol. v.20, n. 6, p.1083-1091, 2011.

YE, W. et al. Phylogenetic relationships among Bursaphelenchus species (Nematoda:
Parasitaphelenchidae) inferred from nuclear ribosomal and mitochondrial DNA sequence data.
Molecular Phylogenetics and Evolution, v. 43, n. 3, p. 1185-97, 2007.

YE, W.; GIBLIN-DAVIS, R. M. Molecular Characterization and Development of Real-Time PCR
Assay for Pine-Wood Nematode Bursaphelenchus xylophilus (Nematoda: Parasitaphelenchidae).
PLOS One. DOI: 10.1371/journal.pone.0078804. 2013

ZHANG, H. et al. High Mitochondrial Genome Diversity and Intricate Population Structure of
Bursaphelenchus xylophilus in Kyushu, Japan. Journal of nematology, v. 50, n. 3, p. 281-302, 2018.

ZHANG, K. et al. Molecular Phylogeny of Geographical Isolates of Bursaphelenchus xylophilus:
Implications on the Origin and Spread of this Species in China and Worldwide. Journal of
nematology, v. 40, n.2, p. 127-137, 2008.

ZHAO, B. G. et al. Distribution and pathogenicity of bacteria species carried by Bursaphelenchus
xylophilus in China. Nematology, v. 5, n. 6, p.899-906, 2003.

ZHUO, K. et al. A multiplex one-step PCR method for the simultaneous identification of
Bursaphelenchus xylophilus, B. mucronatus and B. doui —three species within the xylophilus
group. Forest Pathology, v. 41, n. 1, p. 66-69, 2011.

ZU, Y. G.; SUN, M.; KANG, L. The theory, method, and application of molecular ecology. Higher
Education Press, Beijing, China. p. 30-37, 1999.

O Fortalecimento Intensivo das Ciéncias Biologicas e suas Interfaces 2 Capitulo 3 “



CAPITULO 4

AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DA CICATRIZACAO
DE PELE DE RATOS WISTAR TRATADOS COM
POMADA DE EXTRATO BRUTO DAS FOLHAS DE
PERESKIA ACULEATA MILLER (ORA — PRO- NOBIS)

Data de aceite: 26/05/2021

Ana Rosa Crisci
http://lattes.cnpq.br/5780770064633516

Caué Aparecido de Jesus Cavé Lima
http://lattes.cnpq.br/2973056377550434

Rosilene Alves Rodrigues
http://lattes.cnpq.br/4378772252280580

Vanessa Digilio Vanzo
http://lattes.cnpq.br/0082711919834948

Jose Norberto Bazon
http://lattes.cnpq.br/1477289078926701

Wilson Roberto Malfara
http://lattes.cnpq.br/1349279406406034

Lucila Costa Zini Angelotti
http://lattes.cnpq.br/8754211273865269

RESUMO: Plantas medicinais sdo usadas na
saude humana desde tempos pré-histéricos, e,
atualmente, pesquisas cientificas séo realizadas
nessa area, embora as investigacoes para
algumas espécies seja escassa ou até mesmo
ausente. Ora-pro-nébis (Pereskia aculeata Miller,
Cactaceae) € uma planta utilizada na alimentacao
humana em algumas regides do Brasil e que tem
despertado interesse recentemente pelo seu
potencial uso medicinal, principalmente pela sua
atuag@o como cicatrizante. O presente trabalho
visa contribuir para a investiga¢cdo do potencial
cicatrizante da planta em feridas cutaneas, uma
vez que hapoucostrabalhos sobre suas atividades

O Fortalecimento Intensivo das Ciéncias Biologicas e suas Interfaces 2

biolbgicas e qualquer método que auxilie no
processo cicatricial sera benéfico para a saude,
estética e consequentemente para a sociedade.
Para tal investigacéo, aplicou-se pomada a 10%
feita do extrato etandlico concentrado de ora-pro-
nébis em feridas dorsais de um grupo de ratos
e comparou-se a evolugéo cicatricial deste com
outros trés grupos que receberam tratamentos
diferentes (soro fisiolégico a 0,9%, pomada sem
principio ativo — somente veiculo - e Dersani®).
As feridas de todos os ratos foram analisadas
macro e microscopicamente e os dados coletados
foram examinados estatisticamente pelo teste
paramétrico da Anova, para comparagdo dos
grupos. Concluiu-se que a pomada de ora-pro-
nobis apresentou resultados relevantes quanto
a formacdo de crostas em relagdo aos outros
tratamentos, nos estagios iniciais do processo
cicatricial. Também mostrou-se um tratamento
melhor do que o soro fisiologico a 0,9%, néo
sendo, entretanto efetiva na regeneragdo
epitelial das feridas, nem apresentou resultados
conclusivos quanto as outras comparagoes.
PALAVRAS-CHAVE: Cicatrizacdo cutanea.
Extrato etandlico. Pereskia aculeata Miller.

ABSTRACT: Medicinal plants have been used in
human healthy since pre-historical times, and, at
present, scientific research projects have been
carried out at this field, although the studies for
some species is little or even absent. Ora-pro-
nébis (Pereskia aculeata Miller, Cactaceae) is
a plant widely used for human feeding in some
Brazil’s regions and that has recently aroused
interest because of its potential medicinal
application, mainly for its performance as a
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wound healing agent. The present assignment aims to contribute toward the research on
the cutaneous wound healing potential of ora-pro-nobis, since there are few studies about its
biological activities and that any method which assists in the healing process will be beneficial
for the health and aesthetic of people affected by wounds of different seriousness levels, and,
consequently, for the whole society. For such research, it was applied ointment 10% made
of the concentrated ethanolic extract of the leaves of ora-pro-nébis on dorsal wounds of a
group of rats and it was compared the healing evolution of that one with other three groups
which received different treatments (saline 0,9%, ointment with no active ingredient — only
vehicle - and Dersani®). All the rats’ wounds were analyzed macro and microscopically and
the collected data were examined statistically by using the parametric test of ANOVA, in order
to compare the groups. It was concluded the ora-pro-nébis ointment showed relevant results
as to the formation of scab in relation to the other treatments, at the initial stages of the
healing process. It also showed to be a better treatment than saline 0,9%, not being, however,
effective about the epithelial regeneration of the wounds, nor did it show conclusive results as
to other comparisons.

KEYWORDS: Cutaneous healing. Ethanolic extract. Pereskia aculeata Miller.

11 INTRODUGAO

A origem do uso de produtos naturais pelo homem perde-se no tempo, uma vez que
estando em contato direto com o ambiente natural os primeiros seres humanos aprenderam
a fazer uso do que os cercava a fim de melhorar a vida cotidiana, inclusive sua saude. Com
0 surgimento da escrita iniciou-se o registro desses usos. Documentos antigos, como o
Papiro Ebers, datado de cerca de 1500 a.C., no Antigo Egito, mostram como eram feitos os
tratamentos médicos em épocas em que nado havia medicamentos sintéticos nem mesmo
equipamentos avancgados de diagnostico ou cirurgia. Outras civilizagbes antigas, além dos
egipcios, também deixaram registros de como era sua Medicina: tabuas mesopotamicas,
textos tradicionais chineses, textos hindus (Ayurveda), entre outros (EVANS, 2009).

Textos medievais e modernos também relatam usos de produtos naturais para o
tratamento de doencas. Na Idade Média surgem os boticarios, com vasto catalogo de
produtos naturais e seus respectivos usos no tratamento de doengas e injarias diversas.
Até entao, os produtos naturais eram o Unico meio que as pessoas dispunham para tratar
problemas de salde, muitas vezes aliados a crengas e praticas misticas e religiosas
(MENEZES, 2005).

A producdo em escala industrial de novas substancias farmacéuticas nunca antes
observadas na natureza, a partir do século XIX, abriu novas possibilidades, tirando o foco
dos produtos naturais, entretanto a pesquisa nessa area nunca parou e, recentemente,
tem havido crescente interesse nesse campo de pesquisa uma vez que 0s avangos tecno-
cientificos permitem analisar os produtos naturais num nivel jamais observado antes,
tornando a Fitoterapia, a Fitoquimica e a Farmacognosia areas de intensas descobertas de

principios ativos farmacolégicos, o que amplia a lista de substancias com uso medicinal. As
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pesquisas também visam encontrar as melhores formas de utilizagdo medicinal de certas
espécies vegetais, expondo seus beneficios e maleficios, algumas das quais ja sdo muito
bem conhecidas em certas comunidades. Além do mais, muitas doencas ainda estdo sendo
investigadas quanto aos mecanismos que as causam, e a descoberta de novas substéancias
com propriedades farmacol6gicas pode revelar algum farmaco Util para o tratamento de
algumas delas (EVANS, 2009; DEWICK, 2009).

A acédo farmacolégica de espécies vegetais reside, na maioria das vezes, em
substancias chamadas metabdlitos secundarios, definidas como substéncias de distribuicéo
mais restrita em comparacdo aos metabdlitos primarios (proteinas, carboidratos, lipidios
e acidos nucleicos). Alcaloides, terpenoides, glicosideos, flavonoides e fenilpropanoides
sdo alguns exemplos de metabdlitos secundarios encontrados nas plantas. Entretanto,
a divisdo entre metabdlitos priméarios e secundarios nem sempre é tdo 6ébvia e algumas
sobreposi¢des sao descritas na literatura, a exemplo de alguns esteroides (tipo de lipidio)
com agao farmacolégica, mas de distribuicdo restrita (DEWICK, 2009).

Na procura de novas substancias com propriedades medicinais, uma planta que
vem despertando interesse € a ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Miller), um membro da
familia Cactaceae, trepadeira, armada, com folhas suculentas e mucilaginosas e que pode
atingir até 10 metros de altura, encontrada em toda a América tropical (TELLES et al.,
2017). Analises fitoquimicas feitas em seus diferentes 6rgaos (principalmente nas folhas),
ja revelaram a presenga de vérias classes de metabdlitos secundarios: flavonoides,
terpenoides, fitoesterdides, entre outros (PINTO et. al, 2012; PINTO et al., 2015; SOUZA
et al., 2016). Classes essas cujos efeitos fisiologicos e farmacéuticos ja vém sendo
estudados intensamente para varias plantas, mas que para a ora-pro-nobis ainda néo ha
uma quantidade consideravel de trabalhos publicados ou mesmo citacées em livros de
referéncia na area. As analises também indicam que extratos alcodlicos de ora-pro-noébis
(Pereskia aculeata Miller) séo ricos em polifendis, substéncias conhecidas por seu efeito
antioxidante e que podem diminuir os efeitos do processo inflamatério pela diminuigdo do
estresse oxidativo, isso sem apresentar efeitos citotoxicos as células vitais para o processo
de cicatrizagdo (CARVALHO et al., 2014).

O presente trabalho busca verificar o potencial dessa planta como agente cicatrizante
de feridas cutaneas em ratos (Rattus norvegicus) machos adultos da linhagem Wistar por
meio da utilizacdo de pomada na concentragdo de 10% feita a partir das folhas da planta.
Objetiva-se, especificamente, analisar e comparar macro e microscopicamente a evolucao
do processo cicatricial para cada grupo, investigando tanto a reducdo progressiva das
areas das feridas quanto os elementos citolégicos e histologicos que surgirem.

As lesdes cutaneas ocorrem no cotidiano das pessoas, nas mais variadas extensées
e gravidades. Lesbes hospitalares também sdo muito comuns, como as Ulceras por
presséo, que sdo lesdes profundas, graves e de dificil tratamento causadas por presséo

ou cisalhamento e que afetam pessoas acamadas e/ou com déficit motor/cognitivo
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(NOGUEIRA et al., 2012). Desta maneira, € imprescindivel que pesquisas busquem novas
técnicas e intervencdes a fim de minimizar ou abreviar o tempo do processo cicatricial, de
forma que a pele possa ter de volta sua integridade para exercer suas fung¢des, bem como
atuar contra possiveis danos estéticos as pessoas. Sendo assim, qualquer substancia ou
método que vise melhorar tais condi¢cdes € de fundamental importancia no bem-estar de
uma populagéo.

A validagdo cientifica do uso medicinal de espécies vegetais pode encorajar
0 uso mais abrangente, tornando os fitomedicamentos de tais fontes uma alternativa a
medicamentos mais caros, especialmente em paises onde os servigos de suporte a satude
séo precéarios (EVANS, 2009). A ora-pro-nbbis, por exemplo, j& é usada pelas populagcbes
locais como emoliente de feridas, cicatrizante em casos de queimaduras e para abrandar
0s sinais do processo inflamatério, entretanto, o interesse cientifico pelas propriedades
medicinais da ora-pro-nobis € muito recente e ainda ha pouco material publicado sobre
suas atividades biologicas (PINTO et al., 2010; SOUZA et al., 2016), visto isso, faz-se
necessaria mais investigacbes sobre a amplitude de uso desta planta. Portanto, este
trabalho visa, também, contribuir com as pesquisas ja feitas sobre o poder cicatrizante da
planta e, também, servir de base para estudos futuros.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Procedimento cirurgico e Tratamento das feridas

Todos os procedimentos com os animais foram desenvolvidos no Biotério do Centro
Universitario Bardo de Maua, ap6s a aprovacdo do CEPAN ( Comité de Etica Animal) (n°
362/19).

O preparo do extrato etandlico ocorreu no Laboratério de Quimica e Bioquimica I,
do Centro Universitario Bardo de Maua.

Utilizou-se para a pesquisa ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus
linhagem Wistar), pois s&o animais cuja biologia € muito bem conhecida e por serem de facil
manutengdo e manuseio devido ao pequeno porte, facil alimentagéo e rapida reproducéo.

Os animais foram anestesiados por via intramuscular com cloridrato de cetamina e
cloridrato de xilazina, na regido da coxa. Em seguida realizou-se a tricotomia (retirada de
pelos) da regido dorsal de cada animal (Figura 1-A). Apés a tricotomia, cada rato foi pesado
e recebeu trés cortes padronizados no dorso com 0,5 cm de didmetro cada (Figura 1B e
1C), feitos com auxilio do punch (Figura 1B1). Com tesoura de iris reta de 11 cm e pinc¢a
de Adson, retirou-se os fragmentos, expondo até a fascia dorsal muscular. A hemostasia foi
realizada, quando necessaria, através de tamponamento compressivo com gaze por dois
minutos. Em seguida, iniciou-se os tratamentos (Figura 1D).

Durante 14 dias os tratamentos foram aplicados diariamente. O peso dos animais
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também foi avaliado diariamente do inicio ao final dos tratamentos. Durante todo o
periodo em que os animais estiveram em experimentacdo, foram mantidos nas mesmas
condi¢cbes: em gaiolas de polipropileno individuais forradas com serragem e identificadas
com etiquetas, com suprimento de agua ad libitum, ragdo balanceada e luz em regime
de 12h/12h. O procedimento operatério e o tratamento pos-operatorio transcorreram sem
complicagdes. Todos os animais recuperaram-se bem da anestesia, demonstrando bom
estado geral, atividades fisica e comportamental normais para a espécie.

Coletou-se fragmentos das feridas nos 4°, 7° e 14° dias de experimentagéo. A ferida
da qual era coletada a amostra era suturada logo em seguida (Figura 1E). No quarto dia
de tratamento coletou-se fragmentos com borda e centro da ferida da leséo mais préxima a
cabeca, les@o n° 1, de todos os animais dos 4 grupos. No sétimo dia de tratamento coletou-
se fragmentos com borda e centro da ferida da les&o n° 2 de todos os animais dos 4 grupos.
E ao final do experimento, no décimo quarto dia de tratamento, coletou-se fragmentos
com borda e centro da ferida da lesdo mais proxima a cauda, lesdo n° 3, de todos os
animais dos 4 grupos. No décimo quarto dia, também, sacrificaram-se todos os animais
com doce excessiva do barbitarico tiopental sédico, aplicado via injegcdo intramuscular na
regido da coxa, método simples, rapido e relativamente indolor ao animal. O descarte dos
ratos sacrificados ficou sob responsabilidade do Biotério.

e
Figura 1. Procedimentos Metodoldgicos: A - tricotomia; B - lesdo padronizada, em B1: punch;
C - lesbes; D - aplicagdo da pomada e E - retirada da primeira leséo.

Fonte : os autores

Para analise histopatolégica, as amostras de pele dos animais seguiram para
os procedimentos histotécnicos de rotina, os tecidos foram corados com hematoxilina e
eosina. A avaliagédo do processo de redugdo das areas das lesdes, a analise macroscopica,
foi feita através de medicdo com régua e imagens realizadas com camera de smartphone
acoplado em haste fixa de metal, nos 1°, 4°, 7° e 14° dias de experimento, nos demais
dias apenas realizou-se aplicacdo dos tratamentos (Figura 2). Aspectos externos da ferida
também foram analisados.
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Figura 2. Evolugao da cicatrizagdo de feridas de um rato tratado com pomada com principios
ativos, da esquerda para a direita: 1° dia (abertura da ferida e inicio do tratamento), 4° dia, 7°
dia e 14° dia.

Fonte : os autores

A anélise microscopica foi feita pelo levantamento dos tipos de tecidos e células de
cicatrizacao formados, analisados por meio das laminas feitas com as amostras extraidas
das feridas. Destacou-se trés elementos do processo cicatricial para a avaliagdo comparada
da eficacia dos tratamentos: crosta, tecido de granulacéo e regeneracéo epitelial (tecido
epitelial).

2.2 Analise de dados

A area de cada ferida foi analisada por meio das fotografias com o auxilio do software
“FIJI — Image J for Windows®” e os dados obtidos organizados numa planilha do software
Microsoft Office Excel 2010®.

A cada elemento cicatricial analisado, de cada ferida, em cada dia, foi atribuido um
escore de 0 a +4, de acordo com os tipos e quantidades de tecido e células observados
na analise microscopica. Os dados foram compilados numa planilha do software Microsoft
Office Excel 2010®.

31 RESULTADOS

3.1 Analise macroscoépica

As areas das feridas 01, 02 e 03 foram analisadas estatisticamente, por grupo, a
um nivel de significancia de 5% (a = 0,05). Apés os célculos preliminares (média aritmética
simples, desvio-padrédo, E.P.M.), realizou-se o Teste de Homogeneidade de Variancias
de Levene, como pré-requisito para o teste de ANOVA; seguido do Teste de ANOVA,
para comparacgéo das médias e do Teste de Tukey para comparagdes mdultiplas entre os
tratamentos, quando necessario (se o Teste de ANOVA indicasse variancia significativa).

Os resultados dos testes mostraram que apenas as areas das feridas 01 tratadas
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com soro fisiolégico a 0,9% e com Dersani® apresentaram diferencga significativa entre si
(Dersani® com area significativamente menor, p-Valor = 0,0031), devido a grande diferenca
entre alguns valores pequenos obtidos para o primeiro tratamento e alguns valores grandes
obtidos para o segundo. As areas das feridas 02 e 03, nos diferentes tratamentos, ndo
apresentaram diferencas significativas. A ferida 01 refere-se aquela que foi acompanhada
apenas até o 4° dia de experimento, sendo sutura nesse dia, por isso a diferenca significativa
apenas neste momento nao é muito representativa, uma vez que a mesma diferenga nédo
foi observada nas feridas relativas aos outros dois dias (7° e 14°).

Aos 4 dias (Figura 3), no grupo tratado com soro (S4), observou-se ferida com
uma discreta area hiperémica com crosta fina e clara, ndo se observou sangramento,
edema ou secrec¢do; nos animais do grupo tratado com o veiculo (V4) verificou-se uma area
hiperémica maior, com crosta fina e clara; no grupo tratado com a pomada de ora-pro-nébis
(OP 4) observou-se area hiperémica com crosta fina e clara, sem sangramento, edema
ou secrecéo, e no grupo tratado com o Dersani® (D4) observou-se uma &rea hiperémica
menor, com pequena crosta seca e escura (seta pontilhada).

Aos 7 dias (Figura 3), no grupo tratado com soro (S7) observou-se uma discreta
area hiperémica, porém, sem crosta e nao se observou sangramento, edema ou secrec¢éo;
entretanto nos animais do grupo tratado com o veiculo (V7) verificou-se uma area hiperémica
maior (seta curta) com odor e presenca de crosta fina (Figura - seta pontilhada); no grupo
tratado com a pomada (OP 7) a area hiperémica apresentou-se sem crosta, sangramento,
edema ou secrecao e no grupo tratado com o Dersani® (D7) observou-se uma area
hiperémica menor e com pequena crosta seca (seta pontilhada).

Aos 14 dias (Figura 3), observou-se a area da lesao fechada no grupo tratado com
soro (S14); no grupo tratado com o veiculo (V14) a leséo superficialmente reparada; no
grupo tratado com a pomada (OP 14) a lesdo finamente fechada e no grupo tratado com
Dersani® (D14), a leséo também finamente fechada.
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Figura 3. Evolugdo macroscopica da area total da leséo acompanhada por fotografias das
areas no 4°, 7° e 14° dias: S - grupo tratado com soro fisiologico; V - grupo tratado com o
veiculo; Op - grupo tratado com pomada de ora-pro-nobis e D - grupo tratado com Dersani®.

Fonte : os autores

3.2 Analise microscoépica

A analise das laminas preparadas com amostras de tecido das feridas permitiu a
atribuicdo de escores a cada elemento do processo cicatricial de cada ferida (crosta, tecido
de granulacéo e regeneracao epitelial), para cada dia. Os escores relativos a cada elemento
do processo cicatricial foram calculados e analisados estatisticamente, comparando-se os
grupos por dia (4, 7 e 14 dias ap6s a inciséo das feridas), a um nivel de significAncia de 5%
(a=0,05). Apbs os calculos preliminares (média aritmética simples, desvio-padréo, E.P.M.),
realizou-se o Teste de Homogeneidade de Variancias de Levene como pré-requisito para o
Teste de ANOVA; seguido do Teste de ANOVA para comparagéo das médias e do Teste de
Tukey para comparag¢des multiplas entre os tratamentos, quando necesséario (se o Teste de
ANOVA indicasse variancia significativa).

4° Dia de experimento: com relagéo a formagéo de crosta, observou-se que o escore
médio do grupo tratado com a pomada 2 foi significativamente menor que aqueles dos
outros grupos comparados (p-Valor = 0,0021 para o soro, p-Valor = 0,0021 para a pomada
1 e p-Valor = 0,0471 para o Dersani®), e, com relacéo a formagéo de tecido de granulagao,
significativamente maior que aquele do grupo tratado com soro fisiolégico (p-Valor =
0,0233). Entretanto, ndo apresentou diferenca significativa em outras comparagdes. Isso
indica que, em 4 dias, o grupo tratado com a pomada 2 apresentou melhora significativa
no processo cicatricial em relacédo aos demais grupos, pelo menos no que diz respeito a
formacéao de crosta.

7° Dia de experimento: com relacdo a formacao de crosta, observou-se que o0 escore
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médio do grupo tratado com a pomada 2 foi significativamente menor que os dos grupos
tratados com soro (p-Valor = 0,0167) e Dersani® (p-Valor = 0,0011), e, com relacéo a
formacédo de tecido de granulagéo, significativamente maior que aquele do grupo tratado
com a pomada 1 (p-Valor = 0,0301). Entretanto, ndo apresentou diferenga significativa
em outras comparagdes. Isso indica que, em 7 dias, o grupo tratado com a pomada 2
ainda apresentava melhora significativamente maior do que os grupos tratados com soro
e Dersani® e maior quantidade de tecido de granulacédo do que o grupo tratado com a
pomada 1.

14° Dia de experimento: com relacao a formacao de tecido de granulagéo, observou-

se que o escore medio do grupo tratado com a pomada 2 foi significativamente maior que
aquele do grupo tratado com soro (p-Valor = 0,0106) e, com relagéo a regeneragéo epitelial,
significativamente menor que aquele do grupo tratado com Dersani® (p-Valor = 0,0057).
Entretanto, ndo apresentou diferenca significativa em outras comparagoes.

Constatou-se, portanto, que a pomada de ora-pro-nébis na concentragdo de 10%
apresentou um desempenho positivo em relagdo aos demais grupos quanto a diminuicédo
da formacdo de crosta nas feridas nas etapas inicias (primeiros 7 dias) do processo
cicatricial e em relagdo ao soro fisiolégico quanto a promogéo da formacéao de tecido de
granulagcéo, ao passo que ndao mostrou destaque na promocao da formacgédo de tecido
epitelial em relagdo aos demais grupos analisados, inclusive sendo menos efetiva que o
Dersani® nesse quesito. A falta de uniformidade e de diferenca significativa em relagao as
demais comparagdes dos trés dias ndo permite inferir mais do que o exposto.

Aos 4 dias de tratamento (Figura 4) com a pomada de ora-por-nébis (OP4) ndo
observou-se a presenca de crosta fibrinoleucocitaria, 0 mesmo nao aconteceu com os outros
tratamentos: (S4), tratado com soro fisiol6gico, o grupo (V4), tratado somente com o veiculo
e o grupo (D4), tratado com o Dersani®, os quais apresentaram crosta fibrinoleucocitaria
(asterisco). Observou-se a presenca de células de defesa (seta pontilhada), o que
caracteriza essa fase inflamatoria. Aos 7 dias (Figura 4) pdde-se observar o uma evidente
neovascularizagdo nos grupos tratados com a pomada (OP7) e com o Dersani® (D7), esse
aumento do suprimento sanguineo e sua vasodilatacdo facilitam a migracédo de células
inflamatoérias como neutréfilos, macréfagos e linfocitos, elementos que fazem parte da fase
inflamatéria, enquanto que nos outros dois grupos (S7) e (V7) tratados com soro e veiculo,
respectivamente, ainda se observava presencga de crosta fibrinoleucocitaria. Aos 14 dias
(Figura 4), p6de-se observar uma reepitelizagéo total nas areas das feridas em todos os
tratamentos, diferindo apenas em espessura, inclusive com a formagéo da camada cérnea

(seta curta), de papilas dérmicas e ainda grande vascularizagéo (seta longa).
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Figura 4. Fotomicrografias dos aspectos histopatologicos das feridas com 4, 7, 14 dias de
tratamento (H.E.) 10X: S - grupo tratado com soro fisiologico; V - grupo tratado com o veiculo;
Op - grupo tratado com pomada de ora-pro-nébis e D - grupo tratado com Dersani®.

41 DISCUSSAO

O extrato etandlico das folhas da planta e as pomadas (pomada 1 — somente veiculo
- e pomada 2 - veiculo + extrato etandlico) foram confeccionados e armazenados conforme
orientagbes dadas. O procedimento operatério e o tratamento pés-operatério dos ratos
transcorreram sem complicagdes. Todos os animais recuperaram-se bem da anestesia,
demonstrando bom estado geral, atividades fisica e comportamental normais para a
espécie.

Os dados obtidos a partir da analise macroscépica mostraram que ndo houveram
diferengas significativas na velocidade de fechamento das feridas entre os tratamentos
aplicados. Pela anélise microscépica e atribuicao dos escores observou-se que a tendéncia
na evolugéo de todas as feridas foi a diminuigdo da quantidade de crosta e aumento da de
tecidos de granulagao e epitelial. Isso € o que se espera que aconte¢a ao longo do processo
cicatricial normal, sem infec¢cbes, novas lesdes ou outras complicacbes (MANDELBAUM et
al., 2003; DOMINGUES).
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Os resultados das andlises histopatologica e estatistica mostraram que a pomada
de extrato etandlico de ora-pro-nébis na concentracéo de 10% foi mais eficaz nos primeiros
estagios do processo cicatricial (i.e., nos primeiros 7 dias de tratamento), em comparagéao
aos demais tratamentos, uma vez que diminuiu a quantidade de crosta nas feridas. No geral,
os resultados microscopicos mostraram grandes diferengas entre a pomada de ora-pro-
nébis e os outros tratamentos quanto a formagéo de crosta e a maior eficiéncia da pomada
de ora-pro-nobis na promogéo de tecido de granulagdo em relacao ao soro fisiolégico a
0,9%. Para regeneracgéo epitelial, o tratamento com Dersani® foi significativamente mais
eficiente que as duas pomadas (com e sem principio ativo). A diminuicdo da crosta durante
0 processo cicatricial € um evento importante, uma vez que feridas abertas com crostas
cicatrizam mais lentamente (MANDELBAUM et al., 2003), indicando a efetividade da
pomada 2.

Sabe-se que compostos fendlicos e terpenoides possuem acao antioxidante e que tal
atividade ajuda a evitar o estresse oxidativo no processo inflamatério, ajudando a acelerar
0 processo de cicatrizacdo e evitar os sinais flogisticos (CARVALHO et al., 2014; PINTO
et al., 2015). Tais substancias, além de outras (alcaloides, flavonoides e fitoesterois) tem
sido encontradas em analises fitoquimicas das folhas de ora-pro-nbbis (Pereskia aculeata
Miller) e relatadas na literatura (Pinto et. al, 2012; Pinto et al., 2015; Souza et al., 2016),
entretanto a impossibilidade de fazer uma analise quimica do extrato obtido (isolamento de
constituintes) e verificar a agédo isolada e em conjunto de cada um dos seus componentes
fitoquimicos no processo cicatricial impedem qualquer afirmagédo conclusiva sobre os
principios ativos e suas atividades farmacoldgicas, neste presente trabalho.

Asignificativa acao da pomada do extrato etanélico a 10% na prevencéo da formagéo
de crostas nas feridas nos primeiros estagios, onde predomina-se o processo inflamatério e
de regeneracgéo, parece indicar a acao positiva do extrato etanolico no processo cicatricial,
uma vez que os ratos tratados apenas com a pomada 1 ndo demonstraram melhora
significativa para nenhum elemento cicatricial em relagdo aos outros tratamentos, nem
mesmo em relacdo ao soro fisioldégico a 0,9% (o tratamento mais simples dentre quatro
aplicados), o que parece indicar que algum(s) componente(s) do extrato atuou(aram)
durante o processo, de forma que a pomada 2 tenha proporcionado uma melhora
significativa para os ratos do grupo 3, pelo menos nos 7 primeiros dias, em relacdo aos
outros grupos, de forma semelhante como é relatado na literatura por Carvalho et al. (2014)
(relataram melhora significativa na morfologia de fibroblastos L929 de camundongos Swiss
tratados com extrato hidrometandlico das folhas de Pereskia aculeata Miller, fibroblastos
sd@o elementos importantes na fase de regeneracéo do processo cicatricial) e Pinto et al.
(2015) (relataram atividade anti-inflamatéria da fragdo hexanoica do extrato metandlico das
folhas da planta em ratos Wistar e camundongos Swiss).

Aos 4 dias de tratamento, ndo se observou formagéo de crosta apenas nas feridas

dos ratos tratados com a pomada 2 (Figura 4). Aos 7 dias pode-se observar o uma evidente
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neovascularizagdo nos grupos tratados com a pomada 2 (OP7) e com o Dersani® (D7)
(Figura 4), enquanto que nos outros dois grupos nao se observou o mesmo. Esse aumento
do suprimento sanguineo e sua vasodilatagéo facilitam a migracdo de células inflamatérias
como neutréfilos, macréfagos e linfécitos, bem como o transporte de nutrientes e moléculas
informacionais (DOMINGUES).

Mais testes, com outros procedimentos (concentracdes de principio ativo, formas
farmacéuticas, processos de extracado, liquidos extratores e testes experimentais) séo
necessarios para que se possa retificar ou ratificar os resultados obtidos neste presente
trabalho. A preparagédo de pomada de extrato de ora-pro-nbbis por meio da maceracéo das
folhas em alcool etilico absoluto por 24 horas pode néo ter sido a melhor forma de manter
0s componentes fitoquimicos ja identificados na planta e ja relatados como tendo atividade
anti-inflamatéria e positiva no processo cicatricial, ou a concentragéo foi insuficiente para
promover a regeneracéo epitelial e a formacgéo de tecido de granulagéo de forma uniforme,
dai os resultados pouco elucidativos depois do 7° dia de tratamento.

51 CONCLUSAO

A presente pesquisa demonstrou que a pomada a 10% feita a partir do extrato
etanolico (macerado) das folhas frescas de ora-pro-noébis (Pereskia aculeata Miller) aplicada
nas feridas dorsais cutaneas de ratos (Rattus norvegicus) machos adultos da linhagem
Wistar teve acdo na prevencao da formagao de crostas nas feridas nos primeiros estagios
do processo cicatricial (i.e, primeiros 7 dias), o que indica que algum(uns) componente(s)
fitoquimico(s) pode(m) ter atuado, entretanto novos testes devem ser realizados a fim de
retificar ou ratificar os resultado aqui obtidos. A pomada da planta causou significativa
melhora nas feridas com relagdo a formagéo de crosta, com relagcdo aos demais grupos,
e também quanto a formacado de crosta e tecido de granulagcdo se comparada ao soro
fisiologico a 0,9%. Entretanto, ndo apresentou resultados uniformes para os outros
elementos cicatriciais em outros dias, 0 que ndo permite inferir mais do que o mencionado
acima.

Andlises fitoquimicas de precisdo e mais testes precisam ser feitos no sentido de
identificar, isolar e avaliar o(s) principio(s) ativo(s) presentes nos extratos de varios tipos
da planta, alguns principios ativos talvez com atividade terapéutica para alguma doenca
ou injuria para o qual podem ainda néo ter sido testados, o que poderia proporcionar um
avanco para a industria farmacéutica, no sentido de fornecer matérias-primas e bases para

a quimica sintética elaborar novos medicamentos.

REFERENCIAS

CARVALHO, E. G; SOARES, C.; BLAU, L. et al. Wound healing properties and mucilage content of
Pereskia aculeata from different substrates. Revista Brasileira de Farmacognosia. p. 678-681, 2014.

O Fortalecimento Intensivo das Ciéncias Biologicas e suas Interfaces 2 Capitulo 4 “



DEWICK, P.M. Medicinal natural products: a biosynthetic approach. 3 ed. Chichester: John Wiley &
Sons, 2009, 550p.

DOMINGUES, R.J.S. et al. CICATRIZACAO DE FERIMENTOS INCISIONAIS EM RATOS
SUBMETIDOS A ALIMENTACAO COM CARNE SUINA. Revista Paraense de Medicina - V.28 (3)
julho-setembro 2014

EVANS W. C. ‘Trease and Evans’ pharmacognosy. 16. ed. London: WB Saunders Company, 2009.

MANDELBAUM, S. H.; SANTIS, E. P. DI.; MANDELBAUM, M. H. S. Cicatrizacao: Conceitos atuais e
recursos auxiliares - Parte |. Anais Brasileiros de Dermatologia, v. 78, n. 5, p. 525-542, 2003.

MENEZES, R. F. D. E. Da histoéria da farmacia e dos medicamentos, p. 46, 2005.

NOGUEIRA, P. C. et al. Incidéncia de ulcera por pressao na Unidade Intensiva de Neurocirurgia
do HCFMRP-USP. Revista Qualidade HC — USP. Ribeirao Preto, p. 76-82, dez. 2012.

PINTO, N. C. C. Cytotoxic and antioxidant activity of Pereskia aculeata Miller. Pharmacology online,
Paestum, dez 2012, v. 3. p. 63-69.

PINTO, N. C. C. et al. Atividade antinociceptiva da particao hidrometandlica do extrato bruto das
folhas de Pereskia aculeata Miller. Dissertacdo (mestrado em Ciéncias Famacéuticas). Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF), Juiz de Fora. 2010.

PINTO, N. C. C. Pereskia aculeata Miller leaves present in vivo topical anti-inflammatory activity in
models of acute and chronic dermatitis. Journal of Ethnopharmacology, Ireland, jul. 2015. p. 331-336.

SANTOS, J. B.; PORTO, S. G.; SUZUKI, L, M. et al. Avaliacdo e tratamento de feridas. Porto Alegre,
Hospital das Clinicas. Disponivel em: <https://lume.ufrgs.br/bitstream/handle/10183/34755/000790228.
pdf>. Acesso em 6 de outubro de 2019.

SOUZA, L.F.; CAPUTO, L.; BARROS, I. B. |. et al. Pereskia aculeata Miller (Cactaceae) leaves:
chemical composition and biological activities. International Journal of Molecular Science, New York,
2016.

TELLES, C. C.; MADEIRA, N. R.; GONCALVES, N. B. et al. Pereskia aculeata (ora-pro-nobis).
EMBRAPA hortalicas, dez 2017. p.280-289.

O Fortalecimento Intensivo das Ciéncias Biologicas e suas Interfaces 2 Capitulo 4 “



CAPITULO 5

ASPECTOS BIOLOGICOS DA VIOLENCIA

Data de aceite: 26/05/2021

Monique Rafaela de Oliveira Silva Lopes
Universidade do Vale do Paraiba
Faculdade de Educacéo e Artes
http://lattes.cnpq.br/6534428286872489

Katia Zeny Assumpcao Pedroso
http://lattes.cnpq.br/0264865134705957

Relatério Final apresentado como parte das exigéncias
dadisciplina Trabalho de Graduagéo a Banca Avaliadora
do Curso de Ciéncias Biologicas da Faculdade de
Educacao e Artes da Universidade do Vale do Paraiba.

RESUMO: A gestacdo é um periodo de
transformacgdes intensas de &ambito bioldgico
e psicolégico que culminardo no aumento
das necessidades nutricionais, alteracées no
metabolismo, no sistema enddcrino, sistema
imunolégico, alteragdes biofisicas, nos fatores
bioquimicos, entre outras mudangas que sao
necessarias para manutengdo da gravidez.
Embora a gravidez e o nascimento possam
ocorrer sem nenhuma intercorréncia, na maioria
dos casos, o modelo obstétrico no Brasil expbe
as mulheres a altas taxas de intervengcbes com
grande potencial de provocar danos. Essas
intervengbes e condutas desnecessarias sao
conhecidas como violéncia obstétrica e podem
potencializar os riscos a mée e ao bebé, além
de causar lesbes e danos permanentes aos
envolvidos. O objetivo desse trabalho foi
identificar nos relatos de experiéncia de mulheres,
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aspectos bioldgicos relacionados a violéncia
obstétrica durante o parto. Para isso, inicialmente
foi realizada uma pesquisa aprofundada sobre o
tema violéncia obstétrica, em seguida recebeu-
se os relatos de experiéncia, e através das
intervencbes identificadas neles, buscou-se
relacionar a violéncia obstétrica com os aspectos
biolégicos advindos dela. Com isso, pode-se
observar que a violéncia obstétrica gera diversos
danos de natureza bioldgica ao bindbmio mae e
recém-nascido, gerando consequéncias sérias
como: injaria tecidual, hemorragia, laceragdes,
dor, edema, processos dolorosos e demorado de
cicatrizacdo e alteragcdes hormonais, todos em
decorréncia de procedimentos inadequados na
rotina médico/hospitalar.

PALAVRAS-CHAVE: Parto, gestagéo, violéncia
contra a mulher, humanizacao.

ABSTRACT: Pregnancy is a period of intense
biological and psychological transformations
that will culminate in increased nutritional
needs, changes in metabolism, in the endocrine
system, immune system, biophysical changes,
in biochemical factors, among other changes
that are necessary to maintain pregnancy.
Although pregnancy and birth can occur without
any complications, in most cases, the obstetric
model in Brazil exposes women to high rates of
interventions with great potential to cause harm.
These unnecessary interventions and behaviors
are known as obstetric violence and can increase
the risks to the mother and baby, in addition to
causing permanent injuries and damages to
those involved. The objective of this work was
to identify, in the experience reports of women,
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biological aspects related to obstetric violence during childbirth. For this, an in-depth research
was carried out on the topic of obstetric violence, then the reports of experience were received,
and through the interventions identified in them, we sought to relate obstetric violence
with the biological aspects arising from it. Thus, it can be observed that obstetric violence
generates several biological damages to the binomial mother and newborn, generating
serious consequences such as: tissue injury, hemorrhage, lacerations, pain, edema, painful
and delayed healing processes and hormonal changes , all due to inadequate procedures in
the medical / hospital routine.

KEYWORDS: Childbirth, pregnancy, violence against women, humanization.

11 INTRODUGAO

A gravidez surge como um momento excepcional, uma experiéncia Unica e intensa,
para a reformulacédo de todos os valores vitais da mulher, em que os pensamentos desta, ja
se embalam na perspectiva de uma grande alteracdo de vida, e esse sentimento aumenta
exponencialmente ao se fazer o primeiro ultrassom, e ter a certeza de que um novo ser
se forma em seu ventre. Nesse periodo as mudangas vao muito além das fisiologicas,
ocorrendo diversas modificagcbes nas esferas biologicas, somaticas e psicologicas, que
refletem tanto na dindmica individual da mulher, como nas relagdes que ela exerce com
a sociedade. A propria identidade da mulher passa por transformagdes importantes
(MALDONADO, 1976; PICCININI et al., 2008).

Ainda que se obtenha um pré-natal adequado, para muitas mulheres, quando é
chegado o momento do parto, ndo é permitido que sejam protagonistas nessa atividade,
estima-se que ' delas sofrem maus tratos e intervengbes desnecessarias por parte da
equipe médico hospitalar (TESSER et al., 2015).

Esses maus tratos vao desde insultos ou ofensas a parturiente, até uso desnecessario
de medicamentos e procedimentos, privacao de alimentagéo, cesarias eletivas, e muitas
outras mas condutas, que podem ocorrer ao longo da gestagdo, no pré- parto, parto ou
po6s-parto, bem como no abortamento, e sdo chamadas de violéncia obstétrica, embora no
Brasil, ainda ndo se obteve um consenso em relacao a esse conceito (DINIZ et al., 2015;
ZANARDO et al., 2017).

O conhecimento de historias veridicas sobre a violéncia obstétrica, quando em
campo de estagio, em uma conversa com colega, motivou o interesse no estudo do
tema, bem como em compreender quais os aspectos bioldgicos resultam dessa pratica
nas mulheres envolvidas. Ou seja, o estudo visa mostrar como procedimentos fisicos,
realizados de maneira errdnea no momento do parto podem culminar em danos biol6gicos
para as mulheres envolvidas.

2| OBJETIVOS
Identificar os aspectos bioldgicos relacionados a violéncia obstétrica durante o parto,

através do relato de experiéncia de mulheres.
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3.1 Violéncia Obstétrica

O modelo obstétrico predominante no Brasil, expde as mulheres e recém-nascidos
a altas taxas de intervencdes com grande potencial de provocar danos. Tais intervencoes,
como a episiotomia, o uso de ocitocina, e a cesariana, além de outras, que deveriam
ser utilizadas de forma criteriosa, apenas em situacdes de necessidade, atualmente séo
rotineiras e atingem quase a totalidade das mulheres que dao a luz em hospitais no pais.
Uma assisténcia inadequada pode adicionar ou potencializar os riscos, aumentando
as mortes evitaveis de mulheres e bebés, bem como lesGes e sequelas permanentes
(ZANARDO et al., 2017).

Ao longo da historia as mulheres sdo conhecidas como as mais provaveis vitimas da
violéncia (WOLFF; WALDOW, 2008). E por definicéo, a violéncia contra a mulher refere-se
a toda e qualquer acéo que fere sua dignidade e sua integridade fisica e/ou psicoldgica,
ou ainda, qualquer acdo ou omissdo baseada no género que lhe cause morte, leséo,
sofrimento fisico, sexual ou psicoldgico e dano moral ou patrimonial.

Esse tipo de violéncia, € uma questdo de violacdo dos direitos humanos, e é
amplamente conhecida como problema de salde publica, ocasionando as envolvidas
severas sequelas organicas e emocionais (MARCACINE et al., 2018; FONSECA; RIBEIRO;
LEAL, 2012).

Dentre as formas de violéncia de género anteriormente citadas, esta a violéncia
obstétrica, tipo de violéncia também institucional, atrelada a relagcdes de poder, em que
os profissionais de salde se apropriam dos corpos e dos processos reprodutivos das
parturientes (SERRA, 2018).

Ela também pode ser caracterizada como imposicdo de um grau significativo
de dor e sofrimento evitaveis, que vao desde agressoes fisicas, psicologicas, verbais,
simbdlicas, sexuais até negligéncias nas assisténcias, bem como medicalizacdo excessiva
e inapropriada, discriminagéo, cesareas eletivas e sem real necessidade, intervencdes no
parto e a realizacéo de praticas desagradaveis e dolorosas, ndo baseadas em evidéncias
cientificas (FERREIRA, 2019; ZANARDO et al., 2017).

Nas instituicobes de saude tem-se uma violéncia consentida por mulheres em
trabalho de parto e parto, por parte dos profissionais de saude que consideram essas
atitudes desrespeitosas como normal e parte da rotina. As parturientes acabam se omitindo
por medo, por opresséo, ou por estarem vivenciando um momento muito especial nas suas
vidas: o nascimento de um bebé (WOLFF; WALDOW, 2008).

Porém, nesse momento marcante na vida de uma mulher, ela deveria ser protagonista
da sua propria histéria, podendo escolher qual a melhor forma de dar a luz, e com direito
a uma assisténcia a saude adequada, com o apoio de profissionais de saude capacitados,

que acima de tudo estejam comprometidos com a fisiologia do nascimento e respeitem a
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gestacéo, o parto e a amamentacdo como processos sociais e fisiolégicos (REDE PARTO
DO PRINCIPIO, 2012).

3.2 Violéncia obstétrica no parto e sua relacdo com a biologia

O parto e o nascimento eram considerados como um momento fisiol6gico e feminino,
vivenciado nas casas de familias com o auxilio de parteiras, porém, a partir de meados do
século XX, houve uma crescente hospitalizacao e mercantilizagcao dessa pratica, acentuada
pelos avangos tecnoldgicos em medicina, que vao desde novas tecnologias de reproducéo
assistida ao ultrassom obstétrico, e neste modelo tecnocratico, a mulher deixa de ser
protagonista, tornando-se o médico condutor do processo (NUCCI; NAKANO; TEIXEIRA,
2018; ZANARDO et al., 2017).

A partir dessa alteragé@o na forma de nascer, o trabalho de parto passou a necessitar
do ambiente hospitalar para acontecer, com as devidas tecnologias para possiveis
intervencdes, pois o trabalho de parto e parto se tornaram eventos de risco para a mae e
seu bebé, e o ambiente hospitalar &€ o mais propicio para que a mulher sofra intervencées
de forma indiscriminada (PEREIRA et al., 2019).

Embora o cuidado obstétrico apropriado, realizado com o uso adequado da
tecnologia possa reduzir uma parcela importante das complicacbes, que podem ocorrer ao
longo do trabalho de parto e parto, o seu uso inadequado ou realizagdo de intervengdes
desnecessarias podem trazer prejuizos para a mae e o bebé (LEAL et al., 2014). Sendo
assim necessario se respeitar a fisiologia natural do evento.

A dor representa uma importante fungéo biolégica tanto para organismo, alertando
para algum disturbio, quanto para o parto, indicando seu inicio. Ela ocorre pelos estimulos
transmitidos pelas estruturas pélvicas tanto de origem visceral quanto somaticas, contragéo
uterina atrelada a dilatagéo do colo do Utero, distensé@o das fibras uterinas e do canal de
parto, bem como pressao na uretra, bexiga, estruturas pélvicas e raizes do plexo lombo-
sacro, sendo assim uma das precursoras da progressao fisiolégica do trabalho de parto
(BARBIERI et al., 2013; ALMEIDA et al., 2008).

Todo esse evento culmina num grande estresse fisioldgico, mecanismo bioldgico
de defesa, que gera uma resposta adaptativa neuroendoécrina, ou seja, influenciado pelo
aumento na secrec¢do de adrenalina, ativa imediatamente o sistema nervoso simpético,
em seguida ativa hipotalamo-hipéfise-adrenal, gerando aumento nos niveis plasmaticos
dos horménios corticotrofinas, horménio adrenocorticotréfico e do cortisol (ALMEIDA et al.,
2005).

Esses horménios precisam estar em equilibrio, a fim de atuarem de forma plena
para o sucesso do trabalho de parto. Se a gestante fica exposta ao medo e tenséo durante
o trabalho de parto, a dor do parto € potencializada pois enrijece a musculatura e dificulta
a dilatacdo do colo, por exemplo. De acordo com Almeida et al. (2008) a hipdxia da
musculatura uterina, bem como o estiramento da cérvice uterina, vagina e perineo durante
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o periodo expulsivo do trabalho de parto, o estresse (niveis aumentados de glicocorticoides
e catecolaminas) e o limiar baixo de tolerancia a dor (baixos niveis de endorfina, fadiga e
doenca), séo outros fatores causadores ou potencializadores desta dor.

Outro horménio fundamental no processo do parto € a ocitocina, produzida pelo
hipotalamo e armazenada na hipoéfise posterior, € responsavel pelo estimulo das contragdes
uterinas, e também atua na amamentagéo pois esta associada ao processo de ejecédo do
leite, possuindo assim, atuagéo central no trabalho de parto (NUCCI; NAKANO; TEIXEIRA,
2018).

Seu efeito de contracédo uterina foi descrito em 1906, e a substancia sintetizada em
laboratério em 1953, sendo a partir dai utilizada para induzir/acelerar nascimentos e se
tornando peca importante para o protagonismo médico e crescimento da hospitalizagéo dos
partos, associada a outras intervengdes como episiotomia, posicao litotbmica e Manobra de
Kristeller (RUSSO; NUCCI, 2020).

Aepisiotomia (Figura 1) € um procedimento introduzido na obstetricia sob a alegacéo
de que traria beneficios a parturiente e seu bebé, e consiste numa inciséo cirirgica na regiao
do perineo, com o objetivo de aumentar a abertura vaginal. Essa pratica pode ocasionar na
mulher projecao da parede frontal do reto na parede posterior vaginal, 0 que também pode
ocorrer com a bexiga, além de causar aumento no sangramento, aumento na possibilidade
de infecgdes, no desconforto, no tempo de recuperacao apds o parto, problemas sexuais
e incontinéncia urinaria. Tornou-se um procedimento rotineiro, embora néo haja evidéncias
cientificas sobre sua efetividade, sendo assim existe a intencdo de torna-la um evento
restrito e ndo rotineiro, levando-se em consideracéo a individualidade de cada caso para
utilizé-la ou néo (FRIGO et al., 2014; SALGE et al., 2012; BALAREZ; BRANCO, 2018).

Operating
scissors

- Foetal head
bulging

f

"'—- Vaginal
J Opening

Midline episiotomy 4

Figura 1 - Representacao do procedimento para a episiotomia.

Fonte: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/34/Medio-lateral-episiotomy.gif

A posicéo litotbmica, foi introduzida no trabalho de parto para conforto do médico e

sua equipe, desrespeitando o mecanismo fisiol6gico do parto, dificultando a movimentagcéao
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da mulher, aumentando seu cansaco, a duragdo do periodo expulsivo e as intervengbes
obstétricas; em contrapartida, as diversas posicdes verticais existentes colaboram para
reducdo do periodo expulsivo, redugcédo das taxas de partos assistidos e de episiotomias
(CRIZOSTOMO; NERY; LUZ, 2007; NILSEN; SABATINO; LOPES, 2011; MAZZALI;
GONCALVES, 2008).

A manobra de Kristeller (Figura 2) é uma pratica que o no segundo periodo do
parto, e consiste numa presséo aplicada no fundo uterino (parte superior do Utero), com
0 intuito de diminuir o trabalho de parto. Porém ndo se tem nem um consenso de como o
procedimento deve ser realizado, uma vez que alguns médicos o fazem com as méaos, outros
com os bracos, ou até com o cotovelo, o que ndo permite avaliar a intensidade da presséao
exercida, assim como néo se tem evidéncias do seu beneficio. A pratica pode ocasionar
um aumento no risco de morbidade materna e fetal, laceragdes perineais severas, aumento
nas taxas de episiotomia, lesdo no esfincter anal, além de fraturas e danos cerebrais ao
recém-nascido (CARVALHO, 2014; CONITEC, 2016; LIMA; LOPES, 2019).

Figura 2 - Representacdo da Manobra de Kristeller.

Fonte: Autora.

Em relagéo ao parto, o processo de intervengdes rotineiras e desnecessarias gera
uma reacdo em cadeia de eventos, em que uma acaba levando a outra, alterando o curso
fisiol6gico do parto e aumentando os riscos (SCHNECK; RIESCO, 2006).

41 METODOLOGIA

Trata-se de um estudo descritivo, com abordagem qualitativa, cujos dados foram
gerados da seguinte forma: durante a pratica em estagio na Secretaria de Urbanismo e
Sustentabilidade da prefeitura de S&o José dos Campos surgiu uma conversa com uma
colega de turma sobre o tema Violéncia Obstétrica (VO). Essa colega demonstrou interesse
me informou que conhecia mulheres de seu contato proximo, que passaram por situagdes

relacionadas a VO. Pediu entédo, que tais mulheres enviassem mensagens para a autora
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descrevendo sua experiéncia no parto.

Dessa forma, via WhatsApp, sem contato prévio, ou roteiro, sem qualquer sugestao
ou interferéncia da autora, foram encaminhadas mensagens por audio de quatro mulheres,
relatando o que vivenciaram em seus partos, relacionados a VO. Os audios foram
transcritos e selecionaram-se trechos exatamente conforme descritos nas mensagens,
que evidenciavam a violéncia experienciada (Quadro 1). O interesse em estudar o tema
violéncia obstétrica trouxe o desafio de buscar entender sua relagdo com a pratica de
estudo em biologia.

O relato de cada mulher foi identificado com letra seguida de nimero, da seguinte
forma: R1, R2, R3 e R4. Optou-se pela apresentacdo em quadro, demonstrando o relato
do trecho selecionado, o aspecto de violéncia obstétrica identificado e a relagdo com a
biologia.

Buscou-se apresentar diferentes tipos de VO descritos, evitando assim repeticbes
das mesmas situagbes, manteve-se a ocorréncia de tipos diferentes de VO no relato de

uma mesma mulher.

51 RESULTADOS

Através da analise dos relatos encaminhados, e da revisao de literatura sobre o

tema, foi possivel estabelecer uma conex&o entre as praticas da violéncia obstétrica e suas

consequéncias biologicas para as mulheres envolvidas, descritas no Quadro 1.

que o famoso pick e puxaram minha
filha!”

Relato Pratica de violéncia Aspecto biolégico
obstétrica relacionado
R1 - “...fizeram um corte a mais do Episiotomia Injuria tecidual produzida

cirurgicamente entre a mucosa
do canal vaginal e perineo.

R2 - “E deparei com aquela cena de
terror, o avental da médica estava todo
ensanguentado, o chdo parecia que
tinha chovido sangue, uma cena
muito feia”

Sangramento excessivo
durante o parto

Hemorragia durante o parto
relacionada as intervencoes.

R2 - “...precisei de uns 70 pontos.
Pois havia uma laceracao da vagina
ao anus. Deram anestesia. Fui pro
quarto... Mas as dores eram terriveis,
tive que fazer compressa com gelo no
local dos pontos por dias, porque o
lugar inchou muito.”

Laceracéao e sutura
extensa
Dor intensa
Edema

Injuria tecidual no perineo no
parto relacionada a manobra
de empurrar o Utero para o
bebé nascer (Kristeller), ou
pedir para mulher fazer forca a
fim de o bebé nascer.

Dor e edema relacionado ao
processo inflamatério.

R2 - “Ali eu comegava uma luta didria

Processo de

Cicatrizac&do de sutura extensa

de cicatrizacao daqueles pontos que | cicatrizacdo extenso e e demorada
me rasgaram de fora a fora” demorado
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R2 - “foram meses com uma ferida
embaixo das minhas pernas. E uma
cirurgia plastica depois de 1 ano.”

Altera¢é@o na auto
imagem sexual

Processo de cicatrizacao
demorado por laceragéao
extensa.
Deformidade cicatricial
provocada por laceracao
extensa.

Alteracéo na funcao fisiologica
sexual

R2 - “Entao a doutora teve a brilhante
ideia de usar o “tal famoso forceps”
que na época ja era proibido. Pois bem,
algumas tentativas foram feitas, o
barulho daquele objeto batendo um
no outro quando escapavam eram
horriveis...”

Uso do forceps

Uso do forceps de forma
inapropriada, com risco de
dano para o feto e para a mae.

R1 - “...fui induzida ao parto normal,
estouraram minha bolsa. Subiram na
cama, forcaram minha barriga”

Inducgéo ao parto
Rompimento artificial da
bolsa amniética
Manobra de Kristeler

Rompimento artificial da bolsa
amnidtica como método para
acelerar o trabalho de parto.

Manobra de empurrar o Gtero
para acelerar a saida do feto.

R1 - “pediam pra nao fechar os olhos
para ndo desmaiar”

Palavras de ordem
durante o parto

Palavras de ordem interferem
nos horménios do parto

R1 - “relatei o que estava sentindo,
nem fui encaminhada, me colocaram
direto no soro com medicagéo e fui
pra casa... as dores voltaram... ouvi
de outros profissionais que o soro que
tinham me dado fez com que ajudasse
nessa situacdo”

Indugéo com ocitocina
sintética

Aumento e aceleragdo das
contracodes pelo uso da
ocitocina sintética
Dor e desconforto
potencializado pelo uso da
ocitocina sintética

R3 - “Quando estava sentindo muita dor
comecei a gritar, e a médica veio brigar
comigo, pois ela ndo era obrigada

a ouvir aquilo e me mandou fazer
siléncio, senao ela iria embora”

Agressao verbal
Violéncia psicologica

Sensacéo de medo e tensao
ocasionam alteracdes
hormonais

R3 — “o corte para ajudar a passagem
do bebé que me rendeu 20 pontos...

da vagina até o meio da nadega
esquerda... Eu sofri muito com os
pontos, demorou muito para “secar”, eu
morria de medo de fazer forca para
evacuar, e fiquei com o intestino
preso por alguns dias.

Episiotomia extensa
Dor
Medo de eliminar fezes

Alteracao no sistema
gastrointestinal por medo de
eliminar fezes

R4 — “Foram ao total 7horas em
trabalho de parto, muitos exames de
toque e desconforto”

Exames de toque
excessivos e
desconforto

Exposicao ao risco de infecgéo
Desconforto

Quadro 1 - Préaticas de violéncia obstétrica identificadas e aspecto biolégico relacionado, em
que R1, R2, R3 e R4, referem-se ao trecho descrito no relato.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Relato

Qtd

Intervencoes

R1

Inducédo do parto com ocitocina sintética
Privacéo alimentar

Rompimento artificial da bolsa amniotica
Manobra de Kristeller

Episiotomia

Palavras de ordem durante o parto
Parto prematuro

R2

10

Retirada do acompanhante do local de parto
Manobra de Kristeller

Utilizagao inadequada do férceps
Hemorragia

Laceragéo severa

Processo inflamatorio no local da laceragao
Demorado processo de cicatrizacao

Dor intensa

Dispareunia

Trauma psicologico

R3

Inducéo do parto com ocitocina sintética

Agressao verbal e insultos

Manobra de Kristeller

Episiotomia extensa

Edema e cicatrizacdo demorada devido a episiotomia

Auséncia do acompanhante pois o hospital ndo permitiu

Alteracdes gastrointestinais (constipagcao) por medo de eliminar as fezes

R4

Indugéo do parto com ocitocina sintética
Exames de toque excessivos
Rompimento artificial da bolsa amniética
Posicéo litotbmica

Episiotomia

Dispareunia

Dores e desconforto

Quadro 2 - Amostragem da quantidade de intervengdes (VO) sofridas por cada uma das

61 DISCUSSAO

puérperas dos relatos.

Fonte: Elaborado pela autora.

Nos relatos analisados, foi possivel identificar diversos tipos de violéncia obstétrica,

e em todos eles foram observadas mais de uma dessas intervencées na mesma parturiente,

conforme apresentado no Quadro 2, o que se relaciona com o descrito no estudo de Nucci,

Nakano e Teixeira (2018); quando os autores descrevem o excesso de intervencdes como

um “efeito cascata”, em que uma intervencdo gera problemas que possivelmente serdo

resolvidos com outra intervencéo e assim por diante. Diniz (2009) avalia a assisténcia

ao parto normal no Brasil como excessivamente intervencionista e desnecessariamente

traumatica, muito distante do processo natural e fisiologico. Cada intervencgéo isoladamente,

pode gerar varios problemas e danos para a parturiente, ou para o bebé, ou ainda para o

binbmio mae-bebé.

Em relacédo a episiotomia, injuria tecidual produzida cirurgicamente entre a mucosa

do canal vaginal e perineo, apresentam-se 0s seguintes trechos dos relatos:
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R1 - “...fizeram um corte...”

R3 - “o corte pra ajudar a passagem do bebé que me rendeu 20 pontos... da
vagina até o meio da nadega esquerda...”.

Scarabotto e Riesco (2006) afirmam que a ocorréncia de laceracdes perineais no
parto normal depende de diversos fatores, que podem estar relacionados as condi¢cdes
maternas, ao feto, ao parto em si e a propria episiotomia, que é amplamente utilizada para
evitar laceragcbes na regido, mas que, por si s6, constitui um trauma perineal, por vezes,
mais severo que as laceragdes espontaneas.

De acordo com Martins-Costa et al. (2001) a pratica da episiotomia tende a ser
abandonada como rotina, em alguns paises, indices menores que 20% tém sido obtidos,
nao héa evidéncias confiaveis de melhores resultados maternos ou perinatais com emprego
rotineiro da episiotomia, pelo contrario, sua pratica gera riscos.

Entre esses riscos esta a infeccdo puerperal, que segundo Nogueira (2016)
pode ocorrer na cavidade uterina ou nas incisdes cirirgicas (feridas operatérias ou de
episiotomia), e representam uma das principais complicagdes cirurgicas de pés-parto. Fato
que condiz com os estudos de Guimarares, Chianca e Oliveira (2007) que dizem que a
infeccao puerperal ainda representa um grande problema pela sua prevaléncia, morbidade
e até letalidade.

Ternes e Mozzaquatro (1988) perceberam em seus estudos, que um alto nimero
de mulheres apresentou infeccbes decorrentes da episiotomia, e em alguns casos, em
decorréncia da infeccdo apresentaram deiscéncia (abertura espontanea dos pontos
cirirgicos).

Embora a infeccdo puerperal ndo tenha sido apresentada no procedimento de
episiotomia, esse risco foi potencializado; e o problema pode observado no relato sobre
a laceracao, em que a Manobra de Kristeller ocasionou uma injaria tecidual severa no
perineo, que por sua vez desencadeou um processo inflamatério doloroso e de dificil
cicatrizacao, de acordo com o seguinte relato:

R2 - “...precisei de uns 70 pontos. Pois havia uma laceracdo da vagina ao
anus. Deram anestesia. Fui pro quarto... Mas as dores eram terriveis, tive que
fazer compressa com gelo no local dos pontos por dias, porque o lugar inchou
muito.”

Segundo Nogueira (2016), essa rotura pode ser definida como de 1°, 2° e 3° grau,
sendo a Ultima a mais severa pois atinge o esfincter retal podendo, prolongar-se até a
parede anterior do reto. No relato descrito, podemos perceber a laceragdo de 3° grau
conformada também pelo nimero de aproximadamente 70 pontos.

De acordo com Silva et al. (2018) as mulheres acometidas por traumas perineais
ficam expostas, no puerpério, a morbidades e alguns sinais e sintomas, a exemplo da
dor perineal, dispareunia, sangramento, infec¢des, edema e hematomas, que poderao
comprometer algumas atividades habituais e necessidades fisiolégicas, trazendo-lhes

O Fortalecimento Intensivo das Ciéncias Biologicas e suas Interfaces 2 Capitulo 5



consideravel desconforto e afetando a qualidade de vida no pés-parto.

Ainda sobre o relato descrito R2, pode-se dizer que provavelmente a regido do canal
vaginal e perineo foi muito manipulada, a injiria tecidual expde a regidao da mucosa vaginal
e do musculo, a infeccéo e ao processo inflamatério, que provoca dor e edema local.

No mesmo relato R2 descrito acima, a puérpera passou por outra intervengéo que foi
a utilizacao do forceps, ele € instrumento obstétrico utilizado para correcoes de alteracdes
na descida do feto durante o parto e abreviacdo do periodo expulsivo. O relato foi descrito
da seguinte forma:

R2 - “Entdo a doutora teve a brilhante ideia de usar o “tal famoso férceps” que
na época ja era proibido. Pois bem, algumas tentativas foram feitas, o barulho
daquele objeto batendo um no outro quando escapavam eram horriveis...”

O férceps tem seu uso muito restrito por obstetras, sendo fundamental uma
capacitacdo adequada do profissional para sua utilizacdo. Nota-se pelo relato que foram
feitas “algumas” tentativas para sua colocag@o e a mulher sentiu e ouviu o barulho do
instrumento.

Nos estudos pesquisados sobre intervengdes no parto, o uso do forceps é citado como
causador de uma série de danos, conforme relatam Oliveira et al. (2010), o instrumento &
citado como fator de risco importante para o trauma perineal e surgimento de incontinéncia
urinaria e fecal em puérperas. Para Barbosa et al. (2005) o uso do férceps pode contribuir
para o comprometimento das estruturas anatémicas e disfungdes miccionais.

Traumas como esse sdo precursores de dispareunia, que foi assim apresentada no
relato a seguir:

R4 — “minha relagédo sexual com meu marido nunca mais foi a mesma, sempre
tenho desconforto e dores.”

Holanda et al. (2014) descreve a funcao sexual como biologica e fisiolégica, e o
trauma perineal pode trazer a dispareunia, que aparece na maioria dos estudos publicados
como uma das principais disfungbes sexuais no puerpério, comprometendo o desejo, a
satisfacdo sexual e a frequéncia das relagdes sexuais, muito relacionada ao parto normal,
pela presenca de episiotomia e/ou laceragbes, € ndo é a Unica disfungdo sexual que
acomete as mulheres nesse periodo tao importante de suas vidas.

No que diz respeito a ocitocina, sua utilizacao foi observada no seguinte relato:

R1 - “relatei o que estava sentindo, nem fui encaminhada, me colocaram direto
no soro com medicacédo e fui pra casa... as dores voltaram... ouvi de outros
profissionais que o soro que tinham me dado tinha fez com que ajudasse
nessa situacédo”

R4 — “Dei entrada 12h com um dedo de dilatagao, logo fui colocada no soro e
as dores foram intensas...”

Nucci, Nakano e Teixeira (2018) observaram que 0 uso dessa substancia
sintetizada, preconiza a realizacdo de outras intervencdes, como o aumento no namero
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de monitoramento dos batimentos fetais, avaliacdo frequente do processo de dilatagéo
cervical, maior nUmero de exames vaginais ou retais, além da administracdo de oxigénio
para prevenir anoxia fetal durante o trabalho de parto. Essa afirmagédo condiz com alguns
dos relatos apresentados em que apds a administragdo do “soro”, a parturiente precisou
passar por diversas intervencdes, como por exemplo 0 excesso de exames de toque, até
a chegada do bebé.

De acordo com Chaves (2007), a ocitocina € um nonapeptidio sintetizado nos
ndcleos paraventricular e supradptico do hipotdlamo, que quando liberada centralmente
pela neurohipéfise atua como um neurotransmissor e neuromodulador de diversos
processos, como por exemplo na modulagcéo da ansiedade e na regulacéo das respostas
neuroenddcrina e cardiovascular; e quando liberada perifericamente ela age como um
horménio e promove a liberagéo do leite durante a lactagéo e a contragcéo uterina no parto.

Esta afirmacdo também pode ser observada nos estudos de Dacome e Garcia
(2008), que demonstram uma forte ligacao desse hormdnio com emocdes bésicas como
medo, ansiedade, fome, saciedade, prazer e desejo sexual, sendo atribuido a ela o termo
“hormonio do amor”. A ligacdo da ocitocina com esse status estd amparada nos estudos
de Fernandez et al. (2011), onde observaram que nas horas seguintes ao parto, valores
maximos de ocitocina enddgena se relacionam no cérebro do recém-nascido, com periodo
sensitivo e inicio do vinculo materno. Os autores referem ainda, que a manipulagdo do
sistema ocitocinérgico, como por exemplo a administracdo de ocitocina sintética intraparto
ou cesareas agendadas sem trabalho de parto prévio, podem contribuir para que haja
alteracbes nas respostas sociais e sexuais daquele individuo.

Outros recursos utilizados para acelerar o parto sdo o rompimento artificial da bolsa
amnibtica e manobra de Kristeller, evidenciada no relato a seguir:

R1 - “... fui induzida ao parto normal, estouraram minha bolsa. Subiram na
cama, forcaram minha barriga”

Segundo os estudos de Souza et al. (2010) a bolsa amniética envolve o feto, e
€ importante em todo o processo da gestacdo e no parto, protegendo-o de traumas e
infeccoes. O rompimento da bolsa é utilizado muitas vezes na pratica com as mulheres
em trabalho de parto para estimular as contragdes e acelerar o parto. Acredita-se que ao
romper as membranas ocorre a producdo e a liberacdo de prostaglandinas e ocitocina,
além de que, com a diminuicdo da quantidade de liquido amnidtico ha encurtamento das
fibras uterinas, aumentando o rendimento da contratilidade do Utero e promovendo a
dilatag@o. No entanto a recomendacgéo é que a bolsa amnibtica néo seja rompida pelo risco
de infecgbes para o feto.

Sobre a Manobra de Kristeller, manobra de exercer pressao no fundo do Utero com
a finalidade de acelerar o parto, Pereira et al. (2016) dizem que ha um desrespeito ao
tempo fisiolégico do parto e que na maioria das vezes séo resultados da impaciéncia dos
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profissionais. Varios estudos apontam os riscos dessa manobra tanto para o feto quanto
para a gestante, Leal (2014) descreve que sobre a pressédo que é exercida no fundo uterino
néo ha evidéncias de ser benéfica. Os riscos potenciais do uso da manobra incluem rotura
uterina, lesdo do esfincter anal, fraturas no recém-nascido e danos cerebrais.

No que diz respeito a hemorragia no pos-parto (HPP), apresenta-se o seguinte
relato:

R2 - “E deparei com aquela cena de terror, o avental da médica estava todo
ensanguentado, o ch&do parecia que tinha chovido sangue, uma cena muito
feia”

Moraes et al. (2009) relatam que HPP é o sangramento excessivo que provoca
sintomas como: vertigem, hipotensdo, taquicardia, fadiga, anemia, necessidade de
hemotransfusdo, reducdo da lactacdo, Sindrome de Sheehan, isquemia miocéardica e
complicagdes de tratamento cirtrgico. O sangramento é considerado excessivo quando
no parto normal & maior que 500ml, e no parto cesarea maior de 1000ml. Pode ser
caracterizada como primaria, quando ocorre nas primeiras 24 horas apés o parto, ou
secundaria ou tardia quando ocorre entre 24 horas e seis semanas apo6s o parto. Constitui
a complicagao obstétrica com o maior indice de mortalidade do mundo, responsavel por 25
a 30% de todos os 6bitos maternos.

Fato que condiz com os estudos de Cecatti et al. (2015), que apresentou a
hemorragia e a infecgdo como as complicagcdes maternas mais relatada pelas puérperas,
e com o trabalho de Carreno, Bonilha e Costa (2011), que apresentou a hemorragia e a
hipertensdo como as maiores causas diretas de mortalidade materna. Costa et al. (2010),
afirmam que a principal causa da HPP é a atonia uterina, mas que também pode ocorrer
devido a laceragdes, ruptura uterina e disturbios de coagulacdo, e assim como 0s outros
autores a descreve como emergéncia obstétrica de grande risco para a vida da puérpera.

Atrelado a essa questdo Silva (2013) também ressalta a necessidade de uma
boa preparacao psicolégica da gestante, durante o pré-natal, para que no momento do
parto haja uma diminuicdo da triade medo-tensé@o-dor. A dor € um fendmeno sensorial,
porém a ansiedade e a tensdo geram um aumento na resposta do sistema nervoso a dor,
0 que segundo Freddi (1973) influéncia na tensdo muscular, afetando o colo do utero e
dificultando a dilatacéo.

Procedimentos como agressdes verbais, insultos e palavras de ordem podem

influenciar nesse aumento da tensdo, e essas situacdes foram identificadas no relato:
R1 - “pediam pra nao fechar os olhos para nédo desmaiar”

R3 - “Quando estava sentindo muita dor comecei a gritar, e a médica veio
brigar comigo, pois ela ndo era obrigada a ouvir aquilo e me mandou fazer
siléncio, sen&o ela iria embora”

De acordo com Pereira, Cecatti e Oliveira (1998), uma resposta intensa a dor pode

ocasionar diversas consequéncias como: estimulagé@o respiratéria, circulatéria, de centros
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hipotalamicos de funcdo neuroendoécrina predominantemente simpatica, de estruturas
limbicas e de mecanismos psicodindmicos de ansiedade e apreensdo. O aumento
no consumo de oxigénio e a alteragdo no intervalo das contracoes, eleva o pH arterial
materno, diminui seu estimulo ventilatério e isso pode causar hipoxemia no feto, assim

como desacelerar sua frequéncia cardiaca.

71 CONCLUSAO

Embora ndo sejam frequentes estudos sobre a violéncia obstétrica e sua relagao
com a biologia, a analise dos relatos de experiéncia das mulheres, em conjunto com a
revisao de bibliografias permitiu elaborar uma grande ligacéo entre os eventos da gestacao
e parto, bem como das violéncias obstétricas neles realizadas, com aspectos biologicos.

Pode-se observar que, o préprio trabalho de parto esté interligado com diversos
fatores biologicos como influéncia hormonal, alteracbes biofisicas, alteragdes quimicas,
entre outros, e que intervengdes inapropriadas acerca desses eventos naturais trazem
consequéncias ao processo do parto, bem como ao binbmio méae-bebé.

Com base nos objetivos propostos, percebeu-se que a violéncia obstétrica altera o
processo natural do parto, o que ocasiona danos de natureza biol6gica como hemorragias,
infeccdes, inflamacgbes, processos dolorosos de cicatrizagdo, deformidade cicatricial,
edema, injarias teciduais, danos psicolégicos, alteragdo hormonal, aumento nos niveis de
dor, alterag¢des gastrointestinais, prejuizos a autoimagem e relagéo sexual das parturientes
envolvidas, e riscos ao recém-nascido.

Percebeu-se também que as intervencdes no parto, alteram sua fisiologia natural
fazem com que mulheres sofram danos, com resultados que vao interferir em varios
aspectos de sua vida.

O estudo possibilitou ainda entender o quanto a biologia esta presente no parto e
nas alteracdes ocorridas em funcéo da violéncia obstétrica, além da reflexdo da importancia
do conhecimento biolégico de todo esse processo.
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RESUMO: Os 6leos essenciais de espécies
vegetais podem apresentar diversas atividades
bioloégicas, considerando sua variedade de
componentes quimicos. A busca por alternativas
naturais para tratamento de infecgbes fungicas
vem sendo explorada tendo em vista a
resisténcia microbiana. Este trabalho objetivou
analisar a atividade antifungica do 6leo essencial
das folhas de Baccharis milleflora L. frente a
Candida albicans (CA) e Candida tropicalis
(CT). A atividade antifungica foi investigada pelo
método de microdiluicdo em caldo, sendo o
6leo avaliado sozinho e em combinagcdo com o
farmaco fluconazol. Os dados foram analisados
através do programa Graphpad Prism, v. 7.0.
A Concentragdo Fungicida Minima (CFM) foi
determinada por subcultivo em placas de Petri.
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Efeitos na transicdo morfologica fangica foram analisados por microcultivo das cepas em
camara umida. Os testes antifungicos do produto isolado ndo apresentaram acgéo clinicamente
relevante. Porém a associagdo com o farmaco demonstrou sinergismo frente a C. tropicalis.
O o6leo apresentou efeito fungicida na concentragdo de 2.048 ug/mL frente a CA e efeito
fungistatico contra CT. A acdo do Oleo essencial sobre o fator de viruléncia, a transicao
morfologica, demonstrou inibicdo total do surgimento de estruturas filamentosas invasivas
nas linhagens padréao e isolado clinico de C. albicans. Frente a C. tropicalis provocou inibigao
total para a linhagem padréo e porcentagens de inibicdo nas concentracbes CFM/2 — 88,6
%, CFM/4 — 52,6 % e CFM/8 — 48,6 %, para isolado clinico foram obtidas. O 6leo essencial
de Baccharis milleflora pode contribuir para inibicdo de um dos mais importantes fatores
de viruléncia de C. albicans e C. tropicalis, sendo necessarios estudos que evidenciem os
mecanismos especificos desta acao.

PALAVRAS-CHAVE: Astaraceae; sinergismo; anti-pleomorfismo; anti-Candida.

Baccharis milleflora (LESS.) D.C.: EFFECTS AGAINST OPPORTUNISTIC FUNGI
AND VIRULENCE FACTOR

ABSTRACT: Essential oils of plant species can have several biological activities, considering
their variety of chemical components. The search for natural alternatives to treat fungal
infections has been explored with a view to microbial resistance. This work aimed to analyze
the antifungal activity of the essential oil of Baccharis milleflora L. leaves against Candida
albicans (CA) and Candida tropicalis (CT). The antifungal activity was investigated by the broth
microdilution method, the oil being evaluated alone and in combination with the drug fluconazole.
The data were analyzed using the Graphpad Prism program, v. 7.0. The Minimum Fungicide
Concentration (CFM) was determined by subculture in Petri dishes. Effects on the fungal
morphological transition were analyzed by microculture of the strains in a humid chamber. The
antifungal tests of the isolated product did not present a clinically relevant action. However,
the association with the drug showed synergism against C. tropicalis. The oil had a fungicidal
effect at a concentration of 2,048 g / mL against CA and a fungistatic effect against CT. The
action of essential oil on the virulence factor, the morphological transition, demonstrated total
inhibition of the appearance of invasive filamentous structures in the standard strains and
clinical isolate of C. albicans. Against C. tropicalis it caused total inhibition for the standard
strain and percentages of inhibition in the concentrations CFM / 2 - 88.6%, CFM / 4 - 52.6%
and CFM /8 - 48.6%, for clinical isolate were obtained. The essential oil of Baccharis milleflora
can contribute to the inhibition of one of the most important virulence factors of C. albicans
and C. tropicalis, being necessary studies that show the specific mechanisms of this action.
KEYWORDS: Astaraceae; synergism; anti-pleomorphism; anti-Candida.

11 INTRODUGAO

O desenvolvimento e pesquisa de moléculas com potencial terapéutico para uso
contra micro-organismos patogénicos tem tido lugar de destaque em estudos com vegetais,
pois estes podem apresentar propriedades intrinsecas, com agéo antimicrobiana (SWAMY;
AKHTAR; SINNIAH, 2016). As plantas obtém substancias que sdo essenciais para sua
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sobrevivéncia por meio da fotossintese, e 0 processo que envolve a sintese destes
compostos € o metabolismo primario dos vegetais. A partir da sintese deste processo,
advém uma ampla variedade de derivados, que sdo denominados metabdlitos secundarios,
que inclui uma ampla variedade de componentes (ESQUINCA; MORENO, 2017).

Os dleos essenciais sdo uma mistura complexa de diversos compostos organicos
volateis e hidrofobicos, advindos do metabolismo secundério dos vegetais e sdo uma
mistura complexa de varias classes de compostos quimicos, que podem ser encontrados
em diversas partes dos vegetais, normalmente a constituicdo quimica pode variar em
plantas da mesma espécie, a depender da regido da planta a ser realizada a extragéo do
produto natural. As classes de compostos quimicos encontrada com mais frequéncia nos
oleos essenciais, incluem fenilpropanoides, monoterpenos e sesquiterpenos (DEL QUIQUI
et al., 2019; WAN!I et al., 2020).

Os constituintes quimicos de 6leos essenciais apresentam uma ampla variedade
biolégica, incluindo atividade antimicrobiana, podendo interferir no crescimento fungico,
com uma variedade de alvos de acao especialmente sobre a membrana e citoplasma de
micro-organismos, podendo alterar completamente a morfologia das células (SANTOS;
PICCOLI; TEBALDI, 2017; FLORES VILLA et al., 2020).

O aumento da resisténcia aos antimicrobianos ja existentes, justificam as pesquisas
por fontes alternativas de tratamento, diversas espécies de vegetais tém apresentado
potencial antimicrobiano promissor, sendo alvo de estudos que visam avaliar 0os possiveis
compostos com eficacia contra os micro-organismos resistentes e que tenham baixa
toxicidade para o hospedeiro (BONI et al., 2017). Os fungos sé@o patégenos associados
a infeccdes de dificil tratamento no organismo humano, fungos da espécie Candida séo
descritos como micro-organismos oportunistas, pois estdo presentes no organismo humano
de forma comensal, porém mediante condicdes de queda da imunidade apresentam
aumento da patogenicidade e potencial invasor dos tecidos do hospedeiro (SEYOUM et al.,
2020; SHAHABUDIN; AZMlI, 2020).

A manifestacdo cada vez mais frequente de infec¢bes flungicas, ocorre
simultaneamente a resisténcia elevada a agentes antimicrobianos, dessa forma é
necessario a identificacdo de novos agentes terapéuticos e desenvolvimento de novas
formulagOes, diante deste contexto, os produtos naturais destacam-se como uma fonte de
estudo e pesquisa, mediante a possivel atividade antimicrobiana presente nos derivados do
metabolismo secundario (SILVA et al, 2019).

Espécies do género Baccharis sao utilizadas na medicina popular para tratamento
de varias doencas, e estdo sendo estudadas, devido apresentar diversos metabdlitos
secundarios, sendo consideradas importantes fontes de novos compostos ativos (MORAIS;
CASTANHA, 2011). O referido género apresenta-se como o mais numeroso dentro da
familia Asteraceae, com ocorréncia na América, € nativo do Brasil com predominio na
regido Sudeste apresenta-se na forma de arbusto, subarbusto, arvore ou trepadeira tendo
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em torno de 179 espécies (HEIDEN, 2015).

A espécie Baccharis milleflora (Less.) D.C. & popularmente conhecida como
carqueja-do-lajeado e ocorre nas regides sul e sudeste do Brasil, crescendo como arbustos
eretos e glabros, que formam populagcbes densas especialmente em solos rasos e Umidos,
sendo eventualmente utilizada na medicina popular como antidiurético e anti-inflamatério
(HEIDEN, 2015).

Este estudo objetivou avaliar o efeito antifungico do 6leo essencial das folhas de
Bacharis milleflora, intrinseco e combinado a farmaco, na inibicdo do crescimento e da
viruléncia de leveduras patogénicas oportunistas de Candida albicans e Candida tropicalis.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta do Material Vegetal

Acoleta do material vegetal para extracéo do 6leo essencial foi realizada no municipio
de Piraquara. Os espécimes foram localizados no campo, com as coordenadas: latitude
25°32’ S, longitude 49°03’ W e altitude 985 (Figura 1). Logo apés foram transportadas para
o Herbario do Museu Botéanico Municipal de Curitiba e Herbario das Faculdades Integradas
do Museu Botanico Municipal de Curitiba onde foram preparadas exsicatas e herborizadas
com o numero HFIE 8.920 (LAWRENCE, 1951; IBGE, 1992).

Figura 1. Partes aéreas da espécie Baccharis milleflora.

Fonte: Wanderlei do Amaral.

O Fortalecimento Intensivo das Ciéncias Biologicas e suas Interfaces 2 Capitulo 6




2.2 Extracdo do Oleo Essencial

A extracdo do Oleo essencial foi realizada por hidrodestilacdo durante 2,5 horas
em aparelho graduado tipo Clevenger utilizando-se 50g de folhas secas em 1L de agua
destilada, com 3 repeticbes para minimizar erro experimental e homogeinizar as amostras
(WASICKY, 1963). Para secar as folhas utilizou-se secador elétrico modelo FANEM - Mod.
320 SE com circulagdo de ar a 40° C por 24 horas. Para determinacéo do teor de umidade
das folhas frescas no momento da extracao foram coletadas amostras de 20g em triplicatas,
submetidas a secagem em secador elétrico modelo FANEM - Mod. 320 SE com circulagéo
de ar a 65°C até atingir peso constante. Apos a extracdo, as amostras foram coletadas com
pipeta de precisdao e armazenadas em freezer para posterior analise.

2.3 Cepas Fungicas

Foram utilizados fungos padréo e isolados clinicos das espécies Candida albicans
e Candida tropicalis obtidos da Colecao de Culturas Oswaldo Cruz do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude INCQS, e da Micoteca URM (University Recife Mycology)
da Universidade Federal de Pernambuco.

2.4 Preparo dos In6culos

Em um primeiro momento as referidas linhagens foram cultivadas em tubos de
ensaio contendo meio de cultura (Agar Sabourand Dextrose - ASD) para fungos e apos um
periodo de 24 horas na estufa foram mantidas sob refrigeracdo a 37 °C. Os in6culos foram
preparados em Placas de Petri, contendo 25 mL de ASD a 37 °C por 24 horas. Amostras
foram preparadas em tubos de ensaio contendo 0,3 mL de solucédo salina a 0,9 % estéril,
tendo sua turbidez comparada segundo escala de McFarland (NCCLS, 2002).

2.5 Drogas de Referéncia

Foi utilizado o antifungico Fluconazol, sendo diluido em &gua estéril e destilada, na
concentracgéo inicial de 4.096 pg/mL.

2.6 Determinacao da Curva de Viabilidade Celular e Concentracao Inibitdria
de 50 % - Cl,,

Foram preparados em eppendorfs 1.500 pL de solugdo, sendo 1.350 yL do meio de
cultura e 150 pL do inéculo. Em seguida foi realizada a técnica de microdiluicdo em uma
placa com 96 pocos, sendo adicionado 100 pL da solugéo inicial em cada pogo, logo apds
foi realizada a microdiluigéo do 6leo essencial com concentragdo no primeiro pogo de 2.048
ug/mL e 2 ug/mL no pendltimo, o Gltimo pogo para controle de crescimento.

Logo em seguida as placas foram mantidas na incubadora a 37 °C por 24 horas.
Para a leitura, utilizou-se espectrofotometria no aparelho de ELISA (Termoplate ®), onde os
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dados obtidos foram trabalhados estatisticamente para gerar a curva de viabilidade celular
e a Cl,, Foram preparados controle de dilui¢éo e de esterilidade do meio (MORAIS-BRAGA
et al., 2016).

2.7 Determinacao da Concentracao Fungicida Minima - CFM

Este teste foi utilizado para analisar a viabilidade fungica ap6s contato com o éleo na
microdiluicdo. Seguiu-se a metodologia proposta por Ernest et al (1999), com modificacoes.
A partir do teste da CIM foi homogeneizado o meio contido em cada poco com haste estéril
sendo subcultivado em Placa de Petri contendo meio de cultura ASD (Sabourand Dextrose
Agar). As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas onde verificou-se o crescimento ou

supressao de colbnias fungicas.

2.8 Verificacdo do Efeito Combinado do Oleo Essencial com Farmacos

Para este teste foi trabalhada a concentracdo subinibitoria do éleo essencial com
CFM/16 conforme proposto por Coutinho et al. (2008), com modificagcbes. A solu¢do contida
nos tubos eppendorfs (produto natural + meio de cultura + inéculo) foi adicionada a cada
poco de uma placa com 96 pocos, sendo 100 pL em cada um deles, em seguida foi feita
a microdiluicdo com 100 yL do farmaco de referéncia. As placas foram incubadas a 37
°C por 24 horas. Para a leitura do teste foi realizada em aparelho de espectrofotometria
de ELISA (Termoplate®) e os resultados foram utilizados para obtencéo de uma curva de
viabilidade celular e IC,,. Foram preparados controle de crescimento, de diluigéo do dleo e
de esterilidade do meio (MORAIS-BRAGA et al., 2016).

2.9 Avaliacao do Efeito Sobre a Viruléncia Fungica

Para verificar a agéo do produto natural sobre um dos fatores de viruléncia fungica, a
formacéo de hifas/pseudohifas, foram montadas camaras Umidas estéreis para observacéao
das leveduras. Dentro de camaras Umidas, sobre uma I&mina de microscopia (estéril) foram
vertidos 3 mL de solug@o contendo meio de cultura e 6leo essencial, nas concentracbes
CFM/2, CFM/4 e CFM/8. Apds solidificacdo do meio foram tracadas duas estrias paralelas
captadas do in6culo previamente preparado, logo apés foi coberta com laminula estéril. As
camaras em seguida foram levadas aincubadora e ap6s 24 h (37 °C) onde ap0s esse periodo
ocorreu a visualizagéo do cultivo em microscopia 6ptica (AXIO IMAGER M2 — 3525001980
—ZEISS - Germany) utilizando objetiva de 40 vezes. Foi contornada toda a estria verificando
se houve emissao ou inibicdo de hifas. Uma camera fotografica foi acoplada ao microscépio
para captura de imagens. As imagens capturadas foram analisadas mediante a medicéo
de hifas utilizando-se de Software The Zen 2.0 (CARNEIRO et al., 2019). Foi realizado
controle para crescimento de leveduras.
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2.10 Analise Estatistica

Os dados obtidos pela leitura espectrofotométrica foram verificados quanto a sua
distribuicdo normal e em seguida analisados por ANOVA de uma via por meio do teste post
hoc de Tukey, usando o software Graphpad Prism, v. 7.0.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

A atividade antifungica do 6leo essencial foi estabelecida a partir da curva de
viabilidade celular para a agéo intrinseca do 6leo essencial e mediante associacdo com
fluconazol. Aacéo do 6leo essencial demonstrou inibicdo de crescimento nas concentragcbes
de 1024ug/mL para CA INCQS 40006 e de 128 pg/mL para CA URM 4127. Para cepas
de Candida tropicalis a inibigdo de crescimento ocorreu na concentracdo de 2.048 pg/mL
(Figura 2).

A associac¢do do produto natural com o fluconazol, resultou em curva de inibi¢cdo de
crescimento semelhante a curva do farmaco sozinho frente a cepas CA INCQS 40006 e
CA URM 4127. Para cepas CT INCQS 40042 e CT URM 4262, a associagao resultou em
possivel sinergismo, com efeito de inibicdo de crescimento em menores concentragdes
quando comparadas a acao do farmaco sozinho.
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Figura 2: A e B A¢éo antifungica do fluconazol (FCZ) associado ao OEBM (6leo essencial das
folhas de Bacharis milleflora) contra estirpes de C. albicans (CA). INCQS: Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude; URM: University Recife Mycology. Universidade Federal de
Pernambuco. C e D Agéo antifungica do fluconazol (FCZ), associado ao OEBM (6leo essencial
de Baccharis milleflora) contra estirpes de C. tropicalis (CT). INCQS: Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude; URM: University Recife Mycology. Universidade Federal de
Pernambuco
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Em relagdo a concentragdo necessaria para inibir 50 % das células fungicas, a
Tabela 1 demonstra melhor resultado para associacao do 6leo essencial e fluconazol em
relagédo a agéo isolada do farmaco, frente a todas as cepas testadas.

CAINCQS CA URM CTINCQS CT URM
40006 4127 40042 4262

OEBM 275.08 59.05 1322.4 1241.02
FLUCONAZOL 90.71 12.10 1421.6 131.58
OEBM + FCZ 63.55 10.92 40.53 34.35

CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis; FCZ: Fluconazol; OEBM — Oleo essencial de
Baccharis milleflora; INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude; URM:
University Recife Mycology. Universidade Federal de Pernambuco.

Tabela 1. Concentragéo capaz de inibir 50% da populagéo fungica (IC50) (ug/mL) do éleo
essencial de Baccharis milleflora frente a diferentes estirpes de Candida

Neste teste foi observado o efeito do produto natural e farmaco, combinados e
sozinhos, se foi fungicida ou fungistatico nas concentracbes avaliadas. Para as cepas de
C. albicans houve inviabilizagcdo de crescimento na concentragdo de 2.048 pg/mL (efeito
fungicida) e para as cepas de C. tropicalis os valores de CFM foram = 4096 pyg/mL (efeito
fungistatico no ensaio).

Os graficos abaixo (Figura 3 A, B, C, D) evidenciam a acéo do 6leo essencial sobre
um dos mecanismos de viruléncia de espécies de Candida, que se refere a transicao
morfolégica para formagao de hifas e pseudohifas. E possivel observar que a acéo do 6leo
essencial inibiu completamente a formacgéo de estruturas filamentosas frente a cepas de
Candida albicans. A inibicdo total também ocorreu para linhagem de CT INCQS 40042,
para CT URM 4262 as porcentagens de inibicdo foram para CFM/2 — 88,6 %, CFM/4 — 52,6
% e CFM/8 — 48,6 %.
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Figura 3: A e B Efeito inibitorio do antifingico fluconazol e do 6leo essencial de Bacharis
milleflora (EOLBM) sobre o crescimento micelial de estirpes de C. albicans. INCQS: Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude; URM: University Recife Mycology. Universidade
Federal de Pernambuco. C e D Efeito inibitorio do antifingico fluconazol e do 6leo essencial
de Bacharis milleflora (OEBM) sobre o crescimento micelial de estirpes de C. tropicalis (CT).
INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satude; URM: University Recife
Mycology. Universidade Federal de Pernambuco.

Oleos essenciais tém composicdo quimica complexa, devido a presenca de muitas
substancias (REHAMN, et al., 2016), A amostra utilizada nesse estudo foi quimicamente
avaliada por Do Amaral e colaboradores (2019), sendo possivel detectar 50,6% de
constituintes quimicos, onde o composto majoritario foi o Viridiflorol, (18,6 %) seguido
de Cis-beta-guaieno+biciclogermanecrene, (4,7 %) e Epi-alfa-muurolol, (3,3 %). Cada
composto foi identificado mediante comparacao de seus espectros de massas com aqueles
das espectrotecas (Wiley, 1994) e por seus indices de retencéo linear, calculados a partir
da inje¢éo de uma série homologa de hidrocarbonetos (C,-C,,) e comparados com dados
da literatura (ADAMS, 2007).

Estudos acerca da composi¢éo quimica de B. milleflora demonstram a ocorréncia de
compostos quimicos terpenos, especialmente monoterpenos e sesquiterpenos (AGOSTINI
et al., 2005; MORAIS; CASTANHA, 2011; PEREIRA et al., 2017; TROMBIN- SOUZA et al.,
2017).

Os compostos volateis da espécie B. milleflora apresentam alta instabilidade em
relacdo aos seus componentes quimicos (BESTEN et al., 2014). Em estudo sobre o 6leo
essencial de folhas da referida espécie Agostini et al., (2005) encontraram diferencas na
composicdo quimica de trés amostras coletadas na mesma hora e local, obtendo como
composto majoritario espatulenol em duas amostras e B — pineno na terceira amostra,

tal ocorréncia pode ser atribuida a presenca de diferentes quimiotipos na espécie. Os
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compostos encontrados nas trés amostras foram diferentes dos encontrados neste estudo
que obteve viridiflorol (18,6 %) em maior quantidade quando comparados aos demais,
seguido de Cis-beta-guaieno + biciclogermacreno (4,7 %).

Compostos sesquiterpenos foram descritos como majoritarios no 6leo essencial
de B. milleflora por Simdes et al. (2005), porém os componentes encontrados foram:
gamagurjunene e alfa-selinene. O composto biciclogermanecreno foi evidenciado por
Pereira et al., (2017), como majoritario no 6leo essencial de cladddios de B. milleflora com
porcentagem maior a encontrada neste estudo (12,6 %), considerando que a extracéo
ocorreu a partir de cladédios e néao de folhas, as diferengcas quimicas podem ser justificadas,
tendo em vista que fatores como local, clima e partes de extracdo do produto natural,
podem interferir na sua composi¢éo quimica (REHMAN et al., 2016).

Viridiflorol € um composto da classe dos sesquiterpenos oxigenados, espécies do
género Baccharis apresentam grande quantidade de constituintes quimicos que estéo
incluidos nesta classe de compostos e atividades biologicas de plantas desta espécie,
incluindo agé@o antimicrobiana podem ser atribuidas a presenca desta classe de componentes
quimicos (ABAD; BERMEJO, 2007; TROMBIM -SOUZA et al., 2017). O viridiflorol também
foi evidenciado como principal componente do 6leo essencial de B. milleflora, por Trombim-
Souza et al., (2017) ao analisarem a quantidade do composto extraido de cladédios e
inflorescéncias de espécime masculina e feminina separadamente, porém foi encontrado
diferenca entre as espécimes, 33,22 % de viridiflorol em espécime masculina e apenas 2,11
% em feminina, demonstrando grande variagdo de constituintes quimicos provavelmente
devido ao estado de desenvolvimento morfoldégico que estd relacionado a sintese de
metabolitos secundarios (BESTEN et al., 2014).

Espécies do género Bacharis sao utilizadas na medicina tradicional para tratamento
de infecgOes fungicas, sendo um género de alto potencial para desenvolvimento de novos
medicamentos. Algumas espécies de Bacharis séo relatadas na literatura com atividade
antimicrobiana, incluindo B. milleflora. (RODRIGUES et al., 2016). Os compostos bioativos
presentes em produtos naturais podem potencializar a acdo de medicacgbes ja utilizadas
e contribuir para tratamento de acometimentos a satde humana (MARDARE et al., 2019).

A atividade isolada do 6leo essencial contra C. albicans e C. tropicalis demostraram
baixa atividade antimicrobiana. Resultado semelhante foi descrito por Pereira et al., (2016),
que néo evidenciou uma Concentracéo Inibitéria Minima (CIM), clinicamente relevante ao
analisar a acéo do 6leo essencial de B. milleflora contra C. albicans. Espécies do género
Baccharis sé@o utilizadas na medicina popular para tratamento de infec¢des fungicas, e
as caracteristicas quimicas dos produtos naturais derivados de espécies deste género
sugerem possivel atividade contra fungos patogénicos (ABAD; BERMEJO, 2007; PEREIRA
et al.,, 2017). Foi evidenciada por Oliveira et al., (2015), atividade antifingica do 6leo
essencial de Baccharis dracunculifolia contra cepas de C. albicans e atividade antifingica
da espécie Baccharis pedunculata € descrita por Verdi et al. (2005).
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Espécies de Candida estéo entre os principais agentes causadores de infeccoes, tal
fato associa-se a problematica da alta taxa de resisténcia a antifingicos. O uso generalizado
e mecanismos celulares intrinsecos contribuem para a resisténcia flngica, diversos
fungos patogénicos desenvolvem mecanismos de resisténcia ao fluconazol (GEDDES-
MCALISTER; SHAPIRO, 2018). A resisténcia a antimicrobianos inclui mecanismos de
células fungicas, que desenvolvem formas para reduzir a agdo de antifingicos disponiveis,
dessa forma o uso de Oleos essenciais pode contribuir para descoberta de possiveis
moléculas com atividade antifungica (NAZZARO et al., 2017).

Estratégias terapéuticas, como terapias de associagdo podem ser uma alternativa
para a redugdo da resisténcia antimicrobiana, sendo a mistura de compostos quimicos
advindas de 6leos essenciais complexa e diversa, o sinergismo entre eles e os diferentes
alvos de acéo junto a células patogénicas podem resultar em inibicdo de crescimento do
patégeno (WU et al., 2019; LEE et al., 2020).

Os Oleos essenciais possuem uma variedade de alvos junto a micro-organismos
patogénicos, e podem alterar a morfologia das células, especialmente com acédo sobre a
membrana plasmatica e o citoplasma (KORNITZ et al., 2019). Foi possivel observar neste
estudo que o 6leo essencial inibiu completamente a emisséo de hifas das cepas de C.
albicans e da cepa padrdo de C. tropicalis, sendo, portanto, capaz de interferir reduzindo
um dos aspectos de viruléncia fingica. A resisténcia a antifingicos ja utilizados associados
a manifestag@o de fatores de viruléncia, tais como: adeséo celular, transicdo morfologica
e formacao de biofilmes, contribuem para o aumento da gravidade de infecgbes, refletindo
em elevada taxa de morbidade e mortalidade. A investigagdo do uso de produtos naturais
na inibicdo de fatores de viruléncia pode ser uma estratégia promissora (GUEDDES-
MCALISTER; SHAPIRO, 2018).

Os resultados evidenciados sugerem que o Oleo essencial de B. milleflora pode
ter acdo junto ao processo de transicdo morfolégica fungica das espécies de Candida,
considerando que os fungos pertencentes a esta espécie estdo entre os principais
causadores de infecg¢des fungicas (HAMMED et al., 2018; ZHANG et al., 2018; SEYOUM et
al., 2020), a reducé@o de um de seus fatores de viruléncia, contribui para o desenvolvimento
de terapéuticas inovadoras que possam reduzir os efeitos da invasdo por patbgenos
fungicos no organismo humano.

A transicdo morfologica de levedura para hifas aumenta o potencial invasor de
fungos e consequentemente sua capacidade de causar infec¢des no hospedeiro (KORNITZ
et al., 2019), dessa forma a inibicdo de hifas por um produto natural € um mecanismo
que pode sugerir importante atividade antimicrobiana frente a estes micro-organismos.
De acordo com Kornitz et al., (2019), a transicdo morfologica de espécies de Candida
albicans advém de fatores externos e de sinais celulares internos que sdo capazes de
modular a expressao de genes especificos responsaveis por este mecanismo. A transi¢ao

de filamentos para hifas, requer a expresséo de muitos genes e de fatores de transcrigéo,
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ativados por vias de sinalizacao especificos. Sugere-se assim que a a¢ao do 6leo essencial
através de mecanismos moleculares nédo elucidados, pode ter inibido a expresséao e fatores
de transcricdo génica, com consequente inibicao total da emisséo de hifas, o que reflete na
reducdo de um dos mecanismos de viruléncia de espécies de Candida.

41 CONCLUSAO

A atividade antifungica do 6leo essencial isoladamente apresentou ac¢ao clinicamente
irrelevante. A associacdo do produto natural com o fluconazol demonstrou possivel
sinergismo frente a cepas de Candida tropicalis. O 6leo essencial de Baccharis milleflora
inibiu a transicdo morfoldgica das cepas fungicas, demonstrando potencial antimicrobiano,
pois foi capaz de inibir um dos fatores de viruléncia fungica, podendo essa atividade estar
relacionada a agcao dos compostos terpenos e a inibicdo da expresséo génica que induzem
formacdo de hifas. S&o necesséarios mais estudos para compreender 0s mecanismos

especificos desta atividade.
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RESUMO: Acontaminagéo celular € um problema
sério, que pode ser recorrente nos laboratérios,
com fontes de contaminantes variadas. Sendo
assim, é importante garantir a implementagéo
de protocolos béasicos de deteccéo, prevengao
e tratamento do contaminante afim de evitar
diversos problemas, i.e., recursos financeiros,
tempo de trabalho e alteracbes morfologicas e
bioquimicas das células, conduzindo a resultados
equivocados. Posto isto, o presente trabalho
teve como objetivo a reviséo literaria de artigos
abordando a prevencgdo, deteccéo e tratamento
de contaminantes de culturas de células.
PALAVRAS-CHAVE: Contaminagdo
detecgéo, prevencao, tratamento.

celular,
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CONTAMINATION IN CELL CULTURE:
GOOD PRACTICES IN THE
LABORATORY

ABSTRACT: Cellular contamination is a serious
problem, which can be recurrent in laboratories,
with varied sources of contaminants. Therefore,
it is important to ensure the implementation of
basic protocols for the detection, prevention
and elimination of the contaminant in order
to avoid several problems, i.e., from financial
resources, working time to the morphological
and biochemical alterations of the cells, leading
to erroneous results. That said, the present work
aimed at the literary review of articles addressing
the prevention, detection and treatment of
contaminants in cell culture.
KEYWORDS: Contamination cell,
prevention, treatment.

detection,

11 INTRODUGAO

Desde o surgimento da cultura celular
como aliada de diversas pesquisas, o principal
e maior problema encontrado por todos os
pesquisadores é a contaminagdo celular. A
contaminacgéo pode atingir a cultura celular como
uma substancia quimica, fisica ou biologica
(LINCOLN; G.GABRIDGE, 1998) e estender-
se por um longo periodo sem apresentar danos
aparentes a célula (DREXLER; UPHOFF, 2002).

Para  evitar  qualquer tipo de
contaminagéo, protocolos bésicos de limpeza
e biossegurangca devem ser adotados. Algumas
das maiores contribuicdes para protocolos séo
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as técnicas de assepsia, conhecimento da sua cultura celular - para identificar facilmente
qualquer mudanga comportamental - e cuidados com materiais utilizados (STACEY, 2011).

Além destes protocolos basicos, a criacao de legislagbes e o cumprimento de portarias
tornam-se extremamente necessarios para garantir com eficiéncia a biosseguranca,
auxiliando na conscientizagdo do profissional e assim, prevenindo, minimizando e
eliminando riscos para a sua salde e meio ambiente (ZOCHIO, 2009).

Entretanto, mesmo com a adocéao de protocolos para evitar o desenvolvimento das
contaminagdes, ocasionalmente, elas podem ocorrer e causar problemas que podem ser
divididos em trés classes: pequenos aborrecimentos, onde algumas placas de cultivo séo
perdidas; problemas sérios, quando experimentos ou culturas inteiras sdo perdidos; e
grandes catastrofes, que invalidam um trabalho inteiro (RYAN, 1994). Além disso, em casos
mais graves, pode resultar em mudancas nas caracteristicas celulares, como crescimento e
morfologia (BATES; WERNERSPACH, 2011). Com isso, torna-se necessario a identificacao
do mesmo, além de tratamentos celulares e no ambiente para garantir a eliminagdo do
agente contaminante.

Assim, o objetivo do presente trabalho é considerar os diversos tipos de
contaminagdes em culturas celulares, bem como a forma como agem, suas principais
consequéncias e como trata-las. Adicionalmente, sdo elencados protocolos basicos e

portaria como ferramentas a minimizar contaminacées em laboratorios de cultivo celular.

21 METODOLOGIA

O presente trabalho constitui-se em uma revisdo de literatura com abordagem
qualitativa. Realizou-se a pesquisa bibliografica através de artigos cientificos publicados
desde 1973 até os dias atuais, encontrados nos portais eletrénicos da SCIELO e Periédico
CAPES. Para a pesquisa, foram utilizados as seguintes palavras-chave: contamination of
cell culture, asepsis, biosafety, sterelization methods, cell culture protocol.

Dos artigos encontrados foram selecionados aqueles que citam pesquisas com
diversos tipos de contaminantes de cultura celular ou biosseguranca para combater e
prevenir as contaminacdes. Neles, os autores empregaram métodos de investigagédo in
vitro de diversos tipos celulares para analisar a incidéncia de contaminagao.

31 CONTAMINACAO

A contaminacdo celular € um dos problemas mais comuns em laboratérios de cultivo
in vitro e pode ser definida como um elemento indesejavel na cultura celular, tendo como um
dos principais problemas seu potencial efeito adverso no sistema celular. A contaminagcéo
pode ser dividida de duas maneiras: contaminacao biolégica e contaminagéo quimica
(CHEPRASOV, 2018).

Varios problemas podem ser identificados quando ocorre contaminagéo celular,
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incluindo experimento e tempo perdidos. Além disso, em casos mais graves, pode resultar
na mudanca das caracteristicas celulares, como crescimento e morfologia (RYAN, 1994).

3.1 Deteccao

3.1.1 Tipos de contaminagéo

3.1.1.1. Contaminacgé&o bioldgica

Contaminagdes biolégicas podem ser divididas em dois grupos baseando-se na
dificuldade de detecgéo: facil detecgédo (bactérias, fungos e leveduras) e dificil detecgéo
(virus, protozoarios, insetos e micoplasmas) (RYAN, 1994).

a) Facil detecgéo

As bactérias sdo microrganismos unicelulares com micrometros de diametro e
diversas variagdes morfolégicas entre si. Por ser onipresente e possuir rapida taxa de
crescimento, sédo os contaminantes mais comuns encontrados e demoram apenas alguns dias
para serem detectados por inspegéo visual (RYAN, 1994; THERMO FISHER SCIENTIFIC,
2020). As culturas infectadas por bactérias ficam turvas e possuem queda repentina do pH
do meio de cultura, além de resultar em morte celular (BATES; WERNERSPACH, 2011).

A figura 1 mostra células da linhagem 293 (rim embrionario humano) aderentes
e contaminadas com E. coli. Os espagos entre as células mostram pequenos granulos
cintilantes sob microscopia de fase, mas as bactérias individuais ndo sado facilmente
distinguiveis (painel A). Uma ampliagcéo adicional da area delimitada pelo quadrado preto
mostra as células individuais de E. coli (B), que geralmente tém formato de bastonete e
medem cerca de 2um de comprimento e 0,5um de didametro. Cada lado do quadrado preto
no painel A é equiavlente a 100um.

Figura 1: Contaminacao por bactéria. Imagem de contraste de fase simulada em células da linhagem
293 (rim embrionario humano) contaminadas por bactéria E. coli (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2020).
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As leveduras s&do organismos unicelulares classificados no reino Fungi.
Comparando com a contaminagdo por bactérias, a contaminagéo por leveduras torna a
cultura celular turva conforme a mesma se espalha pelo meio de cultura. O pH do meio é
estavel inicialmente, porém ao contaminar mais rapidamente, 0 mesmo comega a se elevar
(PEREIRA, J., MATTOS, M., FORTES, G., 2003). No microscopio é possivel visualizar
particulas ovais ou espirais (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2020), como demonstrado
na figura 2:

Figura 2: Contaminacao por leveduras. Imagem de contraste de fase simulada em células

da linhagem 293 (rim embrionario humano) cultura aderente contaminada com levedura. As

células de leveduras contaminantes aparecem como particulas ovais, germinando particulas
menores a medida que se replicam (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2020).

Os fungos sdo microrganismos eucarioticos que crescem em hifas (filamentos
multicelulares). Com uma contaminagéo parecida com as leveduras, o pH do meio de
cultura continua o mesmo inicialmente e depois hd uma elevagao rapida do mesmo. Na
microscopia, € possivel observar os micélios do fungo como filamentos finos ou os esporos
aglomerados (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2020). A figura 3 mostra dois tipos de fungos
que podem ser encontrados em cultivos celulares.
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Figura 3: Contaminacao por fungos. Imagem de contraste de fase do fungo Rhodotorula sp.
(a) e Mucor sp. (b). Material coletado de PVC em aterros sanitarios (GRISA, Ana M. C. et al.,
2011).

b) Dificil detecg¢ao

Os virus sé@o agentes infecciosos que se utilizam das células hospedeiras para
sua propagacdo. Por possuir um tamanho extremamente reduzido, sua deteccdo em
cultura torna-se dificil de identificar e remover (FOGH, 1971). O uso de culturas celulares
contaminadas com virus podem significar riscos a saude das pessoas do laboratério.
A contaminag¢do pode ser detectada por microscopia eletrénica, imunocoloracdo com
anticorpos, ou ensaios ELISA ou PCR (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2020). Apesar
de ser uma contaminacgao de dificil controle, os virus possuem rigorosos requisitos para
0 mecanismo celular de sua célula hospedeira, o que limita sua capacidade de infectar

culturas celulares de outras espécies (RYAN, 1994).

Figura 4: Contaminacao por virus. Imagem do efeito citopatico causado pelo VHS tipo 2 em
linhagem continua de rim de coelho (CRUZ, et al., 1992).
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Os protozoarios de vida livre ou parasitas podem ser identificados como
contaminantes de cultura celular. Podem formas esporos que contaminam pessoas ou
equipamentos no laboratério, chegando até a cultura, resultando num efeito citopatico
parecido com os virus, podendo ocasionar destruicdo total da cultura celular em poucos
dias. Por apresentarem crescimento lento e morfologia parecida com células de cultura,
torna-se dificil sua deteccéo se ndao houverem suspeitas prévias (RYAN, 1994).

Insetos e aranhas sédo frequentemente encontrados em éareas do laboratorio,
podendo causar contaminagbes principalmente em salas quentes, ou ainda serem
importantes fontes de contaminag¢do microbiana (RYAN, 1994).

O micoplasma séo bactérias que ndo possuem parede celular e sdo consideradas
0 menor organismo auto-replicante. Mesmo em condi¢des ideais, eles crescem muito
lentamente. O tempo entre uma geracédo e outra pode variar de 1 até 9 h e, até formar
uma col6nia visivel, pode demorar uma semana (DREXLER; UPHOFF, 2002). Por conta do
seu tamanho reduzindo, menor que um micrémetro, sua deteccao é extremamente dificil
até causar grande deterioracdo da cultura celular. Alguns micoplasmas podem causar
alteragéo na morfologia celular sem induzi-la a apoptose (THERMO FISHER SCIENTIFIC,
2020). Apenas testes especificos podem confirmar a presengca deste contaminante na
cultura celular, como, i.e., cultivo direto, a utilizacdo de precursores radioativos pelas
células infectadas, os testes enzimaticos, a coloragdo com anticorpos fluorescentes ou
com corantes citoquimicos fluorescentes (MIYAKI, 1989).

Figura 3: Contamminacéo por micoplasma. A). As culturas foram testadas usando o Kit de
Detecgao de Mycoplasma MycoFluor™, seguindo os protocolos do kit. Em células fixas, o
reagente MycoFluor™ tem acesso aos nucleos celulares, que sdo intensamente corados com
reagente, mas a auséncia de objetos extranucleares fluorescentes indica que a cultura esta
livre de contaminagdo por micoplasma (painel A). Em células fixas infectadas com micoplasma,
o reagente MycoFluor™ mancha os nucleos e o micoplasma, mas a intensa fluorescéncia
relativa dos nucleos obscurece o micoplasma nos nlcleos ou préximo a eles. No entanto, o
micoplasma separado dos nucleos brilhantes é facilmente visivel (painel B). Nas células vivas,
o reagente MycoFluor™ n&o tem acesso aos nicleos, mas mancha rapidamente o micoplasma
associado ao exterior das células (painel C). As imagens foram obtidas usando excitagdo de
365nm e uma lente objetiva 100/ 1,3 Plan Neoflaur® (Zeiss) acoplada a um filtro passa-banda
de 450 + 30nm (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2020).
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3.1.1.2. Contaminac&do quimica

A contaminacao quimica trata-se de qualquer substéancia ndo-viva que possui efeitos
indesejaveis na cultura celular. Qualquer reagente, mesmo os utilizados em experimentos,
podem ser contaminantes, dependendo da quantidade encontrada no meio. As principais
fontes de contaminacdo quimica sdo: meio de cultura, agua, endotoxinas, alguns tipos de
soro, radicais livres, metais pesados, recipientes e tubos de armazenamento de plastico, e
resquicios de produtos de limpeza (CHEPRASOQV, 2018).

Ao longo dos experimentos, a agua € utilizada de diversas maneiras: durante a
producao de meio de cultura, para limpar os recipientes, entre outros. Porém, muitas vezes
ela é a fonte de contaminagéo quimica. Apesar dos laboratérios purificarem a agua através
de destiladores, osmose reversa, troca idnica e ultrafiltracdo, é necessario garantir que
estes sistemas mantenham-se em perfeitas condi¢cbes, garantindo a qualidade da agua.
Entretanto, dguas altamente purificadas podem ocasionar na lixiviagdo de ions metélicos
toxicos de vidros ou recipientes de plastico, resultando em contaminacdo do meio de
cultura (RYAN, 1994).

As endotoxinas sdo frequentemente encontradas na agua e outros aditivos do
meio de cultura. Estudos apontam que este contaminante pode afetar o crescimento e
desempenho celular, ocasionando em um alto desvio em experimentos (RYAN, 1994).
Anteriormente, soros eram uma importante fonte deste contaminante. Apds diversos
estudos, os fabricantes conseguiram reduzir sua presenca no produto manuseando os
produtos sob condicbes assépticas. Sistemas de agua mantidos de maneira inadequada
apresentam niveis significativos de bactérias produtoras de endotoxinas (CORNING LIFE
SCIENCES, 2017).

Os soros sao um contaminante de grande potencial, tanto bioldégico, quanto quimico.
Por serem coletados de animais individuais e com controle de qualidade diferente entre
cada fornecedor, existe uma variagao incontrolavel de horménios, enzimas e acidos graxos
neste produto. Por conta deste fatores, ha uma grande chance dele vir com variagbes que
intervirdo no resultado final do experimento (LINCOLN; G.GABRIDGE, 1998).

Grande parte das contaminagdes ocorrem através do meio de cultura, que provém
da matéria-prima utilizada para fazé-lo e de reagentes, aditivos e suplementos (LINCOLN;
G.GABRIDGE, 1998). Todos os produtos utilizado na cultura de células devem passar por
um controle de qualidade com os seguintes indicadores: teste de esterilidade, avaliacdo do
pH, caracteristicas fisicas (auséncia de bolhas, artefatos, 4gua de condensacao, turbidez,
precipitados, espessura, consisténcia e coloracao do meio) e teste de viabilidade ou inibicao
do crescimento microbiano (MANRIQUE; PAIVA; LIMA, 2016).

Além disso, os radicais livres sdo gerados no meio de cultura pela fotoativacao
de triptofano, riboflavina ou HEPES (agente tamponador de &cido sulfénico zwitteridénico)

expostos a luz fluorescente. Esses componentes produzem peréxido de hidrogénio e
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radicais livres que séo toxicos para as células. A contaminagédo com radicais livres torna-
se perigosa quando a exposicao é constante e ndo apenas para a manutencédo da cultura
celular, ou seja, quando a mesma é guardada em locais de constante iluminagéo (RYAN,
1994).

Adicionalmente, meios armazenados em garrafas de vidro ou plastico que contenham
metais pesados ou compostos organicos tornaram-se outra fonte de contaminagéo. Outro
problema em meios de armazenamento é a lavagem inadequada de recipientes, deixando
residuos de produtos quimicos utilizados para a desinfecgdo. Os contaminantes podem ser
absorvidos pela célula ou meio de cultura durante o contato (CORNING LIFE SCIENCES,
2017). Fatores como dimenséao fisica e design do material também podem influenciar
na contaminagéo, podendo resultar em uma troca de gas e/ou umidade, alterando o pH,
saturacéo e esterilidade da cultura celular (LINCOLN; G.GABRIDGE, 1998).

Apesar de ser considerada uma fonte de contaminagdo biolégica, a estufa
incubadora também é responséavel por diversas contaminagdes quimicas. As misturas
gasosas que geralmente possuem dioxido de carbono para ajudar na regulagdo do pH
do meio podem conter impurezas toxicas, principalmente 6leos ou outros tipos de gases
resultante da reutilizagéo do cilindro de armazenamento. Além disso, a limpeza inadequada
daincubadora pode resultar em resquicios de produtos que contaminarao o meio de cultura,

interferindo na manutencéo adequada da cultura celular (RYAN, 1994).

3.2 Prevencao

Algumas recomendacbes séo feitas para reduzir a probabilidade de contaminacéo
na cultura celular. A falta de procedimentos basicos como limpeza padréo e outros métodos
de esterilizagcdo resultam em grandes problemas a longo prazo. Para a prevencgéo, €
necessario adotar alguns protocolos que ajudardo a reduzir os contaminantes (RYAN,
1994), tais como:

+ Lavar as maos antes de colocar as luvas;
» O uso de luva e sua troca frequente;

+  Fazer a assepsia dos materiais com alcool 70%, bem como das méaos (antes e
apos colocar as luvas) sempre que necessario;

«  Utilize pro-pés;
+  Use um jaleco limpo e exclusivo para a area da cultura;

+  Usar frascos na cultura celular com tampa ventilada, pois a presenca da mem-
brana filtrante permitira trocas gasosas estéreis;

+  Evitar vestigios de meio no pescogo dos frascos utilizados, que acarretara em
um meio de entrada para os microrganismos. Caso ocorra o vazamento, limpar
com gaze e éalcool;
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*  Quando houver transporte das placas de cultura, fazé-la em caixas ou bandejas
para minimizar o contato com contaminantes do ar;

+  Nao utilizar a cabine de fluxo laminar para armazenamento;

+ Nao faga a pipetagem com a boca, pois além do grande risco biologico para a
pessoa, resulta no contato direto com uma fonte de microrganismos;

+  Trabalhe com apenas uma linhagem celular por vez na cabine de fluxo laminar
e use garrafas de meio e outros reagentes separado, evitando uma possivel
contaminagéo cruzada;

+  Limpe frequentemente o banho de agua utilizado para aquecer meio e outras
solugbes. Além disso, é necessario secar o frasco aquecido antes de coloca-lo
cabine de fluxo laminar e borrifar alcool 70% para desinfecgéo;

+  Use pipetas com filtro;

+  Fracione solugbes estéreis, como tripsina e antibiéticos, o que reduzir a proba-
bilidade de contaminagéo cada vez que utilizar o frasco;

+ Deixe a luz UV ligada por pelo menos 15 minutos antes de cada trabalho e,
se possivel, deixe o exaustor da cabine do fluxo ligado durante a semana de
trabalho;

+  Limpe a superficie de trabalho com alcool 70% antes e depois de cada uso e,
caso utilize mais de uma linhagem celular, limpar entre elas;

+  Nao use queimadores Bunsen dentro de exaustores de fluxo laminar. Além de
desnecessario, podera causar danificagéo do filtro HEPA;

. Mantenha a porta fechada durante o trabalho;

+  Minimize o trafego de pessoas durante o trabalho;

» Reduza a quantidade de particulas e aerossois no laboratério;
+  Limpe periodicamente a estufa incubadora;

+  Descarte os residuos com seguranca. Recomenda-se autoclavar qualquer resi-
duo que tenha entrado em contato com células;

+  Limpe serpentinas de refrigeradores. Elas sdo uma das principais fontes de
contaminantes no ar;

+  Tenha em seu laboratério um programa de manejo de pragas, como ratos e
baratas (CORNING LIFE SCIENCES, 2017);

O meio de cultura deve ser preparado com produtos quimicos puros e com
classificacdo P.A (para andlise), se disponivel (STREET, 1973);
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+ Uma ante sala mostra-se extremamente eficaz para evitar a entrada de micror-
ganismos contaminantes na sala de cultura. Ela servira para os pesquisadores
fazerem sua higienizacéo e a dos produtos antes da entrada na sala principal,
criando uma barreira para os contaminantes.

Além disso, métodos de esterilizagdo e assepsia deverdo ser implementados, assim
como uma limpeza padréo do laboratério.

3.2.1 Esterilizagdo

A esterilizacéo é a eliminacéo total de qualquer tipo de organismos vivos, patogénico
ou ndo, em um objeto inanimado. Ela podera ser feita a partir de métodos fisicos, como
calor e radiacdo, ou quimicos, sendo liquido ou gasoso (UFRGS, 2020).

A sensibilidade dos organismos ao calor pode variar de acordo com alguns fatores,
como pH, composigéo e quantidade de agua do meio, capacidade de formagéo de esporos
e variagdo individual de resisténcia (MORIYA, T, MODENA, JLP; 2008).

As estufas ou fornos possuem o menor poder de penetragdo, sendo necessario
utilizar tempos e temperaturas maiores. Utiliza-se temperaturas constantes de 160 a 180
°C durante 30 a 120 min (UFRGS, 2020; ESCOLA DE QUIMICA, s.d. Adicionalmente,
sdo usadas principalmente para esterilizar materiais secos, como vidrarias (MORIYA, T;
MODENA, JLP; 2008).

J& na esterilizagdo feita com o calor umido, a utilizagdo de uma temperatura
elevada com a umidade resulta em uma maior efetividade para destruir microrganismos,
ocorrendo a desnaturagéo de proteinas e a altera¢do de carboidratos. Pode ser feita a partir
da autoclave e ebulicdo (fervura a 100 °C durante 15 min) (ESCOLA DE QUIMICA, s.d.).

A autoclave utiliza o calor na forma de vapor da agua sob pressédo (ESCOLA DE
QUIMICA, s.d.). Ocorre a difusdo da agua dentro da membrana celular, hidratando o
protoplasma e coagulando-o sob a agdo do calor. E um método efetivo e causa poucos
danos ao instrumento. Geralmente utilizado para esterilizagdo de meios de cultura ou
vidrarias e ponteiras. Acontece em uma temperatura média de 121 °C durante 15 min
(UFRGS, 2020).

No caso de esterilizacdo com agentes quimicos, estabeleceu-se os seguintes
principios ativos para desinfetantes através da Portaria 15/88 do Ministério da Saude:

+ Aldeidos/Glutaraldeido: possui atividade bactericida, viruscida, fungicida e es-
poricida. Este desinfetante é indicado em casos de alto nivel em instrumentos

termossensiveis e pode ser utilizado como esterilizante. E toxico e devera ser
usado com EPI (equipamento de protecéo individual);

»  Quaternario de Amoénio: indicado apenas para desinfec¢ao de superficies;

+  Compostos orgéanicos liberadores de cloro ativo: produzidos em forma de po,
possui maior atividade microbiana, pH mais baixo, maior estabilidade e ac¢éao
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corrosiva e toxica mais baixas se comparados ao hipoclorito;
+  Compostos inorganicos liberadores de cloro ativo:

+  Hipoclorito de sédio/litio/célcio: instavel, termossensivel, fotossensivel e sofre
inativacdo rapidamente quando em contato com compostos organicos. Nao
pode ser utilizado em materiais metalicos por ser altamente corrosivo;

+  Alcool: desnaturam a proteina do microrganismo. E bactericida, viruscida,
fungicida e tuberculicida, ndo possuindo potencial de destruicdo esporicida (M-
NISTERIO DA SAUDE, 2001).

3.3 Tratamento

Existem quatro principais tipos de tratamento para contaminag¢des celulares:
tratamento fisico, quimico, imunoloégico e quimioterapéutico. A erradicacdo total da
contaminagéo geralmente levatempo e pode ser mal sucedida, além de resultar em infecgbes
secundarias para outras culturas celulares. Recomenda-se utilizar métodos baratos, faceis,
eficientes e confiaveis para que ndo haja perda das caracteristicas individuais. No entanto,
ainda nao existe um método ideal e totalmente eficaz (DREXLER; UPHOFF, 2002).

Tratamentos fisicos e quimicos envolvem principalmente a esterilizagdo do ambiente
e de equipamentos por diversos métodos, afim de eliminar novas fontes de contagio, conforme
supracitado como formas de prevencao (DREXLER, UPHOFF, 2002). Para a desinfeccéao
das méaos séo utilizadas solugbes antissépticas com detergentes para a degermacéo da
pele (remogédo das impurezas). Para a assepsia total das maos, a limpeza é finalizada
com alcool iodado ou etilico (MORIYA, T; MODENA, JLP; 2008). E necessario a limpeza
correta nas duas etapas (com detergentes e alcool), ja que na pele sdo encontrados dois
tipos de bactérias: transitorias (removidas mecanicamente na degermacao) e residentes
(populagao estavel que é removida pelas solugdes antissépticas) (UFRGS, 2020).

Os equipamentos de protecdo individual (EPI) servem para proteger do contato
com agentes infecciosos ou substancias toxicas, além de prevenir contaminantes em
experimentos (MINISTERIO DA SAUDE, 1999). Qualquer manipulagdo com amostras
biolégicas ou quimicas podem resultar na entrada de particulas através das vias aéreas,
causando problemas de saude. O uso do EPI € obrigatorio e seu uso indevido pode provocar
acidentes (ZOCHIO, L., 2009). Os equipamentos de prote¢éo individual considerados
essenciais so: jalecos, luvas, mascaras, 6culos e protetores faciais. E importante lembrar
que os EPIls deverdo ser retirados ao sair do laboratério, evitando a disseminacdo de
agentes biolégicos (MINISTERIO DA SAUDE, 1999). O nivel de seguranca Il é adequado
para qualquer trabalho com sangue humano, liquidos corporais, tecidos ou linhas
celulares em geral (SPLABOR, 2020). Ja os equipamentos de protecdo coletiva/cabines
de seguranca bioldgica (EPCs ou CSB) seréo utilizados para proteger o profissional e o
ambiente laboratorial (ZOCHIO, L., 2009). A cabine de seguranca biolégica proporciona a
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contencao de borrifos ou aerossois infecciosos. Ela pode ser classificada de acordo com
sua seguranca biolégica (classes I, Il e lll) (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Para a descontaminacéo total do laboratério € importante garantir a esterilizacao
de todos os equipamentos, utilizando EPIs e EPCs para evitar novos contagios (ZOCHIO,
L, 2009). O cuidado e a assepsia correta de todos os equipamentos com alcool 70% e
cloro, o descongelamento de novas células, a verificacdo da qualidade de todo e qualquer
material usado séo cruciais para garantir a eliminagdo total do contaminante. Além disso, a
adog¢éo de novos protocolos podem ajudar na erradicacéo e prevencao, como a utilizacédo
de pro-pés, manutencao e limpeza frequente dos equipamentos, controle do meio utilizado,
garantindo um meio sempre novo e sem fontes de contaminagdo. A metodologia de
fumigacdo do ambiente também é recorrentemente utilizada, principalmente quando a
origem da contaminagéo presente é desconhecida. A técnica em questdo consiste no uso
de compostos quimicos volateis no local, como o formaldeido, por um periodo suficiente
para volatizagao do volume total (BQA, 2019).

Outros tratamentos séo utilizados conforme a identificacdo do contaminante. Para
o controle de micoplasmas, as culturas frequentemente sdo tratadas com antibiético BM-
Cyclin (tiamulin-hydrogenfumarat and Minocyclinhydrochloride) (SIGMA, 2020), que possui
tiamulin e minocycline, dois antibiéticos que previnem a sintese proteica (LOPES et al.,
2020). Porém, apesar de antibidtico ser um tratamento extremamente utilizado para o
combate aos micoplasmas e outros tipos de contaminacdes, este tratamento ndo elimina
todos os organismos, alguns apenas suprimem ou diminuem seu metabolismo até acabar
com mudangas grotescas na cultura celular, mas ndo interrompendo mudangas bioquimicas
e antigénicas (FOGH, 1973).

Para a descontaminagédo de culturas celulares com fungos ou bactérias, é
recorrentemente utilizado antimicrobianos. Caso a contaminacéo fungica mostre-se grave,
recomenda-se o uso de anfotericina B junto ou separadamente da nistatina. Quando se trata
de uma contaminagéo bacteriana grave, existe uma grande variedade de antimicrobianos,
sendo necessario a identificacdo do Gram bacteriano para a escolha. Para Grams negativos
por exemplo, a amicacina, estreptomicina, gentamicina e tetraciclina sdo recomendados.
Ja para Gram positivo, o uso de penicilina, clindamicina e eritromicina séo frequentes
(HARRISON, RAE, 1997; LAMBERT, 1998).

41 CONCLUSAO

A contaminagé@o celular € um problema sério e recorrente em laboratérios. A
identificacdo e deteccdo da fonte contaminante em um cultivo celular sdo cruciais para
o tratamento rapido e preciso. Além disso, a implementacdo de protocolos bésicos é
necessaria e fundamental para prevenir e/ou minimizar os riscos de contaminagdes e,
caso esta condicdo de se estabeleca, possam ser tomadas providéncias instantaneas e
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articuladas afim de evitar situacdes criticas que afetem as caracteristicas metabolicas da

cultura celular que resultam, comumente, no banimento de toda a linhagem contaminada.
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CAPITULO 8

LA VACUNA RECOMBINANTE EG95 EN

HOSPEDEROS INTERMEDIARIOS

EL LARGO CAMINO RECORRIDO EN LA BUSQUEDA DE

UNA VACUNA, PARA PREVENIR HIDATIDOSIS. DESDE LA
INVESTIGACION HASTA SU APLICACION EN PROGRAMAS DE
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RESUMEN: La echinococcosis quistica (EQ) es
una zoonosis controlable. El ciclo del parasito
se conoce desde el ano 1853 y fue durante el
afno 1864 que se inician en algunas regiones
del mundo campafas de educacion sanitaria y
control de faena con el fin de intentar prevenir
la enfermedad. En el afio 1890 se iniciaron las
desparasitaciones caninas con drogas tenifugas
y a partir de 1975 se incorpora el tenicida
praziquantel, en la totalidad de los programas de
control en ejecucion. Con la educacion sanitaria
de la poblacién expuesta al riesgo de enfermar, el
control de la faena y la desparasitacion periédica
de los perros domésticos, se logré erradicar la EQ
en ambitos insulares, como Islandia, Tasmania
y Nueva Zelandia, pero en éareas continentales
de Sudameérica, “no se pudieron repetir estos
logros”. De las medidas existentes para prevenir
enfermedades infecciosas, la vacunacion es
la mas util. Las vacunas constituyen un medio
eficaz y rentable para prevenir y controlar, o
incluso erradicar, enfermedades infecciosas. Si
previenen infecciones zoonéticas, las vacunas
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CONTROL. (1927 - 2016)

veterinarias pueden proteger no sélo la salud
de los animales, sino también la del hombre.
La disponibilidad de la vacuna EG95, a escala
industrial, abre una nueva perspectiva que,
sumada al resto de las medidas de control que
cada programa ejecuta, podrian acelerar los
tiempos para evitar que se sigan enfermando
tanto el ganado, como los seres humanos.
PALABRAS CLAVES: Zoonosis, Hidatidosis,
Equinococosis, Vacuna, EG95.

EG95 RECOMBINANT VACCINE IN
INTERMEDIATE HOSTS

THE LONG ROAD IN THE SEARCH FOR
A VACCINE TO PREVENT HYDATIDOSIS.
FROM RESEARCH TO ITS APPLICATION IN
CONTROL PROGRAMS. (1927 - 2016)

ABSTRACT: Cystic echinococcosis (CE) is a
controllable zoonosis. The cycle of the parasite
has been known since 1853 and it was during
1864 that health education and slaughter control
campaigns began in some regions of the world in
order to try to prevent the disease. In 1890, canine
deworming with tenifuge drugs began and as of
1975 the pesticide praziquantel was incorporated
into all the control programs underway. With the
health education of the population exposed to the
risk of becoming ill, the control of slaughter and
the periodic deworming of domestic dogs, CE
was eradicated in island areas, such as Iceland,
Tasmania and New Zealand, but in continental
areas of South America, “these results could
not be repeated”. Of the existing measures to
prevent infectious diseases, vaccination is the
most useful. Vaccines are an effective and cost-
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effective means of preventing and controlling, or even eradicating, infectious diseases. By
preventing zoonotic infections, veterinary vaccines can protect not only the health of animals,
but also that of man. The availability of the EG95 vaccine, on an industrial scale, opens a new
perspective that, added to the rest of the control measures that each program executes, could
speed up the times to prevent both cattle and humans from becoming.
KEYWORDS: Zoonosis, Hydatidosis, Echinococcosis, Vaccine, EG95.

11 INTRODUCCION

La echinococcosis quistica (EQ) es una zoonosis controlable. El ciclo del parasito
se conoce desde el afio 1853 y fue durante el aflo 1864 que se inician en algunas regiones
del mundo campafias de educacion sanitaria y control de faena con el fin de intentar
prevenir la enfermedad. En el afio 1890 se iniciaron las desparasitaciones caninas con
drogas tenifugas y a partir de 1975 se incorpora el tenicida praziquantel, en la totalidad de
los programas de control en ejecucion.

En Argentina, en el afio 1906, un decreto firmado por el presidente José Figueroa
Alcorta, plante6 medidas de prevencion y control. En la década del 70 se inician los
programas de control de la Hidatidosis en Neuquén y Tierra del Fuego y a partir de la
década del 80 en las provincias del Chubut y de Rio Negro. Con posterioridad se empiezan
a realizar acciones de control en otras provincias argentinas. La mayoria de los programas
fueron implementados desde el sector Salud de las provincias, con apoyo del Ministerio de
Salud de la Nacion.

A pesar de los esfuerzos técnicos y econdmicos realizados en el pais y aun con el
apoyo de distintos organismos sanitarios internacionales, la EQ sigue siendo en Argentina
un serio problema socioeconémico. El Ministerio de Salud reporta altas tasas de EG, lo que
la ha transformado en la zoonosis con mayor cantidad de casos registrados. Es considerada
por la Organizacion Panamericana de la Salud y la Organizacion Mundial de la Salud, como
una de las zoonosis desatendidas en las poblaciones postergadas.

Con la educacion sanitaria de la poblacion expuesta al riesgo de enfermar, el control
de la faena y la desparasitacion periddica de los perros domésticos, se logrd erradicar
la EQ en ambitos insulares, como Islandia, Tasmania y Nueva Zelandia, pero en areas
continentales de Sudamérica, “no se pudieron repetir estos logros”.

A mediados de la segunda década del siglo XXI, lamentablemente se siguen
enfermando ovinos, caprinos, bovinos, cerdos y llamas, afectando la economia ganadera
y manteniendo la oferta de quistes hidatidicos para perpetuar el ciclo de la EQ. Siguen
contrayendo la enfermedad las personas, fundamentalmente los nifios, no solo en Argentina
sino también en otras regiones del mundo (Jensen 2002; Jensen 2006).

De las medidas existentes para prevenir enfermedades infecciosas, la vacunaciéon
es la mas util. Las vacunas constituyen un medio eficaz y rentable para prevenir y controlar,
o incluso erradicar, enfermedades infecciosas. Si previenen infecciones zoonéticas, las
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vacunas veterinarias pueden proteger no solo la salud de los animales, sino también la del
hombre.

La disponibilidad de la vacuna EG95, a escala industrial, abre una nueva perspectiva
que, sumada al resto de las medidas de control que cada programa ejecuta, podrian acelerar
los tiempos para evitar que se sigan enfermando tanto el ganado, como los seres humanos.

21 INMUNIDAD EN EL HOSPEDADOR INTERMEDIARIO

Echinococcus granulosus infecta sus hospederos en formas diversas y con algunas
variaciones en su ciclo vital. La variabilidad de hospederos intermediarios y de érganos
afectados puede influir en la respuesta inmunitaria del hospedador al parasito. Las formas
parasitarias que pueden desencadenar esta respuesta inmunitaria en el hospedero
intermediario son la oncésfera invasora, el quiste hidatidico maduro y los protoescélices
liberados después de la rotura del quiste hidatidico. Algunos aspectos generales de las
caracteristicas inmunobioldgicas de la infeccidn por céstodos taenidos en el hospedero
intermediario son comunes del grupo e incluyen los aspectos siguientes. (Lightowlers,
1994).

a.- La inmunidad interviene de modo fundamental en la regulacién natural de la
transmision. Los sujetos infectados muestran inmunidad intensa contra la reinfeccion.
b.- Los hospederos pueden ser protegidos contra la infeccion inicial por inmunizacion
con extractos de parasitos inactivados. c.- Los hospederos pueden ser protegidos
contra la infeccion inicial por transferencia pasiva de suero de un hospedero infectado
0 un hospedero anteriormente inmunizados activamente. d.- Existe un alto grado de
reactividad cruzada entre antigenos de diferentes especies de taenias y se reflejo tanto en
la inmunizacién activa como en la transferencia pasiva de inmunidad utilizando antigenos
o suero inmune de especies heterblogas. e.- Los anticuerpos en el calostro transfieren la
proteccidn de las hembras infectadas a sus crias. También puede transferirse la inmunidad
a receptores no infectados por medio de sueros o anticuerpos purificados obtenidos de
animales infectados. f.- La vacunacion con extractos parasitarios sin refinar genera niveles
altisimos de proteccion contra las reinfecciones. g.- El calostro, el suero de la madre o la
transferencia de anticuerpos de los animales vacunados protege a los receptores contra
nuevas infecciones.

Gran parte de la informacién inicial sobre la vacunacion contra infecciones por
cestodos y sus hospederos intermediarios ha sido producto de estudios detallados en que
se utilizd Taenia taeniaeformis, y esta especie ha seguido usandose como un modelo util

para investigaciones sobre vacunacion contra este grupo de parasitos. (Lightowlers, 2003).
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31 LAVACUNA EN LOS HOSPEDEROS INTERMEDIARIOS

La vacuna ideal, deberia permitir inmunizar a hospedadores intermediarios de corta
edad mientras aun estan protegidos por los anticuerpos que recibieron de sus madres y
mantener los niveles de proteccion con un refuerzo anual.

Es necesario un nivel alto de anticuerpos para destruir cualquier nueva oncésfera
que invada el organismo. Si una nueva oncésfera invade el organismo y necesita estimular
las células de memoria para producir anticuerpos, cuando éstos estén disponibles, la
oncésfera ya se transformd en quiste hidatidico y no sera afectada. Los hospedadores
intermediarios deben tener anticuerpos circulantes suficientes para matar la oncosfera que
pudieran ingerir cuando los animales pastan en ambientes contaminados con materia fecal

canina y huevos de E. granulosus.

41 EL LARGO CAMINO RECORRIDO EN LA BUSQUEDA DE UNA VACUNA
CONTRA EL PARASITO ECHINOCOCCUS GRANULOSUS

En 1796, Edward Jenner (1749-1823), investigador, médico rural y poeta inglés,
realizd la primera inoculacion contra la viruela, enfermedad que causaba estragos en el
mundo. Un nifio de ocho afios, fue el primer inoculado con secrecion recogida de una
pustula vacuna (viruela de vacas) en la mano de una lechera que se habia infectado durante
un ordefe. Semanas después inocul6 de nuevo al pequefo, esa vez con pus procedente de
una persona enferma de viruela. El nifio qued6 indemne, con lo cual se demostré la accion
profilactica de la inoculacidén contra la viruela humana. E. Jenner nunca imaginé que su
descubrimiento salvaria millones de vidas. Dos siglos mas tarde, las vacunas siguen siendo
una herramienta fundamental en la lucha contra las enfermedades infecciosas.

a.- La vacuna con liquido hidatidico y protoescolices

En 1927, Félix Agustin Dévé (1872-1951), médico e hidatidélogo francés, describid
sus intentos de producir inmunidad artificial experimental, contra E. granulosus en conejos.
Los conejos fueron inmunizados con la inyeccién de liquido hidatidico y arena hidatidica
de ovejas. Tres meses después del desafio, se encontraron quistes a la observacion
microscépica (Dévé, 1927).

Enladécadadel 30, Edward L. Turner,E.W. Dennisy D.A. Berberian, del Departamento
de Medicina y Parasitologia, de la Universidad Americana de Beirut, estudian la posibilidad
de producir inmunidad artificial contra E. granulosus, en hospederos intermediarios y
definitivos. En 1937 publicaron una vacuna experimental en ovejas. Preparan el antigeno
con escolices y membranas de quistes del pulmén ovino, llevado a fino polvo por desecacion.
Inician el trabajo con 70 ovejas prefiadas. Sus corderos son inmunizados con 1, 2, 3y 4

dosis de vacuna aplicada en forma intramuscular. Trabajan con 115 corderos. Vacunados
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y controles son desafiados via oral con 500 y 1000 oncésferas, obtenidas de materia fecal
canina. Pasados entre 11 y 12 meses fueron realizadas las necropsias, observandose
higado, pulmoén, bazo y rifiones. En los quistes de los animales inmunizados se observd
paredes engrosadas, calcificacion temprana, degeneracion de membrana y escoélices
degenerados. Los resultados obtenidos mostraron que el procedimiento de inmunizacion
no previno la infeccién, pero si redujo el niumero de quistes y su tamano (Turner, 1937)).

Ni Félix Dévé en Francia en 1927, ni Turner y col en Beirut en la década del 30, ni
Velarde Perez Fontana en Uruguay en la década del 40, ni Dada y Belino en Nigeria y ni
Adrian Bisch en Argentina en la década del 80, logran obtener resultados satisfactorios
inyectando antigenos derivados de liquido hidatidico o protoescolices.

b.- La vacuna con huevos y con extractos de oncésferas

Michael Gemmell del Hydatid Research Unit de New Zeland, realizé investigaciones
en inmunidad relacionadas con E. granulosus en tres estudios realizados en 1964 y 1965.
Vacuné en forma intramuscular corderos con huevos y oncosferas, como antigeno bruto,
obtenidos de E. granulosus, de Taenia hydatigena y T. ovis de ovinos y de T. pisiformis de
conejos. Los corderos fueron desafiados posteriormente con los huevos de E. granulosus.
Se establecieron quistes hidatidicos en los animales vacunados con Taenias. Los huevos
o oncosferas de E. granulosus fueron capaces de inducir una respuesta inmune fuerte
(Gemmell, 1966)).

Junto a Soulsby de la Universidad de Pennsylvania, USA en 1996, realizan una
revision sobre el desarrollo de la inmunidad adquirida y el progreso en la inmunizacion
activa. Definen que los proximos estudios deberian conducir a una mejor comprensiéon de
la reaccion antigeno-anticuerpo y sus consecuencias sobre la relacion huésped-parasito.
Platean que investigaciones dirigidas hacia el aislamiento y la caracterizacion de los
antigenos funcionales pueden conducir al desarrollo de vacunas, para uso en programas
de salud publica (Gemmell, 1968)).

En 1970, el neozelandés David Heath presenta su tesis doctoral en la Universidad
Nacional de Australia sobre la biologia del desarrollo de las formas larvales de las Taenias
que causan EQ y cisticercosis en los mamiferos.

David Heath en la década del 80, junto a Parmeter, Osborn y Lawrence y junto a
Osborn demostré un alto nivel de resistencia a la infeccion oral con huevos de E. granulosus,
en corderos de raza Romney Marsh de Nueva Zelandia, inmunizados con homogenato de
oncosferas. El suero de estos animales inhibié el desarrollo de quistes hidatidicos in vitro.
Con la vacunacion a base de oncosferas lograron obtener niveles altisimos de proteccion en
ovejas contra la infeccioén con huevos. Dos aplicaciones subcutaneas o mas, de oncosferas
activadas de E. granulosus estimularon la apariciéon de proteccion casi completa contra
infecciones repetitivas. Las inmunizaciones culminaron con la aparicion de masas de
quistes en el sitio de la inyeccion inicial, pero no se observaron tales estructuras en el sitio
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en el cual se hicieron las nuevas aplicaciones de oncésferas. Las oncosferas activadas o
alguna fase en el desarrollo de parasito antes de los 14 dias de vida, estimulan resistencia.
(Heath, 1981, Osborrn, 1982).

Estos resultados de alta relevancia cientifica dieron origen al desarrollo posterior de
una vacuna formulada con extractos de oncésferas del parasito.

El australiano Marshall Lightowlers inicia sus trabajos en inmunologia de T.
taeniaeformis en ratones, como paso previo a una posible vacuna contra E. granulosus

La limitante principal de la aplicacion practica de las vacunas para controlar la
parasitosis producida por E. granulosus, reside en el abastecimiento y la disponibilidad
del antigeno. La fuente méas potente del antigeno para las vacunas es la oncésfera. Es
impractico considerar, salvo en estudios experimentales, que se podra contar con suficiente
antigeno, preparado desde las oncésferas. Para desarrollar una vacuna de distribucion
masiva, es esencial identificar los antigenos protectores especificos en la oncésfera de E.
granulosus (Lightowlers, 1966).

c.- La vacuna recombinante

La tecnologia de ADN recombinante permite aislar los genes que codifican la
informacion de las proteinas de interés inmunolégico presentes en el patbgeno contra el
cual queremos desarrollar una vacuna. El gen en cuestion insertado en un vector de clonado
contendra la secuencia de ADN que se desea replicar. De esta manera éste ADN puede
incorporarse a las células de otros organismos (bacterias, levaduras, células animales,
vegetales) en los que se podra “expresar” la informacion de dichos genes obteniéndose
grandes cantidades de la proteina en cuestion con fines biotecnologicos.

En 1989, en Nueva Zelandia, se produjo una vacuna a base de antigenos
recombinantes, contralainfeccion por T. ovisen ovinos. Fue la primera vacuna recombinante,
muy satisfactoria, con eficacia a campo y registrada para la distribucion comercial, contra
una parasitosis.

Marshall Lightowlers a fines de los 80 y en los inicios de la década del 90 realiza la
primera publicacion acerca de la creacidn de una vacuna contra E. granulosus, en base a
la vacuna contra T. Ovis.

La vacuna denominada EG95 fue desarrollada por Marshall Lightowlers, David
Heath y colaboradores. Se trata de una proteina recombinante de 16 kDa clonada a partir
del &cido ribonucleico mensajero (RNAm) obtenido de huevos del parasito que, expresada
como una proteina de fusion con glutation S-transferasa (EG95-GST) dando como resultado
un producto de 40 kDa. La proteina EG95 emulsionada con el adyuvante Quil A, protege
frente a la infeccion por E. granulosus al inducir anticuerpos especificos del tipo IgG1 e
IgG2 contra la oncésfera del parasito. A través de este mecanismo inmunoldgico el parasito
es eliminado cuando ocurre la infeccién, antes de poder establecerse en los tejidos del
huésped. Es una preparacion proteica purificada, no infecciosa, no téxica, no contaminante,
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cuya proteina recombinante EG95 se expresa en Escherichia coli.

En 1993, Heath y Lightowlers presentan: “El desarrollo exitoso de una vacuna
recombinante frente a la enfermedad hidatidica” en el 16° Congreso Internacional de
Hidatidologia que se realiz6 en Pekin, China, donde informan a la comunidad cientifica que
desarrollaron una vacuna que protege a los ovinos contra la infeccién por E. granulosus.
Dos inmunizaciones de 50ug de antigeno produjeron una proteccioén del 96% frente al
desarrollo de quistes hidatidicos, protegiendo a los diez ovinos vacunados ante el desafio
con huevos de E. granulossus, frente a los ocho ovinos controles.

En 1996, David Heath y Stephen Lawrence publican la identificacion de la molécula
antigénica EG95 en oncésferas maduras. Definen la secuencia de los polipéptidos
antigénicos de la oncésfera que inducen respuesta inmune de anticuerpos, su asociacion
con la aparicién temprana de proteccion y la lisis de las oncésfera in vitro por la presencia
de dichos anticuerpos séricos. Demostraron la relevancia de antigenos nativos de 23, 25,
30, 34 y 40 kDa en la respuesta inmune protectora contra la infeccidn por E. granulosus. La
confirmacion final fue proporcionada por la inmunizacioén de ovinos y su posterior desafio
con el parasito. Solo la fraccion de peso molecular en el rango de aproximadamente
23-25 kDa (proteinas EG95), incluyendo los aminoacidos 4 a 77, fue capaz de generar
una respuesta inmunoldgica del tipo IgG que resultd protectora contra la infeccion por E.
granulosus (Heath, 1966).

EG95 es una proteina presente en diferentes estadios de E. granulosus que tiene
una funcion vital en la biologia del parasito. Puede estar implicada en la penetracién de
los parésitos al epitelio de las vellosidades intestinales. Esta proteina tiene alto grado de
conservacion en diferentes etapas del desarrollo de Echinococcus. El gen que codifica
EG95 se expresa en oncésferas, protoescdlices y gusanos adultos inmaduros y maduros.

El antigeno protector puede producirse mediante aislamiento de la oncésfera de E.
granulosus nativo utilizando técnicas de purificaciébn convencionales. Para la produccion
del antigeno en cantidades industriales, es deseable la produccion por técnicas de ADN
recombinante.

Con el avance de la ingenieria genética, el equipo liderado por Marshall Lightowlers
de la Universidad de Melbourne (Australia) y David D Heath de Ag Research (Nueva
Zelandia) lograron clonar el antigeno EG95 en un plasmido vector y expresar la proteina
de interés inmunoldgico en la bacteria Escherichia coli. Junto a Laurence, Gauci, Young,
Ralson y Maas, en 1966, describen el desarrollo de una vacuna basada en un antigeno
recombinante clonado a partir de los huevos de parasitos (oncosfera). Ovinos vacunados
con el antigeno designado EG95, fueron protegidas (media 96-98%) contra la EQ luego de
la infeccién en prueba experimental con huevos de E. granulosus.

Los ensayos establecieron que la cantidad de antigeno necesario era de 50 mg de
proteina EG95 para ovinos y caprinos y mostraron que Quil A fue el adyuvante disponible
que promovi6 el nivel mas alto y la mayor persistencia de la proteccion, con una minima
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reaccion en el sitio de la inyeccion a una dosis de 1 mg. Utilizando el doble de la dosis
recomendada superd las pruebas sobre posibles signos de reacciones locales, sistémicas
y efectos sobre comportamiento. No se registr6 aumento de temperatura, reacciones en
el sitio de inyeccion, efectos adversos ni alteraciones del comportamiento significativos
al vacunar corderos entre 4 semanas y 8 semanas de edad y hembras en periodo de
gestacion. La vacuna se presenta liofilizada y es reconstituida antes de su aplicacién, con
la finalidad de prolongar su tiempo de almacenaje. Esta vacuna podra incorporarse a otras
vacunas clostridiales, bacterianas o antiparasitario, pero se perdera la capacidad de ser
liofilizada.

La vacuna EG95, la primera vacuna recombinante contra EQ, sera una nueva

herramienta para su control.

51 LAINCORPORACION DE ARGENTINA A LOS ESTUDIOS CON LA VACUNA
EXPERIMENTAL EG95

Marshall W. Lightowlers integra el “Grupo Cientifico de Trabajo sobre los adelantos
en la prevencion, el control y el tratamiento de la Hidatidosis” de la organizacion Mundial
de la Salud, y publican: “Infecciones por Echinococcus: Aspectos inmunobioldgicos y de
vacunacion”, en 1.994 .-

El documento describe los resultados de dos investigaciones independientes,
que usaron el antigeno recombinante de oncoésferas para vacunar a los ovinos contra
infecciones subsecuentes por huevos de E. granulosus logrando protecciones del 95%
y 97% de proteccion. En el manifiestan que: “La investigacion por colaboracion entre el
laboratorio de Parasitologia Molecular de la Universidad de Melbourne y Ag Research de
Nueva Zelandia han permitido la elaboracion de una vacuna definida que protege a los
ovinos contra infecciones repetitivas por E. granulosus. Es posible utilizar la vacuna como
un medio para controlar la transmision de los parasitos hidatidicos, en sus huéspedes
intermediarios naturales, como parte de las campafas de lucha contra la hidatidosis”.
En la parte final del documento escriben: “La Universidad de Melbourne y el organismo
Ag Research investigan la participacion de las comparnias comerciales en el refinamiento
de la vacuna. Ademas, sera de maxima importancia la colaboracion de otros grupos de
investigadores que tengan interés en la epidemiologia y la lucha contra la enfermedad
hidatidica, en la valoracion de la vacuna en forma directa “sobre el terreno”, y seguramente
sera bien recibida”.

En 1995 el grupo de investigadores integrado por el Bioquimico Eduardo Fernandez,
el Médico Jorge Lago y los Veterinarios Jorge Iriarte y Oscar Jensen, profesionales del
Ministerio de Salud de la Provincia del Chubut de Argentina, reciben el protocolo y 10 dosis
de vacuna experimental EG95 en forma liofilizada, desde la Universidad de Melbourne,
Australia. En la chacra N* 18 de Sarmiento, perteneciente a la Direccion de Ganaderia,
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Eduardo Fernandez y Oscar Jensen, vacunan los primeros corderos en América.
(Lightowlers 1999).

En 1997 se incorpora el Centro Regional de Investigacion y Desarrollo Cientifico
Tecnolégico (CRIDECIT), de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional
de la Patagonia San Juan Bosco, con el grupo de la Dra. Paula Sanchez Thevenet.

61 LOS ENSAYO CON LA VACUNA EG95 EN LA DECADA DE LOS 90

Se realizaron ensayos en estudios experimentales multicéntricos, controlados y
aleatorios, bajo un mismo protocolo, en Australia, Nueva Zelandia, China y Argentina. Los
resultados de potencia de la vacuna recombinante en ensayos a campo realizados fueron
similares y concluyentes, con proteccion logradas en los animales vacunados respecto a
los controles, entre 83% y 99%, para los ensayos con dos dosis de vacuna EG95.

Ensayos realizados en China y en Argentina con animales que recibieron dos dosis
de vacunas, con 1 mes de intervalo, y luego desafiados a los 6 y 12 meses posteriores, se
logré una proteccion entre el 82 y 97%. En ensayos realizados en Argentina con una sola
dosis y el desafio realizado a los 5 y 12 meses, se logrd un 82 y 85 % de proteccion. En
un ensayo realizado en Argentina con 3 dosis se logr6 una proteccion del 100%. La tercera
dosis logra un nivel méas alto de anticuerpos y una mayor proteccion.

71 ENSAYOS CON LA VACUNA EG95 EN ARGENTINA

Periodo 1995 — 1999

Los animales de los ensayos fueron corderos de menos de 25 semanas, no expuestos
a la infeccién por E. granulosus, que siguieron el calendario sanitario del establecimiento
donde se realiz6 el ensayo. La vacuna liofilizada provista por Marshall W. Lightowlers de la
Universidad de Melbourne, fue reconstituida una hora antes con agua destilada y aplicada
en forma subcutanea en la ingle y/o la axila, a la dosis de 50 ug de la proteina EG95 y 1
mg de adyuvante Quil A, en un volumen de 2 ml. Los corderos vacunados y testigos fueron
desafiados por via oral con aproximadamente 2.000 huevos de E. granulosus, obtenidos de
perros naturalmente infectados, segun el protocolo de cada ensayo. Entre los 8 y 14 meses
de producida la infeccion, los ovinos fueron sacrificados bajo condiciones que permitieron
el examen detallado de la res y de las visceras, especialmente el higado, los pulmones,
los riflones, el bazo y el cerebro, que se cortaron en trozos de 1 a 2 mm, en busqueda de
quistes hidatidicos.

Ensayo Argentina N° 1 — Chubut — Sarmiento - 1995: Se inicia en mayo de 1995,
con 20 corderos de raza Merino. Diez fueron protegidos con dos dosis de vacuna EG95 con
4 semanas entre ambas dosis. Todos fueron desafiados 4 semanas después. Transcurridos
14 meses de efectuada la infeccion, todos los ovinos que finalizaron la prueba, (7 del
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grupo vacunado y 10 testigos), fueron sacrificados en busqueda de quistes hidatidicos.
En el 100% de los animales testigos (10/10), se encontraron quistes hidatidicos. Fueron
detectados 232 quistes hidatidicos. En el grupo vacunado, un ovino (1/7), present6 un (1)
quiste hidatidico viable, de 2 mm. La proteccién resultante fue del 99.4 %.

Lightowlers, Jensen, Fernandez y col., publican en 1.999: sobre tres ensayos
realizados en ovejas inmunizados con la vacuna experimental recombinante EG95 y
desafiados con huevos de E. granulosus viables obtenidos en Nueva Zelandia (ciclo perro /
oveja), Australia (ciclo dingo / canguro) y Argentina (ciclo perro / oveja). La vacunacién con
EG95 confiere un alto grado de proteccion (rango 96-100% de proteccion). Los ensayos
demostraron que el 86% de las ovejas vacunadas eran completamente libres de quistes
hidatidicos viables cuando se examinan aproximadamente 1 arfio después del desafio. La
vacunacion redujo el numero de quistes viables por 99 % en comparacion con los controles
no vacunados. Estos resultados sugieren que la vacuna EG95 podria tener una amplia
aplicacién como una nueva herramienta para su uso en campafas de control de hidatidosis
(Lightowlers, 1999).

Ensayo Argentina N° 2 - Chubut — Puesto Blanco - 1996. Se inicia en mayo
de 1996, con 20 corderos de raza Merino, de 6 meses de edad, en un campo de 2.500
hectéareas. Diez fueron protegidos con tres dosis de vacuna EG95. Todos fueron desafiados.
En el grupo testigo se encontrd una media de 92 quistes hidatidicos. En el grupo vacunado
no se encontraron quistes. La proteccion resultante fue del 100%. -

Ensayo Argentina N° 3 - Chubut — Estancia Media Luna - 1997. Se inicia en
abril de 1997, con 90 corderos, raza Merino de 6 meses de edad. El objetivo fue evaluar
el nimero de dosis y tiempo de proteccion. Sesenta corderos fueron protegidos con una
dosis de vacuna EG95 y treinta de ellos recibieron una segunda dosis a los 45 dias. Treinta
quedaron como testigos. Se realizaron desafios en distintos grupos y tiempos. En los
testigos examinados se encontraron una media de 219 quistes. Con una sola dosis de
la vacuna se logré una proteccion del 85 % para la infeccién con E. granulosus a los 3
meses de la Gltima dosis y del 82% a los 12 meses. Con dos dosis de vacuna resulté una
proteccion del 99% para 4 meses y del 98% para 11 meses post vacuna.

Ensayo Argentina N° 4 - Chubut — Sarmiento - 1997: Se inici6 en mayo del 97,
en un lote de 10 ovejas de raza Texel, servidas en el otono. El objetivo fue evaluar la
transferencia calostral de inmunidad. Las madres fueron protegidas con dos dosis de
vacuna EG95 y fueron desafiados sus corderos con 2.000 huevos de E. granulosus. La
proteccién resultante fue del 98% hasta los 40 dias de vida de los corderos.

Ensayo Argentina N° 5 - Chubut — Sarmiento - 1999: Se inicia en la primavera
de 1.999 con ovejas de raza Texel previamente vacunadas. El objetivo fue evaluar la
interferencia de la inmunidad calostral. Se estudiaron los calostros, los sueros de sus
corderos y los sueros de corderos hijos de madres no vacunadas. Todos los corderos fueron
vacunados con una dosis de EG95, a los tres meses. Por un ensayo k-Elisa se evaluaron
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los sueros para determinar los niveles de actividad anticuerpo y por un ensayo inmunoblot
los sueros y el calostro para revelar actividad anti-EG95. La inmunidad calostral no interfirid
con la respuesta de anticuerpos en los corderos vacunados.

En 1997 ya se tenian resultados alentadores, que se confirmaron al finalizar las
distintas experiencias, a fines del afio 1999. A fines del siglo veinte, luego de concluir con
éxito los ensayos de Australia, Nueva Zelandia y Argentina, se contaba con una excelente

vacuna experimental.

81 ENSAYOS CON LA VACUNA EXPERIMENTAL EN EL NUEVO SIGLO

Ensayo Argentina N° 6 - Neuquen Junin de los Andes - 2001: Se inici6 en mayo
de 2001, con 40 caprinos, raza Angora de 6 meses de edad, divididos en cuatro grupos,
en un establecimiento rural cercano a Junin de los Andes, en el marco del convenio de
cooperacion cientifica entre el Ministerio de Desarrollo Social de la Provincia de Neuquén
y el Ministerio de Salud de la Provincia del Chubut. El objetivo fue evaluar en caprinos,
la vacuna recombinante EG95, bajo condiciones controladas. Los grupos a, b, y ¢
fueron protegidos con una y dos dosis de vacuna Eg95 producida en 2001, 1999 y 1997
respectivamente y conservadas en forma liofilizada a 4 C°. - Fueron desafiados por via oral
con aproximadamente 2.000 huevos de E. granulosus, obtenidos de perros naturalmente
infectados, de la zona sur de Neuquén.

Se comparé la respuesta de anticuerpos anti E. granulosus obtenida en caprinos
vacunados con EG95, en sueros caprinos que recibieron dos dosis de vacuna EG95,
comparados con sueros ovinos de misma caracteristicas y tiempos, mediante IgGk-ELISAy
Western Blot. Los resultados obtenidos demuestran la presencia de anticuerpos protectivos
contra E. granulosus en caprinos vacunados, comparable a lo demostrado en ovinos.

Ala necropsia no se encontraron quistes hidatidicos en los caprinos vacunados con
dos dosis y se encontraron quistes hidatidicos (12 en pulmén y 1 en higado) en el 15% de
los caprinos con una dosis. Se encontraron quistes hidatidicos (159 en pulmén y 65 en
higado) en el 90% de los no vacunados. Los niveles de proteccion fueron similares a los
detectados en ovinos y no se encontraron diferencias significativas en el nivel de proteccion
entre la vacuna producida en 1997, 1999 y 2001 .-

Ensayo Chile. Region del Bio-Bio - Chillan: En afio 2003 se evalua un ensayo
realizado en la Facultad de Veterinaria de Chillan, ubicado en la VIII region de Chile,
realizado en ovinos de raza Suffolk que a la edad de corderos recibieron dos dosis de
vacuna EG95 con el adyuvante Quil A, producida en el Ag Reserch de Nueva Zelandia,
realizandose el desafio con proglétidos de E granulosus obtenidos de perros de la region
del Alto Bio Bio. A la necropsia, realizada 13 meses después de la segunda dosis, se
detectan 291 quistes en los 10 ovinos testigos y 3 quistes en los doce ovinos vacunados
(Vivallo, 2004).
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Numero Numero

Ensayo Pais Ao  Especie . Objetivos . % proteccion
animales dosis
1 Argentina 1995  Ovino 20 Proteccién vacunal 2 99
2 Argentina 1996  Ovino 20 Proteccién vacunal 3 100
3 Argentina 1997  Ovino 60 Numero dosis 1 85
3 Argentina 1998  Ovino 30 Numero dosis 2 98
4 Argentina 1997  Ovino 10 Inmunidad calostral 2 98
5 Argentina 2001  Caprino 20 Proteccién vacunal 1 84
5 Argentina 2002  Caprino 20 Proteccién vacunal 2 98
6 Chile 2003 Ovinos 20 Proteccién vacunal 2 99

Tabla I. Ensayos realizados con la vacuna experimental EG95 en Argentina y Chile.

Heath, Jensen y Lightowlers, en el afio 2003, publican una revision sobre la
formulacion, aplicacion de la vacuna, el progreso en el control de la Hidatidosis, realizando
recomendaciones para el uso en los programas de control. Describen la vacuna EG95, que
protege a las ovejas, las cabras y bovinos contra la hidatidosis. Describe el trabajo realizado
en la formulacion, la seguridad, la eficacia de la vacuna, su esquema de aplicacion, numero
de dosis, los desafios y las necropsias. Describe las dificultades en areas continentales de
los programas que utilizan la desparasitacion de los perros. Plantean la utilidad de realizar
dos visitas al afo a cada establecimiento, realizando la desparasitacion de los perros
y la vacunacion del ganado. Advierten que la vacuna no tiene efecto sobre los quistes
establecidos y es esperable que la infeccion aumenta con la edad.

Concluyen que una estrategia eficaz es comenzar un programa de control mediante
la vacunacion de todos los animales y que debe ir acompafiado de la educacion sobre
la hidatidosis y el tratamiento antihelmintico de los perros al menos dos veces en el afio
(Heath, 2003).

91 LA VACUNACION EN HUMANOS CONTRA LA ENFERMEDAD HIDATIDICA

Al finalizar el siglo veinte, Marshall Lightowlers en un documento de discusion sobre
“La vacunacion de los seres humanos contra la hidatidosis”, plantea para las regiones
donde no sea posible aplicar la vacuna en los animales o0 no se puedan ejecutar medidas de
control, la necesidad de disponer de una vacuna que se aplique directamente en el hombre.
En su opinién, la vacuna de uso animal tendria un excelente potencial para desarrollar la
primera vacuna humana eficaz contra una enfermedad parasitaria.

En el ano 2000 Lightowlers, Flisser, Gauci y col., realizan una revision sobre los
progresos de la vacuna contra hidatidosis en los ovinos y la cisticercosis en los bovinos.
Tal éxito en los animales fomenta la investigacion de la utilizacién potencial de las vacunas
en seres humanos para prevenir la enfermedad hidatidica derivada de la infeccion por E.
granulosus (Lightowlers, 2000).

En sintonia con dicha intencion, el Ministerio de Salud de la Provincia del Chubut
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elabora en el afio 2000, y a través del Departamento de Zoonosis conducido por el Méd.
Vet. Jorge lIriarte, un proyecto tendiente a solicitar cooperacion técnica y financiera para
desarrollar una vacuna de uso humano que evitara la enfermedad en la Patagonia. El
proyecto partia de la base que las dificultades existentes para controlar la enfermedad
mediante los métodos habituales tales como la educaciéon sanitaria, la desparasitacion
de canes, el control de faena, aconsejaban avanzar en una investigacion para encontrar
una vacuna que dotara de inmunidad a la poblacion humana susceptible de contraer la
enfermedad, fundamentalmente los nifios de corta edad. La propuesta, que llego a ser
analizada en el propio Ministerio de Salud de la Nacion, nunca logr6 el financiamiento
requerido.

101 LA VACUNA EXPERIMENTAL EN LOS PROGRAMAS DE CONTROL

Con la vacuna experimental producida en el Ag Research de Nueva Zelandiay en la
Universidad de Melbourne de Australia se realizaron ensayos en el marco de los programas
de control de Hidatidosis:

a.- China 1996. Vacunaciéon a gran Escala: David Heath realiza un ensayo a
gran escala, a campo con desafio natural, en las provincias Qinghai y Xinjiang de China,
vacunando 50.000 y 100.000 corderos. La vacuna EG95 protegi6é al menos 1 afo luego de
2 vacunaciones, mientras que 3 vacunaciones pueden proteger 3 6 4 afios. Confirmé la
seguridad y eficacia de la vacuna.

b.- Argentina, Chubut. El Chalia. (2007-2013). Vacunacién de Ovinos y
Caprinos: En la colonia aborigen “El Chalia”, ubicada al suroeste de la Provincia del
Chubut, se realiz6 un ensayo a campo, utilizando la vacuna experimental EG95 provista en
forma liofilizada por la Universidad de Melbourne de Australia, con el objetivo de evaluar
la vacuna como herramienta de control. A la colonia aborigen, entre los afios 1984 vy el
afio 2015, la habitaron un promedio de 20 familias de origen mayoritariamente tehuelche,
que en conjunto pastorearon un promedio de 1.500 caprinos y 10.000 ovinos en 30.000
hectareas. Mantuvieron un promedio de 100 perros, mayoritariamente de razas ovejeras.

En 1984 el programa de control de Hidatidosis, que depende del Ministerio de
Salud, inicia en el sur de la provincia del Chubut, sus actividades de control, basadas
en la desparasitacion periddica de los perros y la educacion sanitaria de la poblacion.
En la colonia “El Chalia”, en el diagnéstico inicial, mediante la prueba de la arecolina, se
detecta que el 55% de los perros tenia el parasito que produce EQ y encuentran perros
parasitados en el 73% de las viviendas. El programa de control de la Hidatidosis de la
provincia del Chubut, realizé tareas de desparasitacion canina y educacion sanitaria, en
forma ininterrumpida desde el afio 1984 al afio 2007.

Al inicio del programa de vacunacién en diciembre de 2007, el 25% de los perros
tenia E. granulosus s.I. y habia perros parasitados en el 72% de la vivienda, medidos por
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la prueba de la arecolina. En el verano, en coincidencia con los trabajos de esquila y los
bafios sanitarios obligatorios, se realizé la aplicacion de la vacuna, a cargo del Ministerio de
Salud, contando con la colaboracion de técnicos de Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria (Senasa). En las 7 temporadas de vacunacion se tuvieron dificultades para
vacunar los ovinos y los caprinos, de todos los establecimientos. También para vacunar
todos los ovinos y caprinos, de cada establecimiento: también para aplicar las dos dosis
a corderos y chivos. En la Gltima evaluacion de la situacion hidatidica de la colonia “El
Chalia”, realizada dos afios después de finalizado el programa de vacunacion, en abril de
2015, por la prueba de la arecolina se encontraron dos perros (2%) con E. granulosus s.1.,

que pertenecia a dos (11%) viviendas.

" . . Prueba % Perros % Viviendas con
Afio Herramientas de control aplicada R
Arecolina con Eg perros con Eg
1984 / 2006 Desparasitacién. Educacion 1984 55 73

2007/ 2013 Despara?itacién. I-Educacién.- 2007 25 7
Vacunacion de ovinos y carpinos

2014/ 2015 Desparasitacion. 2015 2 11

Tabla 2. Medidas de control en la colonia aborigen “El Chalia”, periodo 1984 / 2015.

La vacuna fue eficaz para evitar que en los ovinos y caprinos se desarrollen quistes
hidatidicos y que luego de la faena domiciliaria los perros desarrollen E. granulosus s.1., al
ingerir sus visceras.

c.- Argentina Rio Negro. (2009 — 2015), Vacunacion de Ovinos: En el afio 2009 la
provincia de Rio Negro inicia un ensayo de control con vacuna producida en la Universidad
de Melbourne, de Australia, con el objetivo de evaluar el impacto de la introduccion de la
vacuna EG95 en la interrupcion del ciclo de transmision y analizar la factibilidad técnico
operativa de su aplicacion en condiciones de campo. El programa se aplica en el sur de la
Provincia de Rio Negro en un area con cuatro comunidades aborigenes, estableciendo un
area vecina y de similares caracteristicas como area control, donde no se aplicé la vacuna.

El programa de control con la vacuna incluye solo al ganado ovino, quienes recibieron
dos dosis como cordero y una sola dosis de refuerzo a 1-1,5 afios de edad. Se logra una
reduccién estadisticamente significativa del 62% en la prevalencia de la infeccién, en el
namero de granjas infectadas, en el nUmero de quistes / animal infectado, en el tamafio de
los quistes de los animales vacunados en comparacion con los controles no vacunados de
la misma edad. Se plantea las dificultades encontradas para aplicar la vacuna y se concluye
que la vacuna fue capaz de prevenir la infeccion (Larrieu, 2013; Larrieu, 2015).
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111 LA BUSQUEDA DE UN LABORATORIO PRODUCTOR DE LA VACUNA EN
SUDAMERICA

En 1999 se inicia la busqueda de un laboratorio que quisiera producir la vacuna en
forma industrial, visitando laboratorios productores de productos veterinarios y médicos,
de Argentina, Uruguay y Chile. La mayoria de los directores técnicos se interesaron en la
vacuna experimental EG95, la primera vacuna contra un parasito que afecta a los animales y
al hombre, pero solo Biogénesis y Rosenbuch de Argentina, manifiestan interés en producir
la vacuna. También se visitaron los Ministerios de Salud y de Ganaderia de Argentina.

En 2001, el laboratorio de productos veterinarios Biogénesis de Argentina firma un
acuerdo de confidencialidad con el Laboratorio de Parasitologia Molecular de la Universidad
de Melbourne en Australia y el Centro de Investigacion Animal de Nueva Zelandia, por los
derechos de la vacuna. Afios después desisten del proyecto, por considerarlo “no rentable”.

En 2008 el laboratorio Tecnovax SA de Argentina se interesa en la vacuna y firma un
acuerdo comercial con la Ag Research de Nueva Zelandia y la Universidad de Melbourne
de Australia, iniciando posteriormente los tramites ante el SENASA Argentina, para producir
y comercializar la vacuna en toda América y Europa.

En 2009 el Centro de Virologia Animal del ICT-Milstein, perteneciente al Consejo de
Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas, CONICET de Argentina y bajo la direcciéon de
los investigadores Jose La Torre y Verdnica Poggio, inicia la transferencia de la tecnologia
desde la Universidad de Melbourne de Australia y del Ag Research de Nueva Zelandia,
con el objetivo de desarrollar la vacuna recombinante EG95 en Argentina, asegurando su
efectividad y su bioequivalencia con la vacuna experimental EG95, logrando una vacuna
adaptada a las necesidades de la region sudamericana. Esta tarea fue realizada con el
apoyo de la Agencia Nacional de Promocion Cientifica.

121 LAPRODUCCION DE LAVACUNA AESCALAINDUSTRIAL EN ARGENTINA

En enero de 2011 el Registro Nacional de Productos Veterinarios dependiente del
Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA), aprueba el registro de
la vacuna Providean Hidatil EG95® del laboratorio argentino Tecnovax.

Providean Hidatil EG95®, es la primera vacuna recombinante de uso veterinario
contra la enfermedad hidatidica, con produccién a escala industrial. Tecnovax SA es una
compania biofarmacéutica que desarrolla, produce y comercializa vacunas y productos
biolégicos para sanidad animal, fundada en el 2003.

Providean Hidatil EG95®, es una vacuna recombinante, proteica, altamente estable,
segura y amigable con el medioambiente. Contiene 50 ug de proteina recombinante por
dosis, emulsionada con 0,125 mg/dosis de saponina y con adyuvante oleoso Montanide
ISA70. Es producida en células procariotas que expresan en su espacio intracelular la
proteina EG95. El gen que codifica la proteina EG95 fue clonado a partir del material
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genético presente en huevos de E. granulosus y expresado en bacterias Escherichia coli,
las cuales fueron posteriormente inactivadas. La bacteria Escherichia colitransformada con
un plasmido vector de expresion que porta los genes de la proteina glutation S-transferasa
del Schisostoma japonicum (GST) y EG95 bajo control del promotor inducible por isopropil
tio-b-D-galactosido (IPTG,) produce grandes cantidades de la proteina de fusion EG95
de aproximadamente 40 kDa (el tamafio de EG95 sin GST es 16 kDa) en el citoplasma
bacteriano como cuerpos de inclusién. La proteina recombinante EG95, es posteriormente
solubilizada y purificada dando lugar al antigeno recombinante el cual se caracteriza por
métodos bioquimicos, inmunolégicos y moleculares para garantizar la calidad del producto
obtenido.

La vacuna recombinante formulada con el antigeno purificado no es patogénica, no
contiene microorganismos que pongan en peligro la seguridad del animal vacunado. No usa
pesticidas, ni quimicos. Es inocua y segura. Puede aplicarse a hembras prefiadas. Puede
aplicarse en animales con EQ, porque se puede distinguir mediante analisis serologicos
animales vacunados de infectados. La vacuna protege a los hospederos intermediarios
por al menos un afo, previene que los parasitos lleguen a los perros y éstos diseminen
los huevos, reduce la biomasa parasitaria en el medioambiente, interrumpe el ciclo de la
enfermedad y evita que las personas contraigan la enfermedad.

En septiembre 2011 el laboratorio de productos bil6gicos Tecnovax SA, junto a los
Ministros de Ciencia, de Industria, de Agricultura y Ganaderia, de la Republica Argentina,
anuncian la puesta en el mercado de la vacuna recombinante denominada Providean Hidatil
EG95®, la primera vacuna efectiva contra un parasito, disponible para su utilizacién
por los propietarios de ganado y los programas de control.

131 LOS ENSAYOS CON LA VACUNA EG95 PRODUCIDA EN ARGENTINA
Con la vacuna recombinante EG95 producida en el Centro de Virologia Animal.

CEVAN- ICT MILSTEIN-CONICET, de la ciudad de Buenos Aires, se realizd un ensayo en
ovinos.

1.- Comparacion de distintas formulaciones y adyuvantes en ovinos

Ensayo Argentina N° 1. Chubut, estancia La Isla (2009-2015).

En mayo de 2.009, en la estancia “La Isla”, en Peninsula Valdez (Chubut), se inicia un
ensayo con el objetivo de monitorear la inmunidad conferida por la vacuna EG95 producida
en Argentina y la vacuna experimental EG95 producida en Australia. Fue realizado en
una region tipica de la meseta patagonica sur, con escasas precipitaciones, inviernos
frios y veranos calurosos. Los animales cumplieron el ciclo reproductivo y productivo de
la majada del establecimiento. Participaron cincuenta ovinos, divididos en cuatro grupos,
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que recibieron 50ug de EG95 por dosis, con adyuvante acuoso Hidréxido de Aluminio, con
adyuvante oleoso Montanide, ambas producidas en el CEVAN — CONICET de Argentina y
con adyuvante saponina Quil A, producidas en la Universidad de Melbourne de Australia.
Un grupo recibié un placebo. Los animales recibieron cuatro dosis de vacuna (V1, V2, V3
y V4) a los 01, 32, 455 y 1405 dias. El ensayo dur6 2.122 dias, 69 meses o0 casi 6 afos y
para su evaluacion fue dividido en dos etapas:

a.- Seguimiento serologico (2009-2013)

Al dia 1405 del ensayo, a la edad de 55 meses de los ovinos, fueron evaluados
los titulos de IgG anti-Eg95 inducidos en ovinos inmunizados con 2 y 3 dosis de distintas
formulaciones del antigeno EG95. (Técnica ELISA). Sus resultados permitieron determinar
que la inmunidad conferida por la vacuna EG95 producida en Argentina, con adyuvante
oleoso Montanide ISA70, denominada Oleosa CEVAN, medidas en muestras de sangre a
los 32, 57 y 455 dias luego de aplicada dos dosis (V1y V2) y alos 730 y 1405 dias luego de
aplicada un refuerzo anual (V3) fue equivalente a la vacuna experimental de Australia. La
vacuna EG95 con adyuvante oleoso, fue superior a la formulacién con adyuvante acuoso
Hidroxido de Aluminio, denominada Acuosa CEVAN. Su horizonte de proteccion luego de
aplicada la tercera dosis (V3) es superior a los dos afios.

b.- Desafio y necropsia (2013-2015)

La segunda parte del ensayo se inicia al dia 1405, con la aplicacién de una cuarta
dosis (V4) a 16 ovinos. El desafio fue realizado por via oral a 40 ovinos, con aproximadamente
2.000 huevos de E. granulosus s.1., obtenidos de perros naturalmente infestados, luego de
38 dias de aplicada la cuarta dosis (V4) y luego de 989 dias de aplicada la tercera dosis
en 15 ovinos (V3). La necropsia para evaluar el nUmero de quistes hidatidicos viables y no
viables, fue realizada a los 32 ovinos que finalizaron el ensayo, en marzo del 2015. En los
tratamientos con tres dosis (V3) y el desafio a los 33 meses (988 dias), dando el maximo
de chances al parasito, la formulacién con adyuvante oleoso dio una proteccion del 85%,
reduciendo el nimero de quistes viables, en comparacion al control negativo. En los grupos
de ovinos con cuatro dosis (V4) y el desafio al mes (38 dias), dando el maximo de chances
a la vacuna, se logr6 una alta proteccion con las tres formulaciones, en comparacion al
control negativo. Se logr6 una proteccion del 94% con la vacuna de Australia, del 95% con
la oelosa de Cevan, y 88% con la vacuna acuosa de Cevan.

Conclusiones: Todas las formulaciones lograron reducir la biomasa de quistes
disponibles con capacidad de infestar a los perros. La inmunidad a largo plazo luego de
tres dosis (V1y V2 como cordero) y un refuerzo (V3), con el desafio 33 meses después, con
aproximadamente 2.000 huevos de E. granulosus s.l., no protege plenamente. La vacuna
producida en Argentina con adyuvante oleoso logré mejor proteccion que la vacuna con
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adyuvante acuoso. La proteccion inducida por la vacuna oleosa producida en Argentina y
la vacuna experimental producida en Australia, fueron equivalentes (Heath, 2012; Poggio,
2016).

Con vacuna recombinante EG95 de produccion industrial, realizaron ensayos en
ovinos (3), bovinos (1) y llamas (1), vacunados con Hidatil EG95 (50 yug Eg95, 0,125mg
saponina, Montanide ISA 70 Seppic/dosis/mL) producida en Argentina, con vacuna
recombinante experimental EG95 australiana (50 pyg Eg95, 1 mg QuilA/dosis/mL) y un
placebo (adyuvante oleoso). (Tabla N° 3)

2.- Inmunidad en Ovinos

Ensayo Argentina N° 2. Buenos Aires, Brandsen. (2011-2012)

Se inici6 en noviembre del 2011, en dos lotes de 14 y 29 corderas y ovejas de raza
Merino, en Estacion Gomez y Coronel Brandsen, en Provincia de Buenos Aires. Finalizo
en noviembre de 2012. Los animales fueron separados en tres grupos: Control (n=15),
vacunados con Vacuna Hidatil EG95 (50ug Eg95, 0,125mg saponina, Montanide ISA 70
Seppic/dosis/mL) producida en Argentina (n=20) y vacunados con vacuna recombinante
experimental EG95 australiana (50ug Eg95, 1 mg QuilA/dosis/mL) (n=15). Los animales
fueron inmunizados con 2 dosis de cada vacuna EG95 por via subcutanea en la region
inguinal y se tomaron muestras de sangre a los 0, 30, 60, 180 y 360 dias post primo
vacunacion. El monitoreo de produccién de anticuerpos IgG anti-EG95 en los animales
vacunados y controles fue realizado mediante estudios serologicos seriados por técnica
de ELISA. Luego de 2 dosis, los grupos vacunados ya sea con Providean Hidatil EG95 o
vacuna australiana, mostraron titulos séricos que persistieron por 12 meses, mostrando un
pico a los 60 dpv. No se observaron diferencia significativa entre los niveles de anticuerpos
inducidos por las distintas formulaciones, ni en los titulos de anticuerpos detectados. Se
asocia con un alto grado de proteccion que el grupo de ovinos vacunados, presentan una
absorbancia de anticuerpos cercana o mayor a 0.8 (dil 1:200).

3.- Inmunidad en Llamas

Ensayo Argentina N° 3. Jujuy, Abra Pampa (2011 — 2013)

Se inici6 en septiembre de 2011, en un lote de treinta llamas (Lama glama), en
las instalaciones del INTA Abra Pampa, departamento Cochinoca, Provincia de Jujuy. Los
departamentos Cochinoca y Yavi, de la Puna Argentina, concentran la mayor cantidad de
llamas y ovinos de la Puna, todos pertenecientes a pequefos productores y la Hidatidosis
es la principal zoonosis. Es el primer ensayo realizado en el mundo con la vacuna EG95
ya sea de origen industrial o experimental en camélidos sudamericanos domésticos.
Tres grupos de Llamas menores de 8 meses, fueron vacunadas a dias 0, 30 y 439
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dias con 3 dosis de la vacuna EG95 recombinante Hidatil EG95 (50ug Eg95, 0,125 mg
saponina, Montanide ISA 70 Seppic/dosis/mL) producida en Argentina (n=10), con vacuna
recombinante experimental EG95 producida en Australia (50ug Eg95, 1 mg QuilA/dosis/mL)
(n=10). El grupo control (n=10) recibi6é solo placebo (adyuvante oleoso). La vacunacién se
realizd en la cara interna del muslo por via subcutanea. En la primera dosis se utilizé la
zona derechay en la segunda dosis la izquierda, con jeringas individuales descartables tipo
insulina. Los cambios en la temperatura corporal, el comportamiento y reacciones en el sitio
de inyeccion fueron observados y registrados, por los veterinarios del INTA. No se registré
aumento de temperatura, ni alteraciones del comportamiento ni reacciones comparando el
grupo control de animales con el grupo vacunado de la misma edad.

Se tomaron muestras de sangre a los 0, 30, 60, 180, 439 y 764 dias post primo
vacunacion. El estudio consider6 la imunogenicidad inducida por la vacuna Hidatil EG95 y
su comparacion con la vacuna experimental australiana. Las diferencias entre los niveles
de anticuerpos séricos inducidos por la vacuna industrial EG95 presentan diferencias no
significativas (>0,05) comparados con la formulacion experimental. Luego del refuerzo, los
titulos séricos aumentan y son de similar magnitud (439 dpv) a los observados al dia 30
(con una dosis) en los animales vacunados con ambas formulaciones y a 764 dpv son aun
mayores que los observados al dia 30 con 1 dosis y similares a los observados a los 180
dias respectivamente. Se observa que los animales vacunados con la formulacion EG95
argentina indujeron niveles y titulos de anticuerpos significativos y mayores a los obtenidos
en el grupo control y similares a los de la vacuna australiana. (Poggio, 2016)

.. . . Numero Numero Via
Ensayo Provincia Ano Especie . . .
animales dosis aplicacion

2 Buenos Aires 2011  Ovinos 50 1 SC
3 Jujuy 2011  Llamas 30 3 SC
4 Buenos Aires 2013  Bovinos 65 2 SC
5 Chubut 2013  Ovinos 30 2 SC
6 Chubut 2013  Ovinos 30 2 SC

Tabla 3. Ensayos con vacuna de produccién industrial en ovinos, bovinos y llamas.

4.- Inmunidad en Bovinos

Ensayo Argentina N° 4. Buenos Aires, C. de Areco, (2013 —2014)

Se inici6 en abril de 2013, en un lote de 65 bovinos de raza Hereford, en la localidad
de Rawson, Carmen de Areco, Ruta 51, km 146, Provincia de Buenos Aires, con el objetivo
de determinar la dosis efectiva y segura de la vacuna EG95, en bovinos.
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Se separaron del rodeo, sesenta y cinco (n=65) bovinos (Bos taurus) menores de 6
meses de raza Hereford, con aproximadamente tres meses de edad y se identificaron con
caravana. Los animales siguieron el plan de manejo y sanitario del establecimiento donde
se realiz6 el ensayo. Se formaron 7 grupos de 5 animales, tomados al azar, los cuales fueron
inmunizados a 0 y 30 dias, con distintas formulaciones: con 100ug, 150ug, 200ug, y 300ug
de EG95, con 1,4y 2,1 ml de Montanide ISA70 y con 0.250mg y 0.375mg de saponina. La
vacuna se administré por via subcutanea en el tercio medio superior de la tabla del cuello.
La primera dosis de la derecha y la segunda en la izquierda, con jeringas individuales
descartables. Cambios en el comportamiento, temperatura corporal y reacciones en el sitio
de inoculacion, fueron observados y recopilados, a las 2, 6, 24, 48, 72 hsy adia4,5,6y
7 dias de colocada la primera y segunda dosis de la vacuna. Se tomaron muestras séricas
en los dias 0, 30, 60 y 180 dias y se determiné el nivel de anticuerpos séricos anti EG95
en cada grupo de animales: vacunados y testigos a los diferentes tiempos por técnica de
ELISA.

Conclusion: Por los estudios de seguridad y evaluacion dosis-respuesta, la
formulacién con 100ug de EG95 y adyuvante oleoso con 0.250mg saponina y 1,4 ml de
Montanide ISA70, en un volumen de 2 ml, resulté ser la mas segura y eficaz, para la
aplicacion en bovinos.

5.- Edad de aplicacién de la primera dosis en ovinos

Ensayo Argentina N° 5. Chubut, Sarmiento (2012-2013)

Los rumiantes se caracterizan por su capacidad para alimentarse de pasto. El
cordero nace con su aparato digestivo adaptado a una dieta lactea, propia de un no-
rumiante. Paulatinamente van transformando su alimentacién, al comenzar a ingerir pasto
alrededor de las tres semanas de vida, para ser rumiante adulto a las ocho semanas. Al
momento de ingerir pasto, comienza su riesgo de ingerir huevos de E granulosus, debiendo
estar protegido por los anticuerpos calostrales o anticuerpos inducidos por la vacuna.

Con el proposito de testear la seguridad y eficacia de la vacuna administrada
en ovinos a partir de las cuatro semanas de vida, se formaran 3 grupos de 10 corderos
de raza Merino, tomados al azar del corral, identificados con doble caravana, con
aproximadamente 4 semanas de edad, pertenecientes al Centro de Investigacion en
Zoonosis en Sarmiento, Chubut. A cada grupo se les administr6 la vacuna Providean
Hidatil EG95®, la vacuna recombinante australiana EG95-GST y un placebo sin antigeno
proteico EG95 respectivamente. Se midio la inmunidad conferida en muestras de sangre
tomadas a los 0, 30 y 60 dias post vacunacion, mediante un ELISA para detecciéon de
anticuerpos séricos anti-EG95. Los niveles de anticuerpos detectados fueron equivalentes
para las dos formulaciones y similares a los obtenidos en los ensayos con aplicacion de las
vacunas a partir de los tres meses. No se observaron cambios en la temperatura corporal,
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el comportamiento y reacciones en el sitio de inyeccion, en lo dias posteriores a las dos

vacunaciones.

6.- Inmunidad calostral en Ovinos

Ensayo Argentina N° 6. Chubut (2012 — 2013)

Con el objetivo de detectar la presencia, en funciéon de la edad, de los anticuerpos
(Ac) anti-EG95 transferidos por el calostro, en corderos nacidos de madres vacunadas con
Providean Hidatil EG95®y determinar el momento ideal para la aplicacion de la primera dosis
de vacuna, ovejas Merino destinadas a vientre del Centro de Investigacion en Zoonosis en
Sarmiento, Chubut, fueron divididas en dos grupos: M1: una Unica dosis de vacuna 45 dias
antes de la fecha de paricion; y M2: primera dosis 30 dias antes de la fecha de servicio, y la
segunda dosis 45 dias antes de la fecha de paricion. Después del parto, y durante 28 dias,
se extrajo suero y calostro/leche en cada grupo. Se definieron dos poblaciones de corderos
recién nacidos: C1 y C2 segun fueran hijos de M1 o M2. Inmediatamente después del
nacimiento, y durante 90 dias, se extrajeron muestras de suero. Se determinaron los titulos
de anticuerpos anti-EG95 para cada muestra de cada grupo de madres (suero/calostro) y
corderos (suero) en diferentes tiempos. Se observo que en todos los animales expuestos a
dos dosis de vacunacion los titulos séricos de Ac IgG anti EG95 fueron significativamente
mayores a los expuestos a una Unica dosis. En el suero de los corderos el pico maximo
de Acs se detect6 a las 24 hs posteriores al parto, manteniéndose en niveles protectivos
altos hasta los 28 dias y con niveles protectivos hasta el dia 75. Los resultados indican que
los Acs IgG anti-EG95 se concentran significativamente en el calostro de las ovejas previo
al parto originandose la transferencia efectiva de los anticuerpos al cordero. Teniendo en
cuenta la persistencia en suero de los Ac vacunales adquiridos por los corderos en forma
pasiva, seria ideal iniciar la vacunacion a partir de la cuarta semana de vida de los corderos
hijos de madres vacunadas.

141 MONITOREO DE LA INMUNIDAD ALCANZADA POR LA VACUNA

La potencia y eficacia de la vacuna se determina a través del desafio de los
animales vacunados con huevos de E. granulosusy su posterior necropsia para determinar
la reduccién en el desarrollo y numero de quistes hidatidicos viables con respecto a los
animales no vacunados. Este ensayo es el “gold estandar” para evaluar el grado de
proteccidn del inmundgeno. Es una prueba que lleva aproximadamente 18 meses, desde la
vacunacion de los animales, el desafio (infestacion) con E. granulosus hasta el desarrollo
de los quistes, con la desventaja de mantener animales infestados y sacrificarlos al final
del ensayo.
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a.- Monitoreo de la produccién de anticuerpos anti EG95

Por estudios seroldégicos podemos medir el nivel de anticuerpos vacunales
producidos por la vacuna y también estimar la cobertura lograda por los vacunadores, en la
aplicacion de la vacuna. El monitoreo de produccion de anticuerpos IgG anti-EG95 en los
animales vacunados y controles es realizado mediante estudios seroldgicos seriados por
técnica de ELISA.

Procedimientos ELISA: Se sensibiliza una placa de ELISA con antigeno EG95
(similar al utilizado en la formulacion de la vacuna). Los sueros se diluyen y se incuban
en esta placa para que se produzca la reaccion Ag-Ac. Después de varios lavados se
agrega una Ig anti ovino marcada con una enzima peroxidasa. Esta va a acoplarse en
las muestras en que se produjo la reaccion Ac-Ac. La enzima se enfrenta con un sustrato
productor de color, este color se mide con un lector de placas. La intensidad del color
(DO) es directamente proporcional a la concentracion de Ac de la muestra. Se grafican los
valores de DO para cada uno de los muestreos y asi visualizar el nivel de los mismos a

media que transcurre el tiempo.

b.- Test de la oncésfera

Debido a que la proteccion inducida por la vacuna esta medida por anticuerpos
especificos anti-EG95 a través de su union al complemento y éstos tienen la capacidad
de lisar oncosferas activadas “in vitro”, el disefio, desarrollo y estandarizacién del “Test
de la Oncésfera” permitira evaluar el grado de proteccion inducido por los Ac especificos,
evitando la infestacidon con huevos de E. granulosusy la necropsia de animales involucrados

en los ensayos.

151 ESQUEMA Y DURACION DEL PROGRAMA DE VACUNACION

Para determinar el esquema y las fechas de vacunacién, a utilizar en cada
establecimiento o region bajo programa, debemos tener en cuenta el riesgo de contraer
EQ, el ganado a vacunar, el tipo de manejo del ganado, las condiciones climaticas y los

calendarios sanitarios y de manejo.

El esquema “ideal”

Al inicio del programa, vacunar a todos los animales susceptibles dos veces, con
aproximadamente un mes de diferencia, incluyendo los animales jovenes en el momento
del destete. En el segundo afo y posteriores, vacunar a todos los animales recién nacidos
dos veces, aproximadamente con un mes de diferencia. Una sola vacunacion de refuerzo
a todos los animales vacunados previamente. Si se ingresan animales al establecimiento,
vacunar con dos dosis, con un mes de diferencia. (Marshall Lightowlers, Seminario de
Hidatidosis, Santiago de Chile, 2016)
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En rumiantes menores en Patagonia Sur

En el inicio del esquema de vacunacion aplicar dos dosis a todos los animales. La
primera en los trabajos previos a la paricion y la segunda en la esquila. Los corderos y
chivitos recibiran la primera dosis en la sefialada. Durante los trabajos de esquila de los
adultos, se aplica la segunda dosis a los corderos y chivitos y se completa el esquema
en el resto de los rumiantes menores. En zonas de alto riesgo aplicar un refuerzo anual
a todos los rumiantes en los trabajos previos a la paricion; con el objetivo de fortalecer la
inmunidad calostral y proteger a los rumiantes menores que pastan en los potreros cercanos
a los cascos y/o puestos, que generalmente son los animales de mayor valor, como los
reproductores y animales de consumo. En zonas de bajo riesgo aplicar un refuerzo anual
a las madres en los trabajos previos a la paricién. En las chacras, granjas y pequefos
establecimientos, donde se practica él encierre nocturno y/o que los rumiantes menores
pastan cerca de la vivienda del productor y sus perros, los animales deberian mantener
un nivel de anticuerpos protectivos y los corderos y chivitos recibir la primera dosis a las
4 semanas de nacidos. En los sistemas de veranada-invernada los rumiantes menores
deberan iniciar los arreos hacia las veranadas, con un nivel alto de anticuerpos; con la

segunda dosis y/o el refuerzo anual aplicado.

En rumiantes menores y mayores en zonas endémicas

En el inicio del programa de control utilizando la vacuna, a partir del mes de vida
aplicar la primera dosis de vacuna a corderos, chivos y terneros. Al menos treinta dias
después, aplicar la segunda dosis. A los animales adultos aplicar una dosis. En los afios
posteriores, a partir del mes de vida aplicar la primera dosis a corderos, chivitos y terneros
y al menos treinta dias después aplicar la segunda dosis. Aplicar un refuerzo anual a todos
los animales. A las madres para asegurar la transferencia de inmunidad calostral y a los
machos castrados, porque desde este grupo sale la mayoria de los animales destinados a

la faena familiar.

La duracién del programa de vacunacién

Como la vacuna no afecta a los quistes hidatidicos establecidos en los animales, el
esquema de vacunacion se debe mantener durante los afios necesarios para la reposicion
de todo el ganado del establecimiento. Esta reposicion es diferente segun el tipo de
ganado, el sistema productivo y el manejo de los animales. Influyen las ventas y compras
de animales, el estado de los pastizales y las condiciones climaticas, que son distintas afo

a afio, para cada region.
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161 LA VACUNA RECOMBINANTE DE PRODUCCCION INDUSTRIAL EN LOS
PROGRAMA DE CONTROL

En el afio 2016, a 90 afios de que el médico e hidatidélogo francés Félix Agustin
Dévé, publicara su primer trabajo, el producto de muchos técnicos e investigadores, y
de la industria farmacéutica veterinaria, se comenz6 a aplicar dentro de las actividades
planificadas por los programas de control de Hidatidosis, con el objetivo de evitar que los
ninos se enfermen de EQ.

a.- El mayo de 2016, en el predio Miraflores, ubicado en el sector de Cerro Galera
Chico, cercano a la localidad de Balmaceda, en la provincia de Coyhaique, de la Xl
Regién Aisén de la Republica de Chile, se aplico a una oveja adulta de raza Texel, la
vacuna recombinante EG95 de distribucion industrial. De esta forma la division Proteccién
Pecuaria Regional, del Servicio Agricola y Ganadero (SAG) de la Region de Aysén did
inicio al programa de control de la Hidatidosis, coordinado por el Veterinario Tomas Chacon,
que incluye 4.000 ovinos, en 30 rebafos, distribuidos en Galera Chico, en la localidad de
Balmaceda y El Maitén, en la comuna de Cochrane, X| Regién Aisén, Chile, utilizando la
vacuna Providean Hidatil EG95®, como medida de control.

b.- En noviembre de 2016, en el Alto Bio Bio, VIII Region de la Republica del Chile,
zona de pequefos productores, la mayoria Pehuenches, con casos de Hidatidosis en
chicos, el Servicio Agricola y Ganadero (SAG), incluy6 la vacunacion como herramienta
de control, en el programa de control de la hidatidosis, donde el Seremi Salud realiza
atencidn en las personas y desparasita los perros y los municipios realizaran control de la
poblacion canina. El programa de vacunacion incluye 15.000 ovinos y 1400 productores y
es dirigido por el veterinario Guido Merino Rubilar del Servicio Agricola y Ganadero (SAG).
Se aplicaron 29.000 dosis de vacunas entre los meses de septiembre y mayo 2016, 17, 18
y 19. con coberturas superiores al 90%.

c.- En julio de 2017, en la Isla del Rey, regién de Los Rios, en Chile, fueron
inmunizados contra la Hidatidosis, ovejas de pequefos agricultores. La Universidad Austral
de Chile busca eliminar EQ en Isla del Rey, con un programa de control de hidatidosis,
dirigido por el Profesor Rafael Tamayo, que incluye desparasitacion de los perros, educacion

de la poblacion y vacunacion de los ovinos.

17 1 CONTROL DE HIDATIDOSIS CON LA VACUNA RECOMBINANTE EG95

La incorporacion de acciones directas de control en los ovinos, bovinos, llamas y
caprinos, que prevengan la infeccion y disminuyan la oferta de quistes hidatidicos para los
perros, abre nuevas perspectivas a los programas de control, al posibilitar atacar al ciclo de
la enfermedad hidatidica en un nuevo frente, lo que va a permitir lograr un control sostenido
de la enfermedad en el tiempo. De las medidas existentes para prevenir enfermedades
infecciosas, la vacunacion es sin duda la mas util.

O Fortalecimento Intensivo das Ciéncias Biologicas e suas Interfaces 2 Capitulo 8 “



La vacuna contra EQ aplicada en los hospederos intermediarios, permitira a los
programas de control de la EQ disminuir el tiempo en controlar la enfermedad en su
territorio, al poder atacar el ciclo de la enfermedad en un nuevo frente, esto a su vez
permitira reducir la oferta de quistes hidatidicos disponibles para los hospederos definitivos
y por ende disminuir la biomasa parasitaria disponible para los hospederos intermediarios,
ayudando asi a reducir el riesgo de enfermar de las personas.

La vacuna contra EQ aplicada en el ganado permitira a los productores agropecuarios
contar con una nueva herramienta para controlar la enfermedad en su establecimiento
0 campo, que debera sumar, a las hoy disponibles, como el control de la faena, la
desparasitacion perioddica de los perros y la educacion sanitaria.
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RESUMO: Mais de 2 milhdes hectaresdo
Paranarepresentam areas preservadas por
Unidades de Conservacgéo (UC), o que equivale
a cerca de 15% da area do estado. No entanto,
a compilagdo do conhecimento sobre quantas
destas UC disponibilizam suas informagdes por
meio de seus planos de manejo é inexistente.
Devido ao fato de as aves representarem o
grupo de maior facilidade de registro e que gera
importante informagdo acerca da qualidade
ambiental, a riqueza de espécies deste taxon
frequentemente consta em tais documentos.
Desse modo, foi feito levantamento de todos os
planos de manejo das UC paranaenses (niveis
federal, estadual e municipal), bem como de
seus registros ornitolégicos,para determinar a
disponibilidade de acesso a estas informagdes.
O Parana possui 360 UC distribuidas em 11
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sub-categorias. UC de Protecdo Integral estéo
distribuidas em 60 municipios, enquanto as
de Uso Sustentavel, em 140; no total ha 189
(47%) municipios com presenga de UC. Dos 71
planos de manejo disponiveis(20% de todas as
UC), 40 (56%) trazem informacgdes sobre aves.
As UC de Protecdo Integral (n = 22) possuem
162,7 + 129,0 espécies, enquanto as de Uso
Sustentavel (n = 18), 136,6 = 109,9. Entre as UC
de Protecdo Integral, as Estacdes Ecologicas
S80 as que possuem mais espécies. Sugerimos
que as UC paranaenses disponibilizem todos os
dados existentes para consulta, bem como novos
estudos sobre conhecimento basico devam ser
instigados dentro de seus territérios.
PALAVRAS-CHAVE: Avifauna. Acesso de dados.
Lacunas de conhecimento.

ORNITHOLOGICAL DATA AVAILABILITY
FROM PROTECTED AREAS WITHIN
PARANA STATE: MANAGEMENT PLANS

ABSTRACT: More than 2 million hectares in
Parana, southern Brazil, represent protected
areas (UC), equivalent to some 15% of the state’s
area. However, the compilation of knowledge on
how many of these UC have their data available
through their management plans does not exist.
Due to the fact that birds represent a readily
recorded group of animals and that they are good
environmental indicators, lists ofspecies of this
taxon are frequently included in such documents.
Thus, we reviewed all management plans of
Parana’s (federal, state and municipal levels)
protected areas, as well as their ornithological
records, to determine the availability of access
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to this information. Parana has 360 UC distributed in 11 categories. Integral protection UC
are distributed in 60 municipalities, while those of sustainable use, by 140; overall there are
189 (47%) municipalities with UC. Of the 71 management plans available(20% of all UC), 40
(56%) provide information about birds. Integral protection UC (n = 22) have 162.7 + 129.0
species, while those for sustainable use (n = 18) have 136.6 + 109.9. Among the integral
protection UC, ecological stations show more species. We suggest Parana’s UC should
provide all available data for consultation, as well as new studies on basic knowledge be
instigated within their territories.

KEYWORDS: Avifauna. Data access. Knowledge gap.

11 INTRODUGAO

A Mata Atlantica possuia originalmente mais de 150 milhdes de hectares (ha).
Sua fragmentacao atual é alarmante, pois se estima que restem 28% de sua cobertura
florestal(REZENDE et al., 2018),sendo a maioria dos remanescentes pequenos (< 50 ha)
e distantes uns dos outros (RIBEIRO et al., 2009). No entanto, este dominio fitogeografico
ainda detém os maiores indices de endemismo e ameaca do planeta;das 1.025 espécies
de aves que nele ocorrem, 215 sdo consideradas endémicas, e mais da metade delas esta
enquadrada sob algum grau de ameaga em niveis estadual, nacional e global (PARANA,
2018; IUCN, 2019; FIGUEIREDO et al., 2021).

No estado do Parana, onde a maior parte da cobertura florestal foi eliminada a
partir da década de 1960, restam apenas paisagens fragmentadas, com perda significativa
da vegetacéo original, passando de 84% para 9% de seu territério (MAACK, 2017; SOS
MATA ATLANTICA; INPE, 2019).Neste contexto, as areas protegidas por lei tornam-se de
fundamental importancia para a manuteng¢ao da biodiversidade. Para potencializar o papel
das Unidades de Conservagédo (UC), de modo que sejam planejadas e administradas de
forma integrada com as demais UC em nivel nacional, foi concebido o Sistema Nacional
de Unidades de Conservacao (SNUC). O SNUC ¢ o conjunto de UC federais, estaduais
e municipais composto por 12 categorias.Seus objetivos especificos diferenciam quanto
a forma de protecdo e usos permitidos: aquelas que demandam de maiores cuidados
devido a sua fragilidade e particularidades,e aquelas cujautilizacédo sustentavel é permitida,
mantendo suaconservagdo(BRASIL, 2000).

As UC categorizam-se em dois grupos: Unidades de Protecéo Integral, que
objetivaproteger a natureza e, portanto, possui regras e normas restritivas, e Unidades
de Uso Sustentavel, areas que visam conciliar a preservacdo da natureza com 0 uso
sustentavel dos recursos naturais. No primeiro grupo € permitido apenas o uso indireto de
recursos naturais semque haja consumo, coleta ou danos. As subcategorias de Protecao
Integral séo: Estacé@o Ecologica, Reserva Biologica, Parque, Monumento Natural e Refugio
de Vida Silvestre. No segundo grupo, coleta e uso de recursos naturais sdo permitidas,

desde que praticadas de forma a asseguraro uso continuo e futuro dos recursos ambientais
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renovaveis e dos processos ecolégicos. As subcategorias de Uso Sustentavel sdo: Area
de Relevante Interesse Ecolégico, Floresta Nacional, Reserva de Fauna, Reserva de
Desenvolvimento Sustentavel, Reserva Extrativista, Area de Protecdo Ambiental e Reserva
Particular do Patriménio Natural (MMA, 2020).

Mais de 2.800.000 ha do Parana (14% da area total) representam areas
preservadas por UC estaduais e federais(IAT, 2020), sendo 2% por UC de Protegéo Integral
(VICENTE; VANZELA; TOREZAN, 2009). Iniciativas privadas de protegcdo ao ambiente,
as chamadas Reservas Particulares do Patrim6nio Natural perfazem aproximadamente
50.000 ha de matas igualmente preservadas(lAT, 2020).A andlise de mapas de
vegetacao original e remanescente de UC estaduais e federais e de areas prioritarias
para conservacdodemonstraram que as diferentes formagdes vegetacionais ndo estédo
adequadamente representadas no Sistema Estadual de Unidades de Conservagédo do
Parana(VICENTE; VANZELA; TOREZAN, 2009). Enquanto as formagdes associadas a
Floresta Ombrofila Densa possuem elevada representacado (13%), outras possuem pouca,
com excecdo da Varzea Estacional. A Floresta Ombréfila Mista tem apenas 0,4% de sua
area de ocorréncia natural protegida, a Floresta Estacional Semidecidual, 3,3%, o Cerrado
0,8% e a Estepe Gramineo-lenhosa possui 0,4%. Desse modo, as UC paranaenses
englobam desproporcional representacdo das formacgbes vegetacionais, especialmente
as mais ameacadas, que possuem alta percentagem de areas prioritarias, poucas areas
protegidas ou remanescentes, tais como o Cerrado, a Estepe, e as Florestas Ombréfilas
Mistas e Estacionais Semideciduais(VICENTE; VANZELA; TOREZAN, 2009).

Planos de manejo frequentemente utilizam os resultados gerados a partir de
observagdes de aves para caracterizagdo de fauna. As aves constituem grupo facilmente
observado gragas a sua ineréncia por habitos diurnos e conspicuos, bem como pela
adequabilidade logistica, uma vez que ndo necessarias armadilhas para o registro das
espécies, as quais podem ser seguramente identificadas por meio de visualizagéo e,
especialmente, de suas vocalizagdes. Dentro deste contexto, pretendeu-se fazer o
levantamento de todos os planos de manejo, e de seus registros ornitologicos, disponiveis
das UC paranaenses(em ambito federal, estadual e municipal) para se determinara

disponibilidade de acesso a estas informagoes.

21 MATERIAL E METODOS

As informacdes sobre as espécies de aves foram obtidas a partir dos planos de
manejo das UC paranaenses, desde que disponiveis. Tais documentos, em &ambito
municipal e estadual, foram baixadosdo site do Instituto Agua e Terra (http://www.iat.pr.gov.
br). No caso de Reservas Particulares do Patrim6nio Natural também foi necessario contato
direto com a Confederacdo Nacional de Reservas Particulares do Patrim6nio Natural
(CNRPPN;https://www.rppn.org.br) e a Coordenacao PSA/RPPN do IAT. As informagdes
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de UC federais foram provenientes do site do Instituto Chico Mendes de Conservagéao da
Biodiversidade(ICMBio;https://www.icmbio.gov.br/portal/planosmanejo).

A taxonomia e a nomenclatura das espécies de aves seguem PIACENTINI et
al.(2015), e as espécies ameacadas no Parana estao de acordo com sua Ultima atualizagédo
(PARANA, 2018). Espécies endémicas da Mata Atlantica sdo aquelas assim consideradas
por VALE et al.(2018).

2.1 Analises

Ap6s averiguacdo de auséncia de normalidade para os valores de riqueza, foram
utilizados testes ndo-paramétricos de Mann-Whitney e Kruskal-Wallispara comparacoes
entre medianas de riquezas entre categorias e classificacbes de UC paranaenses,

respectivamente.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O Parana possui 360 UCdistribuidas em 11subcategorias, sendo sete de Protecao
Integral e quatro de Uso Sustentavel. Dentre a primeira categoria, haoitoEstagbes
Ecologicas, trés Monumentos Naturais, cinco Parques Nacionais, 34Parques Estaduais,
um ParqueFlorestal Estadual, duasReservas Biologica e doisRefugio da Vida Silvestre.
DasUC de Uso Sustentavelha 25Areas de Protecdo Ambiental, cinco Areas de Relevante
Interesse Ecolbgico, duas Florestas Nacionais e 273Reservas Particulares do Patriménio
Natural(Tabela 1).

Categoria Classificagao* Contagem UC Area (ha)
ESEC 8 20.267,8
MN 3 422,9
PARNA 5 340.852,5
F;:t’;eg?;f PE 34 82.269,0
PFE 1 48,7
REBIO 2 133,1
RVS 2 196,8*
Subtotal 55 452.906,8
APA 25 2.532.243,9
Uso ARIE 5 1.867,1
Sustentavel FLONA > 42238
RPPN 273 61.116,4
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Subtotal

305

2.599.451,2

TOTAL

359

3.052.357,9

* ESEC = Estagao Ecologica, MN = Monumento Natural, PARNA = Parque Nacional, PE =
Parque Estadual, PFE = Parque Florestal Estadual, REBIO = Reserva Bioldgica,RVS = Refugio
da Vida Silvestre. APA = Area de Protegdo Ambiental, ARIE = Area de Relevante Interesse
Ecologico, FLONA = Floresta Nacional eRPPN = Reserva Particular do Patriménio Natural.

** Area indisponivel para RVS de Jacarezinho.

Tabela 1. Quantidade de Unidades de Conservagao paranaenses distribuidas em suas
11 classificagbes dentro das categorias propostas pelo Sistema Nacional de Unidades de

Conservagao.

UC de Protecao Integral estéo distribuidas em 60 municipios e compreendem area

de 452.906,8ha (15%), enquanto as de Uso Sustentavel distribuem-se por 140 territérios
municipais que incluem 2.599.317,1 ha (86%). No total ha 189(47%) municipios com
presenca de UC, as quais somam 3.052.357,9ha, ou 15% do territério paranaense (Figura
1).Do total das UC acima mencionadas, até 18 de julho de 2020, dos 71(20% de todas
as UC) planos de manejo disponiveis, 40 (56%) trazem informagdes sobre sua avifauna

(Tabela 2). Tais planos de manejo resgatam 675 espécies de aves, ou 90% de todas as
espécies do estado do Parana (SCHERER-NETOet al., 2011), sendo 141 endémicas da
Mata Atlantica e 88 ameagadas no estado (PARANA, 2018). As espécies mais mencionadas

em planos de manejo foram: o jodo-de-barro Furnariusrufus (Gmelin, 1788) (men¢édo em 32

planos de manejo), a rolinha-roxa Columbina talpacoti (Temminck, 1810) (n=31), o bem-te-

vi Pitangussulphuratus (Linnaeus, 1766) (n=31), o quero-quero Vanelluschilensis (Molina,

1782) (n=31) eo carcara Caracaraplancus (Miller, 1777) (n=30).
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Categoria Classifi- Nome Rique- Endé- | Amea- | Roque- | Endé- | DD Amea-
cagéo za/UC micas | cadas | zaTotal | micas cadas
Total Total
Protecéo ESEC do Caiua 357 30 28 519 95 8 50
Integral
do Guaraguagu 334 85 24
do Rio dos Touros 36 1 1
llha do Mel 253 39 8
PARNA de llha Grande 206 15 28 198 16 6 28
do Iguacu 2 2 2
PE da Cabeca do Cachorro 69 1 4 527 128 5 55
de Ibicatu 1 0 0
de Ibipora 9 1 1
de Palmas 5 2 0
de Sdo Camilo 43 4 1
de Vila Rica do Espirito Santo 261 48 3
de Vila Velha 235 33 9
do Cerrado 289 38 20
do Guartela 189 35 3
do Lago Azul 229 42 2
do Marumbi 34 13 2
do Monge 97 15 1
do Rio da Onga 27 9 1
do Rio Guarani 254 58 9
Mata dos Godoy 282 59 1
Serra da Baitaca 358 108 29
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Uso APA de Guaraquegaba 5 3 5 353 71 3 28
Sustentavel
Estadual da Escarpa Devoniana 35 8 18
Estadual da Serra da Esperanga 330 70 15
FLONA de Irati 82 39 16 82 39 2 16
RPPN Barra Mansa 266 56 1 509 118 4 42
Fazenda Paiqueré 28 4 1
Fazenda Santa Fé 175 2 1
Fazenda Santa Francisca 140 9 4
Fazenda Santa Olimpia 124 16 0
Fazenda Sao Bento 71 4 0
Invernada Barreiro 28 4 1
Luz do Sol 110 10 0
Monte Sinai 125 26 0
Perna do Pirata 198 59 4
Rancho Sonho Meu 377 83 22
Reserva Natural Serra do ltaqui 244 68 19
Sitio Serra do Tigre 7 0 0
Vilar 115 30 0
TOTAL 676 141 18 88

Latitude

no estado (PARANA, 2018).

Mato Grosso

Longitude

o
o

-26 -25 -24 -23

=27

Tabela 2. Lista das 40 unidades de conservagéo (UC) que possuem informagdes sobre suas
avifaunas em seus respectivos planos de manejo. Sao indicadas riqueza, nimero de espécies
endémicas da Mata Atlantica (Vale et al., 2018), nUmero de espécies ameagadas no estado do
Parané para cada UC, bem como nimero de espécies consideradas deficientes de dados (DD)

Mato Grosso

Longitude

Figura 1. Municipios paranaenses onde se situam Unidades de Conservagao de Protecéo

Integral (A) e de Uso Sustentavel (B).
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Protecéo Integral

Estacdo Ecolégica (ESEC). O Parana possui oito ESEC, perfazendo um total de
20.267,7 ha distribuidos por sete municipios. Deste total, uma é area no ambito federal do
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade (ICMBio), somando 13.638,9 ha,
no municipio de Guaraquegaba. Outras cinco s&o areas no ambito estadual (IAT), somando
6.603,3 ha, distribuidos em quatro municipios. Por fim, duas areas estéo dentro de ambito
municipal, somando 25,5 ha nos municipios de Campo Mourao e Paraiso do Norte.

A maior das ESEC é a do ambito federal, ESEC Guaraquegaba. A maior area no
ambito estadual é a ESEC llha do Mel (2.240,7 ha), municipio de Paranagua.

Das cinco ESEC com planos de manejo disponiveis, quatro possuiam informacées
sobre a avifauna local (Tabela 2), as quais contam com um total de 519 espécies de aves,
sendo 95 consideradas endémicas da Mata Atlantica e 50, sob niveis de ameaca estadual,
de modo que seis sdo criticamente ameacgadas, 15 sdo ameacadas e 31, vulneraveis.
Outras nove sao classificadas como deficiente de dados (Tabela 2).

Parques Nacionais (PARNA). O Parana possui cinco PARNA, perfazendo um total de
340.852,5ha distribuidos por 15 municipios. A maior area é o PARNA do Iguacgu (181.262,5
ha), nos municipios de Céu Azul, Foz do Iguacu, Matelandia, Medianeira e Sdo Miguel do
Iguacgu.

Dos quatro PARNA com planos de manejo disponiveis, dois possuiam informagdes
sobre a avifauna local (Tabela 2), os quais contam com um total de 198 espécies de aves,
sendo 16 consideradas endémicas da Mata Atlantica e 50, sob niveis de ameaca estadual,
de modo que sete sé@o criticamente ameagadas, 10 sdo ameacgadas e 12, vulneraveis.
Outras seis sao classificadas como deficiente de dados (Tabela 2).

Parques Estaduais (PE). O Parana possui 34PE, perfazendo um total de 82.269,0ha
distribuidos por 40 municipios. O maior deles é o PE das Lauraceas (30.001,2 ha),
municipios de Adrianépolis e Tunas do Parana.

Dos 21PE com planos de manejo disponiveis, 16 possuiam informacdes sobre a
avifauna local (Tabela 2), as quais contam com um total de 527 espécies de aves, sendo
128 consideradas endémicas da Mata Atlantica e 55, sob niveis de ameaca estadual, de
modo que 12 s&o criticamente ameacadas, 21 sdo ameacgadas e 22, vulneraveis. Outras
cinco séao classificadas como deficiente de dados (Tabela 2).

Uso Sustentavel

Areas de Preservacdo Ambiental (APA). O Parana possui 25APA, perfazendo um
total de 2.532.243,8ha distribuidos por 52 municipios. Deste total, duas sdo areas no
ambito federal do Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBio),
somando 1.294.557,0 ha distribuidos em sete municipios. Outras nove sdo areas no ambito
estadual (IAT), somando 1.047504,2 ha, distribuidos em 38 municipios. Por fim,141 areas

estdo dentro de &mbito municipal, somando 190.182,6 ha em 13 municipios.
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A maior area no ambito federal € a APAdas llhas e Varzeas do Rio Parana, a qual
conta com 1.003.059,0 ha localizados nos municipios de Diamante do Norte, Marilena,
Nova Londrina, Porto Rico, Queréncia do Norte e Sao Pedro do Parana. A maior area no
ambito estadual é a APAEstadual da Escarpa Devoniana (392.363,3 ha) nos municipios
de Balsa Nova, Castro, Jaguariaiva, Lapa, Palmeira, Pirai do Sul, Ponta Grossa, Porto
Amazonas, Sengés e Tibagi.

Das 0itoAPA com planos de manejo disponiveis, trés possuiam informagdes sobre a
avifauna local (Tabela 2), as quais contam com um total de 353 espécies de aves, sendo 71
consideradas endémicas da Mata Atlantica e 28, sob niveis de ameacga estadual, de modo
que seis sao criticamente ameagadas, 15 sdo ameacadas e oito, vulneraveis. Outras trés
séo classificadas como deficiente de dados (Tabela 2).

Floresta Nacional (FLONA). O Parana possui duas FLONA, perfazendo um total
de 4.223,7 ha distribuidos por trés municipios.A maior area é a FLONAdo Agungui, a qual
conta com 728,7 ha localizados no municipio de Campo Largo.

As FLONA de Irati e do Agunguicontam com planos de manejo, porém apenas a
primeirapossui informacgdes sobre sua avifauna (Tabela 2), a qualdisponibiliza um total de
82 espécies de aves, sendo 39 consideradas endémicas da Mata Atlantica e 16, sob niveis
de ameaca estadual, de modo que duas sao criticamente ameacgadas, nove sdo ameacgadas
e cinco, vulneraveis. Outras duas sao classificadas como deficiente de dados (Tabela 2).

Area de Relevante Interesse Ecoldgico (ARIE). O Paranad possui cinco ARIE,
perfazendo um total de 1.867,1 ha distribuidos por cinco municipios. Deste total, uma (ARIE
Guaraquegaba) é area no ambito federal do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade (ICMBio), somando 109,0 ha no municipio homénimo. Outras trés sédo areas
no ambito estadual (IAT), somando 278,3 ha, distribuidos em trés municipios. Por fim, uma
area esta dentro de ambito municipal, somando 1479,7 ha na cidade de Santa Helena.A
maior area no ambito estadual € a ARIE de Sdo Domingos (163,9 ha) no municipio de
Roncador.

Das duasARIE com planos de manejo disponiveis (ARIE de Pinheiro e Pinheirinho e
do Buriti), nenhuma possui dados sobre a avifauna.

Reservas Particulares do Patriménio Natural (RPPN). O Parana possui 273 RPPN,
perfazendo um total de 61.116,4 ha distribuidos por 274 municipios.Deste total, 19 séo
areas no ambito federal do Instituto Chico Mendes de Conservagédo da Biodiversidade
(ICMBio), somando 13.474,3 ha distribuidos em 14 municipios. Outras 232sdo areas
no ambito estadual (IAT), somando 47.618,5 ha, distribuidos em 99 municipios. Por fim,
21areas estao dentro de ambito municipal, somando 23,5 ha na cidade de Curitiba.

A maior area no ambito federal € a RPPN Corredor do Iguagu |, a qual conta com
5.151,0 ha localizados nos municipios de Novas Laranjeiras e Rio Bonito do Iguacu. A
maior area noambito estadual € a RPPN Reserva Natural Rio Cachoeira (4.292,8 ha)no

municipio de Antonina. Em Curitiba, a RPPN Geronasso envolve a maior area, com 4,6 ha.
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O municipio paranaense com o maior numero de RPPN criadas é a capital, Curitiba,
que conta com 21 areas. No entanto, os municipios com a maior area de RPPN criada sao
Antonina (6.555,8 ha) eGuaraquecaba, com 6.123,6 ha.

Das 27 RPPN com planos de manejo disponiveis, 14 possuiam informagdes sobre
a avifauna local (Tabela 2), as quais contam com um total de 509 espécies de aves, sendo
118 consideradas endémicas da Mata Atlantica e 42, sob niveis de ameaca estadual, de
modo que cinco sao criticamente ameacadas, 21 séo ameacgadas e 17, vulneraveis. Outras
quatro sdo classificadas como deficiente de dados (Tabela 2).

Até 2009 havia 190 RPPN estaduais e federais, as quais cobriam area de 37.618,2
ha (VICENTE; VANZELA; TOREZAN, 2009). Desde entdo, foram criadas 46 novas RPPN
nestes ambitos, aumentando em 30% a area de protecdo da vegetacéo nativa para 54.081,5
ha.

3.1 Analises

Areas de Protecdo Integral (n = 22) possuem em média 162,7 (+ 129,0) espécies,
enquanto as de Uso Sustentavel(n = 18) & de 136,6 (109,9). A distribuicao das frequéncias
das riquezas das UC nado é normal (medianas respectivas 197,5 e 119,5), de modo que tais
diferengas ndo sao significativas (U = 215,5; p = 0,643). Entre as UC de Protecgéo Integral,
séo as Estacgbes Ecoldgicas que possuem, significativamente, mais espécies de aves
(Kruskal-Wallis = 2,9, g.l. = 2, p = 0,226; Mann-Whitney p < 0,392 nas trés comparagdes),
porém o mesmo nao pode ser dito das comparacgdes entre as UC de Uso Sustentavel
(Kruskal-Wallis = 0,7, g.l. = 2, p = 0,692; Figura 2). Com base apenas nesses dados nao
€ possivel determinar se areas de Protecao Integral estdo mais preservadas ou possuem
mais espécies em relacédo as de Uso Sustentavel, nem se ha priorizagdo na conducéo de
estudos sobre o conhecimento das aves dentro de ESEC. Pode-se afirmar que, dentre
as informacgdes disponiveis, este € o estado da arte sobre a riqueza de aves nas UC
paranaenses com base nos dados disponiveis.
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Figura 2. Numero de espécies de aves registradas de acordo com categorias e classificacbes
dasUnidades de Conservagao paranaenses. Protecdo Integral (Pl): ESEC = Estacdo Ecolégica, PARNA
= Parque Nacional, PE = Parque Estadual. Uso Sustentavel (US): APA = Area de Protegdo Ambiental,
FLONA = Floresta Nacional e RPPN = Reserva Particular do Patriménio Natural.

As diferencas acima mencionadas resultam, também, do fato de que muitos dos
planos de manejo ndo disponibilizam os apéndices com listagens de fauna, o que resultou
na baixa riqueza apresentadas por tais UC (Figura3). Em outros casos, as listagens de fauna
sé@o conhecidas por estudos ja publicados, como no caso, por exemplo do Parque Nacional
do Iguacu (STRAUBE; URBEN-FILHO; 2004; STRAUBE; URBEN-FILHO; CANDIDO-JR
et al., 2004) e da RPPN Reserva Natural Salto Morato (STRAUBE; URBEN-FILHO, 2005)
e, como consequéncia, estas UC néo foram aqui contabilizadas, como descrito na segéo
Material e Métodos.
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Figura 3. Numero de espécies de aves registradas por municipios a partir de informacées
disponiveis em planos de manejo da Unidades de Conservagao do estado do Parand, sul do
Brasil.

Nossos resultados evidenciam a auséncia de informacdes basicas das UC
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paranaenses. Apenas 71 (20%) das 360 UC possuem planos de manejo disponiveis
nos sites dos responsaveis por sua manutencédo, dos quais apenas 40 (60%) permitem
acesso as informacoes sobre suas avifaunas. Embora a evidente importancia das UC seja
inquestionavel, bem como o Estado tem se esfor¢cado para garantir sua importante politica
de sistematizacéo com criagdo de novas areas e do SNUC, a falta de conhecimento basico
disponivel é preocupante. Mesmo quando estas possuem planos de manejo, a auséncia
de acessibilidade inviabiliza a conducao de esforgos para a contribuicdo do conhecimento
sobre a biodiversidade. Sugerimos que, além de as UC paranaenses disponibilizarem
seus dados ja existentes para consulta por parte de pesquisadores e pela comunidade
ndo académica, novos estudos sobre informacgéo e conhecimento basicos sejam instigados

dentro de seus territorios.

AGRADECIMENTOS

Agradecemos aFundacao Araucaria pelo fomento da bolsa de Iniciagdo Cientifica
(PIBIC-FA) para ABB, e ao Angelo Siméo, da Confederagéo Nacional de RPPN (CNRPPN)
e a Tereza Hoffman, da se¢cdo de Pagamentos por Servicos Ambientais (PSA/RPPN), por
fornecerem importantes informac6es sobre as Unidades de Conservacdo do estado do
Parana.Contribuiram com leituras criticas a primeira versdo deste manuscrito Josiane B.
Traldi e Paula F. M. Rodrigues. Lais S. Porto auxiliou com a coleta de dados e James. R.

Roper contribuiu com anélises.

REFERENCIAS

BRASIL.Lein® 9.985, de 18 dejuhode 2000. Regulamenta o art. 225, § 1°, incisos |, I, lll e VIl da
Constituicdo Federal, institui o Sistema Nacional de Unidades de Conservacao da Natureza e d& outras
providéncias. Brasilia: Conselho Nacional do Meio Ambiente. Disponivel em: http://www.planalto.gov.br/
ccivil_03/LEIS/L9985.htm. Acesso em 02 dez. 2020.

FIGUEIREDO, M. S. L.; WEBER, M. M.; BRASILEIRO, C. A.; CERQUEIRA, R.; GRELLE, C.E. V,;
JUNKINS, C. N.; SOLIDADE, C. V.; TOMé, M. T. C.; VALE, M. M.; LORINI, M. L. Tetrapod Diversity
in the Atlantic Forest: Maps and Gaps. In: MARQUES, M. C. M.; GRELLE, C. E. V. The Atlantic
Forest. History, Biodiversity, Threatsand Opportunities of the Mega-diverse Forest. 1. Ed.
Gewerbestrasse: Springer, 2021. p. 185-204.

INSTITUTO TERRA E AGUA. Dados sobre RPPN no Estado do Parana. Curitiba: IAT, 2020.
Disponivel em: http://www.iat.pr.gov.br/Pagina/Reserva-Particular-do-Patrimonio-Natural-RPPN. Acesso
em: 02 dez. 2020.

INTERNATIONAL UNION FOR NATURE CONSERVATION. The IUCN Red List of Threatened
Species. Cambridge: IUCN, 2019. Disponivel em: https://www.iucnredlist.org. Acesso em: 02 dez.
2020.

MAACK, R. Geografia fisica do Estado do Parana.4 ed. Ponta Grossa: UEPG, 2017. 526p.

O Fortalecimento Intensivo das Ciéncias Biologicas e suas Interfaces 2 Capitulo 9 “


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/LEIS/L9985.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/LEIS/L9985.htm

MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE. Unidades de Conservacéo. O que s&o. Brasilia: MMA, 2020.
Disponivel em: http://www.mma.gov.br. Acesso em 14 jul. 2020.

PARANA. Decreto n° 11.797, de 22 de novembro de 2018. Reconhece e atualiza lista de espécies
de aves pertencentes a fauna silvestre ameagadas de extingdo no estado do Parana e da outras
providéncias, atendendo o Decreto N° 3.148, de 2004. Diario Oficial do Parana, Curitiba, PR, ano n.
10319, p. 13-16, 23 nov. 2018.

PIACENTINI, V. Q.; ALEIXO, A.; AGNE, C. E.; MAURICIO, G. N.; PACHECO, J. F.; BRAVO, G. A. et

al. Annotated checklist of the birds of Brazil by the Brazilian Ornithological Records Committee / Lista
comentada das aves do Brasil pelo Comité Brasileiro de Registros Ornitologicos. Revista Brasileira de
Ornitologia, v. 23, n. 2, p. 91-298, 2015.

REZENDE, C. L.; SCARANO, F. R.; ASSAD, E. D.; JOLY, C. A.; METZGER, J. P.; STRASSBURG, B. B.
N.; TABARELLI, M.; FONSECA, G. A.; MITTERMEIER, R. A. From hotspot to hopespot: An opportunity
for the Brazilian Atlantic Forest. Perspectives in Ecology and Conservation, vol. 16, n. 4, p. 208-214,
2018.

RIBEIRO, M. C.; METZGER, J. P.; MARTENSEN, A. C.; PONZONI, F. J.; HIROTA, M. M.The Brazilian
Atlantic Forest: How much is left, and how is the remaining forest distributed? Implications for
conservation. Biological Conservation,v. 142, n. 6, p. 1141-1153, 2009.

SCHERER-NETO, P.; STRAUBE, F. C.; CARRANO, E.; URBEN-FILHO, A. Lista das aves do Parana.
1 ed. Curitiba: Hori Cadernos Técnicos, 2011. 130p.

SOS MATA ATLANTICA; INPE, Instituto de Pesquisas Espaciais. Atlas dos Remanescentes
Florestais da Mata Atlantica. Relatério Técnico, periodo 2017-2018. 1. ed. Sdo Paulo: Fundagéo SOS
Mata Atlantica, 2019. 56p.

STRAUBE, F. C.; URBEN-FILHO, A. Uma revisao critica sobre o grau de conhecimento da avifauna do
Parque Nacional do Iguacu (Parana, Brasil) e areas adjacentes. Atualidades Ornitolégicas, v. 118, p.
6-33, 2004.

STRAUBE, F. C.; URBEN-FILHO, A. Avifauna da Reserva Natural Salto Morato (Guaraquecaba,
Parand). Atualidades Ornitoldgicas, v. 124, p.12-33, 2005.

STRAUBE, F. C.; URBEN-FILHO, A.; CANDIDO JR, J. F. Novas informacées sobre a avifauna do
Parque Nacional do Iguacgu (Parana). Atualidades Ornitolégicas, v. 120, p.10-27, 2004.

VALE, M. M; TOURINHO, L.; LORINI, M. L.; RAJAO, H.; FIGUEIREDO, M. S. L. Endemic birds of the
Atlantic Forest: traits, conservation status, and patterns of biodiversity. Journal of Field Ornithology, v.
89, n. 3, p. 193-206, 2018.

VICENTE, R. F.; VANZELA, A. L. L.; TOREZAN, J. M. D. Representatividade de ecossistemas no
sistema de unidades de conservagao no Estado do Parand, Brasil. Natureza & Conservacao, v. 7, p.
50-66, 2009.

O Fortalecimento Intensivo das Ciéncias Biologicas e suas Interfaces 2 Capitulo 9 m



CAPITULO 10

ESTUDO DO FUNGO Rhizopus stolonifer
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RESUMO: O fungo Rhizopus stolonifer conhecido
como bolor preto do pao, causador de doencas
em seres humanos, assim como também
participam do processo de decomposicao.
Seus esporos dispersam facilmente pelos
alimentos através do ar que é acelerado por
temperaturas elevadas e umidade relativa
alta, local propicio para o desenvolvimento dos
fungos, caracterizado pelo desenvolvimento do
mofo. O estudo foi aplicado com vinte estudantes
do Ensino Médio Integrado em Agropecuaria do
IFPA, que estudaram sobre o desenvolvimento
dos microrganismos. Foi dividido em dois grupos
de pesquisa que ao longo de duas semanas
coletaram dados sobre a espécie fungica e seu
filo Zygomycota. Proxima etapa foi a de observar
o0 amadurecimento de frutas e de paes para
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anotar dados e fotografar o desenvolvimento dos
esporos do fungo em estudo. Os fungos foram
observados ao microscépio éptico no laboratério
de Fitopatologia do IFPA, onde foi utilizado os
materiais: pinga, placa de petri, conta-gotas,
laminas (raspagem), fita adesiva (coleta dos
esporos), jornais, agua destilada e microscopios
oOpticos. Através da observacdo microscopica
foi possivel identificar e caracterizar as hifas,
micélios, esporos e esporangios.
PALAVRAS-CHAVE: Reino
Zygomycota. Familia Mucoraceae.

Fungi. Filo

STUDY OF THE RHIZOPUS STOLONIFER
FUNGI KNOWN AS BLACK BREAD
BOLOR
ABSTRACT: The fungi Rhizopus stolonifer
known as black mold of bread, which causes
diseases in humans, as well as participating
in the decomposition process. It's spores are
easily dispersed by food through the air, which is
accelerated by high temperatures and high relative
humidity, a favorable place for the development of
fungi, characterized by the development of mold.
The study was carried out with twenty students
from the Integrated High School in Agriculture
at IFPA, who studied the development of
microorganisms. It was divided into two research
groups that over two weeks collected data on the
fungi species and its phylum Zygomycota. The
next step was to observe the ripening of fruits
and breads to record data and photograph the
development of the fungi spores under study. The
fungi were observed under an optical microscope
at the IFPA Phytopathology laboratory, where
the materials were used: tweezers, petri dishes,
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droppers, blades (scraping), adhesive tape (spore collection), newspapers, distilled water
and optical microscopes. Through microscopic observation it was possible to identify and
characterize hyphae, mycelia, spores and sporangia.

KEYWORDS: Fungi Kingdom. Phylum Zygomycota. Family Mucoraceae.

11 INTRODUGAO

Do Reino Fungi, os fungos s@o encontrados no solo, na agua, nos vegetais, nos
animais e nos homens. Séo classificados em saprofagos, parasitas e predadores de acordo
com a alimentagé@o. A ciéncia que os estuda os fungos é a micologia, responsavel por
detalhar suas caracteristicas, propriedades genéticas e bioquimicas, sua taxonomia e seu
uso para seres humanos. Os fungos podem trazer beneficios ou prejuizos para a sociedade,
e isso pode variar de acordo com o estado e o local em que ele se encontra (RAVEN, 2001).

Depois dos insetos que pertencem ao filo dos artrbpodes que é o grupo de
organismo mais biodiverso do planeta, os fungos possuem diversidade de mais de um
milhdo e meio de espécies e superestimada em mais de cinco milhdes, sendo que apenas
mais de 97 mil espécies estao registradas. Muitas espécies ainda ndo foram catalogadas
devido a ambientes poucos explorados ou falta de especialistas da area (Raven, 2001).
Sua reprodugao pode ocorrer de forma sexuada ou assexuada, e fazem parte do ciclo de
decompositores da matéria organica e de reciclagem de nutrientes, desempenhando um
papel importante no ciclo dos ecossistemas (LINHARES, 20186).

Os fungos sé@o organismos eucaridticos, heterotréficos, uni ou pluricelular e se
nutrem por absorg¢do. Vivem no solo, na agua ou no corpo de outros seres vivos. Sao
agentes decompositores, cuja funcéo é decompor resto de organismos (AMABIS, 2016).

Os fungos sédo constituidos por filamentos chamados de hifas, podendo ser elas
cenociticas ou septadas, onde esta contido o material celular do microrganismo. O conjunto
das hifas forma o micélio que formam o corpo do fungo (LINHARES, 2016).

A nutricdo heterotrofica desses seres vivos € por absorcédo, que é justamente
essa a causa de formarem bolores nos alimentos. A maioria das espécies sdo saprobias,
se alimentam de outros organismos. Alguns se nutrem de matéria organica viva ou séo
parasitas de animais e plantas (PUTZKE et. al. 1998).

Sao classificados no filo Zygomycota (zigomicetos), familias Mucoraceae, nao
possuem corpo de frutificagcdo durante o processo de reproducéo sexuada, sdo multicelulares
com hifas cenociticas e podem causar doencas em seres humanos chamados zigomicoses
(PUTZKE et. al. 1998).

O filo zygomycota compreende aproximadamente 1% das espécies descritas de
fungos, cerca de 900 espécies inversamente (Kirk et. al. 2008). Algumas espécies tem
impacto negativo na economia humana por causarem a podriddo dos gréos e frutos,

enquanto outras espécies oportunistas causam infeccdes em pacientes diabéticos, imuno-
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deficientes e imuno-suprimidos. Apesar destes fungos serem comuns em ecossistema
terrestre e aquatico, sdo raramente relatados em humano (HOOG et. al. 1995).

Seu nome é Rhizopus stolonifer, ou bolor-preto-do-pdo é um fungo da ordem
Mucorales, com uma distribuicdo cosmopolita, principalmente sapréfito, crescem em frutas
podres e no péo. Durante sua fase reprodutiva, ele pode ser visto como um bolor preto e
peludo, essa espécie de fungo também pode causar uma infeccéo no rosto e na orofaringe
de humanos, mas mais frequentemente ela pode ser um patdégeno de muitas espécies de
plantas (PUTZKE et. al. 1998). Devido a sua biodiversidade e capacidade de adaptacéo
em diversos meios, ha muitos estudos sendo elaborados como forma de tentar impedir sua
infestacdo e ocasionar outras doengas.

21 OBJETIVO GERAL

»  Descrever o fungo Rhizopus stolonifer causador da decomposigéo de alimentos
ricos em carboidratos.

2.1 Objetivos especificos
«  Conhecer o filo do fungo Rhizopus stolonifer;

+  Caracterizar as partes do fungo Rhizopus stolonifer;

31 METODOLOGIA

O conteudo sobre o Reino Fungi foi trabalhado na turma do Ensino Médio Integrado
em Agropecuéaria XB (20 estudantes) do Instituto Federal do Para - IFPA, descrevendo
as partes dos fungos, filo em estudo e formas de reproducdo assexuada e sexuada. Foi
dividido em dois grupos de pesquisa que ao longo de duas semanas coletaram dados
sobre a espécie fungica e seu filo Zygomycota. Ao término da pesquisa foi realizado uma
socializagdo em grupo sobre as informacgdes reunidas. Proxima etapa foi a de observar o
amadurecimento de frutas e de paes para anotar dados e fotografar o desenvolvimento
dos esporos do fungo em estudo. Foi anotado a quantidade de dias de desenvolvimento do
fungo que passou dos estagios da cor branca para a cor preta. Os fungos foram observados
ao microscopio 6ptico no laboratério de Fitopatologia do IFPA, caracterizados e descritos
logo a segquir.

41 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira parte do experimento colocamos o péo para apodrecer e acompanhamos
0 aparecimento do bolor preto do pao. Esperamos oito dias, anotamos e registramos a
decomposicao da matéria organica. Foi realizado no periodo de 23 a 30 de outubro de
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2019 (Figura 1). E possivel verificar que o tamanho da amostra diminui & medida que o
crescimento do fungo aumenta, comprovando a decomposigédo que é uma caracteristica da
atividade fangica (PUTZKE et. al. 1998).

Figura 1 — Apodrecimento do p&o para analisar as partes fungica do bolor preto do pao.
Logoem seguida a preparacéo do material foirealizada no laboratorio de Fitopatologia,

do IFPA, onde foi utilizado: pinga, placa de petri, conta-gotas, I&minas (raspagem), fita
adesiva (coleta dos esporos), jornais, agua destilada e microscépios épticos (Figura 2 a 7).
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Figura 2 a 7 — Preparacao das laminas para a observagéo das estruturas fungica.

Préprio autor, 2019

Foi possivel observar as partes das hifas, micélios, esporos e esporangios.

As hifas sdo células fungicas que se agrupam em filamentos, podendo ou néo
apresentar septos entre elas, o crescimento das hifas é apical, porém, existem algumas
regides com extrema capacidade de crescimento, principalmente aquelas relacionadas as
fungdes reprodutivas. As hifas podem ser continuas ou cenociticas e tabicadas ou septadas
(SILVA e COELHO, 2006) (Figura 8).

Os micélios sdo um agrupamento intenso de hifas e é importante lembrar que
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micélios fungicos nunca constituem tecidos, se desenvolvem no interior do substrato,
funcionando também como elemento de sustentacdo e de absorcéo de nutrientes (SILVA E
COELHO, 2006) (Figura 8).

Figura 8 — Hifas observadas no fungo Bolor preto (Rhizopus stolonifer).

Préprio autor, 2019

Os esporos sé@o propagulos ou 6rgéos de disseminacao dos fungos, séo classificados
segundo sua origem em assexuados: sdo produtos da divisdo mitética de uma Unica célula
parental. Sexuados: sdo formados através do processo de fusdo de dois nucleos parentais,
seguida por meiose (SILVA E COELHO, 2006) (Figura 9).

Figura 9 — Esporos - propagulo de disseminagéo dos fungos.

Préprio autor, 2019
E os esporangios que € uma estrutura em forma de “bolsa” onde os esporos ficam

alojados prontos para serem liberados, pode ser composto por uma Unica célula ou ser
multicelular (SILVA E COELHO, 2006) (Figura 10).
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Figura 10 — Esporangios se desenvolvem em estrutura arredondada local de absor¢do dos
nutrientes.

Préprio autor, 2019

Apds a observacao microscopica foi possivel caracterizar as hifas, micélios, esporos
e esporangios. O crescimento fungico altera tanto a composi¢cdo quimica dos alimentos
quanto a estrutura, fazendo com que esse seja descartado, resultando assim na perda
econémica e desperdicio de matéria prima (ABREU, 2003). Um fator que foi explicado
quanto as grandes colheitas que precisam correr contra o tempo para o periodo de colheita
e transporte dos alimentos, evitando assim a proliferacéo dos fungos e perda de mercadoria.
A época do experimento favoreceu o crescimento rapido das hifas, onde a temperatura &
um fator essencial para o crescimento dos fungos.

51 CONCLUSAO

O estudo dos microrganismos, fungos, € importante devido a participacdo desses
na cadeia alimentar, onde atuam como agentes decompositores. A salde alimentar e
adequacao dos alimentos ingeridos pela sociedade sdo um tema de ampla abordagem
e necessita de estudos que relacione as estruturas fingica e o risco com as doengas. O
estudo sobre o fungo Rhizopus stolonifer favoreceu identificar e caracterizar as partes dos

fungos assim como acompanhar o periodo de apodrecimento dos alimentos.
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RESUMO: O ensino de odontologia apresenta
constantemente a necessidade de adaptacéo
e aprimoramento, especialmente quanto a
qualificacdo dos docentes. O objetivo deste
estudo descrever qualidades pessoais e
profissionais de um “professor ideal”, sob a viséao
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DESCRITIVO

de discentes do curso de odontologia. Trata-
se de um estudo descritivo, observacional, do
tipo transversal, com abordagem quantitativa
realizado através de um questionario com
alunos de graduacdo em Odontologia de uma
Universidade privada no municipio de Fortaleza,
Ceara. Um total de 361 alunos participaram da
pesquisa, prevalecendo: 21,7 anos de idade
(DP+ 4,0); 257 (71,2%) do sexo feminino; e 184
(51%) cursando do quinto ao décimo semestre.
Quanto as qualidades pessoais de um professor
ideal, a maioria caracterizou como indispensavel:
a ética (77,3%); a capacidade de escutar o outro
(71,5%); o bom senso (68,7%); a coeréncia
(67%); e a compreensao (64,5%). Para as
caracteristicas  profissionais, destacaram-se:
comprometimento  (76,5%); coeréncia nos
processos avaliativos (70,1%); planejamento
(251;69,5%); didatica (247;68,4%); comunicacao
eficaz (235;65,1%); atualizacdo (228;63,2%).
Tanto os atributos pessoais quanto profissionais
elencados estao relacionados com a expectativa
em alcangcar o bom desempenho no curso e
ratificam a imagem do professor como exemplo
a ser seguido em diversos ambitos de suas
vivéncias dos discentes.
PALAVRAS-CHAVE: Ensino.
Superior. Docentes de Odontologia.

Educacéo

THE “IDEAL” TEACHER IN THE VIEW

OF UNDERGRADUATE STUDENTS IN

DENTISTRY: A DESCRIPTIVE STUDY
ABSTRACT: The teaching of dentistry is
always in need of adaptation and improvement,
especially regarding the qualification of teachers.
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The objective is to study the personal and professional characteristics of an “ideal teacher”,
under the view of students of the dentistry course. This is a descriptive, observational,
cross-sectional study, with a quantitative approach, carried out through a questionnaire with
undergraduate dentistry students from a private university in the city of Fortaleza, Ceara.
A total of 361 students participated in the survey, with the following prevailing: 21.7 years
of age (SD = 4.0); 257 (71.2%) were female; and 184 (51%) studying from the fifth to the
tenth semester. As for the personal qualities of an ideal teacher, the majority characterized as
essential: ethics (77.3%); the ability to listen to the other (71.5%); common sense (68.7%);
consistency (67%); and understanding (64.5%). For professional characteristics, the following
stood out: commitment (76.5%); consistency in the evaluation processes (70.1%); planning
(251; 69.5%); didactic (247; 68.4%); effective communication (235; 65.1%); update (228;
63.2%). Both the personal and professional attributes listed are related to the expectation of
achieving good performance in the course and ratify the image of the teacher as an example
to be followed in various areas of their students’ experiences.

KEYWORDS: Teaching. College education. Dentistry teachers.

11 INTRODUGAO

As préticas de ensino estdo em constante adaptagéo e evolugéo. Ao passo que novas
demandas surgem, leis, diretrizes, ferramentas, softwares séo construidos ou aprimorados
a fim de que se mantenha e/ou amplifique a qualidade dos sistemas de educacédo. Da
mesma maneira, faz-se necessario que os docentes acompanhem essas adaptacoes,
considerando as particularidades de cada area (BOWEN, 2020).

No ensino da odontologia, torna-se indispensavel a aprendizagem baseada no rigor
técnico-cientifico, destreza manual atrelada ao perfil humanista, critico e reflexivo, para
que o futuro profissional possa atuar em todos os niveis de atengéo a saude (EMMI et al.,
2018).

Dentre os esforcos para atingir essa finalidade, ter docentes capacitados
e qualificados é de grande importancia para o progresso do aluno durante o curso de
graduacéo (FELDEN, 2017). No entanto, existem dificuldades enfrentadas pelos docentes
em saude, principalmente, por se sentirem pouco preparados para desempenhar essa
funcé@o, uma vez que os cursos de graduacdo desta area tém como objetivo principal a
formacédo na atencéo a saude (FREITAS et al., 2016).

Diante das mais variadas exigéncias requeridas para qualificar um bom professor,
esse estudo tem como objetivo descrever qualidades pessoais e profissionais de um
“professor ideal”, sob a visdo de discentes do curso de odontologia.

21 METODOLOGIA

Estudo descritivo, observacional, do tipo transversal, com abordagem quantitativa
realizado com alunos de graduagédo em Odontologia de uma Universidade privada de
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referéncia Norte-Nordeste do Brasil, no municipio de Fortaleza, Ceara. A populacdo da
pesquisa foi composta por 736 estudantes com idade de 18 anos ou mais, regularmente
matriculados, cursando do primeiro ao décimo semestre. O calculo amostral foi por base na
populagéo total de alunos com uma margem de erro de 5% e um coeficiente de confianca
de 95%, que resultou no tamanho da amostra estimado de 253 pesquisados, todavia, foram
selecionados 361 questionarios.

Como critérios de inclusdo constituem-se: alunos do curso de Odontologia,
devidamente matriculados do primeiro ao decimo semestres, com idade maior que 18
anos, que aceitaram participar da pesquisa tendo assinado o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. Foi considerado como critério de excluséo alunos ausentes nos dias
escolhidos para coleta dos dados.

O questionario versou sobre variaveis que foram classificadas de acordo com os
seguintes blocos: 1) aspectos demograficos: sexo, idade e semestre em curso; 2) qualidades
pessoais do professor “ideal” por nivel de prioridade: “indispenséavel”, “importante”, “pouco
importante”; 3) qualidades profissionais do professor “ideal” por nivel de prioridade:
“indispensével”, “importante”, “pouco importante”. O instrumento foi aplicado em sala de
aula, de forma coletiva, depois de explicitados os objetivos e procedimentos da pesquisa
para os participantes.

ApOs coleta, os dados foram consolidados em planilhas do Excel e categorizados
para analise mediante estatistica descritiva e inferencial.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Eticaem Pesquisa da Universidade
de Fortaleza sob Parecer 1.919.067.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 361 alunos participaram da pesquisa, sendo estes com idade média de
21,7 anos (DP=+ 4,0); 257 (71,2%) do sexo feminino; e 184 (51%) cursando do quinto ao
décimo semestre, 0 que pode explicar a média de idade encontrada.

Esse resultado corrobora a feminizacdo dos cursos de formacdo em salde,
especialmente a odontologia, caracterizada, historicamente, como uma profisséo
tipicamente masculina. No entanto, o termo feminizacdo deve ser entendido tanto como
a alterac@o quantitativa de mulheres nos setores de trabalho, bem como a modificacdo
qualitativa de atributos de género associados as atividades desenvolvidas dentro das
ocupacgdes (COSTA et al,, 2010, MINELLA, 2017). Costa et al. (2010) mostrou que um
curso de graduagdo em Odontologia em uma Universidade estadual do sudeste do Brasil,
apresentou maior porcentagem de mulheres, desde a procura pelo curso, tanto com relagéo
aos ingressos, como aos formados. Da mesma forma, estudo em Universidade estadual
da regido nordeste mostrou maior prevaléncia de concluintes do sexo feminino no curso de
odontologia (QUERINO; PEIXOTO; SAMPAIO, 2018).
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Quanto as qualidades pessoais de um professor ideal para o curso de Odontologia,
por ordem de prioridade, a maioria dos discentes disseram ser a ética (279;77,3%);
a capacidade de escutar o outro (258;71,5%); o bom senso (248;68,7%); a coeréncia
(242;67%); e a compreensdo (233;64,5%) caracteristicas indispensaveis para tal. Como
atributos importantes obtiveram-se: bom humor (226;62,5%); flexibilidade (209;57,9%); e
empatia (189;52,4%). Apenas 58 (16%) dos respondentes classificaram as qualidades na
condicéo de pouco importantes, dentre essas estdo: bom humor (14;3,9%); e humildade
(12;3,3%).

Rangel (1994), retrata em seu livro “Representacdo e reflexdes sobre o bom
professor” que a opinido das pessoas sobre o bom professor € um dado importante, pois
essa informacgéo é uma dimenséo da representagéo social que expressa a organizacao do
conhecimento sobre e como este se organiza no curso das vivéncias diérias.

Finkler (2009) relata a influéncia que o professor exerce como modelo de habilidade
técnica; postura ética; de ponte entre o conhecimento disponivel e as estruturas cognitivas,
culturais e afetivas dos alunos, bem como exemplo de conduta. Isso elucida o fato de a
ética ter sido o atributo mais priorizado pelos estudantes, uma vez que muitos visualizam,
nos professores, um reflexo de dos profissionais que seréo no futuro, buscando enaltecer
a priorizagéo de valores e principios no dmbito trabalhista.

Ademais, é notério que as qualidades mais citadas sejam aquelas das quais os alunos
demonstrem maior preméncia durante o curso. Sendo a grade do curso de odontologia de
regime integral, exigindo alta dedicacé&o por parte dos estudantes, muitos esperam ser
compreendidos diante das dificuldades técnicas que as disciplinas exigem, bem como das
repercussdes emocionais muitas vezes demonstradas tais como: ansiedade, estresse,
baixa auto-estima, sentimento de incapacidade, dentre outras (LEAO et al., 2018). Diante
disso, querem contar com a flexibilidade dos professores, no sentido de esses entenderem
que o processo de aprendizado é individual, principalmente devido a alta demanda de
destreza manual e pratica a que séo exigidas para que o aluno seja aprovado nas disciplinas
pré-clinicas e de clinicas.

Semelhantemente, essas caracteristicas podem ser elencadas pelos alunos que
se depararam com situacdes as quais foram requeridas tais atitudes durante as praticas
clinicas. A odontologia, por ser uma profissao da area da saude, preza pela humanizag¢éo no
cuidado e isso requer empatia e escuta qualificada para entender os fatores determinantes
que levaram ao adoecimento do paciente, além do bom senso para planejamento e
resolugéo dos casos clinicos (SILVA NETO et al., 2020). Nesses momentos, os alunos sdo
motivados a aprender essa postura através das condutas dos professores.

Em se tratando das caracteristicas profissionais, prevaleceram: comprometimento
(276;76,5%); coeréncia nos processos avaliativos (253;70,1%); planejamento (251;69,5%);
didatica (247;68,4%); comunicagdo eficaz (235;65,1%); atualizacdo (228;63,2%)
como indispensaveis aos professores ideias. Os atributos de competéncia no uso das
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tecnologias (252; 69,8%); experiéncia profissional (184;51%); capacidade de trabalhar em
grupo (166;46%) foram julgados, pelos alunos, como importantes. Semelhantemente as
qualidades pessoais, poucos discentes classificaram qualidades profissionais no quesito
pouco importantes (45;12,5%), sendo que a maioria das repostas (27;7,5%) considerou a
competéncia no uso das tecnologias ndo muito relevante para denominar um bom professor.

Em relag@o a coeréncia nos processos avaliativos, pode-se denotar a importancia
que os discentes dispdem sobre a ideia de o aprendizado estar atribuido as notas de que
precisam para serem aprovados nas disciplinas. Existe uma forte preocupacéo de que o
professor ensine o que sera cobrado nas provas, pois 0 objetivo final é avancar para o
préximo semestre do curso.

Essa é uma realidade que perpassa por todo o sistema de ensino brasileiro, no qual
tanto o rendimento dos professores quanto dos alunos, sdo avaliados através de notas
numéricas (DAMASCENO; COSTA; NEGREIROS, 2016). Diante disso, os testes ainda sédo
considerados o maior motivo de diligéncia por parte dos alunos, que estendem a mesma
cobranca para o docente ideal.

Para Cruz et al. (2017), existe uma triade de atributos que ddo forma a aula de
um bom professor: o conhecimento que sera transmitido aos alunos; o planejamento que
consiste na programacéao; e a didatica que se qualifica na forma como o professor interage
entre o conhecimento, o planejamento e a transmisséo aos alunos, corroborando o que foi
exposto pelos alunos desta pesquisa como qualidades indispenséaveis ao professor ideal.

Guimarées (2014) ratifica sobre a importancia da pratica didatico pedagoégica do
professor como condi¢do necessaria para promover a aprendizagem ativa do aluno,
entendendo a relevancia da problematizacao, da reflexédo, da criticidade, da compreensao
e do conhecimento por meio da conjugacé@o de questbes que tratam sobre o mercado de
trabalho, a competéncia e a formacéo do futuro profissional.

Para tanto, pode-se dizer que a comunicacdo eficaz, exposta como atributo
importante pelos respondentes, atualmente, esta intimamente relacionada com o uso de
tecnologias de informagéo que se tornaram facilitadores nesse processo de fortalecimento
de vinculo entre professor e aluno. Em geral, essas plataformas oferecem a possibilidade
de publicar o horério das aulas no calendario virtual, responder perguntas dos alunos e até
discutir casos clinicos através de chats, além das aulas por videoconferéncia. E possivel
enviar material didatico, postar videos, conduzir féruns de discussao, tarefas, avaliagdes e
organizar a comunicagéo pessoal com os alunos (BOWEN et al., 2020).

Dentre as mais diversas vantagens, estdo o fato de serem universais, estruturadas e
de facil condugéo pelos alunos, sendo consideradas por viabilizarem método dinamico. Logo,
quanto mais o professor lanca mao de instrumentos que viabilizem melhor comunicacéao
com o aluno, mais estimado se torna.

Perante o exposto, ainda como qualidade indispensavel priorizada pelos discentes,

tem-se a atualizacdo. Mello e Freitas (2018) discutiram sobre inovagdo do docente
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universitario como um elemento crucial a qualidade da educacgéo e isso esta atrelado,
principalmente, ao compromisso da gestéo institucional com a promoc¢éo de condi¢cdes
para a formacdo pedagogica, contando com as manifestacées de aspectos intrinsecos
do desenvolvimento profissional e seu significado enquanto pratica social. Ou seja, a
busca por atualizagcdo conta com a auto reponsabilidade do professor e da instituicdo em
oportuniza-la.

Além disso, junto dos fatores tidos como importantes para compor um docente, chama
atencéo para alto numero de respondentes sobre a competéncia do uso de tecnologias. No
ano de 2020, diversas universidades em todo o mundo tiveram que se adequar a novas
modalidades de ensino devido a pandemia da Covid-19 e as sequentes medidas restritivas
de isolamento social. O ensino remoto, em formato virtual, foi eleito como principal meio
para viabilizar as préaticas docentes.

Todavia, estudos mostraram limitagbes no ensino odontologico através desses
recursos, mostrando ser necessario o apoio das instituicdes na capacitacado dos docentes.
Mardani et al. (2020) apontaram que as aprendizagens baseadas em paciente virtual ensinam
0 pensamento critico, mas ndo substituem as experiéncias de atendimento ao paciente.
Pontual e seus colaboradores (2020) demonstraram dificuldades para desenvolvimento
de metodologias ativas, participacdo dos alunos e prejuizo assimilacado dos contetdos de
clinicos. Quinn et al. 2020, relatou dificuldades nos processos avaliativos.

Antonelli et al. (2018) ja destacavam que os discentes nascidos na era da tecnologia
da informacgéo, conhecida Geracéo Y, quando ingressam no ensino superior defrontam-se
com docentes de geracdes anteriores (Baby Boomerse Geragao X), os quais nado tiveram
a mesma formacgéo tecnologica, favorecendo hiatos na interlocugéo entre professores e
alunos.

Assim, considerando que dispositivos de acesso a internet, redes sociais e ambiente
virtual séo largamente utilizados por estudantes, cotidianamente, certifica-se tendéncia
crescente de adequacgéo de praticas metodolégicas nesses espagos, 0 que vem a ser, no
ideario do aluno, aspectos positivos para o professor que as maneja com precisdo (DAS
et al., 2020).

A experiéncia profissional também foi amplamente aceita como caracteristica
importante para um professor ideal e isso pode estar relacionado tanto com a trajetéria do
docente em sala de aula como na carreira profissional de dentista. Uma das metodologias
aplicadas no ensino de odontologia, séo as discussdes de casos clinicos, logo, quanto mais
conhecimento técnico e experiéncia profissional o professor demonstra, transmite maior
credibilidade e maior interesse do aluno pelo conteudo (DE-CARLI et al., 2019).

Existem ainda muitos fatores que constituem a imagem de um professor ideal.
Estudo de Medina, Bezerra e Gouvéa (2019) com alunos de odontologia, avaliou que
a falta de competéncia, motivacdo, assiduidade, comprometimento e comportamento

democratico, por parte de alguns professores, resultavam em fatores comprometedores
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para o aprendizado eficaz dos discentes.

41 CONCLUSAO

A pesquisa aponta algumas limitacdes, especialmente pelo fato de que nao foram
abordados os perfis subjetivos dos tipos de alunos que justifiquem as qualidades escolhidas
para o professor ideal.

Entretanto, conclui-se que tanto atributos pessoais (ética, empatia, compreenséao)
quanto profissionais (comprometimento; coeréncia nos processos avaliativos; planejamento;
didatica; comunicacao eficaz; atualizacao) estao relacionados com a expectativa dos alunos
em alcangar o bom desempenho no curso.

Além disso, refletem caracteristicas que os discentes almejam ser no futuro,
ratificando a imagem do professor como exemplo a ser seguido em diversos ambitos de

suas vivéncias.
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NODULOS

RESUMO: Plantas leguminosas como Cajanus
cajan interagem com bactérias presente no
solo, exercendo o processo de fixagcdo de
nitrogénio. Avaliou-se a influéncia do extrato
a base de nodulos de Inga vera Willd. sobre o
desenvolvimento inicial de plantulas de Cajanus
cajan. O experimento foi inteiramente casualizado
com dez repeticbes, em arranjo fatorial 2x10,
considerando cada semente como parcela
experimental. Utilizou-se 40 ml de solucéo
por meio da maceragdo dos nbdulos contidos
nas raizes de cinco mudas de Inga vera. Dez
sementes de Cajanus cajan foram embebidas
em solugdo (T) e conservadas 10 sementes
como controle (C) embebidas em agua destilada,
por periodo de 30 minutos. O experimento
permaneceu 60 dias em casa de vegetacao (C.V).
Avaliou-se 0 numero de nédulos (NN), o peso
fresco e peso seco da regiéo radicular, caulinar e
aérea de cada planta, e o percentual de agua. Os
resultados obtidos foram submetidos a analise
de variancia Anova: um critério com teste Tukey
a 5% de probabilidade. Os resultados indicaram
formacao de noédulos superior no controle (31,3)
enquanto o tratamento apresentou média 7,3.
Para o peso fresco e seco com média superior
ao controle para raiz, caule e folha e peso seco e
inferior para o tratamento.

PALAVRAS-CHAVE: Feijao guandu (Cajanus
cajan); Extrato de noédulos; Fixagdo biologica de
nitrogénio.
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NODULATION IN GUANDU BEANS (Cajanus cajan L.) IN RESPONSE TO THE
APPLICATION OF NODULES EXTRACT

ABSTRACT: Leguminous plants such as Cajanus cajan L. interact with bacteria present in the
soil, exercising the nitrogen fixation process. The influence of the extract based on nodules
of Inga vera Willd was evaluated. on the initial development of Cajanus cajan seedlings. The
experiment was completely randomized with ten replications, in a 2x10 factorial arrangement,
considering each seed as an experimental plot. 40 ml of solution was used by macerating the
nodules contained in the roots of five Inga vera seedlings. Ten seeds of Cajanus cajan were
soaked in solution (T) and 10 seeds were kept as control (C) soaked in distilled water, for a
period of 30 minutes. The experiment remained 60 days in a greenhouse (C.V). The number
of nodules (NN), the fresh weight and dry weight of the root, stem and aerial region of each
plant were evaluated, and the percentage of water. The results obtained were submitted to
ANOVA analysis of variance: a criterion with Tukey test at 5% probability. The results indicated
formation of superior nodules in the control (31.3) while the treatment presented an average
of 7.3. For fresh and dry weight with an average higher than the control for root, stem and leaf
and dry and lower weight for treatment.

KEYWORDS: Pigeon pea (Cajanus cajan); Nodule extract; Biological nitrogen fixation.

11 INTRODUGAO

O nitrogénio presente na atmosfera terrestre representa 78% em sua forma
gasosa, constituido do is6topo N com 97% e do isétopo N'® com 0,3 (DELLA, 2010; apud
JUNK; SVEC, 1958). Em um ecossistema, a entrada e reposi¢édo do nitrogénio ocorre por
precipitacdo atmosférica, intemperismo de rochas ou decomposicdo de matéria organica,
no entanto, podendo-se esgotar rapidamente (HUNGRIA; CAMPQOS, 2005). Assim, existe
uma escassez de nitrogénio (N2) no solo, isto torna-se um fator limitante para o crescimento
de diversas plantas e para os seres vivos que dependem de compostos nitrogenados,
sejam para a sintese de aminoacidos, proteinas e acidos nucleicos (RAVEN, 2014).

De acordo com Raven, (2004), o ciclo do N, no solo ocorre primeiramente, pela
quebra das substancias nitrogenadas pela agdo das bactérias, assim, as diminutas
particulas em forma de aminoacidos e proteinas sdo absorvidas por microrganismos e
excretam ions de aménio (NH,+), esta etapa & denominada de amonificagéo; além disso,
as bactérias realizam a oxidagédo da aménio a ions nitrito (NO,-), para liberar a energia
que posteriormente sera utilizada para captar o didéxido de carbono, sendo caracterizado
como processo de nitrificagcdo. Porém a molécula do nitrito € tdxica para a planta, logo séo
oxidadas a ions nitrato, por fim podendo ser assimiladas pelas plantas (ODUM, 1988).

Sistemas agricolas tradicionais requerem alta demanda pelo uso de fertilizantes
quimicos e agrotoxicos, sendo destaque para os fertilizantes nitrogenados com 70% dos
custos em escala global. Tais compostos séo aplicados em diversas culturas, como a
cana de agucar, soja e feijao (DOBEREINER, 1989). Sua forma molecular contém ions de
amoénio (NH4+) e ureia, e ao entrarem em contato com o solo, a aménio € reduzido a ions
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nitrato NO3, liberando energia (RAVEN, 2004).

Assim, novas tecnologias alternativas baseadas em fixagé@o bioldgica de nitrogénio
(FBN) no solo estdo em avango, sendo que o grupo das leguminosas séo responsaveis por
60 milhdes de toneladas de N fixadas ao solo (DOBEREINER, 1989). O marco histoérico
brasileiro, ocorreu pela arguicdo de compromissos a Politica Nacional sobre Mudancgas
Climéticas pela criacéo da Lei N° 12.187 do ano de 2009, com o objetivo reduzir a taxa de
emissao de carbono pelo setor agricola, como resultado o uso da FBN comprova eficiéncia
para atingir a meta de redugéo do CO, (NOGUEIRA; HUNGRIA, 2011).

Dessa forma, a decorrente associagdo simbidntica entre bactérias rizobios e
plantas leguminosas, no qual resultam na formagéo de nodulos radiculares (RAVEN, 2004;
LINCOLN; ZEIGER, 2004; DELLA, 2010). Neste processo, ambos se beneficiam, sejam
as bactérias Rhizobium que recebem carbono e energia da planta, em troca as mesmas
fornecem N orgénico para o crescimento da planta. De acordo com Teofrasto no terceiro
século a.C., descreveu que os gregos utilizavam leguminosas para enriquecer o solo,
esta pratica na agricultura moderna conhecida como rotacdo de cultura, no qual plantas
leguminosas como a fava (Vicia faba) capazes de fixar o N, ao solo, proporcionam maior
produtividade em gréos (RAVEN, 2004; NOGUEIRA; HUNGRIA, 2011).

Dentre as bactérias de rizobio no solo, as comumente estudadas pertencem aos
géneros Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium, Philorhizobium, Bradyrhizobium e
Azorhizobium, que formam unidades de coldénias em plantas leguminosas para iniciar o
processo de nodulagédo (SANTOS; REIS, 2008). Assim, os nodulos radiculares séo 6rgaos
que promovem a fixagdo de nitrogénio, pelo armazenamento da enzima nitrogenase,
inicialmente por formar o cordao infeccioso e posterior desenvolvimento do nédulo (DALLE,
2010; RAVEN, 2004). Como resultado, o processo simbidntico ocorre devido a planta
excretar substancias flavonoides por meio dos pelos radiculares, resultando na sinalizagéo
dos genes de nodulacdo — Nod e moléculas da bactéria — fatores Nod (lipo-quito-
oligossacarideos) (AZEVEDO; MASSENA, 2008). Enfim, esse efeito permite ao rizébio
liberar uma sequéncia de genes para o desenvolvimento do cordao de infec¢do, a medida
que o nédulo se desenvolve, novos compostos sdo necessarios, como polissacarideos de
superficie, carboidratos e proteinas (RAVEN, 2004; BROUGHTON et al., 20086).

Ainda mais, a unidade formadora de col6nia (UFC) do rizobio ao pelo radicular é
iniciado pela expressao da proteina ricadesina (Ca*?), no qual comete uma ligagéo fraca
entre ambos, em segunda etapa ocorre uma ligacéo forte, as bactérias sintetizam celulose e
fibrilas para fixarem a membrana da raiz hospedeira e prosseguirem diviséo celular (GAGE,
2004), como descrito na literatura para R. leguminosarum. Durante o desenvolvimento do
corddo de infeccdo, existe uma associagdo entre a ponta e o nucleo do pelo radicular
(GAGE, 2004). Além disso, a entrada do N, pela a¢do da bactéria, funciona em virtude
da capacidade de reduzir o N2 atmosférico & amoénia, contudo, sua composi¢éo torna-se
toxica a planta, em resolugéo a aménia é rapidamente convertida a amidas ou ureidos logo
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nutrindo as plantas-hospedeiras (LINCOLN; ZEIGER, 2004).

Dentre os nutrientes essenciais para a formagdo de aminoécidos, proteinas e
acidos nucleicos, o nitrogénio se destaca como componente de proteinas e coenzimas que
sé@o destinados a nutricdo da planta. Este nutriente esta presente na atmosfera terrestre
constituindo 78% em forma gasosa, entretanto, existe uma escassez de nitrogénio no
solo, isto torna-se um fator limitante para o crescimento das plantas e para os seres vivos
obterem os compostos nitrogenados (RAVEN, 2014). Em um ecossistema, a entrada e
reposicao de nitrogénio podem ocorrer em quantidade menor por precipitagcdo atmosférica,
intemperismo de rochas ou transferidas por meio de organismos mortos, mas em termos de
quantidade total de fixagdo de nitrogénio (FBN) no solo, a simbiose por bactérias rizobias e
plantas leguminosas € o processo mais eficiente. O processo de FBN requer a captura de
N2 atmosférico reduzida a NH4+ pela a¢do de bactérias rizobias que catalisam o nitrogénio
através da enzima nitrogenase, sendo constituida de prostéticos de molibdénio, sulfato e
ferro que s&o essenciais para reagao biolégica. (RAVEN, 2014)

A associacdo entre bactéria Rhizobium ou Bradyrhizobium capaz de induzir a
formagé&o de nodulos radiculares em plantas leguminosas para a fixacdo de nitrogénio no
solo, torna-se uma interagdo benéfica entre as bactérias que fornecem nitrogénio para
formagé&o de aminoacidos em leguminosas e as plantas retribuem fornecendo moléculas de
carbono que sao utilizadas como fonte de energia pelas bactérias. Portanto, a formagéo de
nddulos no sistema radicular inicia-se pelo processo infeccioso para a entrada de rizébios
e posterior formagéo de nédulos, fornecendo um ambiente favoravel para a nitrogenase.
(RAVEN, 2014). Os pelos radiculares excretam uma sequéncia de proteinas flavonoides
(nodD lipo-quito-oligossacarideo) que ativam genes reguladores de formagédo de nddulos
(NOD), assim, as bactérias rizobias disponiveis no solo ativam as proteinas NOD das raizes
que enviam os genes para a formagéo do nodulo radicular (PERRET,2000; RAVEN,2014). A
fase da transcricdo enzimética da simbiose conduz a uma variagéo de sequéncias do gene
radicular, incluindo carboidratos ao inicio da divisdo celular, enquanto que uma camada
de polissacarideo recubra a superficie celular do rizébio permitindo o desenvolvimento
do corddo de infecgdo, possibilitando que a bactéria penetre nas raizes de leguminosas
(TRAMNIN, 2001).

Segundo Trindade (2000); Raven (2014), a concentragcéo de O, nas células de
plantas infectadas por rizobios devem ser reguladas devido o O, ser um inibidor da enzima
nitrogenase. Para resolucdo da situacdo, a presenca da proteina leg-hemoglobina em
vegetais é responséavel por se ligar e transportar a molécula de oxigénio para as células
radiculares e a formacao de um local com a cor rosada na regido central do nédulo é
produzida pelo bacteroide em sua por¢cdo heme e pela planta em sua parte globina
(BRANDELERO, 2009).

De acordo com Thies et al. (1999) a populagéo de rizébios nativos do solo é especifico

ao atender a fixagdo de N, da planta, existem caracteristicas fisioldgicas encontrada em
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diferentes géneros de Rhizobium, como a producdo de melanina produzida pela oxidagéo
de composto fendlicos (JACOBSON, 2000). Este pigmento de melanina esta sendo utilizado
em pesquisas para caracterizar rizobios nativos de feijao e soja (ANDRADE, 2002).

O feido guandu (CajanUs cajan) apresenta alto valor nutritivo, sendo rico em
proteinas e por ser uma leguminosa com alta capacidade de fixagédo de nitrogénio ao solo,
é utilizada como pioneira em solos degradados ou relativamente pobres em nutrientes
(LEAL, 2008). Esta espécie de leguminosa vem sendo amplamente estudada para
extracdo de nodulos de raizes para producédo de bioestimulante natural e comparado com
o biestimulante comercial, em seus efeitos de FBN (DOBEREINER, 2013).

Assim, a expectativa € que a exposicao de sementes a extratos obtidos a partir de
nddulos ativos, contendo bactérias fixadoras de nitrogénio, possa estimular ou acelerar o
processo de nodulagéo e, consequentemente, a fixacdo, mas o uso de extratos obtidos de
espécies vegetais distintas pode néao ter este efeito.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta de nodulagédo em plantas
de Cajanus cajan a aplicacdo de extrato a base de nédulos de Inga vera diretamente nas

sementes e nas plantas cultivadas em casa de vegetagao.

21 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo na UEMS, localizado no
municipio de Ivinhema - M.S. Adotou-se o delineamento experimental casualizado com
vinte repeticbes para o controle e tratamento com a cultivar de feijdo guandu (Cajanus
cajanL.).

As sementes de feijao guandu (Cajanus cajan L.) foram adquiridas em uma pequena
propriedade no centro do municipio de Ivinhema — MS. A montagem do experimento foi
realizada no laboratério de quimica da Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, no
més de agosto de 2018. Primeiramente, foram coletadas cinco mudas de Inga vera L. do
viveiro de mudas nativas do PET (Programa Educacional Tutorial), apés a lavagem em
agua corrente, foram retirados os nédulos radiculares e lavados com 4gua em abundancia.
Os nédulos encontrados possuem variagéo de tamanho entre 0,5 a 3,0 cm de comprimento,
totalizando 4,00 gramas (g) de massa fresca total, com 1 g para cada planta (Figura 01).
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Figura 01 — Extragéo de nodulos de Inga edulis: A - Preparagao das mudas de Inga edulis
para extracdo de nédulos. B - Nodulos extraidos das raizes. C — Massa fresca total de nddulos
radiculares de Inga vera.

Fonte: Fernandes (2018).

Ap6s a pesagem, os nodulos foram cortados e macerados em almofariz, com
adicao de 10 ml de agua destilada inicialmente, seguindo-se pela adicdo de mais agua
gradativamente até atingir-se uma solu¢dao de 40 ml de extrato de nodulo de Inga vera.
Posteriormente a solucéo foi filirada e armazenada em erlenmeyer de 50 ml previamente
esterilizada, com auxilio de tela de tecido branca sobreposta em funil (Figura 02).

Figura 02 - Trituragdo de nédulos extraidos de Inga edulis: A — Nédulos cortados. B — Almofariz
contendo extratos de nédulos para macera¢édo. C — Solugéo de nédulos de Inga edulis (40 ml).

Autor: Fernandes (2018).

Foram utilizadas total de 40 sementes de feijao guandu, sendo 20 sementes
embebidas no extrato de nédulos (tratadas) e para homogeneizar a solugdo foram
misturadas com auxilio de bastéo de vidro ao longo do tempo, e 20 sementes embebidas
em agua destilada (controle), durante 10 minutos. Posteriormente, as sementes dos seus
respectivos tratamento e controle foram transferidas para placa de petri contendo uma folha
de papel filtro, no qual seguiram para o plantio. As sementes foram semeadas em tubetes
contendo vermiculita como substrato. Foram utilizados 20 tubetes, sendo 10 tubetes para
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o controle e 10 tubetes para o tratamento, cada um recebendo duas sementes dispostas a
uma profundidade de aproximadamente 3 cm.

Para o tratamento foi aplicada 1 ml da solugéo de nédulos por tubete, sendo 10 ml
por semana, totalizando quatro aplicagbes em quatro semanas.

O experimento foi conduzido na &rea protegida do viveiro, permanecendo sob
sombreamento artificial a 50% (sombrite) no viveiro da UEMS, unidade de lvinhema, com

irrigac@o automatica por asperséo cinco vezes ao dia durante cinco minutos.

Figura 03 - Imersao de sementes e plantio: A — Imersao de sementes no tratamento e controle.
B — Plantio de sementes em tubetes preenchido com vermiculita. C — Experimento no viveiro da
UEMS.

Autor: Fernandes (2018).

A nodulagéo foi avaliada a partir da remogdo das plantas aos 60 dias apds a
emergéncia. As plantas foram retiradas dos tubetes e lavadas em agua corrente, até a total
retirada do substrato, posteriormente ocorreu a separagdo de nédulos e contagem total
de nodulos por planta da raiz. Posteriormente foram separadas a raiz, caule e folha das
plantas de feijao guandu para a pesagem em balanca analitica (0,0000 g) a fim de obter
0 peso fresco; imediatamente apds, postas em papel Kraft com a identificacdo da data,
namero da muda, se ela pertencia ao grupo T ou C. Elas foram mantidas em estufa, com
temperatura ajustada a 60° C por 48 horas, apdés foram novamente pesadas em balanca
analitica para obter o peso seco. As duas variaveis obtidas, permitiram analisar a massa
seca e percentual de 4gua por planta. As variaveis analisadas foram: peso fresco e seco
das raizes, caules, folhas e nédulos, além do nimero de nédulos por planta, em ambos,
tratamento e controle, também foi realizado a medi¢cdo do comprimento

Os dados foram submetidos a andlise de variancia anova (um critério) para analisar
a normalidade, teste Tukey a 5% de probabilidade para comparar a produtividade das
plantas, com auxilio do programa BioEstat 5.0.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Noédulos

Em relacdo ao nimero de nédulos o controle apresentou média de 31,3 g nédulos,
com maior nodulagédo em relagdo ao tratamento que teve 7,3 g (tabela 1), com o teste de
Tukey a 5% os valores de Q=10,68 e p<0,01 mostraram diferencga significante. Também
nas médias da massa fresca e seca o controle mostrou-se superior, sendo 0,027 g massa
fresca e 0,0205 a massa seca, enquanto o tratamento foi 0,013 g massa fresca e 0,0098
g massa seca (tabela 1), no teste de Tukey da massa fresca temos Q=0,28 e p<0,01; e no
peso seco Q=6,73 e p<0,01.

Média de 10 plantas N° Nédulos (g) Massa fresca (g) Massa seca (g)
Controle (C) 31,3 a 0,027 a 0,020 a
Tratamento (T) 7.3b 0,013 b 0,008 b

Médias acompanhadas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p>0,05).

Tabela 1: Comparagdo da média do numero de nédulos, massa fresca e massa seca em
relagédo ao controle e tratamento de plantas de Cajanus cajan L.

Os percentuais de H,0 e de massa seca dos nodulos foram respectivamente 27,3%
e 72,7% no controle, e 24,9%; 75,1% no tratamento. O comparativo do controle com o
tratamento n&o apresentou diferenca significativa com p=0,6799 e p=0,99 respectivamente.
Os valores foram, H,0 com 47,4% no controle e 27,8% no tratamento, e massa seca 52,6%
no controle e 72,2% no tratamento.

Raiz

Em relagdo ao desenvolvimento radicular, a média da massa fresca foi: em controle
0,55 g e no tratamento 0,18 g (tabela 2) enquanto a massa seca foi: em controle 0,22g e no
tratamento 0,13g (tabela 5). No teste de Tukey a 5% ambos se mostraram significantes, a

massa fresca teve valores de Q=3,9 e p<0,05 e 0 peso seco Q=5,52 e p<0,01. Novamente
a diferenca de porcentagem de H,0 e massa seca néo foi significativa, p=0,066 e p=0,066

respectivamente.
Média de 10 plantas Massa fresca (g) Massa seca (g)
Controle (C) 165,7 a 0,222 a
Tratamento (T) 0,181 b 0,139 b

Médias acompanhadas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p>0,05).

Tabela 2: Comparacédo da massa fresca e massa seca de raizes de plantas do controle e
tratamento de Cajanus cajan L, expresso em gramas (g).
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Caule

No caule (sem folhas) a média da massa fresca do controle foi 0,31g enquanto o
tratamento foi 0,2g (tabela 3), enquanto a média da massa seca foi de 0,11g no controle
e 0,08g no tratamento (tabela 3). Com o teste de Tukey a 5% ambos demonstraram
significancia, tendo valores de Q=5,8 e p<0,01 para o peso fresco e Q=4,05 e p<0,05 para
a massa seca.

Média de 10 plantas Massa fresca (g) Massa seca (g)
Controle (C) 0,311 a 0,117 a
Tratamento (T) 0,207 b 0,089 b

Médias acompanhadas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p>0,05).

Tabela 3: Comparagao da massa fresca e massa seca do caule de plantas do controle e
tratamento de Cajanus cajan L, expresso em gramas (g).

A porcentagem de H,0 e de massa seca no caule foram respectivamente 63,1% e
37,5% para o controle e 57,3%, 43,7% para o tratamento, e no teste apresentaram Q=10,2
e p<0,01 a %H,0 e Q=8,87 e p<0,01 a massa seca, sendo significativa a diferenca.

Folha

As folhas tiveram massa fresca, a média de 0,7 g no controle e 0,38 g no tratamento
(tabela 4), enquanto que o peso seco foi de 0,25g no controle 0,16g no tratamento(tabela
9), e no teste de Tukey a 5% apresentou Q= 8,5 e p<0,01 para peso fresco e Q=5,9 e
p<0,01, sendo a diferencga entre esses significativas.

Média de 10 plantas Massa fresca (g) Massa seca (g)
Controle (C) 0,701 a 0,258 a
Tratamento (T) 0,381 b 0,166 b

Médias acompanhadas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p>0,05).

Tabela 4: Comparagédo da massa fresca e massa seca de folhas de plantas do controle e
tratamento de Cajanus cajan L, expresso em gramas (g).

A porcentagem de H,0 nas folhas foi de 63,7% no controle e 56,5% no tratamento,
enquanto a massa seca foi de 36,3% no controle e 43,5% no tratamento, mas a diferenca
foi ndo significativa sendo p=0,066 em % H,0 e p=0,076 na massa seca.

41 DISCUSSAO

Pelos dados obtidos, o tratamento de extrato de nddulos do Inga vera foi prejudicial
ao desenvolvimento do feijdo guandu em todos os aspectos, tanto na quantidade de




ndédulos, quanto no peso fresco e seco dos mesmos, assim como no desenvolvimento
radicular e aéreo, aonde novamente o controle (que estava sem tratamento adicional) foi
superior ao tratamento com extrato. O resultado foi contrario ao esperado.

Sousa (2007), descreveram a utilizagdo de inoculantes com bactérias fixadoras
para feijao-caupi, e seus resultados demonstram o potencial da utilizagdo de nodulagéo
como adubo verde. Ndo obstante os dados de Fernandes, Fernandes e Hungria (2003)
demonstram que a média de nimero de nédulos do controle de feijao guandu foi 7,19
enquanto a do tratamento com inoculante Riz6bio foi 29,5. E na realizacao do teste de
Tukey a 5% eles tiveram aumento significativo nos valores de: variancia da massa da parte
aérea seca, da area foliar, massa de ndédulos secos, nimero de nédulos, e do N total
acumulado nas folhas, para o tratamento com inoculante Rizobio.

Oliveira e Sbardelotto (2011), tiveram os mesmos prognésticos para sua pesquisa
com diferentes variedades de feijao (Phaseolus vulgaris L) inoculados com Rhizobium
tropici, todos seus resultados foram positivamente significativos para a inoculacdo de R.
tropici com numeros de formacao de nédulos como 14 para 73 entre controle e tratamento
da variedade “Pontal” (a de maior destaque em diferencga, e 24 para 34 numero de nédulos
entre controle e tratamento entre a variedade “Horizonte” (a de menor diferenca).

Os trabalhos de Souza (2007) e Olivera e Sbardelotto (2011), foram ambos com
plantio em terra de latossolo vermelho argiloso, o que pode ter sido um dos paradmetros
para a diferenca de dados.

Souza (2014) analisou diferentes concentracdes de tratamentos para os mesmos
estirpes, e observou que em certas diversidades, o tratamento até 10° de diluicdo de um
certo Rizobio tinha eficacia (positivamente significativo) em relacéo ao controle, entretanto
0 mesmo Rizobio & uma diluicdo de 107 era negativamente significante, diminuindo a
taxa de crescimento do feijao (P. vulgaris L.). De dez tratamentos com diferentes estirpes
diferentes, 3 apresentaram tal resultado.

Outro fator determinante ao que indica € o Ph do solo, segundo Almeida et al.
(2013), que caracterizou coldnias das bactérias diazotréficas de estirpes provenientes de
Inga edulis, ap6s a inoculagéo, as bactérias alteraram o Ph do meio para acido, e tiveram
crescimento lento, depois de 7 dias com 1mm de diametro, e ap6s 14 dias com uma media
de 4,12mm de diametro. Caso as bactérias do extrato de Inga vera, também apresentem
tal comportamento (acidificar o meio, e de crescimento lento), sanaria a questao sobre o
tratamento estar com menor desenvolvimento, pois a acides afetaria a CDC, e portanto os
nutrientes disponiveis ao feijao guandu.

Outro ponto dito por Fernandes, Fernandes e Hungria (2003) em seu trabalho
que podemos levantar para compreender nossos resultados é que, as estirpes nativas,
diferentes de outras como as proprias do feijao guandu ou caupi, ndo sao tao selecionadas
ao cultivo quanto. Como aponta Marchetti, Santos e Baratto (2017), que o Inga vera, em
sua condicdo normal de desenvolvimento (Ph 4 &cido), e no inverno pode ter uma variedade
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de até 8 tipos de bactérias, enquanto que no verdo 2 (sendo incomum uma planta ter maior
variedade de mutualistas no inverno), elas descrevem quais séo eles e Bradyrhizobium, 08
(ci38); 10 (ci40) e 52 (cv89) sao descritos em trabalhos como de Araujo e Hungria (1999) na
inoculacao em feijdo e soja, que néo apresentam diferenca significativa do controle para o
tratamento. Enquanto que as estirpes indicadas para feijao guandu seriam Bradyrhizobium
R43 e R45 (FERNANDES, FERNANDES, HUNGRIA. 2003).

No trabalho de Silva (2016), foi possivel observar que a aplicacdo de inoculante
alternativo de extrato de n6dulos do proprio feijao caupi, na mesma espécie, proporcionou
namero de nédulo de 50, demonstrando diferenca significante ao inoculante comercial com
39 nédulos, apontando que por mais que existem varias alternativas aos inoculante como
estirpes comerciais, as estirpes nativas de cada espécie aparentam ser as mais indicadas,
por ja coexistirem na natureza , enquanto que certos feijdbes como o caupi e guandu néao
estariam aclimatados suficientemente a utilizagcdo de tais estirpes. Resultado também
obtido por Junior (2010), que também averiguo que estirpes como BR 3267, 3301 e 3302
nado apresentam diferenca significativa ao controle.

Por outro lado Pinheiro, et al, (2016) em seu trabalho relatou que o tratamento
nitrogenado com extrato de nédulos em feijao caupi, pode ter causado alguma desordem
fisiologica nas plantas, relata resultados com média de niUmero de nddulos de 9,50 para
controle e 9,50 e para o tratamento 3,16.

Feijao guandu direto no latossolo vermelho pode ter dificuldade na produgédo de
nédulos mas nas condi¢cdes do viveiro, com substrato comercial e adubacédo de sulfato
de amdnia e NPK e em tubetes estriados, apresentaram nodulagdo maior que, os com
tratamento de extrato de nédulos da raiz de Inga vera, que pode ser compreendido como
que os nodulos nativos do feijao guandu sdo mais indicados aos de /. vera. Aconselha-se
novas repeticdes afim de confirmar o resultados, e com diferentes solos, e maior controle
do Ph, e com diferentes concentracdes dos extratos, e com extratos de mais espécies,
até mesmo com o proprio extrato do guandu. E também saber quais bactérias, como
por exemplo no do /. vera, que apresenta uma diversidade de até 10 bactérias fixadoras
diferentes, quais estdo se sobressaindo no feijao guandu, para sabermos exatamente qual
estirpe esta causando os efeitos mensurados.

51 CONCLUSAO

Conclui-se que o tratamento de extrato de nddulos do Inga vera foi prejudicial
ao desenvolvimento do feijdo guandu (Cajanus cajan) em todos os aspectos, tanto na
quantidade de nodulos, quanto no peso fresco e seco, assim como no desenvolvimento
radicular e aéreo, aonde novamente o controle (que estava sem tratamento adicional) foi
superior ao tratamento com extrato. O resultado foi contrario ao esperado.
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RESUMO: As espécies, pertencentes ao
género Physalis L., sdo importantes porque
fornecem frutos comestiveis e uma grande
diversidade de bio-produtos, que tém um amplo
espectro de atividades biologicas. Diante da
importancia da cultura tornam-se necessarios
estudos moleculares para analisar a diversidade
genética. A obtencdo de DNA de boa qualidade
€ pré-requisito fundamental para o sucesso em
analises moleculares. Nesse contexto, o trabalho
proposto tem por objetivo testar protocolos
de extracdo de DNA e estabelecer o que
apresente uma maior quantidade e qualidade
de DNA genbmico de Physalis, para fins de
analise de divergéncia genética via marcadores
moleculares. Foram testados dois protocolos
para extracdo de DNA, o proposto por Doyle e
Doyle (1990) e Santos et al. (2014). A verificagéo
da qualidade e quantidade do DNA foi realizada
através de eletroforese em gel de agarose a
0,8%, as amostras foram coradas com GelRed, e
a eletroforeses a uma voltagem igual a 60W por
1hora. As amostras foram visualizadas através
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do sistema de fotodocumentacao e a quantificagcdo do DNA foi realizada por comparagéo com
o DNA Fago lambda de concentragédo conhecida. Ao analisar a integridade do DNA extraido
com o protocolo proposto por Doyle e Doyle (1990) se mostrou insatisfatorio para a extragao
de DNA de Physalis L. O protocolo 2 , Santos et al. (2014), produziu DNA de boa qualidade
para todas as formas de armazenamento do material vegetal testadas para Physalis L., nédo
havendo contaminacdo e degradacdo. O tampao com o CTAB na concentracdo de 10%
foi eficiente para a extragdo de DNA no protocolo 2 quando comparado com o tampéao de
extracéo de concentracdo de 5% de CTAB do protocolo 1. Entre os dois protocolos testados
neste trabalho tendo como base o método CTAB o que apresentou melhor resultado foi o
de Santos et al (2014). A aplicagédo de CTAB na concentracdo de 10% foi mais efetivo no
isolamento de DNA para physalis L. Sendo assim, o Protocolo 2 ( Santos et al.,2014) é o mais
indicado para trabalhos com extracdo de DNA de Physalis L.

PALAVRAS-CHAVE: Quantificacao de DNA, Variabilidade genética, Biotecnologia.

OPTIMIZATION OF PROTOCOLS FOR THE EXTRACTION OF GENOMIC DNA
IN Physalis L.

ABSTRACT: The species, belonging to the genus Physalis L., are important because they
provide edible fruits and a great diversity of bio-products, which have a wide spectrum of
biological activities. Given the importance of culture, molecular studies are needed to analyze
genetic diversity. Obtaining good quality DNA is a fundamental prerequisite for successful
molecular analysis. In this context, the proposed work aims to test protocols for DNA
extraction and to establish what presents a greater quantity and quality of Physalis genomic
DNA, for the purpose of analyzing genetic divergence via molecular markers. Two protocols
for DNA extraction were tested, the one proposed by Doyle and Doyle (1990) and Santos et
al. (2014). DNA quality and quantity verification was performed using electrophoresis on 0.8%
agarose gel, as they were stained with GelRed, and electrophoresis at a voltage equal to 60W
for 1 hour. The samples were visualized through the photo-documentation system and the
quantification of the DNA was performed by comparison with the DNA Phage lambda of known
concentration. When analyzing the integrity of the extracted DNA with the protocol proposed
by Doyle and Doyle (1990), it was unsatisfactory for the DNA extraction of Physalis L. Protocol
2, Santos et al. (2014), produced good quality DNA for all forms of storage of plant material
tested for Physalis L., with no contamination and degradation. The buffer with the CTAB at
a concentration of 10% was efficient for the extraction of DNA in protocol 2 when compared
with the buffer of concentration of 5% of CTAB of protocol 1. Among the two protocols tested
in this work based on the method CTAB that presented the best result was that of Santos et
al (2014). The application of CTAB at a concentration of 10% was more effective in isolating
DNA for physalis L. Therefore, Protocol 2 (Santos et al., 2014) is the most suitable for works
with DNA extraction from Physalis L.

KEYWORDS: DNA quantification, Genetic variability, Biotechnology.

INTRODUCAO

O género Physalis L., pertence a familia das solanaceas, e corresponde a um grupo
com espécies economicamente importantes como o tomate (Lycopersicon esculentum
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Mill.) e a batata (Solanum tuberosum L.). O género apresenta uma morfologia caracteristica
durante o estadio de frutificacdo, em que o fruto se desenvolve dentro de um célice
acrescente e inflado (RUFATO et al., 2012).

As espécies, pertencentes ao género, sdo importantes porque fornecem frutos
comestiveis e uma grande diversidade de bio-produtos, que tém um amplo espectro de
atividades bioldgicas. Além disso, varios estudos tém evidenciado o potencial antibactericida
e antitumoral de compostos secundarios de diferentes espécies do género (KENNELLY et
al.,, 1997; HSIEH et al., 2006), sendo que as espécies tem um grande valor nutricional e
econdmico.

Diante da importéncia da cultura tornam-se necessarios estudos moleculares para
analisar a diversidade genética, pois a quantificacdo da variabilidade genética auxilia
no planejamento de estratégias mais eficazes que venham a maximizar a utilizacdo dos
recursos genéticos com vista a sua conservagao (SILVA, 2014).

Os estudos através de marcadores moleculares de DNA podem ser divididos
em trés grupos: os baseados em hibridizagbes, os baseados na Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR) e por Ultimo, os baseados em sequenciamento (ZOLET, 2017). As
técnicas que utilizam PCR dependem diretamente da qualidade e quantidade adequada
do DNA extraido (BUENO, 2004). Dessa forma, a obtengdo de DNA de boa qualidade &
pré-requisito fundamental para o sucesso em analises moleculares (ARBI et al., 2010).

A presenga de agentes contaminantes como polissacarideos, fenois e compostos
secundarios correspondem ao principal problema na obtencdo de DNA vegetal puro,
porque estes afetam a acdo da enzima Tag DNA polimerase (OLIVEIRA et al., 2010).
Assim, é necessario que diversos protocolos de extracao de DNA devam ser testados para
cada espécie vegetal, a fim de obter DNA de alta qualidade e em quantidade adequada
(OLIVEIRA et al., 2007).

Nesse contexto, o trabalho proposto tem por objetivo testar protocolos de extracao
de DNA e estabelecer o que apresente uma maior quantidade e qualidade de DNA genémico
de Physalis, para fins de andlise de divergéncia genética via marcadores moleculares.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Genética Molecular (LAGEM) da
Unidade Experimental Horto Florestal, pertencente a Universidade Estadual de Feira
de Santana (UEFS). As sementes de fisalis foram semeadas em casa de vegetacdo e
transplantadas com aproximadamente 40 dias para campo com adubac¢do adequada.
Para a extragdo do DNA, folhas jovens foram coletadas, lavadas com agua destilada para
desinfeccéo e posteriormente secas. Foram testados dois protocolos de extragdo de DNA.

Teste de Protocolos e Métodos de Extracado - Foram testados dois protocolos
para extragdo de DNA, o proposto por Doyle e Doyle (1990) e Santos et al. (2014). Foram
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testados métodos de maceragdo com nitrogénio liquido, maceragao direta no tampéo de
extracdo e maceracao em areia na presenga do tampéo de extracdo. Ainda, serdo realizados
testes a fim de determinar a melhor forma de armazenamento do material vegetal, sendo
utilizadas amostras do material vegetal fresco, armazenado em freezer e em silica gel.

Protocolo 1. Doyle e Doyle (1990) - Cerca de 300 mg de tecido foliar fresco foram
pulverizados em cadinhos de porcelana com nitrogénio liquido e transferidos para tubos
de microcentrifuga de 2 mL. Foram adicionados ao material 800 pL de tampéo de extracéo
(2% CTAB; 1,3 M NaCl; 0,2% 2-B-mercaptoetanol; 20 mM EDTA; 100 mM Tris-HCI pH
8; 1% PVP 40). Incubou-se a 70°C por 60 minutos, invertendo os tubos, suavemente, a
cada 10 minutos. Apés deixar esfriar a temperatura ambiente por 5 minutos, foi realizada a
desproteinizagcéo, adicionando-se 700 pL de cloroférmio-alcool isoamilico. Em seguida, as
amostras foram agitadas, por suaves inversdes, por 10 minutos e centrifugadas a 4°C, a
18,845 g, por 10 minutos. O sobrenadante de cada amostra foi transferido para tubos de 2
mL, foram adicionados 55 pyL de CTAB 2%, e o processo de desproteinizacao foi repetido,
acrescentando-se 0 mesmo volume de cloroférmio-alcool isoamilico. Para a precipitagéo
do DNA, foram adicionados ao sobrenadante 700 L de isopropanol gelado. Os tubos
foram mantidos a -20°C por duas horas e, a seguir, centrifugados como anteriormente.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado duas vezes com etanol 70%
e seco em temperatura ambiente, por aproximadamente 60 minutos. Posteriormente, os
acidos nucleicos totais foram ressuspendidos em 150 pL de 4gua contendo RNAse na
concentracdo de 40 pyg/mL e colocados em banho-maria, a 37°C por 60 minutos, para
a completa ressuspensdo do DNA e digestdo do RNA. Ap6s esse periodo, o DNA foi
novamente precipitado, centrifugado e ressuspendido em 150 pL de 4gua como ja descrito.
A conservagado do DNA extraido foi feita a -20°C.

Protocolo 2. Santos et al. (2014) - Cerca de 0,3 gramas foram macerados de tecido
vegetal com 3 ml de tampéao de extragdo (CTAB 10%; NaCl 5M; Tris-HCI 1M pH 8,0; EDTA
0,5M; Na Sulfite, PVP (Polivinilpirrolidona) e agua mili-Q - mantido a 65°C) em um saco
plastico. Assim transferidos 2 ml do macerado para tubos de 2 ml, sendo misturados por
inversao e incubados por 30 minutos em banho-maria a 65°C, agitando a cada 10 minutos.
Ao atingir o tempo, os tubos foram centrifugados a 10000 RPM a temperatura ambiente
por 5 minutos, o sobrenadante foi transferido para novos tubos de 2 ml. Foram adicionados
800 pL de alcool Isoamilico e misturado por inversdo. As amostras foram centrifugadas por
10 minutos a 10000 RPM a temperatura ambiente. Apds coletado o sobrenadante ouve
a transferéncia para novos tubos de 1,5 ml. Adicionando 600 pL de é&lcool Isopropilico
(gelado), equivalente a aproximadamente a 2/3 do volume coletado, sendo homogeneizado
suavemente e incubado a -20°C por 30 minutos. Foram centrifugados a 10000 RPM a 4°C
por 10 minutos e o precipitado foi lavado com 500 uL de etanol 70%, assim deixando secar
o pellet formado. O DNA isolado foi ressuspendido em 30 pL de tampéo TE (Tris-HCI 10
mM pH 8.0 e EDTA 1 mM), (RNAse — 1 pL amostra) e as amostras foram colocadas na
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estufa a 37°C para a completa solubilizacdo de DNA, por 30 minutos. O DNA concentrado
foi conservado a -20°C.

Avaliacao do DNA obtido - Ap6s a extragdo do material genético, foi realizada a
diluicdo do DNA com o uso de TE gelado. Em seguida, realizou a verificagdo da qualidade
e quantidade do DNA através de eletroforese em gel de agarose a 0,8%, as amostras
foram coradas com GelRed, e a eletroforeses a uma voltagem igual a 60W por 1hora. As
amostras foram visualizadas através do sistema de fotodocumentacéo. A quantificagcdo do
DNA foi realizada por comparagédo com o DNA Fago lambda de concentragcdo conhecida.
Apos quantificagdo, as amostras tiveram a sua concentracao ajustada para 5ng/uL por
diluicdo em tampéao TE e foram verificadas, novamente, por eletroforese em gel de agarose
a 1% sob as condi¢cbes especificadas acima.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao visualizar o perfil eletroforético das amostras foi possivel verificar que apenas um
dos protocolos testados foi eficiente para isolamento de DNA de Physalis L. em quantidade
adequada para estudos moleculares, tendo sido detectadas diferencas nos dois protocolos
utilizados. Ao analisar a integridade do DNA extraido com o protocolo proposto por Doyle e
Doyle (1990) se mostrou insatisfatério para a extracédo de DNA de Physalis L, apresentando
um material fraco e ndo uniforme, tanto em relagdo a quantidade quanto a qualidade do
DNA isolado, uma vez que este se apresentou totalmente danificado em todas as amostras
(Figura 1).

P. angulata e P. angulata P. Angulatae P.Angulata P.Angulata
peruviana e peruviana peruviana e peruviana e peruviana
Folha fresca Folhafresca Folhafrezzer Folhasilica Silica
Saquinho Areia Saquinho Saquinho Areia

Figura 1: Analise Eletroforética do DNA genémico de Physalis L. utilizando o protocolo de
Extracdo do DNA, Doyle e Doyle (1990). Amostras aplicadas com volume de 5uL. Amostras de
genotipos da Unidade Experimental Horto Florestal.

O protocolo 2 , Santos et al. (2014), produziu DNA de boa qualidade para todas
as formas de armazenamento do material vegetal testadas (material vegetal fresco,
armazenado em freezer e em silica gel ) para Physalis L., ndo havendo contaminagéo e
degradacéao (Figura 2).

O Fortalecimento Intensivo das Ciéncias Biologicas e suas Interfaces 2 Capitulo 13




P an_gui e P angu e [ A Ar\_guta e P Anrgta e P Arrguta £

peruviana peruviana peruviana peruviana peruviana
Folha fresca Folha fresca Folha frezzer Folha silca Silica
Saquinho Areia Saguinho Saguinho Areia

Figura 2: Analise Eletroforética do DNA gendmico de Physalis L. utilizando o protocolo de
Extragdo do DNA, Santos et al (2014). Amostras aplicadas com volume de 5uL. Amostras de
genotipos da Unidade Experimental Horto Florestal.

Segundo Romano e Brasileiro (1999) essa boa qualidade é definida pela falta de
DNA confinado no poco e de arraste vertical no gel, na devida ordem. A liberacdo de DNA
também foi favorecida pela maceracgéo das folhas com o tamp&o onde foi acrescentada uma
maior quantidade em porcentagem de CTAB (tampéao de extracdo), este protocolo decorreu
de modificagdes nas etapas de maceragédo e na maior porcentagem do CTAB (tampéao de
extracdo), possibilitando a obtencdo de materiais com melhor qualidade e quantidade do
que foi encontrado no protocolo anterior.

O aumento da concentragdo de CTAB no tampé&o apresentou a quantidade e
qualidade do DNA extraido (Figura 2). O procedimento com CTAB tem sido muito empregado
para extracao de tecidos frescos e diversos protocolos tém sido apresentados para esse
proposito, (Machado, 1990). O tampao com o CTAB na concentragdo de 10% foi eficiente
para a extracdo de DNA no protocolo 2 quando comparado com o tamp&o de extracéo de
concentragédo de 5% de CTAB do protocolo 1. Protocolos que utilizam CTAB na extragdo
tem o efeito de proporcionar a degradagcéo dos acidos nucleicos dos polissacarideos, ja
que os polissacarideos possuem dissolugdo especifica na presenca desse detergente
(ROMANO & BRASILEIRO, 1999).

Autores como Schmitt et al. (2014) e Ferreira et al. (2008), testaram concentracoes
de CTAB (2% e 5%) e verificaram que apenas na concentracao de 5% houve isolamento
de DNA, sendo que Schmitt et al. fazendo extragdo de Curcuma longa (Zingeberaceae)
observaram que a concentragéo de 2% néo foi eficaz e resultado semelhante foi encontrado
por Ferreira et al. (2008), que afirmam que com a utilizacdo de CTAB a 2% n&o houve
isolamento de DNA de buriti na extracéo.

Segundo Silva et al. (2014) utilizando o CTAB a 5% a uma maior eficiéncia na extracdo
de DNA de Anacardium giganteum ultilizando folhas jovens. Neste trabalho destaca-se que
a concentracé@o de CTAB de 10% obteve uma melhor eficiéncia no processo de extragéo.

Analisando a totalidade e qualidade dos DNAs extraidos, verificada pela
eletroforese em gel de agarose, apresentada nas Figuras 1 e 2. Foram obtidas amostras
integras de DNA através do protocolo 2 para as amostras analisadas, pois ndo se
notou arraste vertical dos DNAs no gel, em grandes propor¢cdes que pudessem afetar a
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qualidade do material extraido.

CONCLUSOES

Entre os dois protocolos testados neste trabalho tendo como base o método CTAB
o que apresentou melhor resultado foi o de Santos et al (2014). A aplicacdo de CTAB na
concentracéo de 10% foi mais efetivo no isolamento de DNA para physalis L. Ao usar este
protocolo o trabalho se encontra mais econémico pelo fato da néo utilizagdo do nitrogénio
liquido. Sendo assim este protocolo é o mais apontado para trabalhos com extragcédo de DNA
de Physalis L. Foram obtidas amostras de DNA de qualidade e em quantidade satisfatoria
através do protocolo 2, assim, o método com CTAB 10% no tamp&o de extracédo pode ser
utilizado para isolamento de DNA tendo potencial para ser utilizado em posteriores analises
moleculares em espécies de Physalis L.
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RESUMEN: La equinococosis quistica (EQ) es una
enfermedad cronica considerada desatendida.
La cirugia, que utiliza varios enfoques técnicos,
tiene el potencial de eliminar de manera segura
el quiste o los quistes y conducir a una curaciéon
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completa en un gran numero de pacientes
con formas simples de EQ. Sin embargo, en
los ultimos afios el tratamiento médico con
benzimidazolicos como el Albendazol ha tomado
mayor relevancia tanto en el preoperatorio como
en postoperatorio. La existencia de un consenso
sobre el conjunto de pautas de tratamiento
dentro del Grupo de Trabajo Informal sobre
Equinococosis (OMS-IGWE), no ha logrado
que existan diferencias en la interpretacion del
réegimen y dosis de los agentes terapéuticos,
y en los parametros clinicos e inmunolégicos,
asi como las técnicas de imagen utilizadas en
el seguimiento. Este estudio muestra que el
tratamiento peroperatorio optimo es de 30 dias
con una viabilidad de los protoescolex de solo 3%.
Ademas, la importancia de instaurar tratamiento
postoperatorio, con un minimo de 3 a 6 series
en tratamiento discontinuo, lo que puede lograr
curaciones y mejorias en el 85% de los casos
con un seguimiento de 5 afios. Por lo que las
perspectivas del uso del tratamiento médico de la
EQ aumentan con la evidencia clinica disponible.
PALABRAS CLAVES: Echinococcosis,
quimioterapia, periodo preoperatorio, periodo
postoperatorio.

ABSTRACT: Cystic echinococcosis (CY) is a
chronic disease considered neglected. Surgery,
using various technical approaches, has the
potential to safely remove the cyst (s) and
lead to complete healing in many patients with
simple forms of EQ. However, in recent years
medical treatment with benzimidazoles such
as Albendazole has become more relevant
both preoperatively and postoperatively. The
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existence of a consensus on the set of treatment guidelines within the Informal Working
Group on Echinococcosis (WHO-IGWE), has not resulted in differences in the interpretation
of the regimen and dose of therapeutic agents, and in the clinical and clinical parameters.
immunological, as well as the imaging techniques used in the follow-up. This study shows
that the optimal perioperative treatment is 30 days with a viability of the protoescolex of only
3%. In addition, the importance of establishing postoperative treatment, with a minimum of 3
to 6 series in discontinuous treatment, which can achieve cures and improvements in 85% of
cases with a 5-year follow-up. Therefore, the prospects for the use of the medical treatment of
CD increase with the available clinical evidence.

KEYWORDS: Equinococcosis, Drug therapy, preoperative period, postopetative period.

RESUMO: A equinococose cistica (EQ) é uma doenca cronica considerada negligenciada.
A cirurgia, usando varias abordagens técnicas, tem o potencial de remover o (s) cisto (s)
com seguranca e levar a cura completa em um grande numero de pacientes com formas
simples de EQ. No entanto, nos Gltimos anos, o tratamento médico com benzimidazéis, como
o albendazol, tornou-se mais relevante tanto no pré-operatério quanto no pos-operatorio. A
existéncia de um consenso sobre o conjunto de diretrizes de tratamento dentro do Grupo
de Trabalho Informal sobre Equinococose (OMS-IGWE), ndo resultou em diferencas na
interpretacdo do regime e da dose dos agentes terapéuticos, e nos parametros clinicos e
inmunologicos, bem como as técnicas de imagem utilizadas no seguimento. Este estudo
mostra que o tratamento perioperatério ideal € de 30 dias, com viabilidade do protoescolex de
apenas 3%. Soma-se a isso a importancia de estabelecer um tratamento pds-operatorio, com
um minimo de 3 a 6 séries em tratamento descontinuo, que pode alcangar cura e melhora
em 85% dos casos com seguimento de 5 anos. Portanto, as perspectivas de utilizagcdo do
tratamento médico da EQ aumentam com as evidéncias clinicas disponiveis.
PALAVRAS-CHAVE: Equinococose, Tratamento farmacologico, Periodo Pre-operatoério,
Periodo pbs-operatério.

INTRODUCCION

La hidatidosis es una zoonosis parasitaria, producida por la presencia de larvas de
Cestodos del género Echinococcus que afectan tanto al hombre como a los animales.

Dentro de este género, la especie mas prevalente a nivel mundial es Echinococcus
granulosus, agente de la Hidatidosis unilocular o quistica, problema de salud publica y
animal a nivel mundial.

La Echinococcosis quistica (EQ) esta incluida en la lista de 18 enfermedades
Tropicales diligenciadas denominada por las siglas en inglés (NTD) desde 2013, estando
en una lista de prioridades para su control por WHO desde 2005. La Iniciativa de Control
y Eliminacion de la Echinococcosis en América Latina, estda compuesta por varios paises:
Argentina, Brasil, Paraguay, Chile, Pert y Uruguay, siendo la herramienta actual para llegar
a que este importante problema se salud publica pueda ser contenido. ®

El numero real de casos en algunas areas endémicas puede alcanzar los 2.500

O Fortalecimento Intensivo das Ciéncias Biologicas e suas Interfaces 2 Capitulo 14 m



por 100.000 habitantes, considerando a los portadores asintomaticos de quiste hidatidico,
superando incluso los 10.000 por 100.000 habitantes en algunas areas con predominio de
poblacién originaria. ©

El indice de letalidad medio estimado en 2.9%, en el periodo 2009-2014 para los
cinco paises de la Iniciativa, sugiere que hubo méas de 800 muertes debidas a Hidatidosis.
La proporcion de casos de Hidatidosis reportados en niflos menores de 15 afos (que
indica riesgo ambiental persistente que conduce a nuevos casos) fue de 15% en el mismo
periodo. Por paises, el 15.8% de los casos de Argentina ocurrieron en nifios de 15 afios o
mas jovenes, el 18.5% en Brasil, 15.1% en Chile, 17.04% en Peru. ©

Uruguay solo informo de un 6.5% de casos en menores de 15 afios en el periodo
209-2014. No existiendo datos de esa fecha hasta el presente. Las estadisticas mas
confiables son los ingresos y egresos hospitalarios que desde 2014 a 2019 suman 540
casos de hidatidosis, con 8% de nifios menores de 15 afios. ¥

En el ultimo informe de la regibn de América del Sur 2016-2017, se reportaron
en este periodo 6.268e 6.268 casos humanos de EQ reportados por Argentina, Chile y
Peru, 62 casos resultaron en muerte. La EQ fue responsable por un total de cerca de 807
dias de hospitalizacion entre Brasil, Chile y Perd. El 13,9% de los casos registrados en el
periodo ocurrieron en menores de 15 afios, indicando la persistencia de la infeccién en el
ambiente. Sin embargo, la subnotificacion de casos es un hecho extensamente reportado
en enfermedades desatendidas, que afecta por igual a la Hidatidosis, por lo que con toda
seguridad el nimero de casos es mayor. ©®

Este panorama epidemiolégico se ve complicado por las distintas presentaciones
clinicas en cada pais, los sistemas de salud existentes y la oportunidad diagnéstica.

Todo este contexto, hace que el tratamiento médico tome aln mas relevancia, tanto
en los programas de control existentes como en la farmacoterapia de cada paciente con
EQ.

Para instaurar un tratamiento médico adecuado, el diagnéstico se basa en cuatro
pilares: clinico, epidemioldgico, imagenoldgico, parasitologico y serolégico. Debiéndose
tener en cuenta, el tamafo del quiste hidatico (QH), estadio y su ubicacion anatomica.

Los progresos en el area de las técnicas imagenoldgicas, su portabilidad y bajo
costo, hacen de la ecografia un uso permanente en el diagndstico clinico. Sea utilizada
como técnicas de screening en programas de control, orientadoras de posibles QH en
sujetos sintomaticos o en hallazgos casuales por estudios de otras patologias.

Por otra parte, la serologia es valida en sujetos que se diagnostican por primera vez,
pero poco relevante en el seguimiento de esta enfermedad.

Actualmente el farmaco de eleccion es el Albendazol (ABZ), el cual tiene mayor
eficacia, debido a una mayor absorcién intestinal y mayor nivel de concentracion sanguinea.
El ABZ difunde a través de la cuticula de la hidatide, actuando sobre la capa germinativa,

donde inhibe la sintesis de tubulina citoplasmatica con el consiguiente bloqueo de la
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absorciéon de la glucosa por parte del parasito. De esta forma ocurre una deplecion de
glucégeno y alteraciones degenerativas del reticulo endoplasmico y mitocondrias. Lo que
determina degeneracién de membranas: vacuolizacion, pérdida de microtriquinas, aumento
autofagosomas y depdsitos lipidicos.

Todos estos eventos a nivel quistico repercuten en una gradual reduccion de
la presion intraquistica por disminucion de la secrecién de fluido hidatico, causando la
detencion del crecimiento del quiste y la posibilidad de desprendimiento de membranas,
pudiéndose observar diferencias en el patron ecografico, que luego se confirman con la
cirugia, reemplazando el limpido fluido quistico por un fluido turbio. ©¢®

El ABZ una vez ingerido es rapidamente metabolizado a nivel hepatico a sulfoxido,
su metabolito activo. Se absorbe con facilidad asociado a grasas, alcanzando la maxima
concentracion a las 24 hs., la vida media del metabolito se sitia en las 8 hs. y media. El
efecto terapéutico se produce cuando las concentraciones del sulfoxido en suero, alcanzan
los 100 pgr/ml.®

Uno de los ultimos farmacos utilizados para el tratamiento de la hidatidosis, sea
en terapias combinadas con ABZ o sélo, es el Praziquantel (PZQ). La absorcién intestinal
de este farmaco es rapida, circulando 80% unido a proteinas plasmaticas. Su principal
mecanismo de accion es aumentar la permeabilidad de la membrana del parasito al calcio,
afectando la viabilidad de estas y de los protoescolices. ©19

En clinica humana el farmaco de eleccién para el tratamiento médico de la hidatidosis
es el ABZ, siendo utilizado a dosis de 10 - 15 mg/kg/dia. Generalmente administrado en
2 a 3 tomas con las comidas de alto tenor graso, para su mejor absorcion. Los ciclos de
tratamiento son series de 30 dias con 15 dias de descanso entre estas, aunque en los
ultimos afios se ha preconizado el tratamiento continuo sin descanso. No existiendo en la
literatura trabajos que destaquen la eficiencia de uno u otro uso "-®

Es posible que durante el tratamiento con ABZ se presenten reacciones adversas
y/o toxicas o mala respuesta terapéutica de este farmaco. En estos casos puede utilizarse
el Praziquantel (PZQ) asociado al ABZ (disminuyendo la dosis de este a la mitad) o solo,
como farmaco de segunda eleccion. La dosis de PZQ es de 40 mg/kg/dia con igual duracion
de los ciclos que para el ABZ. ("

La indicacion de la farmacoterapia es evitar tratar las equinococosis secundarias,
por su efecto protoescolicida y/o facilitar la cirugia al disminuir la tensidén quistica.

El tratamiento preoperatorio, es cada vez mas frecuente y sera condicionado por la
oportunidad quirurgica, teniendo al menos un minimo de 7 dias a 30 dias de tratamiento.
No existen consensos al respecto, sin embargo, la posibilidad de evitar complicaciones o
siembras de material quistico, hacen justificado el uso de farmacos antihelminticos. ¥

El tratamiento postoperatorio, debe realizarse en todos los casos, no dependiendo
de la localizacion. La duracion del tratamiento es un gran problema, dado que todavia no
hay consenso a nivel internacional. Solo dos series de estudios de placebo-controlados
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han sido realizadas, sin embargo, la conclusién a la que se ha llegado en ellas es que
los benzimidazolicos son claramente beneficiosos y presentan un gran impacto en los
tratamientos a largo plazo. (1®

Sin embargo, las evidencias clinicas e imagenologicas que demuestran que el
aumento en la duracion del tratamiento, con decrecimiento del tamafo o involucion de
estructura internas, no ha cambiado en las series clinicas consultada la proporcion de
pacientes con cura.

El presente trabajo es la experiencia de 24 afnos en el tratamiento preoperatorio y
postoperatorio de pacientes con Echinococcosis Quistica en Uruguay.

METODOLOGIA

Se realizo un estudio descriptivo - retrospectivo de todos los casos de hidatidosis
que consultaron en la policlinica de tratamiento médico de hidatidosis, Departamento de
Parasitologia y Micologia, Instituto de Higiene — Montevideo, Uruguay- durante el periodo
comprendido entre enero de 1996 a diciembre de 2020.

Se utilizo programa Epi Info ™ 7, para la confeccion de una base de datos de todos
los pacientes que concurrieron en el periodo indicado.

Se realizo la definicion y operacionalizacién de variables como: localizacion del QH,
tamano, farmacos utilizados en el tratamiento médico, duracion del tratamiento, criterios de
evolucidn de las lesiones desde el punto de vista imagenoldgico(en los quistes remanentes
de estadios activos CE1, CE2 o CES3b a estadios transicional CE3a o estadios inactivos
CE4 o CE5, observados mediante imagenologia — Tomografia axial computarizada (TAC)
y/o Resonancia magnética (RM), criterios evaluacion del tratamiento postoperatorio
( se clasificaron como exitosos (curaciébn o mejoria marcada) o sin éxito (sin cambios o
empeoramiento). La curacién se defini6 como la desaparicion del quiste (s) y la mejoria
marcada se defini6 como una reduccion del tamano del quiste de = 25%, transicion a la
fase inactiva (CE4, CES5) en la evaluacién de seguimiento, segin pautas IWEG — WHO) ©

Se dividi6 a los pacientes en dos grupos: a) tratamientos preoperatorios, en donde
se obtuvo liquidos con protoescolex y efectu6 estudios de vialidad, con el uso de eosina al
2%., b) post operatorio.

Se revisaron los protocolos de tratamiento y seguimiento utilizados en cada uno de
los pacientes durante el periodo de estudio, evaluando la eficacia del tratamiento en cada

caso.

RESULTADOS

En el periodo comprendido entre enero de 1996 a diciembre del 2020, fueron
evaluados 109 pacientes portadores de hidatidosis de diferentes localizaciones, derivados
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por sus médicos tratantes a la policlinica de tratamiento médico de hidatidosis.

Del total de pacientes de la serie, en 21 no se obtuvieron datos completos por fallas
en el seguimiento (perdida de contacto, desinterés de los pacientes).

De los 88 restantes, el tamafio de los quistes hidaticos observados fueron: 0 a 7 cm
38,5% (n=42) Estadio CE1 a C2, =7 a 10cm 35 % (n=20) CE 1 a C3b y =10 a 27,55 cm
(n=10) CE1 a C4. La mayoria de los quistes = a 7 cm fueron extraidos por cirugia. En los
casos de QH pulmonar siguiendo la escuela quirtrgica uruguaya todos fueron operados,
tanto en nifios como en adultos.

La ubicacion hepatica fue la mas frecuente, seguida de la pulmonar, 6sea y otras
localizaciones (rifidn, bazo, cerebrales).

Los casos catalogados como hidatidosis 6sea (n=11), se discriminan segun
localizacion:10 casos en columna vertebral, 4 casos en huesos largos (fémur) y 5 casos en
huesos planos (coxal).

El 21,1 % (n=23) se catalogd como hidatidosis de multiple localizacién, definida
como aquellos casos donde se evidencio por imagenologia dos o mas érganos de la
economia parasitados.

Dentro de la serie estudiada, debemos discriminar situaciones de pérdida de
domicilio de la Hidatide (n=4), de los cuales 2 pacientes se catalogaron como hidatidosis
pélvicas (CE 3a) y los otros dos como hidatidosis multiples (CE 1 a CE3b), ya que se
observd coexistencia de numerosos quistes en otras localizaciones preferentemente en
higado y pulmones.

Del total de los 88 pacientes se observo que 14,1% (n=13), luego del primer acto
quirdrgico, presentaron nuevos quistes, en un tiempo de 24 a 70 meses. Por lo que se
catalogaron como siembra durante el acto quirtrgico, basados en dos criterios: busqueda
por imagenologia posterior al acto quirargico y la no instauracion de tratamiento médico
preoperatorio y/o postoperatorio.

Dado lo extenso del tiempo de esta serie 24 afios, la realizacion de tratamiento
preoperatorio fue realizada en 25 pacientes, en un periodo de 2010 a 2020. El farmaco
utilizado fue ABZ en dosis de 15 mg/kg/dia. Variando el tiempo en 7, 15 y 30 dias, segun
oportunidad operatoria. Observando que el porcentaje de los protoescolex que tomaron la
coloracion vital (inviables) fue aumentando con los dias de tratamiento de un 47% a 97%.
(Fig. 1y Tabla 1)

El tratamiento postoperatorio, se realizé en el 100% de los 88 pacientes. Con series
de 30 dias de medicacion, con 15 dias de descanso, entre series. Los farmacos y dosis
utilizados fueron: albendazol (ABZ) 15mg/kg/dia y Praziquantel (PZQ) 40 mg/kg/dia.

Se observo efectos secundarios en la primera o segunda serie de ABZ, como:
alteracion del enzimograma hepatico 9% (n=8), alteracion de la serie blanca —leucopenia-
2,3% (n=2) y alopecia 1.15% (n=1). En estos once casos se disminuy¢ la dosis de ABZ a la

mitad y se sumo la dosis de PZQ anteriormente mencionada. En 5 casos por persistencia
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de efectos secundarios se suspendi6 totalmente el ABZ, suministrando PZQ a dosis total,
durante las series restantes.

En referencia al nimero de series recomendadas se observd que en aquellos casos
de EQ a 6rgano unico el promedio de series de tratamiento postoperatorio fue de hasta 6,
con una media de 3 meses. En los casos hidatidosis de multiple localizacion, el tratamiento
llego a un maximo de 14 series promedio, con una media de 6. En los pacientes éseos se
extendio el tratamiento hasta 20 0 mas series.

El periodo de seguimiento varié de un minimo de 12 meses a 96 meses (promedio
31 meses). En todos se realizaron al menos un control imagenologico (TAC y/o RM) durante
el seguimiento post medicacion.

De los 88 pacientes, segun criterios IWEG-WHO, tratados solo con ABZ, se catalogd
como igual a 12 casos (13,6%), observandose solo un 10% de reduccién de tamafio en 9
y 3 mostraron vesiculacion endégena pasando de estadio CE3A a CE3b, volviéndose a
instaurar tratamiento médico. En 37 casos (38,6%) se observd mejoria con evolucién de
estadios CE1 o CE2 a estadio transicional CE3a y estadios inactivos CE4 o CE5. En 34
casos (38,6%) se evidenci6é una curacién con reduccion de mas del 25% de su tamafio con
evidencias imagenologicas de calcificacion total y en algunos casos desaparicion de las
imagenes quisticas remanentes.

En los casos donde se utilizd una o dos series de ABZ y hubo reacciones no
deseadas por el farmaco, continuandose con PZQ. Se observo que el 60% tuvo una mejoria

a estadios inactivos y que el otro 40% una curacion. (Tabla 2)

DISCUSION

En los ultimos afios se ha incrementado el uso del tratamiento médico de la
equinococosis humana, previo a la cirugia o como tratamiento paliativo o curativo. A pesar
de los esfuerzos de la OMS-IWGE para definir una nueva clasificacion de pacientes para
estandarizar y optimizar estudios y tratamientos por consenso, el manejo clinico de la
equinococosis quistica sigue siendo heterogéneo y variable [10].

Particularmente en América Latina por las situaciones epidemiolégicas diferentes,
se han preconizado regimenes terapéuticos que difieren en indicacion, dosis, parametros
clinicos e inmunoldgicos y la técnica de imagen utilizada en el seguimiento de los pacientes
(17-19)

El tratamiento médico suele estar indicado antes de la cirugia para reducir el
tamafo de los quistes hidatidicos, esterilizarlos y evitar recaidas. El tiempo y las dosis
empleadas son muy heterogéneos y dependen del tamafo y ubicacion de los quistes y de
la oportunidad quirurgica. [12]

En estos trabajos el tiempo 6ptimo fue de 30 dias, sin embargo, el tiempo de duracion
podria ser variable, al menos una semana. (12)
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En nuestra experiencia, hemos observado que al aumentar los tiempos de 7 a 15
y 30 dias se logra una viabilidad menor al 3% con un tratamiento completo de 30 dias.
Como efecto beneficioso para la cirugia se observa que la disminucion de tamafno y
tension intraquistica es considerable, aun en quistes 6seos donde esto permite una mejor
resolucion del acto quirdrgico, menos cruento al desprender las membranas remanentes
con méas facilidad.

Otro punto crucial en el tratamiento médico - quirlrgico preoperatorio es la
oportunidad quirdrgica y la conformacion de equipos médico-quirurgicos especializados
en echinococcosis quistica, formados por educacion médica continua y en centros de
referencia, lo cual nos ha dado mejores resultados con estadias mas cortas de internacién
del paciente.

La duracién del tratamiento postoperatorio variara segun la ubicacion y el tamafio
del quiste. Observamos una respuesta terapéutica eficaz en los quistes hepéticos o
pulmonares cuando tenian menos de 7 cm y recibian un tratamiento éptimo de 3 a 6 ciclos.
Aunque el tamafo de los quistes en otras series es menor de 6 cm, la hipbtesis es que
la buena respuesta obtenida se correlaciona con la dosis maxima utilizada (15 mg / kg /
dia), obteniendo una mayor biodisponibilidad, concentracion intraquistica y tolerabilidad del
farmaco [11,12].

En el hueso se observé una buena respuesta a los 6-12 ciclos, en quistes remanentes
con acceso riesgoso alto a proximos actos quirirgicos. Aunque en estos casos el riesgo de
recaida o reactivacion es muy elevado. [17]

Uno de los puntos cruciales para el seguimiento del tratamiento médico post
quirdrgico, es el concepto de historia natural del quiste hidatidico y su clasificacion segin las
imagenes observadas en cada caso. El advenimiento de las técnicas de imagen modernas
representd un gran avance en el diagnostico, tratamiento y seguimiento de los pacientes
con EC. Con estas nuevas herramientas, los médicos han trabajado en una clasificacion
basada en imagenes de los quistes y correlacionan las etapas del quiste individual con la
historia natural y los procesos de involucion inducidos por el tratamiento [12].

En la serie de pacientes presentada, la tasa de curacion del 38.6% y la mejora del
38.6% con ABZ, son mayores que otras series en la literatura.[20]

En cuanto a los efectos adversos observados con la terapéutica con ABZ, el aumento
de las enzimas hepaticas, leucopenia y caida del cabello, estan de acuerdo con la literatura
sobre los tratamientos con este benzimidazol. (12)

En estos casos la utilizacion de PZQ es la indicada, si bien en la serie presentada
son pocos, los indices de curacion y mejoria fueron de un 40 y un 60% respectivamente.
Lo que permitia tener una mirada prometedora en la utilizacién de este farmaco solo o
combinado con ABZ. Ello debera ser corroborado con una mayor muestra de casos.

El seguimiento del paciente después del tratamiento debe ser por un total de 5
anos. En este periodo se observan en la mayoria de los casos los cambios estructurales
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y morfologicos de los quistes y la desaparicion de pequefios quistes, principalmente
pulmonares [12, 22].

Por otra parte, el tratamiento médico adquiere un valor real en los casos de pacientes
con localizacion multiple, cirugias multiples o cuando la ubicacion y / o la relacion anatémica
de los quistes, representan una cirugia de alto riesgo. En estos casos, el tratamiento
médico con ABZ o PZQ a menudo puede ser la Unica forma de mejorar o incluso curar a
estos pacientes. (22)

Por dltimo, los avances en los planes de control, oportunidad de diagnéstico,
técnicas disponibles y equipos especializados en los Ultimos afios, en el tratamiento médico
quirtrgico de la EQ en humanos hace posible plantear una perspectiva muy favorable en
la utilizacion de terapéutica médica en el tratamiento de la EQ. Tendiendo cada vez mas a
la resolucion médica de los casos y la no intervencion quirurgica. Hecho que tendra ser de

mayor estudio e investigacion.
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TABLAS Y FIGURA

N dias % viables % inviables
7 43 47

15 33 67

10 30 3 97

* Eosina al 2%

Tabla 1. Protoescolex en liquido hidatico de pacientes con pretratamiento con ABZ *
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Frag 1. Tendencia de protoescolex inviables en liquido hidatico humano vrs dias de tratamiento
prequirtrgico con ABZ

Tratamiento N° de casos | Evolucién Estado QH WHO IWEG n %
Mejoria CE1, CE2 37 38.6
Cura CEf 34 38.6
ABZ 83
(15mg/Kg peso/dia)* Igual CEsa 10.2
Peoria 3 3.4
Mejoria CE2 3 60
ABZ and PZQ
(7.5mg + 40mg/Kg 5 Cura CE1 2 40
peso/dia) * lgual 0
Peoria 0

* Ciclos de 30 dias y 15 dias de descanso

Tabla 2. Clasificacion de los pacientes con tratamiento médico postoperatorio segin pautas
WIEG - WHOO (n= 88)
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RESUMO: A agua potavel é um recurso finito
e essencial para a vida animal e vegetal. O
ser humano necessita de agua em quantidade
e qualidade adequadas para sua saude e
desenvolvimento econémico. O objetivo foi
buscar na literatura os parametros fisico-
quimicos e microbiolégicos mais utilizados nos
estudos para controle do saneamento basico da
agua potavel. Para isso foi realizado uma reviséo
sistematica de carater qualitativo, onde criou-se
um protocolo de investiga¢cdo para uma busca
sucinta. Com isso foi obtido 24 artigos, sendo 20
de pesquisa de campo. Através desses artigos
foi possivel encontrar mais de 20 parametros
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diferentes utilizados, sendo os mais frequentes
coliformes totais e/ou Escherichia coli, pH,
turbidez, cor aparente e cloro livre.
PALAVRAS-CHAVE: Saneamento basico; agua
potavel; fisico-quimico; técnicas microbiologico;
parametros.

PHYSICAL-CHEMICAL AND
MICROBIOLOGICAL PARAMETERS FOR
DRINKING WATER ANALYSIS

ABSTRACT: Drinking water is a finite and
essential resource for animal and plant life.
Human beings need water in adequate quantity
and quality for their health and economic
development. The objective was to search
the literature for the physical-chemical and
microbiological parameters most used in studies
to control the basic sanitation of drinking water.
For that, a systematic review of qualitative
character was carried out, where an investigation
protocol was created for a succinct search. Thus,
24 articles were obtained, 20 of which were from
field research. Through these articles it was
possible to find more than 20 different parameters
used, with the most frequent total coliforms and /
or Escherichia coli, pH, turbidity, apparent color
and free chlorine.

KEYWORDS: Basic sanitation; potable water;
physicochemical; microbiological techniques;
parameters.

11 INTRODUGAO

A &gua doce é um importante elemento

para a manutencdo da vida, e considerado
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insubstituivel em diversas atividades humanas. Cerca de 97% da agua no planeta
€ proveniente dos oceanos, sendo apenas 3% de agua doce (NETO et. al. 2013). Seu
papel é essencial para vida animal e vegetal, causando impactos no desenvolvimento
de civilizagcdes desde a antiguidade. O ser humano necessita de agua em quantidade e
qualidade adequadas para protecdo de sua salde e para desenvolvimento econémico
(PRAXEDES; CARRIJO; FREIRE; 2012).

Os meios naturais que transformam a dgua em agua potavel séo limitados, frageis
e lentos (CARVALHO et. al. 2017). O desmatamento e avancgo da urbanizagéo associados
a poluicao de rios e lagos alteram o ciclo hidrico. Ademais, a falta de tratamento adequado
do esgoto e lixo depositado de maneira inadequada sdo as principais causas de poluicao
(COYADO et. al. 2019; BRAGA et. al. 2016; SANTANA et. al. 2020). Segundo ANDRADE
e MELO (2020), apenas 0,3% da agua do planeta pode ser utilizada, e que ainda assim
€ impropria para consumo humano, necessitando passar por tratamento para eliminar as
impurezas.

Em consequéncia dessas peculiaridades, se faz essencial um controle rigoroso
por parte dos estados e municipios, e principalmente do responsavel pelo fornecimento
da agua. Que devem manter um controle preventivo e permanente da qualidade da agua
potavel. Cabendo ao fornecedor o monitoramento desde a saida da Estagéo de Tratamento
de Agua (ETA) até o acesso nas ligagdes domiciliares (LISBOA et. al. 2015). Dados apontam
que 748 milhdes de pessoas ndo possuem uma fonte segura de agua potavel e que 2,5
bilhdo ndo tem acesso nem a instalagbes sanitarias adequadas (BRUM et. al. 2019). O
consumo de agua tratada é indispensavel para qualidade de vida e para protecdo contra
enfermidades, principalmente aquelas relacionadas a fatores ambientais que podem ser
evitadas (ARAUJO; ANDRADE, 2020).

No Brasil, os gastos com tratamentos de doencas disseminadas ou causadas por
agua contaminada sé@o exorbitantes. Estima-se que cerca de 70% dos leitos hospitalares
sejam ocupados por pessoas que se contaminaram com doengas transmitidas pela agua
(SILVA et. al. 2020; SOUZA et. al. 2016). A qualidade da agua é aplicada a caracteristicas
fisicas, quimicas e biologicas adequadas para consumo humano. Quando esses ndo se
enquadram aos limites de contaminacédo, ela se torna uma fonte de disseminacéo de
doencgas, como a colera, febre tifoide e infe¢cbes gastrointestinais. Em 2010, o namero
de internagdes por doencas relacionadas ao saneamento basico foi de 31,83 para 10 mil
habitantes, reduzindo em 2017 para 12,46 para 10 mil habitantes. Mesmo com a reducéo,
0s numeros ainda séo altos e estéo longe de representar uma melhora significativa (SILVA
et. al. 2015; ANDRADE; MELO, 2020).

O direito de consumir 4gua de qualidade no Brasil foi estabelecido pelo Decreto
Federal n° 79.367 de 9 de margco de 1977. Desde entdo, o governo brasileiro tem
desenvolvido novas legislacdes afim de garantir o controle e vigilancia na agua potavel.

Atualmente regulamentada pela portaria n°® 2914/11 do Ministério da Saude e afirmada na
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portaria de consolidagdo n° 5 de 28/09/2017. A qual determina os procedimentos de controle
e vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e define o padréo de potabilidade
(VIANA et. al. 2018; SILVA et. al. 2020). A vigilancia e o controle da qualidade da agua para
ingestdo humana consistem no conjunto de ac¢des e atividades adotadas constantemente
pelas autoridades de saude publica. Agcbes essas, que tem como objetivo atestar que a
agua cumpra padroes e normas estabelecidas na legisla¢do vigente e para classificar os
riscos que a agua consumida representa para a saude da populacéo (BRASIL, 2017).

Nesse sentido, a 4gua para ser classificada como potavel necessita de tratamento
apropriado de maneira que atenda a Portaria de Consolidacéo n° 5, de 2017 do Ministério
da Saulde, Anexos XX e XXI. Em que, na regulamentacao inclui-se principalmente os
parametros microbiolégicos, quimicos e fisicos, assim como seus valores de referéncia,
que devem atender ao padrao de potabilidade da 4gua, ndo oferecendo riscos a salde da
populagcéo (BRASIL, 2017). Desse modo, o objetivo principal dessa revisédo foi buscar na
literatura os parametros fisico-quimicos e microbiol6gicos mais utilizados nos estudos para
controle do saneamento basico da agua potavel e se eles atendem os critérios do Ministério
da Saude.

21 METODOLOGIA

A pesquisa de carater qualitativo buscou artigos completos que se associavam
ao objetivo da pesquisa. Em seguida, foi realizado uma leitura do titulo e resumo para
filtrar os artigos que melhor se relacionavam com o tema. A busca foi feita nas bases de
dados Peridédicos CAPES e Google Académico, averiguou-se artigos em inglés, espanhol e
portugués publicados nos ultimos 10 anos. Também foi utilizado das portarias relacionadas
ao assunto, conforme consta no Ministério da Saude.

O presente trabalho trata-se de uma revisdo sistematica da literatura. Para uma
busca sucinta foi elaborado um protocolo de pesquisa, onde constam a questdo de
investigacdo, as bases de dados e critérios de inclusdo e exclusdo conforme a Tabela 1.
Como descritores para busca foi utilizado, saneamento basico, agua potavel, tratamento
fisico-quimico, técnica microbiolégica conforme consta no Descritor em Ciéncias e Saude
(DeCS/MeSH).
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Questio da Quais sdo os parametros fisico-quimicos e microbioldgicos mais utilizados
investigagao nos estudos para controle do saneamento basico da agua potavel?
Base de Google Periddico
dados Académico CAPES
Critérios de | Artigos publicados Artigos Estar Estar
inclusao nos Gltimos 10 completos em relacionado com relacionado a
anos inglés, a questdo de distribuicdo e
portugués ou investigacdo consumo de
espanhol agua potavel
Critérios de Publicados fora N&o condizem Possuem dados | Nao se atrelam
exclusio do prazo com o tema da contraditarios a area da
estipulado pesquisa salde

Tabela 1: Protocolo de pesquisa

Fonte: Autores

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

Apés aplicacdo da metodologia, foram selecionados 24 artigos, 3 no Periddico
CAPES e 21 no Google Académico. Destes, 23 estavam em portugués e 1 em inglés.
Dos 24 trabalhos, 2 eram de revisao literaria, 2 de analise de dados e 20 de pesquisa de
campo, com questionarios e/ou analises laboratoriais. Todas as pesquisas de campo foram
realizadas no Brasil, com exce¢do de MANUEL et. al. (2018), que foi realizado na cidade
de Uige na Angola e analisou 23 parametros diferentes encontrando inconformidades para
todos, em pelo menos uma das amostras.

Todas as portarias que refere a normas e padroes de potabilidade da agua
procederam do Decreto n.° 79.367, de 9 de margco de 1977, que concedeu autonomia
ao Ministério da Saude para estabelecer os padrées. Os quais devem ser adotados
obrigatoriamente pelos 6rgaos dos estados e municipios (BRASIL, 1977). Na atual Portaria
de Consolidagédo n. 5, de 2017, Anexos XX e XXI, do Ministério da Saude, constam 92
parametros para potabilidade da dgua. Sendo esses descritos como, 3 para microrganismo,
15 para quimica inorganica, 15 para quimica organica, 27 para agrotoxicos, 7 para
desinfetantes, 2 para cianotoxinas, 2 radioatividade e 21 de organolépticos. A portaria traz
ainda no art. 3° e 4° do anexo XX, que toda a agua que é destinada ao consumo humano
de forma individual ou coletiva independente da forma de acesso deve ou esta sujeita ao
controle de vigilancia da qualidade da agua (BRASIL, 2017).

Dentre as pesquisas de campo analisadas, foi possivel observar mais de 20
parametros diferentes utilizados, classificados como microbiolégicos e fisicos-quimicos.
Em que, fisico-quimico inclui quimica organica e inorgénica, agrotdxicos, desinfetantes e
organolépticos, nenhum parametro para cianotoxinas e radioatividade foi observado. Na
Tabela 2, é possivel observar os 12 parametros que mais foram utilizados nos 20 estudos
realizados. Sendo os mais aplicados, coliformes totais/Escherichia coli, pH, turbidez,
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cor aparente e cloro livre. Assim como podemos constatar a realizagdo da pesquisa de
coliformes totais e Escherichia coli em todos os trabalhos com excegéo de BRITO et. al.
(2019) que realizaram sua pesquisa na Universidade Federal do Para, analisando apenas
parametros fisicos-quimicos (pH, cor aparente, turbidez, sélidos totais em suspensao,
temperatura, cloro residual livre, dureza total e nitrogénio amoniacal).

Parametros Quantidade de  Valorde Referéncia Quantidade de
trabalhos que {(VR) trabalhos que
realizaram o encontraram
parametro inconformidades
Coliformes totais e/ou 19 trabalhos Auséncia em 100 mL 17 trabalhos

Escherichia coll

pH 18 trabalhos 6—95 T trabalhos
Turbidez 17 trabalhos 1uT (VMP) 9 trabalhos
Cor aparente 9 trabalhos 15 uH (VMP) 5 trabalhos
Cloro livre 9 trabalhos 0.2 -2mg/L & trabalhos
Mitrato 6 trabalhos 10 mg/L (VMP) 3 trabalhos
Dureza total & trabalhos 500 mg/L (VMP) 1 trabalhos
Solidos dissolvidos 5 trabalhos 1000 mg/L (VMP} 2 trabalhos
totais
Cloreto 4 trabalhos 250 mg/L (VMP) N&o encontrado
Amonia 4 trabalhos 1.5 mg/L (VMP) 1 trabalhos
Aluminio 3 trabalhos 0.2 mg/L (VMP) 2 trabalhos
Ferro 3 trabalhos 0,3 ma/L (VMP}) 3 trabalhos

Tabela 2: Parametros mais utilizados

Fonte: Autores

Podemos assim, caracterizar também o pH como parametro igualmente mais
utilizado. Ja que ele néo foi utilizado apenas nas investigacoes de PORCY et. al. (2020)
e VIANA et. al. (2018) que analisaram somente microrganismos presentes nas aguas. De
acordo com FURTADO et. al. (2017) que encontrou inconformidades para pH em 100%
das amostras analisadas. O pH é tido como parametro chave no controle do processo de
coagulacdo onde seu desempenho é fundamental para desinfecgéo.

Aturbidez, que segundo BRITO et. al. (2019) é uma caracteristica estética e também
um indicador sanitario, € um parametro organolético que pode ser indicativo de falhas na
efetividade do tratamento e pode dificultar o processo de desinfeccdo. Foi averiguada em
17 trabalhos onde 9 encontraram inconformidades. Na relagéo entre parametro pesquisado
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com inconformidade encontrada é possivel verificar que nas pesquisas feitas por ANDRADE
e MELO (2020), CARVALHO et. al. (2017), NATALINO DE SA et. al. (2017) e SANTANA
et. al. (2020) as analises para cloreto ndo encontrou inconformidades. Também & possivel
observar que todos os trabalhos realizados que averiguaréo o ferro, feitas por FURTADO et.
al. (2017), SANTANA et. al. (2020) e MANUEL et. al. (2018) encontraram valores alterados
em pelo menos uma das amostras.

Ademais, em relacdo as 19 pesquisa de coliforme totais e/ou Escherichia coli
realizadas, apenas as de CAMPOS et. al. (2019) e NETO et. al. (2013) ndo encontraram
inconformidades. MORATO et. al. (2015) encontraram em 78% das amostras coliformes
totais e em 22% Escherichia coli. Segundo VIANA et. al. (2018) a presenca de coliformes
totais nao significa a contaminagéo fecal da agua, mas pode indicar falhas no método de
manipulacéo e falta de condi¢des higiénicas e sanitarias. Ele traz ainda que a presenca
dessas bactérias é um fator preocupante, uma vez que isso pode indicar a contaminagéao
por microrganismos patogénicos que sao responsaveis pela propagacéo de doencas de
veiculagéo hidrica.

No Gréfico 1, podemos visualizar a relacdo de pesquisas que realizaram os
parametros com as inconformidades encontradas. Para essa analise foi considerado como
inconformidades aqueles que apresentaram alteracdes nos valores determinados pelo
Ministério da Saude em pelo menos uma das amostras investigadas. Todos os trabalhos
descreveram a higienizacdo para a coleta da amostra, bem como a forma e tempo de
armazenamento até a analise da amostra. Nenhuma inconformidade foi observada nessa
relacéo.

RELAGAO TRABALHOS REALIZADAS COM O PARAMETRO E
INCONFORMIDADES ENCONTRADAS

m Inconformidade s Trabalhos

Ferro
Aluminio
Amdnia
L to
Sdlidos di

Cloro Ivre

Cor aparente

Turbidez

Ph

Coliformes T otais/Escherichia coli

Gréfico 1: Relagdo parametros realizados com inconformidades encontradas

Fonte: Autores
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Embora seja evidente a grande variagdo de parametros utilizados nas pesquisas,
é possivel constatar uma discrepancia entre quantidade de métodos utilizados num
trabalho, bem como a falta de um padrdo. Enquanto MORATO et. al. (2015), GOBIRA
e DUARTE (2018) e BRUM et. al. (2019) analisaram até 4 parémetros, FURTADO et. al.
(2017), SANTANA et. al. (2020) e MANUEL et. al. (2018) analisaram mais de 8. Podemos
observar no Gréfico 1 ainda, que ao mesmo tempo que a pesquisa de coliforme totais, pH e
turbidez foram feitas em 19, 18 e 17 trabalhos respectivamente. A analise de ferro, aluminio
e amoénia foram realizadas em apenas 3, 3 e 4 trabalhos respectivamente.

Nenhuma das pesquisas ou decretos estudados nessa revisdo da literatura fez
mencdo a um critério minimo de pardmetros para caracterizar a agua como prépria para
consumo humano. Os parametros, com excec¢ao de coliformes totais e/ou Escherichia coli,
pH e turbidez que foram os mais frequentes analisados, realizaram-se de forma aleatérias,
tanto para analise da agua tratada quanto para agua bruta. Dessa forma, a criagcdo de
um padrdo de parametros para analise de ambos os tipos de aguas, dividida em grupos
com caracteristicas especificas para cada tipo e situagdo poderia ajudar a qualificar as
pesquisas relacionadas a potabilidade da agua.

41 CONCLUSAO

A busca na literatura revelou uma grande variedade no numero de parametros
possiveis a ser realizados. Nos trabalhos analisados pode se observar que a pesquisa
de coliformes totais e/ou Escherichia coli, pH, turbidez, cor aparente e cloro livre foram os
mais utilizados. Enquanto nitrito, fluor e manganés obtiveram investigacdo em apenas dois
trabalhos.

A falta de um padrdo minimo de parametros para analisar a potabilidade da agua
deixa uma abertura para realizagcéo de pesquisas de forma aleatoria. O que pode implicar
na qualidade do trabalho, uma vez que a realizacdo de um ou dois parametros nao
necessariamente € capaz de indicar que a agua € de qualidade e apta para o consumo.

Podemos concluir assim que ha uma necessidade de estabelecer um padrao de
parametros para analise da 4gua bruta e tratada, com critérios diferentes. Assim, direcionaria
melhor as pesquisas relacionadas ao tema, dando mais qualidade as pesquisas e trazendo
dados mais veridicos para sociedade.
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RESUMO: No cenario educacional brasileiro, o
Ensino Fundamental constitui-se como eixo central
das discussoes voltadas para assegurar o direito
a educagd@o. A estrutura e organizacdo dessa
etapa da Educagé@o Bésica tém sido objeto de
mudanc¢as em busca de melhorias que assegurem
a democratizagdo dos conhecimentos e a
formacéo integral orientada ao desenvolvimento
da autonomia intelectual e do pensamento
critico. O objetivo deste trabalho foi demonstrar
para os alunos do Ensino Fundamental Il a
atuacdo de um cientista. Além disso, como eles
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podem ser cientistas no seu ambiente escolar.
Por meio deste projeto espera-se contribuir para
desmistificar a ciéncia, possibilitar aos alunos a
compreensao da linguagem cientifica e capacita-
los para ampliarem seus conhecimentos de forma
consciente. Os dados foram obtidos a partir das
experiéncias de um Projeto de Extenséo Cientista
na Escola em conjunto com a Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul e a Escola
Estadual Professora Doris Mendes Trindade,
localizada no municipio de Aquidauana (MS). Foi
observado que a integracdo entre a comunidade
e a universidade possibilitou uma transformacéo
da realidade educacional dos alunos envolvidos
neste projeto. Ao apresentar o trabalho de um
cientista para os alunos cumpriu-se o papel de
desmistificacdo da ciéncia e a descoberta das
universidades como centros de desenvolvimentos
de pesquisas. O modelo de sequéncia didatica
focada no ensino por investigacdo despertou
nos alunos curiosidade na busca por respostas
para os problemas apresentados. As atividades
desenvolvidas neste trabalho mostram caminhos
para o exercicio da cidadania, formando cidadaos
capazes de refletir e transformar suas realidades
pelo pensamento cientifico e critico.
PALAVRAS-CHAVE: Ensino Fundamental,
Ensino por Investigagéo, Ensino de Ciéncias.

EXTENSION PROJECT “SCIENTIST
IN THE SCHOOL”: AN EXPERIENCE
REPORT
ABSTRACT: In Brazilian education scenario, The
Middle School level is a central axis of discussion
to assure the education rights. The structure and
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organization of this level in basic education ensure mechanisms of knowledge democratization
and the holistic formation oriented to intellectual autonomy and critical thinking. The objective
of this study was to show how scientists operate, to middle school students. Besides, how
students can act as scientists in a scholar environment. By this project, it is expected to
contribute to demystify science, to enable students the comprehension of scientific language
and to enable them to expand their knowledge in a conscientious way. Data were collected
from “Projeto de Extenséo Cientista na Escola” experiences, a partnership with Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul and Escola Estadual Professora Déris Mendes Trindade,
both located in Aquidauana municipality. It was observed that the integration school-
university opportuned a change in the educational reality from students involved. Presenting
the scientists’ work to students reached the objective in demystifying science and to assign
universities as a place of research development. The didactic sequence model with focus
in investigative teaching incited curiosity in the students to search answers to presented
problems. The activities developed in this project show ways to exercise citizenship, forming
citizens able to reflect and transform their realities by critical and scientific reasoning.
KEYWORDS: Investigative teaching, Middle School, Science Teaching.

11 INTRODUGAO

Do ponto de vista historico sdo relativamente recentes as disposi¢des legais que
tratam da organizacao do ensino no Brasil. A primeira Lei de Diretrizes e Bases da Educacéo
Nacional, a Lei 4024 (BRASIL, 1961) estabeleceu instru¢des para o entdo chamado ensino
priméario que era composto por no minimo quatro séries, podendo ser ampliado para até
seis séries. Esse nivel de ensino, que hoje corresponde ao ensino fundamental, tinha como
objetivo o desenvolvimento do raciocinio e das atividades de expressao da crianga, e a sua
integracdo ao meio fisico e social.

Em 1971 com a LDB 5692 (BRASIL, 1971) o ensino primario passou a ser
denominado ensino de primeiro grau e objetivava a formagéo da crianca e do adolescente,
bem como o preparo para o trabalho e ao exercicio da cidadania. No ano de 1996 a LDB
9394 (BRASIL, 1996), seguindo determinacbes da Constituicdo de 1988 (BRASIL, 1988),
prevé a educacao como direito de todo cidadéo, visando novamente o desenvolvimento e
preparo para a cidadania, incluindo sua qualificagéo para trabalho.

A partir da atual LDB 9.394/96 o Ensino Fundamental passou a ser assim designado
e conjuntamente com a educagé@o infantil e o ensino médio, passaram a compor a
Educacéo Basica. No cenario educacional brasileiro, o Ensino Fundamental constitui-se
como eixo central das discussdes voltadas para assegurar o direito a educacgéo. A estrutura
e organizacao dessa etapa da Educacao Basica tém sido objeto de mudancas em busca de
melhorias que promovam a qualidade social (DCN 2013 — Resolucdo n° 4 de 13 de julho de
2010), entendida para além do acesso de estudantes a escola, assegurando, também, sua
permanéncia no processo escolar, por meio da democratizacéo de saberes e da formacéo

integral rumo a sua emancipagéo.
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O Ensino Fundamental Il (6° ao 9° ano) traz como desafios criar condi¢cdes para que
os alunos aprendam a estudar e sejam capazes de fazé-lo com autonomia. Nesse periodo
espera-se que o aluno desenvolva a compreensdo do ambiente natural e social, do sistema
politico, da tecnologia, das artes e dos valores que se fundamentam a sociedade (Ministério
da Educacgéo - LDB 9394/96). Uma das maneiras de se alcangar os objetivos propostos
pela LDB é o desenvolvimento de atividades que aproximem o aluno do conteudo estudado
de uma maneira significativa, ou seja, a educacado precisa ser vista como parte do seu
mundo e ndo apenas como um amontoado de conteudo. Por exemplo, atividades focadas
na busca por resolugcédo de problemas podem gerar resolugdo simples para os problemas
do cotidiano, de maneira a aproximar o trabalho de um aluno/cientista ao ambiente escolar.

Atividades de carater investigativo implicam na proposicao de situagdes-problemas,
que orientam e acompanham todo o processo de investiga¢cao. Nesse momento o professor
desempenha o papel de guia e de orientador das atividades — é ele quem propde e discute
questdes, contribui para o planejamento da investigagdo dos alunos, orienta o levantamento
de evidéncias e explicagbes teodricas, possibilita a discussdo e a argumentacao entre os
estudantes, introduz conceitos e promove a sistematizagdo do conhecimento (HODSON,
1994; LIMA & MAUES, 2006). Consequentemente, o professor oportuniza, de forma
significativa, a vivéncia de experiéncias pelos estudantes, permitindo-lhes, assim, a
construgédo de novos conhecimentos acerca do que esta sendo investigado.

Segundo Carvalho et al. (2004), uma atividade investigativa ndo pode se reduzir
a uma mera observagdo ou manipulagdo de dados — ela deve levar ao aluno a refletir, a
discutir, a explicar e a relatar seu trabalho aos colegas. Dentro desse contexto, durante a
busca por respostas, mediada por atividades investigativas, ocorre a alfabetizacao cientifica
do aluno. Para Sasseron & Carvalho (2008) ha trés eixos estruturantes que servem de apoio
aos planejamentos de ensino que tém como foco alfabetizar cientificamente os alunos.
O primeiro eixo se refere a compreenséo basica de termos, conhecimentos e conceitos
cientificos fundamentais; o segundo se refere a compreensao da natureza da ciéncia e dos
fatores éticos e politicos que circundam sua pratica; e o terceiro se refere ao entendimento
das relagdes existentes entre ciéncia, tecnologia e sociedade.

O objetivo deste trabalho foi demonstrar para os alunos do Ensino Fundamental Il a
atuacéo de um cientista; e ainda, como eles podem ser cientistas no seu ambiente escolar.
Por meio deste projeto espera-se: contribuir para desmistificar a ciéncia; possibilitar aos
alunos a compreensédo da linguagem da ciéncia para que sejam capazes de ampliar o
universo de conhecimento sobre o mundo de forma consciente; aproximar a sala de aula
do cotidiano do aluno; possibilitar com que o aluno imagine-se utilizando o que é tratado na
sala de aula no seu futuro como cidadéo e profissional; e gerar uma aproximagéo do aluno

com o mundo académico e profissional.
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21 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

Os dados foram obtidos a partir das experiéncias do Projeto de Extenséo Cientista
na Escola (Edital PROECE/UFMS n° 26/2019) em conjunto com a Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul (UFMS) e a Escola Estadual Professora Doris Mendes Trindade
(EEPDMT), localizada no municipio de Aquidauana (MS). As atividades apresentadas neste
trabalho ocorreram nos meses de agosto e setembro do ano de 2019, durante as aulas de
Ciéncias dos alunos do 6° e 7° ano. Participaram do trabalho 35 alunos e duas professoras
da Escola e trés professores da Universidade e doze graduandos em Ciéncias Bioldgicas.

O projeto ocorreu em duas etapas: a) a primeira foi desenvolvida na UFMS por meio
de visitas aos Laboratérios de Zoologia e Microscopia (as atividades ocorreram no periodo
vespertino entre 13:00 e 17:00 horas); b) a segunda ocorreu por meio de atividades na
escola (envolvendo o periodo de quatro aulas de 50 minutos e uma apresentagéo na Feira
de Ciéncias). A abordagem do estudo foi qualitativa. Durante as praticas foram utilizados
recursos pedagodgicos como o quadro negro, Datashow e videos para exposi¢cdes de
conceitos.

Nas duas etapas do projeto as atividades foram desenvolvidas seguindo as
caracteristicas do ensino por investigacdo (CARVALHO, 2013), de maneira que
primeiramente foi apresentado para os alunos a seguinte sequéncia de elementos:
Pergunta/Problema, Sistematizacdo do conhecimento construido, Contextualizagdo do
conhecimento no dia a dia dos alunos e Atividade avaliativa final.

Na primeira etapa foi desenvolvida uma acolhida dos alunos na Universidade. Na
recepcao dos alunos os professores 0s receberam com a seguinte frase: “Prazer eu sou
um(a) cientista, vamos descobrir como eu trabalho?”. A partir dai foram apresentados os
espacos de desenvolvimento de ensino e pesquisa. No Laboratério de Zoologia os alunos
entraram em contato com a Colecéo Zoolbdgica (exemplares de Insetos, Peixes, Anfibios,
Répteis e Mamiferos), nesse momento foi apresentado a importéncia da cole¢cdo no
desenvolvimento das pesquisas. Apds a observagédo dos seres vivos, foi feita a seguinte
pergunta: “Como classificar os seres vivos?”.

Os professores contextualizaram a diversidade biologica de seres vivos e a
importancia da sua classificacdo. Nesse momento para a formacgéo dos conceitos foram
observadas as percepcdes dos conhecimentos prévios dos alunos, dessa maneira os
sistemas de categorizacéo e classificacdo foram construidos pelos sujeitos envolvidos na
pratica. Na sequéncia os alunos organizaram-se em cinco grupos e propuseram maneiras
de classificar os espécimes que estavam na bancada dentro de grupos zool6gicos. Como
atividade avaliativa final, para fechar a sequéncia do ensino investigativo, os resultados da
proposta de classificagcdo dos seres vivos foram apresentados por cada grupo oralmente e
na forma de banner.

No Laboratério de Microscopia os alunos receberam informacdes acerca das
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atividades de ensino e pesquisa desenvolvidas no laboratério. Ap6s as discussdes foi
feita a seguinte pergunta: “Qual a unidade basica dos seres vivos?”. Mais uma vez foram
observadas as percepgdes prévias dos alunos sobre o assunto. Apos a contextualizagéo os
professores apresentaram aos alunos no microscépio laminas com exemplares de tecido
animal e vegetal, o que permitiu a observacao das células. ApoOs a visualizagao do material
no microscopio os alunos realizaram desenhos das células animal e vegetal. Ao final foi
realizada uma roda de conversa para dialogar sobre as caracteristicas do material e a
importancia das pesquisas cientificas utilizando esse tipo de material.

Na segunda etapa que ocorreu na escola, as atividades de pesquisa foram
desenvolvidas pelos alunos. Nessa etapa os alunos receberam a informagéo de que naquele
momento eles atuariam como cientistas na busca por respostas as questoes apresentadas.
Novamente foi apresentado aos alunos a sequéncia investigativa (Pergunta/Problema,
Sistematizacdo do conhecimento construido, Contextualizacéo do conhecimento no dia a
dia dos alunos e Atividade avaliativa final).

A primeira pergunta/problema apresentada pelos professores na escola foi: “Vocé
conhece os insetos?”. A seguir foi discutido com os alunos, que embora grande parte da
diversidade biolégica seja conhecida e esteja classificada, muitos seres vivos, apesar de
abundantes, sdo desconhecidos na popula¢do de maneira geral.

Os alunos se organizaram em grupos sob orientacdo de monitores (académicos
da UFMS e professores). Apds rodas de conversas e levantamento dos conhecimentos
prévios dos alunos, 0s grupos apresentaram as seguintes questdes a serem investigadas:
1) Por que as abelhas s&o importantes para o meio ambiente? 2) Se todos séo insetos por
que as cabecas sao diferentes? 3) Formigas evitam humanos? 4) Vocé conhece a formiga-
ledo? 5) A diversidade de formigas muda em um ambiente com sol e outro com sombra?

Cada grupo sob a orientacdo de um monitor realizou pesquisas em livros, jornais
e revistas disponiveis na escola. E ainda, na sala de informética da escola buscaram
videos de acesso gratuito na Internet. Neste momento buscou-se ter a investigagdo como
uma agéo principal na busca da resolugdo de um problema apresentado. Os resultados
dos projetos desenvolvidos foram apresentados na Feira de Ciéncias da Escola (més de
setembro, de acordo com o calendario escolar). As apresentacdes ocorreram oralmente
através da apresentagdo de banners e maquetes.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante as atividades realizadas neste projeto os alunos mostraram-se bastante
participativos fazendo questionamentos e comentarios. Dado o fato de os assuntos
apresentados terem sido tratados sempre buscando-se uma aproximag¢ao com o cotidiano
dos alunos, as atividades despertaram um maior interesse e curiosidade a respeito do
assunto proposto. A sequéncia seguida nas atividades, tais como propor uma pergunta,
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estimular a busca por resposta (por meio da leitura, videos e observagéo de elementos
vinculados ao tema da aula), discutir sobre 0 tema e a producdo autoral dos resultados,
gerou além de curiosidade, uma motivacéo e engajamento do grupo para seguir 0s passos
da atividade proposta (Figura 1).

Estimuloinicial |
b | FPergunta/Froblema (professor). Vocodé conhece os insetos?

«| Observagio de materiais significativos

- Sistematizacio do
l conhecimento/Conhecimento prévia

Pesquisas/Interagio

Produto interacional

i

Perguntal/problema (alunos):
For que as abelhas s&o importantes para o melo ambiente?
A diversidade de formigas muda em um ambiente com sol e outro com sombra?
Veeé conhece a farmiga-leda?
Se todos s8o insetlos por que as cabegas s8o diferentes?
Formigas evitam humanos?

l 4 Observagiio de materiais significativos

Sistermatizacio do
Condicies: o conheciments/Conhecimento prévio

Pesquisas/finteracio

Levantamento de hipdteses/Coleta de
dados/exposigio dos resultados

Produto final: I

1

Alta participagfio dos alunos nas atividades, desenvolvimento do pensamento
cientifico & aritico, saantido de pentensimants ao ambients escolar e a
universidade, desmistificagfo da ciénciae da atuagio de um cientista,
socializagfio dos resultados com a comunidade

Figura 1. Sequéncia de atividades desenvolvidas no projeto Cientista na Escola dentro de uma
perspectiva do ensino por investigacéo.

As atividades experimentais favorecem a aprendizagem, pois motivam os alunos
e os envolvem nos temas trabalhados, favorecendo a compreensao e interpretacéo de
fenébmenos do dia a dia (LEITE et al., 2005; KRASILCHIK 2004). A ideia de colocar os
alunos para observar a atuagcdo de um cientista na universidade e na sequéncia eles
proprios desenvolverem seus projetos contribuiu para a democratizagdo do acesso ao
conhecimento. A experiéncia no campus ressaltou também o redimensionamento da
funcé@o social da prépria universidade, que € a de contribuir na busca de solugdes para
0s graves problemas sociais da populacao, formulando politicas publicas participativas e
emancipadoras.

O encontro com os professores universitarios que se apresentaram aos alunos
como cientistas ajudou na desmistificagdo do que & um cientista e como ele atua no
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desenvolvimento de suas pesquisas. A aproximagéo entre a ciéncia e o trabalho de um
cientista apenas com uma definicdo conceitual, sem saber como se da a ciéncia por vezes
causa muitas davidas e confusbes (KOSMINSKY e GIORDAN, 2002). A aproximagao dos
alunos ao ambiente de trabalho de um cientista colabora na constru¢éo de elementos, que
possibilitam compreender aspectos da linguagem, estrutura e fungéo social da ciéncia.

Ao observar os organismos da colecao zoolégica os alunos demonstraram surpresa
ao perceber a variedade de exemplares coletados na regido. Durante a contextualiza¢do os
alunos participaram ativamente por meio de perguntas relacionadas a ocorréncia dos seres
vivos observados e sua importancia para os ecossistemas. Nesse momento os professores
chamaram atencdo de como os projetos desenvolvidos na universidade sao importantes
para o conhecimento da fauna da regido e como esses dados podem ser utilizadas na
conservagao das espécies e dos ecossistemas como um todo. Ou seja, todas as discussbes
caminharam de maneira a possibilitar um caminho para discussdes mais complexas como
as implicagdes entre Ciéncia e Sociedade, que possibilita o exercicio da cidadania.

Os alunos discutiram sobre a classificacdo dos seres vivos, levando hipoteses
dos porqués de cada ser vivo estar dentro de uma classificagdo (insetos, peixes, répteis,
anfibios e mamiferos). A pergunta simples: Por que os peixes sé@o peixes? Quando foi
feita observando os organismos, permitiu aos alunos explorar suas respostas de maneira
significativa, bem como recorrer ao repertorio particular de cada um, seja pelas experiéncias
pessoais ou mesmo escolares. Ao propor modelos de classificacdo dos seres vivos 0s
alunos elencaram as caracteristicas visuais que eles observaram nas amostras, bem como
o conhecimento prévio que eles traziam das aulas de ciéncias. Por exemplo, na classificacéo
dos peixes foram apresentadas caracteristicas como: sdo animais vertebrados e possuem
nadadeira. Para classificar os répteis foram utilizadas caracteristicas como vertebrados e
pele coberta por escamas (Figura 2).

(@ 2
Insetos. Peixes: Anfibios: Reépteis: Mamiferos:
Voam Nadam Sao gelados Lingua bifurcada Tem pelos
Tem seis pernas Respiram por branquias Pele grudenta Tem escamas Sao vertebrados
Tem antenas Vivem no ric € no mar Sobem na parede Alguns sdo venenosos Produzem leite
Sao coloridos Tem nadadeiras Podem ser venenosos Coloridos Humanos fazem parte

Figura 2. Proposta de Classificagéo dos seres vivos desenvolvidas por alunos do Ensino
Fundamental Il (6° e 7° ano) ap6s observacédo de uma colegao zoolégica.

Nas atividades desenvolvidas no laboratério de microscopia foram perceptiveis
o interesse, a curiosidade e o entusiasmo dos estudantes em visualizar uma célula real
utilizando um equipamento que a maioria deles nunca teve contato. Tal aspecto reforca
a importancia de demonstrar aos alunos como o ensino pode ser belo, envolvente e
significativo em suas vidas. Ao possibilitar tal tipo de atividade a escola atua como reflexo

das mudancas que ocorrem na sociedade, tanto no ambito politico, econdémico, social e
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cultural. Ou seja, cumpre o seu papel estabelecido na LDB, o qual foi apresentado na
introducdo deste trabalho, de formacgéo de cidadaos sensibilizados e criticos (BRASIL,
1996).

Atividades préticas que proporcionam ainterag¢ao entre o aluno e materiais concretos,
como livros, microscépio, modelos didaticos, maquetes etc. estabelecem relacdes que irdo
abrir possibilidades de atingir novos conhecimentos (Andrade e Massabni 2011). Esse
tipo de atividade ao ser utilizada nas aulas de Ciéncias ajuda no melhor aprendizado dos
conteudos teoricos trabalhados em sala de aula, estabelecendo-se o dialogo entre teoria
e pratica. E ainda, tratar de forma contextualizada temas cotidianos ligados a fendmenos
naturais de forma leve e prazerosa contribui para que ocorra a aprendizagem critica e
significativa (BARBOSA et al., 2021; Bartzik e Zander, 2016).

Na segunda etapa deste projeto, desenvolvida na escola, na sistematizagéo e
contextualizagdo do tema proposto (Vocé conhece os insetos?), os monitores apresentaram
a questao a ser pesquisada por meio de textos, videos e amostras da colecéo zooldgica
da universidade. Cada grupo desenvolveu uma metodologia de pesquisa na busca por
seus resultados. Por exemplo, o grupo que pesquisou “Por que as abelhas s&o importantes
para o meio ambiente?” realizou atividades como: observacado das abelhas que ocorrem
no entorno da escola, coleta das abelhas com uso de puca (tipo de rede para coleta),
observagéo dos aspectos da morfologia das abelhas em estereomicroscopio, montagem
de maquete para apresentar a relagdo entre as abelhas e as flores e 0 mecanismo da
polinizagdo. No Quadro 1 esta apresentada a descricdo das atividades realizadas pelos

grupos.

Questao investigada Atividades desenvolvidas

pelos alunos

Por que as abelhas
sdo importantes para o
meio ambiente?

Pesquisas em revistas, livro didatico e videos; Coleta de abelhas

no entorno da escola com o uso do pucé (tipo de rede para coleta);
Confeccao de caixas entomolégicas proprias para esse tipo de

estudo; Observagéo de aspectos da morfologia das abelhas no
estereomicroscopio; Elaboracdo de maquete para apresentar a relagcao
entre as abelhas e as flores e 0 mecanismo da polinizagéo.

Se todos séo insetos
por que as cabegas
sao diferentes?

Pesquisas em revistas, livro didatico e videos; Coleta de insetos no
patio da escola com o uso de armadilhas de queda; Confecgéo de
caixas entomologicas préprias para esse tipo de estudo; Observagéo de
aspectos da morfologia da cabeca dos insetos no estereomicroscépio;
Elaboracdo de maquete destacando a cabeca dos insetos.

Formigas evitam
humanos?

Pesquisas em revistas, livro didatico e videos; Coleta, no patio da escola,
de formigas em areas proximas a circulagdo de pessoas e em areas
afastadas da circulacao de pessoas; Confecgéo de caixas entomologicas
préprias para esse tipo de estudo; Observagdo de aspectos da morfologia
das formigas no estereomicroscopio; Elaboracdo de maquete destacando
a organizacao social das formigas.
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Vocé conhece a Pesquisas em revistas, livro didatico e videos; Observacao das formigas-
formiga-ledo? ledo provenientes da colegao zoologica da UFMS; Confecgéo de

caixas entomologicas préprias para esse tipo de estudo; Observagéo

de aspectos da morfologia das formigas-ledo no estereomicroscopio;
Elaboragcdo de maquete destacando o ciclo de vida das formigas-leéo.

A diversidade de Pesquisas em revistas, livro didatico e videos; Coleta de formigas no
formigas muda em um | pétio da escola em areas com Sol e sem Sol; Confec¢édo de caixas
ambiente com Sol e entomologicas proprias para esse tipo de estudo; Observagéo de

outro com sombra? aspectos da morfologia das formigas no estereomicroscopio; Elaboragéo

de maquete destacando a morfologia das formigas.

Quadro 1. Atividades desenvolvidas por alunos do Ensino Fundamental Il no Projeto de
Extensédo Cientista na Escola.

A apresentacgéo final realizada tanto no laboratério, quanto na Feira de Ciéncias,
permitiu aos alunos apresentar o que eles construiram, por meio das observagoes,
discussoes, levantamento de hipo6teses e conclusdes finais. O que de maneira geral causou
entusiasmo nos alunos, pela apropriagdo dos conhecimentos e pelo protagonismo dos
mesmos durante o processo. Esse processo vai de encontro com o desenvolvimento de
uma aula investigativa, na qual o professor atua como um mediador que estimula a busca
pela resposta, propde desafios, valoriza o conhecimento prévio dos estudantes e conduz
os alunos para uma reflex@o na busca de explicacdes que os levem as possiveis respostas
do problema apresentado (AZEVEDO et al., 2018; CARVALHO, 2013).

Atividades no ambiente escolar focadas na busca por resolucédo de problemas
da comunidade, dentro das bases de uma pesquisa cientifica, podem gerar resolucéo
de problemas do cotidiano, de maneira a aproximar o trabalho de um aluno ao ambiente
escolar e a sua comunidade como um todo (amigos da escola, vizinhos, pais etc.) (Figuras
3).

Figura 3. (A) Visao geral da apresentacgéo dos trabalhos na Feira de Ciéncias. (B) Maquete
montada para representagdo das formigas. (B) Caixa entomolégica confeccionada para
armazenamento das abelhas coletadas.

Fonte: os autores
Quando uma situacao problema é apresentada na sala de aula e os alunos tém

a oportunidade de buscar as respostas para sanar suas curiosidades, o processo de

ensino e aprendizagem torna-se mais participativo. A Base Nacional Comum Curricular
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(BRASIL, 2017) traz diversos desafios, entre eles, incluir mais investigacdo no processo de
aprendizagem, trabalhar o letramento cientifico e propor uma progresséo de aprendizagem
com habilidades. Nessa perspectiva, € importante a aproximagéo gradativa aos principais
processos, praticas e procedimentos da investigacao cientifica.

Os alunos do Ensino Fundamental Il trazem conhecimento sobre os animais, as
plantas, o funcionamento do corpo etc. Neste projeto foi observado que as atividades que
relacionam esse conhecimento adquirido com situagdes reais do meio onde esses alunos
estdo inseridos, propiciam e incentivam o gosto pela disciplina Ciéncias e pelas areas
que ela envolve. Embora a escola tenha a responsabilidade de propiciar um modelo de
educacao de qualidade para seus alunos, as universidades com seus projetos de extensao
podem contribuir com esse processo. O que além de somar para um ensino de qualidade,
colabora com a construcdo de uma sociedade mais justa e critica.

41 CONSIDERAGOES FINAIS

O projeto de extensao Cientista na Escola promoveu a integracao entre a comunidade
e a universidade, o que possibilitou uma transformacéo da realidade educacional dos
alunos envolvidos neste projeto. Ao apresentar o trabalho de um cientista para os alunos
cumpriu-se o papel de desmistificacdo da Ciéncia e de valorizacdo das universidades como
centros de desenvolvimentos de pesquisas voltadas para a comunidade. Nota-se que a
universidade possui um grande potencial de transformacéo social e pode ser compreendida
como um ambiente de formacao de profissionais cidaddos, com capacidade de construir
atividades voltadas para melhorias da qualidade de vida da sociedade.

O modelo de sequéncia didatica focada no ensino por investigacdo despertou nos
alunos curiosidade na busca por respostas para os problemas apresentados e ainda Ihes
permitiu se visualizarem na situacao de gerar respostas por meio de suas pesquisas. As
atividades desenvolvidas neste projeto mostram caminhos para formar cidaddos capazes
de ir além da mera reprodugéo de conteudo, sendo capazes de refletir e transformar suas

realidades pelo pensamento cientifico e critico.
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RESUMO: Tem sido amplamente discutido que
0 melanoma, um dos tipos mais letais de cancer,
pode adaptar temporariamente seu fenotipo
apods ciclos de tratamento quimioterapico ou
devido a pressdo microambiental para um
fenétipo que apresenta maior resisténcia ao
tratamento e se torna mais invasivo. Os dados
disponiveis sugerem que processos recorrentes
de reprogramacdo metabdlica estdo ativos
em células resistentes que sao dependentes
do metabolismo mitocondrial, apresentando
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alteracdes na sua morfologia e dindmica. Por
um lado, ha um fendtipo glicolitico baseado
no efeito Warburg, caracterizado por células
fermentadoras e com alta proliferagdo. Por outro
lado, existe um fenoétipo mais oxidativo, onde a
principal fonte de produgéo de ATP é a fosforilagao
oxidativa mitocondrial. Este fendtipo pode ser
representado por células com taxas de divisao
lenta (também chamadas de células slow-cycling)
e alta expresséo do fator epigenético JARID1B
(enzima histona lisina demetilase) e o regulador
mestre da diferenciacdo de melanécitos (MITF).
Aqui, revisamos aspectos da reprogramacéao
metabdlica do cancer, com foco no melanoma,
e sua relagao com a resisténcia a quimioterapia.

PALAVRAS-CHAVE: Melanoma, adaptacéo
metabolica, mitocondria, OXPHOS, quimio-
resisténcia.

METABOLIC REPROGRAMMING
IN MELANOMA CHEMOTHERAPY-
RESISTANT CELLS

ABSTRACT: It has been widely discussed that
melanoma, one of the most lethal types of cancer,
can temporarily adapt its phenotype after cycles
of chemotherapy or due to micro-environmental
pressure for a phenotype that is more resistant
to treatment and becomes more invasive. The
available data suggests that recurrent metabolic
reprogramming processes are active in resistant
cells, which are dependent on mitochondrial
metabolism, with changes in their morphology
and dynamics. On the one hand, there is a
glycolytic phenotype based on the Warburg
effect, characterized by fermenting cells with
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high proliferation. On the other hand, there is a more oxidative phenotype, where the main
source of ATP production is mitochondrial oxidative phosphorylation. This phenotype can be
represented by cells with slow division rates (also called slow-cycling cells) and high expression
of the epigenetic factor JARID1B (histone lysine demethylase) and of the master regulator of
melanocyte differentiation (MITF). Here, we review aspects of metabolic reprogramming in
cancer, with a focus on melanoma, and its relationship with resistance to chemotherapy.
KEYWORDS: Melanoma, metabolic adaptation, mitochondria, OXPHOS, chemotherapy-
resistance.

11 INTRODUGAO

O melanoma é a forma de cancer de pele mais agressiva. Originada dos
melanocitos, células responsaveis pela produgcdo de melanina e derivadas da crista
neural, que sdo encontradas principalmente na camada basal da epiderme e nos foliculos
capilares (LEONARDI et al., 2018). O risco de desenvolvimento desta neoplasia &
predominantemente ambiental, estando geralmente associado a exposi¢cdo cronica da
pele ao sol. O melanoma possui alta capacidade metastatica e aproximadamente 10% dos
pacientes sdo diagnosticados ja no estagio avancado, o que implica em baixas taxas de
sobrevida (LEONARDI et al., 2018). Por isso ha a necessidade de amplas campanhas de
conscientizacao da populagao para estimulo do autoexame de pele, conhecido como ABCD,
que busca a presenca de nevos com Assimetria, Bordas irregulares, heterogeneidade de
Cores e com crescimento Dindmico (SHAIN; BASTIAN, 2016).

Devido a eficiéncia limitada das quimioterapias convencionais, alguns
biomarcadores vém sendo utilizados para determinar a elegibilidade do paciente para
tratamentos direcionados. As principais mutacdes genéticas presentes em melanomas
estdo relacionadas aos proto-oncogenes BRAF (B-Raf), NF1 (Neurofibromina 1) e
NRAS (N-Ras), que resultam em células adictas a via de sinalizagao MAPK (RAF/MEK/
ERK) (LEONARDI et al., 2018). Em pacientes com a expressédo do oncogene BRAF, que
representa 37 a 50% dos casos, de melanoma portadores de uma mutacéo somatica (GRAY-
SCHOPFER; WELLBROCK; MARAIS, 2007). Foi demonstrado que os inibidores de BRAF,
dabrafenibe (GSK2118436) ou vemurafenibe (PLX4032), e o inibidor de MEK, trametinibe
(GSK1120212), em terapia combinada, melhoraram a sobrevida geral de pacientes de
melanoma. No entanto, a regresséo tumoral inicial & sucedida por uma recidiva rapida do
tumor causada pela sobrevivéncia (e sele¢ao) de células tumorais residuais com resisténcia
adroga (SULLIVAN; FLAHERTY, 2013). Logo, a identificacdo dos mecanismos subjacentes
de resisténcia a medicamentos tem sido foco de intensa pesquisa a nos ultimos anos.

Surpreendentemente, as adaptacdes metabdlicas nessas células cancerosas que
s@o responsaveis pela recidiva do tumor ndo segue a concepcgao classica do fenétipo
celular dependente de altas taxas glicoliticas como principal fonte de energia, também
conhecido como Efeito Warburg (CANTOR; SABATINI, 2012; VOGEL et al, 2019).
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Portanto, & amplamente aceito que as mutagcbes em BRAF levam a uma reprogramacao
do metabolismo das células de melanoma de glicoliticas (fermentadoras) para oxidativas
(dependentes da atividade da mitocéndria); e como consequéncia, os inibidores de BRAF
também alteram profundamente o metabolismo dessas células (HAQ et al., 2013; ROESCH
et al., 2013). Assim, este capitulo discutirda os processos de adaptacdo bioenergética
relacionadas a resisténcia do melanoma, a terapia alvo e sua capacidade de desafiar o
Efeito Warburg, apresentando um metabolismo oxidativo e dependente da mitocéndria.

21 METABOLISMO ENERGETICO DO MELANOMA

Ha quase um século, o bioquimico aleméo Otto Warburg propds que a dependéncia
das células neoplasicas pela glicolise para obtengdo de energia era causada por uma
suposta disfungdo mitocondrial. Estudos subsequentes mostraram que as células tumorais
podem usar a respiracdo mitocondrial, entretanto ha uma preferéncia metabdlica por
converter glicose em lactato, mesmo na presenca de oxigénio, um fenémeno cunhado como
glicdlise aerodbica ou Efeito Warburg. Embora a glicélise produza uma menor quantidade
de moles de ATP por mol de glicose, quando comparada com o processo de fosforilagcéo
oxidativa, esta via metabdlica também permite o fornecimento de biomassa (na forma de
derivados de carbono) para a biossintese de macromoléculas, fundamentais para suportar
a alta taxa de proliferacéo celular. Assim, a alta atividade da via glicolitica € responséavel
pela alta atividade mitética de células cancerosas (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Além
disso, essa rota metabdlica, juntamente com a via das pentoses fosfato (PPP), recicla
os niveis de NADPH, que é fundamental para fornecer poder redutor essencial para os
processos anabolicos necessarios para sustentar essa alta replicacao celular.

Por conseguinte, as células de melanoma com a mutagdo BRAFY®%E apresentam
niveis elevados do fator de transcricdo induzido por hipéxia 1 alfa (HIF1a), molécula
classicamente descrita por induzir a transcricdo de genes envolvidos com proliferagéo,
sobrevivéncia celular e metabolismo da glicose, principalmente pela hiperativacdo da via
MAPK (Fig. 1a) (HAQ et al., 2013; MARCHETTI et al., 2018; YEUNG; PAN; LEE, 2008). Essa
hiperativacdo ndo é exclusiva das células que contém mutacdes BRAF, visto que até 90%
dos melanomas apresentam um estado de ativacao aberrante da via MAPK (LEONARDI et
al., 2018). A enzima piruvato desidrogenase cinase (PDK), que é um dos alvos de HIF1aq,
contribui para a baixa atividade mitocondrial no melanoma. A PDK controla a utilizagdo de
carbono da glicose no ciclo do &acido tricarboxilico (TCA) via inibicdo da enzima piruvato
desidrogenase (PDH). Essa inibic&o resulta em altos niveis de lactato sérico observados em
pacientes de melanoma com mutacao para BRAF (HAQ et al., 2013; RATNIKOV, B. I. et al.,
2017). Também foi identificado no melanoma o aumento na expressao dos transportadores
de glicose, bem como de varios genes glicoliticos, resultando em fenétipo classicamente
Warburg devido a ativagéo aberrante da via MAPK (THEODOSAKIS et al., 2015).
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Esse fendmeno (hiperativacdo da via glicolitica) é tdo pronunciado que pode ser
utilizado para diagndéstico de areas tumorais em imagens obtidas por tomografia por emisséao
de positrons/tomografia computadorizada com fluoro-deoxi-glicose (FDG-PET/CT). Assim,
se identifica in vivo a enorme captagéo de glicose em diferentes tipos de céancer, quando
comparada ao tecido saudavel. Em melanoma, as imagens FDG-PET/CT de pacientes
apos o tratamento com inibidores BRAF e MEK mostram uma diminuigéo substancial na
captacéo de FDG (SCHMITT et al., 2018).

Alteragcbes metabolicas no melanoma se estendem além da glicélise aerobica;
essas células também podem se tornar dependentes da glutamina, independentemente do
histérico oncogénico (RATNIKOV et al., 2015). A oncoproteina c-Myc regula positivamente
a enzima glutaminase (GLS), que catalisa a conversdo de glutamina em glutamato néao
apenas para abastecer o ciclo do TCA, mas também para induzir a biossintese de prolina
a partir da glutamina (LIU et al., 2012). Além disso, foi demonstrado que células BRAFY6®E
apresentam ativagdo de Oct-1 (POU classe 2 homeobox 1) para promover a regulagao
positiva das enzimas mitocondriais cetogénicas 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoAsintase 1 e liase
(HMGCS1 e HMGCL, respectivamente), evidenciando um importante papel da cetogénese
no cancer (Fig. 1a). A ativacdo de Oct1 aumenta os niveis intracelulares de aminoacidos
e, especificamente, promove a ligagdo de BRAFV®E a MEK1 e, subsequentemente,
a fosforilagdo de MEK1 (KANG et al., 2015). Além disso, Oct-1 diminui 0 metabolismo
mitocondrial através da inibicdo do fator de transcricdo PGC1a (coativador de receptor
gama ativado por proliferador de peroxissoma 1), reforcando o Efeito Warburg (GIRNUN,
2012). O estado anabdlico também é sustentado evitando a ativagdo da proteina cinase
ativada por AMP (AMPK), um sensor essencial nas vias de estresse energético celular, que
estimula a produgdo de ATP nas vias catabélicas. Em células BRAFVYS®E, a serina/treonina
cinase LKB, que fosforila e ativa diretamente a AMPK, é inibida pela atividade de ERK,

favorecendo o uso de recursos energéticos por vias anaerdbias (ZHENG et al., 2009).

31 MECANISMOS METABOLICOS NO PROCESSO DE RESISTENCIA DO
MELANOMA

Recentemente, muitos estudos relataram uma adaptacdo metabdlica em resposta
ao tratamento com inibidores BRAF/MEK/ERK relacionado a um aumento nas taxas
metabdlicas mitocondriais, o que leva a recorréncia da doenca (HAQ et al., 2013; LEBLEU
et al., 2014; NAKAGAWA et al., 2016; VOGEL et al., 2019). Clinicamente, o aumento da
expressao de genes relacionados a rede de biogénese mitocondrial foi observado em duas
coortes independentes, tendo sido associadas a pior sobrevida geral de pacientes com
melanoma (ZHANG et al., 2016). A literatura apresenta indicios que a resisténcia a drogas,
caracterizada por alto metabolismo oxidativo mitocondrial (OXPHOS, fosforilagcdo oxidativa),
pode estar relacionada a dois estados de diferenciacdo: (1) um fenétipo desdiferenciado
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comumente caracterizado pela alta expressao da enzima histona lisina demetilase (KDM)
JARID1B e baixa expressao do fator de transcricéo indutor de melandcitos (MITF); ou (2)
um fendtipo diferenciado caracterizado por alta expressao de MITF e de PGC1a. Delgado-
Goni e colegas demonstraram que a reativacdo do metabolismo mitocondrial durante o
tratamento com vemurafenibe ndo € uniforme. Em seu estudo, a inibicdo de BRAF deu
origem a trés clones de células de melanoma com diminuicdo do consumo de glicose;
um com metabolismo OXPHOS por meio da atividade anaplerética da enzima piruvato
carboxilase; os outros dois clones se redirecionaram para o metabolismo lipidico e
aumentaram a sintese de prostaglandina E2, sendo mais responsivos ao inibidor BRAF
quando co-tratados com um inibidor de EGFR (receptor do fator de crescimento epidérmico).
Isso indica a importancia do metabolismo lipidico e das vias EGFR na reativagdo de ERK
nessas células (DELGADO-GONI et al., 2019).

Os melanomas com JARID1Ba®* s&o intrinsecamente resistentes a quimioterapia.
Este fenotipo ocorre espontaneamente em baixa frequéncia na massa tumoral, mas
a porcentagem desta subpopulacdo pode aumentar sob tratamentos como cisplatina,
vemurafenibe ou temozolamida (ROESCH et al., 2013). O perfil protedmico desse fenétipo
revelou a regulacgédo positiva de varios membros da cadeia transportadora de elétrons (CTE),
como a NADH desidrogenase (Complexo 1), ubiquinol citocromo ¢ redutase (Complexo 1l1),
citocromo c¢ oxidase (Complexo V) e ATP sintase; assim com a regulagdo negativa de
enzimas glicoliticas, como a hexoquinase | (HK1) e 2 (HK2) (ROESCH et al., 2013). Nesse
sentido, as células com superexpressao de JARID1B apresentam OXPHOS alta (Fig. 1b),
dependente de glicose, glutamina e acidos graxos, apresentando niveis intracelulares
elevados de substratos da B-oxidagdo, concomitantemente a niveis reduzidos de lactato
(HAQ et al., 2013; VOGEL et al., 2019).

Outro programa metabdlico adaptativo que limita a eficacia dos inibidores de BRAF
ocorre ao ativar o fator de transcricao MITF, que se transloca para o nucleo e ativa a
expressao de PGC1la (VAZQUEZ et al., 2013). Esse feno6tipo também parece ser um
fator chave no processo de metastase, uma vez que as células cancerosas circulantes
apresentaram dependéncia da expressdo elevada de PGC1a para desenvolver um
potencial invasivo (LEBLEU et al., 2014). Clinicamente, as bidpsias de pacientes tratados
com inibidores de BRAF mostraram expressao aumentada de MITF (HAQ et al., 2013).

A reconexao metabdlica em células de melanoma resistentes a inibidores de BRAF
também é promovida pelo microRNA miR-211. Embora seja um alvo transcricional do
MITF e haja uma correlagcéo positiva de suas expressoes, a atividade do miR-211 néo é
necessariamente devida ao MITF (DIAZ-MARTINEZ et al., 2018). Mazar e colaboradores
demonstraram que a expressdo ectopica de miR-211 regula a respiragdo mitocondrial,
aumentando a converséo de piruvato a acetil-CoA para alimentar o ciclo de TCA nalinhagem
celular A375 pela regulacéo negativa de PDK4 (MAZAR et al., 2016). Como esperado,
ocorre um aumento na taxa de consumo de oxigénio (OCR, do inglés oxygen consumption
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rate), de intermediarios TCA (citrato, a-ceto-glutarato, succinato, fumarato e malato), de
expressao dos complexos respiratorios e diminuigdo da razdo NADP*/NADPH (SAHOO et
al., 2019). Em contraste, a deficiéncia de miR-211 induzida pela dele¢éo via CRISPR/Cas9
diminuiu a OCR sem modificar a taxa de acidificagdo extracelular ou massa mitocondrial
(SAHOO et al., 2019). Além disso, a deficiéncia de miR-211 diminuiu a capacidade de
reserva respiratéria, que é descrita como a capacidade de aumentar a transferéncia de
elétrons pela CTE de acordo com a demanda de energia, sugerindo um comprometimento
da capacidade de responder ao estresse bioenergético. E importante ressaltar que a
delecdo do miR-211 promove a sensibilidade de células de melanoma ao medicamento
vemurafenibe (SAHOO et al., 2019).

Como os tratamentos com inibidores de BRAF causam estresse celular, a autofagia
foi descrita como um dos processos adaptativos em células resistentes (MARTIN ef al.,
2017). Recentemente, foi descrito que alta expressdo de MITF e miR-211 sustenta um
sistema de amplificacdo da autofagia sob inibicdo de mTOR por inani¢cdo ou tratamento
com Torin-1 (OZTURK et al., 2019). Neste contexto, o MITF pode se translocar para o
nucleo para ativar alvos relacionados a autofagia, bem como miR-211. Curiosamente, miR-
211 reforga o processo autofagico ao diminuir o sinal de mTOR, estimulando a localizacéo
nuclear de MITF, bem como o regulador mestre de genes da biogénese lisossomal TFEB
(fator de transcricéo EB) (OZTURK et al., 2019). A secrecéo de ATP mediada pela autofagia
foi observada em células resistentes ao inibidor de BRAF e confirmada por knockdown
de genes de autofagia, que atenuaram os niveis de ATP extracelular (eATP) (MARTIN et
al., 2017). Este eATP, por sua vez, é captado por meio do receptor purinérgico P2RX7,
promovendo vias de invaséo.
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Figura 1: Esquematizacéo de vias metabolicas que estao diferencialmente ativadas e
inibidas nos diferentes fen6tipos celulares em melanoma (a) células glicoliticas, onde ha
redirecionamento de carbono para as vias anapleréticas e, concomitantemente processos de
fissdo mitocondrial. (b) Células com metabolismo altamente oxidativo, que utilizam maior parte
do carbono para oxidag&o total até CO,, havendo alta produgéo de EROS e processos ativos
de fuséo mitocondrial.
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L!I ESTRESSE OXIDATIVO, RESPOSTA ANTIOXIDANTE E MICROAMBIENTE
ACIDO

O alto nivel de estresse oxidativo devido a atividade mitocondrial € uma das
caracteristicas das células de melanoma resistentes, ja que a maioria das EROs (espécies
reativas de oxigénio) celulares sdo subproduto da respiracao mitocondrial (CIERLITZA et
al., 2015; ZHANG et al., 2016). O nivel de malondialdeido, um biomarcador de peroxidacao
lipidica dependente de EROs, encontra-se elevado no plasma de pacientes apds um més de
tratamento com vemurafenibe (CORAZAO-ROZAS et al., 2013). Embora EROs promovam
muitos aspectos do desenvolvimento e progressao tumorais, a ativagdo do sistema de
defesa antioxidante é uma estratégia das células tumorais para modular e controlar
sua acdo (Fig. 1b). O subconjunto de células MITFa°/PGC1a3®* tem niveis aumentados
da enzima superéxido dismutase mitocondrial (SOD2), e sua presenga na membrana
mitocondrial interna permite a dismutacdo imediata de anions superoxido, produzidos
pela atividade da OXPHOS, em peroxido de hidrogénio (VAZQUEZ et al., 2013). Essas
células também apresentam regulagéo positiva do fator respiratério nuclear (NRF2), que
desempenha um papel fundamental na resposta antioxidante contra o estresse oxidativo
(ZHANG et al., 2016). O aumento da atividade do NRF2 leva a ativacédo da PPP e a
producdo de NADPH, que esta envolvido na regeneracdo da glutationa reduzida (GSH),
alterando o potencial redox dependente da glutationa (relacdo GSH/GSSG) (KHAMARI
et al., 2018). Consequentemente, essas rotas protegem as células resistentes MITFat/
PGC1ad® de sua propria alta producdo de EROs por meio do aumento da atividade
mitocondrial, além do estresse oxidativo induzido por moléculas como PEITC (isotiocianato
de fenetil), H,O

haja nenhuma evidéncia clara de que o NRF2 é regulado positivamente nas células de

,»» Piperlongumina e vemurafenibe (VAZQUEZ et al., 2013). Embora né&o
melanoma JARID1B2%, este fen6tipo muda o uso de carbono da glicolise para um fluxo
elevado através da PPP, reciclando o NADPH, que entdo contribui para uma capacidade
antioxidante dependente de GSH aumentada (VOGEL et al., 2019).

A plasticidade do melanoma permite que ele sobreviva em microambientes
hostis. Sob microambiente acido, a expressdo de SOX2 é estimulada e contribui para
o0 metabolismo OXPHOS. O knockdown de SOX2 em células de melanoma expostas a
ambiente acido inibe a atividade de PGC1a e aumenta a expressao de transportadores
de glicose (GLUTs), HK2, PDK1 e lactato desidrogenase A (LDHA) (ANDREUCCI et al.,
2018). Consequentemente, foi relatado que as linhagens celulares de melanoma A375 e
SK-MEL-28 adquiriram resisténcia a cisplatina em condi¢des de cultura em pH baixo (6 a
7) (NOGUCHI et al., 2017).

51 DINAMICA MITOCONDRIAL NA AGRESSIVIDADE DO MELANOMA

Ao longo dos processos de progressdo do melanoma e aquisicao de resisténcia
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ao tratamento quimioterapico, as alteragdes metabolicas estdo diretamente associadas as
diferencas morfoldgicas encontradas nas mitocdndrias, pelos processos de fusédo e fissédo
mitocondriais (Fig. 1) (KASHATUS et al., 2015). Enquanto a hiperativacdao da via BRAF/
MAPK/ERK induz um fenétipo altamente glicolitico no melanoma, células resistentes aos
inibidores BRAF/MAPK apresentam alterag6es no metabolismo para um perfil de OXPHOS
(HAQ et al., 2013; MARCHETT!I et al., 2018; YEUNG; PAN; LEE, 2008).

Essa readaptagdo metabdlica é acompanhada por uma alta expressao de PGC1a,
que modula a biogénese mitocondrial (HAQ et al., 2013). PGC1a se liga a muitos fatores
de transcricdo associados a fungéo respiratéria mitocondrial, induzindo a expresséo de
genes envolvidos nestes processos, ao passo que os niveis de mtDNA se mantém. Isso é
seguido por ativagcédo da fusdo mitocondrial de forma rapida na grande maioria das células
(FRIEDMAN; NUNNARI, 2014; SERASINGHE et al., 2018).

Um estudo sobre a relacdo entre a produgéo de melanina e a dindmica mitocondrial
mostrou que ERK tem um efeito anti-melanogénico e induz fragmentacdo mitocondrial
pela ativagdo de Drp1 (proteina 1 relacionada a dinamina) (KIM et al., 2014). A Drp1 é
uma GTPase que regula a fissdo mitocondrial, sua fosforilacao na serina 616 (S616) induz
ativacédo e translocacao para a mitocondria, enquanto a fosforilagdo na serina 637 (S637)
inibe ambos os processos (REHKLAU et al., 2017). ERK1/ERK2 podem fosforilar S616
de Drp1, e esta atividade é um pré-requisito para tumorigénese induzida por alteracéo
de MAPK. Assim, a expresséo aberrante de proteinas da via de sinalizacdo MAPK/ERK
no melanoma aumenta a expressdo de Drp1 e fosforilacdo de S616, levando a fissao
mitocondrial, enquanto diminui a OCR (KASHATUS et al., 2015; SERASINGHE et al., 2015).
A fosforilagdo Drp156'® em nevos displasicos € um biomarcador promissor, juntamente com
a mutacdo BRAFV®E para determinar quais lesGes apresentam maior probabilidade de
se transformar em melanoma (WIEDER et al., 2015). No entanto, um exame qualitativo
das mitocOndrias por microscopia eletrdnica em células resistentes ao inibidor de BRAF
mostrou alteragcdes morfologicas, incluindo significativamente mais cristas com amplo
espaco intracrista, quando comparadas as mitocondrias de células sensiveis (CORAZAO-
ROZAS et al., 2013, 2016).

O mecanismo do recrutamento mitocondrial de Drp1, bem como sua oligomerizagédo
em torno da membrana mitocondrial externa (MME), parece ser conduzido pela
polimerizagdo da actina por estimulagdo da proteina INF2 (formina 2 invertida ligada ao
ER) (CHAKRABARTI et al., 2018). A atividade da actina na fissdo mitocondrial depende
de sua estabilizacdo em sua forma filamentosa (F-actina), processo que é controlado
pela proteina cofilina-1. Quando desfosforilada, a cofilina-1 se liga a F-actina e induz sua
despolimerizacdo em mondmeros de actina livres (G-actina). Assim, a cofilina-1 diminui
a atividade de Drp1 ao desmontar F- em G-actina, regulando negativamente a fissdo
mitocondrial (REHKLAU et al., 2017). Uma rede mitocondrial notavelmente fusionada é

uma caracteristica nas células resistentes aos inibidores BRAF/MAPK devido a perda
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da fosforilacdo em S616 de Drp1, enquanto em células sensiveis sua atividade causa
fragmentagé@o mitocondrial (KASHATUS et al., 2015; SERASINGHE et al., 2015). Embora
existam evidéncias que apoiam a regulagédo da cofilina-1 sobre os processos de fisséo
mitocondrial dependentes de Drp1, essa relacdo em melanoma, especificamente, ainda
€ desconhecida. Além disso, a cofilina-1 foi relatada como reguladora da migragéo celular
tardia e metastase em diferentes tipos de cancer (CASTRO et al., 2010; HENSLEY et al.,
2016; IBANEZ et al., 2019; POPOW-WOZNIAK et al., 2012). Em um trabalho de nosso
grupo de pesquisa apresentamos um modelo celular de melanoma humano composto por
sub-clones estaveis com caracteristicas biologicas distintas, como produgcéo de melanina
e potencial metastatico. Em um subclone metastatico, encontramos maior expressao de
cofilina-1, bem como elevada producdo de ROS (BRACALENTE; SALGUERO; et al.,
2016). Curiosamente, niveis aumentados de ROS podem ser uma estratégia para sustentar
a metéstase por oxidacao da proteina fosfatase slingshot 1 (SSH-1L) que se libera de sua
proteina reguladora e ativa a cofilina-1 por desfosforilagdo (BRACALENTE; SALGUERO;
et al., 2016).

A cofilina-1 desempenha um papel fundamental em varios processos celulares, e
sua concentragéo ou localizagédo subcelular pode influenciar sua fungéo. Li e colaboradores
mostraram que a exposi¢cdo de células cancerosas ao composto Erucin promove nao
apenas a desfosforilagédo da cofilina-1, mas também a translocagéo da cofilina-1 e de Drp1
para a mitocondria, levando a fisséo e apoptose (LI et al., 2015). Outro estudo mostrou que
a fissdo mitocondrial em resposta ao tratamento com estaurosporina/etoposideo/CCCP
sé@o dependentes de cofilina-1 (LI et al., 2018). Este estudo propbés que Drp1 e G-actina
translocam para a mitocéndria para formar o anel helicoidal em locais de constricdo no
inicio do processo de fissdo mitocondrial. Posteriormente, a cofilina-1 se transloca para
a mitocondria para despolimerizar a F-actina. Como resultado, ha uma dissipagéo do
potencial de membrana mitocondrial (LI et al., 2018). Além disso, a cofilina-1 também pode
apresentar localizacdo subcelular nuclear sob estimulos quimicos ou fisicos especificos,
estando correlacionados com resisténcia em adenocarcinomas pulmonares (BECKER et
al., 2013). Recentemente, o0 mesmo fenémeno foi observado em uma coorte de pacientes
de melanoma, na qual a agressividade da doenca foi correlacionada com a localizagéo
subcelular nuclear desta proteina (BRACALENTE et al., 2018). Portanto, ndo € importante
apenas a expressao de cofilina-1 elevada, mas também sua localizacdo, que pode ser usada
como um marcador de prognéstico no melanoma e na progresséo da lesédo (BRACALENTE
et al., 2018; BRACALENTE; IBANEZ; et al., 2016; BRACALENTE; SALGUERO; et al.,
2016; IBANEZ et al., 2019).

Além da morfologia mitocondrial e de sua distribuicdo celular, algumas proteinas
que compbem a estrutura de membrana dupla dessa organela sdo responsaveis pela
sobrevivéncia celular. Enquanto proteinas integrais da membrana mitocondrial interna

(MMI) coordena a OXPHOS, proteinas que interagem com a MME controlam a abertura do
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poro de permeabilidade transitéria e a apoptose. A apoptose é ativada quando a familia de
proteinas pré-apoptoéticas Bel-2 desencadeia aliberacao de citocromo cpara o citoplasma. As
atividades das proteinas da familia Bcl-2 sdo mediadas por meio de interacdes com o canal
aniénico dependente de voltagem 1 (VDACT1), que controla a permeabilidade mitocondrial
(SERASINGHE et al., 2018). O inibidor de BRAF induz a acumulag¢do mitocondrial de ATF2,
que por sua vez induz a dissocia¢do de BIM (proteina pro-apoptética associada a Bcl-2) do
complexo BIM/Mcl-1 (Regulador de apoptose MCL1) resultando na ativagcao dos processos
apoptoticos dependentes da mitocdndria. Finalmente, o BIM interage com VDAC1 para
liberar o citocromo ¢, promovendo a apoptose. E relevante destacar que a oligomerizacéo
de VDAC1 é necesséria para que ocorram as alteracbes mitocondriais. No entanto, células
que adquiriram resisténcia ao inibidor de BRAF apresentam inibicdo da oligomerizacéo
de VDAC1 (GAO et al., 2015). Outra proteina Bcl-2 pré-apoptoética envolvida em células
resistentes ao inibidor de BRAF é a BIK (matador de interagdo com BCL2). A subpopulacao
de células resistentes, caracterizado por uma parada no ciclo celular, apresenta baixos
niveis de mRNA codificante de BIK. A expresséao ectopica de BIK em células resistentes
leva a sensibilidade a exposicao subsequente ao tratamento com vemurafenibe/trametinibe
(BORST et al., 2017). Em concordancia, tumores contendo células com maiores niveis
de sinalizagdo pré-apoptética tornam-se mais sensiveis (0 chamado “priming para
morte”), apresentando uma melhor resposta clinica a diferentes agentes quimioterapicos
(MONTERO et al., 2015).

Em resumo, as evidéncias de pesquisa apresentadas destacam o papel fundamental
da mitocéndria no melanoma ndo apenas como fonte de energia celular, mas também
como coordenadora dos processos de invasao, influenciando o seu arranjo morfologico
e o destino celular, determinando em ultima instancia a progressao tumoral ou apoptose.

61 CONCLUSAO

Coletivamente, existem na literatura muitos indicios de que uma subpopulacéo de
células tumorais que compartilha o mesmo perfil metabdlico pode ser responsavel pela
manutencao, metastase e recidiva do melanoma ap6s o tratamento. Mesmo apresentando
ampla diversidade genética, o fenétipo resistente converge para um conjunto de
caracteristicas semelhantes, em que células apresentam ciclo celular lento, aumento
nas taxas metabdlicas mitocondriais e morfologia mitocondrial fusionada. A existéncia
desta subpopulacéo levanta a possibilidade de um alvo clinico valioso para tratamentos
combinados com quimioterapicos e para terapia alvo. Portanto, &€ necesséario um esforco
coordenado para melhorar nossa compreensao da dindmica desse fenétipo agressivo e
sua relagcdo com o metabolismo tumoral. Assim, serd possivel, alcangar um tratamento
majoritariamente eficiente e que tenha como alvo vérias das vantagens metabdlicas

apresentadas por células tumorais responsaveis pela recidiva.
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RESUMO: Os recursos aromaticos da Amazoénia
sao considerados ndo apenas matéria-prima ou
ponto de partida para a descoberta de novas
moléculas, mas também como um recurso
natural potencialmente ativo. Cada vez mais,
estudos com plantas aromaticas dependem da
inter-relagcéo entre os diversos profissionais e
disciplinas que compdem o estudo para que mais
resultados promissores sejam alcancados, além
de contribuir para o melhor uso e disponibilidade
destes recursos naturais. As plantas aromaticas
da Amazénia séo consideradas fonte renovavel
apropriada para obtencdo de Oleos essenciais,
aos quais sao atribuidas muitas atividades
biolbgicas que decorrem da grande diversidade
de suas composicbes quimicas. Diante da
diversidade de substancias bioativas presentes
em O6leos essenciais, este capitulo de livro
faz uma abordagem sobre a importancia das
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DE OLEOS ESSENCIAIS

plantas aromaticas da Amazénia, destacando as
principais familias vegetais produtoras de 6leos
essenciais bem como os principais métodos
de extragdo, composicdo quimica e aplicagéo
diversa dos 6leos essenciais.
PALAVRAS-CHAVE: Plantas aromaticas. Oleo
essencial. Metabdlitos secundarios.

AROMATIC RESOURCES OF THE
AMAZON: OBTAINING, CHEMICAL
COMPOSITION AND APPLICATION OF
ESSENTIAL OILS

ABSTRACT: Amazon aromatic resources are
considered not only raw material or starting
point for the discovery of new molecules, but
also as a potentially active natural resource.
Increasingly, studies with aromatic plants depend
on the interrelationship between the various
professionals and disciplines that make up the
study so that more promising results are achieved,
in addition to contributing to the best use and
availability of these natural resources. Amazon
aromatic plants are considered appropriate
renewable source for obtaining essential oils, to
which many biological activities are assigned from
the great diversity of their chemical compositions.
Faced with the diversity of bioactive substances
present in essential oils, this book chapter makes
an approach on the importance of the Amazon
aromatic plants, highlighting the main vegetable
families producing essential oils as well as the
main extraction method, chemical composition
and diverse application of essencial oils.
KEYWORDS: Aromatic plants. Essential oil.
Secondary metabolites.
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11 INTRODUGAO

O Brasil é o pais que apresenta maior diversidade vegetal do mundo, atingindo uma
extraordinaria biodiversidade na Amazdnia e, consequentemente, abriga uma diversificada
fonte de produtos naturais (FIORAVANTI, 2016). Mesmo o Brasil abrigando o maior banco
natural de angiospermas do mundo e apresentando potencial de uso variado das plantas
aromaticas, ainda tem muito que investir no conhecimento da diversidade e valor dessas
plantas. A exuberancia da flora da Amazénia abriga 50% da biodiversidade mundial e 22%
de todas as plantas superiores, contudo diversos recursos naturais se perdem a cada
quildbmetro quadrado de floresta destruida (ZAPPI et al., 2015).

Acredita-se que estudos sobre os efeitos de plantas aromaticas na saude humana,
controle de vetores de doencas, ou como matérias-primas para as industrias quimicas,
alimenticias e de cosméticos possam contribuir para sua conservacgao e utilizagédo racional
(RIBEIRO, 2016).

Ousodeplantas e seus produtos derivados constituium mercado altamente promissor,
uma vez que a utilizagdo de espécies vegetais, com fins terapéuticos, alimenticios, para a
producao de cosméticos, perfumes ou outros produtos, vem se tornando crescente a cada
dia em todo o mundo. Existem na regiao Amazonica grupos de pesquisas importantes que
vem trabalhando para apresentarem potencial econémico de plantas aromaticas e inserir
no mercado mais produtos com aplicacdo comercial. E importante que cada pesquisador
considere o papel social que possui e 0 quanto, por meio de seus estudos e pesquisas,
pode colaborar com o desenvolvimento do pais, especialmente na criagdo de melhores
condi¢bes para a populacgéo.

21 PLANTAS AROMATICAS DA AMAZONIA

A Amazébnia apresenta uma expressiva fracdo da diversidade mundial de plantas,
animais e microrganismos. Estima-se a existéncia de quarenta mil espécies de plantas
vasculares, das quais, trinta mil sdo endémicas na regido amazénica (FORZZA, 2010).
Nesta regido, ha registros de duas mil espécies medicinais usadas pela populagéo local
como medicamentos, além de cerca de 1.250 espécies de plantas aromaticas (MAIA;
ANDRADE, 2009).

Plantas arométicas s@o espécies vegetais que possuem aroma capaz de sensibilizar
o olfato, geralmente de forma agradavel, cujos principios ativos séo constituidos, total ou
majoritariamente, por esséncias (CORREA JUNIOR et al., 2014). As plantas aromaticas
sé@o usadas desde tempos imemoriais pelos indios e fazem parte do cotidiano amazonico,
independente do estrato social, religido ou grupo étnico. Foram apropriadas pelos brancos
e seus descendentes caboclos e ribeirinhos, urbanos, classe média ou alta, que as
utilizam na alimentagéo, na medicina, na cosmética natural, na perfumaria e nos rituais da
aromaterapia amazodnica (BARATA, 2012). Embora o conhecimento do poder de plantas
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aromaticas seja milenar, somente nos ultimos anos tem havido um interesse maior por
parte de farméacias de manipulacao, industrias alimenticia e de medicamentos, e em varios
ramos da biotecnologia, constituindo um mercado altamente promissor (SALES, 2015).

Os recursos naturais aromaticos da Amazénia séo considerados uma fonte renovavel
apropriada para a produgdo de 6leos essenciais e produtos derivados com interesse
cormercial. As principais familias de plantas aromaticas que predominam na regiao
amazonica sdo (em ordem decrescente): Piperaceae, Asteraceae, Myrtaceae, Lamiaceae,
Annonaceae, Lauraceae, Euphorbiaceae, Verbenaceae, Scrophulariaceae, Anacardiaceae
(MAIA; ANDRADE, 2009). A Amazénia é rica em espécies aromaticas, contudo diversos
recursos naturais se perdem a cada quildmetro quadrado de floresta destruida. Estima-se
que o desmatamento tenha devastado até o ano de 2020 cerca de 438.006 km? de floresta
e a principal consequéncia do desflorestamento na Amazénia € a perda de biodiversidade
(INPE, 2021).

Essa floresta abrange quatro milhdes de quildmetros quadrados (km2) no territério
brasileiro e se estende a nove estados do pais (Figura 1).

O Estado do Maranhdo (oeste do meridiano 44°) foi incorporado a Amazobnia
brasileira pela Lei 1.806, de 06 de janeiro de 1953, e representa um dos estados que mais
desmataram a floresta. Atualmente, a Amazénia Maranhense apresenta menos de 25% de
sua vegetacgéao original (INPE, 2021).

No Maranh&o, a regido amazdnica propriamente dita é compreendida pelas regides
a oeste do paralelo 44 ° e detém 26% do bioma amazbnico (MARLUCIA; OLIVEIRA, 2011).
Aparece no cenario nacional como uma das &areas de maior diversidade vegetal, contudo
quanto menor a quantidade de informacgdes sobre os recursos existentes e possiveis formas
de utilizacdo sustentavel, mais dificil € conscientizar a popula¢do da necessidade de sua
conservagao. Muito ainda tem que se investir no conhecimento da sua flora, pois poucas
espécies tém sido descritas quanto as suas caracteristicas morfologicas, composicéo
quimica e atividades biolégicas (MUNIZ, 2006; MARLUCIA; OLIVEIRA, 2011).
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Figura 1. Mapa da Amazénia Legal Brasileira

Fonte: Imazon (2015).

A familia botanica Lamiaceae é uma das familias de plantas aromaticas de grande
relevancia na regido, sendo constituida por plantas herbaceas a arbustivas, caracterizadas
por apresentar caule e ramos tetrangulares, flores zigomorfas, bilabiadas, e ovario com
estilete ginobasico (BASILIO et al., 2006).

A familia Lamiaceae compreende aproximadamente 258 géneros e 7193 espécies,
com ocorréncia desde regides tropicais até areas de clima temperado (APG, 2017). No
Brasil, existe cerca de 30 géneros e 496 espécies nativas, sendo muitas destas endémicas
ao nordeste e regido amazonica brasileira (HARLEY, 2012). Essa familia apresenta grande
variedade de classes de micromoléculas, existindo representantes da via do acetato, da
via do &cido chiquimico e provenientes de biossintese mista (FALCAO; MENEZES, 2003).
Importantes compostos biossintetizados pelo metabolismo secundario de suas espécies,
como alcaloides, flavonoides, terpenos, cumarinas, lignéides e os 6leos essenciais, tem
despertado grande interesse pelo seu estudo por apresentarem atividades farmacologicas
ja descritas (LIMA; CARDOSO, 2013).

No Brasil, 0 género Hyptis abrange o maior numero de representantes da familia
Lamiaceae, com 69,5% de espécies endémicas, apresentando grande variabilidade de
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metabolitos secundarios, em especial os 6leos essenciais, que conferem as principais
caracteristicas organolépticas do vegetal e tém grande valor junto a diversas comunidades
devido as suas propriedades terapéuticas (HARLEY, 2012). Espécies desse género sédo
tradicionalmente utilizadas no tratamento de infec¢des gastrointestinais, infec¢des da pele,
caimbras e dores em geral (PINTO et al., 2010). Para esse género, ja tem comprovada
as atividades antibacteriana, fungicida, citotoxica, anti-inflamatoria, anti-HIV e inseticida
(COCK et al., 2019; FALCAO; MENEZES, 2003; SARTORATTO et al., 2004).

Dentre as espécies pertencentes ao género Hyptis, destaca-se a espécie
Hyptis pectinata (L.). E uma planta nativa, ndo endémica e encontra-se distribuida
predominantemente no norte do Brasil com destaque a regido amazénica (HARLEY,
2012). E um arbusto aromatico popularmente conhecido como “canudinho”, possui folhas
aromaticas com linhas cruzadas, flores pequenas em inflorescéncias, hermafroditas,
pentameras, zigomorfas e bilabiadas (Figura 2) (BISPO et al., 2001; FALCAO et al., 2016).

Figura 2. Hyptis pectinata (L.) Poit

Fonte: Tropicos.org. Missouri Botanical Garden.

Esta espécie é amplamente utilizada na medicina tradicional para tratamento de
disturbios gastrointestinais, rinofaringite, congestao nasal, infeccbes cutéaneas, febre,
colicas, inflamacgdo e infecgdes causadas por bactérias e fungos (BISPO et al., 2001;
FALCAO; MENEZES, 2003; RAYMUNDO et al., 2011), também tem sido utilizada em
enxaguatorios bucais previnindo doencas da cavidade oral, como a céarie dentéria e dor
orofacial (NASCIMENTO et al., 2008; PAIXAO et al., 2013). Estudos farmacol6gicos com H.
pectinata comprovaram ainda atividades hemostaticas, anti-edematogénico e regeneracéao
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hepatica em ratos (BASILIO et al., 2006).

A composicdo do Oleo essencial de H. pectinata € bastante variavel com
predominéancia de sesquiterpenos. Os principais compostos ja identificados no 6leo essencial
desta espécie sao calamusenone, [B-cariofileno, éxido de cariofileno, D-germacreno
e timol (SANTOS et al, 2008; TCHOUMBOUGNANG et al., 2005). O 6leo essencial de
H. pectinata, j& demostrou potencial antibacteriano consideravel contra bactérias Gram-
positivas de elevada patogenicidade e potencial antifingico em linhagens de Candida
albicans (NASCIMENTO et al. 2008; SANTOS et al., 2008). Outras atividades comprovadas
para este 6leo essencial foram o efeito antinoceptivo e anti-inflamatério (RAYMUNDO et
al., 2011).

31 OLEOS ESSENCIAIS

Os dleos essenciais (OEs) sdo produtos abundantes em plantas aromaticas, as
quais conferem odor e sabor caracteristicos. A designacéo de “6leo” é devido a algumas
caracteristicas fisico-quimicas como, por exemplo, a de serem geralmente liquidos de
aparéncia oleosa a temperatura ambiente, no entanto, & importante ressaltar que os OEs
ndo possuem acidos graxos sendo quimicamente diferentes da composicao gliceridica
dos o6leos fixos. Sua principal caracteristica é a volatilidade, que os diferenciam dos 6leos
de composicdo graxa, cujos componentes presentes sao fixos e apresentam pontos de
ebulicdo elevados (FIGUEIREDO et al., 2017).

Os OEs estao presentes em um grande numero de plantas, sendo compostos
por substancias do metabolismo secundario, que ndo estao diretamente relacionados
com o processo de crescimento, desenvolvimento e reproducéo dos vegetais (GARCIA;
CARRIL, 2011). Por tempo, foram considerados “desperdicio fisiologico” ou produtos de
desintoxicagao, tal como se dizia dos produtos do metabolismo secundario. Entretanto,
com os avangos cientificos, sdo atribuidas aos OEs varias fungdes ecolégicas necessarias
a sobrevivéncia do vegetal em seu ecossistema, como, a inibicdo da germinacédo de
sementes (alelopatia), protecdo contra calor ou frio, predadores, atracéo de polinizadores
ou para repelir insetos (MIRANDA et al., 2016).

Os Oleos essenciais sao produzidos e armazenados em estruturas secretoras
especializadas, tais como tricomas glandulares, canais oleiferos, células ou bolsas
secretoras, que podem estar em varios 6rgdos dos vegetais. Assim, dependendo da
espécie vegetal, os OEs podem estar presentes nas folhas, flores, ramos/caules, frutos,
sementes ou raizes de diversas espécies (BUSATO et al., 2014).

3.1 Obtencéao de dleos essenciais

Os 6leos essenciais podem ser extraidos por diversos métodos, que variam conforme

sua localizagdo na planta e com a proposta de utilizacdo do mesmo. Independente do
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método de extragdo utilizado, o rendimento de 6leo essencial obtido geralmente € muito
baixo, inferior a 1%. Raramente, obtém-se rendimentos com dois digitos como o que ocorre
nos botdes florais de cravo, com rendimentos de até 15% (SILVEIRA, 2012).

Para obtengéo dos OEs, os métodos de extragdo mais comuns s&o:

1. Enfleurage ou enfloragéo: método utilizado por algumas industrias de perfumes,
empregado para extrair 6leo essencial de pétalas das flores. As pétalas sdo depositadas,
a temperatura ambiente, sobre uma camada de 6leo fixo, durante certo periodo de tempo,
funcionando como liquido extrator. Quando esgotadas, as pétalas sdo substituidas por
novas até a saturagao total, este processo se repete por varias semanas. Na sequéncia a
gordura € tratada com alcool e para obter o éleo, o alcool é destilado a baixa temperatura.
E um processo lento, complexo, caro, mas o produto obtido possui alto valor comercial
(BIASI; DESCHAMPS, 2009).

2. Arraste por vapor d’agua: método mais utilizado para a extracao de OEs a nivel
mundial, onde € possivel obter 6leos de diversas partes do vegetal. Neste processo o vapor
d’ agua atravessa os tecidos da biomassa, levando consigo o 6leo contido no interior de
suas glandulas. O 6leo vaporiza-se com o choque térmico, sendo “arrastado pelo vapor” até
atingir o condensador, onde a mistura formada de 6leo e hidrolato, resfria-se e volta a fase
liquida. A separacao do 6leo e hidrolato ocorre por diferencas de polaridade e densidade.
Neste método, a planta é colocada sobre uma placa perfurada de modo a evitar o contato
direto com o solvente em ebulicdo (VALENTIM; SOARES, 2018).

3. Hidrodestilagdo: método mais utilizado em escala laboratorial. O material vegetal
a ser destilado fica em contato direto com a agua, e quando esta entra em ebulicédo, o
vapor forga a abertura das paredes celulares e ocorre a evaporacdo do 6leo que esta
entre as células da planta. O vapor, que consiste na mistura de éleo e agua, passa por
um condensador, e quando se resfria, forma uma mistura heterogénea de duas fases, que
séo separados devido a diferenca de polaridade e densidade entre a 4gua e o 6leo. Nessa
extracao, € comum utilizar o aparelho tipo Clevenger (BUSATO et al., 2014).

4. Extragdo por solventes organicos: método em que os OEs sdo extraidos por
meio de solventes apolares, como hexano, benzeno, tolueno, dentre outros que preservem
melhor a integridade dos compostos presentes. A extragdo por solvente da origem a dois
produtos: o concreto, que é o produto da primeira fase, resultante da extracdo com os
solventes apolares; e o absoluto, obtido a partir do proprio concreto, apds ser submetido a
outro tipo de solvente, desta vez polar, como o etanol (SIM()ES, 2010).

5. Prensagem: método empregado exclusivamente para extrair 6leo das cascas de
frutos citricos, que apresenta seus OEs em bolsas no pericarpo. O pericarpo € prensado
por uma prensa hidraulica, e a camada que contém o Oleo essencial €, entéao, coletada e,
posteriormente, separa-se o 6leo da emulsdo formada com agua através de decantacéo,
centrifugacao ou destilacdo fracionada (BUSATO et al., 2014).

6. Extragéo por CO, supercritico: método que permite recuperar os aromas naturais
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de varios tipos e ndo somente 6leo essencial, de um modo bastante eficiente. E o0 método
ideal para extragdo industrial de OEs. Nenhum tragco de solvente permanece no produto
obtido, tornando-o mais puro do que aqueles obtidos por outros métodos. Para tal extragéo,
o CO, é primeiramente liquefeito através de compresséo e, em seguida, aquecido a uma
temperatura superior a 31 °C. Nessa temperatura, o CO, atinge um quarto estado, no qual
sua viscosidade € analoga a de um gas, mas sua capacidade de dissolu¢do é elevada
como a de um liquido, extraindo o 6leo com perfeicéo. Uma vez efetuada a extracéo, o CO,
retorna ao estado gasoso, resultando na sua total eliminacdo (MSAADA et al., 2012)

7. Turbodestilagdo: método adequado para a extragdo de 6leos onde o0 acesso as
bolsas oleiferas € naturalmente mais dificil e de lenta obtenc¢é@o, como é o caso de cascas,
madeiras, raizes e sementes. Neste processo, as plantas sao imersas na agua, e o vapor
circula em meio a esta mistura de planta e 4gua. Através deste processo, a mesma agua é
continuamente reciclada e usada pelo sistema. Dessa forma, reduzem-se as dificuldades
de acesso e o tempo da destilagdo (OLIVEIRA; JOSE, 2007).

3.2 Composicao quimica e aplicacao dos 6leos essenciais

Do ponto de vista quimico, OEs sdo misturas complexas, formadas por compostos
organicos, que podem variar em nimero entre dezenas ou centenas de substancias volateis.
Essas substancias pertencem principalmente a classe dos terpenos que derivam da via do
acido meval6nico ou da rota da xilulose-5-P; e a classe dos fenilpropanoides, produtos
obtidos pela via chiquimato (SIMOES, 2010). A origem destes metabélitos secundarios
pode ser resumida a partir do metabolismo da glicose formada através da fotossintese
(Figura 3).
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Figura 3. Esquema das rotas biossintéticas dos metabdlitos secundéarios

Fonte: adaptado de Lupe et al. (2007).

Os terpenos séo, geralmente, os constituintes mais importantes dos OEs. Estes

compostos séo constituidos por unidades contendo cinco &tomos de carbono, denominadas

unidades isoprénicas (Figura 4). A “regra do isopreno” permite classifica-los de acordo com

0 numero de unidades isoprénicas que os formam, sendo assim, 0s terpenos podem ser

considerados usualmente como produtos resultantes da ligagdo de varias unidades de
isopreno (FONTES; ALCADA, 2008).
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Figura 4. Representacdes da molécula de isopreno

Fonte: Fontes; Algcada (2008).

Os terpenos mais simples sao os hemiterpenos, formados por apenas uma unidade
de isopreno, sendo bastante instaveis e dificeis de serem isolados de produtos de plantas.
Os monoterpenos sao constituidos por duas unidades de isopreno (C10); os sesquiterpenos
por trés (C15); os diterpenos, por quatro unidades (C20); os triterpenos por seis (C30) e os
tetraterpenos por oito (C40) unidades isoprénicas. Existem ainda os politerpenos formados
por mais de oito unidades de isopreno (BUCHANAN et al., 2000).

Os terpenos podem apresentar diversas fungdes organicas, tais como alcoois,
cetonas, aldeidos, ésteres, fenois e hidrocarbonetos (SIMOES, 2010). Dentre os compostos
terpénicos, os mais freqlientes nos OEs sdo os monoterpenos e sesquiterpenos (SILVA et
al., 2009).

E importante ressaltar que a composicdo quimica do 6leo essencial pode variar
consideravelmente de espécie para espécie. Os fatores responsaveis por essa variabilidade
tém natureza diversa, classificados como intrinsecos, que dependem da genética e
fisiologia da planta, ou extrinsecos, como as condi¢cdes ambientais e de colheita (CUNHA,
2012; SIMOES, 2010). Portanto, os OEs, assim como quaisquer metabdlitos secundarios,
representam uma interface quimica entre as plantas e o ambiente circundante (Figura 5),
sendo assim, sua sintese e propor¢des no vegetal sdo frequentemente afetadas pelas
condigbes ambientais (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Apesar dos compostos quimicos presentes nos OEs apresentarem-se em diferentes
concentracdes, sempre ha predominancia de uma a trés substancias, designados de
majoritarios, que caracterizaram a esséncia da espécie vegetal (BAKKALI et al., 2008).
Os constituintes dos OEs, geralmente sdo identificados por técnicas cromatograficas e
espectrais (ADAMS, 2007). Essa identificacdo € importante para a compreensao e previsao
dos respectivos efeitos biologicos do 6leo essencial (COELHO, 2009).
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Figura 5. Fatores que influenciam quantitativamente e qualitativamente o acumulo de
metabolitos secundarios na planta.

Fonte: Gobbo-Neto; Lopes (2007).

Os OEs sao empregados como matérias-primas na industria de quimica fina, para
aplicacao direta em produtos como perfumes, fragrancias e cosméticos; nas industrias
de medicamentos (fitofarmacos) solicitados pelos seus efeitos sobre o sistema digestivo
e aparelho respiratorio, pela atividade analgésica e anti-inflamatéria ou por efeitos
inespecificos, particularmente sobre a pele e tecidos expostos; além de ser empregado
na horticultura como inseticidas, fungicidas, bactericidas e larvicidas (BIZZO et al., 2009;
COELHO, 2009; GNATTA et al., 2011).

As aplicagdes de OEs como ingredientes funcionais em formulag6es alimenticias,
cosméticas ou ainda em sanitizantes, tem despertado grande interesse no setor industrial
devido a grande aceitagéo dos consumidores por produtos naturais, bem como pelos danos
a saude propiciados pelos aditivos sintéticos (SCHERER et al., 2009).

A literatura apresenta ainda varios relatos sobre atividade biolégica de OEs,
decorrente da grande variedade e diversidade de suas composi¢des quimicas, a exemplo
de atividade antioxidante (MIRANDA et al., 2016), antisséptico (CUNHA; ROQUE, 2013),
larvicida (SANTANA et al.,, 2015), moluscicida (PEREIRA et al., 2020), antibacteriana
(MILLEZI et al., 2014), anti-inflamatéria (DE ARAUJO et al., 2015), antifingica, antiviral
(MOHAMMADI et al., 2014) e ag¢éo anticarcinogénica (ZU et al., 2010), demostrando grande
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potencial dos OEs para diversas atividades biolégicas.

E importante ressaltar a toxicidade das plantas aromaticas, dos 6leos essenciais
delas isolados e dos componentes quimicos presentes em 6leos essenciais. Apesar das
mais variadas ac¢des dos Oleos essenciais, a seguranga na utilizacdo desses 0leos deve
ser recomendada, uma vez que podem apresentar toxicidade elevada (SIMOES, 2010).

Os efeitos tdxicos dos éleos volateis incluem ndo somente aqueles decorrentes de
uma intoxicagdo aguda (irritagcdo cutanea, fototoxicidade, dermatite, alergia e reagdes no
sistema nervoso central com efeitos convulsivantes e psicotropicos), mas também pode
ser decorrentes de intoxicagdo cronica, que apesar de ser pouco conhecida, é necessario
avaliar suas eventuais propriedades mutagénicas, teratogénicas e/ou carcinogénicas
(SIMOES, 2010; WOLFFENBUTTEL, 2011).

Atoxicidade dos 6leos essenciais € dose-dependente, entretanto, existem situacoes,
nas quais mesmo o uso de baixas doses pode provocar reagdes severas, COmo NOS Casos
de alergias de contato. Do ponto de vista quimico, os éleos essenciais com alto teor de
compostos insaturados séo, geralmente, os mais toxicos (CAVALINI et al., 2005). Tal fato
reforca a necessidade do conhecimento da constituicdo quimica por parte dos profissionais

que lidam com 6leos essenciais.
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RESUMO: O advento da tecnologia do DNA
possibilitou a obtencdo, manipulacdo e
amplificacdo de DNA de qualquer organismo,
levando a grandes avancos da biologia celular e
molecularnacompreenséo sobre ofuncionamento
das células e suas macromoléculas. As técnicas
de clonagem de DNA em células vivas e pela
reacao em cadeia da polimerase (PCR), permitem
isolar uma grande quantidade de um gene de
interesse para a pesquisa bioldgica, incluindo
varias aplicagbes no desenvolvimento de
diagnostico e tratamento para diversas doencas,
medicina forense, producdo de alimentos e
proteinas recombinantes para beneficios da
sociedade. O objetivo desta reviséo bibliografica
€ apresentar a importancia do DNA e descrever
as técnicas utilizadas para clonar e amplificar
segmentos de DNA de interesse para a pesquisa
bésica e suas aplicagoes.

PALAVRAS-CHAVE: Clonagem de DNA. PCR.
Tecnologia do DNA. DNA recombinante.

DNA TECHNOLOGY: DNA CLONING
IN LIVING CELLS AND POLYMERASE
CHAIN REACTION

ABSTRACT: The advent of DNAtechnology made
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it possible to obtain, manipulate and amplify the
DNA of any organism, leading to great advances
in cellular and molecular biology in understanding
the functioning of cells and their macromolecules.
The techniques of DNA cloning in living cells
and by the polymerase chain reaction (PCR),
allow the isolation of a large amount of a gene of
interest for biological research, including several
applications in the development of diagnosis and
treatment for various diseases, forensic medicine,
production of recombinant foods and proteins
for the benefit of society. The objective of this
bibliographic review is to present the importance
of DNA and describe the techniques used to
clone and amplify segments of DNA of interest for
basic research and its applications.
KEYWORDS: DNA cloning. PCR. DNA
technology. Recombinant DNA.

11 INTRODUGAO

A descoberta da estrutura do DNA na
década de 1950 e estudos posteriores, como
o conhecimento sobre as atividades das
endonucleases de restricdo, DNA-ligases e
DNA-polimerases levaram ao desenvolvimento
da tecnologia do DNA recombinante (rDNA, de
recombinant DNA), que consiste na obtencao,
manipulacdo e amplificacdo de DNA. Essa
amplificacdo, denominada clonagem de DNA,
produz diversas copias idénticas de um gene ou
outro segmento de DNA e pode ser realizada em
células hospedeiras vivas (in vivo) ou em tubo
de ensaio (in vitro) pela reacdo em cadeia da
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polimerase (PCR).

As técnicas de clonagem e amplificacdo de DNA sdo ferramentas essenciais para
a pesquisa biolégica quando o objetivo € o sequenciamento de DNA, expresséo génica,
estudo de mutacgdes (alteragcdes no DNA) ou criagé@o de varios tipos de alteracbes genéticas.

As técnicas envolvendo o DNA tém efeitos significativos na sociedade com diversas
aplicagdes, incluindo o diagnéstico e tratamento de doencas, produgcéo em larga escala de
farmacos, como insulina para diabéticos, analises forenses para esclarecimento de crimes
e teste de paternidade; e ainda, o desenvolvimento de animais e plantas transgénicos para
melhorar a producéo e qualidade dos alimentos.

O objetivo desta reviséo bibliogréafica é apresentar a importancia do DNA e descrever
os principios basicos das técnicas de clonagem de DNA em células vivas e pela PCR e
suas aplicagdes, contribuindo com a divulgag¢édo da ciéncia e estimulando o aprendizado
cientifico.

21 ACIDOS NUCLEICOS: DNA E RNA

Os acidos nucleicos, DNA (acido desoxirribonucleico) e RNA (acido ribonucleico),
sdo polimeros (macromoléculas) formados pela unido de mondémeros chamados de
nucleotideos. Um nucleotideo é formado por um acucar de cinco carbonos (pentose),
uma base nitrogenada e um grupo fosfato (REECE et al., 2015). No DNA o agucar é
uma desoxirribose e no RNA & uma ribose. Os nucleotideos usados na sintese de DNA
e RNA contém cinco bases nitrogenadas diferentes classificadas em purinas (formadas
por dois anéis, um anel de seis atomos ligado a outro anel de cinco atomos) e pirimidinas
(formada por um anel de seis atomos). As bases purinas sdo Adenina (A) e Guanina (G), e
as pirimidinas incluem Timina (T), Citosina (C) e Uracila (U). Além da diferenca do agucar
que compde o DNA e o RNA, também ha diferenca na base nitrogenada. Adenina, guanina
e citosina sao encontradas tanto no DNA quanto no RNA; a timina é observada apenas no
DNA e a uracila apenas no RNA (LODISH et al., 2014). Os nucleotideos sdo unidos uns
aos outros por uma ligagcao chamada fosfodiéster (um grupo fosfato ligando dois agucares
de dois nucleotideos) formando uma cadeia polinucleotidica (REECE et al., 2015). O DNA
possui duas cadeias polinucleotidicas (fitas) antiparalelas entre si e o RNA apresenta
normalmente uma fita Unica. Os nucleotideos da dupla-hélice de DNA sdo unidos por
ligacdes de hidrogénio entre as bases nitrogenadas, ocorrendo o pareamento de adenina
com timina e citosina com guanina. Esse pareamento das bases revela que uma sequéncia
nucleotidica de uma fita de DNA é exatamente complementar a sequéncia de nucleotideos
da outra fita (ALBERTS et al., 2017).

A estrutura do DNA de dupla-hélice foi elucidada por James Watson e Francis Crick
em 1953, com base nos dados de difracdo de raios X obtidos por Rosalind Franklin e
Maurice Wilkins. A descoberta da estrutura do DNA é considerada por alguns a descoberta
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biolégica mais importante do século XX e concedeu a Watson, Crick e Wilkins, em 1962, o
Prémio Nobel em Fisiologia e Medicina. Rosalind Franklin ndo foi agraciada com o Prémio,
pois faleceu de cancer em 1958, antes da premiacao (GRIFFITHS et al., 2013).

Os dois tipos de acidos nucleicos permitem que os organismos vivos reproduzam
seus componentes complexos de uma geracao para outra. O DNA é o material genético
que possui a informagao para sua prépria replicacao e também controla a sintese de RNA
(transcricao) e, por meio do RNA, controla a sintese de proteinas (tradugéo). Esse fluxo
direcional da informacgéo é conhecido como dogma central da biologia molecular, proposto
por Crick em 1956 (REECE et al., 2015). A descoberta da estrutura do DNA e a revelagéo
do dogma central marcaram o inicio da biologia molecular (LODISH et al., 2014).

31 TECNOLOGIA DO DNA RECOMBINANTE

O DNA, arquivo de informagbes da célula, € a principal fonte de compreenséo sobre
0s processos biolégicos moleculares celular. Um segmento do DNA com sequéncias de
nucleotideos que é capaz de produzir uma proteina ou molécula de RNA constitui o gene.
O gene é a unidade da hereditariedade, e toda informacao genética codificada no DNA de
uma célula, representa o genoma de um organismo (COX et al., 2012). O gene é a base
da maioria das técnicas da biologia molecular e, portanto, é desejavel a capacidade de
isolar um gene especifico ou alguma regido do DNA genémico e amplificad-lo, de modo a
obter material necessario para estudo. Isso s6 tornou possivel, em meados da década de
1970, com o surgimento de técnicas que foram coletivamente chamadas de tecnologia do
DNA recombinante (GRIFFITHS et al., 2013). Essa tecnologia permite a manipulacdo e
amplificacéo de sequéncias de DNA de interesse produzindo um grande niumero de copias
idénticas. Essa amplificagéo é denominada clonagem de DNA e pode ser realizada por dois
métodos distintos: in vivo, através de células hospedeiras vivas; ou in vitro, pela reagcdo em
cadeia da polimerase (PCR) em tubo de ensaio. (SNUSTAD e SIMMONS, 2017).

Depois de ser clonado, em geral, o gene é sequenciado; isso significa, determinar a
ordem da sequéncia de pares de bases. Se a func¢ao do gene for desconhecida, a sequéncia
nucleotidica pode ser comparada a milhares de sequéncias génicas armazenadas em
bancos de genes digitais (GenBank, por exemplo), as vezes & possivel deduzir a funcéo
do gene com base na semelhanga com outros genes cujas fungdes sao conhecidas. Os
bancos de dados de sequéncias de &cidos nucleicos sé@o recursos importantes tanto para
a pesquisa bioldgica béasica quanto para suas aplica¢cdes (SNUSTAD e SIMMONS, 2013).

As técnicas de clonagem e amplificacdo de DNA tornaram-se ferramentas essenciais
quando se pesquisa a manutencdo do genoma, o controle da expressao génica e a funcéao
das proteinas (WATSON et al., 2015).
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4| CLONAGEM DE DNA EM VETORES PLASMIDIAIS DE ESCHERICHIA COLI

A clonagem de DNA in vivo envolve o corte do DNA de interesse e do vetor de
clonagem com endonucleases de restricao, a unido dos fragmentos com DNA-ligase
formando moléculas de rDNA e a introducdo dessas moléculas recombinantes na célula
hospedeira para que ocorra a sua replicagdo (MADIGAN et al., 2016). H& varios tipos de
vetores usados na clonagem de DNA, com maior frequéncia utiliza-se plasmideos que
replicam na bactéria Escherichia coli (E. coli). A célula hospedeira de E. coli € amplamente
utilizada para clonar DNA (LODISH et al., 2014).

4.1 Endonucleases de restricao

Endonucleases de restricdo ou enzimas de restricdo foram descobertas por
pesquisadores que estudavam bactérias, e por suas contribuicoes, em 1978, Werner Arber,
Dan Nathans e Hamilton Smith receberam o Prémio Nobel de Fisiologia. A descoberta
dessas enzimas deu origem a tecnologia do DNA, o que permitiu a produgéo de moléculas
de rDNA (LOENEN et al., 2014).

As endonucleases de restricdo sdo produzidas por bactérias, e sua fungéo
biologica é cortar ou digerir em sequéncias especificas, o DNA estranho de bacteridéfagos
(fagos) ou outros organismos (COX et al., 2012). Bactérias também produzem enzimas
de modificagcdo (metilagéo), que consiste em adicionar um grupo metil nas sequéncias
especificas de reconhecimento das enzimas de restricéo, impedindo a degradagéo do seu
proprio DNA. Desse modo, o DNA bacteriano é protegido ao mesmo tempo em que destroi
o DNA estranho (LODISH et al., 2014).

Geralmente, as endonucleases de restricdo reconhecem sequéncias nucleotidicas
(sitios de restricdo) de 4 a 8 pb (pares de bases) de comprimento e s&do polindrémicas, isso
quer dizer que a sequéncia de reconhecimento, lida na direcdo 5 para 3’ € a mesma em
ambas as direcoes do DNA (COX et al., 2012).

Diversas classes de endonucleases de restricdo sdo conhecidas; porém, uma
classe especial denominada enzimas de restricdo tipo Il, representa o maior grupo de
enzimas caracterizadas e é frequentemente empregada para fragmentar o DNA. Esse tipo
de enzima, geralmente faz cortes escalonados (coesivos) no DNA (LOENEN et al., 2014),
gerando segmentos curtos de DNA de fita simples nas extremidades dos fragmentos. Se
dois fragmentos de DNA de diferentes fontes forem produzidos pela acédo da mesma enzima
de restricdo, ambos terdo extremidades coesivas idénticas e poderéao ser recombinados in
vitro. A enzima DNA-ligase é usada para unir covalentemente diferentes fragmentos de
DNA, produzindo moléculas de rDNA (TORTORA et al., 2017).

4.2 Plasmideos como vetores de clonagem

A amplificacdo de uma sequéncia de DNA in vivo exige um vetor de clonagem, o
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qual deve fornecer a informagéo necessaria para a produgao de numerosas copias do DNA
clonado na célula hospedeira em divisdo. Os vetores mais comuns séo os plasmideos.
Um plasmideo é um DNA extracromossdémico com replicagcdo autbnoma e é naturalmente
encontrado em muitas bactérias e eucariotos unicelulares, como as leveduras. Em muitos
casos, os plasmideos contém genes que conferem resisténcia a antibioticos para as
bactérias (WATSON et al., 2015). Para sobreviverem na célula hospedeira, os plasmideos
incorporam algumas sequéncias especializadas fazendo uso dos recursos da célula para
sua proépria replicacdo e expressdo génica. As mesmas caracteristicas que permitem os
plasmideos de sobreviverem em um hospedeiro bacteriano ou eucariético séo Uteis para
sua modificagdo genética, aperfeicoando seu uso como vetores de clonagem (COX et al.,
2012).

Os vetores utilizados para clonagem de DNA devem conter: uma origem de replicagdo
independente do cromossomo do hospedeiro; um marcador de selecdo, geralmente um
gene que confere resisténcia a antibiotico a célula hospedeira, que permite identificar as
células que possuem o vetor; um Unico sitio de clonagem para uma ou mais endonucleases
de restricéo, que corresponde a um local de clivagem encontrado s6 uma vez na molécula
de DNA do vetor que nao interfere nem na origem de replicagdo nem no gene marcador
(SNUSTAD e SIMMONS, 2017).

Alguns vetores além de permitir o isolamento de uma sequéncia de DNA, também
podem expressar proteinas heterélogas (recombinantes). Esses plasmideos sé&o
conhecidos como vetores de expressao e possuem promotores de transcricdo, derivados
da célula hospedeira, imediatamente préximo ao sitio de clonagem. O promotor em um
vetor de expressao pode ser escolhido de tal forma que a expresséo do gene de interesse
seja regulada pela adicdo de um composto simples ao meio de cultura, como por exemplo,
um agucar ou um aminoacido (WATSON et al., 2015).

Para clonar um fragmento de DNA em um vetor plasmidial, o DNA do plasmideo é
linearizado por uma endonuclease de restricdo que o cliva em um Unico sitio, e o fragmento
de DNA a ser clonado é entdo inserido nesse sitio utilizando DNA-ligase. Dessa forma, é
formada a molécula de rDNA que estéa pronta para ser introduzida em uma célula hospedeira
(ALBERTS et al., 2017).

4.3 Escherichia coli como célula hospedeira

E. coli, provavelmente, é o organismo mais conhecido da biologia e € uma ferramenta
muito importante da pesquisa biologica, muitos pesquisadores a consideram quase que um
animal de estimacdo de laboratério (TORTORA et al., 2017). Seu genoma é uma Unica
molécula de DNA circular de fita dupla que contém 4,6 milhGes de pares de bases e 4.300
genes (ALBERTS et al.,, 2017). Como a maioria das bactérias, E. coli se reproduz por
divisdo binaria. Dessa forma, uma Unica célula se divide em duas células-filhas, originando
uma populagéo de clones, geneticamente idénticos. Esse processo exige cerca de apenas
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20 minutos a 37°C (COX et al., 2012).

A célula bacteriana de E. coli possui diversas vantagens como célula hospedeira
na clonagem do DNA, entre elas, o crescimento rapido em um meio simples e barato
contendo glicose e sais para suprir suas necessidades, seu metabolismo de DNA, assim
como varios de seus processos bioquimicos € bem compreendido e seus plasmideos bem
caracterizados (COX et al., 2012; LODISH et al., 2014).

Para que ocorra a propagacédo do plasmideo com o rDNA, o mesmo deve ser
introduzido na célula de E. coli por um mecanismo chamado de transformacéo, processo
pelo qual um organismo hospedeiro pode incorporar o DNA do ambiente. E. coli ndo &
transformada naturalmente, porém pode tornar-se competente para receber o DNA do
ambiente pela incubagdo em uma solugao com ions de célcio.

Apenas uma pequena porcentagem de células incubadas conseguird captar o
plasmideo, portanto um antibiético para o qual o plasmideo confere resisténcia é incluido ao
meio de cultivo, a fim de selecionar o crescimento das células que incorporaram o plasmideo
com o rDNA. As células que néao captaram o plasmideo ndo conseguiram sobreviver porque
ndo possuem resisténcia ao antibidtico (WATSON et al., 20150. Ao se reproduzir, a célula
bacteriana em diviséo replica o plasmideo recombinante e o transmite a seus descendentes.
Desse modo, o rDNA com a sequéncia nucleotidica de interesse &€ amplificada centenas de
vezes. Com o objetivo de verificar o produto plasmideal recombinante depois de ter sido
copiado vérias vezes na célula hospedeira, a bactéria pode ser lisada (rompida) e o DNA
plasmideal purificado do restante do contetdo celular. A sequéncia de interesse pode ser
recuperada pela clivagem do DNA plasmideal com a mesma endonuclease de restricao
que foi usada para inseri-la, e entdo separa-la do DNA plasmideal por eletroforese em gel
- técnica que separa fragmentos de DNA de diferentes tamanhos (ALBERTS et al., 2017).

51 CLONAGEM DE DNA PELA REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

Um método poderoso e versatil para amplificar DNA é a reagcdo em cadeia da
polimerase (PCR, do inglés polymerase chain reaction) que fornece uma abordagem mais
rapida e direta para clonar DNA. Diferentemente da abordagem tradicional de clonagem
usando vetores em células bacterianas, a PCR é realizada totalmente em tubo de ensaio
(ALBERTS et al., 2017), e a sequéncia de DNA ou gene de interesse pode ser amplificado
um milh&o de vezes ou mais em apenas algumas horas. O uso desse procedimento requer
apenas o conhecimento de sequéncias nucleotidicas curtas que flanqueiam a sequéncia de
interesse. Os bancos de dados de sequéncias de acidos nucleicos facilitam a amplificacao
pela PCR. Atécnica da PCR foi desenvolvida por Kary Mullis e em raz&o da sua importancia
para a ciéncia, recebeu o Prémio Nobel de Quimica em 1993 (SNUSTAD e SIMMONS,
2017).
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5.1 Técnica da PCR

A PCR exige quatro componentes bésicos para ser realizada. Esses componentes
incluem o segmento de DNA a ser amplificado (DNA-alvo), um par de oligonucleotideos
(primers) iniciadores, quatro desoxirribonucleotideos trifosfato (INTPs) e DNA-polimerase
(COXetal., 2012; GARIBYAN e AVASHIA, 2013). Os primers sao fragmentos curtos de DNA
com sequéncias complementares as extremidades do DNA-alvo e especificam a sequéncia
exata a ser amplificada. A DNA-polimerase é a enzima responsavel pela replicagdo do
DNA a partir dos dNTPs. Os dNTPs atuam como blocos de constru¢éo usados pela DNA-
polimerase para criar o produto de PCR (GARIBYAN e AVASHIA, 2013).

A técnica de PCR consiste em uma série de ciclos de trés reagdes sucessivas
envolvendo os quatro componentes mencionados acima. Inicialmente, o DNA-alvo é
desnaturado pelo calor a uma temperatura aproximada de 95°C. A alta temperatura é
suficiente para quebrar as pontes de hidrogénio que ligam as duas fitas de DNA, dando
origem ao DNA fita simples. Apds o resfriamento, em torno de 50°C a 65°C, os dois primers
podem se anelar (ligar) com suas sequéncias complementares nas moléculas de DNA fita
simples. Em seguida a temperatura é elevada para 72°C, neste momento a DNA-polimerase,
na presencga dos desoxirribonucleotideos trifosfato, inicia a sintese de novas fitas de DNA
adicionando nucleotideos as fitas simples do segmento do DNA-alvo. A polimerizagédo
vai e volta entre os primers, formando DNA fita dupla. As trés reagbes sucessivas de
desnaturacao, anelamento dos primers e sintese de DNA séo repetidas varias vezes em
poucas horas; portanto, o DNA-alvo é amplificado exponencialmente (GRIFFITHS et al.,
2013).

Todos os reagentes; ou seja, 0s componentes necessarios para a técnica da PCR,
sdo adicionados em um tudo de ensaio, o qual é colocado em um aparelho chamado
termociclador. O termociclador é automatico e pode ser ajustado de acordo com a
temperatura, tempo e numero de ciclos desejados (TORTORA et al., 2017). A chave para
a automatizacdo da PCR foi a descoberta da enzima termoestavel Tag-polimerase. Essa
enzima € uma DNA-polimerase isolada da bactéria Thermus aquaticus. Essa bactéria
vive em fontes termais e sua DNA-polimerase é estavel a altas temperaturas, 95°C. Isso
significa que ndo ha necessidade de acrescentar polimerase em cada ciclo da PCR, pois
a Tag-polimerase é resistente ao calor e ndo € destruida durante a desnaturagdo do DNA
(MADIGAN et al., 2016). Uma desvantagem da Taqg-polimerase € a auséncia da atividade
de revisdo, acarretando com maior frequéncia, erros de replicagcdo. Quando ha necessidade
de alta fidelidade, a DNA-polimerase Pfu (de Pyrococcus furiosus) é empregada na PCR. A
Pfu-polimerase tem atividade de revisédo e € mais estavel que Tag-polimerase (SNUSTAD
e SIMMONS, 2017). Para suprir a demanda de DNA-polimerases termestaveis para os
mercados de PCR, os genes dessas enzimas foram clonados em E. coli e produzidos
comercialmente em larga escala (MADIGAN et al., 2016).
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O DNA-alvo amplificado pela PCR pode ser utilizado para clonagem em E. coli.
Para o processo de clonagem, antes da amplificacdo in vitro, pode ser incluido junto
aos primers, sequéncias nucleotidicas que sdo reconhecidas por uma endonuclease de
restricdo especifica que ndo possui um sitio de reconhecimento dentro do DNA-alvo. Apés
a amplificagdo, os segmentos-alvo séo tratados com a endonuclease de restricdo gerando
fragmentos com extremidades coesivas facilitando a produgdo do rDNA (LODISH et al.,
2014).

5.2 Transcriptase reversa seguida de PCR (RT-PCR)

Uma variacdo do método de PCR permite a amplificacdo de uma sequéncia de
DNA complementar (cDNA). O cDNA é produzido a partir de uma molécula de mRNA (RNA
mensageiro) pela enzima transcriptase reserva, isolada originalmente de retrovirus. Os
retrovirus tém genomas de RNA que sa@o copiados em DNA que se insere no cromossomo
do hospedeiro. Desse modo, a enzima faz uma transcri¢cao reversa sintetizando uma fita
de cDNA utilizando como molde o0 mRNA (GRIFFITHS et al., 2013). O mRNA pode ser
purificado a partir de células e a técnica da PCR com transcriptase reversa (RT-PCR) pode
ser usada, por exemplo, para detectar sequéncias nucleotidicas codificadoras de proteinas;
iSso porque, genes de eucariotos possuem regides nao codificadoras denominadas introns
(COX et al., 2012).

61 APLICACOES DA TECNOLOGIA DO DNA

A habilidade em manipular o DNA com precisédo em um tubo de ensaio ou organismo
(tecnologia do rDNA), teve um grande impacto em todos os aspectos da biologia celular e
molecular, permitindo uma melhor compreensao sobre o funcionamento das células e suas
macromoléculas (por exemplo, proteinas e acidos nucleicos) (ALBERTS et al., 2017). Uma
biblioteca de DNA pode ser construida a partir do genoma completo de qualquer organismo,
sendo que todos os fragmentos gerados sé@o clonados em um vetor, com a finalidade de
sequenciar 0 genoma, descobrir genes ou determinar a funcéo génica (COX et al., 2012).

As técnicas envolvendo o DNA possibilitaram o surgimento de vérias aplicagdes em
diversas areas, como na medicina, na agricultura e na ciéncia forense, beneficiando de
forma ampla a vida humana (ALBERTS et al., 2017).

Uma das contribuicdes mais importantes da clonagem de DNA para a biologia
celular e molecular € a capacidade de produzir qualquer proteina em quantidades quase
ilimitadas, uma vez que se conhece o gene que codifica esta proteina (ALBERTS et al.,
2017). Diversas proteinas recombinantes humanas séo produzidas em larga escala para
uso como farmacos; entre elas, insulina, horménio do crescimento, interferon e fatores de
coagulacédo do sangue (REECE et al., 2015), e ainda proteinas do envoltério viral para uso
em vacinas, como exemplo, a vacina contra o virus da hepatite B (ALBERTS et al., 2017).
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A tecnologia do DNA possibilitou o desenvolvimento de plantas e animais
transgénicos, isto €, seres vivos que possuem genes de outros organismos, e sao
conhecidos como organismos geneticamente modificados. Esses organismos tém como
vantagens resisténcia a herbicidas, insetos e doencgas microbianas, assim como produtos
com melhor qualidade (MADIGAN et al., 2016).

As técnicas envolvendo o DNA permitem o diagnéstico de enfermidades. Pelo uso
de PCR e primers especificos ao material genético do microrganismo alvo, & possivel
rastrea-lo em amostras bioldgicas para diagnéstico de doengas infecciosas. A PCR também
€ usada para diagnostico de doengas genéticas com primers que tém como alvo os genes
associados a essas doencas. Entre esses genes identificados em doencas humanas estéao
0s genes da anemia falciforme, hemofilia, fibrose cistica, entre outros. Esses genes e
seus produtos sdo alvos potenciais para prevencado ou terapia (REECE et al., 2015). A
terapia génica para doencas hereditarias € o método mais promissor de tratamento eficaz.
Esse tratamento consiste na introducdo de uma copia de gene saudavel ao genoma de
um individuo com gene defeituoso. Quando a terapia génica é eficaz, o gene introduzido
sintetiza o produto génico ausente e restaura as caracteristicas normais do individuo
(SNUSTAD e SIMMONS, 2017).

Outra area envolvendo as técnicas de DNA é a medicina forense. A analise forense
baseia-se na impresséo digital de DNA (DNA fingerprint) pelo fato de que cada individuo,
com a possivel excecdo de gémeos idénticos, possui sequéncias nucleotidicas de DNA
Unicas. As andlises forenses podem ser usadas para condenar individuos que cometeram
crimes e ainda, absolver aqueles que foram condenados injustamente, através de amostras
biolégicas (sangue, sémen, cabelo, unhas, etc.) coletadas na cena do crime (ALBERTS et
al., 2017). Aanélise da impressao digital de DNA pode ser usada para testes de paternidade
e na identificacao de restos mortais (SNUSTAD e SIMMONS, 2017).

71 CONCLUSAO

Aclonagem de DNA in vivo e in vitro tem como finalidade o isolamento, manipulagéo e
amplificacédo de segmentos especificos de DNA. Essas técnicas de clonagem e amplificacéo
contribuem para novas possibilidades de pesquisa, enriquecendo o conhecimento sobre
a organizacao e funcionamento dos organismos. A tecnologia do DNA é cada vez mais
presente no cotidiano das pessoas auxiliando no diagnéstico, tratamento e prevencéo
de diversas doencas, na produga@o de proteinas recombinantes, no aperfeicoamento da
producao e qualidade dos alimentos, entre outros.

E evidente que o conhecimento favorece o desenvolvimento tecnolégico em
diferentes areas e isso tem efeitos significativos com grandes beneficios a sociedade.
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RESUMO: Para a condugdo dos testes de
sensibilidade aos antimicrobianos naturais,
principalmente Oleos esséncias, os métodos
oficiais s@o adaptados para evitar interferéncias
das caracteristicas fisicas e quimicas dos
compostos testados. Este artigo teve o objetivo de
relacionar os principais ajustes de protocolos de
atividade antimicrobiana com produtos naturais
empregados no Laboratorio de Microbiologia
da Universidade Estadual de Maringa -
Campus Umuarama, com base nas pesquisas
desenvolvidas, principalmente com  Oleos
essenciais, entre os anos de 2010 a 2021. Foram
descritos os ajustes para a solubilizagdo dos
Oleos essenciais para o método da microdiluicdo
em placas, para a leitura e interpretacdo dos
resultados da Concentracdo Inibitéria Minima
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(CIM) e Concentracao Bactericida Minima (CBM), além da possibilidade de se obter a
informacéo do tempo necesséario que um Oleo essencial, em diferentes concentracées,
requer para causar a morte bacteriana, como alternativa para o ensaio de cinética de morte
microbiana. Em relacdo aos métodos de difuséo em agar foram abordadas as possiveis
desvantagens da utilizagéo dessas técnicas para a investigacao da atividade antimicrobiana
de 6leos essenciais.

PALAVRAS-CHAVE: Oleos essenciais, antimicrobianos naturais, testes de sensibilidade,
microdiluicao, difusdo em agar.

ANTIMICROBIAL SENSITIVITY TESTS ADAPTED TO ESSENTIAL OILS

ABSTRACT: For the conduct of sensitivity tests to natural antimicrobials, mainly essential
oils, the official methods are adapted to avoid interferences of the physical and chemical
characteristics of the tested compounds. This article aimed to relate the main adjustments
of antimicrobial activity protocols with natural products used in the Microbiology Laboratory
of the State University of Maringa - Campus Umuarama, based on the research developed,
mainly with essential oils, between the years 2010 to 2021 Adjustments for the solubilization
of essential oils for the microdilution plate method were described, for reading and interpreting
the results of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal
Concentration (MBC), and possibility of obtaining the information of the time required that an
essential oil, in different concentrations, requires to cause bacterial death, as an alternative
to the microbial death kinetics assay. Regarding the agar diffusion methods, the possible
disadvantages of using these techniques to investigate the antimicrobial activity of essential
oils were addressed.

KEYWORDS: Essential oils, natural antimicrobials, sensitivity tests, microdilution, agar
diffusion.

11 INTRODUGAO

Nos estudos sobre a atividade antimicrobiana de Oleos essenciais ou outras
substancias antimicrobianas em estagio de desenvolvimento sdo empregados os Testes
de Sensibilidade aos Antimicrobianos (TSA) tendo como base as normas dos documentos
disponibilizados pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e pelo European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EuCAST).

No Brasil, em 14 de dezembro de 2018, o Ministério da Saude publicou a Portaria
n°® 64 de 11/12/2018 que “Determina aos laboratérios de rede publica e rede privada, de
todas as Unidades Federadas, a utilizacdo das normas de interpretacdo para os testes
de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA), tendo como base os documentos da versao
brasileira do European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, o BrCAST”, com
prazo de 12 meses para adequacao dos laboratérios de microbiologia das redes publica e
privada.

Os protocolos de TSA sao referentes aos agentes antimicrobianos aprovados pelas

agéncias regularizadoras internacionais, ja correlacionados com as caracteristicas fisico-
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quimicas de cada antimicrobiano. No entanto, quando se trata de pesquisa cientifica para
a prospeccao de novos ativos antimicrobianos € relevante considerar as interferéncias
das caracteristicas fisicas e quimicas desse ativo nos TSA, como a solubilidade em meio
aquoso ou o solvente mais apropriado, a coloragéo do ativo, as concentragdes minimas a
serem testadas, o grau de dispersdo em agar e outros fatores a serem considerados, por
influenciar a leitura dos resultados qualitativos ou quantitativos.

Portanto, os TSA aplicados para compostos naturais, como extratos e Oleos
essenciais, necessitam de adaptagdes dos métodos oficiais. Os ajustes de protocolos sédo
muitas vezes baseados nas capacidades laboratoriais dos centros de pesquisa, com base
nos estudos cientificos j&4 publicados. De certa forma, as diferentes condi¢cdes de analise
pode ser um fator interferente nas distor¢cbes de resultados encontrados em diferentes
pesquisas com 0s mesmos extratos ou compostos. Além das variaveis associadas a
composi¢cdo quimica dos produtos naturais, como por exemplo os 6leos essenciais, a
comparacao de pesquisas cientificas com ativos naturais da mesma espécie também sofre
a possivel dispersao de resultados em fungao da falta de padronizacéo dos TSA utilizados
na prospec¢éo e desenvolvimento de antimicrobianos naturais.

O objetivo deste capitulo foi relacionar os principais ajustes de protocolos de
atividade antimicrobiana com produtos naturais empregados no Laboratério de Microbiologia
da Universidade Estadual de Maringd — Campus Umuarama, com base nas pesquisas
desenvolvidas, principalmente com éleos essenciais, entre os anos de 2010 a 2021.

21 SOLUBILIZ~A(;AO DOS OLEOS ESSENCIAIS PARA O METODO DA
MICRODILUICAO EM PLACAS

O método de microdiluicdo em placas é o mais empregado dentro dos métodos de
diluicéo para os TSA. A leitura dessa técnica permite determinar a Concentragao Inibitéria
Minima (CIM), definida como a menor concentracéo capaz de inibir qualquer crescimento
microbiano visivel.

Nos ensaios com 6leos essenciais € fundamental garantir a maxima homogeneizacao
da maior concentracdo a ser testada. Na rotina do laboratério de Microbiologia, da UEM —
Campus Umuarama, tem-se como premissa testar o 6leo essencial em questao na maior
concentracdo de 25,6 mg mL", equivalente a 2,56%. No entanto, essa concentragéo &
preparada dupla (51,2 mg mL"") em caldo Mueller Hinton adicionado de 0,5% de Tween 80
(polissorbato 80), para ser adicionada no volume de 50 pyL no pogo da microplaca, o qual
recebera posteriormente 50 pL de inéculo preparado também em caldo Mueller Hinton,
na concentracdo de aproximadamente 1,0 x 10® UFC mL". Ap6s a adicao do inéculo, a
concentracéo final do pogo com a maior concentracao a ser testada sera a estabelecida de
25,6 mg mL" e a concentracdo do inéculo sera de 0,5 x 10 UFC mL".

A adi¢cdo de Tween 80 no Caldo Mueller Hinton tem como objetivo emulsificar o

6leo essencial, uma vez que o meio de cultura é preparado como uma solugdo aquosa
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e 0 Oleo essencial é imiscivel em agua. Para o preparo da concentragcdo dupla de 6leo
essencial utiliza-se um tubo de ensaio, em que é adicionado o volume de 6leo essencial
correspondente ao peso necessario para a concentracdo que se deseja (considerando
a densidade do Oleo essencial) e segue a adicdo do mesmo volume de propilenoglicol,
com a finalidade de aumentar a solubilizagéo do 6leo essencial. Ap6s agitagdo em vortex,
adiciona-se o caldo Mueller Hinton no volume necessario para completar a solugéo.

Utilizando somente o Caldo Mueller Hinton com 0,5% de Tween 80 no preparo
da maior concentracdo, percebeu-se que minutos apds a agitacdo em vortex o 6leo
essencial separava-se da solugédo, o que ndo garantia a adicdo homogénea nos pogos da
maior concentracé@o a ser testada, com interferéncia direta nos demais pocos da diluicao
sequencial.

A adocdo da etapa de adicdo de propilenoglicol facilitou a solubilizagdo do 6leo
essencial no Caldo Mueller Hinton, mas ainda ndo é possivel obter uma solubilizagéo
completa dependendo do tipo de 6leo essencial que esta sendo testado.

Oleo essencial Nanoemulsao
Espécie vegetal ATCC 29213 ATCC 25922 ATCC 29213 ATCC 25922
CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM

Aroeira vermelha - sementes

(Schinus terebinthifolius) >256 >256 128 >256 >256 >25.6 <0.05 0.2

Canela - cascas

(Cinnamomum cassia) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.4 0.8 0.1 0.2

Tea tree - folhas

(Melaleuca alternifolia) >25.6 >25.6 6.4 >256 <0.05 <0.05 1.6 1.6

Tabela 1. Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracéo Bactericida Minima (CBM) de
6leos essenciais e suas respectivas nanoemulsdes. Concentra¢gdes em mg mL™".

Em um experimento de rotina para comparar a atividade antibacteriana de trés 6leos
essenciais e suas respectivas nanoemulsdes, preparadas pelo método de baixa energia
(rotacé@o a 100 rpm) e mantendo o Tween 80 como emulsificante, obteve-se CIMs menores
para as nanoemulsGes em relacdo aos seus respectivos 0leos essenciais, para os 6leos
essenciais de aroeira vermelha e tea tree (Tabela 1).

31 LEITURA E INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS DA CIM

A leitura dos resultados do teste de microdiluicdo em placas pode ser por meio da
turbidez (densidade 6ptica) ou utilizando indicadores colorimétricos.

Na leitura do teste de microdiluicdo em placas utilizando a turbidez, ha a necessidade
da disponibilidade de equipamento de leitura de absorbancia para microplacas, denominado
leitora de microplacas. O crescimento microbiano nos pogos contendo o antimicrobiano deve
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ser comparado com 0s poc¢os contendo meio de cultura sem o antimicrobiano, utilizados
como controles negativos. De acordo com a norma do CLSI, deve-se ler o ponto final
na concentragdo em que haja uma reducéo de 80% ou mais do crescimento microbiano,
quando comparado com o controle. Essa tolerancia foi estabelecida em consequéncia de
um ligeiro crescimento bacteriano quando séo testados os antimicrobianos convencionais
trimetoprim e as sulfonamidas.

No caso de teste de microdiluicdo com produtos naturais, a leitura da absorbancia
pode ter o inconveniente de interferéncia na turbidez quando se trata de 6leos essenciais
microencapsulados (causam a turvacao do meio) e com extratos aquosos ou hidroalcodlicos
(com coloragéo caracteristica da planta).

Na Tabela 2 esta um exemplo dos valores de leitura de absorbancia de uma
microplaca em que foi testado um dleo essencial microencapsulado com ciclodextrina.
Observa-se no poco B da coluna 1 (controles negativos) um valor superior aos demais
valores. Isso ocorreu pois foi estabelecido como protocolo do laboratério reservar um pogo
da coluna 1 para o controle negativo da maior concentracéo e outro poco para o controle
negativo da menor concentragdo (poco C da coluna 1).

o 3 - - - - - - - -
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0,047 0,652 2,689 2,196 1,911 1,937 1,869 1,459 1,007 0,637 0,648 0,68
2,311 0,507 2,782 1,907 1,879 1,831 1,551 0,857 0,564 0,614 0,674 0,657
0,059 0,634 2,683 2,171 2,089 1,966 1,832 1,357 0,792 0,47 0,579 0,605
0,058 059 2645 2,098 1,725 1,946 1,838 1,726 1,142 0,601 0,64 0,716
0,057 1,421 2,551 2,042 1,962 1,855 1,688 1,51 1,312 1,161 1,262 1,309
0,059 1,185 2,604 2,341 1,682 1,628 1,303 1,171 1,274 1,302 1,184 1,236
0,067 1,481 2,578 2,086 2,022 1,906 1,764 1,562 1,231 1,327 1,238 1,289
0,06 1,381 2611 2,14 1,991 1959 1,872 1,645 1,46 1,255 1,177 1,256

I O Mmoo w >»

Tabela 2 — Absorbéancia obtida na leitora de microplacas para o teste de sensibilidade
antimicrobiana de 6leo essencial microencapsulado com ciclodextrina.

Antes da implantagéo da leitura da absorbéancia para os testes de microdiluicdo em
placas no Laboratério de Microbiologia da UEM — Campus Umuarama, era adotada apenas
a leitura do teste com o indicador de 6xido-redugéo resazurina, o qual adquire coloragédo
rosa no caso de crescimento microbiano e permanece com coloragdo azul nos pogos em

que houve inibicdo microbiana. Os métodos colorimétricos para determinar a CIM séo
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considerados rapidos e de baixo custo, pois ndo necessitam de equipamento. No entanto,
a mesma dificuldade de observagéo do resultado positivo ou negativo permanece quando
se trata um extrato aquoso ou hidroalcodlico com coloragdo. Na Figura 1 observa-se essa
interferéncia por conta da coloragdo do extrato aquoso testado, o que pode gerar um
resultado falso-positivo. No pogco B2 ocorreu uma coloragéo intensa do controle negativo,
contendo a maior concentracdo testada. Para o analista, nesse caso ocorre a duvida
principalmente em relagdo as colunas 3 a 6, se a coloracdo € em fungéo do crescimento
microbiano ou do proprio extrato testado.

Figura 1 — Microplaca para leitura da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) utilizando o
indicador resazurina.

O método de microdiluicdo proposto por Mann e Markham (1998), para a
determinacao da CIM de 0Oleos essenciais, baseou-se na comparagéo da leitura visual e
fotométrica das microplacas e demonstrou que os resultados da microdiluicdo podem ser
avaliados sem instrumentacéo.

A resazurina é um indicador de Oxido-reducdo que foi extensivamente utilizada
na investigacdo da qualidade do leite. Para a deteccdo de Mycobacterium tuberculosis
0 método em placa por microdiluicdo proposto por Palomino et al. (2002), utilizando a
resazurina foi denominado como REMA (Resazurin Microtiter Assay).

No entanto, a leitura da microplaca com o indicador resazurina passa a ser
subjetiva e dependente a percepcdo do analista. Em determinadas situagdes, conforme
o Oleo essencial que esta sendo testado, a diferencia¢do de cor entre o azul e o rosa fica
comprometida e causa incerteza na leitura de crescimento microbiano positivo ou negativo.

Visando a possibilidade da utilizagdo de uma técnica mais precisa para a realizagédo
da leitura CIM de 6leos essenciais pelo método do indicador resazurina, utilizou-se o
software ImagedJ (disponivel em https://imagej.nih.gov/ij/) para obter a diferenciacdo dos
pocgos positivos e negativos quanto ao crescimento microbiano. O principio baseia-se na
leitura colorimétrica por meio da inversédo de cores, para fins de comparacéo da leitura
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dos resultados pelas fotografias originais. Na Figura 2A observa-se a imagem de uma
microplaca tratada pelo método indicador resazurina e na Figura 2B, a imagem analisada
pelo software.

Figura 2 — Microplaca do método de microdiluigdo para a determinagdo da Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM) de 6leos essenciais. (A): imagem original da microplaca apés a
incubagéo com o indicador resazurina. (B): imagem tratada pelo Software ImageJ.

A primeira coluna de pocgos microplaca foi reservada como referéncia os pogos
de controle negativo, em que nao foi adicionada a cultura microbiana. No pogco A1 foi
adicionado apenas o meio de cultura Caldo Mueller Hinton, no pogo B1 foi adicionada o
meio de cultura com a maior concentragéo de 6leo essencial e no pogo C1 continha o meio
de cultura com a menor concentragéo de 6leo essencial.

Os pogos da segunda coluna da microplaca foram reservados para os controles
positivos dos microrganismos em teste, constituindo-se apenas dos in6culos em meio de
cultura (auséncia de antimicrobiano).

Na leitura visual do resultado, nos pocos de coloracdo rosa entendeu-se que
houve reducgéo do indicador, pela reagdo com o meio de cultura reduzido em fungéo do
metabolismo microbiano, ou seja, que ndo houve inibicdo da cultura (resultado positivo).
Nos pocos de coloragéo azul houve inibicao microbiana (resultado negativo).

Nos pogos da linha 1, colunas 4 e 5, observou-se que as cores apresentadas ndo
foram semelhantes as cores tomadas como padréo positivo ou negativo, o que gerou duvida
e ndo se pode afirmar se houve ou néo inibicdo do crescimento microbiano. Observando a
Figura 2B, foi possivel verificar com clareza o resultado dos pogos citados anteriormente,
sendo que para ambos 0s casos ndo houve inibicdo do crescimento microbiano (indicagéo
da coloragé@o verde). A inversdo das cores disponivel no software permitiu uma maior
visibilidade dos resultados, uma vez que o comando inverte todas as cores e valores de
brilho dos pixels da camada ativa da imagem, tornando areas claras em areas escuras. Os
resultados da comparacédo foram expostos similarmente como mostra a Figura 3, na qual
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os simbolos (+), (-) e (+/-) representam se houve crescimento microbiano, se ndo houve

crescimento microbiano e incerteza do resultado, respectivamente.
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Figura 3 — Representacéo da leitura dos resultados obtidos na determinacéo da Concentragcao
Inibitéria Minima (CIM) de 6leos essenciais. (A): analisando imagem original da microplaca
apos a incubagéo com o indicador resazurina. (B): analisando a imagem tratada pelo Software
Imaged. (+): crescimento microbiano. (-) inibicdo microbiana. (+/-) incerteza do resultado.

Aresazurina € um indicador quimico, que durante a sua redugao ha alteragéo de cor.
No leite e em solugédo aquosa, a resazurina é azul e se reduz para resorufina, de coloracdo
rosa. A resorufina pode ser reduzida ainda a hidrorresorufina, um composto incolor. Areacao
para resorufina é irreversivel, enquanto que a redugéo para hidrorresorufina é reversivel
(ERB; EHLERS, 1950). O que explica que alguns poc¢os do controle positivo (segunda
coluna da Figura 2A) tenham ficado incolores.

A resazurina, também referenciada como Alamar Blue, é azul e nao fluorescente.
Quando reduzida pela atividade celular, provavelmente pelo consumo de oxigénio no
metabolismo microbiano, passa a ter coloragéo rosa fluorescente (O’'BRIEN, 2000). Essa
fluorescéncia pode ser fotografada em fotodocumentador para géis de eletroforese. Na
Figura 4 estdo as imagens da microplaca com o teste de microdiluicdo de um 6leo essencial,
fotografadas por camera de celular (A) e por fotodocumentador (B).
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Figura 4 — Microplaca do método de microdiluicdo para a determinagédo da Concentragcéo
Inibitéria Minima (CIM) de 6leos essenciais. (A): imagem fotografada por camera de celular. (B):
imagem obtida em fotodocumentador. (C): representacéo da leitura dos resultados observando

(A). (D): representacao da leitura dos resultados observando (B). (+): crescimento microbiano.
(-) inibicdo microbiana. (+/-) incerteza do resultado. (?): sem parametro.

Foi estabelecido como protocolo no teste de microdiluicdo em placas a utilizagdo
do indicador resazurina para a leitura do resultado da CIM, de forma que é adicionado
o indicador ap6s a incubagdo com o inoculo. A microplaca permanece overnight sob
refrigeracdo, com a leitura do resultado no dia posterior. Esse tempo se faz necessario
para que haja a completa reducdo do indicador nos po¢cos em que ocorreu crescimento
microbiano. No entanto, mesmo ap0s esse tempo pode ocorrer dificuldades na leitura,
como observado na Figura 4A. Desse modo, a imagem por fotodocumentador tornou-se
fundamental para evitar as incertezas nos resultados e a dependéncia dos referenciais de
cor de cada analista.

E nitida a diferenca dos pogos com crescimento microbiano dos pogcos em que
ocorreu inibicdo (Figura 4B). Esse fato traz um conforto ao analista para expressar os
resultados sem duvidas e incertezas. No entanto, os registros das microplacas utilizados
fotografias com cameras convencionais continuam sendo realizados no laboratorio.
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41 CONCENTRAGAO BACTERICIDA MiNIMA (CBM)

Realizando o repique de cada pog¢o da microplaca apés a incubacgao, utilizada no
método de microdiluicdo para a determinacdo da CIM, em meio de cultura solidificado é
possivel determinar qual a concentracdo necessaria do 6leo essencial em estudo para
promover a morte celular, ou seja, a Concentracao Bactericida Minima (CBM) para bactérias
ou Concentracao Fungicida Minima (CFM) para leveduras e fungos filamentosos.

No entanto, o repique para a CBM utilizando o ponto final de incubagéo para a
determinacao de CIM ndo permite uma viséo sobre o processo de morte que ocorre durante
o periodo de incubagéo de 24 horas na presencga do agente antimicrobiano. Além da CIM,
informacdes confiaveis sobre a propriedade microbicida de um agente antimicrobiano
€ essencial para o sucesso do tratamento de infeccbes (HAMOUD et al., 2012) ou o
tempo necessario para exercer um efeito conservante eficaz em produtos alimenticios ou
cosméticos.

O ensaio de curva de morte microbiana € um método refinado e preciso para os
estudos de mecanismo de acéo de substancias antimicrobianas (ALBANO et al., 2016). A
curva de morte € normalmente executada com a determinagcéo de células viaveis, sendo
um método dispendioso quanto a demanda de materiais necessarios para o plaqueamento
das diluicdes requeridas, para alcancgar valores seguros nas contagens de colénias.

Diante do elevado custo e m&do de obra intensa para executar diversas diluicbes
e plagueamentos em curtos intervalos de tempo, buscou-se uma alternativa para obter
a informagéo do tempo necessario que um o6leo essencial, em diferentes concentracoes,
requer para causar a morte bacteriana.

Como protocolo para determinar a CBM em diferentes tempos de intera¢édo dos 6leos
essenciais com as bactérias alvo, estabeleceu-se as etapas de repique das microplacas
nos tempos de 3, 6, 9 e 24 horas de incubacéo, antes da adicdo da resazurina para a leitura
da CIM.

Para o repique das microplacas é utilizado um replicador de 96 pocos estéril
(Scienceware® - Figura 5A), com volume de 10 uL de cada pocgo. O replicador é utilizado
como um “carimbador” em placas de Petri (150 mm) contendo Agar Mueller Hinton (MHA).
As placas de MHA séo entédo incubadas em condi¢des de aerobiose a 37 °C por 24 horas,
para a observagao de crescimento bacteriano e determinagédo da CBM. O n&o surgimento
de coldnias indica a morte bacteriana (Figura 5B).
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Figura 5 — (A) Leitura da Concentragdo Bactericida Minima (CBM) de um 6leo essencial, com o

repique da microplaca realizado 24 horas ap6s a incubagéo. (B) Imagem do replicador. *Fonte:

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/z370819?lang=pt&region=BR. Acesso em:
17 set. 2020.

O replicador utilizado é autoclavavel e permite o repique de todos os pocos em um
tnico movimento. Na Tabela 3 encontram-se os valores de CBM para trés diferentes 6leos
essenciais em cada intervalo de tempo de incubacgéo das microplacas.

CBM (L mL")
Staphylococcus aureus subsp.
aureus Rosembach (ATCC 29213)

CBM (uL mL")

Oleo essencial Escherichia coli (25922)

3h 6h 9h 24h 3h 6h 9h 24h
1 >25,6 6,4 3,2 3,2 12,8 12,8 12,8 12,8
2 12,8 12,8 6,4 3,2 6,4 6,4 3,2 3,2
3 >25,6 >25,6 25,6 12,8 12,8 12,8 12,8 12,8

Tabela 3 — Concentragcbes Bactericidas Minimas (CBM) em pL.mL" dos 6leos essenciais
em cada intervalo de tempo de incubacgao, contra Escherichia coli (25922) e Staphylococcus
aureus (ATCC 29213).

Foi possivel observar que nas primeiras trés horas de contato com as células de
Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosembach (Gram positiva) ja houve a agdo efetiva
dos 6leos essenciais de (1) e (3) na CBM final (12,8 yL mL"). Para o 6leo essencial (2)
foram necessarias nove horas de contato para a agcdo da CBM final (12,8 uL mL™). J& para
a bactéria Gram negativa Escherichia coli a acéo efetiva da CBM dos 06leos essenciais
(2) e (3) foi alcangcada com somente 24 horas de incubacdo, provavelmente por terem
uma acéo mais lenta dos 6leos essenciais em efetivamente matar as bactérias Gram
negativas, pela possibilidade de interagdo dos compostos quimicos dos 6leos essenciais
com os lipopolissacarideos da membrana externa, retardando o alcance dos mesmos na

membrana celular, principal alvo de acdo dos componentes dos 6leos essenciais.
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51 METODOS DE DIFUSAO EM AGAR

Muitas pesquisas cientificas com 6leos essenciais sdo publicadas apresentando
resultados de CIM a partir de estudos que utilizaram as técnicas de difusdo em agar,
principalmente o0 método de difusédo em disco. O halo de inibicao formado € medido no final
do periodo de incubagéo.

Esse método pode utilizar o papel de filtro estéril, cilindros de ago colocado no meio
de cultura ou orificios perfurados no meio de cultura. Para extratos aquosos é possivel
considerar que ira ocorrer a difusdo dos compostos ativos, pois 0s mesmos séo soluveis
no meio de cultura (preparado como uma solugéo aquosa). No entanto, 0 método torna-se
inapropriado para amostras ndo polares ou que nao se difundem facilmente no agar. De
modo geral, a poténcia antimicrobiana de amostras ainda em prospec¢cdo nem sempre
pode ser comparada com os antibiéticos convencionais, principalmente por causa das
diferencas e desconhecidas propriedades fisicas, como solubilidade, volatilidade e difusao
em agar (COS et al., 2006).

61 CONSIDERAGOES FINAIS

O método de microdiluicdo em placas € o mais indicado para a pesquisa de
atividade antimicrobiana de 6leos essenciais, por ser de baixo custo em relacéo ao material
necessario e a quantidade de amostra. A leitura do método de microdiluicédo utilizando o
indicador resazurina facilita o desenvolvimento de estudos com antimicrobianos naturais,
como os Oleos essenciais, justamente por ndo necessitar de instrumentacao como ocorre
na leitura por turbidez. No entanto, a subjetividade na leitura dos diversos tons entre o
azul e o rosa pode ser um fator limitante, quando ndo ha parametros de coloragéo para
antimicrobianos ainda néo estabelecidos. Dessa forma, a utilizagdo de um tratamento de
imagem, favorecido pela utilizagéo da resazurina, que se reduz a um composto fluorescente
para os resultados positivos, permite aplicar ferramentas como o software ImageJ ou o
fotodocumentador, proporcionando maior seguranca e confiabilidade nos resultados a
serem gerados com o método da microdiluicdo em placas.

Com o auxilio de um replicador € possivel obter de forma pratica e acessivel o
repique de todos os pogos da microplaca utilizada para determinar a CIM, obtendo-se
também a leitura da CBM ou CFM. O estudo do tempo de morte microbiano, em que
repiques da microplaca sdo realizados ao longo do tempo de incubacgdo, ainda pode
fornecer informagdes importantes para a cinética de morte microbiana.
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