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APRESENTACAO

A Biotecnologia € o ramo da Ciéncia que estuda o desenvolvimento de seres vivos
modificados em laboratério com o intuito de promover o aprimoramento de técnicas em varios
setores da sociedade, seja ela na industria, saude e meio ambiente. Acredita-se que 0s
povos da antiguidade ja utilizavam microrganismos na preparacao de bebidas e alimentos e
com o avanco das tecnologias e da Ciéncia, o uso de mecanismos biolégicos no combate a
fome, doencas e na producao de energia sustentavel tornaram-se cada vez mais comuns.

A importancia da Biotecnologia para os seres humanos nas diferentes areas de
producdo esta relacionada aos grandiosos avancgos tecnoldgicos operados no campo da
Biologia, Quimica, Farmacia, dentre outras, principalmente aqueles de aplicacdo pratica na
area da saude.

A rica biodiversidade encontrada na Amazonia representa um imenso potencial
genético e ambiental que desperta um grande interesse de paises situados em outras partes
do mundo. No entanto, grande parte das espécies existentes ha Amazénia ainda € pouco
estudada. Sendo assim, é de fundamental importancia o fortalecimento do trabalho de ir
esclarecendo pontualmente a sociedade os beneficios desta grande revolucao tecnoldgica,
abrindo um enorme leque de possibilidades, desafios e avancos.

Afinal, o conhecimento associado com a Biotecnologia tem possibilitado a
identificacéo e a utilizacio de recursos naturais para a melhoria da vida do homem. E de
suma importancia que os pesquisadores se envolvam na luta pela preservacdo e
conservacao do nosso ecossistema. Dessa forma, os programas de exploracao que envolva
0S seres vivos devem estar baseados em sélidos conhecimentos cientificos e favorecer
ecoldgica e economicamente a sociedade.

A obra “Biodiversidade e Biotecnologia no Brasil 2” traz aos leitores diversos temas
da area, reunindo 18 trabalhos cientificos, na qual o leitor podera conferir pontos da
Fitoquimica, Bioprospeccao, Botanica Econdmica, Microbiologia, Saude Humana, dentre
outras. A abrangéncia desses temas nos diversos setores da sociedade é um ponto crucial
nesta obra, uma vez que proporcionard um enriquecimento sobre o tema e as experiéncias
relatadas por diversos pesquisadores brasileiros e estrangeiros.

Neste sentido, ressaltamos a importancia desta leitura, pois 0 nosso objetivo em
produzir esta obra se fundamenta na condi¢c&o de incrementar e valorizar o conhecimento da

aplicabilidade da Biotecnologia em nosso cotidiano. Espera-se que este livro forneca um
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suporte tedrico e metodoldgico para as atividades do ensino de graduacéo e pos-graduacao
nas diferentes areas do conhecimento, uma vez que este livro tera o seu acesso livre para
pesquisas e leituras de forma a ser um objetivo de compartilhamento de informacgéao e
sapiéncia agregada acerca dos temas aqui abordados.

Gostaria de agradecer a colaboracdo de todos os autores, e esperamos continuar
contando com o apoio da comunidade cientifica para o aprimoramento constante desta obra,

fortalecendo assim a pesquisa para todos.

Desejo a todos uma 6tima leitura

Prof. Dr. Renato Abreu Lima
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CAPITULO 1

Editora

OMICAS DESVENDANDO A DIVERSIDADE MICROBIANA NOS
BIOMAS BRASILEIROS E SEU POTENCIAL BIOTECNOLOGICO

Priscila Jane Romano Goncalves Selari!, Sarina Tsui?, Tiago Tognolli de Almeida?®,

Luiz Ricardo Olchanheski* e Manuella N6brega Dourado®

1. Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia Goiano, Ceres, Goias, Brasil;

2. Universidade de S&o Paulo, Instituto de Ciéncias Biomédicas, S&o Paulo, Sdo Paulo, Brasil;

3. Universidade Catélica Dom Bosco (UCDB), Campo Grande, Mato Grosso, Brasil;

4. Universidade Estadual de Ponta Grossa, Departamento de Biologia Estrutural, Molecular e Genética, Ponta
Grossa, Parana, Brasil;

5. Universidade de Sorocaba (UNISO), Engenharia Agrondmica, Sorocaba, S&o Paulo, Brasil.

RESUMO

As interacfes ecologicas dos organismos estao relacionadas a sanidade do hospedeiro. A
comunidade microbiana pode apresentar um efeito patogénico ou benéfico ao hospedeiro e
desempenha um papel importante na protecdo da planta contra doencas causadas por
patdgenos ou disturbios fisioldgicos, assim como, contribui para o aumento da absorcdo de
nutrientes. Uma forma de acessar esses micro-organismos € utilizando ferramentas dmicas,
a metagendmica juntamente com outras “6micas”, como analise de transcritos e dados de
ensaios funcionais, comp&em a abordagem multi-6micas. Esta abordagem é capaz de gerar
uma rede sofisticada de estruturas da comunidade, incluindo elementos de interagbes
troficas, dindmica da comunidade e capacidade metabdlica. Devido as interagbes entre
espécies microbianas e seus hospedeiros, diferentes produtos biotecnolégicos estao sendo
utilizados para (i) a promocéao de crescimento vegetal, (ii) o biocontrole de doengas e insetos
e (iii) a inducao da resisténcia sistémica, aumentando a toleréncia do hospedeiro a estresse.
Além disso, ha uma contribuicdo significativa da diversidade microbiana na (iv)
biorremediacdo de ambientes contaminados e (v) na producdo de enzimas Uteis na
agricultura e biorremediacéo. A presente revisdo foca nos trabalhos desenvolvidos no Brasil
gue tem contribuido para a compreensao de interacdes dos diferentes grupos microbianos
(bactéria, arquea, fungos e virus), no entanto, ainda ha uma vasta diversidade microbiana a
ser explorada e muitos problemas agrondmicos (como resisténcia a fungicidas) e ambientais
(tais como persisténcia de defensivos) a serem resolvidos. Mesmo com a grande revolugéo
tecnoldgica e intensa geracdo de informacdes por meio da abordagem multi-6micas, o
conhecimento obtido até o0 momento ainda ndo compreende a verdadeira complexidade das
comunidades microbianas.

Palavras-chave: Diversidade microbiana, Multi-6micas e Biotecnologia.
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ABSTRACT

The ecological interactions of organisms are directly related to the health of the host. The
microbial community can present a pathogenic or beneficial effect on the host and plays an
important role in protecting the plant against diseases caused both by pathogens or
physiological disorders, as well as contributing to increase nutrients uptake. One way to
access these microorganisms is to use omic tools, metagenomics together with other “omics”,
such as analysis of transcripts and data from functional tests, make up the multi-omic
approach. This approach is capable of generating a sophisticated network of community
structures, including elements of trophic interactions, community dynamics and metabolic
capacity. Due to the interactions between microbial species and their hosts, different
biotechnological products are being used for (i) plant growth promotion, (ii) biocontrol of
diseases and insects and (iii) induction of plant systemic resistance, increasing the tolerance
of the host to stress. In addition, there is a significant contribution from microbial diversity in
(iv) bioremediation of contaminated environments and (v) in the production of enzymes used
in agriculture and bioremediation. This review focuses on studies developed in Brazil that has
contributed to the comprehension of different microbial groups (bacteria, archaea, fungi and
viruses) interactions, however, there is still a vast microbial diversity to be explored and many
agronomic problems (such as resistance fungicides) and environmental problems (such as
pesticide persistence) to be resolved. Even with the great technological revolution and intense
information generation through the multi-omics approach, the knowledge obtained so far does
not yet understand the true complexity of microbial communities.

Keywords: Microbial diversity, Multi-omics and Biotechnology.

1. INTRODUCAO

O organismo ou populacdo de uma espécie nao ocorre isoladamente, nos diferentes
habitats ja foi descrito uma diversidade e riqueza de espécies (FAUST,; RAES, 2012). O
resultado dessas multiplas interacdes esta frequentemente relacionado ao efeito patogénico
ou benéfico no hospedeiro. A comunidade microbiana do solo apresenta um papel importante
na protecdo da planta contra doencas causadas por patdogenos ou distUrbios fisiol6gicos,
assim como, contribui para o aumento da absorgéo de nutrientes (BRAGA et al., 2016).

A fim de estudar essas interacfes é necessario o estudo isolado de cada componente
do sistema, mas também € necessario compreender seu contexto ecoldgico. Para isso
utilizam-se as 6micas: gendmica, transcriptoma, proteoma, metaboloma, fenémica, ibmica
entre outros, em que é possivel estudar o sistema como um todo. E para melhor
compreender a ecologia é possivel integrar dessas dmicas, o que corresponde a biologia de

sistemas.
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APLICAGOES NA AGRICULTURA

» Solubilizagao e ciclagem de
nutrientes;

» Decomposi¢ao de matéria
organica;
Fixacdo biologica de
nitrogénio;
Sintese de fitormdnios;

* Promogao de crescimento
vegetal
Sintese de compostos
antimicrobianos;
Indugao do sistema de defesa
da planta;

» Tolerancia a estresses
abiéticos.

=

Figura 1. Diagrama esquematico das principais aplicacdes do microbioma vegetal

(bactérias, arqueas, fungos e virus).
Esses micro-organismos estdo presentes na superficie das folhas (epifitico), nos espacos intercelulares da
planta (endofiticos), no solo préximo a raiz das plantas (rizosfera) e no solo. O esquema representa o potencial
biotecnolégico com aplica¢des (A) na agricultura; (B) no ambiente; e (C) na indUstria. Para acessar esse
microbioma sao utilizadas abordagens "multi-6micas". Criado com BioRender.com.

A metagendmica, o estudo dos genomas de um determinado ambiente tem se tornado
uma ferramenta indispensavel para o estudo da diversidade taxondmica e funcional de micro-
organismos do ambiente, 0os quais sdo, em sua maioria, ndo cultivaveis. Dessa forma,
abordagens de sequenciamento high-throughput (alto rendimento) e “multi-6micas” (analise
single-cell, bem como metagendmica, metatranscriptomica, metaprotebmica e
metabolémica), tornou o estudo de micro-organismos néo cultivaveis possivel (PASIC et al.,
2016) (Figura 1).
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A presente revisdo, focou-se nos trabalhos brasileiros nas interacdes microbianas
(bactéria, arquea, fungo e virus) com espécies vegetais, utilizando as émicas e suas

aplicacdes biotecnolégicas.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 BIODIVERSIDADE DE BACTERIAS NOS BIOMAS BRASILEIROS E SUAS
APLICACOES

O Brasil € um celeiro mundial em se tratando de biodiversidade. Esta biodiversidade,
ainda em grande parte desconhecida, é uma fonte inestimavel de micro-organismos, genes
e enzimas para aplicagdes biotecnoldgicas, que podem contribuir para a sustentabilidade e
a conservacgao de biomas (PYLRO et al., 2014).

O solo é 0 ambiente com a maior diversidade microbiana da Terra, a qual € composta,
em sua maioria, por bactérias. No solo, as bactérias desempenham diversas funcdes
importantes como solubilizacdo e ciclagem de nutrientes, fixacdo bioldgica de nitrogénio,
producédo de fitormdnios, decomposicdo da matéria organica e controle biolégico, que levam
ao aumento da fertilidade dos solos e promocéao do crescimento vegetal (AFZAL et al., 2019).
Além disso, muitas bactérias podem desempenhar fun¢cdes ambientalmente relevantes,
como aquelas que realizam biorremediacdo ou sdo bioindicadoras da qualidade de um
determinado ambiente. Industrialmente, muitas bactérias, seus genes ou seus produtos, sdo
utilizados para a producédo de alimentos, bebidas, biocombustiveis, biogas, medicamentos,
cosmeéticos, dentre outros (AFZAL et al., 2019).

Além do solo, bactérias com aplicacdes biotecnoldgicas, também podem ter como
habitat, a superficie vegetal, conhecida como filosfera, sendo denominadas de bactérias
epifiticas (DIAS et al., 2015), ou o interior dos tecidos vegetais (bactérias endofiticas)
(HARDOIM et al., 2015).

A distribuicdo dos microbiomas é especifica para cada nicho, sendo variavel a
diversidade encontrada nos diferentes habitats (MENDES; TSAI, 2018). Dentre as bactérias
rizosféricas, o filo mais abundante é Proteobacteria, geralmente seguido por Firmicutes,
Actinobacteria e Bacteroidetes (KOUR et al., 2019). Estes mesmos filos s&o dominantes para
as bactérias epifiticas (SIVAKUMAR et al., 2020) e endofiticas (AFZAL et al., 2019). Embora
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a diversidade taxonémica seja similar, ndo significa que desempenhem a mesma funcéo em
todos os nichos (MENDES; TSAI, 2018).

Intervencdes antrépicas, como desmatamento (NAVARRETE et al., 2015), mineracéo
(GASTAUER et al., 2019), queimadas (RACHID et al., 2013) e mudancas no uso da terra
(SOUZA et al., 2016), alteram a estrutura da comunidade bacteriana. Por esta razdo, o
conhecimento acerca da biodiversidade taxondmica e funcional de bactérias encontradas em
regibes brasileiras nativas é fundamental para se tracar estratégias de conservagdo e
explorar seu potencial biotecnolégico.

As aplicacbes biotecnolégicas possiveis a partir de microbiomas brasileiros séo
inUmeras. Na agricultura, tem crescido o uso de produtos biolégicos, utilizando insetos ou
micro-organismos para promover o crescimento e/ou inibir a manifestagdo de uma doenga.
As bactérias mais utilizadas comercialmente sdo dos géneros Bacillus, usado no biocontrole,
e rizébio (Bradyrhizobium e Rhizobium) e Nitrospirillum, usados na fixa¢cdo de nitrogénio.

Ha muitos trabalhos brasileiros isolando bactérias e descrevendo potenciais produtos
biolégicos para a agricultura. Nitrospirillum brasilense e Bradyrhizobium spp., ja
comercializados como inoculantes, promovem o crescimento de plantas, principalmente em
gramineas (MARKS et al., 2015), sendo que N. brasilense confere protecéo pela inducao do
sistema de defesa da planta e atividade antioxidante (FUKAMI et al., 2018). Plantas nativas,
como cactos da regido do semiarido do Brasil, também sdo estudados, isolando bactérias
endofiticas eficientes na solubilizacdo de fosfato (LIMA et al., 2015).

O género Bacillus é usado tanto para a promocao de crescimento, como para o
biocontrole de fitopatdégenos. Goes et al. (2012) isolou de caule, raizes, flores e rizosfera de
girassol e foram capazes de realizar a fixacao biolégica de nitrogénio, solubilizacao de fésforo
e antagonismo contra Sclerotinia sclerotiorum. Bacillus sp. RZ2MS9 e Burkholderia ambifaria
RZ2MS16, foram isoladas da rizosfera de guarana (Paullinia cupana) e os experimentos
mostraram multiplos tracos funcionais para a promoc¢ao do crescimento de plantas e, sendo
capazes de aumentar efetivamente o crescimento de milho e soja (BATISTA et al., 2018).
Outros géneros também apresentam potencial de biocontrole como Burkholderia seminalis
TC3.4.2R3, uma bactéria endofitica de raizes de cana-de-agucar, apresenta grande
potencial de biocontrole contra fungos fitopatogénicos (GONCALVES et al., 2019).

O biocontrole pode ocorrer tanto na aplicacdo da bactéria como na aplicacdo de
enzimas hidroliticas. No bioma do Cerrado mineiro, foram isoladas bactérias pertencentes
aos géneros Bacillus, Streptomyces, Paenibacillus, Enterobacter e Burkholderia, epifiticas de

frutos nativos, que produzem enzimas celulases de interesse industrial e agronémico (DIAS
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et al., 2015). Bacillus spp., endofiticos de plantas do mangue brasileiro, também foram
capazes de produzir varias enzimas, como amilase, esterase e endoglucanase (CASTRO et
al., 2014).

Bactérias também sdo capazes de aumentar a tolerancia das plantas estresses
bidticos (como doencas) e abidticos (como estresse hidrico e metais pesados). Géneros
como Arthrobacter, Pseudomonas, Microbacterium e Bacillus, isolados da rizosfera de cana,
mostraram um aumento a tolerancia da planta ao estresse hidrico (PEREIRA et al., 2019).
Burkholderia sp. SCMS54 aumenta a tolerancia de tomate ao cadmio, por induzir respostas
ao estresse na planta (DOURADO et al., 2014). A mesma linhagem foi capaz de realizar a
biosorcéo de niquel, demonstrando grande potencial para ser utilizada na biorremediacao de
solo e agua contaminados (DOURADO et al., 2015a). Methylobacterium spp. também
apresentam capacidade de degradar compostos toxicos, tolerar altas concentracbes de
metais pesados e aumentar a tolerancia de plantas a esses compostos, podendo ser

utilizadas para reduzir contaminagdes ambientais (DOURADO et al., 2015b).

2.2 “MULTI-OMICAS” PARA DECIFRAR A COMUNIDADE ARQUEA, SUA DIVERSIDADE
E APLICACOES BIOTECNOLOGICAS

Argueas apresentam extremofilia, podendo sobreviver em ambientes com alta
temperatura, alta salinidade, extremas variacdes de pH, auséncia de oxigénio (EME;
DOLITTLE, 2015), também podem se desenvolver em ambientes n&o-extremos
(VALENTINE, 2007). A enorme capacidade adaptacdo das arqueas despertou um interesse
biotecnoldgico sobre esta forma de vida tao particular (BANG; SCHMITZ, 2015).

No Brasil, estudos sobre a diversidade e funcdo da comunidade de Arquea ja foram
conduzidos em alguns ecossistemas relevantes, como a floresta amazénica (TAKETANI et
al., 2010; FONSECA et al., 2018), caatinga (LANCONI et al., 2013) e pantano (ETTO et al.,
2013), bem como em manguezal (MENDES et al., 2012) e Cerrado (CATAO et al., 2013;
ARAUJO et al., 2018).

Acredita-se que a interacdo de arquea-planta seja positiva, uma vez que a ocorréncia
majoritaria € observada em plantas saudaveis (TAFFNER et al., 2018). Até o presente
momento ndo foram descritas arqueas associadas a doencas em plantas (PUMP et al.,
2015). Taffner et al. (2018) evidenciaram a importancia do microbioma funcional de Arquea
sendo responsavel pela ciclagem de nutrientes, resposta ao estresse, e biossintese de

fitorménios, também interagindo com bactéria e seus hospedeiros.
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No Brasil, poucos sdo os estudos que avaliam a funcdo do microbioma Arguea na
interacdo com plantas, os poucos estudos que ja foram realizados avaliam a diversidade da
comunidade presente em determinada rizosfera influenciada pelos exsudatos de certa
espécie vegetal de interesse (LANCONI et al., 2013).

O trabalho de Song et al. (2019) representa o estabelecimento de base sdlida para
pesquisas futuras no novo campo de interagdes arquea-planta, apesar de ndo ser conhecido
ainda o exato papel de Archea no crescimento de plantas (SIMON et al., 2005)

Além disso, foi observado que Arquea pode apresentar um grande potencial na
producédo de antimicrobianos, entre as classes Sulfolobus e Haloarchaea, um grande nimero
de arqueocinas ja foram identificadas e caracterizadas (SHAND et al., 2008).

Enzimas isoladas de micro-organismos extremofilos sdo denominadas extremozimas
(DUMORNE et al., 2017), apresentam a extraordinaria propriedade de tolerancia a
salinidade, termo-estabilidade e adaptabilidade ao frio. Algumas extremozimas apresentam
grande potencial de interesse industrial como lipase, protease, quitanase, glucanase,
xilanase, a-amilase, glucoamilase, pectinase, oxidase, pululanase, esterase, celulase,
mananase e peroxidase.

Bini et al. (2010) fez uma revisdo bem completa sobre a requisicdo de metal em
processos metabdlicos de Arquea e a relacao destes com processos das transformacdes de
metais no ambiente. Além disso, o estudo também lista arqueas capazes de realizar
transformacdes metalicas, e, portanto, potenciais agentes para biorremediacdo e
biomineralizacdo.

Alguns estudos com base no “metaloma” — conjunto de proteinas e enzimas que
requerem um metal para desempenhar sua funcdo (BINI, 2010) de arqueas ja foram
realizados para a detec¢éo de genes relacionados a (i) resisténcia a metais (BAKER-AUSTIN
et al., 2007); (ii) sequestro de metais (REMONSELLEZ et al., 2006); (iii) mobilizacdo de
metais (EDWARDS et al., 2000); (iv) transformacdo de metais em formas insoluveis —
biomineralizacdo (KASHEFI, LOVLEY, 2000; KASHEFI et al., 2008a, b) e a (v)
biorremediacdo (DRUSCHEL et al., 2004), a mais interessante aplicacao destes organismos
metal-tolerantes (BINI, 2010).

Campeédo et al. (2017) fizeram a prospeccdo de micro-organismos capazes de
degradar petréleo em diferentes bacias oceanicas brasileiras, proximas a Foz do Amazonas
durante 48 dias. Halobacteriaceae foi considerado como 0 grupo mais importante para o

processo de biodegradacao de petrdleo, mesmo néo sendo a familia mais abundante.
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2.3 OMICAS NA BUSCA POR PRODUTOS FUNGICOS USADOS NA AGRICULTURA
SUSTENTAVEL

O grupo dos fungos € um dos mais ricos em espécies quando comparado a outros
grupos de seres vivos, estima-se que existam cerca de 12 milhdes de espécies entre fungos
cultivaveis e nao-cultivaveis (WU et al., 2019). Este grupo inclui bolores, leveduras e
cogumelos, e podem ser encontrados em uma grande diversidade em diferentes habitats
como, solo, ar, lagos, rios e mares, no interior de plantas e também do corpo humano
(HARRISON; GRIFF, 2020). Essa grande diversidade fungica apresenta um amplo potencial
na secrecdo de metabdlitos secundarios, secrecdo de enzimas de interesse comercial,
biocontrole de fitopatdgenos e fonte de novos farmacos (SILVA NETO, 2019). Os metabdlitos
secundarios de fungos filamentosos possuem um impacto significativo no meio ambiente na
agricultura e na saude humana (HUSSAIN et al., 2014; ALMEIDA et al., 2017; HILARIO et
al., 2020).

Grigoletto et al. (2020) mostraram que o fungo endofitico Neopestalotiopsis isolado de
uma espécie de Begbnia, produz o composto fumiquinona B, que frente aos fungos
fitopatogénicos Diaporthe phaseolorum e Colletotrichum gloeosporioides, demonstrou
atividade antifungica. Em um estudo semelhante, Vieira, Cortelo, Castro-Gamboa (2020),
utilizando espectrometria de massa (GC / MS) e UPLC-QTOF/MS notaram 20 compostos
oriundos do fungo Fusarium solani isolado da rizosfera da planta Senna spectabilis, dentre
esses compostos, dois (beauvericin e tyrosol) apresentaram atividade antifingica frente ao
fungo fitopatogénico Cladosporium.

Além de produzirem substancias bioativas, os fungos podem ser utilizados como
micoparasitas biocontroladores de fungos patogénicos e no controle bioldgico de insetos.
Neste sentido, dentre os fungos encontrados na diversidade brasileira destacam-se
Beauveria bassiana, Isaria fumoorosea, Paecilomyces lilacinus, Pochonia chlamydosporia,
Trichoderma spp e Hirsutella thompsonii, que ja estdo registrados no Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa) e tém sido amplamente utilizados como
agente de biocontrole na agricultura e estudados por meio das multi-6micas e outras
ferramentas (BEYS-DA-SILVA et al., 2014; HORTA et al., 2014, NASU et al., 2019).

Lima et al. (2016) identificaram proteinas extracelulares secretadas por Trichoderma
atrovirida T17, relacionadas a controle do fitopatdgeno Guinardia citricarpa, utilizando
ferramentas de protedmica. Os resultados demostraram que as proteinas secretadas pelo T.

atrovirida estdo relacionadas a degradacéo da parede celular, controle biolégico e inducéo
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de resisténcia sistémica da planta, indicando que este fungo pode ser Gtil no controle deste
fitopatdgeno. Esses resultados demonstram que a aplicacdo dessas ferramentas em
diferentes espécies de fungos, isolados no Brasil, podem auxiliar na obtencéo de substancias
potencialmente Uteis no controle de fitopatdgeno, gerando produtos de baixo custo e impacto
ambiental.

Dentre as aplicacdes dos fungos destaca-se também a biorremediacéo, processo no

qual compostos toxicos sdo degradados por micro-organismos, para converté-los em
produtos inofensivos ou diminuir a niveis a abaixo dos limites de concentracéo estabelecidos
pelas autoridades reguladoras (BESTAWY et al., 2013).
Ortiz-Vera et al. (2018), analisaram os efeitos do gradiente de contaminac¢éo ao longo do Rio
Tiéte, na diversidade fungica. Seus resultados mostraram uma diminui¢cdo na diversidade
nos pontos mais contaminados, sugerindo que esta pode ser afetada em areas altamente
poluidas.

Oshiquiri et al. (2020) utilizaram RNA-Seq para identificar processos regulados no
fungo Trichoderma harzianum, isolado do solo no Cerrado brasileiro, na presenca do metal
cadmio. Genes relacionados ao transporte de cadmio para o meio extracelular; a conjugacao
de cadmio com glutationa; a compartimentagcdo em vacuolos e ao bombeamento do metal
para fora da célula, foram diferencialmente expressos, comprovando o potencial
biorremediador deste organismo.

Considerando ainda o potencial biorremediador dos fungos, investigacdes baseadas
em protedbmica também vém sendo utilizadas para identificacdo de proteinas envolvidas na
resposta fisioldgica dos micro-organismos quando expostos a agentes toxicos (DESEI;
PATHAK; MADAMWAR, 2010). Dias et al. (2019) verificaram que ao ser exposto ao cobre,
Arpergillus niger — orindo de uma mina de sobre no Para — foi capaz de produzir enzimas
envolvidas no metabolismo de cobre, sendo potencial agente biotecnologico para a
biorremediagao.

Evidenciando o potencial biorremediador dos fungos encontrados em biomas
brasileiros, os quais podem ser utilizados como ferramenta para diminuir os danos causados
a saude humana e ao meio ambiente pelos metais pesados e outros agentes xenobiontes.

No Brasil o bagagco da cana vem sendo utilizado como fonte de substratos para a
producédo de biocombustiveis (LUCAS et al., 2020). O uso de fungos neste processo tem se
tornado cada vez mais promissor, uma vez que os polissacarideos presentes na biomassa
vegetal induzem a producdo de enzimas nestes micro-organismos (ALAZI; RAM, 2018).

Trametes villosa, isolado do semiarido brasileiro, apresenta em seu esboco de genoma 590
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genes relacionados as enzimas reativas a carboidratos (CAZy), informacéo importante a
producdo de enzimas para a producdo de biocombustiveis (FERREIRA et al., 2018).
Valadares et al. (2019) mostraram que Gloeophyllum trabeum e Pleurotus ostreatus crescido
em bagaco de cana-de-acUcar, apresentam enzimas adequadas para a conversao de
biomassa in vitro.

Enzimas envolvidas em outros processos também foram relatadas em estudos
utilizando fungos de biomas brasileiros. Andlises feitas por meio de transcriptoma,
colaboraram com a identificagéo de novos fatores de transcri¢cao relacionados ao controle da
expressao génica de enzimas, produzidas pelo fungo Peniophora sp., basidiomiceto isolado
de uma esponja marinha encontrada no litoral de Sdo Paulo. Foram encontrados pelo menos
oito genes, que podem codificar dez lacases diferentes, as quais podem apresentar diversas
aplicacdes biotecnoldgicas (OTERO et al.,, 2017). Os resultados demonstrados, pelos
trabalhos citados acima, deixam claro a importancia da utilizacdo de enzimas fangicas na
otimizacao de processos industriais.

As “multi-6micas” tem sido utilizadas com sucesso em estudos envolvendo a vasta
diversidade fungica brasileira, gerando informacfes relevantes sobre as aplicacoes
biotecnolégicas desses organismos, que contribuem para o desenvolvimento sustentavel nas
diferentes areas das atividades humanas e principalmente no meio ambiente. No entanto,
novos estudos devem ser realizados afim de se conhecer ainda melhor as aplicagdes destes
micro-organismos, uma vez que 0s mecanismos utilizados por eles nessas atividades ainda

sdo pouco conhecidos.

2.4 VIRUS: AGENTE DE BIOCONTROLE EM PLANTAS

Os virus sdo micro-organismos classificados como parasitas intracelulares
obrigatérios, por n&o apresentar um ciclo de vida independente de suas “células
hospedeiras”. A necessidade de parasitar células, e na maior parte das vezes destrui-las, é
0 que traz a importancia ecoldgica para estes micro-organismos tao intrigantes (ABEDON,
2009).

Os virus apresentam hospedeiros especificos, e séo classificados de acordo com esta
capacidade, como por exemplo virus de humanos, virus de plantas, virus de bactérias (os
chamados bacteriéfagos, ou fagos), entre outros. No ambito de virus humanos,
rotineiramente sdo considerados patdgenos, pois sdo responsaveis por diversas doencas, e

como 0s principais agentes etioldgicos de pandemias, como o que ocorreu em 2019
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relacionado a um virus da familia Coronaviridae, o0 SARS-Cov-2. Virus de plantas também
sdo muito explorados pois causam diversos problemas econdmicos anualmente (KEEN,
2015). Por outro lado, diferentes espécies sdo entomopatdégenos como Baculovirus, assim
como Chrysodeixis, e sdo registrados e utilizados no controle biolégicos no Brasil
(https://croplifebrasil.org).

O aumento do conhecimento sobre virologia mostra que provavelmente o ecossistema
sofreria disturbios ecoldgicos severos sem os virus (EMERSON et al., 2018), principalmente,
aos bacteriofagos. Ja4 que apresentam a capacidade de terem como hospedeiros células
bacterianas, sendo uma das principais formas no controle da diversidade bacteriana em
diversos ambientes, principalmente solo e agua (WILLIAMSON, 2010). Esta capacidade de
controlar populagdes bacterianas ja foi muito explorada no controle de doengas infecciosas
bacterianas, e atualmente esta sendo explorada e compreendida em ecossistemas naturais.

Além da importancia clinica, os bacteriéfagos podem ser utilizados no controle de
bactérias fitopatogénicas, evitando impactos econémicos na agricultura (PINHEIRO et al.,
2019).

Antes do desenvolvimento de técnicas moleculares, a diversidade viral era
determinada por técnicas de cultivo, que € um grande limitador, pois se faz necessario o
cultivo das células hospedeiras, para que as particulas virais possam ser cultivadas.
Alternativamente, poderia ser realizado a purificacdo de uma determinada amostra, e
verificar a diversidade por microscopia eletrbnica de varredura, porém, a predicdo de
possiveis hospedeiros, capacidade génica, e consequentemente o potencial ecolégico ndo
poderia ser explorado de forma satisfatoria.

Atualmente, existem metodologias que possibilitam a purificacdo de particulas virais
de determinadas amostras ambientais, como filtracao tangencial, floculacéo utilizando ferro,
dentre outras. Ap6s a purificacdo do conteudo viral, o DNA ou RNA (dependendo do
conteldo que se pretende analisar) é extraido e o genoma de todos os virus é sequenciado,
utilizando metodologias em NGS (Next Generation Sequencing). A partir disto, € possivel
verificar todo o conteudo viral presente no ambiente, porém ainda ha uma limitagdo que
seriam os bancos de dados, que sdo necessarias para a caracterizagdo de um taxon viral
(PARMAR et al., 2018).

Atualmente, ha um avanco nos estudos na diversidade de virus em solo e agua,
principalmente em ambientes marinhos (KOSKELLA; BROCKHURST, 2014). Porém, no
Brasil esta abordagem ainda esta em fase inicial, sendo possivel estabelecer a diversidade

gendmica dos taxons virais apenas através do isolamento e purificagdo das particulas virais.
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Entretanto, analises do metaviroma realizadas internacionalmente determinam que a
diversidade viral influencia diretamente a diversidade bacteriana (além das caracteristicas
ambientais) (HAERTER; MITARAI; SNEPPEN, 2014).

O entendimento da diversidade viral (principalmente fagos) no Brasil, e a correlacéo
com a diversidade bacteriana (e também fangica), pode determinar informacdes importantes
no manejo do solo, reestabelecimento da qualidade de agua em rios e lagos, potencial
gendmico para prospeccédo de genes de interesse biotecnoldgico, dentre outros.

Felizmente, ha estudos da diversidade viral sendo conduzidos, bem como um
aumento na informacao de genomas completos de bacteridfagos que podem auxiliar, em um

futuro proximo, em um sistema de manejo que auxilie em fatores ecolégicos.

3. CONSIDERACOES FINAIS

As Omicas abriram novas janelas para o entendimento da forma como as
comunidades microbianas sdo moldadas, o papel fisioldgico dos membros da comunidade e
como eles sdo capazes de se adaptar as condi¢cdes extremas. Mesmo com a grande
revolucdo tecnoldgica e intensa geracdo de informacdes por meio da abordagem multi-
Omicas, o conhecimento obtido até o momento ndo toca a superficie da verdadeira
complexidade das comunidades microbianas.

O Brasil tem contribuido com pesquisas na aplicacdo biotecnolégica de diferentes
grupos microbianos. Os estudos de ecologia microbiana, incluindo a interagado entre espécies
microbianas e o hospedeiro levaram a importantes produtos biotecnolégicos usados na
promocédo de crescimento vegetal, no biocontrole de doencas, pragas e plantas invasoras,
usando 0 micro-organismo ou sua enzima isolada, e na inducdo da resisténcia sistémica,
aumentando a tolerédncia a estresses bidticos e abidticos. Além de contribuir na
biorremediacdo de ambientes contaminados com metais ou compostos organicos. No
entanto, ainda ha uma vasta diversidade microbiana a ser explorada e muitos problemas
agrondmicos, como resisténcia a fungicidas, e ambientais, tais como persisténcia de

defensivos, a serem resolvidos.
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BACTERIAS ENTOMOPATOGENICAS NO CONTROLE DE
LARVAS DE MOSQUITOS

Fabio Medeiros da Costal

1. Oikos Consultoria e Projetos. Porto Velho, Rondbnia, Brasil.

RESUMO

Bactérias entomopatogénicas sao utilizadas no controle de larvas de mosquitos visando o
controle de doencas transmitidas por vetores em varias partes do mundo. Esses micro-
organismos apresentam a vantagem de serem bastante efetivos e seletivos contra larvas de
culicideos e com baixo impacto ambiental negativo. O presente estudo teve como objetivo
avaliar a eficacia de um formulado a base de Lysinibacillus sphaericus (Ls) no controle de
larvas de Anopheles spp. em duas localidades rurais do Estado de Rondénia (bioma
amazonico): Caldeirdo do Inferno e Sitio Domingas. Foram realizadas avaliacdes de
densidades de larvas e adultos em localidades proximas a igarapés e tanques de piscicultura
e obtidos os indices de Larvas por Homem Hora (ILHH) e de Picadas por Homem Hora
(IPHH) antes e apds o tratamento com formulado Vectolex® CG, e as médias de mosquitos
submetidas ao teste de Kruskal-Wallis. Anopheles darlingi correspondeu a 96% dos
anofelinos coletados. O ILHH no Caldeiréo do Inferno foi de 13,2 antes do tratamento e 1,3
pos-tratamento; e Sitio Domingas foi de 39,9 e 0,8 nos mesmos grupos. A média de larvas
teve reducéo significativa nas duas localidades considerando o antes e depois da aplicacao
do biolarvicida. A média de mosquitos e o IPHH ndo variaram significativamente apos os
tratamentos nas localidades. O uso de biolarvicidas a base de Ls é uma alternativa viavel no
Manejo Integrado de Vetores de malaria na Amazoénia.

Palavras-chave: Controle Biolégico, Manejo Integrado de vetores e Malaria.

ABSTRACT

Entomopathogenic bacteria are used against mosquito larvae to control vector-borne
diseases in various parts of the world. These microorganisms have the advantage of being
very effective and selective against culicidae larvae and with low negative environmental
impact. The present study aimed to evaluate the efficacy of a formulation based on
Lysinibacillus sphaericus (Ls) in the control of larvae of Anopheles spp. in two rural localities
in Rondoénia State (Amazon Biome): Caldeirdo do Inferno and Sitio Domingas. Densities of
larvae and adults were evaluated in localities near streams and fish ponds and obtained the
Larvae Index per Man/Hour (LIMH) and Mosquito Index per Man/Hour (MIMH) before and
after treatment with formulated Vectolex® CG, and the averages of mosquitoes submitted to
the Kruskal-Wallis test. Anopheles darlingi accounted for 96% of the anophelines collected.
The LIMH in the Caldeirdo do Inferno was 13.2 before treatment and 1.3 after treatment; and
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in Sitio Domingas was 39.9 and 0.8 in the same groups. The average number of larvae had
a significant reduction in both localities considering the before and after biolarvicidal
application. The average number of mosquitoes and the MIMH did not vary after treatments
in the localities. The use of Ls-based biolarvicides is a viable alternative in integrated malaria
vector management in the Amazon.

Keywords: Biological Control, Integrated Vector Management and Malaria.

1. INTRODUCAO

O termo entomopatogénico é oriundo da juncéo de trés palavras, ‘entomom’ (inseto)
+ ‘pathos’ (doenga) + ‘genesis’ (origem), cujo epébnimo é dado a um organismo que causa
doenca, a qual geralmente é letal para um inseto. Em um sentido mais amplo o termo é
definido como um micro-organismo que causa doencas em artropodes tais como insetos,
acaros e carrapatos. Véarias espécies de entomopatdégenos ocorrem naturalmente no
ambiente (solo, agua, poeira, no corpo de artrépodes, filoplano entre outros). Sao elas: virus,
bactérias, fungos e nematdides. Esses seres podem infectar uma variedade enorme de
artrépodes, incluindo pragas e vetores, 0s quais desempenham um importante papel no
manejo ou controle.

Os primeiros registros das doengas bacterianas em insetos datam do final do século
XIX, sendo inicialmente detectados na apicultura, em criacdes de Apis mellifera, e na
sericicultura, em coldnias de Bombyx mori (HABIB; ANDRADE, 1998). A primeira bactéria
entomopatogénica de que se tem registro foi a espécie Bacillus thuringiensis. Inicialmente foi
isolada pelo bi6logo japonés Ishiwata Shigetane em 1901. Porém, a espécie so6 foi descrita
por Berliner em 1915 (ROH et al., 2007), desta vez isolada na Thuringia, Alemanha, em uma
mariposa da espécie Anagasta kuehniella.

A bactéria Bacillus sphaericus, reclassificada como Lysinibacillus sphaericus
(AHAMED et al., 2007), foi isolada em uma larva de mosquito j& moribunda, sendo
posteriormente descrita por Neide em 1904 (KELLEN et al., 1965). Inicialmente a cepa
isolada apresentou baixa atividade larvicida. Somente apés o isolamento de uma cepa mais
virulenta na Indonésia, durante os anos 1970, foi que essa espécie passou a ser levada em
consideracdo como potencial para o controle de vetores (CHARLES; NIELSEN-LE-ROUX;
DELECLUSE, 1996).

Na atualidade Bacillus thuringiensis subespécie israelensis (Bti) e Lysinibacillus

sphaericus (Ls) sdo as espécies mais utilizadas no controle de insetos de importancia
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meédica, as quais incluem as larvas de vetores da ordem Diptera, familias Culicidae e
Simuliidae. As principais vantagens dessas bactérias no controle de vetores sdo: acéo
rapida, facilidade de produzir a um custo relativamente baixo, facilidade na producéo de
formulados, tém vida util longa e permitem que sejam aplicados usando equipamentos
convencionais, apresentam toxinas que sd0 muito seletivas, o que gera um impacto
ambiental negativo muito limitado. Os biolarvicidas dessas bactérias atuam diferentemente
dos inseticidas quimicos que possuem amplo espectro, afetando adversamente um grande
numero de artrépodes benéficos no meio ambiente (LACEY et al., 2015).

Em Bti as principais toxinas que sao responsaveis pela elevada atividade larvicida
sdo: Cry4A (125 kDa), Cry4B (135 kDa), Cryl1lA (68 kDa) e CytlA (28 kDa). Em Ls é
encontrada a toxina binaria (duas proteinas) que sdo responsaveis pela mortalidade larval:
BinA (42 kDa) e BinB (51 kDa). Em ambas as espécies o0 modo de acdo € bastante similar,
ocorrendo quando as larvas de culicideos ingerem os componentes bacterianos que sao
solubilizados pelo pH alcalino do intestino e as protoxinas sollveis sdo ativadas pelas
proteases de serina do intestino médio, liberando assim as toxinas ativas. As toxinas se ligam
as células epiteliais na superficie das microvilosidades no intestino médio e nos cecos
gastricos, provocando a formacao de poros (permeabilizacédo) resultando em interrupcao do
balanco osmético, com ruptura da membrana celular, lise das células e finalmente morte do
inseto (LACEY, 2007; LACEY et al., 2015).

Os produtos a base de Bti sdo mais efetivos contra as larvas de Aedes sp., além disso,
os criadouros artificiais utilizados por esses mosquitos possuem pouca matéria organica o
gue potencializa a acao das bactérias. Ja os formulados com Ls sdo mais efetivos em larvas
de Culex sp. e Psorophora sp., menos ativos em Anopheles sp. e Mansonia sp. (LACEY
2007) e certos formulados sdo in6cuos para Aedes aegypti (CHARLES; NIELSON-LEROUX;
DELECLUSE, 1996; LACEY et al., 2015). Em geral, o efeito de mortalidade nas larvas é
alcangado mais rapido pela primeira bactéria, provavelmente pelo sinergismo do conjunto de
toxinas presente. Em contraposicdo, a segunda tem acdo mais prolongada, aléem de
apresentar melhor desempenho em ambientes aquaticos com altas concentracdes de
matéria organica. No entanto, ambas podem ser afetadas por altas temperaturas nos
criadouros, pela exposicdo a radiagédo solar, pela profundidade e a turbidez da agua para
disperséo do produto, pela presenca de taninos que podem oxidar as toxinas, pelo contetdo
de matéria organica, pela presenca de vegetacéo aquatica entre outros.

A aplicacdo em campo com bactérias entomopatogénicas no controle de larvas de

anofelinos na Amazobnia brasileira, visando o controle da malaria, foi demonstrada em
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diferentes tipos de criadouros por Rodrigues et al. (2008; 2013), Ferreira et al. (2015) e
Fontoura et al. (2019). Os autores verificaram que as densidades larvarias sdo reduzidas
apos as aplicacbes de formulados a base de Ls ou Ls + Bti em diferentes concentracdes,
demonstrando assim a eficacia desses micro-organismos no controle dos vetores de malaria.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficacia de um formulado com bactérias

entomopatogénicas no controle de larvas de Anopheles spp. no Estado de Rondénia.

2. MATERIAIS E METODO

2.1. AREAS DE ESTUDO

Os estudos foram conduzidos em criadouros naturais, como 0S igarapés em uma
comunidade rural do municipio de Porto Velho, Rond6nia, denominada Caldeirdo do Inferno
(9°14'0.85"S; 64°36'1.84"0) (Figura 1); e em criadouros artificiais, como os tanques de
piscicultura na area periurbana do municipio de Itapuad do Oeste, Rondbdnia, denominada
Sitio Domingas (9°12'13.33"S; 63°11'46.37"0) (Figura 2).

Figura 1. Aspecto de um dos criadouros naturais: igarapé de aguas pretas, com macrofitas
aquaticas e vegetacdo marginal alterada.
Localizacao: Caldeirdo do Inferno, zona rural do municipio de Porto Velho, Rondbnia.
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Figura 2. Aspecto de um dos criadouros artificiais: tanque de piscicultura com vegetacao
marginal composta por gramineas.
Localizacao: Sitio Domingas, area periurbana do municipio de Itapua do Oeste, Rondénia.

2.2. COLETAS DE Anopheles spp.

As coletas foram realizadas em todos os criadouros presentes de ambas as
localidades analisadas utilizando-se a técnica de busca ativa com concha entomoldgica
(Figura 2) diretamente na agua conforme preconizada a Nota Técnica n° 12 do Ministério da
Satde. Em seguida foi obtido o indice de Larvas por Homem Hora (IPHH) antes e apds as
aplicagbes dos biolarvicidas. Adicionalmente foram realizadas coletas de adultos nas
residéncias nas proximidades por meio da técnica de Atracdo Humana Protegida (AHP)
utilizando capturadores orais de succ¢do para avaliar as densidades dos mosquitos picando
no ambiente. As coletas foram autorizadas com seus respectivos protocolos no SISBIO no.
18281-1. As identificacbes dos mosquitos foram realizadas com as chaves dicotdmicas de
Consoli e Lourenco-de-Oliveira (1994), observados ao microscopio estereoscopico nas

dependéncias da Oikos Consultoria e Projetos.
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2.3. APLICACOES DE BIOLARVICIDAS

Os biolarvicidas aplicados foram do formulado Vectolex CG a base de Ls. na
concentracdo de 22,5kg/ha, considerando que ambos os criadouros encontrados possuiam
grandes volumes de espelho d’agua e presenga de matéria organica. As aplicagdes foram
realizadas com equipamento atomizador costal-portati com pico para granulados e

capacidade para 11 litros no tanque (Figura 3).

Figura 3. Aplicacdo de biolarvicida Vectolex® CG com equipamento atzado em

criadouro.
Destaque no inferior direito da imagem do produto granulado. Escala da régua em milimetros.

2.4. ANALISE DOS DADOS

A partir das larvas coletadas antes e apds os tratamentos (48 e 72 horas) com

biolarvicidas foi obtido o seguinte indice em cada localidade:

£ . larvas coletadas
Indice de Larva por Homem Hora (ILHH) = 2 e colotores

n° de horas avaliadas
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A partir dos adultos coletados antes e apés os tratamentos (5, 10 e 15 dias) com

biolarvicidas foi obtido o seguinte indice em cada localidade:

Y fémeas coletadas
n°de coletores
n°de horas avaliadas

indice de Picadas por Homem Hora (IPHH) =

As médias do numero de larvas e de adultos antes e apds o tratamento foram
comparadas usando o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, com auxilio do programa
estatistico BioEstat versdo 5.0 (AYRES et al., 2007).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas duas localidades avaliadas foi coletado um total de 706 anofelinos, distribuidos
em cinco espécies. Anopheles darlingi correspondeu a 96,3% da amostra, seguida por
Anopheles braziliensis com 1,3% e por Anopheles albitarsis sensu lato (s.l.) com 1,0%. As
maiores densidades obtidas foram de individuos no estagio larval (70,4%) contra 29,6% de
adultos (Tabela 1).

No Caldeirdo do Inferno o ILHH foi de 13,2 antes do tratamento com biolarvicida e
depois do tratamento caiu para 1,3. No Sitio Domingas a variacao nos dois grupos, antes e
depois do tratamento, foram respectivamente, 39,9 e 0,8 (Tabela 2). A média de larvas de
Anopheles sp. diferiu significativamente antes e depois do tratamento em ambas as
localidades: Caldeirdo do Inferno H= 3,9706 e p = 0,0463; Sitio Domingas H= 3,8571 e p=
0,0495 (Figura 4).

Os IPHHs obtidos no Caldeirdo do Inferno foram 2,0 antes do tratamento e 0,9 cinco
dias, 0,3 com dez dias e 0,7 com quinze dias pos-tratamento. No Sitio Domingas os indices
para os mesmos grupos foram: 6,8; 2,3; 1,8 e 1,3. Nao houve diferencgas significativas entre
os periodos de tratamentos em Caldeirdo do Inferno (p= 0,1163) e no Sitio Domingas (p=
0,2317) (Figura 5).
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Tabela 1. Espécies de Anopheles, por estagio de desenvolvimento, coletados em duas
localidades de Rond6nia.
Caldeirdo do Inferno Sitio Domingas  Subtotal % /

Especie Larvas Adultos Larvas Adultos /Espécie Espécie
Anopheles albitarsis s.I. 1 1 2 3 7 1,0
Anopheles braziliensis 1 1 3 4 9 1,3
Anopheles darlingi 128 59 354 139 680 96,3
Anopheles nuneztovari - - 1 1 2 0,3
Anopheles triannulatus - 1 2 - 3 0,4
Anopheles sp. 1 - 4 - 5 0,7

Total 131 62 366 147 706 -
% por estagio 18,6 8,8 51,8 20,8 - -

Tabela 2. Densidades de larvas de Anopheles sp, desvio padrao e ILHH, antes e depois do
tratamento com Vectolex® CG, aplicado em duas localidades do Estado de Rondénia.

. Antes Depois
Localidades n DP ILHH n DP ILHH
Caldeirao do Inferno 119 +5,1 13,2 12 +1 1,3
Sitio Domingas 359 +15,2 39,9 7 0,8 0,8
35,0
H=3,9706 H=3,8571
gl=1 gl=1
30,0 p=0,0463 p=0,0495
25,0
20,0
15,0
9,9a
10,0
5,0
1,0b 0,6b
O’O [ | Co— |
Caldeirdo do Inferno Sitio Domingas

Antes [ Depois

Figura 4. Médias de larvas de Anopheles sp. coletadas antes e depois do tratamento com

Vectolex® CG em duas localidades do Estado de Ronddnia.
Legenda: H = valor do teste H ou de Kruskal-Wallis; gl = graus de liberdade; p = valor de probabilidade.
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= = = Caldeirdo do Inferno Sitio Domingas

Figura 5. IPHH antes e apdés o tratamento com Vectolex® CG em duas localidades do
Estado de Rondonia.

O controle biolégico com bactérias entomopatogénicas tem se mostrado como uma
importante ferramenta no manejo de vetores (LACEY, 2007; LACEY et al., 2015). As
experiéncias praticas em campo tém permitido perceber o importante potencial que esses
organismos tém desempenhado na reducdo das densidades de anofelinos na Amazdnia
(TADEI et al., 2007; TADEI et al., 2017).

Os dados obtidos neste trabalho estdo de acordo com os achados de Alves et al.
(2006) em Culex spp.; e com Anopheles sp. por Rodrigues et al. (2008); Rodrigues et al.
(2013); Ferreira et al. (2015); Fontoura et al. (2019) que demonstraram a efetividade Ls
contra larvas de mosquitos, em especial dos vetores de malaria.

Os ILHHs obtidos por Rodrigues et al. (2013) em criadouros naturais foram mais
elevados do que o obtido em leituras prévia nos criadouros naturais do Caldeirdo do Inferno,
mas foram semelhantes apds a aplicagdo do biolarvicida. Em tanques de piscicultura
Rodrigues et al. (2008) registraram ILHH prévio de 13,7, portanto, inferior aos tanques no
Sitio Domingas, e reducdo pos-tratamento em niveis (0,6) semelhante ao alcancado nos
ensaios dessa localidade. E Fontoura et al. (2019) conseguiram 100% de reducédo da
densidade larval em tanques de piscicultura com Vectolex®CG (20kg/ha). As variacGes nos
indices e densidades ocorreram provavelmente pelas particularidades existentes em cada
ambiente e pelo desempenho das espécies de mosquitos.

O IPHH atingido em ambas as localidades foram variaveis, tais quais os registrados
por Pévoa et al. (2009) em Juruti, Par4. Embora o ILHH tenha reduzido significativamente
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apos as aplicacbes, 0 mesmo ndo aconteceu com relacdo ao IPHH. Este fato pode estar
relacionado a outros criadouros naturais disponiveis no entorno de Caldeirdo do Inferno,
assim como os artificiais (outras fazendas de piscicultura) que estéo localizadas proximas ao
Sitio Domingas, 0s quais néo participaram o estudo. Esses dados sinalizam a importancia
de expandir as acdes ao maximo de criadouros possiveis para reduzir a sua produtividade,
além de combinar medidas de controle e prevencdo de picadas dos adultos, conforme
recomenda o Manejo Integrado de Vetores (BEIER et al., 2008).

Considerando as caracteristicas socioeconémicas do Estado de Rondbnia baseados
na agropecuaria, aquicultura, geracdo de energia elétrica e extrativismo (mineral e vegetal),
atividades as quais exercem impactos que aumentam a transmissdo da malaria, o uso de
bactérias entomopatogénicas pode colaborar na reducdo da producdo de vetores e,

consequentemente, nos casos da doenga.

4. CONCLUSAO

O uso de biolarvicidas a base de Ls é uma alternativa viavel no Manejo Integrado de
Vetores de malaria na Amazonia, tanto para criadouros em condi¢des naturais (igarapés),
guanto para criadouros artificiais, como o0s tanques de psicultura, pois reduz as densidades

larvarias nesses ambientes.
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RESUMO

No mundo todo, as plantas medicinais sdo o principal tipo de medicamento usado pela
populacdo, principalmente em paises de clima tropical e emergentes. O manuseio dos
recursos de origem vegetal para tratamento de doencas acompanha as civilizacdes desde o
momento em que o homem despertou para consciéncia de que a natureza poderia ser
manuseada conforme seus interesses. Ocimum gratissimum L., popularmente conhecida
como alfavaca, faz parte da familia Lamiaceae e do género Ocimum. O presente trabalho
busca levantar informagbes a respeito da propriedade antibacteriana de Ocimum
gratissimum L., dentro da perspectiva de utilizacdo das plantas medicinais. Artigos foram
selecionados obedecendo-se critérios de exclusdo determinados e prezando-se pelas
plataformas Scopus e Periédicos Capes. 156 artigos foram selecionados para
fundamentacgédo desta revisdo. Apos a filtragem, por meio dos critérios de exclusédo, 72 artigos
restaram e foram utilizados para embasamento tedrico e apresentacdo dos dados da
atividade antibacteriana. Evidencia-se por meio dos dados levantados que a espécie em
questdo apresenta consideravel atividade antibacteriana. Estes dados incentivam a
continuidade de estudos comparativos, testando-se a eficacia terapéutica dos produtos
obtidos a partir da alfavaca, suas propriedades e também se estes sdo capazes de oferecer
algum grau de toxicidade quando administrados.

Palavras-chave: Ocimum gratissimum L., Atividade antibacteriana e Plantas medicinais.

ABSTRACT

Worldwide, medicinal plants are the main type of medicine used by the population, especially
in countries with tropical weather and emerging. The handling of plant-based resources for
the treatment of diseases follow civilizations from the moment that man awoke to the
awareness that nature could be handled according to his interests. Ocimum gratissimum L.,
popularly known as alfavaca, is part of the Lamiaceae family and the genus Ocimum. The
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present work seeks to raise information about the antibacterial property of Ocimum
gratissimum L., from the perspective of using medicinal plants. Articles were selected in
accordance with certain exclusion criteria and valued by Scopus and Periddicos Capes
platforms. 156 articles were selected to support this review. After filtering, through the
exclusion criteria, 72 articles remained and were used for theoretical support and presentation
of data on the antibacterial activity. It is evident from the data collected that the species in
guestion has considerable antibacterial activity. These data encourage the continuity of
comparative studies, testing the therapeutic efficacy of the products obtained from the
alfavaca, their properties, and also if they are capable of offering some degree of toxicity
when administered.

Keywords: Ocimum gratissimum L., Antibacterial activity and Medicinal plants.

1. INTRODUCAO

O manuseio dos recursos de origem vegetal para tratamento de doencas acompanha
as civilizacdes desde o momento em que o homem despertou para consciéncia de que a
natureza poderia ser manuseada conforme seus interesses (GADELHA et al., 2013). Na
medida em que os povos compreenderam sua funcdo nas estratégias de sobrevivéncia e
habilidade para suprimento de suas necessidades, por intermédio dos recursos naturais,
papéis sociais especificos foram criados dentro das comunidades, entre eles os curandeiros,
que introduziram junto as mulheres das tribos a pratica de extracdo de ativos de plantas para
cura de doencgas (FRANCA et al., 2007).

Uma planta medicinal pode ser definida como toda e qualquer espécie vegetal que,
relacionada a uma tradicdo e comunidade, possui a propriedade de oferecer tratamento,
prevencao e cura das doencas (ANVISA, 2020). Essa definicdo ndo pode ser dissociada da
relacdo de convivio do homem com o ambiente, que originou 0 senso observativo para
apropriacao dos beneficios disponibilizados pela natureza (CASTRO et al., 2009).

Nos ultimos anos, muitas industrias farmacologicas tém recorrido aos insumos
vegetais para compor os seus medicamentos, buscando principalmente beneficiar uma vasta
parcela da populacdo e reduzir os custos vinculados a fabricacdo de produtos sintéticos
(SILVA et al., 2010). As plantas medicinais se destacam, nesse sentido, pelo seu significado
como recurso biolégico e por seu potencial genético, sendo assim uma alternativa na
assisténcia em saude (OLIVEIRA et al., 2006).

Um fator relevante para uso das plantas medicinais nacionalmente esta associado a
diversidade brasileira, que devido a sua rigueza tem incentivado espontaneamente o

desenvolvimento de pesquisas de fitofarmacos, de ampla relevancia em um cenario cientifico
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global (GADELHA et al., 2013). No mundo, estima-se que cerca de 25% dos atuais
medicamentos disponiveis no mercado sejam originados diretamente de principios vegetais
(WHO, 2011).

Os fatores descritos corroboram com as praticas associadas a medicina tradicional,
com o seu desenvolvimento e influéncia nos habitos humanos, fomentando modelos
alternativos pautados na dinamica e compreenséo cultural vinculada as muitas interacdes da
espécie humana com os recursos naturais (PAZ et al., 2015).

Ocimum gratissimum L. tem sua utilizacdo associada as doencas do trato respiratorio
(PEREIRA et al., 2004). As literaturas académicas descrevem para essa espécie atividades
antioxidantes, anestésicas, analgésicas dentarias, anticonvulsivantes, antibacteriana e
antifingica (SARTORATO et al.,, 2004). Assim, o presente trabalho busca levantar
informacdes a respeito da propriedade antibacteriana de Ocimum gratissimum L., dentro da

perspectiva de utilizacdo das plantas medicinais culturalmente.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1PROCEDIMENTO METODOLOGICO

2.1.1 Estratégia de pesquisa de literatura

O nome da planta foi verificado nos sites www.theplantlist.org (The Plant List, 2013) e
no www.ipni.org (International Plant Name Index). Foi considerada a nomenclatura Ocimum
gratissimum L., aceita com trés niveis de confianca. Para coleta de dados foi realizada uma
pesquisa detalhada de artigos cientificos prezando-se pela base de dados Scopus e
Periddicos Capes. Os descritores selecionados para busca foram: metabdlitos secundarios;
plantas medicinais; bioprospecc¢do ou bioprospeccdo molecular; Ocimum gratissimum L.;
Ocimum gratissimum L. e atividade antibacteriana. Foram revisados estudos publicados
entre 2000 a junho de 2020. Artigos em texto completo foram selecionados se o titulo, o

resumo ou as palavras-chave incluissem os descritores acima citados.
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2.1.2 Critérios de exclusao e inclusao

Foram excluidos da revisdo todos os trabalhos: [1] ndo classificados como estudos
originais do tipo: cartas ao editor, prefacios, comentarios, editoriais, teses e dissertacoes);
[2] repetidos; [3] relatos de casos.

Os artigos foram selecionados com base em seu titulo, resumo e palavras-chave. Por
fim, artigos completos foram analisados seguindo o critério [1] atividade antibacteriana de
Ocimum gratissimum L. As informag6es gerais (plantas medicinais, metabolitos secundarios,
pesquisas bioprospectivas) atribuidas a teméatica foram apresentadas através de tdpicos, que
compuseram a fundamentacao tedérica desta producéao.

Apés as buscas nas bases de dados foram contabilizados o nUmero de 156 trabalhos.
Ao final de todas as etapas de selecdo, por meio dos critérios de exclusao estabelecidos,
foram selecionados 72 artigos (incluindo os artigos usados nos aspectos gerais e da
atividade antibacteriana), os quais tiveram sua analise feita para extracdo de dados e
interpretacdo de seus resultados. As informacgdes e os dados analisados s&o discutidos nas

secdes abaixo.

2.2PLANTAS MEDICINAIS

2.2.1 Aspectos gerais

Silva e colaboradores (2010) associam o uso de plantas medicinais as civilizacdes
pré-histéricas, uma vez que os homens primitivos ingeriram plantas para satisfazer suas
necessidades nutricionais, pela indisponibilidade de caca para captura, conseguindo
distinguir o que possuia efeito terapéutico, toxico, alucindégeno ou ainda alimenticio.

O papel atribuido aos indigenas nessa relagcéo € inegavel, tendo em vista a intuicao
originada a partir desses povos, que norteou a disseminagdo de saberes a partir do
entendimento de que as plantas poderiam fornecer artificios essenciais para cura e alivio
(PAZ et al., 2015). Por outro lado, a heranca cultural e religiosa das matrizes africanas &
preponderante ainda hoje, como consequéncia da disseminacao de praticas que remontam
o periodo colonial (MOTA; TRAD, 2011).

A institucionalizac&o do Sistema Unico de Saude (SUS), por meio da promulgacao da

Constituicdo de 1988, inseriu as primeiras transformacgdes que serviram como passo inicial

Biodiversidade e Biotecnologia no Brasil 2




para implementacao de praticas complementares nos servigos de assisténcia em saude no
Brasil (IBIAPINA et al., 2014). A fitoterapia, por sua vez, tem favorecido maior conexdo da
populacdo com fatores historicos, assim como o resgate de sua cultura e costumes
tradicionais (MATTOS et al., 2018).

No mundo todo, as plantas medicinais séao o principal tipo de medicamento usado pela
populacdo, principalmente em paises de clima tropical e emergentes (CARDOSO;
OLIVEIRA; CARDOSO, 2019). A utilizacdo de plantas medicinais nos ultimos anos €
perceptivel na fitoterapia, em virtude da intensificacdo de pesquisas bioprospectivas, que

identificaram compostos ativos em muitos produtos de origem natural (CUNHA et al., 2016).

2.2.2 Bioprospeccéao de produtos vegetais

O Brasil € o unico pais do mundo que possui seu home originado de uma espécie de
planta, comprovando que historicamente os produtos vegetais sempre tiveram um papel de
destaque para economia do pais (ZUANAZZI; MAYORGA, 2010). O uso dos recursos
naturais pelo homem ndo é um evento recente, a natureza sempre foi utilizada como
detentora de recursos para usos medicamentosos, alimenticio, suplementar, cosméticos e
inseticidas (BERLINCK, 2012).

Define-se como bioprospeccdo o conjunto de praticas explorativas destinadas a
extracdo de valores da biodiversidade, incluindo a busca sistemética de genes, enzimas,
compostos e processos que possam gerar valor econdémico ou o desenvolvimento de um
produto (JUNIOR, 2011). Para Berlinck (2012), a bioprospeccédo € algo inerente a cultura
brasileira, visto que os indigenas ja faziam uso de plantas em seus costumes, além de usa-
las também para construcdo de moradia e de canoas.

Estima-se que 15-25% de todas as espécies vegetais estdo dispersas nos biomas
brasileiros e que estas tenham sido estudadas sob os aspectos quimicos, bioldgicos e
farmacologicos (JOLY et al.,, 2011). Existe atualmente uma infinidade de metodologias
destinadas a sintese e descoberta de novos farmacos e ao longo dos anos as moléculas
foram avaliadas e modificadas com o propdsito de induzirem respostas especificas (JUNIOR,
2011).

As espécies vegetais de interesse clinico podem ser analisadas seguindo duas vias: a
investigacao para isolamento de produtos quimicos sintéticos para fabricacdo de farmacos e
0 uso de suas partes para fabricacdo de extratos padronizados, visando a avaliagéo de suas
atividades bioldgicas (ZUANAZZI; MAYORGA, 2010).

-t
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Segundo Silva, Miranda e Concei¢do (2010), muitas espécies vegetais carecem de
estudos relacionados aos seus constituintes quimicos. Sob a légica desses pesquisadores,
a fitoquimica apresenta-se como metodologia relevante para o conhecimento das
substancias bioativas presentes nos produtos naturais, fomentando a necessidade de
estudos pautados nessa abordagem. Os estudos bioprospectivos voltados para analise
qguimica de plantas medicinais, por sua vez, ttm como objetivo principal a identificacdo dos
compostos obtidos de extratos vegetais, originados de estruturas distintas, tais como: raizes,
caule, galhos, folhas, sementes, flores e inflorescéncias (FILHO; CASTRO, 2019).

No Brasil, os estudos envolvendo a bioprospeccdo molecular de plantas medicinais
ganhou respaldo pela acessibilidade com que esses recursos sao encontrados, por sua baixa
toxicidade quando comparado com os medicamentos industrializados e como alternativa
promissora ao encarecimento e inacessibilidade de muitos medicamentos comercializados
atualmente (ZENI; BOSIO, 2011).

2.2.3 Metabdlitos secundérios de plantas medicinais

O investimento em pesquisas que envolvem os produtos naturais e suas bioatividades
tem aumentado nas Ultimas décadas. Os constituintes ativos existentes na composi¢ao
destes produtos além de se apresentar como ferramenta para producdo de derivados
medicamentosos tem demonstrado baixa toxicidade, menores custos e discretos efeitos
adversos, sendo em sua grande maioria mais acessiveis (NEWMAN; GRAGG, 2012).

A bioatividade descrita acima é garantida através dos metabdlitos secundarios,
moléculas existentes nos produtos naturais, associadas a processos adaptativos, sem
possuir relacdo com o metabolismo associado ao crescimento ou desenvolvimento (DASH
et al., 2011; PEREIRA; CARDOSO, 2012). Em concordancia com o afirmado por Fumagali e
colaboradores (2008), apesar do pleno desenvolvimento da quimica sintética, a maioria dos
metabalitos disponiveis no mercado foram originados do cultivo de plantas medicinais.

Nesse sentido, muitas técnicas foram desenvolvidas nos ultimos anos para identificar
0s metabdlitos secundarios advindos de espécies vegetais, tanto por sua bioatividade e
principalmente pelo retorno econémico que estes oferecem para o ramo farmacoldgico
(SOBRINHO et al., 2011). Metodologias prospectivas demonstraram que muitas espécies de
uso popular possuem metabolismo ativo, o que lhe confere propriedades antibacterianas,
anti-helminticas, antifingica, antiviral, antioxidante e anti-inflamatéria (CHIN et al., 2006;
MURAINA; PICARD; ELOFF, 2009).
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Testes de bioprospeccdo molecular, como a fitoquimica, além de acessiveis
apresentam excelente custo-beneficio, propiciando a identificacdo dos principais grupos de
metabdlitos, incluindo flavondides, alcaldides, taninos, cumarinicos, glicosideos e
cardiotdnicos, altamente benéficos para tratamento de muitas complicacdes de importancia
clinica (SILVA; MIRANDA; CONCEICAO, 2010).

2.3 Ocimum gratissimum L.

2.3.1 Generalidades

Nas ultimas décadas, estudos foram realizados na tentativa de se encontrar bioativos
capazes de tratar as doencas e amenizar os seus sintomas, sendo as plantas de uso popular
as fontes mais usadas para essa finalidade (SILVA et al., 2010). A atividade biologica dos
produtos vegetais € uma caracteristica comum a mais de 50 familias catalogadas, como a
Asteraceae e Lamiaceae, largamente conhecidas pelo seu valor industrial e medicinal
(VIGAN, 2010).

Ocimum gratissimum L., popularmente conhecida como alfavaca, faz parte da familia
Lamiaceae e do género Ocimum (PEREIRA; MAIA, 2007). A principio, a familia Lamiaceae
€ constituida de plantas arbéreas e também arbustivas, contendo cerca de 258 géneros e
7193 espécies catalogadas, de origem cosmopolita e originadas das porcdes subtropicais ou
montanhosas do Oriente Médio (HARLEY, 2012; TRINDADE et al., 2016). Blank e
colaboradores (2010) apontam que o género Ocimum compreende um total de 3200
espécies nativas do sudeste asiatico e da Africa Central, altamente adaptaveis ao solo
brasileiro.

A alta distribuicdo e adaptabilidade da alfavaca nacionalmente se dar por sua
capacidade de ajustar caracteristicas fisiol6gicas, ultraestruturais e anatdmicas as variacdes
ambientais e a alternancia de luminosidade (FERNANDES et al., 2014). Existe ainda uma
grande variacdo na morfologia da espécie associada a interferéncia antropica no cultivo e a
processos de sele¢do ou hibridacdo de género (LABRA et al., 2004).

A alfavaca € um subarbusto aromatico de até 1 metro de altura, de folhas
ovaladolaceoladas ricas em compostos quimicos, flores pequenas de aspecto roxo e tom
palido e de frutos em formato de céapsulas (LORENZI; MATOS, 2000). Borges e
colaboradores (2012) distinguiram a presenca de eugenol de maneira preponderante

(87,38%) e do timol (6,27%) em folhas frescas coletadas desta espécie.
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2.3.2 Atividade antibacteriana de Ocimum gratissimum L.

Os resultados para atividade antibacteriana de Ocimum gratissimum L. foram descritos
na tabela 1. Nesta foi apresentado um resumo do levantamento dos dados obtidos na
pesquisa, levando em consideracdo o ano dos artigos, o titulo vinculado ao objeto de estudo,
o método empregado para andlise, as cepas testadas e inibidas e o tipo de produto (extrato,

oleo essencial) utilizado nos testes apresentados por cada autor revisado.

Tabela 1. Atividade antibacteriana de Ocimum gratissimum L., de acordo com a literatura

de 2000 a 2020.

Autor

ORAFIDIYA et al.,

Titulo Do Artigo Método

Empregado

The formulation of an

effective topical Difusdo em agar

Cepa
Testada

Staphylococcus

Produto

aureus; Oleo Essencial
2001 antibacterial product Pseudomonas
containing Ocimum aeruginosa
gratissimum leaf essential
oil.
Antimicrobial study of B. cereus; B.
NGASSOUM et al., essential oils of Ocimum Difusdo de disco subtilis Oleo Essencial
2003 gratissimum leaves and C. glutamicum;
Zanthoxylum S. aureus; S.
xanthoxyloides fruits from faecalis: 'E.
Cameroon. coli; E. faecalis
Composicién quimica de Staphylococcus
ACOSTA et al., los aceites esenciales de Difusdo em agar aureus; Oleo Essencial
2003 Ocimum basilicum L. var Klebsiella
basilicum, O. basilicum pneumoniae
L. var purpurenscens, O.
gratissimum L., y O.
tenuiflorum L., y su efecto
antimicrobiano sobre
bacterias multirresistentes
de origen nosocomial.
Antimicrobial activity of leaf Staphylococcus
ADEBOLU; extracts of Ocimum Difusdo em agar aureus; Extrato
OLADIMEJI, 2005 gratissimum on selected Escherichia
diarrhoea causing bacteria coli:
in
southwestern Nigeria. Salt?/}?f?i?”a
Salmonella
typhimurium,
Antibacterial activity of Listeria
MBATA; SAIKIA, essential oil from Ocimum Difusdo em éagar monocytogenes Oleo Essencial
2005 gratissimum on Listeria sorotipo 4a

monocytogenes.
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The antimicrobial Salmonella

JUNAID et al., 2006 properties of Ocimum Difusdo em agar  Typhimurium; Extratos de
gratissimum Escherichia. agua fria da
extracts on some selected Coli; Yersinia  folha fresca e
bacterial g?s:romtestmal enterocolitica; extrato
ISolates. Bacillus hexanico
Ccereus;
Aeromonas
hydrophila
The effect of honey and Pseudomonas
ORAFIDIYA et al., surfactant type on the Difusdo em agar aeruginosa; Oleo Essencial
2006 antibacterial properties of Staphylococcus
the leaf essential oil aureus:
of Ocimum gratissimum Escherichia
Linn. against common .
wound-infecting organisms. coli; Prot[eus
vulgaris
Avaliagéo da composigdo Staphylococcus
FRANCO et al., guimica e atividade Difusdo em agar aureus; Oleos
2007 antibacteriana dos oleos Salmonella Essenciais
essenciai_s dg Aloysia choleraeseus:
gratissima ‘i
(gillies & hook) tronc. ESChe”.Chla
(alfazema), Ocimum coli
gratissimum L.
(alfavaca-cravo) e
Curcuma longa L.
(acafréo).
Chemical composition and Staphylococcus
MATASYOH et al., antimicrobial activity of the Disco difusao aureus, Oleo Essencial
2007 essential oil of Ocimum Bacillus spp.,
gratissimum L. growing in Escherichia
Eastern Kenya. coli,
Pseudomonas
aeruginosae,
Salmonella
typhi,
Klebisiella
pneumoniae,
Proteus
mirabilis
A study on the composition,
ORAFIDIYA et al., autoxidation and Difusdo em disco  Neisseriasicca Oleo Essencial
2007 antimicrobial activity of the de agar
leaf
essential oil of Ocimum
gratissimum Linn. against
Helicobacter pylori and
Neisseria sicca.
Antimicrobial activity of Staphylococcus
MATASYOH et al., essential oils of ocimum Difusdo em disco aereus; Oleo Essencial
2008 gratissimum L. from Bacillus spp;
different populations of Escherichia
Kenya. coli:
Pseudomonas
aeruginosa;
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AHONKHAI et al.,
2009

OBOH; MASODJE;
ENABULELE, 2009

PASSOS;
CARVALHO;
WIEST, 2009

FERREIRA et al.,
2010

OSUAGWU,
EDEOGA, 2010

SILVA et al., 2010

BRAGA et al., 2011

Antimicrobial activities of
the volatile oils
of Ocimum bacilicum L.
and Ocimum gratissimum
L. (Lamiaceae)
against some aerobic
dental isolates.
Nutritional and
antimicrobial properties of
Ocimum gratissimum
leaves.

Difuséo e diluicdo
em agar

Difusdo em disco

Inibicdo e inativagdo in vitro

Diluicdo em
sistema de tubos
multiplos

de diferentes métodos de
extragdo de Ocimum
gratissimum L.
(“alfavacao”, “alfavaca”,
“alfavaca-cravo”) - Labiatae
(Lamiaceae),
frente a bactérias de
interesse em alimentos.
Atividade antibacteriana in
vitro de Croton campestris
A., Ocimum
gratissimum L. e Cordia
verbenacea DC.

Microdiluicao

Effect of fertilizer treatment
on the antimicrobial activity
of the leaves of Ocimum
gratissimum (L.) and
Gongronema latifolium
(Benth).

Difusao

Composigdo quimica,
atividade antibacteriana in
vitro e toxicidade
em Artemia salina do 6leo
essencial das
inflorescéncias de
Ocimum gratissimum L.,
Lamiaceae.
Potentiation of in vitro
antibiotic activity by
Ocimum
gratissimum L.

Microdiluicao

Microdiluicdo

Samonella
typhi;
Klebisiella
pneumonia;
Proteus
mirabilis
Strept.
viridans;
K. pneumonia

Staphylococcus
aureus;
Escherichia
coli

Staphylococcus
aureus,
Escherichia
colie
Salmonella
enteritidis

Escherichia
coli;
Staphylococcus
aureus

Klebsiella
pneumonia;
Escherichia

coli;
Staphylococcus
aureus;
Pseudomonas
aeruginosa;
Salmonella
typhi;
Streptococcus
faecalis

Enterococcus
faecalis,
Staphylococcus
aureus e
Escherichia
coli

E.colie
Staphylococcus
aureus

Oleo Essencial

Extrato Aquoso

Extrato

Extrato
metandlicos e
hexanicos

Extrato
Etanolico

Oleo Essencial

Extrato de
metanol e
hexano
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GEROMINI et al.,
2012

KPOVIESSI et al.,
2012

MANN, 2012

AMENGIALUE;
EDOBOR;

EGHAREVBA, 2013

JOSHI, 2013

STEFAN et al.,
2013

PEREIRA et al.,
2014

STANLEY et al.,
2014

Atividade antimicrobiana de
Oleos essenciais de plantas
medicinais.

Chemical variation of
essential oil constituents of
Ocimum gratissimum L.
from benin, and impact on
antimicrobial properties and
toxicity against
Artemia salina leach.
Phytochemical constituents
and antimicrobial and grain
protectant activities of
Clove basil (Ocimum
gratissimum L.) grown in
Nigeria.

Antibacterial activity of
extracts of Ocimum
gratissimum on
bacteria associated with
diarrhoea.

Chemical Composition, in
vitro Antimicrobial and
Antioxidant Activities of the
Essential Oils of Ocimum
Gratissimum, O. Sanctum
and their major
constituents.

The composition and
antibacterial activity
of essential oils in three
Ocimum species
growing in Romania.
Estudo quimico, toxicidade
e atividade antibacteriana
do éleo
essencial de Ocimum
gratissimum.

The antibacterial activity of
leaf extracts of Ocimum
gratissimum and Sida
acuta.

Difusao em agar

Microdilui¢éo

Diluicdo em &gar

Difusdo em agar

Diluicdo em tubo

Difusao

Microdiluicdo

Difusdo em disco

Escherichia
coli;
Staphylococcus
aureus
Staphylococcus
aureus;
Escherichia
coli

Neisseria
gonorrheae;
Salmonella
typhi;
Pseudomonas
aeruginosa;
Escherichia
coli;
Staphylococcus
aureus;
Klebsiella
pneumoniae;
Vibrio cholerae
Staphylococcus
aureus;
Escherichia
coli;
Shigella sp.;
Salmonella sp.
E. coli, S.
marcescens, K.
pneumoniae

Staphylococcus
aureus e
Escherichia

coli

Staphylococcus
aureus;
Pseudomonas
vulgaris; P.
aeruginosa; E.
coli
Escherichia
coli;
Staphylococcus
faecalis;
Peudomonas
aeuginosa

Oleo Essencial

Oleo Essencial

Extrato
etandlico

Extrato de
etanol e
cloroférmio

Oleo Essencial

Oleo Essencial

Oleo Essencial

Extrato
etanolico e
aquoso

Biodiversidade e Biotecnologia no Brasil 2




AGUIAR et al., 2015

EVWIERHURHOMA
etal., 2015

OMODAMIRO;
JIMOH, 2015

BONOU et al., 2016

IGBINOSA,;
IDEMUDIA, 2016

BANDEIRA JR. et
al., 2017

CHIMNOI et al.,
2018

MELO et al., 2019

Antibacterial and
modifying-antibiotic
activities of the essential

oils of Ocimum gratissimum

L. and Plectranthus
amboinicus L.

Antibacterial evaluation of
aqueous and ethanol
extracts of Ocimum
gratissimum and Carica
papaya.
Antioxidant and
antibacterial activities of
Ocimum gratissimum.

Composition chimique et
influence de différents
tweens sur le pouvoir

antimicrobien des huiles

essentielles de Ocimum
gratissimum, Ocimum

basilicum, Laurus nobilis et

Melaleuca quinquenervia.
Anti-vibrio potentials of
acetone and aqueous leaf
extracts
of Ocimum gratissimum
(Linn).

Potential uses of Ocimum
gratissimum and
Hesperozygis ringens
essential oils in
aquaculture.

Characterization of
essential oil from Ocimum
gratissimum leaves:
antibacterial and mode
of action against selected
gastroenteritis pathogens.

Chemical composition and
antimicrobial effectiveness
of Ocimum gratissimum L.
essential oil against
multidrug-resistant isolates
of Staphylococcus aureus
and Escherichia coli.

Microdiluicéo

Difusdo em disco.

Difusdo em disco

Microdiluicéo

Microdiluicao

Microdiluicdo

Microdiluicao

Teste de difusédo
em disco de
papel e método
de microdiluicdo

Staphylococcus
aureus,
Escherichia coli
e
Pseudomonas
aeruginosa

E. coli; P.
aeruginosa
S. typhi; P.
pyogenes

Proteus
mirabilis;
Streptococcus
pneumonia;
Staphylococcus
aureus;
Pseudomonas
aeruginosa;
Escherichia
coli;
Salmonella.
Micrococcus
luteus;
Staphylococcus
aureus;
Proteus
mirabilis;
Pseudomonas
aeruginosa

Cepas de
Vibrio

Aeromonas
hydrophila,
Aeromonas
veronii,
Citrobacter
freundii e
Raoltella
ornithinolytica
Staphylococcus
aureus;
Escherichia
coli; Salmonella
Typhimurium;
Shigella flexner

Staphylococcus
aureus;
Escherichia coli

Oleo Essencial

Extrato aquoso
e etandlico

Extrato
etandlico

Oleo Essencial

Extrato agquoso

Oleo Essencial

Oleo Essencial

Oleo Essencial
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Synergistic antioxidant and S. aureus;

SHARMA et al., antimicrobial activities of Microdiluicéo M. luteus; Oleo Essencial
2020 essential oils of some E. coli;
selected medicinal plants in B. subtilis;
combination and with K. pneumoniae

synthetic compounds.
Fonte: organizagdo dos dados realizada pelo proprio autor, em conformidade com o apresentado pelos
estudos/artigos revisados.

3. CONCLUSAO

As plantas medicinais continuam sendo ferramentas importantes para terapéutica das
doencas, tendo seu uso popular encorajado o desenvolvimento de pesquisas prospectivas,
que se aperfeicoaram e foram intensificados com o passar dos anos. Através de testes
bioprospectivos, tornou-se possivel conhecer bem mais sobre os efeitos bioativos das
espécies vegetais, garantidos em sua maioria por meio de moléculas conhecidas como
metabdlitos secundarios, comuns nas plantas medicinais.

Os resultados apresentados, por meio do levantamento de dados das literaturas,
demonstram o potencial antibacteriano da alfavaca. Embora promissoras, estas informacoes
devem incentivar a continuidade de estudos comparativos, capazes de oferecer a percepcao
da eficicia terapéutica dos produtos obtidos a partir de Ocimum gratissimum L. Além disso,
pesquisas toxicoldégicas devem ser realizadas, de modo a evidenciar também possiveis

reacOes toxicas associadas a prética tradicional de seu uso.
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CAPITULO 4

OBTENCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS PARA A
INDUSTRIA QUIMICO-FARMACEUTICA — IMPORTANCIA DA
ELUCIDACAO ESTRUTURAL

Carromberth Carioca Fernandes?! e Leonardo Gomes de Vasconcelos?

1. Universidade Federal do Acre (UFAC), Programa de Pés-Graduacgéo, Bionorte - Rede de Biodiversidade e
Biotecnologia da Amaz6nia Legal, Rio Branco, Acre, Brasil;
2. Universidade Federal do Mato Grosso (UFMT), Cuiaba, Mato Grosso, Brasil.

RESUMO

Os grandes biomas do Brasil sdo verdadeiramente ricos, tanto o continental quanto o
marinho, ocupando uma vasta area territorial. Os seringueiros utilizam plantas ao combate
de doencas, por exemplo, Baba-de-paca (Adiantum latifélio Lam.) para estancar sangue,
assim, se faz necessério o isolamento de substancias para comprovar as atividades
biologicas. Demonstra-se de forma sucinta, sugestbes das técnicas necessarias para o
desenvolvimento das analises, sendo: cromatografia liquida; cromatografia gasosa;
cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectroscopicas ao processo elucidativo:
ultravioleta; infravermelho; ressonancia magnética nuclear de carbono (C*3) e hidrogénio (H')
e de massa e as técnicas chamadas hifenizadas: cromatografia gasosa acoplado ao
espectrometro de massa (CG-MS), cromatografia de interface, acoplado diretamente ao
RMN (LC-NMR). O composto isolado, s6lido amorfo castanho soluvel em CHCIs, dando teste
positivo para alcaldide. Tratado com solucdo de cloreto férrico, indicando a presenca de
hidroxila fendlica, ponto de fusdo [p.f. = 186.0-188.0 °C]. Utilizou-se a espectroscopia de
RMN, IV e MS. O espectro de RMN C*2 exibi vinte e trés linhas espectrais, menciona-se
algumas: em 046,50 referente ao C-1° do grupo acetonil, carbono nao-hidrogenado de
carbonila em 6207,60 atribuido ao C-2’ e os carbonos aromatico, em 5148,50 e 6147.50,
atribuidos ao C-2 e C-3 (anel A) ligados ao grupo metilenodioxido. Os sinais do espectro de
RMN !H e na regido dos hidrogénios aromaticos, dois simpletos centrados em 57,10 e §7,51
(s, 1H), atribuidos aos hidrogénios H-1 e H-4 (anel A). Teve sua estrutura elucidada e trata-
se da substancia 6-Acetonyl-N-methyl-dihydrodecarine (na época, um novo composto).
Palavras-chave: Alcaloides, Elucidacéo-Estrutural e Bioativos.

ABSTRACT

The great biomes of Brazil are truly rich, both continental and marine, occupying a vast
territorial area. The rubber tappers use plants to fight diseases, for example, Baba-de-paca
(Adiantum latifolio Lam.) To stop blood, so it is necessary to isolate substances to prove
biological activities. Suggestions of the necessary techniques for elucidating structures are
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shown succinctly, being: liquid chromatography; gas chromatography; high performance
liquid chromatography and spectroscopy to the elucidative process:

ultraviolet; infra-red; nuclear magnetic resonance of carbon (C*3) and hydrogen (H') and mass
and the so-called hyphenated techniques: gas chromatography coupled to mass
spectrometer (CG-MS), interface chromatography, coupled directly to NMR (LC-NMR). The
isolated compound, brown amorphous solid soluble in CHCI3, giving positive test for alkaloid.
treated with ferric chloride solution, indicating the presence of phenolic hydroxyl, melting point
[m.p. = 186.0-188.0 °C]. NMR, IR and MS spectroscopy was used. The C13 NMR spectrum
exhibits twenty-three spectral lines, a few are mentioned: at 546.50 referring to the C-1 'of the
acetonyl group, non-hydrogenated carbonyl carbon at 6207.60 assigned to the C-2' and
aromatic carbons, in 6148.50 and 6147.50, attributed to C-2 and C-3 (ring A) linked to the
methylenedioxide group. The signals of the 1H NMR spectrum and in the region of aromatic
hydrogens, two simple ones centered on 67.10 and 57.51 (s, 1H), attributed to hydrogens H-
1 and H-4 (ring A). Its structure was elucidated and it is the substance 6-Acetonyl-N-methyl-
dihydrodecarine (at the time, a new compound).

Keywords: Alkaloids, Structural-Elucidation e Bioactive.

1. INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS GERAIS

Os grandes biomas do Brasil sdo verdadeiramente ricos, tanto o continental quanto o
marinho, ocupando uma vasta area territorial. Estdo presentes nesse ecossistema, vegetal
e animal, constituido por valorosa diversidade biolégica com caracteristicas préprias, sua
fauna caracteristica e de sua flora abundante, provavelmente, existindo espécies ainda ndo
catalogadas e identificadas, com suas caracteristicas peculiares, do norte ao sul do Brasil.
Na Amazbnia, as espécies floristicas, as de terra firme, varzea, de igap6 das aguas
“‘morenas”, em decorréncia da liberagdo de compostos fendlicos.

Sabemos que as plantas produzem metabolitos secundéarios a partir de varias
interacdes, planta-planta; planta-insetos; planta-microrganismos dentre outras, além da
existéncia de simbioses, com fungos endofiticos. As rotas metabdlicas produzem
substancias, por exemplo, compostos fendlicos, terpenos e alcaloides.

O uso de plantas do conhecimento popular, citando os seringueiros que utilizam ao
combate de doencas, por exemplo, Baba-de-paca (Adiantum latifélio Lam.) para estancar
sangue, cipé-axixuache (Salacia cf. juruana Loes) para Reumatismo (SIVIERO, 2016). A
partir do conhecimento tradicional, surge os interesses dos laboratérios quimico-
farmacéutico, com o intuito de se obter substancias com interesses para as industrias

guimico-farmacéutica, ou seja, como fonte promissora de bioativos que possam ser
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utilizados nas formulagcbes de medicamentos, cosméticos, aditivos nutracéuticos,

bioinseticidas e outros.

2. MATERIAIS E METODO

Demonstra-se de forma tedrica, as técnicas espectroscopicas de IV. MS, RMN e
experimentos bidimensionais (gHSQC, gHSQC e Dept-125) e analises fisico-quimicas,
suficientes e fundamentais para a elucidacdo estrutural de uma substancia nova ou ja
conhecida.

Para a demonstracdo da elucidacdo estrutural do solido isolado das raizes de
Zanthoxylum riedelianum, utiliza-se de dados da literatura concernente a substancia isolada.
Neste caso, se fez necessério a utilizacdo de: espectros de Infravermelho, registrados em
espectrofotometro modelo FTIR-Bomem-MB / 100 usando filme de NaCl. Os espectros de
NMR em CDCls, registados no aparelho Bruker ARX-400 (400 MHz para *H e 100 MHz para
13C) e Bruker AC-200 (200 MHz para 'H e 50 MHZ para 3C), usando tetrametilsilano (TMS)
como padréo interno. Os espectros de massa de ionizacdo de elétrons (ESI-MS) foram
realizados empregando um espectrometro modelo Quatro LC-Micromass UK. As rotagdes
Opticas foram determinadas em um polarimetro Perkin-Elmer 341.

Utiliza-se de dados da literatura concernente a substancia isolada, demonstrando a
importancia dessa nova molécula, os interesses despertados aos cientistas, na obtencéo de
novos resultados experimentalmente a partir deste. Os interesses dos laboratorios e
empresas em nivel internacional, que comercializam produtos de origem natural, plantas,
seguidos de relatos vivenciados e experiéncias adquiridas ao longo do tempo no espaco

académico.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 SUGESTOES PARA A ELUCIDACAO ESTRUTURAL DE COMPOSTOS NATURAIS,
RECOMENDACOES TEORICAS E EXPERIMENTAIS

Os cientistas afirmam a décadas a importancia da elucidacdo estrutural dos

metabolitos obtidos de produtos naturais, tornando-se um dos principais desafios, além da
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utilizacdo de metodologias eficazes para a separacdo e o isolamento das substancias
naturais. Técnicas para o desenvolvimento das analises, utilizando a espectroscopia
molecular, de ultravioleta (UV), infravermelho (infrared - IV), ressonancia magnética nuclear
(Nuclear magnetic resonance spectroscopy - RMN) de carbono (C*3) e hidrogénio (H!) e
experimentos bidimensionais, foram aprimorados e com a ampliacédo de sua capacidade, por
exemplo a espectroscopia de RMN que era de 100 MHz, hoje ja se utiliza o de alta resolucéo
magnética, com equipamento de até 1000 MHz (BRUKER®), espectrometria de massa (Mass
spectrometry - MS); cromatograficas: cromatografia liquida (liquid chromatography - LC),
cromatografia gasosa (Gas chromatography - GC), cromatografia liquida de alta eficiéncia
(High performance liquid chromatography - HPLC) e as técnicas chamadas hifenizadas,
como, cromatografia gasosa acoplado ao espectrometro de massa (CG-MS), cromatografia
de interface, acoplado diretamente ao RMN (LC-NMR) para separar moléculas principais.
Trabalhos estdo sendo desenvolvidos para minimizar as dificuldades inerentes as analises
complexas de algumas moléculas, favorecendo a identificacdo de forma rapida de novos
compostos e dos ja conhecidos. A identificacdo desses compostos € desafiadora e requer
dominio das técnicas para que se possa obter a identificacdo absoluta dos compostos que
incluem a quimica de produtos naturais, avaliacdo de drogas e ciéncia forense. Requer
informacdes precisas relacionadas as andlises espectroscoépicas, incluindo as informacdes
das analises fisico-quimicas, principalmente ponto de fuséo, rotacbes 6pticas.

De forma sucinta destaca-se, espectroscopia UV-Visivel: para descobrir se o sistema
€ conjugado (elétrons pi); espectroscopia IV: para identificar os grupos funcionais que estao
presentes no composto; espectroscopia de massa: para determinar o peso molecular do
composto e identificar a presenca de padrfes de isétopos para Cl e Br; espectroscopia de
RMN: d& uma ideia sobre o esqueleto basico da estrutura do composto; RMN C13: para
identificar quantos atomos de carbonos estdo presente no composto; RMN H?: para verificar
0s tipos de atomos de hidrogénios presentes e como esses estdo conectados na molécula.
RMN e experimentos bidimensionais: gHSQC - para correlacdo heteronuclear *H —13C,
detectam acoplamentos de curto alcance, H é tracado na horizontal e o DEPT tracado na
vertical; DEPT-125 - ndo mostram os carbonos quaternarios; gHSQC - mostram as
correlacdes de cada hidrogénio com os carbonos que estejam duas, trés ou até quatro
ligacdes distantes (VALLI et al., 2012; SATHEESHKUMARA et al.,2012; DIAS et al., 2016;
CHAVAN et al., 2017).
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3.2 ELUCIDACAO ESTRUTURAL DO COMPOSTO 6-Acetonyl-N-methyl-dihydrodecarine —
SUGESTOES VIVENCIADAS

Pesquisa realizada por Fernandes et al. (2009), isolou o sélido das raizes de
Zanthoxylum riedelianum, através de uma sequéncia sucessiva de processos
cromatograficos apresentou-se como um solido amorfo castanho solavel em CHCI3, com
ponto de fuséo [p.f. = 186.0-188.0 °C], sua rotacéo optica [a]p?%°°-5.625 (CHCIs; conc. 0.014
g mL?), dando teste positivo para alcaléide. O tratamento com solucédo de cloreto férrico
produziu coloracéo verde, indicativo da presenca de hidroxila fendlica. Teve sua estrutura (1)

elucidada por métodos espectroscopicos convencionais, conforme abaixo.

3.2.1 Ressonancia Magnética Nuclear de C13

O espectro de RMN 13C exibi vinte e trés linhas espectrais, como pode ser observado
na tabela 1, assim, observa-se os seguintes sinais: Os carbonos nao-hidrogenados do anel,
em 6148,50 e 5147.50, atribuidos ao C-2 e C-3 (anel A) ligados ao grupo metilenodioxido e
em 6151,30 e 6144,90 atribuidos ao C-7 e C-8 (anel D) ligados a metoxila e hidroxila,
respectivamente e em 6138,80 referente ao C-4b. Dois sinais 6101,00 (metilenodioxido) e
546,50 referente ao C-1" do grupo acetonil. Trés metilas, uma relacionada ao grupamento
metoxila em 661,90 ligado ao C-7 (anel D); uma ligada a um atomo de nitrogénio em 542,40
(anel C) e outra em 631,50 atribuida ao C-3’ do grupo acetonil. Um carbono metinico em
854,80, atribuido ao C-6 (anel C). Um carbono néo-hidrogenado de carbonila em 6207,60
atribuido ao C-2’ do grupamento acetonil (FERNANDES, 2009).

3.2.2 Ressonancia Magnética Nuclear de H!

Os sinais do espectro de RMN 'H, exibe na regido dos hidrogénios aromaticos, dois
simpletos centrados em 67,10 e 67,51 (s, 1H), atribuidos aos hidrogénios H-1 e H-4 (anel A);
quatro dupletos em 67,01 (d, 1H, J=8,43Hz), 67,54 (d, 1H, J=8,43Hz), 67,72 (d, 1H, J=8,58Hz)
e 67,51 (d, 1H, J=8,58Hz), atribuidos aos hidrogénios orto-relacionados H-9, H-10, H-11 e H-
12 respectivamente (anéis D e B); um simpleto centrado em 63,95 (s, 3H) do grupo metoxila
em C-7; um simpleto centrado em 86,05 (s, 2H) do grupamento metilenodioxido; um simpleto

centrado em 65,30 (s, 1H) que pode ser atribuido ao hidrogénio intercambiavel da hidroxila
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ligada ao carbono C-8. A presenca de um grupo acetonil em C-6 foi evidenciada através dos
sinais: um simpleto centrado em 82,02 (s, 3H) atribuido ao H-3’ e de um sistema AMX, sendo,
um duplo dupleto em 85,00 (dd, 1H J=3,53 e 10,92Hz, H-6); um par de duplo dupleto em
62,25 (dd, 2H, J=3,53 e 15,24Hz) e em 62,66 (dd, 2H, J=10,92 e 15,24Hz), atribuidos ao H-
1’. Um simpleto centrado em 62,65 (s, 3H) relacionado ao grupamento metilico ligado ao
nitrogénio (NCHs). Essa sugestdo é compativel para alcaléides do tipo benzofenantridinico
N-metilado, contendo como substituintes, um grupamento metoxila e uma hidroxila (anel D),
um grupamento metilenodioxido (anel A), e um grupo acetonil em C-6 (anel C),
(FERNANDES, 2009).

3.2.3 RMN gHSQC

Através dos deslocamentos quimicos observados em 3C — 'H gHSQC, foi possivel a
atribuicdo de cada carbono e de seu respectivo hidrogénio, sendo: 67,10 (H-1) e 6104.4 (C-
1); 7,51 (H-4) e §100.5 (C-4); §7.01 (H-9) e §115.1 (C-9); §7.54 (H-10) e §119.7 (C-10); §7.72
(H-11) e 6120.0 (C-11); 67.51 (H-12) e 56124.7 (C-12). Assim foi possivel a atribuicdo de cada
carbono e seu respectivo hidrogénio (Tabela 1), (FERNANDES, 2009).

3.2.4 RMN gHMBC

Os picos cruzados observados no espectro de gHMBC mostraram acoplamentos de
longo alcance de H-6 (6H 5,0) e H-3 '(6H 2,02) com C-2' (6C 207,6), confirmando a conexao
da fracdo acetonil com C- 6 Outras correlacdes foram observadas entre OCHs (6H 3,95) com
C-7 (86C 151,3), bem como H-9 (6H 7,01) e H-10 (6H 7,54) com C-8 (6C 144,9) e C-10 ( 8C
119,7), indicando que a posicao 8 é substituida; finalmente, N-CHs (6H 2,65) com C-6 (6C
54,8), (FERNANDES, 2009).

3.2.5 Espectroscopia no Infravermelho
O espectro, na regido do infravermelho, bandas de absor¢do em 3396 cm™ relativo ao

estiramento de OH, uma absorcdo em 1708 cm™ que pode ser relacionada a carbonila

alifatica, 1615, 1516 cm™ atribuido ao anel aromatico, absorcées em 1610 e 1425 cm*
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(estiramento C=C de anel aroméatico) e duas absor¢ées em 1239 e 1296 cm™ que podem

estar relacionadas a grupamentos metoxilas ligadas a anel aromatico (FERNANDES, 2009).

3.2.6 Espectrometria de Massa

O espectro de massa ESI [M+H]* deste composto apresentou um ion
pseudomolecular de m/z 391, indicando para formula molecular C23H2:NOs (FERNANDES,
2009).

Os dados espectrais de RMN de 3C e 'H e demais andlises apresentadas para o
composto isolado, conduziram a proposicdo que esse composto é um alcalbide
benzofenantridinico, e pode ser denominado de 6-Acetonyl-N-methyl-dihydrodecarine (1), na
ocasiao do isolamento, foi inédito comprovado apos levantamentos em bases de dados e de
relatos na literatura, sendo um provavel derivado da diidroqueleritrina (2) ou da decarina (3)
por apresentarem o mesmo nucleo benzofenantridinico, requerendo estudo posterior para
constatar a origem (Flgura 1) (FERNANDES, 2009).

A substancia 6-Acetonyl-N-methyl-dihydrodecarine, foi denominada “Carrombertina”
em homenagem ao pesquisador que isolou, Carromberth. Registrada no Chemical Abstracts
Service (CAS number), indexada ao Chemical American Society, sob o numero — CAS

1253740-09-8.

Figura 1. Compostos quimicos.
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Tabela 1: 61 e &c da substancia 1. RMN H?! (400 MHz) e C13 (100
MHz) em CDCls

C 8c 1 8n 1
1 104,4 7,10 (s, 1H)
2 148,5
3 147,5 -
4 100,5 7,51 (s, 1H)
4a 123,9 -
4b 138,8 -
6 54,8 5,0 (dd, 1H, J=3,53 e 10,92Hz)
6a 123,3
7 151,3
144,9 -
9 115,1 7,01 (d, 1H, J=8,43Hz)
10 119,7 7,54 (d, 1H, J=8,43Hz)
10a 131,0 -
10b 127,5 -
11 120,0 7,72 (d, 1H, J=8,58Hz)
12 124,7 7,51 (d, 1H, J=8.58Hz)
12a 127,2 -
1’ (COCH2) 46,5 2,25 (dd, 2H, J=3,53 e 15,24Hz) e
2,66 (dd, 2H, J=10,92 e 15,24Hz)
2’ (COCHs) 207,6 -
3’ (COCHs) 31,5 2,02 (s, 3H)
7-OCHs 61,9 3,95 (s, 3H)
O-CH2-0 101,0 6,05 (s, 2H)
N-CHs 42,4 2,65 (s, 3H)

3.3 NOVAS MOLECULAS - CONTRIBUICOES EFETIVAS E QUE DESPERTAM
INTERESSES AOS CIENTISTAS, LABORATORIOS E EMPRESAS DE PRODUTOS
NATURAIS, AO NIVEL INTERNACIONAL — RELATOS DE EXPERIENCIA.

Substancias obtidas de produtos naturais, principalmente as mais complexas com
relacdo a sua estrutura quimica, de certa forma, apresentam um certo grau de dificuldades
nos processos de isolamento dessas. Requer um exaustoso trabalho, iniciando na
manufatura até a utilizacdo de equipamentos cientificos, obtendo-se as mais variadas
analises, com custos elevados para manutencdo e execucdo desses instrumentos.
Inicialmente, opta-se pela escolha do material botadnico a ser estudada, através de
observagfes in sito ou por dados etnobotanicos, seguida da identificagdo taxonémica. A
coleta necessariamente, deve-se obter a autorizacéo no 6rgéo gestor e fiscalizador, por forca
de Lei Federal. O zelo no processo da coleta é fundamental, o corte, o transporte, 0 processo
de secagem, local isento de contaminacdes, a fragmentacdo, nesse processo inicial podera
gerar artefatos (substéancias naturais alteradas por varios fatores). O processo de producdo

dos extratos brutos (centenas/milhares de metabolitos secundarios) seguidos dos
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fracionamentos e sub-fracionamentos subsequentes, sdo fundamentais, decisdes a serem
seguidas, andlises preliminares das abordagens quimicas, a escolha dos solventes, a
montagem das colunas cromatograficas, cada fracionamento, as vezes requerendo do
operador a sua presenca, as vezes por 24 horas seguidas, recolhendo as fracfes, gota a
gota, totalizando em centenas de fracdes. Varios outros processos sao executados para se
obter a substancia totalmente pura. Essa € submetida as analises espectroscopicas para
elucidar a estrutura quimica, exigindo dominio e expertise cientifica das técnicas utilizadas.

A substancia 6-Acetonyl-N-methyl-dihydrodecarine (Carrombertina), vem sendo
comercializada por varias empresas Chinesas, produtoras de produtos naturais, por exemplo
a BioCrick Biotech; CHEMFACE - Wuhan ChemFaces Biochemical Co.,Ltd. Umas citam em
sua referéncia a nossa pesquisa, inclusive a identificagdo da estrutura. Outras, ndo fazem
nenhuma menc¢édo, no caso a BioBioPhha Co. Ltd. Isso indica que a nossa legislacéo
concernente a propriedade intelectual e fraca, requerendo ampliacdo e incluindo a patente
de moléculas isoladas, assim, gerando divisas financeiras ao Brasil.

O estudo realizado por Talonstsi et al. (2011) isolou a mesma substancia
(Carrombertina) em outra espécie do género Zanthoxylum, testando a atividade larvicida
para o mosquito vetor da malaria Anopheles gambiae, apresentando taxa de mortalidade de
98,3%, na concentragdo de 250 mg/L, esse autor cita a nossa pesquisa em seu trabalho.
Assim, a presenca da mesma substancia em outra espécie desse género, provavelmente,
indicando ser o precursor do esqueleto basico dessa classe de alcaldides. Da mesma forma,
empresa Chinesa BioCrick Biotech, divulga em seu catalogo, a propriedade biolégica
larvicida dessa substancia.

A pesquisadora do Centro de Pesquisa de Produtos Naturais, da Universidade Federal
de Santa Maria — Rio Grande do Sul. Em suas pesquisas com a espécie Z. rhoifolium,
verificando atividades antimicrobiana, promovendo semi-sintese de uma substancia natural,
gerando um derivado. Os alcaloides isolados, foram identificados, comparando seus dados
espectrais com 0s nossos estudos divulgados (TAVARES et al., 2014).

3. CONSIDERACOES FINAIS

Contatou-se que as técnicas espectroscopicas de IV. MS, RMN e experimentos
bidimensionais (gHSQC, gHSQC e Dept-125) e analises fisico-quimicas, sédo eficazes para

a elucidacao estrutural de substancias quimicas, tanto novas ou ja conhecidas.
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RESUMO

No presente estudo avaliou-se ultraestruturalmente os efeitos de diferentes concentracdes
do extrato etandlico bruto das flores, folhas e caules de Acmella oleracea sobre o sistema
reprodutor masculino carrapatos Amblyomma cajennense. Para tanto, foram utilizados 100
machos com pesos homogéneos (p> 0,05), os quais foram alocados em cinco grupos
experimentais de carrapatos (10 animais/grupo): Controle 1 - foram expostos a agua
destilada; Controle 2 - ao solvente etanol 50% e DMSO 1%; Tratamentos 1 a 3 - as
concentracOes de: 6,2; 12,5 e 25 mg/mL do extrato, respectivamente, obtidas por diluicdo
em etanol 50% e DMSO 1% (em duplicata). Os carrapatos foram imersos nas diferentes
concentracbes do extrato por cinco minutos, secos em papel absorvente e levados a
incubadora BOD sob condigbes controladas por sete dias. Apos esse periodo, foram
dissecados para remocao dos sistemas reprodutores, que foram submetidos as técnicas de
microscopia eletrénica de transmissao. Foi observado nos individuos dos grupos tratamento
gue o extrato provocou alteracdes significativas nas células secretoras do complexo de
glandulas acessoérias dos testiculos, que incluiram mudancas na sua forma, desorganizacéo
e vacuolizacdo citoplasmatica, diminuicdo dos granulos de secrecéo e presenca de figuras
mielinicas. Além disso, as espermatides maduras apresentaram desarranjo do citoesqueleto.
Os dados aqui obtidos confirmaram o potencial citotoxico do extrato etandlico de A. oleracea
sobre o sistema reprodutor masculino de carrapatos A. cajennense, vindo abrir a
possibilidade do seu uso como alternativa eficiente e sustentavel para o controle populacional
dessa espécie.

Palavras-chave: Controle quimico, Citotoxicidade e Jambu.
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ABSTRACT

In the present study, the effects of different concentrations of the crude ethanolic extract of
Acmella oleracea on the male reproductive system of Amblyomma cajennense ticks were
evaluated ultrastructurally. For this purpose, 100 males with homogeneous weights (p> 0.05)
were used, which were allocated to five experimental groups (10 animals / group): Control 1
- were exposed to distilled water; Control 2 - solvent 50% ethanol and 1% DMSO; Treatments
1 to 3 - at concentrations of: 6.2; 12.5 and 25 mg / mL of the extract, respectively, obtained
by dilution in 50% ethanol and 1% DMSO (in duplicate). The ticks were immersed in the
different concentrations of the extract for five minutes, dried on absorbent paper and taken to
the BOD incubator under controlled conditions for seven days. After this period, they were
dissected to remove the reproductive system, which were submitted to transmission electron
microscopy techniques. It was observed in the individuals in the treatment groups that the
extract caused significant changes in the secretory cells of the testicular accessory gland
complex, which included changes in its shape, cytoplasmic disorganization and vacuolization,
decreased secretion granules and the presence of myelinated figures. In addition, the mature
spermatids showed a breakdown of the cytoskeleton. The data obtained here confirmed the
cytotoxic potential of the ethanol extract of A. oleracea on the male reproductive system of
ticks A. cajennense, opening the possibility of its use as an efficient and sustainable
alternative for the population control of this species.

Keywords: Control chemical, Cytotoxicity and Jambu.

1. INTRODUCAO

Carrapatos do complexo Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787) sdo importantes
artrépodes de relevancia médica e veterinaria por parasitarem diferentes hospedeiros, dentre
eles os humanos. A relevancia de sua importancia no contexto atual reside ainda no fato de
gue estes ectoparasitas sdo também vetores potenciais da Rickettsia rickettsii, causadora da
Febre Maculosa Brasileira ou Febre das Montanhas Rochosas (SOARES et al.,, 2015;
TARRAGONA et al., 2015). Eles estédo distribuidos por todo o continente americano e,
especificamente no Brasil, a espécie A. cajennense pode ser encontrada na zona Norte
ocidental da Bacia Amazoénica, enquanto que A. sculptum nos estados do Sudeste, Centro-
Oeste, Nordeste e Sul do Parana (ESTRADA-PENA et al., 2014).

Atualmente, o método de controle de carrapatos mais eficiente, além de ser o mais
amplamente utilizado, é aquele que faz uso de acaricidas quimicos de natureza sintética
(CHAGAS et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2016). Entretanto, o uso indiscriminado desses
produtos pode induzir a selecéo de individuos resistentes o que compromete a eficiéncia dos
acaricidas, bem como sua toxicidade pode ser letal aos organismos nao alvos. Além disso,

seus residuos se acumulam no ambiente, o que pode comprometer o solo, cursos d’agua, a

Biodiversidade e Biotecnologia no Brasil 2 =

pa e’
“$S
-

“a (
:tt. y
)
Nl
L
¥




flora e a saude animal, inclusive a humana (OLIVEIRA; BECHARA; CAMARGO-MATHIAS,
2008; ROMA et al., 2009).

Diante desse cenério, a busca por novas estratégias de controle tem sido uma
constante. Dentre elas esta a utilizacdo de vacinas ou de acaricidas quimicos de origem
natural, geralmente com seus principios ativos originados de extratos de plantas (CASTRO
et al., 2014; REMEDIO et al., 2015; RODRIGUEZ-MALLON, 2016).

Acmella oleracea é uma planta da familia Asteraceae, encontrada em regides tropicais
proximas a linha do Equador na Africa, Asia e América do Sul. No Brasil ela é conhecida
popularmente como jambu, sendo muito utilizada na culinaria e na medicina popular como
potente analgésico e anestésico local (CHENG et al., 2015; BARBOSA et al., 2016;
FAVORETO; GILBERT, 2010). Estudos recentes mostraram que extratos das flores, folhas
e caules de A. oleracea apresentaram atividades fungistatica, fungicida e inseticida
(FAVORETO; GILBERT, 2010; BARBOSA et al., 2016).

Diante deste cenario bastante promissor quanto ao uso de A. oleracea como acaricida,
0 presente trabalho teve por objetivo avaliar ultraestruturalmente os efeitos de diferentes
concentragdes (6,2; 12,5 e 25 mg/mL) do extrato etandlico de A. oleracea sobre o sistema
reprodutor de machos de carrapatos A. cajennense, a fim de se estabelecer se este quimico
natural podera num futuro préximo se tornar uma estratégia a ser utilizada no controle desses

carrapatos.

2. MATERIAIS E METODO

2.1 EXTRATO DE Acmella oleracea

O extrato etandlico bruto das partes aéreas (flores, folhas e caules) de A. oleracea foi
produzido no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais do Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Biol6gicas e Agricolas (CPQBA) da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP), Campinas, SP, Brasil, sob a supervisdo do Dr. Rodney Alexandre
Ferreira Rodrigues.
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2.1.1 Obtencao do material vegetal

O material vegetal foi semeado e cultivado no campo experimental do
CPQBA/UNICAMP, localizado no municipio de Paulinia, SP, Brasil (coordenadas
geograficas -22° 47' 52" S, -47° 6' 49"). As sementes foram gentiimente cedidas pela
empresa Centroflora (Botucatu, SP, Brasil) e a coleta das partes aéreas (flores, folhas e
caule) foi realizada no més de abril de 2015. A planta foi identificada pelo Dr. John F. Pruski
do Missouri Botanical Garden (USA) e a exsicata esta depositada no Herbéario do
CPQBA/UNICAMP, Campinas, SP, Brasil, sob n°® 181.452. Também foi obtida autorizacdo
de acesso e de remessa de patriménio genético (CGEN) sob n® 010577/2014-9. Além disso,
0 estudo esti cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdénio Genético e do

Conhecimento Tradicional Associado — SisGen sob nimero A34093F.

2.1.2 Secagem e moagem do material vegetal

Depois de coletadas, as flores, folhas e caules de A. oleracea foram secas em estufa
com ventilacdo forcada por 48h a 40° C até massa constante (RODRIGUES et al., 2006). A
moagem deu-se em moinho de facas com peneira de 48 mesh — 0,297 mm. O material
vegetal seco e moido foi armazenado em embalagem de papel craft com revestimento de

polipropileno com fechamento simples e mantido em freezer - 20° C até a utilizacao.

2.1.3 Preparacéo do extrato etandlico bruto de Acmella oleracea (L.) R. L. Jansen

A extracdo foi realizada em etanol 96° GL (na proporcéo de 1:5, planta/solvente) a
temperatura ambiente, em tanque de aco inox com agitacdo mecéanica por uma hora e trinta
minutos, ao final da qual o residuo foi separado por filtragdo. Este processo foi repetido por
mais duas vezes (RODRIGUES et al.,, 2006). Os extratos brutos obtidos foram filtrados,
reunidos e concentrados sob vacuo em sistema de evaporacédo rotativo na temperatura de
40°C. O extrato foi entéo liofilizado até massa constante, acondicionado em frasco ambar e

armazenado em freezer - 20° C até a utilizacgéo.
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2.1.4 Monitoramento analitico do extrato

A presenca do espilantol, componente majoritario das partes aéreas (flores, folhas e
caules) de A. oleracea e do extrato etandlico bruto aqui utilizado, foi monitorada em
cromatégrafo gasoso acoplado a um espectrémetro de massas (GC-MS, Agilent® 5890
Series Il mass selective detector Agilent® 5970 EI 70eV) equipado com uma coluna de silica
fundida WCOT, HP5-MS, Agilent®, dimensdes 30m x 0.25 mm x 0.25 um. As condi¢des de
analise foram: temperatura do injetor: 220° C; temperatura do detector: 250° C; programa de
temperatura: 60-240° C (3° C/min), injecdo de amostra usando modo de divisédo de proporcéo

1:40; gas Hélio foi utilizado como transportador a 0,7 bar, 1 mL/min.

2.2 HOSPEDEIROS

Foram utilizados como hospedeiras coelhas adultas do Grupo Genético Botucatu com
peso entre 3 a 3,5 Kg, sem contato prévio com carrapatos ou carrapaticidas, que foram
adquiridas do Biotério da UNESP de Botucatu, SP, Brasil. Os animais foram mantidos em
gaiolas e receberam agua e racado comercial ad libitum. Este trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal da UNESP de Rio Claro, SP, Brasil sob n° 11/2015.

2.3 CARRAPATOS A. cajennense (FABRICIUS, 1787)

Os carrapatos A. cajennense foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Marcelo Bahia
Labruna do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal, da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo, USP, SP, Brasil. Os
carrapatos adultos foram coletados da vegetacdo do Municipio de Governador Jorge
Teixeira, Rondbnia, regido ocidental da Amazénia brasileira (coordenadas geogréficas 10°
31' 00" S, 62° 38' 00" W) e mantidos em colbnia. A identificacdo das espécies foi realizada
por Martins et al. (2016).

Para o presente estudo foram utilizados machos de A. cajennense alimentados por 10
dias em coelhas hospedeiras e mantidos em estufa BOD sob condi¢des controladas (28° +
1°C, 85% de umidade e fotoperiodo de 12 h) em sala de Biotério do Departamento de
Biologia, I1.B, — UNESP, Rio Claro, SP, Brasil.
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2.4 AVALIACAO ULTRAESTRUTURAL

2.4.1 Delineamento experimental

Para a avaliagéo ultraestrutural do sistema reprodutor dos machos alimentados de A.
cajennense apos a exposicao ao extrato etandlico bruto de A. oleracea em concentracdes
subletais (concentragces menores que a CLso), foi utilizado o Teste de Imersao de Adultos
(DRUMMOND et al., 1973). As concentragdes subletais foram determinadas por Anholeto et
al. (2017a)

Machos alimentados com peso médio de 10 mg (cerca de 10 dias de alimentagcédo em
coelhas hospedeiras) (150 individuos) de A. cajennense, foram coletados de infestacdes
artificiais de trés coelhas hospedeiras (50 casais de carrapato/coelho). Antes do inicio dos
testes, os carrapatos foram lavados em agua corrente e depois, secos em papel absorvente
macio.

Machos com pesos homogéneos (p> 0,05), foram alocados em cinco grupos
experimentais de 10 carrapatos cada e expostos a concentracdes subletais do extrato:

Machos alimentados: Grupo Controle 1 - os carrapatos foram expostos a agua
destilada; Grupo Controle 2 - foram expostos ao solvente etanol 50% e DMSO 1%; Grupos
Tratamento 1 a 3 - foram expostos as concentracdes de 6,2; 12,5 e 25 mg/mL do extrato
etandlico bruto das partes aéreas (flores, folhas e caules) de A. oleracea, respectivamente,
obtidas por diluicdo em etanol 50% e DMSO 1%.

Em cada grupo experimental, os individuos foram imersos nas substancias a serem
testadas durante cinco minutos. Em seguida, foram secos em papel absorvente, colocados
em placas de Petri identificadas e levadas a estufa BOD sob condi¢des controladas (28 +
1°C, 85% de umidade, com fotoperiodo de 12 horas) por sete dias, intervalo de tempo
sugerido por Oliveira, Bechara e Camargo-Mathias (2008) em estudos com fémeas de R.
sanguineus submetidas ao fipronil, visto que a maioria dos efeitos dos acaricidas ndo séo
imediatos e as alteracdes morfoldgicas geralmente aparecem ap0s esse periodo. Foram
realizadas observacdes diarias e os carrapatos foram estimulados com gas carbdnico e com
a ponta de um pincel por 30 minutos. Os individuos considerados mortos foram aqueles sem
capacidade de movimento apos dez minutos do estimulo e ndo foram utilizados para as
analises ultraestruturais. Os experimentos foram realizados em triplicata.

Apés o teste de imersdo, os machos de A. cajennense foram dissecados sob

estereomicroscopio em placas de Petri contendo solucéo fisioldgicas tamponada (NaCl 7,5
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g/L, Na2HPO4 2,38 g/L e KH2PO4 2,72 g/L) para coleta do sistema reprodutor para posterior

andlise.

2.4.2 Microscopia Eletrénica de Transmissao

Para a andlise ultraestrutural, as amostras foram fixadas em glutaraldeido a 2,5% em
tampao cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7.2), durante 72 horas. Em seguida, foram realizadas
duas lavagens em tampao cacodilato de sodio 0,1 M, com duracéo de 15 minutos cada e,
logo depois, foi realizada a pés-fixacdo em solucdo de tetréxido de 6smio (OsOa4) a 1%,
durante duas horas. As amostras foram novamente lavadas em tampéao cacodilato de sodio
por duas vezes de 15 minutos e imersas em etanol aquoso a 10% por 15 minutos. O material
foi contrastado em solucédo de acetato de uranila a 1%, dissolvido em alcool 10%, por 24
horas no escuro, sendo, em seguida, desidratado em série gradativa de acetona (de 50 a
100%). Posteriormente, o material foi embebido em resina Epon-Araldite mais acetona, na
proporcdo de 1:1, por 24 horas, incluido em resina pura e levado a estufa por 72 horas, a
60°C, para polimerizacao.

Seccbes ultrafinas obtidas em ultra micrétomo Leica Reichert Supernova foram
depositadas sobre grades de cobre e contrastadas em acetato de uranila a 4%, durante 20
minutos, e citrato de chumbo por 10 minutos (REYNOLDS, 1963). O material foi observado
e fotografado em microscopio eletrénico de transmissédo JEOL JEM-1011 nas dependéncias
do Laboratdrio de Microscopia Eletrénica aplicada a Pesquisa Agropecuaria (NAP/MEPA) da
ESALQ/USP, Piracicaba, SP.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 RESULTADOS

3.1.1 Grupos controle 1 E 2

O sistema reprodutor de machos de A. cajennense alimentados por 10 dias em

coelhos hospedeiros (Grupos Controle | e Il), apresentou as caracteristicas tipicas ja

descritas anteriormente por Sonenshine e Roe (2014) e Anholeto et al. (2015). As células

Biodiversidade e Biotecnologia no Brasil 2




secretoras do complexo de glandulas acessorias multilobuladas mostraram-se integras, com
nacleo arredondado apresentando heterocromatina localizada na regido periférica e
eucromatina na porcéo central dele (Figuras 1A, 5). O citoplasma, se mostrou homogéneo,
com presenca de reticulo endoplasmatico rugoso bem desenvolvido, além de grande
guantidade de ribossomos livres (Figuras 1B, 5). Além disso, foram observados granulos de
secrec¢do arredondados, sendo esses eletrondensos (Figuras 1B, 5). Ja nos testiculos, foram
observadas espermétides maduras, também chamadas de espermiéforos ou prospermia,
gue apresentaram ultraestrutura preservada conforme ja descrito por Feldman-Muhsam e
Filshie (1976) (Figuras 1A-B, 5).

3.1.2 Grupo tratamento 1: exposicao a 6,2 mg/mL do extrato

Os machos alocados nesse grupo de estudo quando expostos a concentragéo de 6,2
mg/mL do extrato etandlico bruto de A. oleracea, apresentaram alteracdes ultraestruturais
no seu sistema reprodutor em comparacdo aos dados obtidos dos individuos dos grupos
Controle | e Il (Figuras 2A-C, 5). O nucleo das células secretoras das glandulas acessorias
apresentou morfologia alterada, visto terem passado de arredondado a irregular (Figuras 2A,
5). No citoplasma, foi possivel notar a presenca de granulos de secrecdo eletrondensos de
morfologia irregular (Figuras 2A-B, 5). Além disso, vacuolos foram encontrados sobretudo ao
redor dos granulos de secrecao (Figuras 2B-C, 5). Em relacédo ao espermidéforo, verificaram

dobras na membrana plasmética e desarranjo do citoesqueleto (Figuras 2C-D, 5).

3.1.3 Grupo tratamento 2: exposi¢cao a 12,5 mg/mL do extrato

Neste grupo de tratamento, as alteracdes ultraestruturais foram mais acentuadas,
sendo que os nucleos das células secretoras das glandulas acessorias apresentaram-se
irregulares e com marginalizagcédo cromatinica (Figuras 3A, 5). Em relacdo ao citoplasma, foi
possivel observar granulos de secre¢cdo menores quando comparados aos do grupo controle
(Figuras 3A-D, 5). Além disso, foram encontrados granulos de secrecao irregulares com
conteudo desorganizado, além de granulos fragmentados e até mesmo vacuolizados
(Figuras 3A-D, 5), bem como regides desorganizadas e eletronltcidas, vacuolos autofagicos
com organelas em seu interior (Figuras 3A-D, 5) e figuras mielinicas (Figuras 3B, 5). Em
relacdo ao espermioforo, pode-se notar dobras na membrana plasmatica, bem como

desarranjo do citoesqueleto (Figuras 3E-F, 5).
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Figura 1. Ultraestrutura do sistema reprodutor masculino de Amblyomma cajennense
(Grupos Controles | e 11).
A-B. Células secretoras do complexo de glandulas acessoérias multilobuladas. cr= cromatina; en= envoltério
nuclear; gs= granulos de secre¢do; mp = membrana plasmatica; n= ndcleo; r= ribossomos livres; rer: reticulo
endoplasmatico rugoso. Barras: A-B= 1um.
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Figura 2. Ultraestrutura do sistema reprodutor masculino de Amblyomma cajennense
(Grupo Tratamento 1: exposicao a 6,2 mg/mL do extrato etandlico de Acmella oleracea).
A-C. Células secretoras do complexo de glandulas acessdrias multilobuladas. cr= cromatina; gs= granulos de
secrecdo; m= mitocondria; en= envoltério nuclear; n= nlcleo; r= ribossomos livres; rer: reticulo endoplasmético

rugoso; va= vacuolo; * = marginalizacdo cromatinica. Barras: A-C=1um
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0.5um

Figura 3. Ultraestrutura do sistema reprodutor masculino de Amblyomma cajennense
(Grupo Tratamento 2: exposicao a 12,5 mg/mL do extrato etandlico de Acmella oleracea).
A-D. Células secretoras do complexo de glandulas acessorias multilobuladas. cr= cromatina; fm= figura
mielinica; gs= granulos de secrecdo; m= mitocdndria; n= ndcleo; r= ribossomos livres; rer: reticulo
endoplasmatico rugoso; va= vacuolo autofagico; * = marginalizacdo cromatinica. Barras: A= 2um; B-D=0,5 um.
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3.1.4 Grupo tratamento 3: exposi¢cao a 25 mg/mL do extrato

Nesses machos houve alteragdes ultraestruturais severas no complexo de glandulas
acessorias multilobuladas. Os nucleos das células secretoras mostraram morfologia irregular
(Figuras 4A-D, 5) e o citoplasma apresentou granulos de secrecédo ainda menores quando
comparados aos dos grupos controle e aos de tratamento anteriormente descritos (Figuras
4A-F, 5). Além disso, no citoplasma foram observadas regides desorganizadas e
eletronlicidas, granulos de secrecéo irregulares com conteido desorganizado, granulos
fragmentados (Figuras 4A-F, 5), granulos com vacuolizacdo ao seu redor (Figuras 4A-F, 5)
e vacuolos autofagicos com restos celulares em seu interior (Figura 4A-F, 5). Em relacdo ao
espermioforo, observou-se dobras na membrana plasmatica, bem como desarranjo do

citoesqueleto (Figuras 4G, 5).
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Figura 4. Ultraestrutura do sistema reprodutor masculino de Amblyomma cajennense
(Grupo Tratamento 3: exposicao a 25 mg/mL do extrato etandlico de Acmella oleracea).
A-F. Células secretoras do complexo de glandulas acessoérias multilobuladas. cr= cromatina; gs= granulos de
secrec¢do; m= mitocdndria; en= envoltério nuclear; mp = membrana plasmatica; n= ndcleo; r=ribossomos livres;

rer: reticulo endoplasmatico rugoso; va= vacuolo. Barras: A, B, D=2 yum; C= 5um; E-F= 0,5 um.
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Tratamento Il Tratamento Il
12,5 pg/mL 25 pg/mL

Tratamento |
6,2 pg/mL

Controles
lell

Espermidforo

Figura 5. Ultraestrutura do sistema reprodutor masculino de Amblyomma cajennense.
Evidenciando os espermiéforos no interior do testiculo A-B. Grupo Controles | e Il: C-D. Grupo Tratamento 1.
E-F. Grupo Tratamento 2. G-H. Grupo Tratamento 3. ce= citoesqueleto; es= espermiéforo; mp= membrana
plasmatica; n= nucleo. Barras: A-H= 1um
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3.2 DISCUSSAO

Segundo Anholeto et al. (2015) e Sampieri et al. (2015b), o sistema reprodutor
masculino dos carrapatos A. cajennense € composto por um par de testiculos tubulares
responsaveis pela producdo e maturacdo das células germinativas até o estagio de
esperméatides e por um complexo de glandulas acessorias multilobuladas responsavel pela
producdo e secrecdo do fluido espermatico e pela sintese do espermatoforo. Os dados
ultraestruturais aqui obtidos para a mesma espécie nos individuos dos grupos Controles | e
Il confirmaram aqueles de Sampieri et al. (2015b)

Segundo Sonenshine e Roe (2014), o desenvolvimento morfolégico das espermatides
dos carrapatos da familia Ixodidae ocorre basicamente em duas etapas: a espermatogénese,
caracterizada pela sequéncia de divisdes mitéticas e meidticas das espermatogbnias e dos
espermatdécitos, originando as espermatides; e a espermiogénese, etapa final do
desenvolvimento (diferenciacdo) das espermatides e que resultardo nos espermatozoides. A
espermatogénese na maioria dos Ixodidae tem inicio no final do estagio de ninfa e é
concluida logo apds a ecdise do estagio de ninfa para o adulto (OLIVEIRA et al., 2012).
Porém, esta dindmica n&o é regra, visto que para algumas espécies a espermatogénese so
€ concluida quando o macho, depois de atingir o estagio adulto, inicia o processo de
alimentacdo, caso de Dermacentor variabilis (SONENSHINE; ROE, 2014). A
espermiogénese ocorre em etapas que sao dependentes de outros processos fisioldgicos,
tais como o avanco da alimentacédo do adulto, bem como a producéo do espermatoforo e da
sintese das secrec¢fes ejaculatérias (REGER, 1961, 1974; FELDMAN-MUHSAM; BORUT,
1978, 1983; SONENSHINE; ROE, 2014). No presente estudo, o estagio celular mais
avancado da espermiogénese foi a espermatide madura, que segundo Sampieri et al.
(2015b) é a espermatide V, com morfologia alongada (REGER, 1961, 1974; SAMPIERI et
al., 2015b). Outros trabalhos ja desenvolvidos com o sistema reprodutor masculino de
carrapatos postularam que as células germinativas em processo de desenvolvimento
(espermatogénese e espermiogénese) seriam mais sensiveis as alteracdes fisiologicas do
animal, incluindo a exposicdo dos individuos as substancias com comprovado potencial
toxico (SAMPIERI et al., 2015a). Aqui pode-se sugerir que as concentracoes de 6,2; 12,5 e
25 mg/mL do extrato etandlico de A. oleracea foram suficientes para provocar danos nas
espermatides, danos representados por dobras na membrana plasmatica e desorganizacao
dos elementos do citoesqueleto, resultados semelhantes aqueles obtidos por Montasser e

Amin (2005) quando analisaram ultraestruturalmente os testiculos de Argas persicus
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expostos a ivermectina, lactona macrociclica, na dose de 400 ug/Kg do hospedeiro, onde foi
observado o rompimento da membrana plasmatica e das organelas das espermétides.

Ja em relacdo as células secretoras do complexo de glandulas acessorias do sistema
reprodutor de A. cajennense, individuos expostos as concentracdes de 6,2; 12,5 e 25 mg/mL
do extrato etandlico bruto das partes aéreas (folhas, flores e caules) de A. oleracea,
respectivamente, apresentaram alteragdes ultraestruturais significativas. Essas células
apresentaram regides do citoplasma desorganizadas e eletronlicidas, além da presenca de
vacuolos autofagicos abrigando organelas no seu interior, provavelmente ja desativadas, as
guais passariam posteriormente pelo processo de digestéo intracelular. Sugere-se que tais
alteraces ultraestruturais poderiam provocar a diminuicdo de sintese e de armazenamento
dos granulos de secrecdo que iriam compor o fluido espermatico e o espermatoforo
(SONENSHINE; ROE, 2014; SAMPIERI et al., 2015b), corroborando dados obtidos por
Sampieri et al. (2015a), quando estudaram a acao de ésteres do acido ricinoleico do 6leo de
ricino, sobre carrapatos A. cajennense s.l. Esses mesmos autores registraram a presenca
de significativa vacuolizag&o citoplasmatica nas células secretoras das glandulas acessorias
dos individuos expostos a maior concentracdo do produto acaricida. A presenca de intensa
vacuolizacdo citoplasmatica em células de individuos que foram expostos a agente toxicos,
provavelmente isolaria organelas ou por¢ées do citoplasma ja danificadas pelos mesmos, o
que de certa forma permitiria que a célula ainda conseguisse sobreviver e se manter
biologicamente viavel (CARVALHO; RECCO-PIMENTEL, 2012).

Outra alteracédo que estaria confirmando a ocorréncia de sérios danos as células do
complexo de glandulas acessorias, no caso dos individuos expostos ao extrato, seria a
presenca significativa de figuras mielinicas (estruturas membranosas derivadas da
autodigestéo celular) no citoplasma. Estas também ja foram reportadas por Oliveira et al.
(2009) em ovacitos de fémeas de carrapatos R. sanguineus expostas ao fipronil. Além disso,
Remedio et al. (2015) quando estudaram a acéo do 6leo de neem (Azadirachta indica A.
Juss) em concentragcdes conhecidas de azadiractina (200, 400 e 600 ppm) sobre o sistema
reprodutor feminino de R. sanguineus, encontraram resultados semelhantes.

Além da intensa vacuolizagdo citoplasmética das células do complexo de glandulas
acessorias, os granulos de secrecao por elas produzidos estavam: a) menores, irregulares e
com conteudo desorganizado, b) fragmentados e c) até mesmo vacuolizados, sinalizando
possivel queda na sintese e na secrecao de polissacarideos, glicoproteinas, lipoproteinas,
glicosaminoglicanos, elementos estes que compdem o fluido seminal. Isso provavelmente

implicaria num prejuizo ao processo de capacitagdo dos espermatozoides no trato genital da
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fémea, inclusive inibindo a formacdo do espermatéforo (envoltério das espermatides
maduras) (GARCIA-FERNANDEZ; GARCIA; GARCIA, 1998; SONENSHINE; ROE, 2014).
Essas alteracdes trariam consequéncias diretas para o processo de fecundacao das fémeas
do carrapato, visto que a transferéncia do esperma e das espermatides do trato masculino
para o feminino dar-se-ia por meio do espermatéforo (SONENSHINE; ROE, 2014;
ANHOLETO et al., 2015; SAMPIERI et al., 2015b). Estudos realizados por Oliver and Brinton
(1972) com carrapatos Dermacentor variabilis e Ornithodoros moubata mostraram que a
capacitacdo das espermatides no trato feminino seria ativada por um polipeptidio produzido
pelas glandulas acessoérias dos machos. Lomas and Kaufman (1992) em seus estudos
observaram em A. hebraeum a presenca de um fator quimico também produzido nestas
glandulas dos machos, que depois de liberados no fluido seminal teriam acdo sobre o
processo de degeneracdo das glandulas salivares das fémeas dessa mesma espécie. Os
mesmos autores sugeriram ainda que outros fatores quimicos produzidos no trato masculino
influenciariam na fase de ingurgitamento das fémeas, porém a natureza quimica desses
fatores ainda continua pouco esclarecida. Portanto, a alteracdo da ultraestrutura do
complexo glandular do sistema reprodutor dos machos traria por consequéncia alteracées
no processo de sintese e secrecdo e consequentemente alteraria 0s processos de

fecundacgéo e de reproducao dos carrapatos (SAMPIERI et al., 2015a).

4. CONCLUSAO

De maneira geral, os resultados aqui apresentados deixaram claro que o extrato
etandlico de A. oleracea nas concentracdes de 6,2; 12,5 e 25 mg/mL teria acao toxica e
provocaria danos na ultraestrutura do complexo de glandulas acessorias dos testiculos de
carrapatos A. cajennense, dados esses que o elegem como uma alternativa acaricida para
o controle de carrapatos A. cajennense, visto seu potencial de inibir a producao e a secrecéo
dos fluidos seminais, bem como de modificar a ultraestrutura das espermatides maduras,
consequentemente comprometendo o processo de reproducdo dessa espécie. Esses
achados vém abrir a possibilidade do uso do extrato etandlico obtido a partir das flores, folhas
e caule de A. oleracea, como uma estratégia de controle mais vantajosa se comparada

aguelas oferecidas pelos quimicos sintéticos.
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RESUMO

Os trabalhos que avaliam as atividades de plantas na regido amazonica com acgéo formicida,
ainda sao considerados insipientes, principalmente na avaliacdo contra formigas do género
Atta. Atualmente estudos, com extratos de plantas, sdo necessarios, pois o tratamento, com
inseticidas quimicos vem deixando residuos toxicos ao meio ambiente. Esse trabalho
objetivou investigar o potencial dos extratos vegetais, buscando produtos naturais com acéo
contra formigas que atacam principalmente os cultivos de agricultura. Foram realizados a
extracao de extratos vegetais de lim&o-cravo (Citrus x limonia Osbeck), Espada-de-sao-jorge
(Sansevieria trifasciata Prain), Embauba (Cecropia pachystachya Trécul), Pimenta-de-
macaco (Piper aduncum L.), e Goiabeira (Psidium guajava L.). As coletas das formigas foram
realizadas manualmente e para cada amostra de extratos vegetais foram realizadas trés
repeticdes. Observou-se que o extrato de limédo-cravo apresentou 100% de mortalidade das
formigas cortadeiras quando comparado com as demais extracdes. Observa-se, portanto,
gue o extrato de limdo-cravo € uma das alternativas naturais para eliminacdo das formigas
cortadeiras. Outros extratos tiveram resultados intermediarios de 50% como S. trifasciata, C.
pachystachya e P. guajava. Ja os resultados de P. aduncum tiveram resultados ineficazes
contra as formigas (16.3%).

Palavras-chave: Agricultura, Inseticida, Controle alternativo, Insetos pragas e Rondonia.

ABSTRACT
The works that evaluate the activities of plants in the Amazon region with ant killer action are
still considered insipient, mainly in the evaluation against ants of the genus Atta. Currently,
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studies with plant extracts are necessary, as treatment with chemical insecticides has left
toxic residues in the environment. This work aimed to investigate the potential of plant
extracts, looking for natural products with action against ants that attack mainly agricultural
crops. Vegetable extracts of lemon-clove (Citrus x limonia Osbeck), Espada-de-sao-jorge
(Sansevieria trifasciata Prain), Embauba (Cecropia pachystachya Trécul), Monkey pepper
(Piper aduncum L.), and Guava (Psidium guajava L.). Ants were collected manually and for
each sample of plant extracts, three replications were performed. It was observed that the
extract of lemon-clove showed 100% mortality of leaf-cutting ants when compared to the other
extractions. It is observed, therefore, that the extract of lemon-cloves is one of the natural
alternatives for the elimination of leaf-cutting ants. Other extracts had intermediate results of
50% such as S. trifasciata, C. pachystachya and P. guajava. P. aduncum results had
ineffective results against ants (16.3%).

Keywords: Agriculture, Insecticide, Alternative control, Pest insects and Rondonia.

1. INTRODUCAO

As formigas cortadeiras sdo as causadoras de elevados prejuizos a agricultura
brasileira, pelo fato de um grande numero de espécies atacarem praticamente todas as
plantas cultivadas. Estdo disseminadas por todo o territério nacional e efetuam sua acéo
prejudicial durante todo o ano. Além disso, o controle é muitas vezes dificil e cansativo,
exigindo assim, gastos altos com formicidas, equipamentos e méo de obra (LOECK et al.,
2003).

Segundo Della Lucia e Souza (2011), as formigas-cortadeiras cortam uma gama
diversa de vegetais e sdo consideradas herbivoros dominantes da Regido Neotropical. A
grande capacidade de explorar vegetais faz com que essas formigas sejam pragas
importantes para cultivos agricolas, pastagens e cultivos florestais.

As formigas dos géneros Atta, distribuem-se desde o sul dos Estados Unidos até o
centro da Argentina. Somente no Brasil, ocorrem 20 espécies. Nem todas tém importancia
econdmica definida, pois ocorrem em areas pouco exploradas pela agricultura ou causam
pequeno impacto nos diferentes agro ecossistemas (ZANETTI et al.,, 2000). Dentre as
formigas cortadeiras encontradas no Brasil, somente cinco espécies de salva - Atta
bisphaerica (salva-mata-pasto), Atta capiguara (salva-parda), Atta cephalotes (salva-da-
mata), Atta robusta (saliva-preta) e Atta sexdens rubropilosa (sativa liméo), séo importantes
sob o ponto de vista econémico (ZANETTI et al., 2000).

Esses insetos s&o importantes em ecossistemas naturais e alterados, cumprindo uma
variedade de fun¢des ecologicas, devido aos seus habitos de nidificacdo, amplo espectro de

alimentacdo e associacdo com numerosas espécies de plantas e animais (DAVIDSON;
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MCKEY, 1993). Também podem causar a desfolha total, tanto de mudas como de plantas
adultas, levando as plantas a morte.

Comumente atacam as culturas de algodao, arroz, milho, soja, trigo, etc. e sao
consideradas as pragas mais importantes dos plantios florestais, principalmente de Pinus e
Eucalyptus, devido aos atagues intensos e constantes as plantas, causando prejuizos
consideraveis (ZANUNCIO et al., 1996).

As desfolhas provocadas por sauvas, por exemplo, afetam significativamente o
volume final do material vegetal comercializado (ZANETTI et al., 2000). A espécie Eucalyptus
grandis Hill Ex. Maiden, por exemplo, sofre reducéo de 45,5% na producéo individual de
madeira quando ocorre 100% de desfolha (ZANETTI et al., 2000). Os danos sao maiores em
plantas jovens, onde as perdas causadas por esses insetos podem ser irreversiveis, pela
fragilidade das mudas (ZANUNCIO et al., 1996).

No Brasil, algumas dessas espécies, sdo as principais pragas, por exemplo, dos
eucaliptais (ZANETTI et al., 2000; ZANUNCIO et al., 2002) e por serem insetos sociais, as
cortadeiras sao capazes de identificar e reagir quase que imediatamente a qualquer agente
estranho que interfira na rotina da col6nia, o que torna seu controle diferente do aplicado
para outras pragas, sendo o método quimico o Unico eficiente contra essas formigas
(GRURZMACHER et al., 2002).

A importancia dessas formigas levou muitas empresas a formarem equipes exclusivas
e para o combate desses insetos. Além disso, inclui também custos com produtos quimicos
para o controle, mao-de-obra para aplicacdo e monitoramento (ZANUNCIO et al., 1996).

Os trabalhos que avaliam as atividades de plantas brasileiras com acéo formicidas,
ainda sdo poucos, principalmente na avaliacdo contra formigas, mas ha o reconhecimento
pela populacdo do poder de extratos de plantas na diminuicdo ou mesmo eliminacéao, pois,
os nativos, por exemplo, usavam “chas das ervas” para o controle dessas formigas.
(ZANUNCIO et al., 1996).

Pesquisas sobre plantas, visando a extracédo e identificagdo do material coletado e
extraido as formigas, tém sido realizadas com o intuito de desenvolver técnicas viaveis para
aplicacdo a campo. O uso de substancias, extraidas de vegetais (toxicas ou ndo) podera
apresentar-se, no futuro, como possibilidade de controle (ZANETTI et al., 2000).

Plantas como Sansevieria trifasciata Prain (Agavaceae) sao constituidas por cerca de
60 espécies e diversos cultivares, vulgarmente conhecidas como espada e langca-de-sédo-
Jorge, em vista de suas folhas achatadas lanceoladas ou cilindricas, respectivamente. Além

da sua utilizacdo como planta fornecedora de fibras e de defesa, muitas sdo, por exceléncia,
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de uso ornamental, cultivadas comercialmente como folhagens, sendo o seu fim determinado
por seu habito de crescimento e pela forma, textura e coloracdo de suas folhas (LORENZI;
MATOS, 2002).

Além das qualidades estéticas, apresentam rusticidade adaptando-se a ambientes
nem sempre favoraveis ao desenvolvimento da maioria das plantas (VEIGA-JUNIOR et al.,
2005).

A goiabeira (Psidium guajava L.) € nativa da América do Sul (RISTERUCCI et al.,
2005), de onde foi levada, pelos navegantes europeus, para as colbnias africanas e asiaticas,
tendo se espalhado para todas as regides tropicais. A goiabeira ocupa lugar de destaque
entre as frutas tropicais brasileiras, posicdo garantida pelo seu agradavel aroma e sabor
peculiar, e também pelo seu elevado valor nutricional (RISTERUCCI et al.,, 2005).
Apresentam folhas simples, opostas, oblongas; apice arredondado ou levemente agudo;
base arredondada; peciolo curto e canaliculado, pilosas na face inferior e glabras na superior;
nervura proeminente na face inferior, com até 13 cm de comprimento.

Psidium é composto de aproximadamente 5800 espécies, distribuidas como a P.
guajava (RISTERUCCI et al., 2005). Além de ser consumida in natura, a goiaba é utilizada
na industria de processamento de sucos, néctares, polpas, sorvetes, geleias e compotas,
bem como serve de ingrediente na preparacdo de iogurtes, gelatinas (RISTERUCCI et al.,
2005).

Embauba (Cecropia pachystachya Trécul) € o nome genérico dado a plantas da
familia das Urticaceae, sendo conhecida atualmente cerca de 50 espécies. As arvores sao
eretas, sem ramificacdes, podendo atingir até 15 m de altura, com folhas simples,
palmatifidas, com incisdes que as vezes atingem o peciolo, formando de 9 a 13 segmentos,
com face superior aspera e a inferior com densa camada de pelos esbranquicados e peciolo
piloso de 10 a 55 cm de comprimento (COLEY et al., 1985; HOWE; WESTLEY 1988). Como
sdo plantas de crescimento rapido, a alocacdo de recursos para a producdo de biomassa
deve diminuir a producdo de defesas contra herbivoros, ja que tanto uma quanto a outra
demandam um grande gasto de energia (COLEY et al., 1985; HOWE; WESTLEY 1988).

O limao-cravo (Citrus x limonia Osbeck) apresenta uma fruta citrica também
conhecida no Brasil sob o nome comum de limao-rosa. Chega a 5—-6 m de altura e as folhas
sdo de um verde intenso e aromaticas ja as flores sdo pequenas, cheirosas e meliferas &
uma espécie com o fruto redondo, ligeiramente achatado, mas irregular, quase disforme. A
casca, de cor verde- amarelada ou amarela, toma uma forte cor alaranjada na maturacéo,

mas tem manchas e uma aparéncia grosseira, e é suscetivel ao ataque de fungos e doencas.
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A polpa é de aparéncia geralmente sa, alaranjada, com um suco abundante, muito acido,
saboroso e rico em vitamina C (LORENZI; SOUZA, 1995).

Piper aducum L. (Piperaceae), € conhecida como pimenta-de-macaco, e nativa da
Ameérica Tropical (LORENZI; MATOS 2002). Além de uma planta tropical, sempre-viva e
arbustiva, cresce de 6 a 7 metros de altura com folhas na forma de lanca, de 12 a 20
centimetros de comprimento (GAIA et al., 2010). Seu 6leo essencial € contemplado com um
elevado teor de fenilpropandide dilapiol, até 86% e é obtido da parte aérea da planta (GAIA
et al.,, 2010), podendo ser retirado sem a destruicdo da planta, ndo agredindo ao meio
ambiente.

Muitas das plantas como as citadas acima, podem apresentar potencial terapéutico
para cura de enfermidades, constituindo importante fonte de novos compostos
biologicamente ativos, a partir dos metabdlitos secundarios.

Extrato botanico ou inseticidas botanicos sdo metabdlitos secundarios de plantas (Kim
etal., 2003) e podem derivar de toda a planta ou de partes dela. Seus principios ativos podem
ser obtidos do proprio material vegetal moido e reduzido a p6 ou farinha, ou através da
extracdo aguosa ou com solventes organicos (MENEZES, 2005).

Atualmente, houve crescimento da aplicacdo desses extratos ou 6leos essenciais em
industrias de alimentos, cosméticos e farmacéuticas, no entanto, € importante ressaltar a
necessidade de conhecer seus potenciais biolégicos como também sua composicao
guimica, para que possa estabelecer a correlacdo entre esses potencias (SANTOS et al.,
2001), bem como de que maneira essa correlacdo pode auxiliar nos estudos de eliminacao
de insetos como a formiga Atta, que prejudicam cultivares. Dessa maneira, 0 presente
trabalho teve como objetivo avaliar a eficacia de extratos de cinco espécies vegetais, como
inseticidas no controle de formiga cortadeiras (Atta sexdens rubropilosa).

2. MATERIAIS E METODO

2.1 AREA DE ESTUDO

O experimento foi realizado Laboratério de Quimica do IFRO, Campus Colorado do
Oeste, RO. Para realizagéo dos extratos e para os testes, foram coletadas folhas de lim&o-
cravo (Citrus x limonia), Espada-de-séo-jorge (S. trifasciata), Embauba (C. pachystachya),

Pimenta-de-macaco (P. aduncum) e goiabeira (P. guajava). Todas as coletas foram
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realizadas no periodo da manha, de acordo com metodologia de Santos; Innecco (2003).
Pois, no decorrer do dia podem ocorrer variagdes da intensidade luminosa e da temperatura
atuando diretamente em processos primarios, como fotossintese e respiragdo, e podem
influenciar indiretamente a producdo de metabdlitos secundarios, entre eles os constituintes
dos extratos vegetais, cuja sintese depende de produtos do metabolismo primario.

A pesquisa foi realizada com formigas cortadeiras da espécie Sauva-liméo, (Atta
sexdens rubropilosa Forel). As coletas das formigas foram realizadas, em alguns pontos, na
area urbana da cidade de Colorado do Oeste, no periodo da manha, pois, ha influéncia do
horéario de coleta das mesmas, por exemplo, em periodo chuvoso as formigas ndo saem de
seus ninhos (BLANK et al., 2005). Posteriormente as amostras de formigas foram separadas
em nove coletores para cada extrato com testes positivo e negativo.

As amostras das folhas foram coletadas no centro de Colorado do Oeste e no IFRO
Campus Colorado do Oeste. Utilizou-se uma faca para coletar as folhas e em seguida, foram
armazenadas em sacos plasticos transparentes, e colocadas para secar, por dois dias a uma
semana (dependendo da espécie), na estufa do herbario do IFRO Campus Colorado do
Oeste. Em seguida, foi feita a pesagem das folhas com auxilio de balanca analitica no

Laboratorio de Quimica, IFRO Campus Colorado do Oeste.

2.2 PREPARACAO DOS EXTRATOS BOTANICOS

O método de extracao realizado foi o de hidrodestilacdo, semelhante ao método de
extracdo por solvente. Contudo, como o material oleoso a ser extraido é insolivel em agua,
houve necessidade de se proceder a decantacao para separa-los. A hidrodestilacdo consiste
em extrair 0s componentes volateis de 6leos essenciais, devido a diferenca de presséo de
vapor utilizada no processo (BIASI, 2009).

O material vegetal, do qual se extraiu a esséncia foi colocado em um recipiente com
agua, o qual foi aguecido no fogo ou por uma manta elétrica. A elevacédo da temperatura
provoca o rompimento da parede celular dos tricomas, iniciando o processo de vaporizacao
da 4gua e do 6leo. O vapor formado foi entéo liquefeito no condensador, em seguida foi
recolhida a mistura liquida, 6leos essenciais mais a agua (BIASI, 2009). A agua e o 6leo
essencial formam uma mistura heterogénea, sendo possivel observar a formacao de duas

fases, ficando o 6leo na parte de cima da mistura por ser menos denso que a agua.
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2.3 REALIZACAO DOS TESTES COM OS EXTRATOS DE PLANTAS

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro repeticoes,
sendo os tratamentos constituidos pelos grupos controle negativo (agua destilada), e positivo
(Fipronil: 25 g/L + Azadiractina 0,02 g/L), nome comercial Termitox. Os extratos de folhas
avaliados foram de limdo-cravo (Citrus x limonia), espada-de-séo-jorge (S. trifasciata),
embauba (C. pachystachya), pimenta-de-macaco (P. aduncum.) e goiabeira (P. guajava).

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as medias comparadas pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade do erro. Cada unidade experimental foi constituida
de quatro individuos de Atta sexdens rubropilosa. Para avaliar o efeito dos extratos brutos
dos vegetais, foram utilizados 64 individuos de Atta sexdens rubropilosa da ordem
Formicidae.

Os tratamentos foram avaliados apés 24 horas em diferentes concentracfes de
extratos testados no bioensaio. A principio foram divididos em trés dosagens para cada
extrato (1,2 e 3 mL) e sem diluicdo apds a exposicdo das formigas aos extratos, contando
24 horas de exposicao. Em seguida foi feito o teste com uma pinca para avaliar a mortalidade
das formigas a qual também sofria uma atrofiacdo quando morta. Para melhor tabulacdo dos
dados, foi usado o programa Assistat para a analise de médias comparadas, pelo teste de
Tukey 5%. Os dados foram analisados e interpretados, constituindo-se em uma analise
fatorial (extrato x doses).

Os experimentos cientificos foram realizados com controles (positivo e negativo),
visando obter resultados confiaveis, aumentar a validade estatistica do conjunto de dados,
assim como comparar, analisar e explicar os resultados obtidos relacionando-os aos

controles utilizados.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo foram utilizados o formicida Termitox como controle positivo e a
agua destilada como controle negativo, sendo aplicados também nas dosagens de 1,2 e 3
mL (Tabela 1).
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Tabela 1. Tratamentos: Extratos utilizados nas seguintes concentracdes através do
teste de Tukey. Trat (Tratamentos), CN (Controle negativo), CP (Controle positivo).

Trat. CN CP Citrus x limonia  S. trifasciata C. pachystachya P.aduncum P.guajava

(mL)  (mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL)
T1 1 1 1 1 1 1 1
T2 2 2 2 2 2 2 2
T3 3 3 3 3 3 3 3

Os resultados dos bioensaios mostraram que os tratamentos mais eficientes foram:
extratos das folhas de Citrus x limonia (acima de > 90% de mortalidade das formigas),
seguido de extrato de folhas de Sansevieria trifasciata com mortalidade de 50% das formigas

testadas. Os demais extratos apresentaram um controle abaixo de 20% (Tabela 2).

Tabela 2. Eficacia das diferentes dosagens de extratos aquosa de vegetais no
controle de formigas do género Atta, 26°C + 3°C e UR (72%).

Tratamentos 1mL 2mL/ 3 mL/
Citrus x limonia 2,67 a 3,00 a 3,00 a
Piper aduncum 0,67b 0,67 c 0,67 c
Psidium guajava 2,00 a 0,67c 2,00b
Cecropia pachystachya 1,33b 1,00 b 1,00 c
Sansevieria trifasciata 2,00 a 1,67b 2,00b
Formicida 3,00 a 3,00 a 3,00 a
Agua destilada 0,00d 0,00d 0,00d

*As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, no
nivel de 5% de probabilidade.

De acordo com o teste de Tukey, houve diferenca significativa, no nivel de 5% de
probabilidade, entre os extratos vegetais Citrus x limonia, P. aducum, C. pachystachya, a
hipbtese é aceita para este tratamento (Citrus x limonia) sendo uma alternativa para controle
de formigas, pois os tratamentos diferem entre si apresentando em Citrus x limonia a maior
mortalidade. Os resultados obtidos no teste de Tukey mostrou que o controle positivo difere
estatisticamente de todos os outros tipos de tratamento (Tabela 2). Enquanto que os extratos
de P. guajava e S. trifasciata néo difere estatisticamente quando comparados na dosagem

minima de 1 mL de extrato.
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Assim, observa-se que em relacdo a dosagem de 1 mL, o extrato aquoso de Citrus x
limonia foi o mais eficaz, sendo o que mais se aproximou do inseticida com a média de 2,67
de mortalidade. Esse resultado corrobora com o trabalho de Monteiro e Freitas (2017), que
fizeram a extracdo de folhas de limdo para testar contra as formigas cortadeiras em
condi¢cBes experimentais. Eles registraram 95% de mortalidade das formigas nas 120 horas
de observacdo em todos os tratamentos feitos, mas segundo esses autores, novos testes
estdo sendo realizados para verificar a eficiéncia do extrato botanico.

Os dados dessa pesquisa também se aproximam dos resultados do trabalho de
Fernandes et al. (2002) onde os mesmos testam 6leos da semente do liméo, e os resultados
chegam a proximos de 60% de mortalidade com formigas cortadeiras. Assim, o extrato de
folhas de liméo e de 6leo da semente podem ser considerados bons formicidas naturais ja
gue sua eliminacao teve alta taxa de mortalidade.

O trabalho de Fernandes et al. (2002) teve uma taxa de mortalidade de formigas
superior a alguns extratos que foram testados. Porém ainda sim os extratos com as folhas
do lim&o sobressairam com os resultados do 6leo da semente.

Em segundo lugar em eficacia estdo os de P. guajava e S. trifasciata com uma média
de 2,00 para mortalidade cada um. No trabalho de Marques (2017), sobre composicéo
guimica de extratos vegetais e sua eficacia no controle in vitro de ovos de Fasciola hepatica,
notou-se que os extratos de P. guajava apresentaram eficacia de 100% relacionada a
presenca de compostos bioativos neles presentes como flavonoides, taninos, alcaloides,
terpenos entre outros. Tais compostos, principalmente o tanino, fizeram com que néo
houvesse eclosao de miracidios e em alguns casos, impossibilitando sua formacao no interior
do ovo. Assim, verifica-se que os extratos das folhas de P. guajava podem auxiliar no controle
de certos parasitas, porém, ndo surtiram tanta eficacia com relacéo aos artrépodes.

Enquanto que o resultado de C. pachytachya apresentou efeito de mortalidade de
1,33 e P. aducum mortalidade bem abaixo do esperado na respectiva dosagem (Tabela 2).
Trabalhos como os de Torres et al. (2001) mostraram que extratos aquosos de plantas
(Cecropia sp.) que possuem acentuada viscosidade podem dificultar a locomocdo e
alimentacdo de larvas, reduzindo a viabilidade da fase larval de Plutella xylostella (L.).
Contudo, trabalhos de extratos de Cecropia contra Atta, ainda séo insipientes. Entretanto, do
ponto de vista farmacoldgico, as propriedades hipotensoras de extratos obtidos a partir das
folhnas de Cecropia glaziovii Snethl, por exemplo, j4 foram comprovadas (ROCHA et al.,
2002).
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Verifica-se, também, que o extrato de Pimenta-de-macaco (P. aduncum) teve baixa
taxa de mortalidade em seus tratamentos com as formigas. Porém, os extratos tiveram alta
mortalidade quando usado contra as larvas de mosquitos (TELES, 2017). Trabalho realizado
por Silva et al. (2007) também indicou a eficiéncia do extrato de P. aduncum contra Aetalion
sp. (Hemiptera: Aetalionidae), uma praga de importancia econémica no Amazonas. Nota-se,
assim, que os extratos dessa espécie podem ser eficazes contra alguns organismos, todavia
mostrou-se ineficiente contra as formigas cortadeiras desse trabalho.

Em relacdo a dosagem de 2 mL, os extratos aquosos de Citrus x limonia,
apresentaram eficacia significativa de 3 com média igual a do inseticida. O extrato de S.
trifasciata e C. pachytachya manteve a média de 1,67 e 1,00 proximo da apresentada na
dosagem de 1 ml. A respeito da dosagem de 3 mL os extratos aquosos de Citrus x limonia,
manteve eficicia de 100%. No entanto, o extrato de P. guajava apresentou uma eficicia de
2,00 de mortalidade (Tabela 2).

4. CONCLUSAO

Dessa maneira, observa-se que o extrato de limdo-cravo foi o mais eficiente no total,
pois teve resultados bem préximos do formicida o qual fez a eliminacdo completa das
formigas. O extrato da espada-de-sdo-jorge teve um resultado significativo em torno de 50%
de mortalidade. Porém, é uma planta de jardim praticamente inexplorada para testes em
laboratério, especialmente com artrépodes, 0 que torna esse trabalho pioneiro.

Pelo exposto acima, constata-se que os inseticidas vegetais podem ser indicados para
o controle natural de formigas cortadeiras, sendo um recurso com baixo custo e alta eficacia
em alguns extratos. Entretanto, € necessaria a complementacdo dos dados com analises
clinicas, toxicoldgicas e fotoquimicas para a validacao de experimentos “in vivo”. Assim, 0s
dados compilados neste trabalho poderdo nortear a elaboragdo e o registro de novos
produtos anti-formicidas para animais (como formigas) nas entidades competentes.

Espera-se que estes dados cientificos alcancem o produtor rural, levando consigo os
beneficios econdmicos, ambientais e de saude publica, advindos da utilizacdo de métodos

de controle anti-formicidas aos convencionais.
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CAPITULO 7

Editora

ATIVIDADE INSETICIDA DO BACUPARI (Garcinia gardneriana —
Clusiaceae) SOBRE OS MOSQUITOS Anopheles darlingi e
Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)

Frances T. T. Trindadel, Valdir A. Facundo?, Alexandre A. Silval3
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de Rondénia, Porto Velho, Ronddnia, Brasil;
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Rondénia, Brasil;

RESUMO

Malaria e dengue sdo doencas infecciosas transmitidas por insetos vetores. Ambas sao
responsaveis por causar muitas mortes anualmente, especialmente em paises
subdesenvolvidos e que se situam em regides tropicais. A estratégia de combater esses
vetores com inseticidas quimicos vem causando alguns problemas, como resisténcia e
poluicdo ambiental, e por isso, 0s extratos vegetais surgem como alternativas interessantes
para bioprospeccéo de novas moléculas com essa finalidade. Nesse contexto, esse trabalho
objetivou investigar a acdo larvicida e adulticida da planta Garcinia gardneriana contra
Anopheles darlingi e Aedes aegypti, 0s vetores da maléria e dengue, respectivamente. Para
avaliar o potencial inseticida de G. gardneriana, dois extratos etandlicos de duas partes da
planta, i.e., casca e semente, foram preparados. Em seguida, foram avaliados os efeitos
contra larvas em solugcdo aquosa e contra adultos por meio de iscas agucaradas, com
concentracfes que variaram entre 5-75 ppm. A espécie mais suscetivel foi A. darlingi, com
a maioria das concentragdes testadas causando mortalidade > 70% ap0s 24 horas. Para Ae.
aegypti, apenas as concentra¢gdes de 50 e 75 ppm causaram mortalidade de 70% ou mais,
considerando tanto o estagio larval quanto o estagio adulto. Com relagéo a diferentes partes
da planta, o extrato da casca causou as maiores mortalidades considerando os dois estagios
de desenvolvimento. Em concluséo, pode-se observar que G. gardneriana tem potencial
inseticida a ser explorado para o controle de vetores.

Palavras-chave: Anopheles, Aedes, Malaria, Dengue e Garcinia.

ABSTRACT

Malaria and dengue are infectious diseases transmitted by mosquito vectors. Both are
responsible for causing many deaths annually, especially in developing countries that are
located in tropical regions. The strategy of combating these vectors with chemical insecticides
has been causing some problems, such as resistance and environmental pollution, and for
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this reason, plant extracts constitute interesting alternatives for this purpose. In this context,
this study aimed to investigate the larvicidal and adulticidal activity of the plant Garcinia
gardneriana against Anopheles darlingi and Aedes aegypti, the vectors of malaria and
dengue, respectively. To evaluate the insecticidal potential of G. gardneriana, two extracts
(from the seeds and barks) were obtained. Then, the effects against larvae in aqueous
solutions and adults using sugar baits were evaluated, with concentrations ranging between
5-75 ppm. The most susceptible species was An. darlingi, with most tested concentrations
causing mortality = 70% after 24 hours. For Ae. aegypti, only concentrations at 50 and 75
ppm caused mortality of 70% or more, considering both the larval and adult stages.
Concerning different plant parts, the bark extract caused the highest mortality for both
developmental stages. In conclusion, the results here obtained suggest that G. gardneriana
has insecticidal potential to be explored for vector control.

Keywords: Anopheles, Aedes, Malaria, Dengue and Garcinia.

1. INTRODUCAO
1.1 MALARIA

A maléaria é uma doenca parasitaria, causada por protozoarios do género Anopheles,
dos quais cinco espécies sdo conhecidas por infectar humanos: Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale e Plasmodium knowlesi (COX,
2010).

Até 2019, a doenca continuava endémica em 87 paises apesar dos progressos
significativos. Adicionalmente, é estimado que a doenca seja a causa de 435.000 mortes
todos 0s anos e esta relacionada a pobreza, afetando majoritariamente, principalmente os
paises africanos mais pobres e a india, regifes caracterizadas por extrema pobreza e
desigualdade de renda. Dentro desses paises, grupos ainda mais vulneraveis séo
constituidos de mulheres, criancas e refugiados (REN, 2019).

Com relacéo aos aspectos clinicos, a forma ndo-grave da doenca € caracterizada por
sintomas como febre, dor de cabeca, nauseas e calafrios. A doenca ainda possui uma forma
grave, causada principalmente por P. falciparum, onde ha comprometimento de 6rgaos como
rins, pulmdes e cérebro, no qual esta ultima condicdo pode levar ao coma e morte se nao
tratada (BARTOLONI; ZAMMARCHI, 2012).
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1.2. DENGUE

A dengue é uma doenca infeciosa transmitida por artrépodes e que possui um grande
impacto socioeconbmico em paises tropicais e subtropicais, sendo a arbovirose mais
prevalente no mundo. Seu principal vetor € o mosquito Aedes aegypti, que € capaz de
realizar varias picadas em um curto periodo de tempo e é capaz de se reproduzir em Varios
artefatos produzidos pelo homem que coletam agua. Fatores como o aquecimento global,
crescimento populacional e migracdo da cidade para o campo séo fatores que contribuem
para a proliferagdo de mosquitos do género Aedes e, portanto, para um aumento na
incidéncia da dengue (WILDER-SMITH et al., 2019).

Quanto aos aspectos clinicos, no comeco, a dengue pode apresentar uma febre
semelhante a da gripe com sintomas semelhantes ao de outras doencas, como zika,
chikungunya, febre amarela e malaria. Como as manifestacdes clinicas da doenca sao
bastante diversas, é necessario que o diagndstico laboratorial seja usado com conjunto com
o diagnastico clinico para uma melhor precisdo dos resultados (MULLER; DEPELSENAIRE,
YOUNG, 2017).

1.3. CONTROLE DE MOSQUITOS COM EXTRATOS VEGETAIS

Mosquitos sdo vetores de algumas das doencas infecciosas mais prevalentes no
mundo, como malaria, dengue, filariose linfatica, Chikungunya e zika, causando grande
mortalidade em paises subdesenvolvidos (BUKAR; TUKUR, 2019). Uma das estratégias
para controlar esses mosquitos vetores é o uso de inseticidas sintéticos. Entretanto, essa
pratica tem causado alguns problemas, como resisténcia a esses inseticidas e poluicao
ambiental (NAUEN, 2007; BUKAR; TUKUR, 2019). Em contrapartida, extratos de plantas
vem ganhando aceitacdo em fornecer alternativas para inseticidas tradicionais em controlar
doencas transmitidas por vetores devido sua néo toxicidade, especificidade e seguranca
ambiental (BUKAR; TUKUR, 2019). A literatura mostra que varios extratos botéanicos e 6leos
essenciais tém efeito inseticida em mosquitos dos géneros Aedes, Anopheles e Culex pela
presenca de compostos fitoquimicos especificos (BUKAR; TUKUR, 2019; PIPLANI et al.
2019).

Dentre as espécies vegetais com acao inseticida, podemos destacar o género
Garcinia, arvores e arbustos geralmente didicos, que possuem como algumas das

caracteristicas morfolégicas: exsudato amarelado, peciolos estriados transversalmente e
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inflorescéncias unidas em fasciculos axilares (ALENCAR; MARINHO, 2017), cujos extratos
e substancias isoladas de diversas partes séo toxicas para diferentes mosquitos (TORRES;
GARBO; WALDE, 2015; NGBOLUA et al., 2016; SASIKUMAR; GHOSH, 2017; MURTHY et
al.,, 2017; KARTHIGA; RAJESHKUMAR; ANNADURAI, 2018; ATABO; MANYI, EGBODO,
2019).

Na literatura, trabalhos com G. gardneriana nao foram encontrados, porém,
considerando o potencial inseticida de outras plantas desse género, o presente trabalho
objetivou realizar testes larvicidas e adulticidas contra os vetores da maléria e dengue, Aedes
aegypti e Anopheles darlingi, respectivamente, com extratos da planta Garcinia gardneriana.

2. MATERIAIS E METODO
2.1 PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

A casca e semente de Garcinia gardneriana (Clusiaceae) foram coletadas em Agosto
de 2009 em Porto Velho (08° 45’ 43" W 63° 54’ 14” S), estado de Ronddnia, Brasil.

O material vegetal (casca e semente) foi desidratado, macerado, e colocado em
erlemeyer e sucessivamente extraidos usando-se 99% de etanol (20 L e 25 L,
respectivamente) a temperatura ambiente ao longo de trés dias. O solvente foi destilado sob
pressao reduzida em um rotoevaporador, restando 58.0 g de extrato etandlico da casca e
49.5 g de extrato etandlico da semente.

2.2 COLETA DOS MOSQUITOS E CRIACAO DAS LARVAS

As fémeas adultas de mosquitos A. darlingi foram capturados usando uma armadilha
sentinela BG modificada em regides periurbanas de Porto Velho, Rondbnia. Os mosquitos
Aedes aegypti foram obtidos inicialmente através de ovos cedidos da colonia do Laboratorio
de Ecologia Quimica de Insetos Vetores, UFMG, Brasil.

Os mosquitos adultos foram alimentados com sangue em coelhos por 15 minutos.
Trés dias apods a alimentagcéo das fémeas com sangue, estas foram induzidas a oviposicao,
procedimento que consiste na retirada das asas de Anopheles darlingi e para Aedes aegypti

ocorre naturalmente em copo de papel filtro contendo agua destilada. As larvas resultantes
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foram mantidas em condicdes de laboratério (28°C, 80% RU e fotoperiodo de 12h),
alimentadas com racdo moida para peixes TetraMin Tropical Flakes ad libitum até os 3° ou

40 estadios.

2.3 ENSAIOS LARVICIDAS

Os testes larvicidas foram realizados utilizando-se cinco concentracdes diferentes
(extratos brutos - ppm: 75, 50, 25, 10 e 5) e controle (agua + etanol). Estes testes foram
repetidos trés vezes em momentos diferentes, com 4 replicas para cada concentracédo (WHO
2005). A mortalidade larval foi anotada diariamente (24-96h) e o intervalo de 24-48h foram
utilizados para calculos das concentragdes letais (CLso e CLoo), 0s testes foram finalizados
apos 96h. Os extratos da casca e da semente de G. gardneriana foram diluidos em etanol,
pipetado na superficie da agua de copos plasticos (150 ml) contendo 100 ml de &gua

destilada e 25 larvas por copo foram introduzidas 30 minutos apos a pipetagem.

2.4 ENSAIOS ADULTICIDAS

Para os testes adulticidas, os extratos solubilizados em etanol foram diluidos em
sacarose 20% e pipetados sobre as gaiolas (30 gotas de 2 uL/gaiola) contendo 25 mosquitos,
mantidos previamente durante 24h sem alimentagdo. Apos 30 min, 0S mosquitos
ingurgitados foram separados e a mortalidade acompanhada de 24-96h. ApOs isso, 0s
mosquitos foram alimentados diariamente com sacarose 20% até a finalizagdo dos

experimentos (96h).

2.5 ANALISE ESTATISTICA

As concentracfes letais (CLs) foram calculadas utilizando o programa de Analise
(Minitab, Minitab Inc). Os efeitos das concentracdes dos extratos na mortalidade de larvas e
adultos foi analisada por Anova de dois fatores com medidas repetitivas (parte da planta e
tempo) e comparadas pelo teste de Tukey (Prism 8.0. GraphPad Inc).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. AVALIACAO DE MORTALIDADE LARVAL

A mortalidade larval ap6s 48 horas de exposicao a extratos da casca variou de 99 a
70% e 85 a 47% para An. darlingi e Ae. aegypti, respectivamente nas concentragcdes usadas.
Para An. darlingi observou-se apenas diferencas na mortalidade entre a menor (5ppm) e as
demais concentragcbes nas primeiras 24 horas de exposicdo e aumentos graduais para as
demais concentracbes até as 96 horas, exceto a maior (75ppm) (F=2035; P<0,0001 e
F=15,98; P<0,0001). Para larvas de Ae. aegypti houve diferengcas em praticamente todas as
concentracfes testadas e aumentos graduais de mortalidade ao longo do tempo para a maior
parte das concentragdes testadas (F=13312; P<0,0001 e F=189; P<0,0001) (Figura 1).
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Figura 1. Mortalidade de larvas dos mosquitos Anopheles darlingi e Aedes aegypti
expostos a diferentes concentragdes dos extratos etandlicos de diferentes partes da planta
Garcinia gardneriana (bacupari) ao longo do tempo.
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De forma semelhante ao extrato da casca, a mortalidade larval apds 48 horas de
exposicao a extratos da semente variou de 97 a 69% e 91 a 34% para An. darlingi e Ae.
aegypti, respectivamente, nas concentracdes usadas. Diferentemente do extrato da casca,
houve diferencas na mortalidade entre as concentracdes de 75-25 ppm em relacdo as
menores (5-10ppm). Para An. darlingi, observou-se diferencas na mortalidade entre as
concentragdes menores (5 e 10 ppm) e com pico de mortalidade observado apés 24 horas
na maioria das concentracbes testadas (F=3192; P<0,0001 e F=16,32; P<0,0001). A
mortalidade das larvas de Ae. aegypti aumentou de forma significativa para cada
concentracdo testada, atingindo seu pico apos 48 horas (F= 16575; P<0,0001 e F=8192;
P<0,0001) (Figura 1).

Na literatura, estudos apontam que Garcinia gardneriana possui atividade
antiinflamatoria (CASTARDO et al., 2008), antioxidante (SALLEH et al., 2017), anti-
melanogénica (CAMPOS et al., 2013), antienzimatica (SALLEH et al., 2017; RECALDE-GIL
et al., 2017) e antibacteriana (SALLEH et al., 2017). Porém, ndo encontramos estudos
prévios investigando o potencial inseticida de G. gardneriana e seus constituintes.

Por outro lado, varios trabalhos indicam o potencial inseticida de diferentes partes de
plantas do género Garcinia contra mosquitos, e.g., frutos (TORRES; GARBO; WALDE, 2015)
e compostos isolados (SASIKUMAR; GHOSH, 2017) de Garcinia mangostana contra larvas
de Ae. aegypti e Culex quinquefasciatus (NGBOLUA et al., 2016), latex de Garcinia morella
contra larvas de Culex quinquefasciatus (MURTHY et al., 2017); sementes de Garcinia kola
contra larvas de Anophleles gambiae (ATABO; MANYI, EGBODO, 2019); nanoparticulas do
extrato aquoso da cascas de Garcinia mangostana contra larvas de Ae. aegypti (KARTHIGA;
RAJESHKUMAR; ANNADURAI, 2018).

3.2. AVALIACAO DA ATIVIDADE ADULTICIDA POR MEIO DE ISCAS ACUCARADAS

A mortalidade de adultos que ingeriram iscas agucaradas apos 48 horas de exposi¢céo
a extratos da casca variou de 86 a 54% e 80 a 50% para An. darlingi e Ae. aegypti,
respectivamente nas concentracdes usadas. A mortalidade de adultos de An. darlingi foi
muito semelhante a mortalidade larval, i.e., diferencas entre as maiores concentracoes e a
menor (5ppm), bem como o aumento gradual da mortalidade ao longo do tempo (F=382;
P<0,0001 e F=2,48; P<0,0057). Em geral, a mortalidade de adultos de Ae. aegypti aumentou
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com incrementos de 15-25ppm entre as concentracfes testadas, atingindo pico apés 48
horas (F=22620; P<0,0001 e F=175; P<0,0001) (Figura 2).

A mortalidade de adultos que ingeriram iscas agucaradas ap6s 48 horas de exposicéo
a extratos da semente variou de 93 a 65% e 81 a 26% para An. darlingi e Ae. aegypti,
respectivamente nas concentracbes usadas. A mortalidade de adultos de An. darlingi
(F=5557; P<0,0001 e F=27,37; P<0,0001) e também de Ae. aegypti (F=11858; P<0,0001 e
F=534,6; P<0,0001) alimentados com iscas acucaradas contendo o extrato da semente

também foi muito semelhante aquela observada para larvas dessas mesmas espécies

(Figura 2).
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Figura 2. Mortalidade de adultos dos mosquitos Anopheles darlingi e Aedes aegypti
alimentados com solucédo de sacarose a 10% contendo a diferentes concentracdes dos
extratos etandlicos de diferentes partes da planta Garcinia gardneriana (bacupari) ao longo
do tempo.
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Embora ndo haja informacgdes sobre o efeito de extratos e substancias isoladas de
plantas do género Garcinia em adultos de mosquitos, a utilizacdo de iscas acucaradas
contendo extratos de G. gardneriana € tao eficiente quanto seu uso como larvicida. Dessa
forma, a utilizacdo de iscas atrativas acucaradas toxicas, que conseguem direcionar a
toxicidade de compostos inseticidas apenas aos insetos misturando-os com sua fonte de
alimento (FIORENZANO; KOEHLER; XUE, 2018) podem ser usadas como forma de controle
alternativo desses vetores.

Como ja sugerido pelos resultados de mortalidade dos estagios adulto e larval
causada por extratos de diferentes partes do bacupari, e analisando-se de forma mais geral,
nao se observou diferencgas entre efeito larvicida (F=27,11; P<0,0001) e adulticida (F=16,58;
P<0,0001) das diferentes partes da planta para uma mesma espécie testada, mas, em geral,
a mortalidade de larvas e de adultos foi maior para An. darlingi, exceto para adultos que
ingeriram extrato da casca, em relacéo a Ae. aegypti (Figura 3).

Em média, 90% das larvas de An. darlingi e 72% de Ae. aegypti morreram apoés 48
horas de exposicdo ao extrato de casca, ligeiramente menor para aquelas expostas ao
extrato da semente, i.e., 86 e 65%, respectivamente. Em relacéo a atividade adulticida, ndo
se observou diferencas na mortalidade entre as duas espécies de mosquitos que ingeriram
solucdes acucaradas do extrato da casca e que causaram mortalidades de 67 a 76% para
Ae. aegypti e An. darlingi, respectivamente. Por outro lado, a ingestao do extrato da semente

por An. darlingi resultou em mortalidade 22% maior em relacéo a Ae. aegypti (Figura 3).
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Figura 3. Efeito larvicida e adulticida de extratos de diferentes partes da planta Garcinia
gardneriana (bacupari) sobre os mosquitos Anopheles darlingi e Aedes aegypti apds 48
horas de exposi¢céo a concentragdes entre 5-75ppm.
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Interessantemente, embora as concentracoes letais para matar 50% de larvas e
adultos utilizando o extrato etandlico de casca sejam baixas e similares entre as duas
espécies de mosquito, Ae. aegypti precisou de concentracdes do extrato da casca cerca de
3 a 6 vezes maiores para atingir a concentracao letal necessaria pra matar 90% de larvas e
adultos. Diferentemente, o extrato da semente resultou em concentracdes letais para 50%
de mortalidade muito menores para An. darlingi, mas a concentracdo necessaria pra matar

90% dos adultos de ambas espécies foi semelhante utilizando esse extrato (Tabela 1).

Tabela 1. Concentracdes Letais em parte por milhdo de extratos etandlicos da casca
e semente de Garcinia gardneriana sobre larvas e adultos de Anopheles darlingi e
Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)

Alvo Aedes aegypti Anopheles darlingi
Casca Casca

LCso (IC inf e sup) LCo (IC inf e sup) | LCso (ICinf e sup) LCop (ICinf e sup)
Larva 5,5 (4-7) 70,2 (58-89) 4,5 (3,1-5,7) 21,1 (18,9-24,3)
Adulto 5,2 (2,8-7,8) 257 (159-549) 2,9(1,81-4,1) 56,4 (43,2-82,1)

Semente Semente

Larva 13 (11-15) 70 (61-81) 1,4 (0,8-2,1) 25,5 (21,5-30,9)
Adulto 17 (15-20) 103 (87-126) 1,76 (0,88-2,81) 71 (54-104)

IC= Intervalo de confianga; inf= Intervalo de confianga inferior e sup= intervalo de confianga superior

A diferenca de atividade para diferentes partes da planta € completamente esperada,
visto que diferentes solventes utilizados na extracao solubilizam uma composicao diferente
de metabdlitos secundarios (CECHINEL-FILHO; YUNES, 1998). Sabe-se também que a
composi¢cdo de metabdlitos secundarios em uma planta pode variar de acordo com varios
fatores, como época de coleta, estagio de desenvolvimento, quantidade de radiacao solar,
nutrientes no solo e diferentes partes da planta (PAVARINI et al., 2012).

Apesar de esse trabalho ndo investigar o mecanismo de acdo no qual os extratos
agiram, algumas revisbes mostram que alguns dos principais mecanismos de acao de
inseticidas de origem vegetal sdo a inibicdo da acetilcolinesterase, ativacao do receptor de
nicotina, disrupcdo do fluxo de sédio e potassio e interferéncia com os receptores
octopaminérgicos (RATTAN, 2010). Em se tratando especificamente das larvas, Pavela et
al. (2019) mencionam que os compostos interferem principalmente no sistema nervoso, na
inibicdo de enzimas detoxificantes, no desenvolvimento larval e causando danos no intestino

médio.
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Um estudo que investigou a acdo de outra espécie do género, G. mangostana contra
Aedes aegypti, no qual duas xantonas preniladas tiveram sua acao larvicida testada. As
substancias obtiveram valores de LCso que variaram de 8,81-59,9 ppm. As xantonas
preniladas agem como inibidores de proteinas carreadoras de colesterol, outro mecanismo
envolvido em alguns inseticidas (SASIKUMAR; GHOSH, 2017).

Quanto a composicao fitoquimica de G. gardneriana, o trabalho de Burgos (2010), que
realizou uma andalise fitoquimica nos extratos de G. gardneriana, relatou a presenca de 11
triterpenos e 9 biflavondides nos extratos brutos e fracdes acetato de etila de galhos e folhas.
J& o trabalho de Zan et al. (2018) revelou que G. gardneriana é rica em fendis. A andlise
fitoquimica revelou a presenca de 12 fendis, incluindo 5 biflavonoides, 4 flavonas, dois
flavondis e uma 3-flavan-3-ol. Um terceiro estudo, realizado por Atabo, Manyi e Egbodo
(2019), realizou uma investigacdo do extrato bruto das sementes e identificou o acido oléico
(38,21%) e n-Propil-9,12-Octadedecadienoato (29,60 %) como principais compostos
constituintes, os quais sdo compostos lipofilicos. Os autores hipotetizaram que 0 mecanismo
mais provavel desse extrato seja a entrega de quinolinas toxicas por meio de compostos
lipofilicos, que conseguem atravessar a membrana, caracterizando uma interacao sinérgica
entre essas duas classes de compostos.

Considerando essas informacdes, é possivel que as moléculas responsaveis pelos
efeitos larvicidas e adulticidas observados no presente estudo sejam da classe dos

flavondides, quinolinas ou compostos lipofilicos como triterpenos e outras classes.

4. CONCLUSAO

O potencial inseticida dos extratos de G. gardneriana e também de outras espécies
do género, sugere que essa planta pode ser uma rica fonte para bioprospeccéo de moléculas
inseticidas, com vantagens em relacéo a inseticidas sintéticos em uso por ndo apresentam
resisténcia disseminada e por serem biodegradaveis, ndo causando problemas de poluigédo

ambiental.
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RESUMO

Introducdo: O Camu-camu (Myrciaria dubia), € um fruto do camucamuzeiro, planta nativa da
Regido Amazonica. Ainda pouco estudado e explorado, recentemente estudos com modelos
de cultura de células, animais e humanos vem possibilitando a descoberta de diversas
propriedades biol6gicas importantes, incluindo a alta quantidade de vitamina C. Uma das
hipoteses é que o fruto Camu-camu poderia auxiliar na cicatrizacdo de lesdes de pele, uma
vez que com o processo de envelhecimento é fisioldgica a fragilizacao da pele, favorecendo
o aparecimento de lesbes e a dificuldade de cicatrizacdo. Objetivo: Buscou-se revisar 0s
efeitos bioldgicos do Camu-Camu e realizar analises in vitro do possivel efeito pro-
cicatrizagdo deste fruto. Metodologia: As plataformas Pubmed e Scielo foram utilizadas
como base de dados para a pesquisa, cujo as palavras-chave foram “Camu-camu or
Myrciaria dubia”, critérios de inclusdo exclusdo foram utilizados para a sele¢éo dos artigos.
Para as analises in vitro, foi utilizada linhagem celular de fibroblastos (HFF-1), obtida
comercialmente, as células foram cultivadas em condicdes estéreis e padronizadas. Foram
realizados os ensaios do Stratch Assay (ensaio dos arranhdes) e dos niveis de Espécies
Reativas de Oxigénio (EROs). Resultados: Foram incluidas nesta revisdo 18 artigos
originais, que relataram diferentes atividades biolégicas do Camu-camu como nefroprotetora,
hepatoprotetora, antioxidante, anti-inflamatéria, hipolipimiante e hipoglicemiante dentre
outras. Nos ensaios in vitro, o Camu-camu mostrou efeito pré proliferacdo celular/
cicatrizagdo bem como a modulacao dos niveis de EROs. Conclusdo: Apesar das limitacdes
metodoldgicas inerentes, nossos resultados mostram uma série de efeitos positivos do
Camu-camu, a partir de relatos prévios. Ainda, este é o primeiro estudo, cujo a agado pro-
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cicatrizagdo do Camu-camu é testada, e os resultados, mostram-se positivos, entretanto
apesar de promissores, precisam ser confirmados por mais estudos.
Palavras- Chave: Envelhecimento, Lesbes de pele e Antioxidante.

ABSTRACT

Introduction: Camu-camu (Myrciaria dubia), is a fruit of the camucamuzeiro, a plant native to
the Amazon Region. Still little studied and explored, however, botanical and chemical
research has shown that this fruit has very high levels of vitamin C. Studies with cell, animal
and human culture models have enabled the discovery of several important biological
properties. It should also be taken into account that Brazil is a country that is aging at an
accelerated pace, and that with the aging process, the fragility of the skin is physiological,
favoring the appearance of lesions and the difficulty of healing. Objective: We sought to
review the biological effects of Camu-Camu and perform in vitro analyzes of the possible pro-
healing effect of this fruit. Methodology: The Pubmed and Scielo platforms were used as a
database for the research, whose keywords were “Camu-camu or Myrciaria dubia”, inclusion
exclusion criteria were used for the selection of articles. For in vitro analyzes, fibroblast cell
line (HFF-1) was used, obtained commercially, the cells were cultured under sterile and
standardized conditions. Stratch Assay (scratch test) and Reactive Oxygen Species (ROS)
levels were performed. Results: 18 original articles were included in this review, which
reported different biological activities of Camu-camu as nephroprotective, hepatoprotective,
antioxidant, anti-inflammatory, hypolipimic and hypoglycemic, among others. In in vitro
assays, Camu-camu showed an effect on cell proliferation / healing as well as the modulation
of ROS levels. Conclusion: Despite the inherent methodological limitations, our results show
a series of positive effects of Camu-camu, based on previous reports. This is the first study,
whose Camu-camu pro-healing action is tested. Our results, although promising, need to be
confirmed by further studies.

Keywords: Aging, Skin lesions and Antioxidant.

1. INTRODUCAO

O Camu-camu ou “cacari” ou “araca d'agua”, de nome cientifico Myrciaria dubia,
pertencente a familia Myrtaceae, é uma fruta nativa da regido amazonica ainda nao
domesticada e em estado rudimentar de cultivo (EMBRAPA, 2012).

E um arbusto ou pequena arvore que pode alcancar de 3 m a 6 m de altura. O fruto é
baga globosa com epicarpo liso e brilhante, de cor vermelho-escura até purpura ao
amadurecer, com tamanhos e pesos variados, alcancando entre 2 cm a 4 cm de diametro, e
massa média variando de 8 g a 10 g, contendo de uma a trés sementes por fruto (Figura 1)
(EMBRAPA, 2012).
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Figura 1. Camu Camu.
(A) Imagem de uma arvore de Camu Camu. (B e C) Detalhes da arvore e do fruto de Camu Camu. Fonte:
Embrapa, 2017.

O Camucamuzeiro é tipico do clima tropical imido, encontrado principalmente em
regibes de véarzea, tendo a capacidade de sobreviver submerso, por até 6 meses. E
encontrado naturalmente no Peru, Coldmbia, Venezuela e Brasil. Sendo o Peru o maior
produtor e exportador da fruta (EMBRAPA, 2012).

E economicamente relevante para a regido amazoénica, por crescer em regides em
gue outras espécies ndo conseguem e principalmente, pelo fato de o Camu-camu ter alto
teor de vitamina C, tendo até 7355 mg por 100 g de polpa (GRIGIO et al., 2016).
Anteriormente, em 2006, Maeda e colaboradores determinaram que a concentracdo de
vitamina C €, 20 vezes maior que a encontrada na acerola e 100 vezes maior que a do liméo.

Entretanto, devido a sua acidez o fruto € pouco consumido in natura, sendo utilizado
na forma de sucos, purés e principalmente a polpa é matéria-prima na producédo de bebidas
e como ingrediente alimentar. Ainda, pode ser empregado com func¢des de conservante e
aditivo funcional, melhora simultaneamente a estabilidade alimentar e o valor nutricional
(CONCEICAO et al., 2020).
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Devido as altas quantidades de moléculas bioativas, o camu camu é classificado como
um alimento funcional (AKTER et al., 2011). E cada vez mais vem sendo estudado por suas
propriedades biol6gicas benéficas a saude. Neste sentido, nosso objetivo é revisar estudos
sobre os efeitos biolégicos do Camu-Camu e realizar analises in vitro dos efeitos proé-

cicatrizacao.

2. MATERIAIS E METODO

2.1 SELECAO DE ARTIGOS

Os artigos analisados nesta revisao foram selecionados a partir de duas plataformas
eletronicas: PUBMED e SCIELO, acessadas em 01 de maio de 2019 e 19 de fevereiro de
2020, usando filtros de pesquisa: “Myrciaria dubia or camu camu”.

Estudos descrevendo informacfes potencialmente associadas a atividades bioldgicas
do Camu-camu foram selecionados. A maioria dos estudos incluidos foi publicada em inglés,
no entanto, estudos publicados em portugués também foram incluidos.

Foram excluidos artigos de revisédo de literatura, bem como aqueles que tratavam de
caracterizagcdo quimica, andlises ecolégicas e de propagacgdo da planta. Também foram
excluidos estudos que nao utilizassem um modelo experimental de linhagem de células ou

microorganismos, ou animais ou incluissem seres humanos.

2.2 OBTENCAO DO EXTRATO

O extrato de camu camu foi obtido comercialmente da Puravida - Comercio De
Produtos Naturais LTDA (CNPJ 05.446.519/0001-11) com industria localizada em Jundiai-
SP. O produto foi obtido via site da loja de produtos naturais disponibilizada no seguinte
endereco: <https://www.fontesipanema.com.br/mercearia/camu-camu-berry-150g>.

2.3 CULTURA DE CELULAS

As células utilizadas neste estudo foram obtidas comercialmente através do Banco

de Células do Rio de Janeiro. As células foram cultivadas em condi¢do padronizada em
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meio de cultura Eagle médio modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado com soro
bovino fetal a 15%, 100 unidades / mL de penicilina e estreptomicina. Mantidas a 37 ° C,
em ambiente com 5% de saturagéo de CO2 e 95% de umidade. O meio de cultura foi
suplementado com extrato camu camu que foi dissolvido em meio DMEM nao
suplementado com soro bovino fetal e filtrado com filtros estéreis com poros de 0,22 um,

antes do uso para evitar a presenca de microrganismos.

2.4 PROLIFERACAO/CICATRIZACAO VIA ENSAIO SCRATCH

A migracao de células fibroblasticas na regido arranhada da cultura foi avaliada apos
24 e 72 horas com e sem suplementacéo de camu camu. O efeito do camu camu na resposta
a cicatrizacdo de fibroblastos foi determinado pelo ensaio de cicatrizacdo de arranhdes
(Scratch), conforme realizado em estudos anteriores por Nicolaus et al. (2017) com pequenas
modificacdes. Resumidamente, as células foram semeadas a uma densidade de 1 x 10%
células / poco em uma placa de cultura de 12 pocos e incubadas por 24 horas. Apés a
incubacédo, o meio de cultura DMEM foi aspirado e a camada celular aderente foi arranhada
com uma ponteira amarela (0-200 ul) estéril. Além disso, os detritos celulares foram
removidos por lavagem com tampéao fosfato, pH 7,4. O meio completo com e sem o0 extrato
de camu camu foi entdo adicionado a cada poco. A imagem da area arranhada foi capturada
sob microscopia de campo claro (20 x) e a migracdo foi analisada usando o software
Digimizer (versdo 5.3.4), que permitiu medicdes manuais precisas e deteccdo automatica

com medicOes das caracteristicas da cultura de células.

2.5 PRODUCAO DE EROS

A producéo de EROs, foi avaliada via ensaio fluorimétrico da 2,7 diclorofluoresceina
diacetato (DCFH-DA), o teste foi realizado conforme descrito em Barbisan et al., 2014.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram inicialmente tabulados em uma planilha Excel e analisados via
software Graph Pad Prism versao 5.0. Todos os experimentos foram realizadas em triplicatas
com um minimo de cinco repeticdes para cada tratamento. Os resultados do tratamento

foram comparados pela anéalise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida pelo teste post
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hoc de Tukey. Os resultados foram considerados estatisticamente significantes quando
p<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 RESULTADOS

De um total de 38 artigos encontrado no Pubmed, 3 foram excluidos por se tratarem
de revisdo de literatura e 20 por se tratarem de analises quimicas ou de carater ecoldgico,
reprodutivo da planta. Foram incluidos13 artigos por atenderem os critérios ja descritos.

E relacdo a Scielo, de um total de 55 artigos encontrados, 2 foram excluidos por se
tratar de revisao de literatura, 2 por terem duplicidade com outros ja incluidos da plataforma
Pubmed e 46 excluidos por se tratarem de andlises quimicas ou de caréater ecoldgico,
reprodutivo da planta. Foram incluidos 5 artigos oriundos da plataforma Scielo. No total esta

revisao incluiu 18 artigos que tratam sobre atividades biolégicas do camu camu (Figura 2).

Bases de dados:
A

[
PubMed

|
Scielo

“Myrciaria dibia OR
Camu Camu”

38 artigos 55 artigos

v" Propriedade biologicas: in vitro,
ex vivo, in vivo, e ensaios
clinicos.

I
18 artigos
incluidos

Figura 2. Mecanismos e Plataformas de busca e selecao de artigos.
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Diferentes métodos de obtencéo do extrato foram empregados, bem como diversos

modelos de estudo, como pode ser observado abaixo no quadro 1:

Quadrol. Atividade Biologica do Camu Camu.

Atividade Bioldgica

hepatico HepG2)

Autor e ano Modelo do estudo Composto testado
relatada
Yazawa et al. .
' In vivo (camundongos) .
2011 e In vitro (macréfagos Extratosgnn?(taa:]r:gllco da Anti-inflamatério
RAW 264.7)
Correia et al., Protozoarios, Anti-malarico, leishmanicida,
L A Extrato PN,
2016 in vitro ( cancer . . nao citotdxico
diclorometandlico

Inoue et al., 2008

Ensaio clinico

Ingestao diaria de Suco

Antioxidante e anti-
inflamatorio.

Nascimento et
al., 2013

In vivo (ratos)

Ingestao diaria de polpa
por 12 semanas

Reducdao de triacilglicerois,

colesterol total, e do
colesterol hepatico

Yunis-Aguinaga
etal., 2016

In vivo (peixes)

Racéo suplementada
com extrato de Camu
Camu

Antigenotéxico e
antioxidante

Silva, et al., 2012

In vivo (camundongos)

Suco da polpa
Tratamentos agudos,
subagudos e crbnicos

Nao induziu toxicidade

Gonzales et al.,
2013

In vivo (ratos)

Polpa dos Frutos

Pro-espermatogénico

Akachi et al.,
2010

In vivo (ratos)

Extrato de camu camu

Hepatoprotetor

Kaneshima et al.,
2017

Microorganismos
(bactérias e fungos)

Compostos da pele e
semente do camu camu

Antimicrobiano e anti-
fungico.

Miyashita et al.,
2018

Mini Ensaio Clinico

Céspsulas de polpa de
camu camu

Possivel protetor arterial

Fidelis et al.,
2019

In vitro (cultura de
células e linhagens
bacterianas)

Extrato aquoso e
hidroalcodlico de
sementes

Anti-hiperglicémicos,
antiproliferativos,
antimicrobianos, anti-
hemoliticos, anti-
inflamatérios e anti-
hipertensivos

Fidelis et al.,
2020

In vitro (Cultura de
células)

Extrato de semente de
camu camu

Anti—proliferativo frente a
alguns tipos de células
cancerosas

Carmo et al.,
2019

In vivo (ratos)

Extrato hidroalcodlico
da casca de camu camu

O extrato foi eficiente,
entretanto ndo tanto quanto
a gastrectomia vertical no
controle do peso corporal
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Vargas et al., Ensaio clinico Capsulas extrato da Ac¢do hipolipidémica e

2015 polpa de camu camu hipoglicemiante
Doroteo et al., In vitro (Fibroblastos) Extrato hidroalcodlico
2012 do camu camu (fruto Fotoprotetor
inteiro)
Schwertz et al., In vivo (ratos) O suco de camu-camu
apresentou efeito modulador
2012 Suco da Polpa S
do perfil lipidico em ratos
dislipidémicos.
In vivo (ratos) Racédo suplementada Efeito citoprotetor em células

Alvis et al., 2010 sanguineos, figado e rins.

com extrato da polpa

Becerra et al., In vivo (ratas) Extrato alcodlico da
Nefroprotetor
2019 polpa

O efeito do extrato de camu camu nha migracéao de fibroblastos foi avaliado através da
analise da area arranhada na cultura. A imagem capturada da area de arranhfes as 0 h é
mostrada na Figura 3A, a Figura 3B mostra a migracéo de fibroblastos tratados com camu
camu apos 24 h. A Figura 3C mostra a area arranhada em fibroblastos controle ap6s 72 h, a
imagem é clara em demonstrar menor concentracdo celular em comparacdo com a
concentragdo celular em células tratadas com camu camu (250uG/mL) (Figura 3D).

Em ambas as concentra¢gdes testadas (250 pG/mL e 500 pG/mL), o camu camu
induziu aumento na taxa de migracdo de fibroblastos em comparacdo com a taxa de
migracao observada no grupo controle (Figura 3E).

Também foi avaliado o efeito do camu camu na formacédo de EROs. Ao comparar 0s
diferentes momentos ap6s a arranhadura nas células (Ensaio Stratch), nota-se que ambas
as concentragdes tiveram resultados similares na diminui¢do da producéo de EROs apos 24
horas em relacdo ao controle, entretanto, apdés 72 horas a concentragdo de 500uG/mL teve

uma maior efetividade no combate as EROs (Figura 4).
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Figura 3. Andlise da migracédo de fibroblastos usando o ensaio de cicatrizacdo Stratch.
(A) area arranhada da cultura de fibroblastos; (B) migracao de fibroblastos tratados com camu camu apés 24
h. (C) mostra a area arranhada em fibroblastos controle apés 72 h, (D) tratamento com camu camu (250uG/mL),
apos 72 h. (E) Migracéo de fibroblastos do ensaio de cicatrizacdo Stratch expresso como migracdo celular
relativa calculada dividindo a variagdo percentual na area arranhada das células tratadas com camu camu as
24 h ou 72 h em compara¢éo com a area no tempo 0 h em cada tratamento. O periodo de tempo de cada
tratamento para curar a ferida foi comparado pela andlise de varidncia One-Way seguida pelo teste post hoc
de Tukey. As diferencas estatisticamente significativas sdo indicadas por letras diferentes correspondentes a

cada tratamento (a, b, c).
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Figura 4. Niveis de EROs.
A formacéo de EROs, foi avaliada comparando os niveis ap0s 0s respectivos tempos com a amostra controle
por andlise de variancia One-Way seguida pelo teste post hoc de Tukey. As diferencas estatisticamente
significativas séo indicadas por letras diferentes correspondentes a cada tratamento (a, b, c).

3.2 DISCUSSAO

Os estudos incluidos nestas revisao foram provenientes de modelos bastante diversos
incluindo diferentes cepas de microorganismos: protozoarios e bactérias. Bem como, as
linhagens celulares de macrofagos, fibroblastos e cancer hepatico, como modelos animais
foram incluidos estudos com camundongos, ratos e peixes, além de mini ensaios clinicos
com seres humanos.

Em 2012, Doroteo e colaboradores utilizando linhagem comercial de Fibroblastos 3T3,
demonstraram que concentracdo de 200uG/mL de extrato hidroalcodlico de Camu-camu,
induziu 43,6% de fotoprotecao frente a radiagdo UV-B. Segundo os autores, este € um bom
efeito fotoprotetor. Sendo este o Unico estudo com linhagem de fibroblastos encontrado em
nossas buscas.

JA em 2016, Correia e colaboradores, utilizando linhagens de protozoarios,
investigaram o efeito do extrato da polpa de Camu-Camu, frente a leishmania utilizando
Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis e Leishmania chagasi (promastigotos) e
malaria com o parasita Plasmodium falciparum. O mesmo estudo avaliou o efeito citotoxico

do Camu-camu frente a células da linhagem de cancer hepatico HepG2. Os resultados
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destes estudos mostraram que o Camu-camu podera ser uma fonte importante para o
desenvolvimento de novos medicamentos para tratamento de leishmaniose e maléria, j& que
seu extrato tem acao contra o parasita P. falciparum, e apresentou atividade moderada
contra as formas promastigotas de Leishmania amazonensis e nao foi toxico para as células
HepG2 nos testes in vitro. Desta forma, € preciso que mais estudos com animais e com
diferentes fracbes do extrato sejam realizados para que em caso de comprovacado dos
resultados, se possa utiliza-lo como uma nova forma de tratamento a estas doencgas
parasitarias, ainda comuns na Amazonia.

Com o consumo cada vez maior do Camu-camu, ha um aumento na quantidade
residual de casca e das sementes, que totalizam cerca de 40% da fruta fresca, que ainda
nao sao utilizados para outras aplicacbes. Assim, o estudo de Kaneshima et al. (2017),
investigou a acdo dos constituintes da casca e sementes do camu-camu frente a 9 diferente
cepas bacterianas (Bacillus subtilis, Streptococcus mutans, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus cereus, Micrococcus luteus, Staphylococcus epidermidis, Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus) e os fungos Candida albicans e Saccharomyces
cerevisiae, 0 estudo concluiu que as cascas e sementes de frutos de Camu-camu
apresentam caracteristicas antimicrobianas.

Fidelis e colaboradores (2019), realizaram um extenso estudo com linhagens celulares
e cepas bacterianas em que o o0 extrato da semente de Camu-camu demonstrou atividades
antihiperglicémica, antiproliferativas, antimicrobianos, anti-hemoliticas, anti-inflamatérias e
anti-hipertensivas.

Ainda em relacao as propriedades da semente de Camu-camu, Yazawa et al. (2011),
avaliaram o extrato metandlico de sementes quanto a sua atividade anti-inflamatéria em um
modelo de edema de pata induzido, em camundongos. O extrato suprimiu significativamente
a formacédo de edema em camundongos por administracao oral e a liberacdo de 6xido nitrico
a partir de macréfagos RAW 264.7.

Seguindo na linha de estudos sobre potencial anti-inflamatério, Innoue et al. (2008),
avaliaram as propriedades anti-oxidativas e anti-inflamatérias do camu-camu em 20
voluntarios fumantes do sexo masculino, considerados com em um estado de estresse
oxidativo acelerado, foram recrutados e designados aleatoriamente para tomar diariamente
70 ml de camu-camu 100% suco, correspondendo a 1050 mg de vitamina C ou 1050 mg de
comprimidos de vitamina C por 7 dias. Apos 7 dias, os marcadores de estresse oxidativo e
marcadores inflamatorios, diminuiram significativamente no grupo camu-camu. Sugerindo

gue o suco de camu-camu pode ter propriedades antioxidantes e anti-inflamatoérias
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poderosas, em comparacdo com os comprimidos de vitamina C que contém conteudo
equivalente em vitamina C. Esses efeitos podem ser devidos a existéncia de substancias
antioxidantes desconhecidas além da vitamina C.

Nascimento e colaboradores 2013, investigaram a acéo antiobesidade da ingestdo da
polpa de Camu-camu em um modelo de rato com obesidade induzida por inje¢do subcutanea
de glutamato monossddico e dieta. Os animais que receberam Camu — Camu tiveram
reducdo do peso corporal e gordura epididimal e visceral, reducdo de marcadores do
metabolismo lipidico, e da gordura depositada no coracéo e figado, além de diminuir as
proteinas inflamatorias. Assim, os autores sugerem que o Camu-camu pode ser utilizado
com um ingrediente alimentar funcional no controle de doencas cronicas ligadas a obesidade.

Por sua vez Vargas e colaboradores 2015, obtiveram um resultado que pode ser
considerado complementar ao de Nascimento et al. (2013). Em um estudo com 18
participantes, Vargas e colaboradores avaliaram o efeito da ingestdo capsulas de camu-
camu por 15 dias, o qual demonstrou acdo hipolipidémica e hipoglicemiante. Carmo e
colaboradores (2019), analisaram os efeitos da suplementagdo dietética com extrato
hidroalcodlico da casca de Camu-Camu comparada a gastrectomia vertical no controle de
peso de ratos Wistar. A conclusdo do estudo mostrou que apesar da reducdo de peso, o
extrato de Camu-Camu nao foi tdo eficiente quanto a gastrectomia vertical no controle do
peso corporal em ratos Wistar. O resultado n&o pode ser considerado negativo, uma vez que
a gastrectomia vertical se constitui da retirada de parte do estdmago.

Recentemente em 2020, Fidelis e colaboradores estudaram efeito do extrato de
Camu-camu, o qual inibiu a proliferacdo celular de Células HepG2 (carcinoma hepatico
humano) e células Caco-2 (células epiteliais de adenocarcinoma colorretal humano).
Demonstrando assim, efeito antiproliferativo frente ao cancer. A figura 5 traz um resumo das
propriedades do Camu- camu, compiladas nesta revisao.

Uma vez que a cicatrizacdo da pele € um elemento fundamental para a saude
humana, por desempenhar funcbes como proteger e interagir com 0 meio externo. A
ocorréncia de lesdes tanto por acidentes ou pressdo, quanto em procedimentos cirdrgicos,
pode representar risco a saude humana. Assim, eficacia do processo de cicatrizacdo pode
ainda ser apriomorada através do desenvolvimento de produtos que tenham origem em
plantas com uso tradicional, esta importancia é potencializada quando levamos em
consideracdo que o Brasil € um pais megadiverso, sendo a regido Amazonica o grande
celeiro desta diversidade. E ainda, o fato de que a populacéo brasileira esta envelhecimento

em ritmo acelerado, e que com o envelhecimento da pele a cicatrizagdo torna-se cada vez
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mais ineficiente (PELLENZ et al., 2018). Neste contexto, buscamos avaliar aqui o efeito do

Camu-camu em analises in vitro na proliferacéo e cicatrizacao.

Anti-inflamatério Modulacgo do Antioxidante
perfil lipidico
Hepatoprotetor Antigenotoxico
Nefroprotetor X Leishmanicida
/ ~
Neuroprotetor ' Fotoprotecao
Anti-hemolitico Antimicrobiano
Pré- Espermatico i l Combate ao ganho de peso

Imunomodelador || Anti-malarico

Figura 5. Propriedades do Camu- camu. O diagrama resume propriedades bioldgicas
evidenciadas nos estudos revisados.

O potencial foi avaliado via ensaio de cicatrizacéo de feridas por arranhdes (Stratch
assay). Na presenca de tratamentos nas concentragbes de 250uG/mL e 500 uG/mL, as
culturas de fibroblastos apresentaram, maior proliferagdo principalmente ap6s 72 horas na
concentragéo de 500uG/mL.

A cicatrizagdo de feridas € um processo complexo que envolve varias etapas e
moléculas reguladoras produzidas principalmente por fibroblastos, queratindcitos e células
do sistema imunolégico. Convencionalmente, o processo € dividido em quatro fases que sédo
conectadas entre si: (1) fase de hemostasia, (2) fase inflamatoria, (3) fase proliferativa e (4)
fase de maturacdo e remodelacdo (Sun et al., 2018). Véarios estudos mostraram que 0s
produtos naturais podem ter influéncia benéfica na cicatrizacdo de feridas devido as suas
caracteristicas de sintese anti-inflamatoria, antioxidante, antibacteriana e indutora de
colageno (IBRAHIM et al., 2018).

Tais efeitos podem estar associados as moléculas bioativas, encontradas na matriz
do Camu-camu. Quando ocorre uma ferida, a primeira fase inflamatéria é significativa, pois

produz uma matriz temporaria que recruta células imunes locais e fibroblastos (MARTIN et
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al., 2015). Durante esta fase em um tecido cutaneo lesionado (in vivo), as células imunes
dos vasos sanguineos secretam citocinas pro-inflamatérias e aumentam a expressao de
EROs. A elevagdo dos niveis de EROs é essencial como mecanismo de protecdo contra
infeccBes microbianas. No entanto, a producédo de EROs deve ser altamente regulada, pois
altos niveis de EROs podem causar comprometimento da cicatrizacdo e fiborose (BARNES;
GORIN, 2011; STUNOVA et al., 2018). Além disso, niveis descontrolados de EROs podem
levar ao estresse oxidativo, causando danos irreversiveis as proteinas, lipidios e DNA. Além
disso, os danos no DNA promoveriam mutacdes ou desencadeariam apoptose (MORRY et
al., 2017).

4. CONCLUSAO

A pesquisa botanica e biomédica a cerca do Camu-Camu vem crescendo. NOSS0S
resultados demonstram que o fruto é capaz de ter acdo de protecdo ao material
genético(antigenotoxico), fotoprotetora, antimicrobiana frente a diversas cepas, anti-malarica
e como leishmanicida. Outras propriedades incluem o combate ao ganho de peso e
modulacdo do perfil lipidico, é pré-esperméatico, anti-hemolitico, neuroprotetor, nefro e
hepatoprotetor, além de imunomodulador. Sua acdes antioxidantes e anti-inflamatorias sao
bastante estudadas e citadas, sendo estas acdes bem estabelecidas. Estudos demonstrando
efeitos negativo do Camu-camu n&o foram encontrados, em nenhum modelo seja celular,
animal ou humano. Quanto aos efeitos do Camu-camu na cicatrizacdo in vitro, o fruto
mostrou-se potente indutor de proliferacdo de fibroblastos quanto estes foram agredidos,
além de ter efeito no combate as EROs. Nossos resultados, sdo 0s primeiros a serem
publicados, acerca do possivel efeito cicatricial. Mais estudos precisam ser realizados,
entretanto os resultados iniciais mostram o Camu-camu como um possivel aliado a
cicatrizacéo de lesdes.

Cabe ainda ressaltar, que a intensificacdo dos estudos acerca das propriedades, pode
ser bastante benéfica para a economia da regido Amazonica, uma vez que poderia contribuir

para o fortalecimento da producao e assim ter um impacto econémico positivo.
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RESUMO

As les@es cutaneas ocasionadas por queimaduras sao consideradas um problema de saude
publica e requerem cuidados especiais em seus tratamentos. Além das terapias tradicionais
adotadas pelos profissionais de saude, buscam-se novas substancias que atuem no
processo de cicatrizagdo de forma mais eficaz e que tenham custos reduzidos. A Ximenia
americana L., conhecida como ameixa brava, é amplamente utilizada na medicina popular
com atividades anti-inflamatoria e cicatrizante. Nesta pesquisa, a acdo cicatrizante de um
biocompasito formado por extratos etandlicos das cascas do caule ou folhas de X. americana
associadas a 6xido de zinco (ZnO) e nanoparticulas de prata (AgNPs) foram preparados e
investigados no tratamento de queimaduras. Para isso, 40 camundongos, divididos
aleatoriamente em 4 grupos experimentais, receberam cirurgicamente a indugdo de
gueimaduras na regido dorsal. Esses animais foram tratados nos periodos de 7 e 14 dias
com biocompositos de X. americana/ZnO modificado com AgNPs e tiveram sua lesfes
avaliadas através de analises morfométricas e histolégicas. A avaliacdo do percentual de
regressdo das lesBes indica que os grupos com o biocompésito da casca (BC) e
biocompésito da folha (BF) apresentaram maior regressao nos tempos de 7 e 14 dias de
tratamento quando comparados aos grupos controles. Pelas analises histologicas observou-
se ainda que o grupo BC atuou positivamente na reducédo do numero de neutrdéfilos e no
aumento da deposicao de células fibroblasticas. Os resultados indicam que o biocompdsito
formado pela associacdo entre ZnO/AgNPs e extrato das cascas do caule de X. americana
se mostra um bioproduto promissor no tratamento cutaneo de injurias por queimaduras.
Palavras-chave: Queimaduras, Ximenia americana L. e Biocompaosito.
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ABSTRACT

Skin lesions caused by burns are considered a public health problem and require special care
in their treatments. In addition to the traditional therapies adopted by health professionals,
new substances are sought that act in the healing process more effectively and have reduced
costs. Ximenia americana L., known as wild plum, is widely used in folk medicine with anti-
inflammatory and healing activities. In this research, the healing action of a biocomposite
formed by ethanolic extracts from the stem bark or leaves of X. americana associated with
zinc oxide (ZnO) and silver nanoparticles (AgNPs) were prepared and investigated in the
treatment of burns. For this, 40 mice, randomly divided into 4 experimental groups, surgically
received the induction of burns in the dorsal region. These animals were treated in the periods
of 7 and 14 days with biocomposites of X. americana / ZnO modified with AgNPs and had
their lesions evaluated through morphometric and histological analyzes. The evaluation of the
percentage of regression of the lesions indicates that the groups with the bark biocomposite
(BB) and leaf biocomposite (LB) showed greater regression in the 7 and 14 days of treatment
when compared to the control groups. Through histological analyzes it was also observed
that the LB group acted positively in reducing the number of neutrophils and in increasing the
deposition of fibroblastic cells. The results indicate that the biocomposite formed by the
association between ZnO / AgNPs and X. americana stem bark extract is a promising
bioproduct in the cutaneous treatment of burn injuries.

Keywords: Burns, Ximenia americana L. and Biocomposite.

1. INTRODUCAO

As queimaduras séo lesGes cutaneas que representam a perda da continuidade do
tecido epitelial, sendo consideradas um problema de saude publica com altos indices de
mortalidade (BARROS et al., 2016). O sistema publico de saude do Brasil, SUS, indica que
nos ultimos anos o numero de internacdes hospitalares decorrentes de injurias por
gueimaduras alcanca a faixa de mais 20 mil anualmente. Esses dados revelam que esse
trauma traz consequéncias negativas que vao além da complicacdo da qualidade de vida do
paciente queimado, sinalizando também elevados custos aos cofres publicos (ALVES et al.,
2018).

O reparo de uma lesdo cutanea originada por uma queimadura envolve varios
esforcos do organismo para o reestabelecimento da completude tecidual, sendo esse um
processo dinamico, caracterizado por uma cascata de acontecimentos celulares, enzimaticos
e tissulares como inflamacgé&o, proliferacdo e remodelacdo (CLARK; GHOS; TONNESEN,
2007). Durante esse processo, algumas condi¢cdes externas podem influenciar no processo
de cura, como por exemplo, a infeccdo por microrganismos patégenos e a resisténcia

bacteriana aos antibioticos (GUO; DI PIETRO, 2010). Nesse contexto, faz-se necessario a
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busca e desenvolvimento de produtos terapéuticos alternativos que reduzam a acao desses
agentes patogénicos e contribuam para o processo de cicatrizacdo da pele.

O uso de plantas medicinais e outros produtos naturais como tratamentos alternativos
ou complementares na cura de doencas € um héabito comum na populacdo brasileira
(MATOS, 2007), principalmente em comunidades rurais (ROQUE; ROCHA; LOIOLA, 2010).
Dentro da rica flora brasileira, que abrange mais de 50 mil espécies de plantas superiores,
destaca-se a espécie Ximenia americana L., planta popularmente conhecida como ameixa
brava e utilizada como anti-inflamatoria, antinociceptiva e cicatrizante (BRASILEIRO, 2008;
DIAS et al., 2018). A sua composicao quimica, amplamente investigada na literatura, justifica
as suas atividades farmacolégicas. Os taninos, substancias corantes avermelhadas, atuam
na formac@o de ligacbes complexas com proteinas, conferindo a area da lesdo uma
reepitelizacao externa mais rapida (RODRIGUES et al., 2013). Ja os flavonoides, como (-)-
epicatequina, exercem a funcdo de antioxidante (UCHOA et al., 2016) e anti-inflamatoria
(LEAL et al., 2016; CARVALHO et al., 2020).

Além dos produtos naturais, 0s materiais inorganicos também podem ser encontrados
em formulacdes farmacéuticas e se destacam no tratamento de queimaduras cutaneas, a
exemplo do éxido de zinco (ZnO) e nanoparticulas de prata (AgNPs) (MAO et al., 2017,
LANSDOWN, 2006). O ZnO, material inorganico com vasta aplica¢do na industria, € utilizado
como base em cremes e pomadas com fins de protecao solar e cicatrizantes (MAYRINCK et
al., 2014). A prata, por sua vez, ja é conhecida e inserida em diversas aplicacdes biomédicas
envolvendo o processo de cicatrizacdo de feridas e se destaca quando em escala
nanomeétrica, por ter a sua atividade bactericida potencializada, podendo contribuir para a
remodelacao da pele lesada (BRETT, 2006).

Nesta pesquisa, o biocompadsito formado pela associacéo entre extratos etandlicos de
cascas do caule ou folhas de X. americana, ZnO e AgNPs foi investigado quanto a sua
atividade cicatrizante em um modelo experimental de queimaduras induzidas em
camundongos. O Processo de cicatrizagao foi avaliado macro e microscopicamente visando

o desenvolvimento de novos biomateriais com fins terapéuticos.
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2. MATERIAIS E METODO

2.1 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi baseado na Lei Federal de Experimentagdo em Animais n°
11.794/2008, e iniciado apds a aprovacdo do Comité de Etica em Uso de Animais- CEUA/
Universidade Estadual do Piaui (UESPI), Teresina, Pl sob o nimero do protocolo 0161/2018

mediante a assinatura do termo de autorizagéo da coleta de dados da instituig&o.

2.2 MATERIAL VEGETAL E EXTRACAO

As cascas do caule e folhas da X. americana foram coletadas no municipio de
Domingos Mourdo — Piaui, Brasil (4°09'14.8"S 41°18'28.3"W) em marc¢o de 2018. A planta
foi identificada por um botanico e um espécime foi depositado no Herbéario Afranio Gomes
Fernandes na UESPI sob niumero HAF 03541. Posteriormente, as cascas e folhas foram
secas em temperatura ambiente até a total desidratacdo e pulverizadas. O material
pulverizado foi extraido trés vezes consecutivas com etanol a 95% em um extrator de ago
inoxidavel a uma temperatura ambiente. Os extratos etandélicos das cascas do caule e folhas
foram obtidos apds concentracdo no evaporador rotativo a baixa pressao e a eliminacao da
umidade residual por liofilizacdo. Estes procedimentos foram realizados no Laboratério de
Produtos Naturais da Universidade Federal do Piaui (UFPI) e Laboratorio do GERATEC da
UESPI.

2.3 OBTENCAO DOS BIOCOMPOSITOS DE ZnO/AgNPs/X. americana

Para a obtencdo da suspensdo de ZnO/H20, o ZnO em péd, obtido no laboratério
Biodinamica Ltda, foi solubilizado em agua em uma concentracdo de 25% m/m. Em seguida,
uma solucao 0,5 mol/L de nitrato de prata (Dinamica Ltda) foi depositada na suspenséo de
ZnO/H20 em uma concentracao de 5% e submetida ao processo de fotorreducdo. O sistema
foi irradiado com quatro lampadas UV (UV-C Moran Ligth®, Brasil, 15 W, com intensidade
maxima a 254 nm) por cinco minutos a fim de promover a separacdo de cargas no 6xido

semicondutor e reduzir os ions prata (Ag*) a nanoparticulas de prata (Ag°).




O preparo do biocompdsito de ZnO/AgNPs/X. americana foi feito pela mistura
mecanica dos extratos das cascas do caule e folhas de X. americana e de ZnO/AgNPs

seguindo a mesma concentracao de 5%.

2.4 ANIMAIS

Foram utilizados 40 camundongos machos (Mus musculus), clinicamente sadios, peso
meédio de 30 g, obtidos do biotério Nucleo de biotecnologia e biodiversidade —NPBIO- UESPI,
Teresina, Pl. Os animais foram acondicionados durante todo o estudo em gaiolas de
poliestireno individuais, com alimentacéo e agua a vontade em um ciclo de claro e escuro
12/12 horas. Os animais foram distribuidos de forma aleat6ria em quatro grupos de 5
animais, obedecendo aos tempos experimentais de tratamento por 7 e 14 dias, conforme

detalhado na Tabela 1 a sequir.

Tabela 1. Divisdo dos animais em grupos experimentais.

Grupos Descricdo Do Tratamento
CN Controle negativo (sem tratamento)
CP Controle positivo (Sulfadiazina de prata)
BC Biocompdsito casca (ZnO/AgNPs/Extrato das cascas

do caule de X. americana)

BF Biocompasito folha (ZnO/AgNPs/Extrato das folhas de
X. americana)

2.5 INDUCAO DA QUEIMADURA

Para a realizacdo do procedimento experimental, os animais foram inicialmente
anestesiados com administragdo via intramuscular de cloridrato de ketamina 10% (dose de
0,04 mL/100g), associada a mesma dose de cloridrato de xilazina a 2%. Em seguida, foi
realizada a tricotomia da regido dorsal em uma area de aproximadamente 4 cm de extensao
e 3 cm de largura. Posteriormente, foi realizada a inducéo da queimadura utilizando suporte

de ferro com temperatura a 180 °C e tempo de contato com a pele de 10 segundos
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(BRASSOLATTI, 2015). A fim de aliviar a dor ocasionada pela queimadura induzida, foi
administrada morfina (dose de 10mg/kg) antes da recuperacdo anestésica e durante um
periodo de pelo menos de 12-24hs ap0s a recuperacdo da consciéncia em via subcutanea
(SC). O tratamento dos animais foi feito diariamente nos grupos CP, BC e BF com a
aplicacao das substancias testes na dose de 0,2 mL diretamente na area da lesado utilizando

seringa plastica sem agulha.

2.6 ANALISE HISTOLOGICA E HISTOMORFOMETRICA

Os animais tiveram suas lesdes fotografadas no dia da cirurgia e no dia da eutanasia
com a ajuda de uma camera digital (Nikon Coolpix P100, 10,3 MP) fixada em um tripé a 30
cm de distancia das feridas. A analise da regressao cicatricial foi realizada pela comparacao
das areas iniciais e finais utilizando o software ImageJ® e expressas em porcentagem.

Apo6s o periodo de tratamento, os animais foram eutanasiados por excesso de
anestesia, seguindo as orientagcbes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). Apés a eutanasia, foram retiradas pecas anatdmicas de interesse com ajuda de
um bisturi estéril, utilizando uma margem de 1 cm ao redor da lesdo e cerca de 3 mm de
profundidade, identificadas e fixadas em formol a 10% e encaminhadas para o0s
procedimentos histologicos de rotina. Foram obtidos cortes semi-seriados com
aproximadamente 0,5mm, através de microtomo rotativo e submetidos ao sistema de
coloracdo com hematoxilina-eosina (H.E) e encaminhados as andlises histologicas e
histomorfométrica.

As laminas foram examinadas com microscoépio trinocular Olympus CX31, modelo
YS100, equipado com camera digital Olympus SC20 (Blue Lagoon Drive, Miami- USA) e
conectado a um computador. Para a quantificacdo das células, trés campos microscopicos
nao coincidentes de cada lamina foram analisados sob um aumento de 400 vezes e
fotografados. As imagens digitalizadas foram analisadas usando o software de analise de

imagem Image-J® (versao 1:32 para Windows 10).

2.7 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados foi realizada de maneira descritiva, através das meédias
+ erro padrdo da média e inferencial, utilizando o teste ANOVA seguido de Tukey para

comparacao entre os grupos investigados. O intervalo de confianca foi de 95% e o nivel de
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significancia p< 0,05. Os resultados foram quantificados e expressos no software estatisticos
GraphPad Prism 5.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ANALISE MORFOMETRICA

Os animais submetidos a inducdo experimental de queimaduras foram tratados nos
periodos de 7 e 14 dias e o processo de cicatrizacao foi avaliado, inicialmente, através da
mensuracdo da area das lesdes nos dias iniciais e finais do pds-operatorio. A partir do
tratamento estatistico, foi obtido o percentual de regressdo das lesbes e a comparagéo

morfométrica € apresentada na figura 1.
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Figura 1. Percentual de regressao das lesbes nos grupos estudados em tempo
experimental de (a) 7 e (b) 14 dias.

Em andlise da figura 1(a) observa-se que, no periodo de 7 dias de tratamento, os
animais tratados com os biocompdésitos da casca e folha de X. americana apresentaram os
maiores percentuais de regressao das lesdes quando comparados aos grupos controles. O
grupo BC apresentou o maior percentual de regressdo nesse periodo, diferenciando-se
significativamente do grupo CN. Aos 14 dias de pd4s-operatério, o grupo BC destacou-se
novamente com o maior percentual de regressao, diferenciando-se de forma significativa do
grupo CN. Resultados semelhantes foram encontrados por Palma et al. (2020) e Brasileiro
(2008) quando utilizado extratos das cascas do caule e folhas de X. americana.
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Os maiores percentuais de regressao apresentados pelo grupo BC podem estar
associado a presenca de taninos na espécie vegetal utilizada. Estudos fitoquimicos
preliminares com extratos etanolicos da X. americana indicam a presenca desse e outras
classes de metabdlitos secundarios, como flavonoides, saponinas e esteroides/triterpenoides
(ONGULEYE; IBITOYE, 2003; SHETTAR et al., 2015)

Além disso, a avaliagdo macroscopica da reducdo de lesdes cutaneas esta,
microscopicamente, associada a presenca de miofibroblastos, que sdo células diferenciadas
a partir dos fibroblastos e que possuem a funcdo contratil da lesdo, contribuindo para o

movimento centripeto das bordas (MAJNO; JORIS, 1996).
3.2 ANALISES HISTOLOGICAS E HISTOMORFOMETRICAS
A andlise histolégica das laminas coradas com H.E permitiu a avaliacdo qualitativa do

processo cicatricial por meio da investigacdo do processo inflamatério e de remodelacao. Os
achados histolégicos sédo mostrados na figura 2 para os dois periodos de tratamento.

Figura 2. Aspectos qualitativos do processo cicatricial de queimaduras tratadas com
Biocompdsitos de ZnO/AgNPs/X. americana nos periodos experimentais de 7 e 14 dias. As
setas indicam células inflamatérias.
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No tocante a analise qualitativa do processo inflamatério, observou-se que, no tempo
experimental de sete dias, os espécimes do grupo tratado com o biocompdésito da casca (BC)
apresentaram uma menor quantidade de tecido de granulacdo, presenca de fibroblastos e
uma melhor organizacao das fibras colagenas quando comparados aos animais do grupo
BF, caracterizando, portanto, a fase de proliferacdo no processo de cicatrizacao.

Aos 14 dias, o processo inflamatério nos animais do grupo CN foi reduzido e o nUmero
de fibroblastos foi aumentado, apresentando ainda tecido de granulacdo. Os animais do
grupo BC apresentaram fibroblastos maduros, auséncia de infiltrado inflamatério e uma
completa modelacdo das fibras colagenas, quando comparados aos demais Qrupos,
evidenciando nesse tratamento a concretizacdo da fase de remodelagcdo do processo de
cicatrizacdo normal do tecido.

O processo de cicatrizagao foi avaliado ainda de forma quantitativa e o niumero total

de células inflamatérias € apresentado na figura 3.
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Figura 3. Quantificacdo do numero de células inflamatérias (und/20.000 um?) nos grupos
estudados em periodos experimentais de 7 e 14 dias.

Em analise da figura 3, observa-se que no periodo de 7 dias, os grupos tratados com
0s biocompdsitos da casca e folha de X. americana apresentaram reducdo no numero de
neutréfilos quando comparados aos grupos controles. No periodo de 14 dias, ha novamente
diminuicdo no numero de neutrofilos, indicando que nos tempos de tratamento investigado,
0 grupo tratado com a associacdo ZnO/AgNP/Casca do caule de X. americana apresenta a

maior reducéo do processo inflamatorio.
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A acdo anti-inflamatéria do biocompdésito pode ser associada, por exemplo, a
presenca de metabdlitos secundarios na X. americana. Estudos anteriores com a mesma
espécie reportam a sua acgdo anti-inflamatéria no processo de tendinite experimental em
ratos (LEAL et al., 2016). Além disso, as propriedades bactericidas das substancias
inorganicas utilizadas também podem justificar a redu¢ao do processo inflamatério, dado que
a auséncia de infeccdo por microrganismos patégenos sinaliza um menor recrutamento de
células inflamatérias. A prata ja € utilizada na formulacdo de cremes e pomadas com fins
cicatrizantes (CHERNOUSOVA; EPPLE, 2013). No entanto, quando em escala
manometrica, seu potencial bactericida é potencializado (MARAMBIO-JONES; HOEK,
2010). O ZnO também assume propriedades bactericidas, favorecendo junto a prata o
processo de cicatrizacdo através da diminuicdo da infiltracdo de linfocitos e aumento da
reepitelizacao (PATI et al., 2014).

O processo de cicatrizacdo das queimaduras foi avaliado ainda pela investigacdo da

fase de remodelacdo. A figura 4 traz a quantificacdo para o numero total de fibroblastos.
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Figura 4. Quantificacdo do numero de fibroblastos (und/20.000 um?) nos grupos estudados
em periodos experimentais de 7 e 14 dias.

Observa-se na figura 4 que no periodo de 7 dias de tratamento, oS grupos
biocompésitos da casca e folhas de X. americana apresentaram maior numero de
fibroblastos diferenciando-se significativamente do grupo controle negativo. Aos 14 dias, 0
aumento no namero de células fibroblasticas € novamente maior nos grupos BC e BF,

havendo diferenca significativa entre BC e CN. Esses dados revelam que o biocompdésito
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formado por ZnO/AgNPs/Casca do caule de X. americana contribui de forma positiva no
processo de remodelacédo do tecido.

Os fibroblastos séo os principais responsaveis pela sintese de colageno e regeneracéo
da matriz extracelular, funcionando como indicadores da evolucdo do processo de
cicatrizacdo em analises histolégicas (FERREIRA; PAULA, 2013).

4. CONCLUSAO

Pela analise dos dados é possivel inferir que a associacao entre ZnO/AgNPs, extratos
etanolicos das cascas do caule e folhas de X. americana atuaram positivamente no processo
de cicatrizagao de queimaduras cutaneas induzidas em camundongos. Os achados macros
e microscopicos indicam que o biocompdésito das cascas do caule da X. americana se
destacou através da reducao da area da lesdo em valores significativamente superiores aos
grupos controles, além da reducdo do processo inflamatério e maior deposicdo de células
fibroblasticas de forma organizada a superficie cutdnea. Os resultados da pesquisam
apontam que a utilizacéo de plantas medicinais associadas a outras substancias bactericidas
mostram-se eficazes no processo de cicatrizagdo de injarias por queimaduras, podendo se

tornar promissores bioprodutos na area biomédica.
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RESUMO

Introducdo: Miosites € a inflamacéo persistente dos musculos proximais, diminuicdo da
mobilidade e elevacdo sérica de enzimas musculares. A inflamacdo é controlada por
mediadores quimicos, com papéis especificos. O extrato do abacaxi possui bromelina, que
€ uma enzima proteolitica sulfidrilas, que inibi a agregacéo plaquetaria, atividade fibrinolitica,
acdo antiinflamatoria e antitumoral. Objetivo: Analisar os efeitos do extrato do abacaxi na
miosite induzida em ratos. Métodos: Trata-se de um estudo in vivo, experimental, caso-
controle, randomizado, intervencionista, quantitativo e qualitativo, com 30 ratos, tempos
experimentais de 7 e 14 dias e grupos controle, miosite e miosite tratada. Os animais foram
anestesiados, indugéo da miosite no membro inferior direito (MID), e foi avaliado no trabalho:
afericdo dos diametros antero-posterior (DAP) e latero-lateral (DLL) no MID, anélise
qualitativa e quantitativa da presenca de células inflamatéria e fibroblastos. Resultados:
Houve progresséo no processo de recuperacao em miosites induzidas em ratos tratados com
extrato do abacaxi.

Palavras-chave: Abacaxi, Miosite e Reparacgédo tecidual.

ABSTRACT

Introduction: Myositis is the persistent inflammation of the proximal muscles, decreased
mobility and elevated serum muscle enzymes. Inflammation is controlled by chemical
mediators with specific roles. The extract of pineapple has bromelain, which is a proteolytic
enzyme sulfhydryl, which inhibits platelet aggregation, fibrinolytic activity, anti-inflammatory
and anti-tumor action. Objective: To analyze the effects of pineapple extract on induced
myositis in rats. Methods: This is an in vivo, experimental, case-control, randomized,
interventional, quantitative and qualitative study with 30 rats, experimental times of 7 and 14
days, and control, myositis and myositis treated groups. The animals were anesthetized,
inducing myositis in the right lower limb (MID), and was evaluated in the work: anteroposterior
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(DAP) and latero-lateral (DLL) diameters in the MID, qualitative and quantitative analysis of
the presence of inflammatory cells and fibroblasts. Results: There was progression in the
recovery process in induced myositis in rats treated with pineapple extract.

Keywords: Pineapple, Myositis and Tissue repair.

1. INTRODUCAO

A miosite constitue um grupo diverso de sindromes em que as caracteristicas sdo a
inflamacéo persistente dos musculos proximais, com significante perda da mobilidade na
regido afetada e elevacao sérica de enzimas musculares. Conforme o relatorio divulgado
pela Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) em 2014, baseado em dados de 2012, doengas
inflamatdrias sdo responsaveis por cerca de 3,46 milhdes de Obitos, a terceira maior causa
de mortes, algo que representou 10,8% do total de mortes (PANDY; COLEY;
WEDDERBURN, 2012; REGO, 2014; DIORGE et al., 2015).

A inflamacdo como principal constituinte na miosite, € definida como uma resposta do
tecido vivo vascularizado a um local de leséo, pode ser desencadeada por agentes fisicos,
uma infeccdo bacteriana, tecidos necroéticos, respostas imunes e produtos quimicos. Os
processos inflamatérios sdo necessarios para a vigilancia imunoldgica, reparacdo e
regeneracao apos a lesdo (DANKO, 2004). Sao controlados por mediadores quimicos, cada
um com seu papel especifico, os quais podem desencadear, conduzir, controlar e extinguir
a inflamacédo, atuando em estagios definidos da reacdo inflamatéria. Dentre as células
capazes de produzir e liberar diferentes mediadores quimicos no local da inflamacao estado
os macroéfagos teciduais, os mastocitos, as células endoteliais, 0s leucdcitos recrutados da
corrente sanguinea em direcdo ao sitio da inflamacdo (MENDES, 2015).

Muitas destas moléculas sdo produzidas localmente e possuem participacdo
comprovada na inflamacao dos tecidos, e sdo, portanto, alvos para a intervencao terapéutica
em uma diversidade de doencas. Porem os tratamentos medicamentosos nas inflamacdes
por vezes ndo sao satisfatorios, observadas pelas repercussdes no organismo decorrentes
desta doenca e a quantidade de seus sintomas (MEGRAJ et al., 2011).

O uso dos antinflamatdrios corticdides e imunosupressores, ainda nao proporcionam
uma eficacia total, pois causam efeitos colaterais ao organismo com seu uso prolongado.
Portanto, é fundamental identificar novos e seguros farmacos para a prevencao e tratamento
de doencas, incluindo doencas inflamatdrias. Dessa forma as plantas medicinais tém sido

uma fonte de grande variedade de compostos biologicamente ativos e pesquisas tém
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revelado que compostos extraidos de plantas apresentam diversas atividades biologicas
(TAN et al., 2009; BRITO et al., 2006).

O abacaxi faz parte da familia Bromeliaceae, de género Ananas Mill, sua composicéo
guimica varia de acordo com a época em que € produzido, mas é de grande destaque em
virtude do seu valor energético, pois possui alta composicdo de aclUcares e um alto valor
nutritivo pela presencga de sais minerais como, calcio, fosforo, magnésio, potassio, sodio,
cobre e iodo e de vitaminas C, A, B1, B2 e Niacina. A fruta € consumida in natura ou ainda
industrializada na forma de sucos, calda e enlatada. Estes processos industriais sao
responsaveis pela geracdo de residuos ricos na enzima bromelina uma mistura de enzimas
proteoliticas que transforma as matérias albuminoides em proteoses ou peptona, quando em
meio &cido, alcalino ou neutro (DA COSTA, 2014).

A bromelina principal componente do extrato ficou conhecida quimicamente desde
1875 e em 1957 foi introduzida como um composto terapéutico, suas caracteristicas
dependem da fonte que podem ser encontradas em tecidos vegetais como casca, talo, fruto
e folhas de espécies dessa. Dessa forma, bromelina compreende uma mistura de diferentes
cisteinoproteases, que apresentam sequéncia de aminoacidos similares, porém distintas na
atividade proteolitica quanto na sensibilidade de inativacdo. Foi introduzida como composto
terapéutico, com as seguintes propriedades: inibicdo da agregacao plaquetaria, atividade
fibrinolitica, acdo anti-inflamatéria, aumento da absorcdo de outras drogas, propriedades
mucoliticas, acelerador da cicatrizacdo, melhora a circulacdo e sistema cardiovascular
(BRESOLIN, 2013).

O principal mecanismo de acdo da bromelina parece estar relacionado a sua natureza
proteolitica, apesar de algumas provas sugerirem propriedades imunomoduladoras agindo
nas vias de sinalizacao intracelulares. A enzima encontrada no talo do abacaxi € sulfidrilica
e o grupo sulfidril é essencial para a atividade proteolitica, a principal vantagem do uso de
proteases do abacaxi quando comparada com proteases de outras plantas é que a enzima
nao esta presente nos primeiros estagios de desenvolvimento da fruta, o abacaxi € a Gnica
fruta que tem concentracdo de protease relativamente elevada no estagio maduro. Esta
provado que Bromelina € bem absorvido no organismo ap6s a administracdo oral e tem
poucos ou nenhum efeito colateral importante, mesmo apds o uso prolongado (FRANCA-
SANTOS et al., 2009; OMOTOYINBO et al., 2017).

Em vista disso, o presente estudo tem como objetivo avaliar os efeitos do extrato do
abacaxi, através de caracteristicas derivadas de estudos comportamentais e

histomorfolégicos apds a indugdo da miosite no gastrocnémio de ratos, uma vez que 0S
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tratamentos medicamentosos atuais, em decorréncia das grandes variacbes de
sintomatologias, ainda ndo conseguem reverter completamente o processo inflamatorio da
doenca, abrindo-se a partir dai a necessidade de novos produtos que possam agir mais

satisfatoriamente ante as miosites.

2. MATERIAIS E METODO

2.1 DESENHO DA PESQUISA

E caracterizada como um estudo in vivo, experimental, caso- controle, randomizado,
intervencionista, quantitativo e qualitativo. Procedimentos Eticos - Esta pesquisa esta de
acordo com os principios éticos de experimentacdo animal definidos pela lei n°® 11.794 de
outubro de 2008. Foi submetido & apreciac@o e se iniciou somente apos a aprovagéo pelo
Comité de Etica em Usos de Animais (CEUA) da Universidade Estadual do Piaui- UESPI,
Protocolo: 0140/2018.

2.2 ANIMAIS

O estudo foi desenvolvido no laboratério de fisiologia do Centro de Ciéncias da Saude
da Universidade Estadual do Piaui (UESPI). Participaram deste estudo 36 ratos (Rattus
norvegicus), machos, clinicamente sadios, com peso médio 250 a 300g obtidos do biotério
do Centro de Ciéncias da Saude da UESPI. Estes animais ao longo do experimento foram
alimentados com racdo para ratos Labcil® e agua ad libitum sendo mantidos no ciclo

claro/escuro de 12 horas.

2.3 PREPARO DOS ANIMAIS E INDUGCAO DA MIOSITE

Os animais foram distribuidos de forma aleatéria em trés grupos de 6 animais,
obedecendo aos tempos experimentais de 7 e 14 dias. Primeiramente, os animais foram
anestesiados com cloridrato de ketamina a 10%, administrado 0,1 ml para cada 100 gramas
de peso do animal, associado a mesma dose de cloridrato e xilazina a 2% por via

intramuscular. Depois de anestesiados, os ratos de todos os grupos foram pesados, e foi
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feita a depilagdo manual da regido dorsal do membro posterior direito do animal. Para induzir
a miosite experimentalmente, os ratos foram submetidos a injecao de 0,2ml de &cido acético
a 1% no membro posterior direito (BRITO et al.,, 2004) e receberam o tratamento
correspondente a cada grupo, denominados da seguinte forma: Grupo | - grupo Controle (C),

grupo Il - Miosite (M) e o grupo lll, Miosite tratada com o extrato (MO).

2.4 EXTRACAO DO EXTRATO DO ABACAXI DO Ananas comosus L. MERRIL

Foram coletados abacaxis no Ceapi (Central de abastecimento do Piaui), sendo
analisada as polpas, obtidos no estagio de pré-maturacao. ApGs a higienizacdo em agua
corrente, foram separados em partes, a polpa. Seguidamente cortados em cubos de
aproximadamente 1 cm3 e entdo, adicionadas as amostras fosfato 1,0 M pH 7,5, em
concentracdo de 100g de amostra/100mL de tampdo. Depois homogeneizada em um
liquidificador domeéstico, a velocidade maxima, durante 5 minutos. Posteriormente, o pH do
meio foi ajustado para 7,5 com NaOH 1 M e, em seguida, a mistura foi filtrada a vacuo para
retencdo de sélidos dispersos e fibras, sendo armazenadas em pacotes com
aproximadamente 100g cada e acondicionadas em temperatura de -5°C. Para 0s ensaios,

as amostras foram descongeladas e utilizadas no mesmo dia.

2.5 PROTOCOLO DE TRATAMENTO

O tratamento de cada animal teve inicio 24 horas apés a inducdo da miosite sendo
mantidas a cada 24 horas depois da primeira aplicacdo até o término dos tempos
experimentais estudados de 07 e 14 dias. Dar-se-4 com o0 uso do extrato do abacaxi aos
animais do grupo miosite tratada (MO) foram posicionados em decubito ventral com
imobilizagcdo manual da pata direita para aplicacao da terapéutica indicada em contato direto
com a area a ser tratada e receberam, de forma topica, 0,5 ml o extrato do abacaxi. Ao
término do protocolo diario os animais foram mantidos em gaiolas individuais sob fluxo aberto

de ar e temperatura ambiental, com ra¢gdes padronizadas e agua livre.

2.6 EUTANASIA

Os animais foram tratados com uma dose de 0,2ml/100g de cloridrato de morfina a

2% e aplicado uma sobre dose de tiopental, 60mg/Kg. Apdés a eutanasia, o musculo
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gastrocnémico do membro posterior direito de cada animal foi dissecado e fixado em formol

tamponado a 10% por 48 horas.

2.7 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Os musculos retirados foram encaminhados a analise histopatologica e preparados
pelo método da hematoxilina-eosina (H/E). Na referida analise foram observados parametros
gue serviram de comparagao entre 0s grupos para a verificagdo da eficacia do tratamento.
Analise macroscopica da miosite - A analise macroscépica da tendinite foi realizada
primeiramente: a afericdo do tamanho e dos didametros antero-posterior (DAP) e latero-lateral
(DLL) do membro inferir direito do animal com a paquimetro. No Ultimo dia de experimento
de 7 e 14 dias foi feito a afericdo do membro posterior direito novamente, e eutanasia dos
ratos a partir da analise do o diametro dos tenddes, em seu terco médio, com paquimetro
posicionado médio- lateralmente, fazendo as medidas de acordo com o0s tempos

experimentais estudados e posteriormente a analise estatistica.

2.8 ANALISE HISTOLOGICA E HISTOMORFOMETRICA

Para contagem do numero de células inflamatérias foi utilizado o programa de
computador Image J®, na sua fungao “cell conter”’. A avaliagdo qualitativa foi baseada nos
estudos dos cortes histoldégicos com relacéo a presenca de células inflamatéria e fibroblastos
em relacdo ao tempo experimental. Esta foi realizada com o auxilio de microscopio éptico
(Olimpus, 2000) acoplado a um sistema de camera digital. Para tanto, foram obtidas imagens
de trés regides das lesbes cirurgicas (margem direita, regido central e margem esquerda) de

cada animal, na objetiva de 40X, utilizando o programa LeicaQwin.

2.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados foram realizados de maneira descritiva, através do teste ANOVA
para comparacdo entre grupos. O intervalo de confianca foi entre 95% e o nivel de
significancia, ou seja, a probabilidade de erros na analise p< 0,05. Os resultados foram
guantificados e expressos através de graficos feitos no software estatisticos GraphPad Prism
5.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados qualitativos demostraram que o extrato do abacaxi no processo
inflamatério, no tempo experimental de sete dias, o grupo MO apresentou uma menor
guantidade de tecido de granulagéo, presenca de fibroblastos e uma melhor organizacao
das fibras colagenas, quando comparados aos animais do grupo M caracterizando,
portanto, a fase de proliferacdo no processo de cicatrizagéao.

Aos 14 dias como podemos observar na figura 1, o processo inflamatério nos animais
do grupo M reduziu e o numero de fibroblastos aumentou, porém ainda apresentava
tecido de granulacdo. Os animais do grupo MO, apresentaram auséncia de células
inflamatorias, fibroblastos maduros, e uma modelacdo das fibras colagenas, quando
comparados com os animais do grupo M, evidenciando a fase de remodelagéo do
processo de cicatrizagdo normal do tecido (Figura 1).

Figura 1: Aspectos qualitativos do processo inflamatério no processo de cicatrizagdo da
miosite o0 extrato do abacaxi (Ananas comosus) no tempo experimental de 14 dias.

O célculo da média do didametro do tenddo apresentou resultado significativo no
periodo de sete e quatorze dias, ou seja, houve melhora na regressao do edema. Podemos
analisar que no dia 1 o didmetro entre os grupos mostrou-se sem grande diferenca
estatistica, porém nos dias de 7 e 14 dias de experimento dos grupos M e MO comparado
com o grupo C houve uma disparidade significativa, ocorrendo assim uma melhor reducao

do edema nos grupos MO e M (Tabela 1).
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Tabela 1. Média da area do membro posterior direito dos ratos submetidos a miosite.
Area média do membro posterior direito

GRUPOS Dia 1 Dia 7 Dia 14
Controle 46,9 38,7 24.8
Miosite 44,3 22,4 13,6
Miosite tratada 47,2 19,9 11,4

Grupos controle (C), miosite (M) e miosite tratada (MO), em tempos experimentais de 7 e 14 dias. Unidade de medida utilizada: mm.

Com relacédo a analise quantitativa, o numero de células inflamatérias, observou-
se diferenca significativa entre os grupos controle C e grupo MO comparado com o Grupo M
com p<0,001 no tempo experimental de sete dias o que permite afirmar a presenca do
processo inflamatério. Os animais do grupo M no tempo experimental de 14 dias comparados
aos do grupo M, apresentaram diferenca estatisticamente significativa com p<0,05 havendo,
portanto, uma reduc@o do processo inflamatério. Quando se relacionam os nuameros de
fibroblastos presentes nos grupos C, grupo M com MO aos sete dias, ha diferenca estatistica
significativa p<0,001. No tempo experimental de 14 dias os mesmos grupos verificam-se uma
diferenca significativa (p<0,001), ou seja, uma maior presenca de fibroblastos,

caracterizando a fase de proliferacéo do processo de cicatrizagdo normal tecidual.
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Figura 3. Numero de células inflamatdrias (20.000und/um2) nos grupos estudados em
tempos experimentais de 7 e 14 dias tratados com o extrato do abacaxi.

Biodiversidade e Biotecnologia no Brasil 2




p<0,001

0y
o

2

o

)

%
3
N
3
X
X
S
R

ooy

R
AN
%
'S
&3
N

s
O
\\k

“
VNS

N

> §§§
RN

100 A
o
é 804
§ o p<0,001
z .
Z 40
> i 353595
=
-]
I
=
=

e

5
3
&3
83
03

!
"
AR
Q0000

%3

&

%2

3

2

S
S

,,,,,,,,,,,

1
Grupos experimentais

C 7 Dias == M7DIAS B3 MO 7Dias
C 14 Dias M 14 Dias MO 14 Dias

Figura 4. Namero de fibroblastos (20.000und/um?2) nos grupos estudados em tempos
experimentais de 7 e 14 dias tratados com o extrato do abacaxi.

As miosites, caracterizadas pelo processo inflamatério muscular e limitacéo funcional
do membro acometido, possuem um ciclo de pouca inflamacdo, pouca restricdo nas
atividades de vida diaria, porém complicacdes secundarias a miosite, podem levar a 6bito
como a pneumonia, devido ao enfraquecimento muscular provocado pelo desuso em
decorréncia do processo inflamatério limitante. Dessa forma a cicatrizacdo dessa patologia
€ de suma importancia (BARCA et al., 2012).

A inflamacgéo trata-se de um processo de mecanismo de defesa, e a reparagéo pode
causar cicatrizes e comorbidades que afetam a fisiologia e estética dos tecidos, como
musculos e articulacdes. Nesse processo de defesa hd uma distribuicdo variavel de
exsudados inflamatoérios que altera a funcionalidade do fasciculo muscular, impedindo a
adequada nutricdo muscular e a sua continuidade podendo levar até a necrose do local
afetado (DE OLIVEIRA; PINHEIRO, 2013). Estes dados corroboram com os resultados
encontrados quando observadas ao microscépio, 0s grupos induzidos por acido acético,
apresentaram edema, inflamacdo, acumulo de células inflamatérias linfociticas. Esse
processo inflamatorio passa por varias etapas, varias células com suas formas e funcdes
especificas agem de modo a defender e equilibrar o organismo de ataques de agentes
patdgenos, essas células sdo os fibroblastos, eosindfilos, macrofagos, neutréfilos, entre
outras (DELLU FRANCO et al., 2017).
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O primeiro evento dessa cascata € o deslocamento de células a regido agredida como
os leucdcitos que iram fagocitar ou produzir substancias nocivas aos antigenos e tecidos
necréticos (COELHO; REZENDE; TENORIO,1999). Os neutrofilos, linfocitos e eosinofilos
chegam ao processo inflamatorio através da corrente sanguinea e tem como funcéo também
proteger o organismo de agentes invasores apos o0s primeiros dias da lesdo, porém com o
passar dos dias esse numero de células vai sendo substituido por fibroblastos e tramas de
elastina e colageno (MUQARRABUN et al., 2014). Estas células foram objetos de estudo
para mensurar o processo de inflamacao induzido em ratos.

Na andlise qualitativa e quantitativa nos mostrou que nos grupos de 7 dias de
tratamento, houve uma reducdo do niumero da quantidade de tecido de granulacéo, presenca
de fibroblastos e uma organizacao das fibras colagenas, quando comparadas aos grupos C
e M. No tempo experimental de 14 dias o grupo MO apresentou auséncia de células
inflamatorias, fibroblastos maduros, e uma trama de coladgeno ja desenvolvida, em
comparacao ao grupo M que ainda possuia células de defesa e poucos fibroblastos.
Portanto, evidencia-se conforme o estudo que tanto o grupo de 7 quanto o de 14 dias houve
diferenca significativa entre os grupos tratados e nao tratado com o extrato.

Juntamente com a locomocédo das células, ocorre a contracdo arteriolar transitéria
estimula a liberacao de mediadores quimicos, como prostaglandinas que da inicio a dilatacéo
subsequente das arteriolas e levam a hiperemia ativa, outros mediadores também atuam
como a histamina e bradicinina, levam ao aumento das vénulas com a consequente
exsudacdo de um liquido plasmético rico em proteinas, comumente chamada de edema
(COELHO; REZENDE; TENORIO,1999). Ao avaliar o membro posterior direito dos animais
macroscopicamente, observou-se uma evolucdo do processo com reducdo da area do
membro posterior direito de forma acentuada no grupo tratado, ou seja, mostrou que o extrato
foi eficaz na reducdo do edema, pois esse é considerada um indicativo do potencial de
cicatrizacdo, ou seja, quanto melhor a cicatrizacdo maior é a percentagem da diminuicao.

Segundo estudos o edema pode manter-se e se prolongar por varios dias em
situacbes em que a lesao foi mais grave pois nelas ocasionam destruicdo de capilares,
vénulas e arteriolas. Nesses casos 0 edema dura o tempo necessario para o trombosamento
ou o repara das paredes vasculares (DURVAL; LIGIA, 2001). Na nossa pesquisa o tempo de
inflamacgéo néo foi prolongado, dessa forma a lesdo muscular induzida no estudo nao foi
agressiva ao ponto de danificar nenhum tecido vascular e durou poucos dias.

Em estudos recentes foi comprovado que a enzima bromelina encontrada no extrato,

obteve resultados mais evidentes em doencas que envolvem reparacéo tecidual (ABILIO et
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al., 2009; COELHO et al., 2011). Nesse contexto no estudo proposto evidenciou-se que 0
extrato do abacaxi foi responsével pela acdo anti-inflamatoria tendo, portanto, capacidade
de substituir farmacos anti-inflamatorios que exercem iniUmeros efeitos colaterais que podem
restringir seu uso, além de ser uma planta nativa e de facil acesso e producdo em nosso

pais.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que a aplicacdo do extrato do abacaxi em musculatura acometida por
miosite foi satisfatdria no processo inflamatorio, melhorando a funcdo do membro acometido.
Houve uma reducao do numero de células inflamatérias no tempo de 7 dias e um aumento
do numero de fibroblastos e uma maior deposi¢éo e organizacao das fibras colagenas nos
animais do grupo tratado com o 6leo no tempo experimental de 14 dias.

Pode-se inferir do texto indicios da possibilidade terapéutica utilizando-se do extrato
desta fruta, necessitando para tanto de novos e mais abrangentes estudos para confirmacao

destes achados em outros modelos experimentais.
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RESUMO

A tendinite ocorre nas estruturas periarticulares, caracterizada pela inflamacao do tecido
conjuntivo, ocorrendo em qualquer tenddo do corpo a partir de uma lesédo. Espécies do
género Annonaceae possuem atividade antinociceptiva e antioxidante, e também sobre o
sistema nervoso central em roedores. Este estudo analisou os efeitos do 6leo da semente
da Anonna muricata em tendinite induzida em ratos. Estudo in vivo, experimental, caso-
controle, randomizado, intervencionista, qualitativo e quantitativo com 30 ratos, distribuicdo
aleatdria em trés grupos de cinco animais nos tempos experimentais de 7 e 14 dias: Controle,
Tendinite e Tendinite tratada com o 6leo. A tendinite foi induzida por tenotomia do membro
inferior direito e foi avaliado no trabalho: didmetro do tendao e analise histomorfométrica. A
terapia com 6leo apresentou efeito anti-inflamatério na fase aguda do processo inflamatorio
com reducdo significativa de neutrofilos (p<0,001), aumento de fibroblastos (responséavel por
produzir colageno e matriz extracelular durante o processo de reparacdo tecidual) com
p<0,05, além de redugéo do edema no grupo tratado e presenca de tecido de granulagéo em
amadurecimento e vasos neoformados, mais organizados. Houve regressao significativa da
tendinite induzida em ratos tratados com éleo da semente da Annona muricata.
Palavras-chave: Annona muricata, Fitoterapia e Tendinite.

ABSTRACT

Tendinitis occurs in the periarticular structures, characterized by inflammation of the
connective tissue, occurring in any tendon of the body from an injury. Species of the genus
Annonaceae possess antinociceptive and antioxidant activity, and also on the central nervous
system in rodents. Analysis of the effects of Anonna muricata seed oil on induced tendinitis
in rats. In vivo, experimental, case-control, randomized, interventionist, qualitative and
guantitative study with 30 rats, random distribution in three groups of five animals in the
experimental times of 7 and 14 days: Control, Tendinitis and Tendinitis treated with oil.
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Tendinitis was induced by tenotomy of the right lower limb and was evaluated at work: tendon
diameter and histomorphometric analysis. Oil therapy had an anti-inflammatory effect in the
acute phase of the inflammatory process with significant reduction in neutrophils (p <0.001),
increased fibroblasts (responsible for producing collagen and extracellular matrix during the
tissue repair process) with p <0.05 , in addition to reducing edema in the treated group and
the presence of maturing granulation tissue and more organized new vessels. There was a
significant regression of tendonitis induced in rats treated with Annona muricata seed oil.
Keywords: Annona muricata, Phytotherapy and Tendinopathy

1. INTRODUCAO

De acordo com a Sociedade Brasileira de Artroscopia e Traumatologia do Esporte —
SBRATE (2018), os tendbes exercem importante funcdo nos movimentos, sdo estruturas
complexas formadas de células inseridas em uma matriz de proteinas e de fibras de colageno
na sua composicao basica. E inviavel que ocorra movimento sem a participacdo dos tenddes
na transmissao de forcas geradas pelos muasculos.

A tendinite é um reumatismo que ocorre nas estruturas periarticulares, caracterizada
pela inflamacao do tecido conjuntivo, podendo ocorrer em qualquer tenddo do corpo a partir
de uma lesédo (WU et al., 2016).

Predominantemente encontrada em atletas e pessoas de meia idade, prevalente
também nas academias gerando dor e limitagdo do movimento, e ocorre com maior
frequéncia quando ha o uso de cargas maximas para determinado exercicio, treinamento
excessivo, incorreto e/ ou sem nenhuma orientacdo especifica, além de equipamentos
ergonomicamente mal projetados (MOREIRA; BOERY; BOERY, 2010).

As condig8es para a tendinite incluem atividades fisicas extenuantes, envelhecimento,
diabetes, obesidade, hipertensao, entre outros. Seu quadro clinico agudo caracteristico € de
dor, calor, sensibilidade, tumefacgéo e crepitagdo (MULLER, 2015).

Quando o tendao € exposto a uma sobrecarga ele perde a sua capacidade reparadora
fundamental podendo induzir a microtraumas cumulativos que levam a atenuacao das
ligacbes do colageno, a matriz ndo coldgena e os elementos vasculares do tendédo. O
desempenho do ciclo inflamatério, as alteracdes histopatoldgicas e a patogénese da leséo
recorrente do tenddo néo estdo completamente compreendidos (NUNES DA SILVA et al.,
2010).
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Atualmente, encontra-se facilmente em jornais, revistas e também em publicacdes da
area da saude uma variada gama de artigos sobre plantas medicinais, que estdo sendo
utilizadas, cada vez mais, com respaldo cientifico (MILLER et al., 2012).

A grande parte dos principios ativos de importancia farmacoldgica encontrada nos
extratos vegetais, de modo geral, € oriunda de uma variedade de metabdlitos secundarios
gue possuem uma constituicdo complexa, alcancando alvos terapéuticos nas doencas
humanas e que sao produzidos para modular seus proprios metabolismos (CHATROU et al.,
2012).

A familia Annonaceae compreende um grande numero de géneros e espécies, cuja
maioria é nativa das regides tropicais. No Brasil foram registrados 29 géneros,
compreendendo aproximadamente 392 espécies. A maioria das espécies dessa familia séo
frutiferas e encontradas com frequéncia em regibes de clima subtropical e tropical
(FERREIRA; PINTO, 2010).

Muitas espécies desse género possuem atividade farmacoldgica, tais como atividade
antinociceptiva e antioxidante, e também atividade sobre o sistema nervoso central em
roedores. Tradicionalmente, as folhas sdo usadas para cefaleias, insbnia, cistite, problemas
de figado, diabetes, hipertenséo, e como anti-inflamatérias (BAHMANI et al, 2014).

No entanto, € um exemplo que caracteriza a escassez de conhecimentos cientificos
acerca do seu potencial terapéutico. Poucos trabalhos s&o encontrados na literatura
disponivel e nem todos trazem as informacdes completas, o que justifica o objetivo do artigo
em questdo: analisar os efeitos do 6leo da semente da Annona muricata em tendinite
induzida em ratos, por meio da avaliacdo qualitativa e quantitativa do processo inflamatério

e mensuracao do edema utilizando-se o paquimetro.

2. MATERIAIS E METODO

2.1 DESENHO DA PESQUISA

Esta pesquisa é caracterizada como um estudo in vivo, experimental, caso- controle,

randomizado, intervencionista, quantitativo e qualitativo.
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2.2 PROCEDIMENTOS ETICOS

Esta pesquisa esta de acordo com os principios éticos de experimentacdo animal
definidos pela lei n° 11.794 de outubro de 2008. Foi submetido a apreciacdo e iniciado
somente apds a aprovacdo pelo Comité de Etica em Usos de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual do Piaui-UESPI sob o protocolo 0141/2018.

2.3 ANIMAIS

O estudo foi desenvolvido no laboratério de fisiologia do Centro de Ciéncias da Saude
da Universidade Estadual do Piaui (UESPI). Participaram deste estudo 30 ratos (Rattus
norvegicus), machos, clinicamente sadios, com peso médio de 250 a 300g, obtidos do
biotério do Centro de Ciéncias da Saude da UESPI. Esses animais, ao longo do experimento,
foram alimentados com ragdo para ratos Labcil® e agua ad libitum, sendo mantidos no ciclo
claro/escuro de 12 horas. Todo o protocolo contido no Comité de Etica em Experimentacio

Animal foi cumprido, garantindo o bem-estar dos animais utilizados.
2.4 EUTANASIA

Os animais de todos os grupos foram tratados com uma dose de 0,2mL/100g de
cloridrato de morfina a 2% e aplicado uma sobredose de tiopental, 60mg/kg. Apds a
eutanasia dos animais, foi retirada a peca anatdmica de interesse (tendao), com ajuda de
um bisturi estéril, utilizando uma margem de 1cm ao redor da lesdo e cerca de 3mm de
profundidade, suficientes para retirada do tecido na dimensao da area lesada. Foram fixados
em formol a 10% e encaminhados para os procedimentos histolégicos de rotina, para

coloracdes especificadas.
2.5 PREPARO DOS ANIMAIS E INDUCAO DA TENDINITE

Foram divididos trés grupos de cinco ratos, distribuidos aleatoriamente, obedecendo
aos tempos experimentais de sete (7) e quatorze (14) dias. O primeiro grupo foi o grupo
controle (C) e ndo apresentou tendinite (sadio). No segundo grupo (T) foi induzida a tendinite
no tendao do calcaneo direito e ndo recebeu tratamento. O terceiro grupo (TO) apresentou

tendinite induzida e recebeu tratamento com o 6leo da semente da Annona muricata.
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Primeiramente, os animais foram anestesiados com ketamina (100 mg/kg) e xilazina
(20 mg/kg) e, posteriormente, submetidos a inducdo da tendinite. Para induzir
experimentalmente a tendinite, foi realizada a secc¢éo parcial no tendéo do calcaneo direito
dos ratos. A tenotomia foi realizada no primeiro dia e foram sacrificados com dose excessiva

de anestésico (tiopental), sete (7) e quatorze (14) dias apos a inducéo da tendinite.

2.6 EXTRACAO DO OLEO DA SEMENTE DA Annona muricata

Foram compradas 6kg da fruta em um supermercado e retiradas as sementes
integras, em seguida, colocadas para secar por duas semanas, a temperatura ambiente.
ApGs esse procedimento, foram colocadas em estufa de secagem para a retirada da umidade
em temperatura de 45 a 50°C, por 24 horas.

Posteriormente, as sementes foram submetidas ao processo de moagem, em
liquidificador industrial (METVISA-26FEV14). Apds a moagem, foi obtido um pé de coloracéo
marrom, ao qual foi adicionado Alcool Etilico Absoluto para extracio do 6leo. A mistura obtida
foi agitada manualmente por cinco minutos, a cada duas horas, durante 12 horas e filtrada
em funil de vidro simples e algodao por trés vezes consecutivas. O extrato etandlico foi
concentrado em evaporador rotativo (IKA RV-10) sob pressao reduzida e temperatura
controlada (50 °C - 55 °C) (E).

O material resultante ficou conservado em geladeira durante todo o desenvolvimento.
O produto obtido depois da concentracdo se apresentou em forma de pasta, sendo desta
retiradas as amostras para os testes farmacoldgicos. Para uso topico foi retirado 1g de
extrato bruto de Annona muricata, diluida em 100mL de solucdo salina, resultando em

concentracao final de 10mg/mL.

2.7 PROTOCOLO DE TRATAMENTO

O tratamento iniciou 24 horas ap0s a inducdo da tendinite. Os animais do grupo
tendinite tratada com o 6leo (TO) foram posicionados em decubito ventral com imobilizacédo
manual da pata direita para aplicacdo da terapéutica indicada em contato direto com a area
a ser tratada e receberam, de forma topica, 0,5 mL do 6leo.

Ao término do protocolo diario, os animais eram mantidos em gaiolas sob fluxo aberto

de ar e temperatura ambiente, com racdes padronizadas e agua livre.
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2.8 ANALISE MACROSCOPICA DA TENDINITE

A andlise macroscopica da tendinite foi realizada a partir da verificagdo do edema,
medindo o didmetro dos tenddes em seu terco médio, com paquimetro posicionado médio
lateralmente do membro posterior direito, fazendo as medidas no primeiro e no ultimo dia de
acordo com o0s tempos experimentais estudados (7 e 14 dias) e posteriormente a anélise
estatistica.

2.9 ANALISE HISTOLOGICA E HISTOMORFOMETRICA

Os tenddes foram seccionados longitudinalmente, desidratados em solucgdes
crescentes de alcool e diafanizados em xilol; em seguida, incluidos em parafina. Foram
obtidos em micrétomo American Optical quatro cortes semisseriados com 5um de espessura,
sendo dois corados com hematoxilina-eosina (HE), e dois pelo Tricrdmico de Masson (TM),
o qual permitiu visualizar as fibras coldgenas. O material foi examinado com um microscopio
optico Olympus 2000, equipado com camera digital e acoplado a um microcomputador. Foi
realizada uma avaliacdo histomorfométrica nas laminas coradas com o tricrbmico de
Masson, quantificando o nimero de neutrdfilos e fibroblastos. As imagens digitalizadas foram
avaliadas com auxilio do programa de analise computacional de imagens Image-J® (Versao
1,32 para Windows) de dominio publico, para contagem do numero de células inflamatorias
na funcado “cell conter”. Para tanto, foram obtidas imagens de trés regides das lesdes
cirirgicas (margem direita, regido central e margem esquerda) de cada animal, na objetiva

de 40X, utilizando o programa LeicaQwin.

2.10 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados coletados foi realizada de maneira descritiva, por meio
do teste ANOVA, para comparacédo entre grupos. O intervalo de confianca foi de 95% e o
nivel de significancia, ou seja, a probabilidade de erros na analise p< 0,05. Os resultados
foram quantificados e expressos através de graficos feitos no software estatisticos GraphPad
Prism 5.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados desta pesquisa mostraram que a terapia com 6leo da Annona muricata
apresenta efeito anti-inflamatorio significativo na fase aguda do processo inflamatorio, no que
diz respeito a variagdo de neutrofilos e fibroblastos (Figuras 1 e 2), analise histolégica
gualitativa (Figuras 3A e 3B) e avaliacdo do edema (Quadro 1) tratado por um periodo de
sete e quatorze dias.

A analise da figura 1 revela significativa variacdo do nimero de neutrofilos (p<0,001),
comparando-se o grupo controle (C) com o grupo em que foi induzida a tendinite (T), tanto
em sete como em quatorze dias. Essa variacdo, como mostrado na figura, revela que o grupo
em que foi induzida a tendinite apresentou aumento significativo do namero de células
inflamatérias, ou seja, do processo inflamatorio.

Também foi considerada estatisticamente significativa comparando-se o grupo
controle (C) com o grupo tratado com o 6leo (TO) apds sete e quatorze dias; contudo, neste
altimo, a variagcdo mostrou-se mais significativa (p<0,001) do que aos sete dias. Com isso,
observa-se que o grupo que foi tratado com o 6leo por 14 dias apresentou maior diminui¢ao
do ndmero de células inflamatérias.

Quanto ao numero de fibroblastos (Figura 2), os resultados também foram
significativos, apresentando p<0,05 comparando-se 0 grupo que apresentou tendinite (T)
com o grupo tratado com o 6leo (TO) em sete e em quatorze dias. Tal resultado significa,
como mostrado na figura, que houve aumento significativo deste tipo de célula, responséavel
por produzir colageno e matriz extracelular durante o processo de reparacgéao tecidual.

Quanto a andlise histoldgica qualitativa (Figuras 3A e 3B), houve melhora significativa
no grupo tratado com o 6leo (TO) aos quatorze dias de tratamento, evidenciando presenca
de tecido de granulacdo em amadurecimento e vasos neoformados, mais organizados e
proliferacdo de fibroblastos com deposicdo de matriz extracelular (ME). Este resultado

evidencia maior efetividade do 6leo quando o tempo de tratamento € maior.
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Figura 1. Grafico comparativo da variagao (A) do numero de neutréfilos apos sete e
guatorze dias de tratamento.
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Figura 2. Grafico comparativo da variagéo (A) do numero de fibroblastos apés sete e
guatorze dias de tratamento.
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Figura 3. A) Grupo tratado com o 6leo (TO) por 7 dias; B) Grupo tratado com o 6leo (TO)
por 14 dias

A terapia com o 6leo Annona muricata também apresentou resultado significativo no
periodo de sete e quatorze dias no que diz respeito ao edema. Aos 14 dias de tratamento,
observou-se maior reducao do diametro do membro direito no grupo tratado com o 6leo (TO)

gue em 7 dias e também se comparado aos grupos T (tendinite) e C (controle).

Quadro 1. Tabela comparativa do diametro dos tenddes (em milimetros) apds sete e
guatorze dias de tratamento.

Grupos Dia 1l Dia7 Dia 14
Controle 36 36 32
Tendinite 62 58 55

Oleo 59 48 41

Os resultados obtidos demonstraram que a utilizacdo do 6leo da semente da Annona
muricata em ratos, aplicado de forma tdpica, no tratamento da tendinite por um periodo de
sete e quatorze dias produz reducao significativa do processo inflamatério.

Ainflamacéo é uma resposta a um microrganismo invasor, substancia quimica, reacédo
imune ou a uma necrose; e pode ser tanto benéfica quanto maléfica para o organismo. Pode
ser classificada em aguda e crbnica, neste trabalho foi considerada a inflamacgéo aguda

(SERRA; CAMPOS, 2010).
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A inflamacédo aguda é um processo natural do organismo que visa recupera-lo por
meio de mecanismos de fagocitose e mediadores quimicos. Sua duragdo é curta e envolve
a liberacao de exsudato. Os cinco sinais mais comuns da inflamagé&o séo: dor, calor, rubor,
edema e perda de funcdo (BERTOLINI et al., 2012).

Muitos mediadores quimicos estdo envolvidos no processo inflamatoério na inflamacéo
aguda, uma das primeiras células a participar desse processo € o leucdcito (mais
especificamente do tipo neutréfilo) (MULLER, 2015). Isso justifica seu aumento significativo
no grupo que foi induzida a tendinite.

Durante o periodo da inflamacao aguda, ocorre inicialmente uma resposta vascular,
com producdo de vasoconstricdo pela acdo da noradrenalina e contracdo do endotélio,
seguida de vasodilatacdo, e as células inflamatdrias (leucécitos e neutréfilos) sdo atraidos
para a area da lesdo. Nesse momento, os macréfagos removem os restos celulares e
componentes extracelulares alterados, e os fibroblastos iniciam a sintese de colageno
(VIEIRA et al., 2008) evidenciando, portanto, o porqué do aumento significativo de
fibroblastos em 7 e 14 dias de tratamento.

Durante o processo inflamatorio ocorre também sobrecarga na reabsorcao do liquido
tecidual e, com isso, formacdo do edema. Os capilares normais e as vénulas de menor
calibre, permitem passar livremente através de suas paredes agua, sais, aminoacidos,
glicose e outras pequenas moléculas. Os segmentos mais proximos as arteriolas formam
liquido tecidual e os que estdo em continuidade com as vénulas reabsorvem; os principais
fatores envolvidos na formacao e reabsorcédo do liquido tecidual séo as pressées osmébtica e
hidrostatica (NUNES DA SILVA et al., 2010).

Na inflamacgéo a pressao hidrostatica aumenta e a osmotica tende a diminuir, devido
a saida de proteinas para o espaco intersticial. Revertido ou minimizado o processo
inflamatorio, ocorre retorno das pressées e consequente reducdo do edema, como ocorreu
no presente estudo tanto no grupo tratado com o 6leo (TO) em 7 dias como em 14 dias.

Por fim, buscou-se na literatura artigos que demonstrassem outros efeitos
encontrados pela Annona muricata e encontrou-se que 0s extratos de graviola (sejam da
polpa, da semente ou da folha), apresentam papel importante na area medicinal sendo,
entdo, usados como antiviral, antiparasita, adstringente, antirreumatico, antileishimania
(LIAW et al., 2002) e, corroborando com o evidenciado no presente estudo apresenta efeitos
benéficos na reducdo do processo inflamatdrio da tendinite.
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4. CONCLUSAO

A pesquisa revelou que os animais tratados com 6leo (O) por 14 dias, apresentaram
maior acao anti-inflamatoria, quando comparados ao grupo controle (C7 e C14) e ao grupo
oleo (O7). A analise histologica e histomorfométrica demonstraram qualitativa e
guantitativamente aumento no nimero de fibroblastos e das fibras colagenas, aos 14 dias,
para o grupo 6leo (O), quando relacionadas com as dos grupos controle e dleo (7 dias); além
disso, houve reducéo significativa do edema para o grupo tratado com 6leo, seja no periodo
de sete dias, seja no periodo de quatorze dias, evidenciando, portanto, efetividade no

tratamento da tendinite.
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RESUMO

A genotoxicidade ao material genético pode induzir alteracdes ao DNA de organismo a elas
expostos. Essas alteracdes sdo responsaveis pelo desenvolvimento de diversos efeitos
nocivos a saude, principalmente a incidéncia de neoplasias. Varios tipos de agentes quimicos
- como medicamentos, inseticidas, fungicidas, herbicidas, fertilizantes e outros produtos tém
contribuido para que sejam um dos principais problemas de saude publica. Biomarcadores
citogenéticos tém sido aplicados, na vigilancia da exposi¢cdo humana, além dos efeitos
iniciais de carcindégenos genotoxicos. Esse capitulo discute indicadores bioldgicos que
avaliam lesao primaria no DNA, genotoxicidade e mutagenicidade. Esses bioindicadores tém
como objetivo detectar agentes mutagénicos e carcinogénicos, além de elucidar mecanismos
de como ocorrem a formagao de lesées no material genético e a origem de mutagdes. Desta
maneira, contribuem para revelar os riscos que determinado composto poderia trazer a
saude humana.

Palavras-chaves: Biomarcadores  citotoxicos, Biomarcadores  toxicogenéticos,
Genotoxicidade e Mutagenicidade.

ABSTRACT

Genotoxicity to genetic material can induce changes to the DNA of the organism exposed to
them. These changes are responsible for the development of several harmful effects to
health, mainly the incidence of cancers. Various types of chemicals - such as drugs,
insecticides, fungicides, herbicides, fertilizers and other products have contributed to make it
a major public health problems. Cytogenetic biomarkers have been applied to monitor human
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exposure, in addition to the initial effects of genotoxic carcinogens. Cytogenetic biomarkers
have been applied to monitor human exposure, in addition to the initial effects of genotoxic
carcinogens. This chapter discusses biological indicators that assess primary DNA damage,
genotoxicity and mutagenicity. These bioindicators aim to detect mutagenic and carcinogenic
agents, in addition to elucidating mechanisms of how the formation of lesions in the genetic
material and the origin of mutations occur. In this way, they contribute to reveal the risks that
a certain compound could bring to human health.

Keywords: Cytotoxic biomarkers, Toxicogenetic biomarkers, Genotoxicity and Mutagenicity.

1. INTRODUCAO

As mutacdes sdo modificacdes ocorridas na molécula do DNA durante o processo da
divisdo celular. Além de um processo necessario para a evolucdo e variabilidade das
espécies, as mutacdes ocorrem em todos 0s seres vivos, do mais simples ao mais complexo.
Nesse contexto, agentes mutagénicos sao 0S responsaveis por provocar alteracbes na
sequéncia de bases da molécula do DNA acelerando o aparecimento de mutacdes
responsaveis pelo processo da carcinogénese.

Curiosamente, muitos danos ao DNA relacionados a inflamacdo sédo responsaveis
pelo aparecimento do cancer (MURATA, 2018), constantes alteracdes nas proteinas
antioxidantes da célula podem desencadear estresse oxidativo e contribuir para um ciclo
vicioso de estresse celular, o que leva ao desenvolvimento do cancer (OLIVEIRA FILHO et
al., 2020a). Diversos agentes estressores da célula, como 0s eventos epigenéticos,
provocados pela metilacdo ao DNA, sdo responsaveis por desencadear patogénese.

Diversos sdo os fatores estressantes da célula, fatores endégenos como idade, sexo
e carga genética, além dos exdgenos como exercicios fisicos exagerados e poluicdo acabam
determinando um nivel de severidade ao estresse celular e respostas do sistema bioldgico
de defesa. Um exemplo é o exercicio fisico exagerado, pois este aumenta 0 consumo
drastico de oxigénio o que promove o aumento de radicais livres e espécies reativas de
oxigénio (EROs) contribuindo para o aumento de danos celulares (OLIVEIRA FILHO et al.,
2020b). Uma sugestado das principais fontes, em potencial, de exposicdo aos agentes

estressantes ou mutagénicos estao descritos na tabela 1.
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Tabela 1. Principais fontes de exposi¢cdo humana a agentes mutagénicos.

Tipos de Fatores Exemplos

Efluentes industriais

Gases emitidos pelos motores de
veiculos

Ambiental (Poluicdo . :
( ¢do) Defensivos usados na agricultura

Gases liberados a partir da incineragéao
do lixo

Produtos petroquimicos

Ocupacional . :
Producéo de energia nuclear

Mutagenos gerados durante o cozimento
de alimentos (hidrogenacéo de

Nutricionais gorduras)

Mutagenos gerados no processo de
preservacao dos alimentos (defumacao)

Infec¢des provocadas por virus e

Biol6gi &
0l0gICoS bactérias

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 BIOMARCADORES CITOTOXICOS E TOXICOGENETICOS PARA O
MONITORAMENTO DA SAUDE HUMANA

Varias respostas celulares funcionam como biomarcadores de estresse, prevé-los ou
monitora-los constitui uma importante premissa para a saude humana. Biomarcadores
citogenéticos tém sido aplicados, ha muito tempo, na vigilancia da exposi¢cdo genotoxica
humana, além dos efeitos iniciais de carcinbgenos genotéxicos. A genotoxicidade ao material
genético pode ser induzida por agentes quimicos e/ou fisicos que interagem ao DNA, além
de outros caminhos celulares, podendo gerar adutos, quebras de fitas simples e duplas,
mutacdes pontuais e alteracbes estruturais aos cromossomos, bem como numéricas
(GUNASEKARANA; CHAND, 2015). Cabe evidenciar que essas altera¢cdes podem propiciar

o desenvolvimento do cancer, contribuindo para alterac6es hereditarias, prejudicando a
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saude e bem-estar do individuo. As agressdes geradas ao material genético podem ser
detectadas com a aplicacdo de biomarcadores citogenéticos e/ou moleculares.

InvestigacBes para a deteccdo de danos ao material genético, comumente, séo
realizadas com aplicacdo de varios testes nado clinicos, tanto em estudos in vitro quanto em
estudos in vivo, a exemplo do teste cometa, teste de micronucleos, teste de micronicleos
com blogueio de citocinese, Allium cepa e teste com Saccharomyces cerevisiae (KANG et
al., 2013; GUNASEKARANA; CHAND, 2015; MORAES et al., 2019). Na avaliacédo da
citotoxicidade, o ensaio com o microcrustaceo Artemia salina permite conquistar respostas
para a deteccdo de estresses celulares em populagdes humanas, muito embora o
invertebrado A. salina seja restrito a um ambiente Unico, mas permite analisar processos de
interesse biologico geral (GAJARDO; BEARDMORE, 2012). Cistos de Artemia salina
apresentam baixo custo e séo facilmente encontrados no comércio, além de permanecerem
viaveis por anos no estado seco. Essas vantagens contribuiram para a popularizacao desse
bioensaio, especialmente a partir da década de 90 (OLIVEIRA FILHO et al., 2020b).

Plantas superiores sao reconhecidas como excelentes modelos para estudos de
monitoramento ambiental, investigacao da atividade bioldgica de metabdlitos secundarios e
demais agentes biolégicos indutores de danos ao material genético (GOMEZ-ARROYO et
al., 2018). O ensaio com Allium cepa vem sendo utilizado na avaliacdo de danos ao DNA e
€ capaz de avaliar diferentes alteracdes ocorridas ao material genético com base em
marcadores macroscopicos e microscopicos, como a investigacao da toxicidade pela inibicéo
do crescimento dos meristemas das raizes desse organismo, das alteracdes
cromossémicas, que sao identificadas como consequéncias de danos genotoxicos
(DORNELLES et al., 2017). Além disso, o teste A. cepa detecta efeitos toxicos, citotdxicos,
por meio da investigacdo das alterac6es no indice mitético e mutagenicidade, pela formacéo
de microndcleos (DE LIMA et al., 2019). Cabe também destacar que o ensaio com o
organismo A. cepa apresenta reconhecida correlacdo envolvendo resultados em outros
sistemas teste, que utilizam células procariotas e eucariotas (FISKESJO, 1985; YILDIZ et al.,
2009). A genotoxicidade de efluentes com residuos de industrias farmacéuticas vem sendo
investigada com o ensaio A. cepa (BAKARE et al., 2009).

A atividade bioldgica, de células eucaribticas, € constantemente investigada e
confrontada, através da acdo de agentes quimicos (endodgenos e exdgenos), e fisicos
(NIKLAS; SCHNEIDER; HEINZLE, 2010). Esses agentes séo responsaveis por promover
alteracbes genbmicas que levam a manutencdo genética e/ou mutacgdes, que envolvem

variacdes no ciclo mitético, permitindo avaliacdes detalhadas da bioatividade de candidatos
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a antineoplasicos (OLIVEIRA FILHO et al., 2020c). Nesse contexto, o teste com o organismo
eucarioto Saccharomyces cerevisiae é importante para mensurar mecanismos de alteracoes
na fidelidade de replicacdo, sensibilidade a lesbes ao material genético, bem como os
mecanismos de respostas celulares a danos ao DNA (SKONECZNA; KANIAK;
SKONECZNY, 2015; OLIVEIRA FILHO et al.,, 2020b). Algumas mutacdes aparecem de
forma espontanea durante varios eventos, tais como as que ocorrem durante 0S mecanismos
moleculares de replicacdo, durante o metabolismo que promove a geracdo de espécies
reativas de oxigénio, durante a segregacdo de cromossomos € por erros durante o ciclo
celular (OSSOWSKI et al., 2010). Desta forma Saccharomyces cerevisiae € um modelo ideal
para estudar as respostas ao estresse oxidativo por varias razdes: a) apresentar genoma
com alto grau de homologia com o genoma humano; b) produzir proteinas que apresentam
elevada homologia funcional com proteinas humanas especificas; c) ser um sistema cuja
manipulacéo genética é razoavelmente facil e mais barata que outros modelos; d) apresentar
base de dados mais completa, comparado a outros os modelos eucariéticos (DE LA TORRE-
RUIZ; PUJOL; SUNDARAN, 2015).

Eventos genotdxicos sdo conhecidos como cruciais para o inicio do cancer e para
avaliar o risco de uma neoplasia, ensaios de genotoxicidade, incluindo cometa e
micronucleos (MN), sdo perfeitamente aceitos (KANG et al., 2013). A combinacéo do ensaio
cometa in vivo com o teste de MN tem sido considerada como uma importante metodologia
para avaliar danos genéticos, além de ser usada na avaliacdo do potencial de
carcinogenicidade. No campo da genotoxicologia, o teste cometa in vivo tem sido
considerado como uma poderosa ferramenta para distinguir entre carcinégenos genotéxicos
e carcin6genos nao-téxicos, bem como para identificar mutagenos, além de propriedades de
candidatos a antitumorais (IMANIKIA et al.,, 2016; DE LIMA et al., 2020). Além do teste
cometa, o teste de MN foi desenvolvido deteccédo de genotoxicidade e mutagenicidade de
produtos naturais e/ou quimicos que induzem a formacao de pequenos fragmentos de DNA
ligados a membrana nas células (micronucleos) (FENECH, 2007). Presumivelmente, o teste
de MN é capaz de detectar potenciais substancias genotoxicas que podem modificar a
estrutura dos cromossomos e induzir erros de segregacdo (LEE et al., 2014). Estudos
utilizando o teste de MN, tém mostrado que o aumento significativo da frequéncia de MN
esta relacionado ao risco direto de danos ao DNA, apoiando a evidéncia de que o0 ensaio de
MN é um importante biomarcador de mutagenicidade (KANG et al., 2013; DE LIMA et al.,
2020).
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Por fim, a combinacéo dos ensaios cometa e MN consiste na premissa de que ndo ha
nenhum ensaio, que sozinho forneca todos 0s aspectos necessarios para uma completa
investigagdo da genotoxicidade e mutagenicidade de compostos naturais e poluentes
ambientais (GRUJICIC et al., 2016; STORNETTA et al., 2017).

2.1.1 Biomarcadores em Cultura de Células

O ensaio Cometa ou SCGE - Single Cell Gel Eletrophoresis assay - vem sendo
proposto devido suas pecularidades e vantagens, entre elas; a alta sensibilidade, exigéncia
de poucas células por amostra, baixo custo e facilidade de aplicacdo (COLLINS, 2015). Tais
caracteristicas elegem este ensaio para a avaliacdo de produtos quimicos em grande escala.
Tem finalidade de identificar lesGes gendmicas provocadas por agentes genotéxicos, que
alteram o DNA, porém passiveis de reparo (NERI et al., 2015). Essas altera¢des, chamadas
de danos genotoxicos, podem ou nao ser fixadas no DNA resultando em uma mutagao. O
ensaio tem sido utilizado com sucesso na avaliagao das interagdes entre antioxidantes e
compostos genotoxicos (KOPPEN et al., 2017).

O principio de ensaio avalia a estrutura do nucleoide que é uma série de alcas
supernoveladas de DNA desprovidas de histonas, retiradas durante o processamento. Caso
existam quebras na molécula de DNA, a estrutura do nucleiode sofre mudancas, visto que
as alcas de DNA se desenrolam formando o cometa, permitindo a identificacdo de quebras
de fitas simples e sitios alcali-labeis no DNA, associa¢des do tipo DNA/DNA e proteina/DNA,
SSBs associados com sitios de reparo incompleto por excisdo de base, além das quebras
de fita dupla. Os segmentos gerados migram do nucleo de acordo com o dano ocorrido na
molécula (ENCISO et al., 2015; KOPPEN et al., 2017; MJLLER, 2018). Modelos
experimentais in vitro e in vivo podem ser utilizados na realizagdo do ensaio. Para estudos
in vivo é recomendado utilizar camundongos ou ratos sendo que o nhamero experimental
pode variar de espécie para espécie (ENCISO et al., 2018).

Existem dois protocolos principais para a execugao do teste: a versdo neutra,
conforme o método original aprimorado por Ostling e Johanson em 1984, no qual se utiliza
eletroforese em tampé&o de pH entre 7 e 8 para detec¢ao de quebras duplas nas fitas de DNA
e ligagdes cruzadas DNA-DNA, DNA-proteina (OSTLING; JOHANSON, 1984); e a versao
alcalina, que realiza eletroforese em pH maior que 13, desnaturando o DNA, detectando

guebras de fita dupla, fita simples, sitios alcali-labeis, sitios de reparo por excisao
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incompletas, danos oxidativos em bases do DNA, crosslinks em DNA-DNA, DNA-proteina e
DNA-xenobiético (BOLOGNESI et al., 2004; WITTE et al., 2007).

E possivel observar lesdes gendmicas, que, apos serem processadas pelo aparato
enzimatico celular, podem iniciar o processo de reparo ou darem origem a mutagoes e danos
cromossOémicos, como quebras, dicéntricos e micronucleos. As lesdes gendmicas detectadas
fornecem informagdes importantes sobre a cinética e o tipo de lesdo que ocorrem
previamente a diversos tipos de desfechos relacionados a danos celulares e,
consequentemente, a saude dos seres que as sofrem genotoxicidade in vitro, in vivo e no
monitoramento populacional humano (AZQUETA; COLLINS, 2013; MJLLER, 2018).

Outra aplicagdo comum é a avaliagdo da capacidade antioxidante das células pela
sua resisténcia a danos causados por espécies reativas de oxigénio, como o H202 (DOAK E
DUSINSKA, 2017; GERIC et al., 2018). Alguns trabalhos indicam que as espécies reativas
de oxigénio (ERQ’s), por intermédio de danos oxidativos no DNA (quebras, adutos), estejam
associadas ao aparecimento de varias doengas. (COLLINS et al., 2014; DEL BO’ et al. 2015;
ANLAR et al., 2018; HANSEN et al., 2018; KOPPEN et al., 2018; AKHTAR, 2020).

Portanto, € importante considerar a aplicabilidade de indicadores sensiveis, como o
ensaio cometa, no monitoramento populacional. Um bom grau de eficacia permite o uso do
teste para avaliar o nivel dos efeitos sobre o DNA provocados por exposicao ambiental e
ocupacional a agentes de risco; estudar os efeitos ou fatores que contribuem para o
aparecimento de doengas; investigar variagdes individuais, como por exemplo, a capacidade
de reparacao do DNA e a resisténcia antioxidante (ANDERSEN et al., 2018; LEBEDOVA et
al., 2018; M@LLER, 2018; AKTHAR ET AL., 2020; COLLINS et al., 2020).

O principio desse ensaio leva em conta o comportamento do DNA em células
individualizadas e sua organizagao no nucleo celular. Para a realizagdo do ensaio, as células
sdo embebidas em agarose, suas membranas sao rompidas com uso de detergentes em pH
alcalino e as proteinas nucleares sao removidas com uso de altas concentragdes salinas.
Dessa maneira, em lamina resta apenas o nucleoide que permanece integro. Quando a
ldamina é submetida ao campo elétrico, 0o DNA do nucleoide migra no gel de acordo com seu
tamanho. Os fragmentos pequenos migram com uma velocidade maior que a matriz nuclear.
Assim, as células com DNA danificado formam, apds a migragdo, um aspecto de um cometa
e a extensao da migragao correlaciona-se diretamente com a quantidade de dano ocorrido
(Figura 1) (BOLOGNESI et al., 2004; WITTE et al., 2007, ANDERSEN et al., 2018; M@LLER,
2018).
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Figura 1. Fotomicrografia obtidas de nucleoides seguindo a classificacdo de cometas de
acordo com a migracao do DNA.

O ensaio cometa pode ser realizado tanto in vitro como in vivo e as suas vantagens
incluem a aplicabilidade em diferentes 6rgaos, sensibilidade na deteccao de baixos niveis de
lesdes, analise de pequeno numero de células por amostra, facil execugao, curto periodo
para conclusao dos experimentos e custo relativamente baixo (SINGH et al., 1988; COLINS
et al., 2015; ONER et al., 2018; BENDETTI et al., 2018, BAJPAYEE et al., 2019).

2.1.2. Teste do Micronucleo

Entre os mais bem estabelecidos bioindicadores citogenéticos destaca-se o teste do
micronucleo, sendo internacionalmente aceito como parte da bateria de testes
recomendados para avaliagao do potencial mutagénico (BOLOGNESI et al., 2017; BERND-
WOLFGANG et al., 2019; LOVELL et al., 2020).
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Micronucleos sao estruturas que medem de 1/3 a 1/5 do tamanho do nucleo, contidas
por envoltério nuclear e que apresentam material cromatidico distribuido de forma similar ao
do nucleo. S&do formados durante a teléfase da mitose, quando o envelope nuclear é
reconstituido ao redor dos cromossomos das células filhas. Sdo resultantes de fragmentos
cromossOmicos acéntricos ou de cromossomos inteiros que nao foram incluidos no nucleo
principal. Assim, o micronucleo representa perda de cromatina em consequéncia de dano
cromossOmico estrutural (fragmento) ou dano no aparelho mitético revelando, portanto, a
acao de agentes clastogénicos e aneugénicos (HEDDLE, 1973; SCHMID, 1975; FENECH,
2000).

E importante ressaltar que os micronlcleos sédo formados durante a mitose,
independentemente do tipo de dano ocorrido durante o ciclo, a partir de fragmentos de
cromossomos acéntricos ou cromossomos inteiros que nao foram incluidos no nucleo
principal depois da anafase (Figura 2) (HEDDLE, 1973; SCHMID, 1975).

Na anéafase, cromatides acéntricas e fragmentos de cromossomos ficam para tras
guando os elementos centrais se movem para os pélos do fuso; depois da telofase, os
cromossomos nédo danificados, bem como os fragmentos centrais, dao origem a nucleos-
filhos regulares; os elementos atrasados também sao incluidos nas células-filhas, mas uma
proporcdo consideravel é transformada em um ou varios nucleos secundarios que sao, via
de regra, muito menores que o nucleo principal e, portanto, chamados de microndcleos
(HEDDLE, 1973; SCHMID, 1975; FENECH, 2000).

Este teste foi inicialmente desenvolvido em eritrécitos de medula 6ssea de
camundongos e a presenga de (MN) é analisada em eritrocitos policromaticos (PCE,
eritrécitos jovens) de medula 6ssea, mas pode, também, ser analisada em eritrocitos
normocromaticos (NCE, eritrécitos maduros). Os animais sao expostos a substancia teste
pela via mais adequada e sacrificados em tempos apropriados apés o tratamento, para a
coleta da medula éssea. As preparagdes celulares sdo coradas com Giemsa e analisadas
para a presenga de micronucleos (RIBEIRO et al., 2003; KARAMAN et al., 2015).

Para identificacdo dos microndcleos sdo considerados todas as pequenas inclusdes
de material nuclear no citoplasma com as seguintes caracteristicas: estar claramente
separado do nucleo principal, estar no mesmo foco, ter a mesma cor e até 1/3 do tamanho
nacleo (EMAM et al., 2014).
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Metafase

Efeitos
Genotoxicos

Célula Normal Célula com aberracao

4 \ 14 \
Células filhas normais Célula filha Célula filha
normal com micronucleo

Figura 2. Esquema do mecanismo de formacéao de micronucleo em células.
Fonte: Adaptado de EMAM et al., 2014.

O teste consiste na mensuracdo da frequéncia de microndcleos em situacbes de
exposicdo a ambientes e substancias com poder genotoxico. Este teste citogenético é um
biomarcador capaz de fornecer informacdes para avaliar lesbes cromossdmicas oriundas de
acOes genotoxicas (TOMAZ; FERRI; BOSCHINI-FILHO, 2016). Através deste é possivel
detectar agentes clastogénicos (promotores de quebras cromossémicas) ou aneugénicos
(indutores de aneuploidia ou promotores de segregacado cromossémica anormal) (HEDDLE,
1973).

Algumas vantagens fazem este teste (Figura 3) se destacar entre os demais, como
por exemplo: seu baixo custo, sua rapidez de analise e por ser um procedimento técnico
simples (TERRADAS et al., 2010). Ele ainda se sobressai pela sua sensibilidade e preciséo
para deteccdo de perda cromossémica (KARAMAN et al., 2015, CUSTER et al., 2016).
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1) Quebras de fitas simples e duplas (DNA); 1) Estrutura cromossémica modificada;
2) Sitios alcali-labeis; 2) Fragmentos de cromossomos acéntricos;
3) Crosslinks; 3) Erros de segregacdo durante anafase
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-
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Figura 3. Perfil geral do ensaio cometa e teste de micronucleos em modelo animal.
Fonte: Adaptado de Kang et al., 2013.

2.2. PERSPECTIVAS FUTURAS PARA MONITORAMENTO DA SAUDE HUMANA

A carcinogénese esta diretamente relacionada ao acumulo de danos ao material
genético, no entanto desenvolver habitos que promovam protecdo da célula, através do
blogueio de certas mutacdes, ou reversdo do dano causado, parece ser o caminho a ser
seguido.

Danos ao DNA sédo condutores especiais para o envelhecimento celular acelerado,

disfungdo mitocondrial, processos inflamatorios e cancer. O estresse cronico em ambientes
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sociais e de trabalho, exposicao a agentes quimicos e fisicos em casa, no trabalho ou até
mesmo em atividades de lazer funcionam como estressores ambientais que merecem
atencado especial para o monitoramento da saude humana (BELYAEV et al., 2016).

Com muita frequéncia, a suscetibilidade do individuo e fatores ambientais sé&o
negligenciados. Vivemos em um século com novas tecnologias como roteadores com pontos
de acesso a wi-fi, dispositivos bluetooth, TVs smart, tablets e smartphones, todos eles, de
alguma forma, tém promovido um aumento de dispositivos emissores de radiagdo nao
ionizante. Nesse contexto, uma ligeira preocupacado social sobre a possivel malignidade
dessa exposicao tem aumentado o interesse pela pesquisa (BELYAEV et al., 2016; PAREJA-
PENA et al., 2020).

A Comisséo Internacional de Protec&o contra Radiacdo Nao lonizante incluiu o campo
eletromagnético de radiofrequéncia de telefones celulares em uma categoria de
“‘possivelmente” cancerigeno para humanos. Estudos epidemiologicos observaram
associagao causal entre a exposicéo a radiofrequéncia de telefones celulares e a incidéncia
de neoplasias cerebrais em diferentes populacdes, por ser este o 6rgdo com maior taxa de
absorcao especifica (DERUELLE, 2020).

Por fim, desenvolver uma atencdo peculiar e protetiva, além da selecdo de bons
agentes antimutagénicos (facilmente encontrados na alimentacdo saudavel) capazes de
alterar significativamente os padrdes de expressao génica, podem ser decisivos para uma

vida que promova o pleno trabalho celular.

3. CONSIDERACOES FINAIS

Inflamacao e estresse oxidativo sdo responsaveis por varios danos as biomoléculas de
monitoramento celular, além de induzir apoptose em varios tecidos e contribuir para a
instalacdo de neoplasias e doencgas neurodegenerativas. Outro fator importante € que tanto
a inflamag&o quanto o estresse oxidativo sdo responsaveis pela promogdo de mutagdes
cromossOmicas e eventos epigenéticos (como as metilagcbes ao DNA). Portanto os testes de
avaliagcdo genotoxica, mutagénica e de estresse oxidativo sdo importantes biomarcadores do

estado fisiolégico da célula, bem como marcadores de doencas e estilo de vida.
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RESUMO

Objetivo: demonstrar a eficiéncia da analise fatorial na construcao de indices de desempenho
e sua aplicacdo em estudos interdisciplinares em saude e meio ambiente na Amazonia
Brasileira. Materiais e Método: o método adotado seguiu a légica de analise fatorial e os
niveis de escala adotada é baseada no modelo de Hair et al. (2005). Resultados: 1 caso: o
indice de desempenho da condigéo de saude (IDCS) esta escalonado em indice Ruim (entre
0,306 e 0,301) no Arco Norte e indice Regular (entre 0,601 e 0,596) no Arco Central. 2 caso:
com as instalagdes das UHE's os resultados apontam muito mais para os aspectos negativos
com o agravamento dos problemas ja existentes e a incerteza de suas solugdes. Houve
queda significativa do IQVU na cidade de Porto Velho. 3 caso: o indice de desenvolvimento
sustentavel por bacias hidrograficas em Rondbdnia que ja eram classificados em ruim, depois
de 10 anos tendeu a piorar. Todas as bacias apresentam indices Ruim ou Péssimo, com
excecao da bacia do rio Mamoré (0,527) com indice Regular. Conclus@es: a analise fatorial
demonstrou eficiéncia como método estatistico multivariado na construcdo de indices de
desempenho e sua aplicacdo em estudos interdisciplinares em saude e meio ambiente na
Amazonia Brasileira.

Palavras-chave: Analise Fatorial, Estudos Interdisciplinares, Salude e Meio Ambiente.

ABSTRACT

Objective: to demonstrate the efficiency of factor analysis in the construction of performance
indexes and their application in interdisciplinary studies in health and environment in the
Brazilian Amazon. Materials and Methods: the method adopted followed the logic of factor
analysis and the scale levels adopted are based on the model by Hair et al. (2005). Results:
1 case: the health condition performance index (IDCS) is staggered in the Bad index (between
0.306 and 0.301) in the North Arc and Regular index (between 0.601 and 0.596) in the Central
Arc. 2 case: with the installations of the UHE's the results point much more to the negative
aspects with the aggravation of the already existing problems and the uncertainty of their
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solutions. There was a significant drop in IQVU in the city of Porto Velho. 3 case: the index of
sustainable development by river basins in Rondénia that were already classified as bad,
after 10 years tended to worsen. All basins have bad or very poor indexes, with the exception
of the Mamoré River basin (0.527) with a regular index. Conclusions: the factor analysis
demonstrated efficiency as a multivariate statistical method in the construction of
performance indexes and its application in interdisciplinary studies in health and environment
in the Brazilian Amazon.

Keywords: Factor analysis, Interdisciplinary Studies, Health and Environment.

1. INTRODUCAO

A Andlise Fatorial (AF) € utilizada para investigar os padrdes ou relacdes latentes para
um numero grande de variaveis e determinar se a informacdo pode ser resumida a um
conjunto menor de fatores (MATOS; RODRIGUES, 2019). Através da AF é possivel reduzir
o numero de dimensdes necessarias para se descrever dados derivados de um grande
namero de medidas (URBINA, 2007). De acordo com Matos e Rodrigues (2019) o fator pode
ser definido como uma combinacéao linear das variaveis originais. Os fatores representam as
dimensdes latentes (construtos) que resumem o conjunto original de variaveis, mantendo a
representatividade das caracteristicas das variaveis originais. Para Hair et al. (2005), a AF é
usada para investigar as relacdes entre um grande namero de variaveis e organiza-las em
um conjunto menor de fatores. Assim sendo, segundo Matos e Rodrigues (2019), os dois
principais usos da AF sdo resumo e reducao dos dados, que podem ser muito Uteis a medida
gue o numero de variaveis utilizadas em técnicas multivariadas aumenta. Ainda de acordo
com Matos e Rodrigues (2019) a AF é diferente de métodos de dependéncia, como a
regressao multipla, nos quais uma variavel é considerada como dependente (resposta) e as
outras independentes (explicativas). A AF € um método de interdependéncia, no qual todas
as variaveis sdo consideradas simultaneamente. Cada variadvel é prevista por todas as
outras. Hair et al. (2005) explicam que técnicas de dependéncia visam a previsdo e a
explicacéo, e as de interdependéncia visam & identificacdo de estrutura.

Para Matos e Rodrigues (2019) a AF tras consigo grandes vantagens, como por
exemplo, as técnicas fatoriais podem atingir seus objetivos por uma perspectiva exploratoria
(andlise fatorial exploratoria — AFE) ou por uma perspectiva confirmatéria (analise fatorial
confirmatoria — AFC). Na AFE, deixamos os dados observados determinarem o modelo
fatorial subjacente a posteriori (raciocinio indutivo para inferir um modelo a partir dos dados

observados). Segundo Bryant e Yarnold (2000) na AFC, deriva-se um modelo fatorial a priori
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(raciocinio dedutivo para fazer hipoteses de uma estrutura antecipadamente). Seria entéo,
segundo Matos e Rodrigues (2019) uma técnica exploratdria que permite os dados falarem
por eles mesmos, onde ndo existe uma intervencao do pesquisador predeterminando uma
estrutura. No caso em que AF desempenha uma funcédo confirmatoéria, Klem (2000) afirma
gue a AFC determina como um modelo testado consegue se ajustar aos dados. Para Urbina
(2007) a AFC é uma perspectiva mais nova e busca hipéteses ou confirmar teorias a respeito
de fatores presumidamente existentes, enquanto a AFE tem por finalidade descobrir quais
fatores (variaveis latentes ou constructos) subjazem as variaveis em analise. Importantes
autores como Lattin, Carrol e Green (2011); Favero et al. (2009); Corrar, Paulo e Dias Filho
(2007); Johnson (1992) discorrem com propriedade e competéncia a utilizagéo da AF e de
forma didatica tracam o principal objetivo da andlise fatorial como o de descrever um conjunto
de variaveis originais através da criacdo de um numero menor de variaveis (fatores). Os
fatores séo variaveis hipotéticas que explicam parte de variabilidade total dos dados. De
acordo com Hair et al. (2005) em termos gerais, a AF aborda o problema de analisar a
estrutura das inter-relagcfes (correlagdes) entre um grande numero de variaveis, definindo
um conjunto de dimensdes latentes comuns, chamadas fatores. Com a AF, o pesquisador
pode primeiro identificar as dimensdes separadas da estrutura e entdo determinar o grau em
que cada variavel é explicada por cada dimensdo. Uma vez que essas dimensdes e a
explicacdo de cada variavel sejam determinadas, os dois principais usos da AF - resumo e
reducdo de dados - podem ser alcangcados. Ao resumir os dados, a AF obtém dimensdes
latentes que, quando interpretadas e compreendidas, descrevem os dados em um numero
de conceitos muito menor do que as variaveis individuais originais. Santana (2005a); Santana
(2005b); Santana (2006); Santana (2007); Cavalcante (2011), sdo outros trabalhos
importantes que corroboram com Hair et al. (2005). De forma mais simples e compreensivel
pode-se dizer que AF é um nome genérico dado a uma classe de métodos estatisticos
multivariados cujo objetivo principal é definir a estrutura subjacente em uma matriz de dados.

Na Amazonia Ocidental alguns trabalhos interdisciplinares foram analisados a partir
da anélise fatorial. Podem-se destacar o estudo sobre o processo de formulag&o do indice
de Desempenho da Condi¢do de Saude (IDCS), constituido pelos indices de desempenho
“ambiental, socioecondmico e demografico, financeiro e administrativo”, cujo escopo foi de
fornecer informacdes para o processo de formulacdo de politicas publicas de saude da faixa
de Fronteira do Arco Norte e Central do Brasil, de autoria de Paraguassu-Chaves et al.
(2019). Outras referéncias sao resultados do esforco do grupo de pesquisadores

coordenados por Paraguassu-Chaves. Entre estes estudos estao, Paraguassu-Chaves et al.
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(2020a), “Quantitative methods and analysis of health performance and environmental
conditions in the city of Porto Velho: 6 years after the hydroelectric dams of Jirau and Santo
Antonio, on the Madeira River”, Paraguassu-Chaves et al. (2020b) “Factor analysis as a tool
for building the sustainable development index of river basins in Ronddnia, Western Amazon”,
Paraguassu-Chaves et al. (2020c), “Factor Analysis Applied in the Construction of the Socio-
Environmental Performance Index (IDRSA) in the Guajard-Mirim Free Trade Area, Brazil /
Bolivia Border”, Paraguassu-Chaves et al. (2020d), “Quantitative methods and study of the
parth dependence effect of Douglass North from the cocoa production index (CPI) in
Rondénia, Brazil”, Paraguassu-Chaves et al. (2018a), “Environmental Education Perception
Index (IPEA) headed for sustainable development: A study in Elementary Schools in the city
of Guajara-Mirim, Rondénia (Brazil)’ e Paraguassu-Chaves et al. (2018b) “Factor Analysis
and the Social Capital Index: A Study at the Brazil / Bolivia Border”. Apesar do esforgo, o uso
da AF como ferramenta de andlise em estudos interdisciplinares no meio académico da
Amazodnia ainda € incipiente e com pouca aplicacao pratica. Diante deste contexto, o que se
pretende com este manuscrito é demonstrar a eficiéncia da analise fatorial na construgéo de
indices de desempenho e sua aplicacdo em estudos interdisciplinares em saude e meio

ambiente na Amaz6nia Brasileira.

2. MATERIAIS E METODO

2.1. MODELO ANALITICO

O método adotado seguiu a légica de AF, a qual pode ser apresentada na forma
matricial como em Dillon; Goldstein (1984):

X=aF+e (1)

Sendo, X = é o p-dimensional vetor transposto das variaveis observaveis, denotado
por X = (X1, X2,..., Xp); F = € 0 g-dimensional vetor transposto de varidveis ndo-observaveis
ou variaveis latentes chamadas de fatores comuns, denotado por F = (f1, f2,..., fg), sendo que
q < p; € = € o p-dimensional vetor transposto de variaveis aleatdrias ou fatores unicos,
denotado por € = (e1, e2,..., €p); a = é a matriz (p,q) de constantes desconhecidas, chamadas

de cargas fatoriais.
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Conforme Gama et al. (2007); Santana (2007), no modelo de AF pressupde-se que 0s
fatores especificos sdo ortogonais, entre si, com todos os fatores comuns. Normalmente, E
(e)=E(F)=0eCov (g, F)=0.

De acordo com 0os mesmos autores, a estrutura inicial utilizada para determinar a
matriz de cargas fatoriais, em geral, pode néo fornecer um padrao significativo de cargas das
variaveis, por isso ndo € definitiva. A confirmacdo ou ndo, dessa estrutura inicial pode ser
feita por meio de varios métodos de rotacdo dos fatores, conforme Dillon; Godstein (1984);
Johnson; Wichern (1988). Para efeito destas pesquisas foram utilizados o método VARIMAX
de rotac&o ortogonal dos fatores.

O método VARIMAX é um processo em que os eixos de referéncia dos fatores séo
rotacionados em torno da origem até que alguma outra posi¢ao seja alcancada. O objetivo é
redistribuir a variancia dos primeiros fatores para os demais e atingir um padrao fatorial mais
simples e teoricamente mais significativo (REIS, 2001; HAIR et al., 2005; SANTANA, 2005b;
GAMA et al., 2007; SANTANA, 2007).

A escolha dos fatores foi realizada por meio da técnica de raiz latente. Assim, a matriz
de cargas fatoriais, que mede a correlacdo entre os fatores comuns e as variaveis
observaveis, é determinada por meio da matriz de correlacdo, conforme Dillon; Goldstein
(1984).

Para a determinacdo dos foi adotada a matriz de escores fatoriais estimados pelo
processo de rotacdo ortogonal de base fatorial, conforme apontada por Santana (2006). O
escore fatorial, por defini¢cdo, situa cada observac¢do no espaco dos fatores comuns. Para
cada fator fj, 0 i-ésimo escore fatorial extraido € definido por Fi, expresso da seguinte forma
(DILLON; GOLDSTEIN, 1984; SPSS, 1997):

Fy=bixj1+byxiptbyxiy  (2)

Sendo que: bi = S&o os coeficientes de regressdo estimados para 0s n escores
fatoriais comuns; xij = S840 as n observacfes das p variaveis observaveis. i = 1,2,....n. j=
1,2,....p.

Para se chegar a equacdo que representa o indice, Gama et al. (2007); Santana
(2007), mostram a sequencia evolutiva das formulas a partir da equacdo anterior. Assim,
verifica-se que embora a variavel Fijndo seja observavel, a mesma pode ser estimada por
meio das técnicas de analise fatorial, utilizando-se a matriz de observacfes do vetor x de

variaveis observaveis. Em notacao fatorial, a equacgéo 2, torna-se:
Foo=Xnobea ()
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Na equacéo 3, F € a matriz da regressdo estimada a partir dos n escores fatoriais e
gue podem ser afetados tanto pela magnitude quanto pelas unidades de medida das
variaveis x. Para contornar esse tipo de problema, substitui-se a variavel x pela variavel
padronizada w, dada pela razao entre o desvio em torno da média e o desvio padréo de X,

como a segquir:

X— %)
S«

Com esses valores, a equagcdo 3 € modificada tornando possivel a equacédo 4, a
seqguir:
Fnop=WnoBea (4)
Com base na equagéao 4, a matriz de pesos beta () com g coeficientes de regressao

padronizados, substitui b, dado que as variaveis estdo padronizadas em ambos os lados da

~ P RT ~ 1 e
equacao. Pré-multiplicando ambos os lados da equacéao 4 pelo valor ;w’, em que n é o

7z

namero de observacbes e w’ € a matriz transposta de w, possibilita chegar a seguinte

equacao:
1 I 1 I
a W (em) Foua) = 5 W ) Wenn) Boa) = Ripw) B

1 ' 1 v
7 Wien) Ftua) = 7 W em Wee) Bea) = Ren) Fa)  (5)
A matriz %w’w, portanto, se constitui na matriz de variaveis inter-correlacionadas ou

. ~ ~ . . 1
matriz de correlacdo entre as observa¢des da matriz x, designada por R. A matriz EW’F

representa a correlacdo entre os escores fatoriais e os préprios fatores, denotada por A. Com
isso, reescrevendo a equacao 5, tem-se que:
Ap=Repnbea  (6)

Se a matriz R for ndo-singular, pode-se pré-multiplicar ambos os lados da equacao 6

pela inversa de R, obtendo-se:
B=R™'A (7)

Substituindo o vetor g na equacao 4, obtém-se o escore fatorial associado a cada

observacgéo, como a sequir:
Fop™WamRepdes ()

Desse modo, chega-se a formula principal do indice, onde o IP é definido como uma
combinacdo linear desses escores fatoriais e a proporgcéo da variancia explicada por cada
fator em relacdo a variancia comum. A expressdo matematica passa a ser representada pela

seguinte férmula:

Biodiversidade e Biotecnologia no Brasil 2




2_.
P =30, (ﬁ FPi) O
Onde:i=1,2,...,n.
A = é a variancia explicada por cada fator;

> A = é a soma total da variancia explicada pelo conjunto de fatores comuns.

O escore fatorial foi padronizado (FP) para se obter valores positivos dos escores
originais e permitir a hierarquizacdo dos municipios j& que os valores do indice de
desempenho estdo situados entre zero e um. A formula que permite essa hierarquizacao

pode ser vista pela equacao seguinte:

rpy= (il )
Frax— Fmin -

Percebe-se, assim, que Fni, © Fnhax S80 0s valores maximos e minimos observados

para os escores fatoriais associados aos parametros observados.
2.1.1. Testes de adequacao do método fatorial a massa de dados

Conforme Gama et al. (2007); Santana (2007), os dois principais testes com o objetivo
de aferir a adequacdo do método a massa dizem respeito, primeiramente, ao teste de
esfericidade de Bartlett, que tem a propriedade de avaliar a significancia geral da matriz de
correlacdo, isto €, testa a hipétese nula de que a matriz de correlacdo € uma matriz
identidade. Além do teste de Bartlett, o teste de Kaiser-Meyer-Olkin (KMQO) é também muito
utilizado e se baseia no principio de que a inversa da matriz de correlacao se aproxima da
matriz diagonal, nesse caso, ele procura comparar as correlacdes entre as variaveis
observaveis. Assim, os dois métodos foram utilizados por esta pesquisa como técnicas de
afericdo de adequacao do método ao banco de dados levantados.

De acordo com Dillon; Goldstein (1984); Reis, (2001); Mingoti, (2005); Gama et al.
(2007); Santana, (2007), as férmulas matematicas destes testes podem ser vistos pelas
seguintes equacoes:

) X

KMO =
Ez’ E_;lrzj+ Ez’ E}'a?j

KMO =

LEm5s X (20)

Assim, r; = € o coeficiente de correlagdo da amostra entre as variaveis xi € Xj; a;j = € 0

coeficiente de correlacdo parcial entre as mesmas variaveis que €, simultaneamente, uma

estimativa das correlacdes entre os fatores, eliminando o efeito das demais variaveis. De




acordo com Hair et al. (2005), os a;; deverdo assumir valores proximos de zero, uma vez que
se pressupde que os fatores sdo ortogonais entre si. Desse modo, segundo este mesmo
autor, valores deste teste abaixo de 0,50 sdo inaceitaveis.

O teste de Bartlett de esfericidade testa a hipotese nula de que as variaveis sao
independentes, contra a hipotese alternativa de que as varidveis séo correlacionadas entre
si. Ou seja, Ho: R = 1 ou Ho: ;=\, = ---=Ap, 0 que permite chegar a seguinte formula

matematica:

X2=—|n—-1-2(2p+5)|. € IRlou

XT= — [’n—l—% @p+ 5]].5::71 AXT=— [n—l—% @p+ 5]].5:171 )
j=1 =1 (11)

Onde, |R| = € o determinante da matriz de correlacdo da amostra; 1 = € a variancia
explicada por cada fator; n = € o numero de observacfes; p = € o numero de variaveis. A
estatistica tem uma distribuicdo assintomatica de x? com [0,5p(p — 1)] graus de liberdade. O
Teste de Bartlett € o método mais comum aplicado para testar a homogeneidade das
variancias (ZAR, 1996).

2.1.2. Ferramenta de Anélise

Como ferramenta de andlise foi usada o programa SPSS, em sua versao 17, que
possibilitou a aplicacdo dos conhecimentos matematicos e permitiu a construcdo de indices
com base em cada parametro analisado. Este programa estatistico (pacote estatistico SPSS
software, versédo 17.0) é grandemente aplicado para andalise de dados, o que possibilitou a
analise fatorial dos dados e a geracdo dos indices, que subsidiaram as discussfes e as

principais conclusdes deste trabalho.
2.2. NIVEIS DE ESCALA

O dimensionamento dos indices é baseado no modelo de Hair et al. (2005). A
classificacao utilizada pela pesquisa para expressar os resultados alcancados esta descrita
na escala: excelente (indice 0,801-1,000); bom (indice 0,601-0,800); regular (indice 0,401-
0,600); ruim (indice 0,201-0,400) e péssimo (indice 0,000-0,200).
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2.3. ASPECTOS ETICOS

A pesquisa esté de acordo com a Resolugéo n° 196 do Conselho Nacional de Saude
do Brasil (CNS). O coordenador da pesquisa pediu ao Comité de Etica em Pesquisa dispensa
do termo de consentimento livre e esclarecido, porque os estudos nao exigiram intervencdes
ou coletas de materiais bioldgicos. As pesquisas trabalham com banco de dados primarios
de fonte oficial do governo brasileiro.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A proposta em estudo visa estabelecer um pardmetro de analise quantitativa
envolvendo diversas questdes interdisciplinares inerentes a 3 (trés) estudos realizados na
Amazonia brasileira, capaz de gerar indices. Para tanto, a AF foi utilizada como mecanismo
de construcdo de indices para cada parametro estudado. A seguir apresentamos 0S
resultados dos estudos realizados que comprovam a eficiéncia da analise fatorial como
ferramenta de construcao de indices e analise de desempenho de parametros, indicadores

e fatores (variaveis) envolvidos.

3.1. INDICE DE DESEMPENHO DA CONDICAO DE SAUDE - IDCS NOS MUNICIPIOS DE
FRONTEIRA DO ARCO NORTE E ARCO CENTRAL DO BRASIL

O indice de Desempenho da Condicdo de Saude (IDCS) se constr6i cruzando os
dados de informativos do DATASUS e IBGE em um periodo de 10 anos, igualmente, fruto
da correlacdo dos indices ambiental, sociodemogréafico e financeiro administrativo ou
institucional. O conhecimento ambiental é a primeira area de discussdo, de modo a
sistematizar os dados de saneamento basico (distribuicdo de agua, coleta de lixo e
tratamento de esgoto). A formulacdo do indice de Desempenho Ambiental — IDA se da com
a juncéao dos indicadores: 1. Domicilios com abastecimento de agua; 2. Domicilios com coleta
de lixo e 3. Domicilios com esgoto sanitario.

O Iindice de Desempenho Socioeconémico e Demogréfico é segunda etapa para a
efetivacéo do indice de Desempenho da Saude, disponibilizando as informacdes sobre a

sociedade. A formulacdo do indice de Desempenho Sociodemografico (IDSD) se constroi




com a juncao dos indicadores: indicador 1: taxa de analfabetismo; Indicador 2: esperanca de
vida ao nascer; indicador 3: indice de Geni da renda familiar per capita; indicador 4:
expectativa de anos de estudos; indicador 5: percentagem de pobres; indicador 6: renda
média domiciliar per capita; indicador 7: taxa de desemprego.

O indice de Desempenho Financeiro Administrativo (IDFA) tem como principal funcéo
quantificar os recursos materiais, financeiros e humanos dos servigos de saude, de modo a
especificar se 0s atuais recursos sao adequados para viabilizagdo do processo de
recuperacdo da saude eficaz, eficiente e, efetivo. Neste momento, trabalha-se com
indicadores da administracdo fisica e humana dos hospitais, posto e estabelecimentos de
assisténcia, priorizando o processo de recuperacdo da saude do cidadao brasileiro ou
estrangeiro, estabelecido pelo artigo 196 da constituicdo. A formulacdo do indice de
Desempenho Financeiro Administrativo (IDFA) se da com a juncdo dos indicadores: 1.
percentual do gasto publico em satude em relacdo ao gasto publico total; 2. gasto publico em
saude per capita; 3. niumero de cirurgido (por 1000 hab.); 4. nimero de médico clinico geral
(por mil hab.); 5. numero de enfermeiro (por mil hab.); 6. nimero de médico ginecologista-
obstetra (por mil hab.); 7. nidmero de leitos hospitalares (por mil hab.); 8. nimero de
odontdélogo (por mil hab.); 9. nUumero mamaografo (por mil hab.); 10. nUmero de raio X (por mil
hab.); 11. ndmero tomoégrafo computadorizado (por mil hab.); 12; nimero ressonancia
magnética (por mil hab.); 13. ndmero ultrassom (por mil hab.); 14. nimero de equipo

odontoldgico (por mil hab.).

3.1.1 indice de Desempenho da Condic&o de Satde (IDCS)

O equilibrio dos conhecimentos ambiental, social e econdmico da saude € a base
instrumental do processo de elaboracdo do indice de desempenho da condicdo de saude,
em uma visdo holistica e sistemética dos problemas, solucbes e possibilidades (CAPRA,
1982). Ja, a base ideologica e juridica do IDCS é o artigo 196 da constituicdo federal do
Brasil, que diz: a saude é direito de todos e dever do Estado, garantido mediante politicas
sociais e econdmicas que visem a reducdo do risco de doenga e de outros agravos e ao
acesso universal e igualitario as acdes e servicos para sua promocdo, protecdo e
recuperacao.

O processo de formulacdo do indice de Desempenho da Condi¢éo de Saude (IDCS)
€ constituido pelos indices de desempenho “ambiental, socioeconbémico e demografico,
financeiro e administrativo”. Portanto, o IDCS é constituido dos indices IDA + IDSD + IDFA.
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O escopo do IDCS é fornecer informacfes para o processo de formulacdo de politicas

publicas de saude da faixa de Fronteira do Arco Norte e Arco Central do Brasil.

3.1.1.1. indice de Desempenho da Condicédo de Satde nos Municipios do Arco Norte da

Fronteira

No Estado do Acre, o municipio de Sena Madureira nos dois periodos de pesquisa,
apresenta IDCS 0,279 (desempenho ruim) e IDCS 0,353 (desempenho ruim). O municipio
de Tarauaca no primeiro periodo da pesquisa apresenta IDCS 0,199 (desempenho péssimo)
e mantém desempenho péssimo IDCS 0,180, no momento atual. O municipio de Feijé obtém
os piores indices de desempenho da saude no Estado do Acre, com IDCS 0,123
(desempenho péssimo) e no segundo momento manteve desempenho péssimo (IDCS
0,135). No Estado de Amazonas, o0 municipio de Tabatinga, obtém desempenho regular
(0,410 e 0,444) respectivamente nos dois periodos. O municipio de Labrea demonstra
indices ruins nos dois periodos, como também o municipio de Benjamin Constant, com IDCS
0,350 e 0,311 respectivamente. O municipio de Sdo Paulo de Olivenca obtém os piores
desempenhos do Estado do Amazonas, no primeiro momento em 2010 apresenta o
desempenho péssimo (IDCS 0,135), e na atualidade recua para 0,064. No Estado do Amapa,
o municipio de Laranjal do Jari, obtém indice 0,399 (desempenho ruim), e melhora seu indice
para IDCS 0,535 (regular). No Estado do Para, o municipio de Almeirim € o detentor dos
melhores indices de desempenho da saude do Estado, com desempenho regular (0,559 e
0,536), respectivamente. O municipio de Obidos apresenta IDCS 0,310 (desempenho ruim),
e regride seu indice para 0,269, na atualidade. Da mesma maneira 0 municipio de Alequer
obtém nos dois momentos da pesquisa (IDCS 0,269, e 0,296) respectivamente

(desempenhos ruim) (Tabela 1).

3.1.1.2. indice de Desempenho da Condicéo de Sautde dos Municipios do Arco Central da

Fronteira

O melhor desempenho no Estado de Mato Grosso do Sul e o melhor entre todos do
Arco Central da Fronteira € o municipio de Aquidauana com IDCS excelente (0,822) na
atualidade, promovendo aos seus cidadaos as condicbes de saude de boa qualidade e
satisfatério. Os municipios de Maracaju e Navirai apresentam bons desempenhos nos dois

periodos, assim dispdem de condicdes de saude coerentes com as suas realidades
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socioecond6mica, ambiental e demografica. O municipio de Sindrolandia obtém os piores
desempenhos no Estado do Mato Grosso do Sul nos dois periodos, apresentando
desempenhos regulares, assim fornecendo servigos intermediarios para sua sociedade. No
Estado de Mato Grosso, o0 municipio de Barra de Bugres apresenta o melhor indice do Estado
(0,671) no momento e na atualidade o indice caiu para o desempenho regular (0,551),
reduzindo a qualidade das condi¢cdes de salude de promocao, protecdo e recuperacao da
saude. O municipio de Pontes e Lacerda se classifica em desempenho regular (0,584), no
primeiro momento, promovendo aos seus cidadaos servicos de saude intermediarios, e na
atualidade melhorou seu indice para o desempenho bom com IDCS de 0,637, ampliando o
campo de atuacdo das politicas publicas de saude. O municipio de Poconé, apresenta
desempenhos regulares com IDCS (0,451 e 0,448) respectivamente nos dois periodos de
analise. Em Rondbnia, o municipio de Pimenta Bueno consegue os melhores indices do
Estado nos dois periodos. No primeiro momento apresenta o IDCS bom (0,601), e na
atualidade o desempenho avanca para 0,636, assim dispondo de servicos ambientais,
sociodemogréficos, financeiros e administrativos de salde satisfatorios e coerentes com a
demanda de sua sociedade. O municipio de Guajara-Mirim consegue o desempenho bom
de 0,601 e na atualidade o IDCS regride para desempenho regular (0,529). O municipio de
Rolim de Moura apresenta IDCS nos dois momentos pesquisados desempenhos regulares,
dispondo de servicos de promocéo, protecao e recuperacao da saude ineficiente e incoerente
com o quanlitativo cidaddo. O municipio de Buritis obtém os piores desempenhos do Estado,
com desempenho ruim de 0,230 e 0,328. Apesar do avanco 0s servicos de promocao,
protecdo e recuperacao da salde continuam incoerentes e ineficientes (Tabela 1).

Os melhores indices de desempenhos da saude sdo apresentados pelo Arco Central,
em gue no primeiro momento alcanca IDCS 0,601 (desempenho bom), dispondo de servi¢os
coerentes com a demanda da sua sociedade, e no atual momento o desempenho cai para
IDCS 0,596 (desempenho regular), assim diminui o quantitativo de cidadaos beneficiados
com os servicos de saude. O Arco Norte da Fronteira consegue nos dois periodos da
pesquisa de indices de desempenhos da saude ruins, assim, necessita de mudanca nas
politicas publicas de saude para viabilizar a melhora dos servi¢cos de salde prestados pelo
Estado, igualmente, promover a universalidade e integralidade da saude (Tabela 1).

O indice de Desempenho Ambiental — IDA demonstrou que as questdes ambientais
séo de extrema importancia para o planejamento eficiente, eficaz e efetiva das condi¢des de
saude. A partir do IDA se conclui que os municipios do Arco Central da Fronteira apresentam

sistemas ambientais sanitarios mais eficientes e coerentes com as necessidades de sua
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sociedade. Ja, os municipios do Arco Norte da Fronteira dispOe de servicos ineficientes e

incoerentes com a demanda local. O IDSD demonstra a realidade socioecondmica dos

municipios de fronteira, no qual € possivel verificar que as condi¢des de vida (educacéo,

renda, pobreza, desemprego) do Arco Norte atingiram niveis de desempenho considerados

“baixos” por esta pesquisa, demonstrando uma realidade preocupante em relagdo aos

municipios do Arco Central, que apresentaram desempenhos “bons”, de acordo com a escala

adotada. O IDFA indicou que o atual sistema administrativo financeiro de recuperacao do

sistema da saude é incoerente com as demandas sociais, sendo este considerado como um

dos principais obstaculos que impacta, de forma significativa, a realidade de grande parte

dos municipios brasileiros, decorrente da atual politica do pacto federativo em vigor no pais,

gue tende a impactar a saude financeira, principalmente dos pequenos e médios municipios

do territério nacional.

Analisando em conjunto os desempenhos apresentados dos indices anteriores, 0s

quais integraram o célculo para a determinacéo dos IDCS dos municipios pesquisados, foi

possivel observar que em geral os municipios do Arco Norte apresentaram niveis “baixos”

de desempenho, e no Arco Central foram observados niveis “regulares” de desempenhos,

indicando, assim as condicfes de salude aquém da demanda da sociedade. Pode-se afirmar

gue os municipios do Arco Norte e Central da Fronteira, apresentam grandes dificuldades

em prover e viabilizar o completo bem estar ambiental, social, e, econémico. Portanto, é

necessario que os municipios da fronteira elaborem politicas publicas especificas de

promocao, protecao e recuperacao da saude.

Tabela 1. IDCS dos Municipios e IDCS Geral da Fronteira do Arco Norte e Arco Central

Municipios do Acre Ano de referéncia 10 anos depois indice atual
Feij6 0,123 0,135 Péssimo
Sena Madureira 0,279 0,353 Ruim
Tarauacé 0,199 0,180 Péssimo
Municipios do Amazonas Ano de referéncia 10 anos depois indice atual
Benjamin Constant 0,350 0,311 Ruim
Labrea 0,260 0,246 Ruim
S&o Gabriel da Cachoeira 0,345 0,285 Ruim
Séo Paulo de Olivenca 0,135 0,064 Péssimo
Tabatinga 0,396 0,401 Regular
Municipios de Amapa Ano de referéncia 10 anos depois indice atual
Laranjal do Jari 0,399 0,535 Regular
Municipios do Para Ano de referéncia 10 anos depois indice atual
Obidos 0,269 0,296 Ruim
Almeirim 0,559 0,536 Regular
Alenquer 0,196 0,161 Péssimo
Municipios de Mato Grosso do Ano de referéncia 10 anos depois indice atual
Amambai 0,747 0,587 Regular
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Aquidauana 0,753 0,822 Excelente
Maracaju 0,681 0,722 Bom
Navirai 0,770 0,739 Bom
Sidrolandia 0,576 0,576 Regular
Municipios de Mato Grosso Ano de referéncia 10 anos depois indice atual
Barra do Bugres 0,671 0,551 Regular
Poconé 0,451 0,448 Regular
Pontes e Lacerda 0,584 0,637 Bom
Municipios de Rondénia Ano de referéncia 10 anos depois indice atual
Buritis 0,230 0,328 Ruim
Guajara-Mirim 0,601 0,529 Regular
Pimenta Bueno 0,601 0,636 Bom
Rolim de Moura 0,552 0,579 Regular
FRONTEIRA GERAL Ano de referéncia 10 anos depois indice atual
Arco Norte 0,306 0,301 Ruim
Arco Central 0,601 0,596 Regular

3.2. METODOS QUANTITATIVOS E ANALISE DO DESEMPENHO DE SAUDE E DAS
CONDICOES AMBIENTAIS NA CIDADE DE PORTO VELHO: 6 ANOS APOS A
CONSTRUCAO DAS HIDRELETRICAS DE JIRAU E SANTO ANTONIO, NO RIO MADEIRA

Os parametros e indicadores (modelo criado por Paraguassu-Chaves et al. 2020a)
esta estruturado com dois parametros e 18 indicadores. O primeiro parametro teve como
objetivo identificar o desempenho em saude, o segundo para identificar as condi¢cdes
ambientais. O parametro performance de saude esta constituido dos seguintes indicadores:
namero de Unidades de Saude (hospitais, centro de saude, unidades de salude mistas);
distribuicdo geogréafica das unidades de saude (distribuicdo espacial por bairro e zona); niveis
de atencdo a saude (primario, secundario ou terciario); acesso ao servi¢o publico de saude;
tempo de espera para atendimento médico; distribuicdo gratuita de medicamentos; grau de
satisfacdo com os servicos prestados pelo servico publico; o servico publico de saude
melhorou nos ultimos 6 anos?; quantidade de profissionais de saude nas unidades de salude
(suficiente para atender a demanda da populacédo?); despesa per capita com saude publica;
equipamentos adequados para atender a demanda da populacéo (radiografia, mamografia,
tomografia, ressonancia magnética, aparelhos odontologicos); numero de leitos hospitalares
e, equipamentos e testes de laboratério. O parametro de desempenho ambiental se compde
dos indicadores: domicilios com abastecimento de agua; domicilios com coleta de lixo;
domicilios com esgoto; coleta, transporte e destinagdo final do lixo e, nimero de pessoas

consumindo agua néo tratada.
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3.2.1 Analise dos Parametros de Saltde e Meio Ambiente por Areas Urbanas do

Municipio de Porto Velho.

Para o parametro Saude e Meio Ambiente, a tabela 2 e a figura 1 demonstram o
desempenho deste parametro para as quatro zonas do perimetro urbano da cidade de Porto
Velho. Antes das Hidrelétricas do Rio Madeira (UHE's), as 4 zonas apresentavam
desempenho considerado regular.

Segundo Silva (2013), apés as UHE’s houve uma piora do IQVU. A Zona Sul diminui
de desempenho regular para ruim. Todas as zonas também sofrem altera¢ées no indice de
Qualidade de Vida Urbana (IQVU). Os valores da escala de classificacdo do indice
diminuiram da primeira fase (antes da construcao das UHE’s) para a fase 1 (um) anos apos
a conclusao das UHE’s: Zona Urbana Leste de 0,529 para 0,407; Zona Centro de 0,491 a
0,481; Zona Sul de 0,527 a 0,340 e Zona Norte de 0,452 a 0,419. As 4 (quatro) Zonas, em
geral, estdo na mesma classe de parametros analisados (IQVU Regular), com excec¢ao da
Zona Sul (SILVA, 2013). Apos 6 anos, os indices de qualidade de vida encontrados nesta
pesquisa sdo semelhantes aos encontrados anteriormente. Zona Centro (IQVU 0,456), Zona
Leste (IQVU 0,406), Zona Norte (IQVU 0,428) e Zona Sul (IQVU 0,393), sendo regular a
médio do IQVU (0,420) da cidade de Porto Velho.

A construcdo de hidrelétricas na Amazbdnia chama mais a atencdo para 0s
problemas socioambientais envolvidos do que para as vantagens relativas que esses
projetos trazem para a sociedade local. Pelo menos é o que se observou até agora com o
parametro Saude e Meio Ambiente. Os resultados apontados por Silva (2013) mostram
que houve diminuigdo do IQVU da fase anterior as UHE’s para 1 (um) ano depois. A Zona
Sul foi a mais afetada negativamente, passando de IQVU regular para IQVU ruim. A
diferenca negativa do periodo de referéncia antes das usinas hidrelétricas para o periodo
de referéncia apos a construcado das UHE’s foi de IQVU 0,088 e que corrobora com todas
as conclusdes dos ultimos 6 anos. Apos 6 (seis) anos, o IQVU médio da cidade de Porto
Velho ficou em 0,420, assim distribuido: Zona Central (0,456) regular, Zona Leste (0,406),
Zona Norte (0,428) e Zona Sul (0,393). A diferenca entre o IQVU médio 6 anos depois em
relacdo as condi¢cdes de vida da populacdo no periodo anterior a constru¢cdo das
hidrelétricas é de - 0,079.

O que ja era o indicador negativo depois que as hidrelétricas se agravaram mais
negativamente. Porto Velho ao longo de sua historia apresentou sérios problemas de
infraestrutura e servigos publicos ineficientes. Com as instalagdes das UHE's os resultados
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apontam muito mais para os aspectos negativos com o agravamento dos problemas ja
existentes e a incerteza de suas solugdes. Pode-se afirmar que houve queda significativa do
IQVU na cidade de Porto Velho. O IQVU, que ja apresentava desempenho negativo, piorou
com a chegada das UHEs de Jirau e Santo Anténio ao rio Madeira, em Porto Velho -

Rondoénia, Amazoénia Ocidental.

Tabela 2. Parametro de Saude e Meio Ambiente por Zona Urbana (IQVU).

Zona Urbana Antes Depois da 6 anos
construcao depois

Leste 0.529 0.407 0.406

Sul 0.527 0.340 0.393
Central 0.491 0.481 0.456
Norte 0.452 0.419 0.428
IQVU 0.499 0.411 0.420

{ Datum SIRGAS2000 |

63°56'W B83"52'W 63"48'W
Health and Environment Health and Environment
Terrivle [l 0.000 - 0.200 Terrivie [l 0.000 - 0,200
Bad [ | 0201-0400 Bad [ ] 0201-0400
Regular | 0.401 - 0,600 Regular 0,401 - 0,600
Good | 0,601 - 0,800 Good ] 0,601 - 0,800
Great [] 0,801 - 1,000 Great [ ] 0,801 - 1,000

Figura 1. Cartograma dos parametros de salude e ambiente por zona.

3.2. ANALISE FATORIAL COMO FERRAMENTA PARA CONSTRUGAO DO INDICE DE
DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL DE BACIAS HIDROGRAFICAS EM RONDONIA,
AMAZONIA OCIDENTAL

O modelo foi construido com base nos seguintes indices: ambientais, econémicos,
sociais e politicos institucionais. A combinacéo desses quatro indices resultou no indice de
desenvolvimento sustentavel, conforme indicado na metodologia (roteiro metodolégico). S&o
Indicadores de indice Ambiental e suas respectivas fontes de dados: desmatamento;
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porcentagem da area do municipio ocupada por unidades de conservacao; porcentagem da
area do municipio ocupada por terras indigenas. S&o Indicadores de indice Econémico:
produto interno bruto per capita; nimero de gado bovino; producao de arroz em % em relacao
ao Estado; producéo de café em % em relacdo ao Estado de Ronddnia; valor da producéo
de castanha do Brasil em R$ mil; valor da producéo de madeira ndo processada em R$ mil;
producdo de cacau em % em relacdo ao Estado de Rondénia. Sdo Indicadores de indice
Social: domicilios com acesso a agua em %; domicilios com acesso a esgoto em %;
domicilios com acesso a eletricidade em %; taxa de analfabetismo; renda familiar média per
capita; indice de Gini de renda domiciliar per capita; proporcéo de pessoas com baixa renda;
% da populacdo com renda <1/2 SM; % da populagédo com renda <1/4 SM; proporcao de
criangas em situagao familiar de baixa renda; % criangas com renda <% SM; % de renda de
criancas com renda <% SM; taxa de desemprego 16a e +; taxa de trabalho infantil; nGmero
de unidades de saude por mil habitantes; nimero de leitos hospitalares por mil habitantes e
nimero de médicos por mil habitantes e, fazem parte dos Indicadores de indice Politico
Institucional: receita de orcamento per capita; % receita propria; despesa de investimento per
capita; despesas de investimento sobre despesas realizadas; educac¢do e cultura; saude e
saneamento e nimero de camaras municipais.

A seguir, serdo descritas as etapas percorridas neste trabalho, consideradas
essenciais para a consolidacdo do processo de construcdo de indices de desenvolvimento
sustentavel em funcdo do objeto do presente estudo. Fase 1: classificacdo dos municipios
do Estado de Rondénia por bacias hidrograficas. Fase 2: levantamento dos dados oficiais
de cada municipio enquadrado por bacias hidrograficas. Fase 3: elaboracao de planilha Excel
com os dados disponiveis de acordo com a estrutura recomendada pelas fases 1 e 2. Fase
4: utilizar a ferramenta SPSS, por meio de andlise fatorial, baseada no método Varimax. Fase
5: observar os critérios de adequacao de dados para andlise fatorial. Fase 6: determinar os
indices de desempenho por municipios agregados por bacias hidrograficas. Fase 7: a partir
dos indices médios de desempenho dos municipios, determinar os indices de cada
parametro para cada bacia hidrogréfica e, Fase 8: usando a média dos parametros,

determinar o indice de desenvolvimento sustentavel por bacias hidrogréaficas.
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Tabela 3. indice de Desenvolvimento Sustentavel por Bacias Hidrogréaficas em

Rondonia.

Bacia hidrografica

indice (ano de referéncia)

indice 10 anos depois

Rio Guaporé 0,347 0,287
Rio Mamoreé 0,547 0,527
Rio Madeira 0,400 0,338
Rio Jamari 0,293 0,256
Rio Machado 0,322 0,247
Rio Roosevelt 0,234 0,187
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Figura 2. Mapa de indice de Desenvolvimento Sustentavel para as Bacias Hidrograficas de
Rondénia, 10 Anos Depois.

A bacia hidrografica do rio Mamoré apresentou um melhor indice de desenvolvimento
sustentavel (0,527), porém, este indice apenas indicou uma situagao “regular”, de acordo
com a escala adotada, que aliada ao “fraco” desempenho das demais bacias hidrograficas,
aponta para uma situacao preocupante no Estado de Rondonia. Verificou-se também que a

incipiente politica publica de fortalecimento do paradigma do desenvolvimento sustentavel
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ao nivel das bacias hidrograficas em Rondoénia, tem contribuido para o avanco do
desmatamento em Rondonia.

A queda generalizada dos indices sociais, em todas as bacias hidrogréaficas
estudadas, reflete que o atual modelo hegemonico de desenvolvimento regional ndo esta,
de fato, trazendo uma melhoria na qualidade de vida nas respectivas regides geograficas
das bacias hidrograficas, o que, com isso, desencadearia, entre outros aspectos, 0
enfraquecimento social e o esfor¢o coletivo do poder local, reduzindo assim os critérios de
fortalecimento do capital social endégeno. E necessario reconhecer que o trade-off
“‘conservacdo e desenvolvimento” estd latente em Rondbnia e que as politicas de
desenvolvimento regional ndo estdo sendo suficientes para resolver os problemas de
desigualdade regional no Estado de Rondonia. Fica evidente, portanto, com este trabalho,
gue mesmo com a Lei de Recursos Hidricos do Estado de Rondbnia, aprovada no inicio dos
anos 2000, os resultados apresentados demonstram que a gestdo das bacias hidrograficas
de forma efetiva e plena ainda néo foi efetivada. Isso porque existem outros fatores que
dificultam, como a logica geopolitica instaurada em Rondbnia, onde uma regido é
praticamente toda preservada em detrimento do desenvolvimento econdmico mesmo sendo
considerada produtiva. Assim, verifica-se que o comércio-off “conservacdo e
desenvolvimento” é o maior desafio para a gestdo ambiental em Rondonia, como apontado
por Cavalcante (2011); Cavalcante; Silva (2011); Cavalcante; Gées (2011a); Cavalcante;
Gobes (2011b); Cavalcante; Gées (2013), fato agravado no contexto de areas de bacias
hidrograficas, onde a complexidade de interesses atinge uma dimensdo ainda maior. A
analise fatorial demonstrou eficiéncia como método estatistico multivariado na construcao de
indices de desenvolvimento sustentavel para as bacias hidrograficas de Rondénia. Por fim,
€ altamente recomendavel institucionalizar politicas publicas regionais na forma de Plano
Diretor da Bacia Hidrografica de Rondénia como mecanismo de planejamento e gestao das
respectivas areas, na perspectiva do desenvolvimento sustentavel, integrado e indissociavel

de suas comunidades locais.

4. CONCLUSAO

No primeiro estudo a AF foi utilizada para a construcéo de indice de Desempenho da
Condicao de Saude (IDCS) a partir da correlacéo dos indices ambiental, sociodemografico e

financeiro administrativo. Analisou-se o IDCS nos municipios do Arco Norte e Central da
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Fronteira do Brasil, visando identificar a eficiéncia, eficacia e efetividade das politicas
publicas de saude das 3 esferas de governo. A escala de classificacdo de Hair adaptada foi
adotada para expressar os resultados. Pode-se mensurar que 0s municipios do Arco Norte
e Central da Fronteira apresentam grandes dificuldades em prover e viabilizar o completo
bem estar ambiental, social, e, econbmico. Portanto, € necessario que oS municipios da
fronteira elaborem politicas publicas especificas de promocao, protecdo e recuperacao da
saude.

No segundo estudo apresentado, a AF foi empregada para calcular indice de
Qualidade de Vida Urbana (IQVU) da cidade de Porto Velho, a partir dos indices das
condi¢cdes ambientais e de saude. A escala de classificacdo de Hair adaptada foi adotada
para expressar os resultados alcangados por cada bairro e zona urbana da cidade de Porto
Velho. Os dados sdo correspondentes ao periodo antes da constru¢cdo de duas grandes
hidrelétricas, um apds a construcdo das hidrelétricas e 6 anos depois do ultimo estudo. Pode-
se constatar que ap0s 6 anos, os indices de qualidade de vida encontrados sdo semelhantes
aos encontrados anteriormente. O IQVU, que ja havia sofrido impacto negativo durante a
construcdo das barragens e 1 ano depois, piorou seis anos depois.

O terceiro estudo teve como objetivo construir um indice de Desenvolvimento
Sustentavel para as bacias hidrogréficas de Rondénia, utilizando a andlise fatorial como
modelo analitico. A andlise fatorial foi utilizada como ferramenta para a construcao de indices
de desempenho ambiental, econémico, social e institucional. A escala de classificacdo de
Hair adaptada foi adotada para expressar os resultados alcancados por cada bacia
hidrografica. Houve queda nos indices 10 anos apds o0 ano inicial da pesquisa, mostrando
que, em termos de desenvolvimento sustentavel, ndo houve melhora em Rondénia no
contexto geografico das bacias hidrograficas.

Pode-se concluir por estes estudos que a analise fatorial (AF) demonstrou eficiéncia
como método estatistico multivariado na construcdo de indices de desempenho e sua

aplicacao em estudos interdisciplinares em saude e meio ambiente na Amazonia Brasileira.
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CAPITULO 14
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RESUMO

Objetivo: mapear a concentracdo da contaminacdo por N nitrato (NO3-), nas aguas
subterraneas urbanas de Nova Mamoré, Estado de Rondbnia, localizada na regidao Sul da
Amazodnia Ocidental, na fronteira Brasil/Bolivia. Materiais e Método: procedeu-se na primeira
pesquisa as coletas de 80 amostras e na segunda pesquisa, 40 amostras de agua de acordo
com a metodologia da CETESB e da ANA. O segundo método foi Aleatdrio Estratificado,
proposto por Yamamotto e Landim (2015). Os locais foram georreferenciados utilizando-se
o Global Positioning System (GPS). Para mensuracdo do nitrato foi usado o método de
espectrofotometria com uso do Espectrofotdmetro. Foi confeccionado mapa com informacao
georreferenciadas, para localizar as &reas de maior e menor potencial de contaminagéo. O
uso de geoestatistica (método da Krigagem) foi utilizado na espacializagdo das amostras e
nas analises dos padrdes espaciais. Resultados: na primeira amostragem, 62,5% das
amostras de 80 pocos cacimbas apresentaram teores de nitrato > que 10 mg/L, a tornando
agua imprépria para o consumo humano. Na segunda pesquisa 73% da amostragem
apresentaram teores > que 10 mg/L de nitrato. Conclusdes: a populacéo esta consumindo
agua com alto grau de contaminacdo de Nitrato (NO3-). Faz-se necesséario, a urgente
insercéo de politicas publicas no setor de saneamento basico e alerta-se para uma questédo
de saude publica.

Palavras-Chave: Nitrato (NO3-), Agua Subterranea Urbana e Amazonia Ocidental.

ABSTRACT

Objective: to map the concentration of contamination by N nitrate (NO3-) in the urban
groundwater of Nova Mamoré, State of Rondbnia, located in the southern region of the
Western Amazon, on the Brazil / Bolivia border. Materials and Methods: In the first survey,
80 samples were collected and in the second survey, 40 water samples according to the
methodology of CETESB and ANA. The second method was Stratified Random, proposed by
Yamamotto and Landim (2015). The locations were georeferenced using the Global
Positioning System (GPS). To measure nitrate, the spectrophotometry method was used with
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the use of the Spectrophotometer. A map was made with georeferenced information to locate
the areas of greatest and least potential for contamination. The use of geostatistics (Krigagem
method) was used in the spatialization of samples and in the analysis of spatial patterns.
Results: in the first sampling, 62.5% of the samples from 80 wells in cacimbas had nitrate
contents> 10 mg / |, making water unfit for human consumption. In the second survey, 73%
of the sample had levels> 10 mg/ L of nitrate. Conclusions: the population is consuming water
with a high degree of Nitrate contamination (NO3-). It is necessary, the urgent insertion of
public policies in the sector of basic sanitation and alert to a public health issue.

Key words: Nitrate (NO3-), Urban Groundwater and Western Amazon.

1. INTRODUCAO

Em Rondbnia, na Amazobnia Ocidental as aguas subterrdneas representam um
importante recurso no abastecimento humano (PARAGUASSU-CHAVES et al.,, 2018a;
2018b; 2015). Aproximadamente 35% da agua distribuida pela Companhia de Aguas e
Esgotos de Rondbnia (CAERD) € originada do manancial subterraneo. De acordo com IBGE
(2014; 2018) no Brasil, o aquifero subterraneo abastece aproximadamente 20% do total de
domicilios e, destes, 68,78% estéo localizados na area rural, abrangendo 12% de toda a
populacao do pais. Campos (2003) argumenta que o alto consumo de dgua subterranea, tem
como justificativa uma alternativa do baixo custo, e porque € acessivel a todos,
especialmente a populacdo de baixa renda, tanto na complementacdo diaria como na
substituicdo total da agua fornecida pelo servico publico e/ou privado. De acordo com Varnier
e Hirata (2002) em funcdo do baixo custo e facilidade de perfuracdo, a captacdo de agua
livre, mesmo que mais vulneravel a contaminacao, é mais frequentemente utilizada no Brasil.
Cagnon e Hirata (2004) explicam que a utilizacdo das aguas subterrdneas no Brasil tem
aumentado em decorréncia da concentracdo demogréafica e da expansédo econdémica, devido
as suas vantagens qualitativas e gquantitativas sobre as aguas superficiais. A logica desta
demanda influenciou diretamente na sua qualidade e, consequentemente, na salude das
populacdes, uma vez que estes mananciais se encontram degradados, € que afirmam
Cagnon e Hirata (2004) em seus estudos.

O Brasil apresenta uma das maiores bacias hidrograficas do mundo e é considerado
um pais onde os recursos hidricos sdo abundantes. Segundo Campos (2003) o potencial
hidrico subterraneo na Amazo6nia possui importante contribuicdo no abastecimento humano.
Porém, sua utilizacdo é feita de forma nédo planejada e sem conhecimento adequado das

suas potencialidades e qualidades. O gque coloca a Regido entre a de menor oferta na
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prestacao de servicos de saneamento basico, e a coloca no ranking da pior regiao brasileira
neste indicador. Mindrisz (2006); Klock et al. (2014); Brito (2013); Libanio (2010) sao alguns
importantes autores que questionam a qualidade da agua consumida em areas urbanas e
em nucleos rurais brasileiros.

De acordo com Paraguassu-Chaves et al. (2018a; 2018b) a preocupacdo com a
qualidade da 4gua deve ser observada a partir do momento a que se destina, seja para o
sistema produtivo, dessedentacao de animais ou diretamente para o consumo humano. Este
autor e seus colaboradores avaliaram as consequéncias da baixa qualidade da agua,
considerando as analises realizadas nos pequenos nudcleos urbanos da regido Norte do
Brasil, especificamente, no Estado de Rondbnia, onde a captacao da 4gua, na maioria das
suas cidades é realizada através de pocos cacimbas, ou seja, com 0 uso de agua
subterranea. Segundo Paraguassu-Chaves (2019); Paraguassu-Chaves et al. (2019); Costa,
Paraguassu-Chaves e Oliveira (2019) o manancial subterraneo é um recurso amplamente
utilizado por uma parcela da populacéo brasileira, principalmente nas cidades amazoénicas.
Segundo Paraguassu-Chaves et al. (2019) a agua subterranea pode ser captada no aquifero
confinado ou artesiano, localizado entre duas camadas relativamente impermeaveis, o que
dificulta a sua contaminacgéo. A agua subterranea captada no aquifero ndo confinado ou livre,
que fica proximo a superficie, esta mais suscetivel a contaminacao.

Brasil (2011) estabelece que agua para o consumo humano é a &agua potavel
destinada a ingestao, preparacao de alimentos e a higiene pessoal, independentemente de
sua origem, e agua tratada, € a agua submetida a processos fisicos, quimicos ou uma
combinacao destes, com o propésito de atender ao padrédo de potabilidade. O padrédo de
potabilidade é definido como sendo o conjunto de valores permitidos como parametro de
gualidade da agua destinada ao consumo humano. O sistema de legislacdo de saude
relaciona as caracteristicas fisicas, organolépticas e quimicas da agua; seus valores
méximos permissiveis (VMP) e as caracteristicas de qualidade microbioldgicas e radioativas.
Silva e Brotto (2014) acrescentam a esta relacdo, os tempos de contato minimos a serem
observados para a desinfeccao por cloracdo, em funcéo da temperatura e do pH da 4gua; e
0S numeros minimos de amostras e frequéncia para o controle de qualidade da agua dos
sistemas de abastecimento, para varias finalidades. De acordo com Brasil (2011) a
concentracao superior a 10 mg/L, de Nitrogénio (N) na forma de Nitrato (NO3-), € imprépria
para consumo humano. Portanto, a legislagdo brasileira é taxativa: “agua contendo
concentragdes superiores a 10 mg/L de Nitrogénio (N) na forma de Nitrato (NO3-) é impropria

para o consumo humano”. As concentragdes superiores a 3 mg/L de nitrogénio na forma de
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Nitrato (NO3-) sao indicativos de contaminacdo devido as atividades antropogénicas,
também indicadores de contaminacao bacteriana e por fertilizantes. Um alerta de seguranca
para a saude das pessoas que estdo submetidas a tal situacdo (PARAGUASSU-CHAVES,
et al., 2015; 2018a; 2018b; 2019). Praticamente todas as atividades humanas oferecem
algum risco de poluicio ambiental e, muitas vezes, transformam-se em fontes de
contaminacdo das dguas subterraneas. Alaburda e Nishihara (1998) incluem os compostos
de nitrogénio nos seus diferentes estados de oxidacao: nitrogénio amoniacal e albumindide,
nitrito e nitrato, dentre as substancias que podem constituir risco para a saude humana. Para
Foster; Ventura e Hirata (1993) o nitrato € o contaminante mais comum encontrado nas
aguas subterraneas e sua concentracao raramente ultrapassa 5 mg/L em aguas ndo poluidas
e concentracdes acima de 10 mg/L representam forte indicacdo de contaminacdo nas aguas.
Para Freeze e Cherry (1979) o nitrato € encontrado naturalmente em aguas subterraneas,
mas a sua presenca em concentracdes elevadas € resultante de atividades humanas,
principalmente devido ao uso de sistemas de saneamento in situ as substancias
nitrogenadas dos residuos organicos sédo oxidadas por rea¢des quimicas e biolégicas e o
resultado é a presenca de nitrato no solo e consequentemente até as aguas subterraneas.
Freezer e Cherry (1979) afirmam que o nitrato é extremamente sollvel na agua e pode se
mover facilmente, contaminando o aquifero a longa distancia, devido a sua persisténcia e
mobilidade. O nitrato presente no solo ou diretamente na 4gua tem muita facilidade de
contaminar as aguas subterraneas. Barbosa (2019) também afirma que o nitrato é
extremamente solUvel na agua e pode mover-se facilmente e contaminar o aquifero a longa
distancia, devido sua persisténcia e mobilidade.

De acordo com Campos e Rohlfs (2019) o nitrato é encontrado de forma natural na
agua e no solo em baixas concentracfes. A deposicdo de material organico no solo aumenta
drasticamente a quantidade de nitrogénio. A contaminacao da agua subterranea urbana por
nitrato sao resultados da ineficiéncia de servicos de saneamento basico e a falta de
esgotamento sanitario na area urbana. A ineficiéncia desses servicos obriga a populacao
local a construir fossas negras e sépticas para deposicao de efluentes dentro das imediacdes
de seus terrenos, que na pratica, esse processo se traduz em contaminagdo das aguas
subterraneas (MELO JUNIOR et al., 2006). Aproximadamente 41% da populacéo brasileira
utilizam fossas rudimentares ou ndo possuem qualquer sistema de saneamento e somente
32%, estdo conectadas corretamente a rede de esgotos. Este procedimento se manifesta na
deposicao inadequada dos efluentes, os quais, muitas vezes, sdo lancados diretamente no

aquifero, como alternativa, tendo em vista a baixa oferta de rede coletora de esgoto sanitario
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em todos os municipios do Estado de Ronddnia, cujo possui um percentual de 2% de
atendimento.

Paraguassu-Chaves et al. (2015); Paraguassu-Chaves et al. (2018a; 2018b); Barata
(2016); Paraguassu-Chaves (2019) ja faziam um alerta de seguranca para a saude das
pessoas que estdo submetidas a tal situacdo na grande maioria das cidades da Amazénia
dotada de servicos de saneamento e esgotamento sanitario precario ou praticamente
inexistente. Que o universo da populacdo dessas cidades consomem agua com
concentracfes superiores a 3 mg/L de nitrogénio na forma de nitrato (NO3-) o que por si ja
€ indicativo de contaminacao devido as atividades antropogénicas, também indicadores de
contaminagao bacteriana e por fertilizantes.

Na cidade de Nova Mamoré, Rondbdnia, Amazdnia Ocidental, na fronteira com a
Republica da Bolivia, o esgotamento sanitario praticamente inexiste. O esgotamento €
efetuado apenas por fossas negras ou sépticas ou irregularmente nos igarapés que cortam
a area urbana, fato que compromete a qualidade dos recursos hidricos locais. O saneamento
basico, especificamente, abastecimento de agua e coleta de esgoto sanitario do municipio €
coordenado pela Companhia de Aguas e Esgotos de Rondénia (CAERD). A quantidade de
domicilios com acesso a rede geral de dgua tratada ainda € muito baixa: apenas 16,88% dos
domicilios. Enquanto que 83,91% séo abastecidos por pocos ou hascente na propriedade,
apenas 4,84 pocos ou nascente localizam-se fora da propriedade. A proporcao de domicilios
com saneamento adequado era apenas de 1,13%, bem inferior & proporcdo do Estado
(11,62%), enquanto que 49,08% semi-adequado e 49,79% inadequado. Na cidade néo existe
rede coletora de esgotamento sanitario, indicando, assim, que o saneamento basico da
cidade ainda € muito precario (PLANO DIRETOR, 2012; CAERD, 2014a; 2014b; 2014c;
PARAGUASSU-CHAVES et al., 2015; 2018a; 2018b; BARATA, 2016). De acordo com
Barata (2016) a deficiéncia no saneamento basico pode acarretar problemas de saude
publica, pois, a poluicdo das dguas pode gerar doencas como: disenteria bacilar, dengue,
febre amarela, leptospirose, hepatite A, e outras. A falta de saneamento basico torna-se
ainda mais agravante devido ao fato da grande maioria dos domicilios ser abastecidos por
pocos ou nascente sem a devida preocupacao ambiental. Portanto, a cultura local de usar,
basicamente, os pocos abertos em seus imoOveis para consumo humano é algo
extremamente perigoso que requer estudos mais aprofundados como avaliacdo dos
impactos socioambientais decorrentes dessa pratica, sobre a saude humana.

Rodrigues (2008); Lima (2008); Riquelme (2015); Paraguassu-Chaves et al. (2015;
2018a; 2018b); Barata (2016) e Paraguassu-Chaves (2019); sdo autores que contribuem
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para o conhecimento da contaminacdo da agua subterranea na area de fronteira. Estudos
sobre agentes causadores de contaminacdo nas aguas subterrdneas vém ocorrendo
gradualmente na regido Norte, segundo estes autores. Considerando a questdo do risco a
saude populacional e a questdo socioambiental envolvida, o estudo tem como objetivo
mapear a concentracdo da contaminacdo por nitrato no aquifero livre, da cidade de Nova
Mamoré, no Estado de Rondénia, localizada na regido Sul da Amazonia Ocidental, fronteira

com a Bolivia.

2. MATERIAIS E METODO

2.1 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

2.1.1 Procedimentos de Campo e Laboratdrio

Para o cadastramento dos pocos e coletas e amostras de agua foram utilizados dois
métodos. O Guia Nacional de Coleta e Preservacédo de Amostras de Agua da