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Apresentacao

As ciéncias bioldgicas tem cada dia mostrado novos campos para pesquisa, ¢ cabe cada
profissional eleger sua inquietude como problematica a ser respondida. Sendo assim, ela busca
discutir sobre os fatores nutricionais adequados ao ser humano, distirbios relacionados ao sono,
identificacdo de microbiota intestinal e sua ligagdo com patologias cerebrais, estudos sobre
imunizantes e soroterapia, novas técnicas de enxertia Ossea, estudos sobre toxicidade em
microbiologicos, vegetais e plantas.

As pesquisas aplicadas em ciéncias biologicas busca também elucidar os fatores mutagénicos
em plantas e animais, aspectos sobre polui¢do da dgua, maturagdo visual, identificagdo de novas
drogas com atividades antibacterianas, antineoplésicas, antioxidante e anticarcinogénica. Sempre ¢é
bom apreciar um relato de caso, pois sua experiéncia ndo pode ser a mesma, mas existem situagdes
parecidas e uma boa leitura ajuda.

A utilizagdo de novas tecnologias em busca de tratamento de feridas (no caso de cicatrizagao),
na area de estomaterapia ¢ busca constante de novos produtos organicos, tudo ¢ bem evidente pela
busca de melhores formas de tratamento e com resultados que possam atender a perspectiva do
cliente, ndo deixemos de citar sua contribui¢do na avaliacdo dos praticantes de esportes, orientando
sobre a melhor forma nutricional, ergondmica, econdmica ¢ social.

Espero que esta obra possa ser de grande valia para sua busca por conhecimento.

Que ela ndo permaneca somente nas telas dos acessos remotos, mas que seja aplicada e lembrada
por cada leitor.

Boa leitura.

Inaldo kléy do Nascimento Moraes
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CAPITULO 1

O PAPEL DA NUTRICAO ADEQUADA PARA O DESENVOLVIMENTO HUMANO

Edizangela de Fatima Cruz de Souza, Graduanda em Psicologia, UFPB, Jodo Pessoa,
Paraiba

Roberta Maria de Sousa Alexandre, Graduanda em Psicologia, UFPB, Jodo Pessoa, Paraiba
Gabriella Medeiros Silva, Mestranda em Psicologia Social, UFPB, Jodo Pessoa, Paraiba
Natanael Antonio dos Santos, Professor titular do Departamento de Psicologia, UFPB, Joao
Pessoa, Paraiba

RESUMO

A nutri¢do corresponde a uma tematica importante para a sociedade, principalmente pelo fato
de grande parte das pessoas se alimentarem de forma inadequada, podendo acarretar em dois
problemas de satde publica: obesidade ou desnutri¢do. A obesidade se relaciona com o acimulo
de gordura no organismo, enquanto a desnutri¢do se refere a déficits de nutrientes, tendo sido
o segundo ponto mais enfocado no estudo. Nesse sentido, o objetivo do presente capitulo foi
discutir o papel da nutricdo adequada para o desenvolvimento humano, revelando as alteracdes
da malnutri¢do na vida do individuo. Para tanto, foi realizada uma revisdo narrativa, que buscou
explorar as principais ideias da tematica e a sua relagdo com aspectos do desenvolvimento do
individuo. Os resultados apontaram que a infincia € um periodo de maior susceptibilidade de
influéncias externas do ser humano, fazendo com que mereca um destaque mais especifico.
Além disso, observou-se a importancia do aleitamento materno, que proporciona condigdes
para que a crianga possa se desenvolver adequadamente. Os déficits de nutrientes também
foram abordados, como no desenvolvimento cerebral, cognitivo, fisico e motor. Portanto, foi
possivel compreender a importancia da nutricdo adequada para o desenvolvimento e oferecer
informagdes necessarias para estudos futuros.

PALAVRAS-CHAVE: Nutri¢cao; desnutri¢ao; desenvolvimento infantil.

INTRODUCAO

A nutrigdo pode impactar significativamente no desenvolvimento do individuo,
principalmente na infancia, devendo incluir o consumo adequado de nutrientes, vitaminas e
minerais responsaveis pelo funcionamento do organismo (PRADO et al., 2011). No entanto, a
ingestdo inadequada dessas substancias pode provocar alteragdes em fungdes do
desenvolvimento, na sua satide e no seu bem-estar. Além disso, também pode ser compreendida
a partir da perspectiva de questdes relacionadas ao sobrepeso e ao baixo peso corporal, que

contribuem para o crescimento de doencgas cronicas (COUTINHO; GENTIL; TORAL, 2008).

O sobrepeso e/ou a obesidade diz respeito ao acimulo de tecido adiposo no organismo

e pode ser considerada uma questdo de satde publica, visto que atinge cerca de 40% da
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populacdo mundial e estd aumentando aceleradamente (OMS, 2018). Isso pode estar

acontecendo devido a prevaléncia do sedentarismo e aos padrdes alimentares da atualidade, em
que, pela dinamicidade da vida contemporanea, as pessoas se voltam ao consumo de comidas
ricas em sddio, agucares e gorduras do que uma alimentagdo saudavel a partir de preparagdes

caseiras, alimentos in natura e uma dieta equilibrada (MONTEIRO; LOUZADA, 2015).

A obesidade também pode ser representada como um fator de risco para o
desenvolvimento de doengas cronicas, como a diabetes mellitus, doengas cardiovasculares (ex:
hipertensdo) e problemas respiratorios, o que pode elevar o risco de mortalidade na vida adulta
decorrentes dessas doencas (CANOY et al., 2013). Além disso, a obesidade pode estar
relacionada a alteragdes fisiologicas e metabdlicas, fazendo com que isso reflita na composi¢ao

corporal e na qualidade de vida do individuo (ROOPAKALA et al., 2009).

Assim como a obesidade, a desnutri¢do também pode ser considerada um problema de
saude publica e vai se referir a baixa ingestdo de nutrientes necessarios para que o organismo
funcione de forma adequada (MORGANE; MOKLER; GALLER, 2002). A desnutri¢ao
apresenta multiplas causas. A principal delas decorre de questdes relacionadas a pobreza e a
desigualdade social, quando as pessoas nao possuem condi¢des socioeconOmicas para se
alimentarem de forma suficiente. Entretanto, a desnutricao também pode ocorrer em detrimento
de fatores como partos prematuros, infec¢des repetidas ou desnutri¢do intrauterina e pds-natal

(BISCEGLI et al., 2007).

Sendo assim, a desnutri¢cdo pode levar a consequéncias negativas no sistema cognitivo,
como atraso mental, no crescimento € no neurodesenvolvimento e baixa capacidade de
resolugdo de problemas. Também pode afetar o tamanho do individuo, a aparéncia fisica, como
olhos fundos, baixo peso e atraso no crescimento, nas atividades motoras, assim como no
sistema imunoldgico, fazendo com que tenha muitos riscos de infec¢des graves, e até mesmo
de mortalidade infantil (PACHECO; DALEPRANE; BOAVENTURA, 2007). Dessa forma, a
desnutricdo pode ser considerada uma das mais importantes causas externas que provocam

alteragdes no desenvolvimento das criangas (MONTEIRO, 2003).

Nesse sentido, o objetivo desse capitulo foi realizar uma revisdo narrativa de artigos que
evidenciem o papel da nutri¢do adequada para o desenvolvimento, relevando alteragdes da
malnutricdo na vida do individuo, enfocando principalmente essas questdes relacionadas a
desnutri¢ao, devido a, como mencionado, corresponder a uma das causas externas mais

relevantes que afetam o desenvolvimento infantil. Ainda, destaca-se a relevancia de tal estudo,
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visto que € uma realidade bastante presente no Brasil, podendo auxiliar na compreensao acerca

da tematica e subsidiar posteriores intervencgoes, sendo assim, faz-se necessario explorar as

principais ideias sobre isso.
METODO

Para alcancar o objetivo proposto, foi realizada uma revisao narrativa de 35 artigos entre
os anos de 2000-2018. Esse tipo de procedimento abarca publicagdes mais amplas e apresenta
um menor rigor cientifico por ndo utilizar critérios sistematicos, no entanto, contribui
significativamente para o entendimento do estado da arte da tematica, promovendo atualiza¢des
para o conhecimento cientifico (ROTHER, 2007). Assim, esse estudo abordara pontos sobre a
nutricdo na primeira infancia e sua relacdo com aspectos do desenvolvimento do individuo,

como nas areas: cerebral, cognitivo, fisico € motor.
NUTRICAO NA PRIMEIRA INFANCIA

A nutri¢do ¢ de extrema importancia durante toda a vida do individuo, mas a infancia
merece ser destacada, visto que essa fase, principalmente nos primeiros 24 meses de idade, ¢
considerada o periodo critico para o desenvolvimento e crescimento adequados do ser humano
(LIMA et al., 2012). Ou seja, ¢ durante a infincia que o individuo serd mais susceptivel a
determinadas influéncias externas, em que os padrdes alimentarem podem influenciar no
crescimento da crianga de forma positiva, fazendo com que se desenvolva adequadamente, ou
de forma negativa, provocando alteragdes no seu desenvolvimento (WEFFORT, 2013). Além
disso, a nutrigdo precoce apresenta forte influéncia na fungdo fisioldgica, na maturacdo do
sistema imunologico e em aspectos do desenvolvimento da crianga (GARWONLINSKA et al.,

2018).

Nessa direcao, o leite materno ¢ visto como o alimento mais completo para assegurar o
crescimento e desenvolvimento saudavel para os bebés, uma vez que proporciona nutrientes
necessarios, como carboidratos, proteinas, lipidios e vitaminas, e compostos bioativos e
elementos interativos, como fatores de crescimento ¢ hormdénios (GARWONLINSKA et al.,
2018). Esses componentes sao encontrados no leite materno em composi¢ao e condigdes ideais,
contribuindo para que os elementos obtidos pela crianga sejam aproveitados de forma mais

eficiente e para um processo digestivo mais harmonico (ANTUNES, 2008).

A amamentagdo, entdo, pode favorecer o desenvolvimento de estruturas oOsseas,
psicoldgicas e neurologicas, assim como proteger de infecgdes respiratorias, diminui¢ao da

mortalidade infantil, preven¢do de doencas cronicas e auséncia de sobrecarga renal (RAMOS;
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STEIN, 2000). Por isso, estudos apontam a importancia do leite materno como o tnico alimento

até o sexto més de vida, como constatado por Marques, Lopes e Braga (2004), que avaliaram
102 criancas em amamentacdo exclusiva, encontrando que esses sujeitos tiveram um
crescimento adequado, com a evolugdo do peso dentro do que se espera para idade, confirmando

os beneficios nutricionais do leite materno.

No entanto, apesar de toda a importancia, ainda existem muitas criangas que nao sao
alimentadas com leite materno por diversos fatores, como a falta de reconhecimento por parte
da populacdo e até por profissionais da satde; ou quando as maes ndo querem e/ou ndo podem
amamentar, fazendo com que precocemente sejam utilizados complementos como o
aleitamento artificial (BRASIL, 2002). Esse método diz respeito ao uso de instrumentos como
a mamadeira com leite de origem animal, em que, embora a satisfacao da fome seja mais rapida,
a crianga pode ndo obter as vantagens nutricionais do aleitamento natural e apresentar prejuizos,
a exemplo de questdes relacionadas a suc¢do por ndo precisar fazer esforco (MEDEIROS;

FERREIRA; FELICIA, 2009).

A partir dos sete meses de idade, além do leite materno, os bebés devem comecar a ser
introduzidos a alimentos complementares, que precisam ser ricos em nutrientes, zinco, calcio e
vitaminas, com consisténcia adequada para idade, evitando alimentos processados com altos
niveis de sdédio e agucares (BRASIL, 2002). Por volta dos dois anos de vida, a crianca ja
apresenta mais autonomia e socializagdo, com isso, pode rejeitar determinados tipos de
alimentos, sendo necessario que os pais e/ou responsaveis estimulem e desenvolvam na crianga

padrdes alimentares saudaveis (EUCLYDES, 2005).
DESENVOLVIMENTO CEREBRAL

Para o cérebro funcionar adequadamente ao longo da vida do individuo, € preciso que
essa area tenha tido condicdes para ter se desenvolvido, principalmente, desde o inicio da vida,
levando em consideracdo que o desenvolvimento do cérebro do ser humano comega a partir da
embriogénese. Tendo em vista isso, influéncias externas desde esse momento podem
comprometer fungdes neurais, incluindo as deficiéncias nutricionais, que podem perturbar a
organizagdo estrutural e bioquimica de processos como a mielinizagdo (GUEDES; ROCHA-

DE-MELO; TEODOSIO, 2004).

Nesse sentido, € necessario ressaltar que os prejuizos nos processos neurais decorrentes
de déficits nutricionais dependem basicamente do momento do déficit de nutrientes e a

necessidade da regido por determinado nutriente nesse momento. Isto ¢, se uma regido do
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organismo estiver precisando de certo nutriente e ndo tiver acesso nesse periodo (ex: a

necessidade do ferro em criangas até 24 meses ¢ em mulheres menstruadas), as alteracdes
podem ser mais significativas (LOZZOF et al., 2006). Além disso, apesar de todos os nutrientes
terem importancia no desenvolvimento cerebral, alguns podem produzir efeitos mais
expressivos nos momentos iniciais, entdo, os déficits desses nutrientes também vao provocar

alteragdes mais expressivas ao longo do desenvolvimento (CUSICK; GEORGIEFF, 2016).

Logo, podem-se citar alguns desses nutrientes que afetam o desenvolvimento inicial do
cérebro. Em relagdo aos macronutrientes, o déficit de proteina no inicio da vida pode resultar
em cérebros menores com conteudos reduzidos de RNA e DNA, menos neurénios e
concentragdes reduzidas de neurotransmissores e fatores de crescimento (KE et al., 2006). Ja a
suplementagdo de acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (LC-PUFA) durante a
gestacdo, amamentacdo e inicio da vida pode estar associada a melhoras no sistema visual e em
areas cortex pré-frontal que medeiam a atencdo, produzindo efeitos em longo prazo

(DELGADO-NOGUERA et al., 2015).

Os micronutrientes também podem afetar o desenvolvimento inicial do cérebro, a
exemplo do ferro, que apresenta papel relevante nas hemoproteinas e enzimas ndo heme,
desenvolvimento anatdémico tipico do cérebro fetal, mielinizagdo e desenvolvimento e fungao
de sistemas neurais (TRAN et al., 2015). Ja o zinco é necessario para neurogénese, migragao
neuronal e sinaptogénese, a falta dele pode resultar altera¢des na atengcdo e memoria (ADAMO;
OTEIZA, 2010). Por ultimo, o iodo tem efeito fundamental na sintese no hormonio da tireoide,
e sua deficiéncia durante o pré-natal provoca déficits na sinalizacdo glutamatérgica e peso

cerebral (NAVARRO et al., 2015).
DESENVOLVIMENTO COGNITIVO

A literatura demonstra relacdo entre uma nutricdo adequada e uma fungdo cognitiva
ideal, principalmente no que tange a fase infantil. Contudo, ¢ necessario destacar que
deficiéncias em determinados nutrientes também podem afetar o desenvolvimento cognitivo

dos individuos (NYARADI et al., 2013).

Assim, os estudos que enfocaram essa temdtica sdo mais voltados ao impacto dos
micronutrientes individuais no desenvolvimento cognitivo. Por exemplo, foram encontradas
evidéncias de que a ingestio de peixe, que contém grande quantidade de acidos graxos 6mega-
3, pela mae durante a gestagdo, foi associada a maiores habilidades sociais, de linguagem e de

memoria pelos filhos, mesmo com riscos de contaminagdo por mercurio (BOUCHER et al.,
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2011; HIBBELN et al., 2007). Isso também foi percebido quando se observou a suplementacao

de acido graxo 6mega-3 a partir de 6leo de peixe em maes lactantes, visto que as criangas que
foram amamentadas pelo leite materno tiveram efeitos positivos no seu desenvolvimento

cognitivo (HOFFMAN et al., 2009).

Outro micronutriente que pode ser mencionado ¢ a vitamina B12. Deficiéncias nesse
micronutriente, principalmente durante a gravidez, podem envolver mielinizagao retardada ou
desmielinizagdo dos nervos; alteragdo na relacdo S-adenosilmetionina: S-adenosil-
homocisteina, assim como desequilibrio de citocinas neurotroficas e neurotdxicas; € / ou
acumulo de lactato nas células cerebrais. Foi constatada uma relagdo com o desenvolvimento
cognitivo em bebés de maes vegetarianas, veganas ou que se alimentavam a base de uma dieta
macrobidtica, visto que produtos de origem animal sdo ricos em vitamina B12 (DROR;
ALLEN, 2008). Exemplos de fungdes cognitivas que podem ser afetadas pela deficiéncia de

vitamina B12 s3o a memodria de curto prazo e aten¢do sustentada (VEENA et al., 2010).

Apesar de grande parte dos estudos investigarem os micronutrientes individuais,
também se faz necessario compreender na totalidade, uma vez que as deficiéncias nutricionais
ndo ocorrem isoladamente, como por exemplo, em criancas desnutridas em paises
subdesenvolvidos. Nesse sentido, a suplementacao de multiplos nutrientes em maes desnutridas
durante a gestacdo pode influenciar positivamente aspectos do desenvolvimento cognitivo das

criangas, como a ateng¢ao visual e habilidade espacial (PRADO et al, 2012).
DESENVOLVIMENTO FiSICO

O crescimento fisico constitui como um indicador relevante para avaliar a saide do
individuo, visto que pode tracar padrdes de monitoramento do desenvolvimento. Sendo assim,
pode-se observar se o padrao da crianca estd compativel com outras do mesmo sexo e idade,
levando em considera¢do o contexto em que ela estd inserida. Somado a isso, o crescimento
fisico depende bastante de fatores externos, como o estado nutricional, que reflete as condigdes

de vida da crianga e do seu desenvolvimento (MACHADO et al., 2011).

Tendo em vista que a gestagdo pode impactar no desenvolvimento da crianga, ¢
importante destacar que a desnutricdo materna associada as condi¢des de vida e a assisténcia
pré-natal precéria pode refletir no atraso do crescimento intrauterino, baixo peso ao nascer e
menor crescimento fisico da crianga, fazendo com que essas consequéncias possam se estender

por varios anos (MOTTA et al., 2005). Isso contribui para que essas criangas se tornem mais
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vulneraveis a fatores pos-natais, podendo se manter com o crescimento fisico abaixo das

criancas com o desenvolvimento adequado (MAMABOLO et al., 2004).

Além disso, associada as condigdes socioeconOmicas e introducao de alimentagdo
inadequada, essas criangas desnutridas podem estar mais vulneraveis a infecgcdes e doencas,
especialmente a diarreia, enfraquecendo o seu sistema imunologico e interferindo na absorgao
de nutrientes (CHECKLEY et al., 2004). No entanto, esses déficits no crescimento que
acontecem no primeiro ano de vida podem ser evitados se as criangas forem amamentadas
exclusivamente por leite materno e, posteriormente, receberem alimentacdo complementar

adequada (MOTTA et al., 2005).
DESENVOLVIMENTO MOTOR

Assim como os outros aspectos do desenvolvimento, a parte motora também pode ser
influenciada pelo estado nutricional do sujeito. O desenvolvimento motor ¢ um processo
continuo e dindmico, em que o individuo adquire habilidades, progredindo de movimentos mais
simples até os mais complexos e organizados (GETCHELL; HAYWOOD, 2004). Nessa
direcdo, criangas que apresentam comprometimentos em areas das suas habilidades motoras,
podem permanecer com essas alteragdes até a sua vida adulta, o que faz com que demandem

atencdo particular (MANSUR; NETO, 2006).

Dessa forma, estudos apontaram que as criangas com processo de desnutri¢do em fases
avancadas podem apresentar atraso no desenvolvimento neuropsicomotor (FRONIO et al.,
2011; SAYEGH; LIMA, 2008). Esses déficits de nutrientes podem prejudicar e retardar as
atividades motoras das criancgas, principalmente se tiverem historico de nutri¢do inadequada,
como mae desnutrida durante a gestacao. Isso faz com que o corpo possa perder rigidez nas
fibras musculares e interferir no seu desenvolvimento motor, ou seja, alteragdes na atividade

locomotora e em propriedades do musculo esquelético (BARROS et al., 2006).

Além disso, a desnutri¢do pode acarretar na redugdo do comportamento exploratorio,
em que, devido ao tamanho do corpo e a fraqueza muscular, a crianga pode ter dificuldades
para se locomover e adquirir habilidades motoras, prejudicando significativamente seu
desenvolvimento motor (MANSUR; NETO, 2006). Provavelmente, por essa razdo, essas
criangas recebem menos estimulagdo ambiental, em termos de quantidade e qualidade, quando
se compara com crian¢as da mesma idade sem déficits nutricionais, fazendo com que o

desempenho motor seja consideravelmente menor (FRONIO et al., 2011).
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente capitulo demonstrou a importancia de se estudar sobre a nutrigao adequada,
principalmente na infancia, uma vez que ¢ uma fase que influencia bastante no desenvolvimento
do individuo, em que comprometimentos podem se prolongar até a vida adulta. Além disso,
nesse estudo, também foi possivel compreender a relagdo entre a nutri¢do e aspectos do
desenvolvimento, tendo sido visto o impacto da malnutri¢ao, principalmente de déficits de
nutrientes em areas e propriedades do organismo, assim como os efeitos da nutricdo adequada,
como o aleitamento materno, em que proporciona condi¢cdes € componentes para a crianga se
desenvolver de acordo com a sua idade. Portanto, o estudo atingiu o objetivo proposto,

auxiliando na compreensao sobre o assunto.

Entretanto, por se tratar de uma revisao narrativa e nao de uma revisao sistematica, esse
estudo pode ter apresentado algumas limitacdes, como a caréncia de integracao de informagdes
de modo sistematizado e a producdo de evidéncias cientificas a respeito do papel da nutri¢ao
adequada para o desenvolvimento. Dessa maneira, dificulta a reproducao dos resultados. Como
perspectiva futura, sugere-se a realizagao de uma revisao sistematica que integre os efeitos de

desnutricao em todos os aspectos do desenvolvimento humano.
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CAPITULO 2

MICRORGANISMOS SIMBIONTES RELACIONADOS A MICROBIOTA DE
PACIENTES COM A DOENCA DE ALZHEIMER

Alexandre Moreira de Almeida, Biomédico, Unigran Capital

Isabela Cristina de Oliveira Campos, Biomédica, Unigran Capital

Renata Matuo, Doutora em Biologia Celular ¢ Molecular, UFRGS, Docente do Centro
Universitario Unigran Capital

RESUMO

A Doenga Alzheimer (DA) ¢ uma deméncia neurodegenerativa caracterizada por placas senis
que se acumulam formando os novelos fibrilares, causando uma perda sindptica e levando o
individuo a sofrer com processos de perda de memoria, distirbios na fala e dificuldade de
executar tarefas simples. Este trabalho teve como objetivo entender sobre a patologia da DA e
identificar o modo como a microbiota intestinal estd interligada a ela. Trata-se de uma revisao
bibliografica com artigos na lingua portuguesa e inglesa selecionados em acervos literarios
como Scielo, Google Académico, Nature e Society for Applied Microbiology entre os anos de
2008 a 2019. Os resultados encontrados na pesquisa mostram que a microbiota intestinal esta
relacionada ao desenvolvimento de diversos tipos de deméncia, entre elas destaca-se a DA, na
qual os pacientes possuem um microbioma com baixa diversidade microbiana. Os
microrganismos presentes em maior quantidade produzem metabolitos pro-inflamatorios que
caem na corrente sanguinea ocasionando inflamagdes sistémicas. Estudos em camundongos
mostraram que a liberagdo de citocinas pré e anti-inflamatérias na corrente sanguinea daqueles
tratados com probidticos ocasionaram uma diminuicdo de citocinas pro-inflamatorias. Este
tratamento obteve um resultado significativo, sendo um grande passo para a ciéncia na busca
de tratamentos eficazes para o Alzheimer. Notoriamente, ainda ¢ escasso o numero de pesquisas
nessa area, contudo, observamos que progressivamente se obteve um aumento no conteudo
acerca disso.

PALAVRAS-CHAVE: “Doenga de Alzheimer”, “Microbioma”, “Doengas
Neurodegenerativas”, “Eixo Intestino-Cérebro”.

INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) ¢ o principal tipo de deméncia em grupos etarios mais
avancados, sendo responsavel por 50 a 70 % do nimero total de casos. Em 2012, um milhdo e
duzentos mil brasileiros apresentavam a doenga. Um estudo em 80 idosos com DA apresentou
baixos niveis de escolaridade, a maioria ndo tinha nem ensino fundamental completo (MATOS;

DECESARO, 2012).

A DA ¢ a patologia neurodegenerativa mais prevalente entre os casos de deméncia,

sendo associada a alteragdes relacionadas ao declinio cognitivo, ou seja, afeta a memoria, o
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saber, a percepgao e a execucdo de atividades, dificultando assim de a pratica de atividades

cotidianas (KRAUSE, 2012 apud SOTO et al., 2005).

Tem como caracteristica a sintese de grupos anormais do peptideo Beta-amiloide, que
formam placas e no6s fibrilares em torno das células nervosas (KRAUSE, 2012 apud National
Institutes of Health - NIH, 2006). Este acimulo leva a morte de células neurais, resultando em
uma diminui¢ao do cortex cerebral e entorrinal, do hipocampo e do estriado ventral, sendo estas
areas responsaveis pelas fungdes cognitivas, acometendo também a perda de funcao sinaptica

(SERENIKI; VITAL, 2008).

O cortex de uma pessoa com DA apresenta tamanho diminuido, o que afeta as regides
envolvidas com pensamentos e lembrangas, o hipocampo ¢ uma regido do coértex que exerce
papel importante na formagdo de novas lembrangas e o encolhimento desta regido resulta em
problemas graves. Ocorre também o aumento do tamanho dos ventriculos nesses pacientes.
Pacientes com DA apresentam um perfil com caracteristicas patognomonicas como a presenga
de placas senis, causadas pelo agrupamento das proteinas B-amiloide, formando novelos

fibrilares que levam a morte neuronal e consequentemente a perda sinaptica (KRAUSE, 2012).

A DA pode ser classificada em trés estagios: inicial, intermedidrio e final. A fase inicial
ocorre quando o paciente apresenta perda de memoria recente e dificuldade para aprender ou
reter informagdes novas. Seu estagio inicial é de dificil reconhecimento pois a DA apresenta
sintomas gerais como o esquecimento e a perda de concentragdo, que sao também sinais
naturais do envelhecimento. Conforme a doenca avanca suas manifestagdes continuam
progressivas levando a um aumento da perda de memoria, distirbios na fala, perda de
independéncia, comportamento alimentar desordenado e consequentemente alteragdes no peso

(KRAUSE, 2012).

Durante a fase intermedidria, a pessoa fica incapacitada de desenvolver essas novas
informagdes. No ultimo estadgio o paciente entra em um quadro onde sua locomogdo ¢
incapacitada, além de ndo conseguir falar e realizar tarefas simples sozinho. Dentro de todos
esses estagios o paciente pode apresentar alteracdes na personalidade e quadros de agressao,
por isso faz-se necessario a presen¢a de um cuidador (FERREIRA; MAINARDES, 2013 apud
BASTOS et al., 2000).

Em seu estagio terminal, o paciente perde o controle total da bexiga e do intestino,

levando também a um quadro de fraqueza nos membros e ocorréncia de contraturas (contragao
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incorreta do musculo), j4 em sua atividade intelectual ocorre uma estagnagdo deixando o

paciente incapacitado, em um estado vegetativo (KRAUSE, 2012).

O corpo humano possui um complexo ecossistema formado por cerca de 90% de células
de origem microbiana, sendo que a area mais colonizada é o trato gastrointestinal, onde se
podem encontrar 10'3-10" microrganismos (LANDEIRO, 2016, apud GILL et al., 2006; LEY
et al., 2006). O nome dado aos microrganismos que habitam o intestino humano € microbiota,
enquanto o conjunto de genes e genomas presentes na microbiota se da o nome de microbioma

(LANDEIRO, 2016, apud ELOE-FADROSH & RASKO, 2013).

Embora a composicao da microbiota intestinal varie entre individuos, foi proposto que
a microbiota intestinal de todos os humanos pode-se classificar como um de trés enterdtipos
principais, sendo cada um destes caracterizado por niveis elevados de um tunico género:
Bacteroides spp., Prevotella spp. ou Ruminococcus spp. (HU et al., 2016 apud ARUMUGAM
etal.,2011).

O intestino do recém-nascido é considerado estéril ao nascer. No entanto, considera-
se que o primeiro microbioma depende da maneira como ocorre o nascimento, caso o parto
seja natural (vaginal), assemelha-se a0 microbioma vaginal e intestinal da mae, enquanto que
na cesariana o microbioma ¢ semelhante ao que se encontra na pele ou no ambiente hospitalar

(LANDEIRO, 2016).

Grenham (2011) nos mostra que no periodo pré-natal, ainda ha uma esterilidade acerca
do microbioma intestinal e, conforme o passar do tempo microrganismos comegam a colonizar
a area intestinal, em humanos e animais, pela alimenta¢do e ambiente em que vivem apos o

nascimento.

Ao serem introduzidos alimentos solidos, esse microbioma ¢ modificado e quanto mais
cedo essa ingestdo, mais rapido ird atingir uma estabilidade microbiana. J4 na vida adulta, o
microbioma intestinal adquire caracteristicas individuais para cada um, mantendo-se
relativamente estavel com o tempo (LANDEIRO, 2016, apud RAJILIC-STOJANOVIC et al.,
2013). Com o envelhecimento, a diversidade e estabilidade do microbioma intestinal diminui
de acordo com o estado de saude do individuo (LANDEIRO, 2016, apud CLAESSON et al.,
2011).

A microbiota intestinal ¢ extremamente importante na transmissao de sinais para o
cérebro, uma vez que ¢ essencial na comunicagdo entre o trato gastrointestinal e o sistema

nervoso central (LANDEIRO, 2016, apud CRYAN & DINAN, 2012).
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O conceito eixo intestino-cérebro ou cérebro-intestino, consiste num sistema de

comunicagdo bidirecional, que envolve o sistema nervoso entérico, nervo vago, sistema nervoso

simpdatico e parassimpatico e o sistema endocrino e imune (BERCIK et al., 2012).

Os seres humanos possuem em seu sistema gastrointestinal microrganismos de origem
patogénicas que em quantidades normais ocasiona um quadro de comensalismo. Contudo, em
casos de abundancia sao relacionados a doengas como ansiedade, diabetes, obesidade, estresse
induzido e doengas neuropsiquiatricas como o autismo e o Alzheimer (HILL et al., 2014 apud

BRAVO et al., 2012).

Estudos realizados com antibidticos em camundongos revelou que a microbiota do
intestino dos mesmos passou por um estresse, onde os niveis de corticosterona (semelhante ao
cortisol) sérico estavam aumentados, assim como a ansiedade e o comprometimento da
memoria espacial (HU et al., 2016). A Citrobacter rodentium é uma bactéria gram negativa que
causa a enterite (inflamag¢do do intestino), ela nao € capaz de mudar a memoria e a cogni¢ao do
camundongo, contudo, expde o animal a estresses psicologicos e reduz seu reconhecimento de

memoria espacial e de trabalho (HU et al., 2016).

De acordo com Landeiro (2016), a microbiota intestinal ¢ essencial na homeostase
estando a disbiose envolvida no desenvolvimento de doencas gastrointestinais e sistémicas.
Uma microbiota intestinal estavel ¢ fundamental para a manutengdo da fisiologia normal e
contribui para a correta transmissdo de sinais ao longo do eixo intestino-cérebro. O stress
também pode afetar a microbiota, influenciando as fung¢des do intestino ja que ele modifica sua
composi¢ao (GRENHAM et al., 2011). Borre et al., (2014) demonstrou que o eixo intestino-
cérebro e a microbiota intestinal t€ém um papel crucial durante as diferentes fases do
neurodesenvolvimento, e que durante a colonizagdo inicial e desenvolvimento da microbiota

certos eventos podem determinar o estado de sade mental.

Recentemente Hu et al., (2016) constataram que a flora intestinal quando alterada infere
problemas de cogni¢do no funcionamento normal do cérebro. Arumugam et al., (2013)
relaciona a atividade de alguns microrganismos a dieta dos pacientes, como por exemplo
bactérias do enterdtipo Parabacteroides, a qual sua energia deriva da fermentacdo de
carboidratos e proteinas. Ja a Prevotella tem como caracteristica a degradagao de mucinas
presentes na camada mucosa do intestino. Arumugam também apresenta o Ruminococcus que

degrada mucinas, sendo sua membrana enriquecida por transportadores formados
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principalmente por agucares. Hu et al., (2016) apud Wu et al., (2011) enfatiza que o enterdtipo

nao depende de sexo, origem genética ou idade, mas sim a padrdes alimentares de longo prazo.

Hu et al, (2016) reportou que o organismo ¢ dependente de acidos graxos
polinsaturados como o dmega 3, sendo necessario para o funcionamento neuronal e cerebral.
Niveis baixos destes dcidos no organismo sao associados a doengas neurodegenerativas como

a DA.

A barreira hematoencefalica se torna mais permeavel com o passar dos anos, tornando
o SNC mais suscetivel a neurotoxinas formadas por microrganismos residentes e patogénicos.
Desta forma, as infec¢des alteram a permeabilidade da barreira facilitando a colonizagdo de
patogenos oportunistas (HILL et al., apud BRENNER, 2013; TRAN; GREENWOOD-VAN
MEERVELD, 2013; WELLING et al., 2014).

Os lipopolissacarideos (LPS) ou endotoxinas sdo formados por aglicares mais lipideos
presentes nas paredes celulares de bactérias gram-negativas que desencadeiam resposta
inflamatoria quando entram na corrente sanguinea. Normalmente o organismo humano
bloqueia esses LPS pelas jungdes de células epiteliais intestinais, contudo, quando
comprometidas, caem na corrente sanguinea e causam inflamacdo. Pacientes com DA
revelaram que os mesmos possuem cerca de 3 vezes mais LPS a niveis plasmaticas do que

pacientes saudaveis (HU et al., 2016 apud ZHANG et al., 2009)

Estudos sugerem que a microbiota intestinal interfere na produgdo de
neurotransmissores € no metabolismo, e por este motivo pode estar relacionada a DA. As
bactérias que habitam o intestino como o Lactobacillus e Bifidobacterium, conseguem produzir
um neurotransmissor chamado acido gama-aminobutirico (GABA), através da metabolizacao
do glutamato. Quando hd uma desregulacdo desses transmissores, ocorrem alteracdes
relacionadas a parte de cognicao do paciente: um aumento de GABA no trato gastrointestinal
resulta em um aumento do mesmo no SNC (LANDEIRO et al., 2016). No caso da DA,
verificou-se niveis inferiores de GABA no cértex (LANDEIRO et al., 2016 apud LANCTOT
et al.,2004).

Nos ultimos anos a DA vem se tornando uma epidemia silenciosa, acometendo nao
somente idosos, mas também pessoas acima de 40 anos. Afeta ndo apenas a memoria, também
modifica totalmente a rotina do paciente, tornando-o incapacitado de realizar atividades. Este

trabalho teve como objetivo compreender as fungdes relacionadas ao eixo intestino-cérebro, os
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microrganismos que envolvem ambos e como as alteragdes estdo envolvidas em pessoas com a

DA.

MATERIAL E METODOS

Para a elaboracdo deste trabalho foram utilizados trabalhos publicados em plataformas
como Google Académico, Nature, Society for Applied Microbiology “SFAM” e Scielo,
considerando livros e artigos cientificos publicados entre o periodo de 2008 a 2019, nos idiomas
portugués e inglés, sobre a doenga de Alzheimer, microbiota humana e a relacdo entre elas,
sendo selecionados para constituir este trabalho. Os critérios de inclusdo e exclusdo utilizados

neste trabalho foram:

Quadro 1 - Os critérios de inclusdo e exclusdo de artigos que falem a respeito da Doenga de Alzheimer, com
foco na microbiota de individuos que possuem a patologia.

Critérios de inclusao Critérios de exclusio

e FEstudos sobre a Doenca de e Tratamentos para a DA
Alzheimer e Outros tipos de doengas

e  Microbiota de pessoas saudaveis neurodegenerativas

e  Microbiota de pacientes com DA e  Artigos incompletos

e Como o0s microrganismos estdo e  Trabalhos publicados antes de 2008.
relacionados com o sistema nervoso
central

e Publicagdes em livros, artigos
completos e monografias

e Trabalhos publicados entre os anos
de 2008 a 2019

Fonte: Autores

RESULTADOS E DISCUSSAO

A doenga de Alzheimer ¢ um tipo de deméncia que afeta o cérebro como um todo,
diminuindo 4reas como cortex, ventriculos e hipocampo, afetando diretamente a memoria e a
execucdo de atividades simples (SOTO et al., 2005 apud SERENIKI; VITAL, 2008). E em
correlagdo com a DA a microbiota intestinal ¢ extremamente importante na transmissao de
sinais para o cérebro, uma vez que ¢ essencial na comunicacao entre o trato gastrointestinal e o

sistema nervoso central (LANDEIRO, 2016, apud CRYAN & DINAN, 2012).

Essas informagdes proporcionaram o estudo da relagdo intestino-cérebro e os trabalhos

mais relevantes que foram encontrados sdo apresentados no Quadro 2.
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Quadro 2 - Principais artigos utilizados neste trabalho

ARTIGO OBJETIVOS METODOLOGIA PRINCIPAIS CONCLUSAO
RESULTADOS
/AUTOR
Analisar a microbiota | Levantamento A autora cita Em um futuro préximo
LANDEIRO, [intestinal € a maneira | bibliografico utilizando aspectos como a as doengas mentais

2016. Impacto
da microbiota
intestinal na

saude mental.

como ela é modificada
em patologias como
ansiedade, depressdo e
doenca de Alzheimer.

Investigar a modulagado
da microbiota

palavras chaves
“microbiota intestinal”,
“cérebro”, “eixo intestino-
cérebro” e “satde mental”
no periodo de 1972 a

2016.

definigdo da
microbiota para
microbioma, como ¢
formada a microbiota
de um recém nascido
e a importancia do

poderdo ser tratadas
através da manipulagdo
da microbiota intestinal,
substituindo assim os
tratamentos atuais que
nem sempre sao

eixo intestino- vantajosos.
intestinal. cérebro.
MAHAN et al., |Definir os estagios da | Literatura que aborda a Definigdo de A Doenca de Alzheimer
2012. Krause: [fisiopatologia da parte nutricional e sua Alzheimer assim ¢ definida como
Alimentos, doenca de Alzheimer | relagdo com patologias como as demeéncia associada a
nutricao e como o Alzheimer. Trata- | caracteristicas da alteracdes relacionadas
dietoterapia se de um Livro em sua doenga e os estagios | ao declinio cognitivo.
13° edigdo, voltada para que ela apresenta. Formada por nos
as areas da saude, mais fibrilares e placas pelo
ligada a area da nutrigdo. acumulo de B-amildide
Foram utilizadas palavras e dividida em inicial,
chaves como intermediaria e final.
Alzheimer e nutri¢do
HU et al., [Estudar a microbiota Revisdo bibliografica Estudos realizados A bactéria Citrobacter
2016. intestinal de usando as palavras na em camundongos rodentium ocasiona
Alzheimer’s camundongos e a lingua inglesa: mostraram que o estresse no camundongo

disease and
gut microbiota

maneira como ela se
comporta diante stress,
antibidticos e
alimentagdo

“Alzheimer’s disease”,
“gut microbiota”, “leaky
gut”, “leaky brain”,
“diet”, “infection”,
“hygiene hypothesis”.
Considerando artigos
publicados entre 1978 a
2016.

estresse esta
diretamente
relacionado com a
doenga assim como a
alimentagdo de cada
individuo.

provocando perda de
memoria espacial e o
estereotipo esta ligado a
alimentag@o a longo
prazo e néo ao sexo do
individuo.

VOGT et al,
2017. Gut
microbiome
alterations in
Alzheimer’s
disease

Identificar grupos
presentes na
microbiota de pessoas
com e sem a doenca de
Alzheimer, assim
como quantidade em
cada caso e a maneira

Selecdo de participantes
que apresentam a DA,
excluindo pacientes que
utilizaram antibidticos nos
ultimos 6 meses, alcool
ou que tenham qualquer

Todos os 50
participantes
apresentaram filos
dominantes
semelhantes, sendo
que as pessoas com
DA tiveram uma

Pacientes com a DA
possuem uma
diminuigo significativa
de Firmicutes e um
aumento de
Bacteroidetes estando
proporcionalmente
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que isso afeta o outra doenga neuroldgica | diminui¢do na ligados aos efeitos pro
individuo significativa. diversidade de inflamatorios.
bactérias entre os
filos.

Fonte: Os autores

Segundo Vogt et al., (2017) as bactérias intestinais possuem func¢des especificas para a
manutengdo da saude humana, atuando em partes como de extracdo de energia, biossintese de
vitaminas, protecdo contra patdgenos e influenciando o sistema imunologico (apud CHOW et
al., 2010). Vogt et al., (2017) realizou um estudo utilizando medidas ecologicas tradicionais
em amostras fecais com o intuito de identificar as comunidades da microbiota intestinal de
individuos normais (controle) e com a DA. Os estudos avaliaram a riqueza relacionada ao
numero de unidade taxondmica operacional (OTUs) presente em um individuo, a diversidade
alfa observando a riqueza e abundancia de OTUs e a diversidade beta analisando a semelhanga
ou diferenca em cada individuo. Os resultados mostraram que entre todos os participantes os
filos mais dominantes foram os de Firmicutes e Bacteroidetes, representando cerca de 78% do
todo. Contudo, ¢ possivel notar uma diminuicao na diversidade filogenética do controle e de

pacientes apresentando a DA.

As OTUs representam os microrganismos mais abundantes, ¢ se mostram menos
abundantes referentes ao grupo de DA em comparagdo ao controle. Pacientes com a DA
apresentaram uma diminui¢ao de Firmicutes e Actinobacteria (bactérias gram-positivas) € um
aumento em Bacteroidetes (bactérias gram-negativa), tendo assim uma microbiota intestinal
com baixa diversidade microbiana e composi¢do distinta em relagdo ao grupo controle (VOGT

etal, 2017).

Stehle et al., 2012 apresenta que idosos possuem mais proteinas de ligacdo a
lipopolissacarideos (LPS) e indices de inflamacdo. Isso ocorre por conta da alta permeabilidade
intestinal ocasionada pela idade (VOGT et al., 2017 apud MAN et al., 2015). Considerando
que as Bacteroidetes sdo bactérias gram-negativas, sua membrana externa ¢ formada por LPS,
sendo capaz de liberar citocinas pro-inflamatdrias que sao absorvidas pelo intestino e liberadas
na corrente sanguinea, ocasionando uma inflamacdo sistémica, podendo ser este um dos
motivos para o seu aumento em pacientes com DA (VOGT et al., 2017 apud CANI et al.,
2007).

Em pacientes saudaveis que ndo apresentam a DA foram verificadas bactérias

dominantes com uma grande diversidade entre os filos, géneros e espécies, € metabolitos anti-
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inflamatorios nessa microbiota, estes irdo cair posteriormente na corrente sanguinea

proporcionando uma boa homeostase no organismo.

J4 em pacientes com a DA as bactérias dominantes sdo em menor niimero ndo tendo
variedades entre os filos e os géneros encontrados, comumente produzem metabdlitos pro-

inflamatorios que irdo ser absorvidos pelas microvilosidades e entrar na corrente sanguinea.

Levando em consideragdo que a microbiota intestinal e seus metabdlitos podem
influenciar uma resposta inflamatoria, Bonfili ez al., (2017) avaliou a liberagdo de citocinas pro
e anti-inflamatdrias na corrente sanguinea de camundongos controle e com a DA, sendo o
ultimo dividido em um grupo tratado apenas com agua e outro com probidticos. Uma
diminui¢do de citocinas pro-inflamatérias foram observadas em camundongos que
apresentavam DA, confirmando que a microbiota modificada tratada com probidticos teve um

efeito anti-inflamatério significativo.

Algumas espécies do filo Firmicutes como os Lactobacillus e bactérias do filo
Actinobactérias como os Bifidobacterium sdo capazes de metabolizar o glutamato a fim de
produzir o Acido-Gama-Amino-Butirico mais conhecido como GABA, sendo este o principal
neurotransmissor inibidor do SNC. Disfungdes em sua sinalizagdo estdo relacionadas a DA
(BHATTACHARIEE et al., 2013 apud AZIZ et al., 2013) podendo estas serem ocasionadas
pela diminui¢do dos filos, como citado por Vogt et al., (2017).

De alguma forma o desenvolvimento da doenga de Alzheimer (DA) esta relacionado
com a microbiota intestinal. Estudos vem demostrando que pacientes com uma microbiota
debilitada sdo mais propicios de serem acometidos pela doenga, ressaltando que isso depende
tipo de microbioma encontrado no intestino. Essa variacdo de quantidade e tipos de filos
mostrou estar relacionado a diversos fatores, entre eles a alimentagcdo dos pacientes. Da mesma
forma que habitos de vida saudaveis resultam em menores chances de sofrer com essa patologia,
enquanto que pessoas com habitos sedentarios e mé alimentacdo estdo mais propensos a

desenvolver DA.
CONCLUSAO

Apesar de haver uma escassez no desenvolvimento de pesquisas dessa interacdo
microbiota-cérebro, trabalhos mostraram que determinados medicamentos utilizados em
camundongos comprovaram a eficicia de tratamentos da DA. Aqueles que fizeram o uso de

metabdlitos através da medicagdo desenvolveram uma microbiota saudavel com melhora do
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quadro da doenga, diferentemente daqueles que ndo fizeram ingestio medicamentosa e seus

quadros nao tiveram alteragao.

Cada vez mais observamos trabalhos sendo publicados com temas referentes ao
Alzheimer e sua relagdo com a microbiota. Essa comunicagdo entre o eixo microbiota-intestino-
cérebro estd sendo cada vez mais explorada, buscando entender as alteragdes que uma disbiose
provoca no organismo humano e a sua influéncia em pessoas diagnosticadas com a doenca de

Alzheimer.

Grande parte das pesquisas sdo elaboradas com estudos em roedores, onde seus
resultados sdo de extrema importancia para o avango da ciéncia, fazendo com que futuramente
cientistas consigam desenvolver medidas terapéuticas para tratamento e prevencao da doenga

com métodos eficazes e de facil acesso.
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RESUMO

Introduciao: O tétano ¢ uma doenga infecciosa grave, de notificacdo compulsoria, causada pelo
Clostridium tetani que pode ter diversas apresentagdes de alta morbi-mortalidade. Através deste
artigo, se intenta analisar a sazonalidade do atendimento para profilaxia do tétano em uma
unidade de pronto atendimento. Objetivo: analisar as principais formas de imunizagao
utilizadas no Brasil e os Gltimos 7 anos do atendimento profilatico de tétano no Hospital Pronto
Socorro de Juiz de Fora (HPS - JF) demonstrando as principais sazonalidades no Servigo de
Soroterapia. Métodos: Estudo retrospectivo dos dados de atendimento de um Servico de
Soroterapia do ano de 2011 a 2017 e anélise bibliografica do Medline, Scielo, Ministério da
Satide e Organizacdo Mundial da Satde. Resultados: No periodo estudado, dos 68386
atendimentos, foram realizadas 1089 aplicacdes de soro antitetdnico, representando 1,6% do
total de casos e 67297 aplicacdes da vacina antitetanica, representando 98,4% do total de casos.
Nos meses de novembro a margo e setembro, demonstrou-se que existe um aumento no nimero
de atendimentos na soroterapia do HPS. Conclusao: Conclui-se que existe a necessidade de um
protocolo de atendimento de feridas visando otimizar a utilizagdo de vacinas e soro antitetanico,
propiciando economia ao sistema publico.

PALAVRAS-CHAVE: TETANO; PROFILAXIA; SAZONALIDADE.

INTRODUCAO E LITERATURA

O tétano ¢ uma doenga infecciosa imunoprevenivel, descrita pela primeira vez no Egito
ha mais de 3000 anos, sendo uma enfermidade prevalente no mundo antigo. E causada pelo
bacilo Clostridium tetani, de notificacdo compulsdria, encontrado livremente no solo e em

fezes, pele, galhos, aguas putrefatas, poeira das ruas e trato intestinal de animais na forma de
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esporos. Esse bacilo gram-positivo esporulado anaerdbico é produtor de exotoxinas como

tetanospasmina (conhecida como toxina tetanica), uma das mais potentes toxinas da natureza
(240 gramas podem matar toda a populagdo mundial), responsavel pela paralisia espastica, e
tetanolisina (HSU; GROLEAU, 2001); (TURTON; CHADDOCK; ACHARYA, 2002); (RHEE
et al., 2005); (MUKHERIJEE, 2003); (DUNING; SCHABITZ, 2007); (FARRAR, 2000);
(LISBOA et al, 2011); (MIELL; ALDRIGHI, 2006); (VH, [s.d.]);
(“guia_vigilancia_epidemiologica 7ed.pdf”, [s.d.]);

Essa afec¢dao pode ser classificada em acidental, local, cefélico, tétano generalizado e
neonatal, sendo o neonatal de pior progndstico e maior mortalidade. Sua letalidade depende da
faixa etaria, tipo de ferimento, da porta de entrada, duragdo do periodo de incubagdo e de
progressao, gravidade da forma clinica, presenca de complicagdes respiratorias, renais,
hemodindmicas e infecciosas, dentre outros, podendo levar ao 6bito(RHEE et al., 2005);
(MUKHERIJEE, 2003); (EDLICH et al., 2003); (LISBOA et al., 2011); (MIELI; ALDRIGHI,
2006); (VH, [s.d.]); (“guia_vigilancia epidemiologica 7ed.pdf”, [s.d.]).

E verdade que os estudos sobre este tema em alguns aspectos sdo escassos, porém,
estudos epidemiologicos sempre sdo importantes e relevantes quando consideramos uma micro
ou macro regido. Neste intento ¢ que este estudo propde analisar as principais formas de
imunizacao utilizadas no Brasil e os ultimos 7 anos do atendimento profilatico de tétano no
Hospital Pronto Socorro de Juiz de Fora (HPS - JF) demonstrando as principais sazonalidades

no Servigo de Soroterapia.
METODO

Trata-se de um estudo descritivo-retrospectivo, tomando como area de investigagdo a
cidade de Juiz de Fora e sua macro-regido, localizada na Zona da Mata do Estado de Minas
Gerais, com uma populagao estimada em 2010, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), de aproximadamente 1.600.000 de habitantes. O estudo foi constituido a
partir dos dados de atendimento do Servigo de Soroterapia do Hospital Pronto Socorro - Mozart
Teixeira, registrados dos anos de 2011 a 2017. Associado a estes, foram acrescentadas
informagdes extraidas de artigos indexados a base de dados Medline e biblioteca virtual Scielo,
além de textos e tabelas obtidas a partir do Ministério da Satude e da Organiza¢do Mundial da

Saunde.
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A compilagdo e célculo dos dados realizou-se por meio dos softwares Microsoft Word®

e Microsoft Excel®, e a andlise deu-se mediante frequéncia absoluta e relativa, cujos dados

foram analisados de acordo com a literatura.

As variaveis de interesse foram as seguintes: sazonalidade dos atendimentos por

profilaxia de tétano, uso de soro antitetanico e vacina dupla (tétano e difterium).

A andlise dos dados foi realizada através de: a) célculo de frequéncia simples das
variaveis de interesse (média geral), obtida através do ntimero total de casos de cada ano,
somados e divididos pelo nimero de meses do ano; b) célculo de frequéncia mensal das
variaveis de interesse (média mensal), obtida através do nimero total de casos de cada més em
cada ano, somados e divididos pelo nimero de anos analisados; c¢) analise grafica, obtida através

dos respectivos valores de cada ano.
RESULTADOS

De um total de 121.141 atendimentos do ano de 2012 na soroterapia de Juiz de Fora,
9377 foram imunizagdes, ¢ destes, 8.503 foram com vacina antitetanica, com uma média de

708,58 atendimentos por més.

De 2011 a2017, dos 68386 atendimentos por profilaxia de tétano, foram realizadas 1089
aplicag¢des de soro antitetanico, representando 1,6% do total de casos e 67297 aplicacdes da

vacina antitetanica, representando 98,4% do total de casos.

Figura 1 - Sazonalidade dos atendimentos por profilaxia de tétano
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Fonte: Servigo de Soroterapia do Hospital Pronto Socorro - Mozart Teixeira
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Figura 2 - Sazonalidade das Vacinas Duplas
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Fonte: Servico de Soroterapia do Hospital Pronto Socorro - Mozart Teixeira

Figura 3 - Sazonalidade do uso de soro antitetanico
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Figura 4 - Picos e Vales - soro antitetdnico
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Tabela 1 - Médias Mensais

M. MensaisPRTan SR Fev ISR Mar S A br S M ai S un SRR u BRI A c ORI St

Atendimentos | 999,5 | 857,5 | 904,2 | 754,7 797 568,7 | 774,7 657 845,1 | 776,7 | 899,7 | 934,2

Vacina Dupla | 987,1 | 848,5 | 748,5 | 742,7 | 786,2 556 763,8 643 828,5 | 755,5 | 8884 | 9222

Soro
antitetanico 12,4 9 12,8 12 10,7 12,7 10,8 14 16,5 21,1 11,2 12

Fonte: Servigo de Soroterapia do Hospital Pronto Socorro - Mozart Teixeira

DISCUSSAO

Segundo a Organizacao Mundial da Satide (OMS), no mundo, somente em 2008 foram
estimadas cerca de 61.000 mortes em menores de 5 anos. Desde 1980 até 2011 foram
notificados cerca de 1.476.016 casos de tétano no mundo, sendo que destes, 942.060 casos entre
1980 e 1989, 326.697 casos entre 1990 ¢ 1999, 181.985 casos entre 2000 ¢ 2009. Somente em
2009 foram 11.963 casos, em 2010, 11.002 casos, e, em 2011, 14.272 casos notificados. No
Brasil, desde 1980 até 2011 foram notificados cerca de 39.020 casos, sendo que destes, 25.122
casos entre 1980 e 1989, 9.821 casos entre 1990 e 1999, 3.462 casos entre 2000 e 2009, sendo
que, somente em 2009 foram 278 casos, ja em 2010, 308 casos, e, em 2011, 307 casos
notificados. E importante ressaltar que desde 1997, quando o Brasil teve o seu mais baixo indice
(74 casos), o pais vem mantendo uma média de 395 casos/ano.(“Immunization surveillance,

assessment and monitoring”, 2013); (“World Health Organization”, [s.d.]).

Nota-se, assim, um decréscimo percebido ao longo dos 31 anos citados, do numero
absoluto de casos de tétano notificados no pais, porém, isso ndo ¢é verdade
considerando os ultimos 14 anos. O Brasil, no ano de 2011, ficou entre os 130 paises
com uma taxa de imunizag@o infantil maior-igual a 90% dos neonatos segundo a
Unicef o que explica a baixa incidéncia da doenca no pais.(“Annotations. Tetanus.
The Lancet”, [s.d.]) (“Immunization surveillance, assessment and monitoring”, 2013).

Considerando as vacinagdes em Juiz de Fora, de uma maneira geral, encontraram picos
quando comparados & média geral, obtida através da média aritmética entre as médias anuais
(818,4 casos/més), de todos os atendimentos para profilaxia de tétano. Assim, nos meses de
novembro a mar¢o ¢ setembro, demonstrou-se que existe um aumento no numero de
atendimentos na soroterapia do HPS de Juiz de Fora em relagdo aos atendimentos da profilaxia
do tétano. Também € perceptivel que nos meses de abril, maio, setembro e outubro as
vacinagdes se mantiveram proximos da média geral, enquanto que os meses de junho a agosto,
estes demonstraram uma queda no numero de vacinag¢des. E importante ressaltar que nos meses

de agosto de 2008 e junho de 2011 foi quando ocorreram os menores valores desse periodo
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(105 e 258, respectivamente), e, em janeiro de 2011 e dezembro de 2012 os maiores valores,

com 1271 e 1233 vacinagdes respectivamente.

Ao analisar separadamente as vacinagdes por dT e comparando com sua média geral
(801,1 casos/més), vemos que os meses de janeiro, margo, novembro e dezembro apresentam
um aumento no nimero de vacinagdes por dT, enquanto que nos meses de junho e agosto ocorre
uma queda nas vacinagdes e, nos meses de fevereiro, abril, maio, julho, setembro e outubro se
mantém perto da média geral. E importante ressaltar que nos meses de margo e agosto de 2012
foi quando ocorreram os menores valores desse interim (100 e 85, respectivamente), e, em

janeiro de 2011 e dezembro de 2012 os maiores valores, ambos com 1230 vacinagdes.

Ja, quando consideramos separadamente o soro antitetanico, comparando com sua
média geral (12,9 casos/més), inferimos que os meses de janeiro, margo a junho e agosto a
dezembro apresentaram um aumento na sua utilizacdo, enquanto que fevereiro e julho se
mantiveram de certa forma em uma constante mesmo com algumas variaveis. O valor mais alto
nesse quesito foi o de outubro de 2012 (51 aplicagdes), enquanto que o mais baixo foi em janeiro
e julho de 2013, fevereiro a setembro de 2014, janeiro de 2011, abril de 2011 e janeiro € margo
de 2012 (0 aplicagdes). A andlise dos nimeros obtidos devera ser feita individualmente, uma
vez que os nimeros extremos podem representar sub-notificagdes e ou excesso de zelo por parte
de um ou mais plantonistas que prescreveram de forma omissa ou exagerada a medicagdo

referida como demonstrado no caso do uso do soro antitetanico

Com relacdo aos picos e vales, a maior amplitude se deu no més de agosto,
demonstrando grande variabilidade de ocorréncias nesse més quando se considera todos os
casos, sendo isso verdade para as vacinagdes com dT, mas ndo para soro antitetdnico, em que
se mostrou maior amplitude no més de outubro. Ja os meses mais constantes foram os meses
de margo até maio e outubro até dezembro em relagdo a totalidade dos casos, enquanto que em
relacdo apenas aos dT foram os meses de abril e setembro a dezembro, e, o soro antitetanico,

os de fevereiro, maio € novembro.
CONCLUSAO

A partir desta avaliagdo podemos constatar que hé necessidade de melhor programagao
quanto a estoques das vacinas necessarias a profilaxia do Tétano neste nosocémio. Os graficos
demonstram claramente que, em determinados periodos, poderemos otimizar estoques das
geladeiras do Servigo, diminuindo assim, o risco de perda de material e possibilitando economia

para a Prefeitura.
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Ao analisar os pormenores da sazonalidade desses periodos, se constata que a cidade de

Juiz de Fora e regido tem a maioria de suas vacinagdes dadas no periodo de novembro a margo.

As indicagdes do uso de soro antitetdnico foram, no minimo, conflitantes, uma vez que,
por vérios periodos, houve grandes variagdes da indicagdo de seu uso. Dessa maneira, pode-se
inferir que os profissionais nao estdo sabendo indicar corretamente a medicacdo, uma vez que
houve periodos de grande numero de doses indicadas contra outros de auséncia de indicagao.
Tal fato ocorreu devido a falta de um protocolo para atendimento de feridas o que confunde e

prejudica o atendimento ao usuério dos sistemas de satde.

Dessa forma a preparagdo, ndo s6 de materiais, mas também de pessoal qualificado e
em numero adequado para atender a demanda nesses intervalos se mostra mais que necessaria,
ainda mais por se tratar de um hospital que atende toda uma macro-regiao, seja direta ou

indiretamente.
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RESUMO

Introdugéo: A raiva ¢ uma encefalite viral progressiva e aguda, causada por um virus do género
Lyssavirus, de notificagdo compulsoria, podendo ser transmitida por qualquer mamifero
infectado, com letalidade de aproximadamente 100%, apesar de ser praticamente 100%
prevenivel. E considerada um problema de satide publica, principalmente em paises em
desenvolvimento. Objetivo: Revisar aspectos desta doenga e os 7 tltimos anos do atendimento
profilatico anti-rabico no Hospital Pronto Socorro de Juiz de Fora (HPS - JF) demonstrando as
principais sazonalidades no Servico de Soroterapia. Métodos: Estudo retrospectivo dos dados
de atendimento de um Servico de Soroterapia do ano de 2011 a 2017 e analise bibliografica do
Medline, Scielo, Ministério da Saude e Organizagdo Mundial da Satde. Resultados: No
periodo estudado, dos 12451 atendimentos anti-rabicos, foram realizadas 19517 doses aplicadas
de vacina anti-rabica e 737 administra¢des de soro anti-rabico. Nos anos pesquisados até 2016
nota-se manutencao do nimero de atendimentos proximo a média mensal, ndo sendo o mesmo
encontrado em 2017, quando houve um aumento. Demonstra-se também que existiu um
aumento significativo da indicagdo do soro anti-rabico nos anos de 2016 ¢ 2017. Conclusao:
Conclui-se que o aumento da utilizagdo do soro anti rabico demonstra de forma inequivoca o
aumento do numero de acidentes graves, se comparado aos anos anteriores, sem repercussao
no numero absoluto. Tal constatacdo pode revelar um aumento no numero de casos de acidentes
com animais nao observaveis, necessitando a utilizagcao de soro.

PALAVRAS-CHAVE: RAIVA; PROFILAXIA; SAZONALIDADE;

INTRODUCAO E LITERATURA

A raiva é uma encefalite viral progressiva e aguda, causada por um virus do género

Lyssavirus dentro da familia Rhabdoviridae, de notificagdo compulséria, podendo ser
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transmitida por qualquer mamifero infectado, com letalidade de aproximadamente 100%,

apesar de ser praticamente 100% prevenivel. E considerada um problema de satide publica,
principalmente em paises em desenvolvimento. (BARBOSA et al., 2008) (BRIGGS, 2012)
(“Protocolo para tratamento de raiva humana no Brasil”, 2009) (GAUTRET; PAROLA, 2012)
(GERMANO et al., 1988)

De todas as zoonoses ¢ a mais temida, sendo o cao ainda o principal transmissor para o
homem, se bem que intervengdes humanas em ambientes selvagens através de desmatamentos
e garimpagens, pode afetar a transmissao do virus, aumentando a freqiiéncia de contato entre
as pessoas € os animais selvagens. A vacinacdo em massa de cdes e gatos com o objetivo de
deter o ciclo de transmissdo do virus ¢ a principal medida de controle da doenga, vista pelo
Programa de Profilaxia da Raiva, criado em 1973, pelo Ministério da Saude, apesar do abate
em massa de populacdes caninas ter sido um método muito praticado no passado, ndo se
mostrou efetivo para evitar a propagacdo da doenca e geralmente s6 serve como conduta
alienante para as populagdes locais, segundo Briggs, 2012. (BARBOSA et al., 2008) (BRIGGS,
2012) (MIRANDA; SILVA; MOREIRA, 2003)

Por ser uma doenga tdo temida, a raiva deve ser objeto de estudo constante em todas as
regides do pais, sendo importante conhecer as caracteristicas de sua micro e macrorregiao.
Neste intento ¢ que este estudo propde revisar aspectos da doenga e os 7 ultimos anos do
atendimento profilatico anti-rabico no Hospital Pronto Socorro de Juiz de Fora (HPS - JF)

demonstrando as principais sazonalidades no Servigo de Soroterapia.
METODO

Trata-se de um estudo descritivo-retrospectivo, tomando como area de investigagdo a
cidade de Juiz de Fora e sua macro-regido, localizada na Zona da Mata do Estado de Minas
Gerais, com uma populagao estimada em 2010, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), de aproximadamente 2.000.000 de habitantes. O estudo foi constituido a
partir dos dados de atendimento do Servigo de Soroterapia do Hospital Pronto Socorro - Mozart
Teixeira, registrados dos anos de 2011 a 2017. Associado a estes, foram acrescentadas
informagdes extraidas de artigos indexados a base de dados Medline e biblioteca virtual Scielo,
além de textos e tabelas obtidas a partir do Ministério da Satude e da Organiza¢do Mundial da

Saunde.
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A compilagdo e célculo dos dados realizou-se por meio dos softwares Microsoft Word®

e Microsoft Excel®, e a andlise deu-se mediante frequéncia absoluta e relativa, cujos dados

foram analisados de acordo com a literatura.

As varidveis de interesse foram as seguintes: sazonalidade dos atendimentos por
profilaxia de raiva a partir de acidentes ocorridos com individuos da populagdo geral da regido

citada, uso de soro antirabico (imunoglobulina) e vacina antirdbica.

A andlise dos dados foi realizada através de: a) célculo de frequéncia simples das
variaveis de interesse (média geral), obtida através do niimero total de casos de cada ano,
somados e divididos pelo numero de meses do ano; b) célculo de frequéncia mensal das
variaveis de interesse (média mensal), obtida através do numero total de casos de cada més em
cada ano, somados e divididos pelo nimero de anos analisados; ¢) analise grafica, obtida através

dos respectivos valores de cada ano.
CONSIDERACOES ETICAS

Nao ha conflito de interesses. A pesquisa nido recebeu financiamento para sua

realizagao.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias

Meédicas de Juiz de Fora (FCMS-JF) — Parecer n°® 20920313.4.0000.5103.
RESULTADOS

De um total de 121.141 atendimentos na soroterapia de Juiz de Fora em 2017, 2.474
foram por atendimentos anti-rabicos, com uma média de 206,2 atendimentos por més, 3.087

vacinas aplicadas e 178 soros administrados.

De 2011 a 2017, dos 12.451 atendimentos profilaticos anti-rabicos realizados, foram
aplicadas 19.517 doses de vacinas anti-rabicas, 737 administragdes de soro (casos graves) €

2.944 casos de busca ativa.
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Figura 1: Atendimentos anti-rabicos
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Figura 2: Vacinas anti-rabicas aplicadas
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Figura 3: Soros anti-rabicos administrados

Fonte: HPS - Juiz de Fora— MG
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Tabela 1: Médias Mensais.

M.
Mensal
Atend.
AR 160,7 164,7 136,2 1394 135,0 143,7 170,5 163,8 142,1 142,0 1452 135,0
VAR
Aplic. 242,1 2452 203,2 212,0 206,7 236,0 301,5 255,0 209,7 221,2 2142 240,8
SAR
Admin. 14,8 8,8 9,0 6,5 74 10,7 8,1 5,5 11,0 6,2 8,8 8,0

Fonte: HPS - Juiz de Fora - MG

DISCUSSAO

No Brasil a idealiza¢do da prevencao ¢ feita principalmente através da determinacao das
areas de risco para raiva; monitoracdo da raiva animal com intuito de evitar ocorréncia de casos
humanos; investigacdo de todos os casos suspeitos de raiva humana e animal, bem como
determina¢do de sua fonte de infeccdo; realizacdo e avaliagdo de bloqueios de foco frente a
suspeita de raiva; realizacdo e avaliacdo de campanhas de vacinagdo antirrdbica animal,
normatizacdo de condutas de atendimento antirrdbico humano e garantia de assisténcia e
realizagao do esquema profilatico da raiva, em tempo oportuno; manutencdo adequada do
suprimento da rede do SUS com imunobioldgicos (vacina antirrabica humana e canina, soro
heterdlogo e imunoglobulina) e medicamentos especificos para profilaxia e tratamento da raiva,
além de propostas e avaliagdes de medidas de prevencao e controle. (GAUTRET; PAROLA,
2012) (HICKS; FOOKS; JOHNSON, 2012)

O tratamento é baseado no Protocolo de Milwaukee, criado devido ao sucesso
terapéutico da primeira paciente ndo vacinada do mundo a ser curada de raiva, considerada até
entdo letal pela literatura cientifica mundial, fato este ocorrido nos Estados Unidos em 2004.
Este protocolo deve ser iniciado o mais precoce possivel, e, consiste basicamente na indugao
de coma, reposicao de enzimas, uso de antivirais, além da manutencdo dos sinais vitais do
paciente. Em 2008, ocorreu a primeira cura de raiva humana no Brasil, abrindo assim novas
perspectivas para o tratamento desta doenca, originando assim, o Protocolo Brasileiro para
Tratamento da Raiva Humana, o Protocolo de Recife.(GAUTRET; PAROLA, 2012) (HICKS;
FOOKS; JOHNSON, 2012) (JACKSON, 2011) (2011)

No ano de 1990 até 2012 foram 582 casos no pais, sendo que destes, 411 foram no
periodo de 1990 até 1999, 163 no periodo de 2000 até 2009, 3 em 2010, 2 em 2011 ¢ 3 em
2012. Em Minas Gerais foram 42 casos nesse periodo de 22 anos, sendo que no periodo de
1990 até 1999 foram 35 casos e no periodo de 2000 até 2009 foram 6 casos. Em 2010 e 2011

nao foram relatados casos nessa regido e em 2012 somente 1 caso foi relatado. (2009)
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Existem areas de risco diferenciadas para raiva humana, canina e felina em Minas Gerais

(Juiz de Fora esta situada em uma area de médio risco), sendo que as areas de maior risco

coincidem com as regides de menor desenvolvimento socioeconémico do estado.(BRIGGS,

2012) (MIRANDA; SILVA; MOREIRA, 2003)

Em relagdo aos vetores mais conhecidos ¢ mais comuns, o gato ¢ um hospedeiro
acidental do virus, ndo desempenhando papel importante no ciclo natural da doenga, porém,
1ss0 nado os exclui de serem vacinados de maneira adequada juntamente com os caes, pois essa
medida contribuiu para o baixo nimero de casos de raiva felina diagnosticados de 2000 a 2006.
Esta desaparece assim que a doenga ¢ controlada na espécie canina. Estima-se que no estado a
populacdo canina estd entre 1 cdo para cada 8 a 10 pessoas, ¢ a cobertura vacinal estd
superestimada, ndo alcangando o nivel real de 75% da populagdo canina, necessario para
controlar e erradicar a raiva urbana. Segundo a Diretoria regional de Saude, na macro regido de
Juiz de Fora, no ano de 1999, estimava-se ter 686.443 habitantes, 68.644 cdes oficialmente e
116.695 extra-oficialmente, sendo que destes, 100% dos caes teriam cobertura vacinal oficial e
59,14% extra-oficial. Em relacdo as amostras submetidas a exames para raiva entre o ano de
1991 e 1999, Juiz de Fora teve 79 amostras submetidas a exames e destas, 2 foram com
resultado positivo (2,53%), representando 3,2% das amostras do estado. (BRIGGS, 2012)
(MIRANDA; SILVA; MOREIRA, 2003)

Considerando os atendimentos no Servigo da Soroterapia de Juiz de Fora, de uma
maneira geral, os atendimentos anti-rabicos encontraram um pico quando comparado a média
geral, obtida através da média aritmética entre as médias anuais (148,3 atendimentos/més) de
todos os atendimentos para profilaxia de raiva. Dessa forma, nos meses de janeiro, fevereiro,
julho e agosto, se demonstrou a existéncia de um aumento no nimero de atendimentos na
soroterapia do HPS de Juiz de Fora em relagdo a média geral dos atendimentos da profilaxia da
raiva. Assim, ¢ verdade que nos meses de junho e setembro a novembro, as vacinagdes se
mantiveram proéximos da média geral, enquanto que nos meses de mar¢o a maio e dezembro,
mantiveram-se um pouco mais abaixo da mesma. Outro fato relevante, ¢ que nos meses de maio
de 2013 e outubro de 2015 foi quando ocorreram os menores valores desse periodo (78 e 93,
respectivamente), e, em julho de 2016 e novembro de 2014 os maiores valores, com 387 e 269

atendimentos respectivamente (Figura 1).

Ao analisar separadamente as aplicacdes das vacinas anti-rdbicas e comparando com
sua média geral (232,3 aplicagcdes/més), vemos que os meses de julho e agosto apresentam um

aumento no nimero de vacinagdes, enquanto que nos meses de dezembro a fevereiro e junho,
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o valor se mantém préximo a a média geral. Por conseguinte, os meses de margo a maio e

setembro a novembro se conservaram abaixo da média geral. Dessa forma, ¢ importante
ressaltar que nos meses de maio e outubro de 2017 foi quando ocorreram os menores valores
desse interim (150 e 163, respectivamente), e, em julho de 2012 e julho de 2015 os maiores

valores 483 e 387 respectivamente (Figura 2).

Quando consideramos pormenorizadamente as administragdes do soro anti-rabico, e,
comparando com sua média geral (8,8 administracdes/més), inferimos que os meses de janeiro,
junho e setembro apresentaram um aumento em seu nimero, posto que os meses de fevereiro,
margo, julho, novembro e dezembro se mantiveram de certa forma em uma constante mesmo
com umas pequenas varidveis enquanto que abril, maio, agosto ¢ outubro demonstraram uma
queda no niimero de aplicagdes. Os valores mais altos nesse quesito foram os de janeiro e junho
de 2017 (41 e 31 aplicacdes, respectivamente), enquanto que os mais baixos foram em abril e

dezembro de 2013, com 0 aplicagdes (Figura 3).

Com relacdo a busca ativa, cuja média geral foi de 35,05 casos/més, concluimos que os
meses de janeiro e fevereiro apresentaram um aumento no numero de casos enquanto que os
meses de marco, abril, junho e outubro continuaram préximos a média geral e, uma diminuicao,
nos meses de maio, julho a setembro, novembro e dezembro. Os mais altos valores foram
encontrados nos meses de janeiro ¢ junho de 2006, com 159 e 118 casos, respectivamente. Ja
os valores mais baixos foram encontrados nos meses de julho e agosto de 2017 (0 casos em

ambos).

A andlise dos nimeros obtidos devera ser feita individualmente, uma vez que os
nimeros extremos podem representar sub-notificagdes e ou excesso de zelo por parte de um ou

mais plantonistas que prescreveram de forma omissa ou exagerada a medicagao referida.

Com relacdo aos picos e vales, a maior amplitude se deu no més de julho para os
atendimento anti-rabicos e vacinas aplicadas, enquanto que em relacdo a busca ativa e as
administragdes de soro, a maior amplitude se deu no més de janeiro. J4 os meses mais constantes
foram os meses de janeiro, abril, junho, setembro e dezembro em relagdo aos atendimentos anti-
rabicos, enquanto que, em relagdo as vacinas aplicadas, somente os meses de fevereiro e julho
mostraram uma maior variacdo. Em relacdo as aplicagdes do soro anti-rabico, os meses de
fevereiro, abril, julho, agosto, novembro ¢ dezembro foram os mais constantes, enquanto que
em relagdo as buscas ativas, os meses de maio e setembro se demonstraram mais constantes

(Tabela 1).
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CONCLUSAO

A partir desta avaliacdo podemos constatar que ha necessidade de melhor programacao
quanto a estoques das vacinas necessarias a profilaxia da Raiva neste nosocomio, uma vez que
houve manuten¢ao do nimero de doses aplicadas durante os anos pesquisados. Excecdo a essa
condi¢do ocorreu nos meses de fevereiro e julho de 2013 e julho de 2015 quando houve um
maior nimero de vacinagdes comparados aos anos anteriores. Os graficos demonstram
claramente que poderemos otimizar estoques das geladeiras do Servico baseado neste
levantamento histdrico, diminuindo assim, o risco de perda de material e possibilitando

economia para a Prefeitura.

Ao analisar os pormenores da sazonalidade desses periodos, se constata que a cidade de
Juiz de Fora e regido tem um numero de vacinagdes anti-rabicas mantidas proéximas a média

mensal.

O uso do soro anti-rabico aumentou drasticamente no segundo semestre de 2015 e nos
anos de 2016 e 2017, demonstrando uma maior gravidade das lesdes ao compararmos aos anos
anteriores. O que pode representar um aumento do niumero de casos de acidentes com animais
ndo observaveis. Dessa forma, o Servigo de Saude da cidade de Juiz de Fora e regido precisa se
preparar mais adequadamente com pesquisa e busca ativa dos casos envolvendo animais

observaveis.
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RESUMO

INTRODUCAO: Os efeitos terapéuticos do laser baixa poténcia sobre os diferentes tecidos
bioldgicos sdo muito amplos, incluindo efeitos tréfico-regenerativos, antiinflamatorios e
analgésicos., em especial, a sua acdo angiogénica, incremento da atividade fibroblastica e
colagenogénese, beneficiando, portanto, a cicatrizacdo. Efeitos a distancia, fora do local de
aplicacdo, também sdo descritos quando utilizada a terapia. METODOS: 20 ratos Wistar
Albinus. divididos em 4 grupos, submetidos a quatro incisdes lineares no sentido longitudinal
na pele do dorso, apds abertas, foram suturadas No Grupo 1 (G1) os animais foram submetidos
a aplicagao uma dose de laser, no Grupo 2 (G2), duas doses de laser, no pds-operatédrio imediato
e apos 24 horas de pds-operatério, no Grupo 3 (G3) trés doses de laser como os do G2 e mais
uma na 48" hora de pos-operatorio ¢ o Grupo Controle (GC) submetido exclusivamente as
incisdes da pele, ndo recebendo nenhuma aplicacdo de laser em nenhum dos ferimentos. Sendo
apos realizados teste de forca de ruptura com equipamento desenvolvido pelos pesquisadores e
estudo histopatoldgico das incisdes. RESULTADOS: As médias da forca de ruptura das feridas
tratadas e do grupo controle, observa-se que o grupo 1 apresenta o maior valor, tendo diferenga
significativa (p = 0,040). As freqiiéncias da forca de ruptura dos quatro grupos de ratos para as
feridas nao tratadas nao houve diferenca significativa (p = 0,459). Esses resultados sugerem
nao haver efeito a distancia do local de aplicacdo do Laser. Na analise pareada, a comparagao
das freqii€ncias das diferengas da forg¢a de ruptura registradas dos ferimentos produzidos no
mesmo animal, feridas tratadas com Laser e ndo tratadas nos grupos 1, 2, 3 e controle, ndo
constatou diferenca estatisticamente significativa entre os 4 grupos de animais (p = 1,000). A
comparagao da freqiiéncia das feridas tratadas dos quatro grupos de ratos segundo a epitelizagdo
observou-se que o grupo 3 € maior (p =0,002). Nos grupos nao tratados nao foi possivel detectar
diferenca significativa (p = 0,805) entre eles. Em relagdo a reacdao inflamatdria das feridas
tratadas ¢ nao tratadas no grupo controle, da direita e esquerda ndo foram significativas
estatisticamente. Quanto a granulacao nas feridas tratadas com laser foi maior no grupo que
recebeu maior niumero de aplicagdes (p = 0,012). CONCLUSAO: conclui-se que, os resultados
discutidos mostram que os efeitos benéficos da terapia a laser no processo cicatricial ndo foram
confirmados quando utilizado o adequado método de andlise estatistica para o experimento.

PALAVRAS CHAVE: Laser de baixa poténcia; Cicatrizagdo; Incisao cirurgica
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INTRODUCAO

As radiagdes do tipo laser de baixa poténcia, com espectros de ondas eletromagnéticas
situadas nas faixas entre 690 a 940 nm, tornaram-se objeto de inimeras pesquisas cientificas,
enfocando em especial, a sua acdo angiogénica, incremento da atividade fibroblastica e

colagenogénese, beneficiando, portanto, a cicatrizacdo. (TAVARES, 2002)

Os efeitos terapéuticos do laser sobre os diferentes tecidos bioldgicos sao muito amplos,
incluindo efeitos trofico-regenerativos, antiinflamatorios e analgésicos. Tais efeitos sdo
demonstrados em estudos tanto in vifro como in vivo, destacando-se a proliferagdo de células
epiteliais e fibroblasticas, o aumento da microcirculagdo local, assim como o aumento na sintese
de colageno (TAVARES, 2002) (TATARUNAS; MATERA; DAGLI, 1998) (ROCHA, 2004).
Efeitos a distancia, fora do local de aplicagdo, também sao descritos quando utilizada a terapia

(TAVARES, 2002) (BRAVERMAN et al., 1989) (HOPKINS et al., 2004).

Apesar da maioria dos estudos demonstrar que a utilizacao do laser de baixa poténcia &
positiva para o processo de cicatrizagdo de tecidos moles (TAVARES, 2002) (TATARUNAS;
MATERA; DAGLI, 1998) (ROCHA, 2004), incluindo aspectos histoldgicos e biomecanicos
como o aumento de for¢a de tensdo dos ferimentos (FILHO et al., 2005) (POSTEN et al., 2006),
e para a diminui¢ao dos sintomas dolorosos advindos de procedimentos clinicos e/ou cirurgicos
(TAVARES, 2002) (TATARUNAS; MATERA; DAGLI, 1998) (ROCHA, 2004), porem ha
relatos na literatura da auséncia destes beneficos (FILHO et al., 2005) (POSTEN et al., 2006)
(ANNEROTH et al., 1988) (ALLENDOREF et al., 1997)

Esses dados conflitantes resultam em duvidas plausiveis sobre as variagdes nos métodos
de tratamento e limitagdes dos projetos experimentais (POSTEN et al., 2006). Nao existem
parametros considerados ideais para obtengdo dos beneficios na aplicacdo da terapia a laser, o

que dificulta a determinacdo e compreensao de seus efeitos (POSTEN et al., 2006) .

Este estudo pretende avaliar a existéncia de beneficios da terapia a laser de baixa
poténcia no processo cicatricial de feridas na pele de ratos, sugerir o nimero de aplicagdes
necessarias para potencializar a cicatrizagao, assim como, avaliar um possivel efeito a distancia

do local de aplicagdo da terapia.
METODOS

Foram utilizados 20 ratos para investigar a relagao entre terapia a laser de baixa poténcia
e o processo cicatricial de incisdes cirurgicas na pele de ratos, avaliando a forca de ruptura e os

achados histopatoldgicos. Os ratos, da raca Wistar Albinus, todos fémeas, com peso entre 122
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a 200 gramas e aproximadamente 100 dias de idade, foram selecionados casualmente entre os

existentes no biotério da Faculdade de Medicina de Barbacena.

Todos animais foram submetidos a quatro incisdes lineares no sentido longitudinal na
pele (epiderme, derme e plano subcutidneo) do dorso, sendo duas do lado esquerdo e duas do
lado direito. Todas as incisdes foram feitas sobre duas linhas paralelas a coluna vertebral, as
linhas ficaram dispostas a 1 cm da coluna em cada lado do animal. Sobre cada linha foram feitas
duas incisoes medindo cada uma 3 cm, dispostas no sentido cranio-caudal e separadas entre si
por 2 cm de pele integra. (Figura 1). Todas as incisdes, apds abertas, foram suturadas por 3

pontos simples com fio de nylon 5/0.

Figura 1: Representacdo grafica das incisoes cirtirgicas no dorso do rato.

Lado Esgquerdo Lado Diretto

Legenda:
El - incisfo cranial esquerda
E2 - incisfo candal esquerda
Dl - inciclo cranial direita

D2 - incisdu caudal direila

Fonte: Os autores

Para realizagdo do estudo, os ratos foram igualmente divididos em 4 grupos: No Grupo
1 (G1) os animais foram submetidos a aplicagao do laser no pos-operatdrio imediato e ndo mais
receberam tratamento até o fim do experimento. No Grupo 2 (G2) os animais receberam a
aplicagdo do laser também no pos-operatdrio imediato e ap6s 24 horas de pos-operatorio. Ja no
Grupo 3 (G3) os animais foram tratados como os do G2 além de uma aplicacdo de laser apos a
48* hora de pds-operatorio, totalizando 3 aplicacdes e os ratos do Grupo Controle (GC). foram
submetidos exclusivamente as incisdes da pele, ndo recebendo nenhuma aplicagdo de laser em

nenhum dos ferimentos.
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A terapia a laser foi realizada somente nas feridas cirtrgicas do lado esquerdo, cranial e

caudal, nos animais dos trés grupos de tratamento (G1, G2 e G3). Todos os animais receberam

em cada aplicacdo a mesma dosagem variando apenas o numero de aplicagdes.

Foi utilizado aparelho de laser de diodo de baixa poténcia, AsAlGa (Three Light Plus
da empresa Clean Line, registro 80210180006 — ANVISA), com a seguinte modulagdo: laser
de emissao infravermelho continua; comprimento de onda de 795 nm; poténcia 120 mW, e dose
de 4 J/cm?, sendo essa modulacao sugerida pela literatura cientifica (TAVARES, 2002)
(TATARUNAS; MATERA; DAGLI, 1998) (ROCHA, 2004) (PUGLIESE et al., 2003)
(RODRIGUES, 2006) (VIEIRA, 2006). O tempo de aplicagdo é programado pelo proprio
aparelho a partir da modulacdo estabelecida pelo operador. Durante a aplicagdo do laser foi
colocado um dispositivo de isolamento sobre as feridas ndo irradiadas com a intencao de que a
aplicacgdo fosse exclusiva a uma tnica incisdo. Tal dispositivo foi constituido por um material

impermeavel a luz no espectro visivel.

A aplicagdo do laser foi feita nos animais dos grupos experimentais G1, G2 ¢ G3. As
feridas tratadas foram divididas em 5 pontos imaginarios de 6 mm cada. Cada um desses pontos
recebeu a terapia a laser de forma pontual por 33 segundos/ponto, de tal forma que, o tempo de
tratamento de cada ferida foi de 165 segundos, compreendendo toda sua extensdo de forma

homogénea.

Os animais foram mortos no quarto dia de pds-operatério com doses toxicas de cetamina
a 10% por via intraperitonial, sucedendo-se a retirada de fragmentos de pele do dorso e posterior
realizacdo do teste de forca de ruptura e estudo histopatoldgico das incisdes. Nesse processo,
inicialmente foi aplicada dose anestesica e posteriormente dose letal para coleta de fragmentos

da pele por bidpsia excisional.

As duas incisdes craniais de ambos os lados foram utilizadas para teste de forca de
ruptura e as caudais para testes histopatoldgicos. As incisdes craniais foram retiradas com
margens de 3,0 cm (comprimento) x 2,0 cm (largura) x 0,3 cm (profundidade) para avaliagao
da for¢a de ruptura. Para esta analise foi utilizado um aparelho idealizado e construido pelos
pesquisadores, baseado em um instrumento produzido e utilizado em trabalho prévio (JUNIOR
et al., 2008). A aparelhagem (figura 2) é composta por uma base de madeira que contém uma
extremidade fixa e uma movel, sendo que ambas possuem uma pinga do tipo De Martel que
fixa as bordas do tecido excisionado. Acoplado a pinga movel, através de uma roldana, existe

uma bolsa coletora de liquidos, e a medida que essa ¢ preenchida por 4gua acaba por provocar
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o afastamento das extremidades do fragmento gerando tensao e conseqiiente ruptura da incisao
cirurgica cicatrizada. A partir dai, o volume do liquido que provocou a ruptura ¢ mensurado em

gramas, obtendo assim, o peso correspondente a forca de ruptura.

Figura 2 : Aparelhagem de aferigdo da forca de ruptura

Wistapanordtnica (A); vista lateral (B), e vista superior () da aparelhagesmn.

Fonte: Os autores

A andlise histopatologica foi feita em fragmentos retirados das incisdes caudais que
também sofreram bidpsias excisionais da mesma forma das incisdes craniais, no mesmo
momento. As amostras foram colocadas em formalina tamponada a 10% e identificadas. O
material retirado foi processado, incluido em parafina, realizados cortes de 4 um de espessura
e corados com hematoxilina-eosina e tricromico de Gomori, para posterior andlise a
microscopia optica de luz (MO). Esses fragmentos biopsiados foram avaliados pelos autores da
pesquisa em uma analise subjetiva e comparativa em relacdo a um escore de cruzes adaptado
(SIMOES et al., 2006) (quadro 1). Para anélise e comparagdo histopatolégica foram avaliados
a epitelizacdo, a reacdo inflamatdria, a existéncia de tecido de granulacdo e de fibrose, como

descrito no quadro 1.
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Quadro 1: Escore para analise histopatoldgica

Epitelizacdo

Presenca de espessa crosta fibrinoleucocitaria sobre a ferida 8 MO no aumento de

10x; delgada epitelizagdo com a presenca de apenas uma camada (camada basal) a
+

MO no aumento de 40x.

Presenca de delgada crosta fibrinoleucocitaria sobre a ferida 8 MO no aumento de

10x; espessa epitelizagdo com a presenca de mais de uma camada na epiderme com
++

pouca organizagdo das mesmas a MO no aumento de 40x.

Rara presenga de crosta fibrinoleucocitaria sobre a ferida a MO no aumento de 10x;

epitelizagdo completa com epiderme espessa e camadas organizadas a MO no
4+

aumento de 40x.

Reacdo Inflamatoria

+ Acentuada, quando existiu infiltragdo de células inflamatorias visivel ao pequeno
aumento do MO (10x).
++ Discreta, quando foi preciso aumentos maiores que o aumento de 10x no MO para

identificagdo da infiltracdo de células inflamatdrias.

Tecido de Granulagdo

+ Quando se observou a presenga de neovasos a MO no aumento de 10x e contados

até 7 vasos por campo no aumento de 40x.

++ Quando se observou a presenga de neovasos a MO no aumento de 10x e contados

mais de 7 vasos por campo no aumento de 40x.

Fibrose

+ Ausente, quando ndo foram observados depodsitos de fibras coldgenas nos varios
aumentos do MO.

++ Presentes, quando foram observados depdsitos de fibras colagenas nos varios

aumentos do MO.

A andlise dos dados foi realizada em microcomputadores com recursos de
processamento estatistico no software STATA 9.2. Foram construidas distribui¢des de
freqliéncia e calculadas as médias e desvios padrdes para cada variavel. O efeito do tratamento
foi testado em tabela de contingéncia tipo RxC e em tabelas de ANOVA ONE WAY. A aferi¢ao

do significado estatistico das comparacdes foi realizada através do Teste de Quiquadrado no
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caso de comparacdo de percentagens, ou do Teste de Fisher para tabelas de ANOVA no caso

de comparagdo de médias. O Teste de Kruskal Wallis foi utilizado na comparacao de grupos

que ndo puderam ser comparados com o Teste de Fisher.

Foram feitas dois tipos de andlises, ndo pareada e pareada. A andlise ndo pareada foi
realizada com a comparagdo das freqiiéncias e das médias das medidas originais feitas nos
ferimentos sem qualquer modificagdo entre os grupos. A andlise pareada foi realizada com as
diferencas das medidas feitas nos ferimentos do lado direito e esquerdo de cada animal. Na
avaliacdo da epitelizagdo, reagdo inflamatdria, granulagdo e fibrose, cada animal foi
caracterizado como portador de variagdo positiva do resultado de um ferimento quando
comparado com o outro e portador de variagdo negativa quando ambos os ferimentos
apresentaram o mesmo resultado da avaliacdo histopatolégica. O grau de significancia

estatistica adotado na analise foi de 5 %.

Os animais foram identificados por niimeros de 1 a 5 em cada grupo, alocados em
gaiolas contendo 5 animais e mantidos em armarios climatizados. Os animais receberam

alimentacdo a base de racao e dgua, sem restrigdes.

Todos os procedimentos com os animais foram registrados e procurou-se diminuir o
tempo de manipulacdo das lesdes. Pretendeu-se ainda induzir a inconsciéncia nos animais, o
mais rapido possivel, para 0 momento da morte, objetivando-se assim reduzir o sofrimento dos

mesmeos.

O presente estudo seguiu as normas de pesquisa em animais € os principios éticos na
experimentacao, definidos pelo Colégio Brasileiro de Experimenta¢cao Animal (COBEA), como
também as resolugdes sobre pesquisa animal definidas pela convengdo de Helsinki (1995) e sua
revisdo na Escdcia 2000. Seguiu também as resolucdes 196/96 ¢ 251/97 do Conselho Nacional
de Saude (CNS). A proposta do presente estudo foi aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa
(CEP) da UNIPAC através do protocolo 367/8, aprovado em dezembro de 2008.

RESULTADOS

Relata-se os resultados de um experimento de laboratério com ratos e grupo controle,
realizado para investigar a rela¢do entre terapia a Laser de baixa poténcia e o processo cicatricial
de incisdes cirargicas na pele de ratos, avaliando a for¢ca de ruptura e os achados

histopatologicos.

Durante o procedimento cirurgico nao foi observada nenhuma intercorréncia que

prejudicasse o processo cicatricial por primeira inten¢do, como a presenga de sangramento ativo
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importante e a presenca de deiscéncias nas suturas. Ja no pds-operatorio foram documentadas

perdas de pontos cirurgicos de algumas suturas e conseqiiente presenca de deiscéncias nas
seguintes feridas: direita caudal de um rato do GC, esquerda caudal de um rato do G2, e direita

caudal de dois ratos do G3. Nao foram observados sinais de seroma, hematoma e infec¢ao.

Nas tabelas abaixo, E1, representa a cicatriz cranial do lado esquerdo e E2, representa
a cicatriz caudal também do lado esquerdo sendo que ambas receberam laserterapia. A cicatriz
do lado direito cranial foi representada por D1 e a cicatriz caudal também do lado direito foi

representada por D2, lembrando que ambas ndo receberam laserterapia (Figura 1).

O melhor detalhamento das caracteristicas dos animais ¢ apresentado na tabela 1, onde
sdo apresentadas as distribuicdes de freqiiéncia das caracteristicas dos animais presentes em
cada grupo do estudo, representadas pelo peso, for¢a de ruptura das cicatrizes e resultados do
exame histologico dos ferimentos, discriminados pelos grupos. Na tabela ¢ também apresentado
o valor de p encontrado no Teste Exato de Fisher aplicado na aferi¢cao do significado estatistico

das diferengas entre os percentuais.

Tabela 1: Distribui¢ao de freqiiéncia das caracteristicas dos ratos e resultados das medidas efetuadas no
experimento, discriminadas pelos grupos de animais tratados e controle.

Caracteristicas Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo C
N % N % N % N % p
Peso (g)
120 - 180 1 20,0 4 80,0 3 60,0 2 40,0 0,459
181 -200 4 80,0 1 20,0 2 40,0 3 60,0

Forca de ruptura das feridas tratadas e grupo controle - E1 - (Newtons)
1,3-3,6 1 20,0 4 80,0 2 40,0 4 80,0 0,226
3,6-6,4 4 80,0 1 20,0 3 60,0 1 20,0
Forga de ruptura das feridas ndo tratadas e grupo controle — D2 - (Newtons)
0,99 -3,7 2 40,0 1 20,0 3 60,0 4 80,0 0,459
3,71-8,4 3 60,0 4 80,0 2 40,0 1 20,0

Epitelizacdo das feridas tratadas e grupo controle - E1 -

+ 1 20,0 0 0,0 0 0,0 4 80,0 0,002
=+ 4 80,0 4 80,0 1 20,0 1 20,0
ot 0 0,0 1 20,0 4 80,0 0 0,0
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Caracteristicas Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo C

N % N % N % N % p

Epitelizacdo das feridas ndo tratadas e grupo controle - D2 -

+ 3 60,0 2 40,0 1 20,0 3 60,0 0,805
++ 2 40,0 3 60,0 3 60,0 2 40,0
++ 0 0,0 0 0,0 1 20,0 0 0,0

Reacdo Inflamatoria das feridas tratadas e grupo controle - E1 -
+ 5 100,0 5 100,0 5 100 5 100,0 --
++ 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Reacdo Inflamatoria das feridas ndo tratadas e grupo controle — D2 -
+ 5 100,0 5 100,0 5 100,0 5 100,0 --
++ 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Granulagdo das feridas tratadas e grupo controle - E2 -
+ 4 80,0 3 60,0 0 0,0 5 100,0 0,012
++ 1 20,0 2 40,0 5 100,0 0 0,0
Granulagdo das feridas ndo tratadas e grupo controle - D2 -
+ 5 100,0 4 80,0 2 40,0 5 100,0 0,128
++ 0 0,0 1 20,0 3 60,0 0 0,0
Fibrose das feridas tratadas e grupo controle — E2 -
+ 5 100,0 5 100,0 5 100,0 5 100,0 --
++ 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Fibrose das feridas ndo tratadas e grupo controle - D2 -
+ 5 100,0 5 100,0 5 100,0 5 100,0 -

=+ 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0

Fonte: Proprios Autores

Na tabela 2 sdo apresentadas as distribui¢des de freqiiéncia das diferencas observadas
entre as medidas realizadas nas cicatrizes do lado esquerdo e direito de cada animal, em cada
um dos grupos. Sao apresentados também os resultados do Teste Exato de Fisher (p), aplicados

na comparacao dos percentuais exibidos na tabela.
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Tabela 2: Distribuig¢@o de freqiiéncia das diferencas da for¢a de ruptura, da epitelizacdo ¢ da granulagdo obtidas
das cicatrizes do lado esquerdo e direito de cada animal por grupo e indicativos de variagdo positiva ou negativa
dos elementos encontrados nas duas cicatrizes na pesquisa de forga de ruptura, epitelizagdo e granulagdo dos
animais dos 4 grupos experimentais.

Caracteristica Grupo 1 Grupo?2 Grupo3 Grupo C
N % N % N % N % p
Forga de ruptura (Newtons)
0-30 2 40,0 2 40,0 3 60,0 3 60,0 1,000

40-0(-) 3 60,0 3 60,0 2 40,0 2 40,0
Epitelizacao

Positivo 2 40,0 3 60,0 3 60,0 1 20,0 0,762

Negativo 3 60,0 2 40,0 2 40,0 4 80,0
Granulagdo

Positivo 1 20,0 1 20,0 2 40,0 0 0,0 0,871

Negativo 4 80,0 4 80,0 3 60,0 5 100,0

Fonte: Proprios Autores
Na tabela 3 sdao apresentadas as médias e desvios-padroes do peso dos animais e da forca
de ruptura mensurada nas cicatrizes nos diferentes grupos. Sdo apresentados também os

resultados do Teste Exato de Fisher (F),para as tabelas de ANOVA, e Kruskal-Wallis (Kw) ,

com os respectivos valores de p correspondentes.

Tabela 3: Médias e desvios padrdes do pesos, forcas de ruptura e diferencas da forgas de ruptura registradas para
os animais dos 4 grupos do experimento.

Caracteristica Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo C F/Kw
p

Peso (g)
Média 184.4 169.6 179.6 169.2 5.49 0.139
Desvio padrio 6.6 10.7 14.9 29.0
Forga de ruptura E1(Newtons)
Média 4.9 3.0 43 3.1 3.50 0.040
Desvio padrio 1.1 1.3 1.2 0.6
Forga de ruptura D1(Newtons)
Média 5.6 3.9 3.8 32 1.95 0.163
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Desvio padrio 2.2 1.8 1.1 0.7

Diferenca da forga de ruptura
Média -0.6 -0.9 -0.4 -0.1 0.64 0.600

Desvio padrio 1.9 1.8 1.9 0.4

Fonte: Proprios Autores

DISCUSSAO

A aplicagdo do laser na drea médica teve um crescimento significativo nas ltimas
décadas, sendo utilizada para fins cirargicos e terapéuticos. Dentre as inimeras descobertas
notaveis em todas as areas de crescimento, o laser tem ocupado posi¢ao de destaque (VIEIRA,
2006). A terapia a laser de baixa poténcia ¢ método aceito pela Food and Drug Administration
(FDA) como tratamento clinico eficaz na cicatrizagdo de tecidos (SUGRUE et al., 1990)
(CHROMEY, 1992).

O comprimento de onda do laser que determina sua utilizagdo para fins terapéuticos e
que o caracteriza como sendo de baixa poténcia esta localizado entre 600 e 1000 nm (VIEIRA,
2006). Nesta faixa obtém-se um poder de penetracdo em torno de 1,4 mm o que justifica seu
uso em diferentes tecidos para o reparo cicatricial, incluindo o tecido cutaneo, onde se observa

um numero expressivo de pesquisas (TAVARES, 2002).

O laser de baixa poténcia com densidade de energia na faixa de 3 a 6 J/ cm? ¢
considerado adequado por possuir melhores efeitos cicatrizantes, reparativos e regenerativos
em diversos tecidos, tanto em humanos quanto em animais (TAVARES, 2002) (TATARUNAS;
MATERA; DAGLI, 1998) (ROCHA, 2004) (PUGLIESE et al., 2003) (RODRIGUES, 2006)
(VIEIRA, 2006). Valores inferiores ou superiores de dosagem ao intervalo citado
anteriormente, ndo demonstraram resultados satisfatorios, sendo que doses mais altas
demonstraram inibi¢do da biomodulacdo celular e doses mais baixas ndo demonstraram agao

efetiva no processo cicatricial (VIEIRA, 2006).

Considerando tais aspectos, foi definido para o estudo pela utilizacdo de um
aparelho laser diodo de baixa poténcia com fonte de emissdo AsAlGa com a seguinte
modulacdo: laser de emissdo infravermelho continua; comprimento de onda de 795 nm;

poténcia 120 mW, e dose de 4 J/cm?.
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Em relacdo a freqiiéncia de aplicagdo do laser existem variacdes (BRAVERMAN et al.,

1989) (RODRIGUES, 2006) (VIEIRA, 2006) (ANDERS et al., 2002) (CARRILLO et al.,

1990). Vérios esquemas posoldgicos ja foram testados, como por exemplo; 3 aplicacdes, sendo
essas realizadas no pos operatorio imediato, 24 horas e 7 dias apds (RODRIGUES, 2006);
aplicagdes diarias por 3 dias consecutivos (ANDERS et al., 2002); e apenas uma Unica
aplicacdo (BRAVERMAN et al., 1989) (VIEIRA, 2006) (CARRILLO et al., 1990). Essas entre
outras pesquisas sugerem que apenas uma aplicacdo nao seria suficiente para alcangar algum
efeito celular benéfico, € que um maior nimero de aplicacdes ¢ necessario para atingir tal
beneficio (BRAVERMAN et al., 1989) (ANNEROTH et al., 1988) (RODRIGUES, 2006)
(VIEIRA, 2006) (ANDERS et al., 2002) (CARRILLO et al., 1990).

A terapia a laser de baixa poténcia possui efeitos fisioldgicos que sdo divididos em
primdrios (diretos), secundarios (indiretos) e terapéuticos. Entre os efeitos primarios merecem
destaque os bioquimicos (liberagdao de histamina, serotonina e bradicinina, producao de ATP,
inibi¢do de prostaglandinas e lise de fibrina), bioelétrico (potencializagdo da bomba de
sodio/potassio) e bioenergéticos (normalizacdo do contingente energético e fisico de cada
individuo). Dentre os secunddrios enfatizam-se o estimulo a microcirculagdo com conseqiiente
fluxo sanguineo aumentado, e o estimulo ao trofismo celular, aumentando a velocidade de
cicatrizacdo e otimizando o trofismo tecidual. Como efeitos terapéuticos sdo sugeridos o

analgésico, antiinflamatorio, antiedematoso e cicatricial (TAVARES, 2002).

Dentre os efeitos terapéuticos propostos pelo laser, a cicatrizagdo tem uma posigao de
destaque, sugerindo-se que seus efeitos devam-se ao incremento a producdo de ATP, que
proporcionaria um aumento da atividade mitdtica e a sintese protéica, tendo como conseqiiéncia
0 aumento da regeneracao tecidual no processo de reparagdo; o estimulo a microcirculagdo e a
formagdo de novos vasos a partir dos preexistentes, sendo que estes aumentariam o aporte
nutricional e a velocidade mitética; e por fim a estimulagdo da matriz colagenosa (TAVARES,

2002).

Entretanto, ha relatos da auséncia de beneficios no processo cicatricial mediante o
tratamento com o laser de baixa poténcia (ANNEROTH et al., 1988) (ALLENDOREF et al.,
1997). Em estudo de revisao de literatura sobre os efeitos do laser de baixa poténcia no processo
de cicatrizagdo, ha relatos que houve uma discordancia em relagdo aos resultados obtidos com
o uso da terapia (FILHO et al., 2005) (POSTEN et al., 2006). Esses dados conflitantes resultam
em davidas plausiveis quanto as variagdes nos fatores de tratamento e limitagdes em projetos

experimentais (POSTEN et al., 2006).
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Os beneficios da terapia a laser no processo cicatricial baseiam-se em sua maioria em

experimentos que utilizam comparagdes entre feridas de grupos experimentais com o grupo
controle (TAVARES, 2002) (TATARUNAS; MATERA; DAGLI, 1998) (ROCHA, 2004)
(PUGLIESE et al., 2003) (RODRIGUES, 2006) (VIEIRA, 2006). Ha poucos relatos de estudos
com comparag¢do pareada, em que a lesdo tratada e a ndo tratada (lesdo controle) encontram-se
no mesmo animal, o que reduziria as influéncias individuais dos animais, caso estas sejam

relevantes no processo cicatricial ( DAMANTE, 2003).

No presente estudo ao analisar a freqiiéncia dos pesos dos animais nos quatro grupos,
observa-se que ndo houve diferencas significativas entre eles, ou seja, estas medidas sdo
comparaveis, de forma que o peso ndo deve interferir com os resultados do experimento. Essa
caracteristica dos animais pode ter sido eliminada durante a alocagdo aleatoria dos ratos em
seus respectivos grupos, ndo sendo encontrado na literatura cientifica referéncias que

relacionam a influéncia do peso e processo cicatricial com a terapia a laser.

Na comparagdo, entre os grupos, da freqiiéncia da for¢a de ruptura das feridas a
esquerda, tratadas com laser nos grupos 1, 2 e 3 e ndo tratadas no grupo controle, constatou-se
que a maior freqiiéncia dos maiores valores de for¢a de ruptura foram obtidos no grupo 1, os
menores valores foram encontrados nos grupos 2 e grupo controle e valores intermediarios
foram observados no grupo 3. A diferenga entre os quatro grupos nao ¢ significativa (p =0,226).
No entanto, ao se comparar as médias da forca de ruptura das feridas tratadas e do grupo
controle, observa-se que o grupo 1 apresenta o maior valor, tendo diferenca significativa (p =
0,040). Esse resultado sugere que o menor nimero de aplicagdes promove aumento na forga

de ruptura das feridas quando analisadas no 4° dia de pds-operatorio.

As freqiiéncias da forga de ruptura dos quatro grupos de ratos para as feridas a direita,
ndo tratadas com terapia a Laser em todos os grupos, quando comparadas, ndo foi possivel
detectar diferenga significativa (p = 0,459), sendo que o grupo que apresentou a maior
freqliéncia dos maiores valores foi o grupo 2 e maior freqiiéncia dos menores valores foi o
grupo controle. Na comparagao das médias das forgas de ruptura também dos ferimentos a
direita, nota-se que a maior média foi evidenciada no grupo 1 e a menor média no grupo
controle. Essa comparagdo ndo apresenta diferenca significativa (p = 0,163). Esses resultados
sugerem nao haver efeito a distdncia do local de aplicagdo do Laser, concordando com o
resultado obtido na comparagdo das feridas do lado esquerdo e refor¢ando a idéia de que existe

uma aparente associagao entre a terapia a laser puntual e a forga de ruptura.
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Ha incremento da forca de ruptura apos utilizar terapia a laser de baixa poténcia na

densidade de 2 ou 4J/cm?, quando analisa-se feridas da pele de ratos no 7° dia de pos-operatdrio
(YASUKAWA et al., 2007), concordando com os achados acima descritos. Entretando, ndo foi
encontrado diferenca na forca de ruptura de fragmentos de pele entre ratos irradiados e nao
irradiados quando utilizada terapia a laser de baixa poténcia (ALLENDOREF et al., 1997). Vale

ressaltar que estes trabalhos basearam-se em comparagdes ndo pareadas.

A fim de se obter um adequado efeito local, recomenda-se que durante a irradiagdo a
caneta do aparelho deva ser posicionada a um angulo de 90° e estar em contato direto com o
sitio da lesdo, diminuindo assim, o indice de dispersao das ondas eletromagnéticas (TAVARES,
2002). No entanto, ha evidéncias da possibilidade de surgirem efeitos a distancia, parecendo
nao haver a necessidade de irradiacdo direta da lesao ou tecido alvo para conseguir-se a agao

terap€utica do laser de baixa poténcia (BRAVERMAN et al., 1989) (HOPKINS et al., 2004).

Na analise pareada, a comparacdo das freqii€ncias das diferengas da for¢a de ruptura
registradas dos ferimentos produzidos no mesmo animal, feridas tratadas com Laser e ndo
tratadas nos grupos 1, 2, 3 e controle, ndo constatou diferenca estatisticamente significativa
entre os 4 grupos de animais (p = 1,000). Esse achado sugere , contrariamente a comparagao
ndo pareada, ndo haver relagdo entre a terapia a laser e o aumento da for¢a de ruptura nas feridas.
Esta hipotese ¢ reforgada quando se analisa a média das diferengas das forcas de ruptura
registradas para os animais dos 4 grupos do experimento, ao observar que a mesma nao foi

estatisticamente significativa (p = 0,600).

Na literatura cientifica ndo foi possivel encontrar estudos que realizam analises pareadas
comparando terapia a laser e for¢a de ruptura no 4° dia de pos-operatdrio. Entretanto, em estudo
pareado, foi encontrado ao final de 21 dias, aumento significativo da for¢a de ruptura entre
feridas tratadas com laser em relacdo a feridas ndo tratadas, em um experimento que avaliou a
influéncia da terapia a laser de baixa poténcia na cicatrizag¢do de ferimentos cirargicos em ratos

diabéticos (KESAVA REDDY, 2003).

O confronto dos resultados obtidos com os diferentes métodos de comparagao sugere
ser improvavel existir relagdo entre a forca de ruptura e a cicatrizagdo, e que, a associagao
encontrada na analise ndo pareada ¢ apenas aparente, sendo justificada mais pelo método de

avalia¢dao do que uma real associacdo fisica-biologica entre a terapia a laser e a cicatrizagao.
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O método utilizado para analise da for¢a de ruptura mostrou-se apropriado e eficaz, uma

vez que minimizou possiveis bias de aferi¢ao, apesar de ser um instrumento artesanal e inédito

criado pelos proprios pesquisadores.

Na andlise dos resultados a comparagdo da freqiiéncia dos quatro grupos de ratos
segundo a epitelizagdo das feridas a esquerda, tratadas com laser nos grupos 1, 2 ¢ 3 e ndo
tratadas no grupo controle, observou-se que o grupo com maior nimero de aplicagdes da terapia
a laser, grupo 3, € o que apresenta indices de epitelizagdo mais intensa com maior freqiiéncia,
enquanto que no grupo controle observou-se uma maior freqiiéncia de epitelizacdo com menor
intensidade. Indices intermediarios de epitelizagio foram notados nos grupos que receberam
uma ou duas aplicagdes. A diferenca entre os 4 grupos ¢ significativa (p = 0,002), sugerindo
aparentemente que um maior nimero de aplicagdes de terapia a laser pode estimular uma maior

intensidade de epitelizagdo.

Na comparagdo das freqiiéncias de intensidade de epitelizacdo nos ferimentos a direita,
ndo tratados com terapia a laser, apresentados pelos grupos do experimento, ndo foi possivel
detectar diferenca significativa (p = 0,805) entre eles, apesar das feridas a direita do grupo
controle apresentarem mais freqlientemente menor indice de epitelizacdo, em comparagdo com
os grupos que receberam duas ou trés aplicacdes na ferida contralateral. Essa analise sugere nao
haver efeito a distancia do local de aplicagdo do laser. Esse resultado concorda com o resultado
obtido na comparacao das feridas do lado esquerdo e reforca a idéia de que existe uma aparente

associagdo entre a laserterapia puntual e a epitelizagao.

Observou-se aumento da migracdo epitelial no 1°, 3°, e 7° dias de pds-operatorio em
trabalho que utilizou terapia a laser de baixa poténcia na dosagem de 4J/cm? em feridas
cirurgicas na pele de ratos (MINATEL et al., 2006), assim como foi encontrada melhora da
epitelizacdo da ferida no 7° dia de pos-operatdrio ao utilizar laser de baixa poténcia, com 2 ou
4J/cm? de densidade (YASUKAWA et al., 2007). O oposto foi visto quando utilizou-se terapia
a laser de baixa poténcia com diferentes poténcias, 3,8 J/cm?, 4,0 J/em? e 8,0 J/cm?, para o
tratamento de feridas cirurgicas no dorso de ratos, ndo constatando-se diferengas no processo
de epitelizagdo quando comparadas com os grupos controles que ndo receberam tratamento com

laser (RODRIGUES, 2006).

Mas deve ser notado que essa associagdo se baseia em comparagdo nao pareada que nao
leva conta a possibilidade de se instituir dois tipos de tratamentos, irradiagao e nao irradiagao,

em dois ferimentos produzidos no mesmo animal.
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Na comparagdo da freqiiéncia dos quatro grupos de ratos segundo a reagdo inflamatoria

das feridas a esquerda, tratadas com laser nos grupos 1, 2 € 3 e nao tratadas no grupo controle,
e das feridas a direita, que ndo receberam terapia a laser em todos dos grupos, notou-se que o
indice de infiltrado inflamatdrio permaneceu idéntico para todas as feridas independentemente
do grupo a que pertencia o rato. As diferencas observadas ndo foram significativas
estatisticamente. A metodologia utilizada para quantificar as caracteristicas histoldgicas da
reacdo inflamatoria parece nao ter sido eficiente para a distingdo dos graus de infiltrado

inflamatorio dos grupos.

Ha relatos da utilizacdo da terapia a laser de baixa poténcia em feridas cutdneas no dorso
de ratos, constatando-se menor quantidade de células inflamatorias nos grupos que receberam
o tratamento quando comparados com os grupos controles que nao receberam (YASUKAWA
et al., 2007) (MINATEL et al., 2006) (ROCHA JUNIOR et al., 2007). Contrariamente, em
experimento que usou terapia a laser de baixa poténcia, também para o tratamento de feridas
no dorso de ratos, foi detectado aumento das células inflamatdrias nos grupos irradiados quanto

comparados com o grupo controle que nao recebeu qualquer tratamento (RODRIGUES, 2006).

Na comparagao da freqiiéncia dos 4 grupos de ratos segundo a granulacdo nas feridas a
esquerda tratadas com laser nos grupos 1, 2 e 3 e ndo tratadas no grupo controle, observa-se
que o indice de formagdo do tecido de granulagdo mais intenso ocorreu com maior freqiiéncia,
em todos os animais do grupo que recebeu maior numero de aplicagdes € o grupo que obteve a
maior freqliéncia da menor intensidade de granulagcdo foi o grupo controle. Os grupos de
animais que receberam uma ou duas aplicagdes apresentaram freqiliéncias variadas em relagao
aos indices de granulagdo, com freqiiéncias inferiores ao grupo com maior nimero de
aplicagcdes. Essa comparacao apresenta diferenga estatistica (p = 0,012), sugerindo aqui
também, que o maior niimero de aplicagdes da terapia a laser seja aparentemente benéfico no

incremento do processo de granulacao.

Para a granulagdo das feridas a direita, que ndo receberam terapia a laser em todos dos
grupos, a comparagdo das freqliéncias entre os quatro grupos nao demonstrou diferengas
significativas estatisticamente (p = 0,128), sugerindo ndo haver efeito a distancia do local da
aplicac¢do. Os dados reforcam a idéia de que existe uma aparente associacao entre a laserterapia
puntual e a granulagdo, mas esses resultados sao obtidos também na comparacao nao pareada

dos quatro grupos de animais.
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A maturidade e a proliferacdo vascular do tecido de granulacdo foi evidenciada em

maior intensidade nas feridas cirurgicas da pele de ratos tratados com terapia a laser de baixa
poténcia em relacdo as feridas cirlrgicas ndo tratadas, em trabalhos que utilizaram
metodologias de aplicagdo do laser semelhantes ao realizado no estudo com bidpsias variando
entre o 3° e 10° dia pds-operatério para a analise histopatologica (RODRIGUES, 2006)
(VIEIRA, 2006) (MINATEL et al., 2006) (ROCHA JUNIOR et al., 2007). Entretanto, foi
relatado auséncia de beneficios da terapia a laser de baixa poténcia em relagao a proliferagao
vascular no tecido de granulagdo nas analises histopatoldgicas realizadas do 2° ao 10° dia de

pos-operatorio (ANNEROTH et al., 1988).

Vale lembrar que a associagdo da granulagdo com a terapia a laser de baixa poténcia até

o presente momento foi realizada considerando-se apenas a analise nao pareada dos resultados.

Ao se comparar a freqiiéncia da fibrose nos quatro grupos de ratos, tanto nas feridas a
esquerda, tratadas com laser nos grupos 1, 2 e 3 e ndo tratadas no grupo controle, quanto nas
feridas a direita, que ndo receberam nenhuma aplicagdo da terapia a laser em todos os grupos,
viu-se que o indice de fibrose permaneceu idéntico para todas as feridas, independentemente
do grupo a que pertencia o rato, posto que, ndo houve diferengas significativas estatisticamente
entre eles. A metodologia utilizada para quantificar as caracteristicas histopatoldgicas da

fibrose parece nao ter sido eficiente para a distingdo dos graus da mesma nos quatro grupos.

O reparo tecidual induzido pelo laser de baixa poténcia em incisdes cirurgicas em ratos
no 7° dia de pds-operatorio demonstrou aumento dos depositos de fibras coldgenas nos reparos
cicatriciais submetidos ao tratamento em comparagdo com o grupo controle (YASUKAWA et
al., 2007) (MINATEL et al., 2006). Contudo ndo foi detectado aumento de fibras colagenas em
ferimentos no dorso de ratos submetidos a terapia a laser de baixa poténcia entre o 3° e o 7° dias

de pos-operatorio quando comparados com animais nao tratados (VIEIRA, 2006).

Ja a comparagdo pareada da epitelizagcdo entre os ferimentos produzidos no mesmo
animal, feridas tratadas com laser e ndo tratadas nos grupos 1, 2 e 3 e controle, ndo evidenciou
qualquer diferenga estatisticamente significativa entre a freqiiéncia de intensidade de
epitelizacdo apresentada pelos 4 grupos de animais (p = 0,761). Esse resultado sugere,
contrariamente a comparacao ndo pareada, ndo haver qualquer relagdo entre a terapia a laser e
a epitelizagdo. O mesmo resultado se repete na comparacdo da granulagdo dos ferimentos
quando se nota nao haver diferenca significativa entre as feridas tratadas e as nao tratadas com

laser (p = 0,762). Portanto, a analise pareada contraria os resultados sugeridos pela analise ndo
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pareada, trazendo a idéia de que ndo ha relacdo entre a terapia a laser e a granulagdo, assim

como visto na epitelizacao.

Houve dificuldade para a aquisi¢cdo de estudos pareados que descrevem a influéncia da
terapia a laser de baixa poténcia em estudos experimentais com animais por caréncia dos
mesmos na literatura cientifica atual, principalmente avaliando caracteristicas histopatologicas
inerentes a cicatrizacao no 4° dia de pos-operatorio aproximadamente. Entretanto, Damante
(DAMANTE, 2003) ao realizar terapia a laser de baixa poténcia com dosagem de 4J/cm? em
tecido gengival apOs gengivoplastia para tratamento em humanos, observou, a partir de anélise
pareada de bidpsias incisionais do local no 7° dia de pds-operatorio, que nao houve diferenga
significativa quando analisadas, a epitelizagdo e granulagdo dos fragmentos tratados a laser com
os nao tratados. J4 Reddy (KESAVA REDDY, 2003), também em estudo pareado, investigou
a influéncia do laser de baixa poténcia na cicatrizacdo de feridas de ratos diabéticos e constatou
que, apos vinte e um dias de pos-operatorio, houve um aumento significativo do nimero de
fibras colagenas nas feridas tratadas quando essas eram comparadas com lesdes ndo tratadas

pertencentes a0 mesmo animal.

Em resumo, os resultados discutidos mostram que os efeitos benéficos da terapia a laser
no processo cicatricial ndo foram confirmados quando utilizado o adequado método de analise
estatistica para o experimento. A analise pareada ¢, no caso, a mais apropriada porque
possibilita o controle de variagcdes individuais nas caracteristicas da cicatrizagdo, levando em
conta apenas os efeitos do tratamento a que os animais foram expostos, no caso a terapia a laser.
A existéncia do grupo controle ainda permitiu uma comparagao dos dois métodos de analise,
demonstrando com maior fidelidade os resultados, ndo sendo necessaria, portanto, a defini¢ao
de niimero de aplicagdo ou existéncia de efeitos a distancia. As discordancias encontradas na
literatura e a possivel mitificagdo em relag@o aos efeitos benéficos da terapia a laser no processo
cicatricial podem ser justificadas pela dificuldade de se encontrar estudos com comparacgao

pareada. Estes devem ser mais estimulados para que as reais aplicagdes da terapia sejam

elucidadas.
CONCLUSAO

Conclui-se que, os resultados discutidos mostram que os efeitos benéficos da terapia a
laser no processo cicatricial ndo foram confirmados quando utilizado o adequado método de

analise estatistica para o experimento.
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RESUMO

Introduciio: Areas expostas de o0sso sdo um problema em reconstrugdes, uma vez que O
substrato para enxertia ndo existe, ja que a vascularizagdo a partir do 0sso, ndo ocorre. Em busca
desta solugdo foi proposto fazer um enxerto nao vascularizado de omento maior sobre 0sso
exposto. Método: Foram utilizados 41 ratos Wistar divididos em trés grupos. Grupo I operagao
simulada; Grupo II resseccdo de area de 2x2 cm em calvaria dos ratos, retirando toda pele e
tecidos abaixo desta até a tdbua Ossea, incluindo periosteo, deixando o osso exposto, foi entdo
enxertado fragmento de omento maior obtido através de laparotomia mediana, sem nenhuma
anastomose, fixado por pontos a pele. Grupo III feita a mesma resseccdo de tecido da calvéria,
da mesma forma que no Grupo II, porém sem enxertia, apenas curativo. Avaliados aspectos
anatomopatologicos, macro e microscopicos. Todos os animais foram estudados em 15, 30 e
60 dias. Resultado: O grupo II apresentou presenca de fibroblastos em 100% dos casos, crostas
em 37,5%, vascularizacdo aumentada em 75%, sem necrose, rejei¢ao tecidual ou osteomielite.
O Grupo III apresentou presenca de fibroblastos em 93,75%, crosta em 56,3%, vascularizagao
fisiologica em 18,7%, apresentou ainda osteomielite em 37,5% dos casos. Discussdo: A
neovasculariza¢ao em retalhos de omento maior estd bem documentada, porém nao ha relatos
na literatura com enxertos ndo pediculados do omento. Neste estudo ficou evidente que a
integracao do omento maior, quando comparado ao grupo nao enxertado, também mostrou a
prote¢do contra osteomielite, com melhora das condi¢des de cicatrizagdo, assemelhando-se a
outros estudos com uso de omento maior pediculado para cobrir areas expostas. Conclusao: O
uso de omento maior ndo pediculado se apresenta como técnica promissora para reconstrucao,
formando substrato para enxertia em areas 0sseas expostas.

PALAVRAS CHAVE: Omento; Transplante; Viabilidade
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INTRODUCAO

Frente a frequéncia de lesdes traumadticas com exposicao 0ssea, seja de membros ou de
calvaria, € justo inquerir-se se a cirurgia pléastica estd munida de técnicas suficientes para cobrir

esta drea exposta e se estas técnicas conseguem eficientemente alcangar seu objetivo.

Quando nos deparamos com lesdes que acarretam exposicdo dOssea em membros
inferiores, temos como possiveis solugdes o reparo com retalhos, zetaplastias e técnicas mais
complexas como a de Filatov, Cross-Leg ou da aplicagao de expansores de pele (TAVARES
FILHO; CLAUDIO-DA-SILVA; SOUZA, 2005)), que levam algumas semanas para expandir
pele suficiente para a produ¢do de retalhos. Estas técnicas, apesar de promoverem resolucao
destes problemas, ndo sdo solugdo simples para corrigir extensas lesdes em calvaria, por sua
localizagdo anatdémica. E possivel utilizar retalhos de nuca para corrigir lesdes em regido
occipital, mas da calvaria em toda sua extensdo, a tarefa torna-se mais dificil e com mais
intercorréncias, devendo manter a extensdo do retalho em 2:1, no maximo em 3:1 (DOS

SANTOS, 2010).

ApOs tentativa frustrada de recobrimento destas lesdes com outras técnicas, ou se a
condicdo geral do paciente em questdo, possivelmente um politraumatizado, ndo permitir
intervengdes que necessitem de longas horas em cirurgia ou anestesia geral, ou se a solugdo
demandar muito tempo, como por exemplo com uso de expansores de pele, faz-se necessario

alternativas mais rapidas de preenchimento destas lesdes.

Os enxertos de pele sdo vascularizados primariamente pelo leito do ferimento e ndo de
sua margem, isso implica na necessidade de se preparar o leito da drea exposta, ndo sendo

possivel enxertar pele em sua espessura total sobre osso. (LINDENBLATT et al., 2008).

O retalho de omento, ja utilizado de outras formas em estudos clinicos e experimentais,
demonstra a capacidade do omento em estimular uma neovascularizagdo, permitir uma
formagao de rede linfatica e potencializar o processo cicatricial, mesmo na presenca de

infeccao.

Para que haja integragdo de enxerto de pele sobre osso exposto, € necessario perfusao e
viabilidade do segmento de pele transferido, o que depende obrigatoriamente da vascularizagdo
da regido receptora, o omento pode agir como cobertura temporaria, com o intuito de preparar
o leito de um ferimento com exposi¢do 6ssea para uma cobertura definitiva (LOFEGO et al.,

2006).
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O leito do ferimento deve ser preparado previamente para receber o enxerto de pele e

este preparo deve almejar o controle de uma possivel infec¢do, reduzir o volume de exsudato e
estimular formagao de tecido de granulacdo (FERREIRA et al., 2009), evitando formacgao de
granulagdo exuberante. De acordo com o estudo de (SALGADO et al., 2007) pode-se evitar

infec¢do e alterar o tempo de cicatrizagdo com a manipulagdo correta do tecido de granulagao.

Como se vé€, enxertos de pele, baseados em fragmentos com vascularizagdo propria,
constituem alternativas de dificil aplicagdo em calvaria e estas solugdes todas sao boas, porém

muito exigentes. Isso torna, necessaria a busca por outras alternativas.

O enxerto autdlogo, apediculado de omento sobre lesdes em que ha osso exposto, como
em calvéria, apresenta alguma probabilidade de ser rejeitado ou inviavel? E justo afirmar que
tecidos enxertados sem aporte vascular tendem a isquemia. Entretanto, em nenhum dos relatos
consultados hé evidéncias de que o enxerto autélogo apediculado de omento sobre 0sso exposto

apresente alguma probabilidade de ser rejeitado ou invidvel.

Com base em informagoes relacionadas a omentopexia em regides isquémicas, ¢ licito
tomar como hipdtese que esse tipo de enxertia possa ter alguma chance de sucesso e esperar

que essa chance seja superior a pelo menos 50%.

A enxertia de omento apediculado em érea dssea exposta, pode ser uma alternativa para
os casos descritos acima, onde as técnicas tradicionais de cobertura para areas expostas nao
podem ser utilizadas. O omento pode ser obtido videolaparoscopicamente ou por mini-
laparotomias, sob anestesia caudal. Pode-se aproveitar o tempo cirturgico abdominal de um
trauma que levou a esta laparotomia para extrair o omento e utiliza-lo na enxertia na lesdo em
questdo. Esta é uma técnica de enxertia que pode estar disponivel, que necessita de mais estudos

para ser documentada e tornar-se técnica corriqueira.

No presente trabalho buscou-se determinar a viabilidade do enxerto de omento sem
anastomose em 0sso exposto no tratamento de lesdes que apresentam exposicao 0ssea, mediante
comparacgdo de lesdes de calvaria de ratos tratados e ndo tratados com enxerto em condi¢des

experimentais.
METODO

O método de estudo aplicado neste trabalho foi o experimental, com ratos submetidos a
enxertia com omento e grupos controles. Foram utilizados ratos Wistar, machos, de 12 a 16

semanas de idade, com peso superior a 250 gramas, albinos, higidos, obtidos no Biotério da
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Faculdade de Medicina de Barbacena e mantidos no setor de manutengao e experimentacao do

referido Biotério.

O experimento constou da montagem de trés grupos de ratos para submeter a cada um
deles a diferentes tratamentos com o objetivo de se comparar animais sujeitos a enxertia com
os demais tratamentos. Grupo controle denominado Grupo I, com 9 ratos submetidos a
laparotomia e manipulagdo do omento, Grupo II com 16 ratos laparotomizados, com produgdo
de um ferimento de 2x2 cm na calvaria que recebeu o enxerto omental e Grupo III com 16 ratos
laparotomizados, com producdo do mesmo ferimento descrito para os ratos do Grupo II que

ndo recebeu o enxerto omental.

No Grupo I foi realizada laparotomia mediana e exclusivamente manuseio de tecido
omental sem resseccdo do omento para fins comparativos da estrutura macroscopica e
microscopica do tecido. Nos trés grupos foi realizada laparotomia mediana de 3cm de extensao.
Nos grupos II e III foi realizada uma incisdao na linha média do cranio entre a area nasofrontal
e protuberancia occipital externa de 20mm de extensao, a pele foi recortada de forma a formar
um quadrado de 2x2 cm. A pele e tecidos subcutaneos, incluindo os musculos temporalis foram
rebatidos lateralmente para exposicdo de toda a extensdo da calvaria, técnica utilizada por
(COSTA et al., 2010) . O peridsteo foi também raspado em toda a extensdo da calvaria exposta
nos dois grupos. No grupo II o omento foi fixado em 4 pontos do ferimento, sem anastomose
alguma, utilizando uma gaze onde previamente foi colocada sobre sua superficie uma pasta de
oxido de zinco e vaselina. A transfixag¢ao dos pontos, com fio cirtirgico mononylon 4-0 foi feita
atravessando a pele, o omento e a gaze e no Grupo III apenas a pele e gaze preparada, uma

adaptacao do Curativo de Brown.

Nos Grupos I, II e III a laparotomia sempre foi feita apos tricotomia e preparo
antisséptico. Nos Grupos II e III a lesdo da calvaria sempre foi feita apds tonsura da regido
posterior do cranio e preparo antisséptico. O tecido omental ficou imerso em solugdo de NaCl

a 0,9% e 35°C durante a realizagao da sintese e producdo da lesdo da calvaria.

Todos os tempos cirargicos foram feitos com os animais sob anestesia intraperitoneal,
o anestésico utilizado foi o Cloridrato de Cetamina 50mg/ml na dose de 0,3 ml. O plano

anestésico desejado foi atingido em cinco minutos com pequenas variagdes.

Nos 15° 30° e 60° dias pds-operatérios os animais foram sacrificados para exame
macroscopico e microscopico do enxerto. Todos os animais sacrificados receberam doses letais

de Cetamina. No 15° dia cinco animais de cada grupo foram sacrificados. No 30° dia mais 5
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animais de cada grupo foram sacrificados, ¢ por fim no 60° dia pds operatdrio 6 animais de cada

grupo foram sacrificados para verificacao da patologia. A cabeca dos animais foi retirada post

mortem e estas pecas foram preservadas em frascos contendo solugdo de formol a 10%.

As pecas cirurgicas foram enviados a analise patologica para andlise macroscopica e
fragmentos em corte coronal foram clivados e corados com Hematoxilina e Eosina para a
analise microscopica, foi utilizado um diario de laboratorio dos autores para preenchimento que
contemplavam as seguintes variaveis: Tecido de granulagdo na macroscopia, presenca de
hemorragia na macroscopia, presenca de necrose na macroscopia, presenca de pus na
macroscopia, presenca de fibroblastos na microscopia, presenga de crosta na microscopia,
caracteristica da vascularizagdo local na microscopia, presen¢a de vasos trombosados na
microscopia, presenga de hemorragia na microscopia, presenca de necrose na microscopia,

presenga de rejeicao tecidual na microscopia e presenca de osteomielite na microscopia.

O presente estudo foi realizado com obediéncia as normas éticas de experimentacao
cientifica e aprovado pelo comité de ética e pesquisa da UNIPAC sob protocolo numero

637/2010.

A andlise dos dados foi feita em microcomputador com recurso de processamento
estatistico do “software” Stata 9.2. As variaveis do estudo sdo as registradas nos didrios acima
mencionados. Foram construidas as distribuigdes de freqiiéncia e calculadas as médias, os
desvios padrdes e os percentuais indicados para cada varidvel. A afericdo dos efeitos da enxertia
com o omento foi realizada mediante comparacao dos animais do grupo II com os do grupo III.
Reservando-se a experiéncia dos animais do Grupo I, exclusivamente para a verificagdo das
condi¢des do omento nao retirado da cavidade abdominal do animal. As comparagdes dos dois
grupos foram realizadas em tabelas de frequéncias tipo RxC ou em tabelas de ANOVA. O
significado estatistico das diferencas observadas entre os grupos comparados foi aferido pelo
teste exato de Fisher, na comparacdo de percentagens, ou pelo teste de Student, ou Fisher, na

comparag¢do de médias. O nivel de significancia estatistica adotado na analise foi de 5%.
RESULTADOS

Foram operados ao todo 41 ratos machos da raga Wistar, sendo divididos em trés grupos.
Grupo I controle de 9 ratos (21,95%), grupo II que recebeu enxerto em calota craniana de 16

ratos (39,02%) e grupo III que ndo recebeu enxerto em calota craniana de 16 ratos (39,02%).

A média do peso pré-operatério dos ratos foi de 322 gramas (Desvio padrao - DP

=51,95) e a mediana de 350,5 gramas. O rato mais leve pesava 300 gramas e o rato mais pesado
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pesava 460 gramas. A comparagdo dos trés grupos quanto ao peso pré operatorio mostrou que

9 (100,0%) dos animais do grupo controle, 7 (43,8%) do grupo Il e 4 (25,0%) do grupo III

possuiam menos de 321 gramas de peso e pesos médios iguais a 308,3 grs. (DP =6,5) 355,9 grs.
(DP =56,8) e 369,0 grs. (DP =49,9), respectivamente. O teste de Kruskal-Wallis utilizado na

aferi¢do dos significados estatisticos das médias apresentou H =8,66 ¢ P =0,013.

Em relacdo ao peso pré-eutandsia dos ratos, a média do peso foi de 345 gramas (DP
=45,99) e a mediana de 357,48 gramas. O rato mais leve pesava 266 gramas e o rato mais
pesado pesava 460 gramas. A comparagao dos trés grupos quanto ao peso pré-eutanasia mostrou
que 6 (66,7%) dos animais do grupo controle, 3 (18,8%) do grupo Il e 2 (12,5%) do grupo III
possuiam menos de 321 gramas de peso e pesos médios iguais a 320 grs. (DP =10,8), 362,6 grs.
(DP =51,3) e 373,4 grs. (DP =42,6), respectivamente. O teste de Kruskal-Wallis utilizado na

aferi¢do dos significados estatisticos das médias apresentou H =8,67 ¢ P =0,0073.

A média do tempo total de cirurgia foi de 36,38 minutos (DP =17,43) e a mediana de 34
minutos. O menor tempo foi de 10 minutos e o maior tempo foi de 71 minutos, a média do
tempo cirargico de enxertia foi de 23,28 minutos (DP =8,07) e a mediana de 20,5 minutos. O
menor tempo foi de 11 minutos e maior tempo foi de 42 minutos. O tempo cirtrgico de enxertia
do grupo I1II ¢ equivalente ao tempo de producdo do ferimento em calota craniana. O tempo de

enxertia do grupo I ndo foi calculado uma vez que este grupo ¢ o controle.

O exame anatomopatoldgico do omento dos ratos do grupo controle mostrou apenas
presenca de tecido adiposo ricamente vascularizado. No exame dessas pegas ndo se detectou

nenhuma outra alteracao.

Notou-se durante a analise macroscopica que a intensidade da expressao do tecido de
granulagdo nos animais do grupo III de 15 dias de pos-cirurgia foi menor que a intensidade de
expressao do tecido de granulagdo nos animais do grupo II de 15 dias pds-cirurgia e, durante a
analise microscépica foi identificado um granuloma em um rato pertencente ao grupo I1I de 30

dias pos-cirurgia.
As demais caracteristicas dos animais sao apresentadas nas tabelas a seguir.

A tabela 1 apresenta as freqiiéncias das caracteristicas macroscopicas e microscopicas
dos enxertos observadas entre os animais examinados independentemente do periodo pods-
cirargico, seja no 15°, 30° ou 60° dia. Apresenta também os resultados do teste de chi? e os testes
exatos de Fisher aplicados na verificacdo do grau de significancia estatistica das diferengas

observadas entre as freqiiéncias e os respectivos valores de P.
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Tabela 1 — Frequéncia de caracteristicas macroscopicas ¢ microscopicas do enxerto observadas entre os animais
examinados independentemente do periodo pds-cirurgico.

CARACTERISTICA COMPARADA  GRUPOII GRUPOIIl X2/F P
DOS GRUPOS N % N %

Tecido de Granula¢io na Macroscopia
Presente 4 250 5 31,3 - 1,000
Ausente 12 75,0 11 68,7

Presenca de Hemorragia na

Macroscopia
Presente 16 100 16 100 - -
Ausente 0 0,0 0 0,0

Presenca de Necrose na Macroscopia
Presente 0 0,0 0 0,0 - -
Ausente 16 100,0 16 100,0

Presenca de Pus na Macroscopia
Presente 0 0,0 0 0,0 - -
Ausente 16 100,0 16 100,0

Presenca de Fibroblastos na

Microscopia
Presente 16 100,0 15 93,75 - 1,000
Ausente 0 0,0 1 625

Presenca de Crosta na Microscopia
Presente 6 375 56,3 1,1294 0,288
Ausente 10 62,5 437

Caracteristica da Vascularizacido Local

na Microscopia
Aumentada 12 75,0 13 81,3 - 1,000
Diminuida 0 0,0 0 0,0
Fisiologica 4 255 3 18,7

Presenca de Vasos Trombosados na

Microscopia
Presente 0 0,0 0 0,0 - -
Ausente 16 100,0 16 100,0

Presenca de Hemorragia na

Microscopia
Presente 2 12,5 4 250 - 0,654
Ausente 14 87,5 12 75,0

Presenca de Necrose na Microscopia
Presente 0 0,0 0 0,0 - -
Ausente 16 100,0 16 100,0

Presenca de Rejei¢do Tecidual na

Microscopia
Presente 0 0,0 0 0,0 - -
Ausente 16 100,0 16 100,0

Presenca de Osteomielite na

Microscopia
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Presente 0 0,0 6 37,5 - 0,018

Ausente 16 100,0 10 62,5

(- ) Teste exato de Fisher. Fonte: os autores (2011)

A tabela 2 apresenta as freqiiéncias das caracteristicas microscopicas dos enxertos
relativos a presenca ou auséncia de crosta ou osteomielite observadas nos grupos II e III nos
15°, 30° e 60° dia pos-cirurgia. Apresenta também os resultados do teste de chi® e os testes
exatos de Fisher aplicados na verificacdo do grau de relevancia estatistica das diferengas

observadas entre as freqii€ncias e os respectivos valores de P.

Tabela 2 — Frequéncia das caracteristicas microscopicas dos enxertos relativos a presenca ou auséncia de crosta
ou osteomielite observadas nos grupos II e Il nos 15°, 30° e 60° dia pos-cirurgia.

GRUPOII GRUPOIII X2/F P
% N %

CARACTERISTICA COMPARADA DOS GRUPOS

Presenca de Crosta na Microscopia dos Grupos de

15 dias
Presente 5 100,0 4 80,0 - 1,000
Ausente 0 0,0 1 20,0

Presenca de Crosta na Microscopia dos Grupos de

30 dias
Presente 0 0,0 5 100,0 - 0,008
Ausente 5 100,0 0 0,0

Presenca de Crosta na Microscopia dos Grupos de

60 dias
Presente 1 16,7 0 0,0 - 1,000
Ausente 5 833 6 100,0

Presenca de Osteomielite na Microscopia dos

Grupos de 15 dias
Presente 0 0,0 4 80,0 - 0,048
Ausente 5 100,0 1 20,0

Presenca de Osteomielite na Microscopia dos

Grupos de 30 dias
Presente 0 0,0 2 40,0 - 0,444
Ausente 5 100,0 3 60,0

Presenca de Osteomielite na Microscopia dos

Grupos de 60 dias
Presente 0 0,0 0 0,0 - -
Ausente 6 100,0 6 100,0

(- ) Teste exato de Fisher. Fonte: os autores (2011)
Os grupos foram comparados também segundo as freqiiéncias das demais varidveis do
estudo observadas nos dias de observagao mencionados. Em nenhuma dessas comparagdes se

obteve valores de P inferiores a 0,05 nos testes de significancia aplicados em tais comparagoes.
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Vale a pena destacar que os dois grupos ndo apresentaram hemorragia, necrose ou pus na

macroscopia € também nao apresentaram vasos trombosados, necrose e rejeicao tecidual na

analise microscopica.
As figuras 1,2,3 ilustram os exemplos de achados microscopicos nas areas tratas com e
sem o enxerto de omento, aos 15, 30 ou 60 dias pos-operatdrio.

Figura 1 - Grupo II ao 15° dia pos-operatorio.

Fonte: Os autores

Figura 2 - Grupo 1l a0 30° dia pos-operatorio.

Fonte: Os autores

Figura 3 - Grupo II ao 60° dia pos-operatorio.

Fonte: Os autores
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Figura 4 - Grupo III ao 15° dia pés-operatorio.

Fonte: Os autores

igura 5 - Grupo III ao 30° dia pds-operatoério.

Fonte: Os aut

ores

Figura 6 - Grupo III ao 30° dia pos-operatorio.

Fonte: Os autores
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Figura 7 - Grupo III ao 60° dia pds-operatorio.

Fonte: Os autores

DISCUSSAO

Estudos experimentais e relatos de caso, que utilizaram omento como substrato para
retalho ou enxertia em figado, coracdo, extremidades, fraturas Osseas, periosteo de calvaria,
anastomoses coldnicas, baco e reconstrucao total de orelha, utilizaram ratos, caes ¢ humanos
como receptores autdégenos da enxertia((NAKAZATO et al., 2011a) (SILVA et al., 2006)
(PARK; SUK ROH; SANG CHI, 2003) (ROA et al., 1999) (FERRIGNO et al., 2010) (GRECA
et al., 1998) (ADAMS; CTERCTEKO; BILOUS, 1992). Em nenhum dos estudos ou relato foi

utilizada a técnica de enxertia livre e sem anastomose do omento, objeto da presente narrativa.

Neste trabalho, 41 ratos machos da raga Wistar foram operados e foram divididos em
trés grupos com objetivo de determinar algumas caracteristicas de pega ou ndo pega do enxerto
de calota craniana com omento e a viabilidade de usar este tipo de enxerto em areas com pouca
vasculariza¢do ou isquemia. Aqui foram utilizados 16 ratos nos outros grupos e 9 ratos no grupo
controle. A amostra foi projetada inicialmente para comparagao de grandezas quantitativas em
termos de médias ou medianas, posto que se pensava fazer analise quantitativa dos achados
microscopicos previstos no projeto. Estas medidas ndo foram realizadas, entretanto, pelo
contrario, por razdes de ordem pratica optou-se, neste particular, pela determinacdo apenas de
presenga ou ndo de elementos que podiam descrever os padrdes das reagdes de rejeicdo ou dos
elementos que acusavam a pega do enxerto. O desvio do foco da analise pode, por causa disto,
ter comprometido a capacidade da amostra em demonstrar o que se buscou no trabalho. Além
disso ndo ¢ possivel realizar este tipo de experimento com quantidades maiores de animais por
razoes éticas. Mas os resultados apresentados abaixo indicam que ela foi suficiente para a
verificacdo dos objetivos propostos no projeto. Grupo I controle de 9 ratos, Grupo II que
recebeu enxerto em calota craniana de 16 ratos e Grupo III que ndo recebeu enxerto em calota

craniana de 16 ratos.
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O peso médio pré-operatorio dos animais foi de pouco mais de 320 gramas, sendo que

os pesos médios dos animais foram diferentes entre si (P =0,013).

A mesma coisa foi observada no estudo do peso pré-eutanasia dos animais, embora o
peso médio dos animais tenha sido um pouco maior em todos os grupos. Na comparagdo dos
pesos dos animais pré-eutanasia os testes de significincia também mostram diferenga

estatisticamente importante entre os trés grupos (P =0,0073).

Os resultados indicam que os trés grupos experimentais sao diferentes pelo menos

quanto ao peso e que quase todos os animais ganharam peso no curso do experimento.

Embora a diferenga de peso nos trés grupos possa representar viés no desenho do
experimento, gerado possivelmente pela disponibilidade de animais de diferentes idades a
medida que os grupos foram montados, nao ha evidéncia na literatura consultada, de que

diferengas de peso possam afetar o desfecho da enxertia ou da ndo enxertia.

Foi realizado exame anatomopatoldgico do omento dos animais do grupo I, e o resultado
obtido deste exame mostra que apds manipulagdo cirirgica o omento ndo altera suas
caracteristicas fisioldgicas. Foi observado que, ao enxertar o omento apds manipulagdo

cirargica, este estd vidvel e com caracteristicas preservadas.

Durante analise macroscdpica foi evidente que, nos animais abatidos aos 15 dias pos-
operatorios, os animais do grupo II exibiam tecido de granulagdo menos expressivo que os
animais do grupo III, isto sugere que o omento pode apresentar um efeito regulador sobre a
reacdo inflamatoéria nas feridas produzidas na calvaria destes animais, evitando assim,
granulagdo exuberante. Foi encontrado, microscopicamente, um granuloma em um dos animais
do grupo III de 30 dias pos-operatorios. Este granuloma pode estar associado a resposta contra
corpo estranho, no caso fio cirurgico ou gaze ¢ a uma granulagdao exuberante com formacao de

granulomas.

A comparagdo dos grupos II e III segundo a presenca ou auséncia de osteomielite na
microscopia mostra que ela estava ausente em 100% dos ratos do grupo II e presente em
aproximadamente 37% dos ratos do grupo III. A diferenca entre os dois grupos foi significativa
estatisticamente (P =0,018) e indica que os animais tratados com a técnica do omento possuem
menor probabilidade de desenvolver osteomielite que os ndo tratados. Sugere também que o

omento exerce atividade protetora contra essa afeccao.

Estes resultados sdo compativeis com a descrigao de (DOURADO, 2005), que cita em

sua revisao de literatura que o omento ¢ um tecido que, por ser rico em tecido linfatico, diminui
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a chance do surgimento de infec¢do em enxertos. Zhang e outros(ZHANG et al., 1997) afirmam

em seu estudo que o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) ¢ o maior fator
angiogénico no omento, € que quando exposto a uma situacao de hipdxia, ocorre uma regulagao
a nivel transcricional que gera maior expressao do VEGF, uma vez que este ¢ uma proteina
reguladora, portanto: quando o omento ¢ enxertado em area com baixa oferta de nutrientes e/ou
oxigénio, o VEGF presente no omento sofre um aumento em sua expressdo, induzindo a

neovascularizagao arteriovenosa e linfatica. (FERRARA; GERBER; LECOUTER, 2003)

A angiogénese ¢ critica para a inflamagdo cronica, aguda e fibrose e para a
revascularizacdo de tecidos isquémicos (FERRARA; GERBER; LECOUTER, 2003). O
mecanismo da neovascularizacdo mediada por VEGF presente no omento ¢ explicada por
(EPSTEIN, 2001), (CONWAY, 2001) e (FERRARA; GERBER; LECOUTER, 2003), em seus
estudos. O VEGF exerce efeito sobre células derivadas de medula 6ssea, que induzem
formagdes colonicas em células progenitoras de granulocitos-macréfagos maduras e promove
quimiotaxia em monocitos (CLAUSS et al., 1990), (BROXMEYER, 1995), este ¢ outro
mecanismo de combate a infecgdes, mediado pelo VEGF presente no omento, que sugere o
porque de os ratos do grupo II ndo terem apresentado osteomielite, enquanto alguns ratos do

grupo III apresentaram.

O enxerto com omento pediculado e apediculado € uma técnica cirurgica que vem sendo
utilizada para perfundir areas isquémicas e para preparo de um leito para enxerto de pele na

pratica clinica e em pesquisas (Fontes).

O trabalho de Nazakato e outros (2011), mostrou que a inje¢do da fragdo lipidica
omental ¢ um indutor de vasodilata¢do e neovascularizagdo, assim como no estudo de Cartier
(CARTIER et al., 1990) onde foi injetado a fragdo lipidica do omento na cérnea de coelhos,
em resumo, a capacidade angiogénica precoce do omento ja foi confirmada por estudos
experimentais. No trabalho de Nazakato e outros (NAKAZATO et al., 2011b) ¢ exibida a
capacidade do retalho de omento suprir a vascularizagdo do periosteo da calvaria exposta de

ratos, que em comparacao ao musculo, tem acao superior.

Os dois grupos também foram comparados quanto as freqiiéncias da presenca ou
auséncia macroscopica de tecido de granulagdo, hemorragia, necrose e pus, bem como a
presenga ou auséncia ou quanto ao aumento, diminuicdo e caracteristica fisiologica
microscopica de fibroblastos, crosta, vasos trombosados, hemorragia, rejeicao tecidual e

vascularizagdo local. Em todas estas comparagdes ndo foi possivel demonstrar diferencas

Editora e-Publicar — Ciéncias Bioldgicas: Desenvolvimento em pesquisas aplicadas,
Volume 1.



estatisticamente importantes entre os percentuais comparados. Todas as comparagdes

apresentaram P >0,05. No ponto de vista estatistico ndo se pode afirmar que a presenga ou nao
do enxerto esteja associada a qualquer das varidveis mencionadas. No entanto, o aspecto clinico
dos ferimentos dos animais e a maior freqiiéncia de auséncia de tecido de granula¢do, de crosta,
de hemorragias do grupo enxertado, bem como a maior freqiiéncia de vascularizacao fisioldgica
nesse mesmo grupo apontam para uma melhor resposta cicatricial ao enxerto do que o ferimento
que nao recebe o enxerto, apesar de ndo ser possivel demonstrar diferengas estatisticamente
importantes. Como a pequena quantidade de animais ¢ uma explicagdo plausivel para o fato
observado, ¢ licito admitir-se que de fato, o enxerto de omento esteja associado a uma melhor

cicatrizagao.

E digno de nota nos resultados apresentados, que tanto os animais do Grupo II e Grupo
III, apresentaram 100% de auséncia de necrose na macroscopia, pus na macroscopia, vasos
trombosados na microscopia, necrose na microscopia ¢ 100% dos animais do Grupo II e Grupo
IIT apresentavam hemorragia na macroscopia. Nenhum animal apresentou rejei¢do ao enxerto,
a pega foi de 100%. Praticamente todos os animais apresentaram fibroblastos na microscopia,

com exce¢ao de um animal do grupo III.

A comparagdo dos Grupos II e Grupos III nos 15° 30° e 60° dias do pos operatoério,
segundo a presenca ou auséncia microscopica de crosta mostra que havia auséncia de crosta em
100% dos ratos do grupo II aos 30 dias pds operatdrios e presente em 100% dos ratos do grupo
IIT na mesma data. A diferencga entre os dois grupos foi significativa estatisticamente (P =0,008)
e indica que os animais que receberam o enxerto de omento possuem menor probabilidade de
apresentar, microscopicamente, crosta no 30° dia do pos operatorio. Sugere também que o
desaparecimento da crosta ¢ mais rapido no grupo II do que no grupo III. Ao comparar os
Grupos Il e I no 15° e 60° dia, segundo a presenca ou auséncia microscopica de crosta, ndo se
demonstrou diferengas estatisticamente importantes entre os percentuais comparados. Essas
comparagdes apresentaram P >0,05. Os resultados nas comparagdes mostram que a crosta esta
presente em todos os animais até o 15° dia e que desaparecem quase completamente ao 60° dia,

independente do grupo terem sido enxertados ou nao.

A subseqiiente enxertia de pele em espessura total de ferimentos com exposi¢ao 0ssea
deve ser realizada entre o 15° e 30° dia, uma vez que neste periodo, observa-se uma tendéncia
a ndo se encontrar crosta sobre o leito preparado do ferimento. Devido a forma de condugao do
estudo, fica impossivel determinar em que dia o ferimento ja ndo apresenta mais crostas, para

tal, seria necessario seriar as andlises microscopicas entre o periodo de 15 e 30 dias pds-
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operatorios. A ausé€ncia de crosta ¢ indispensavel para uma boa cicatrizagdo, recuperagdo de

tecidos e promocao de um leito para a enxertia de pele, j& que a presenga da crosta impede a
fase de embebi¢do plasmatica necessaria a integracdo do enxerto (SALGADO et al., 2007)
(LOFEGO et al., 2006).

A comparagao do Grupo II e Grupo III no 15°, 30° e 60° dia pés operatdrio, segundo a
presenga ou auséncia de osteomielite mostra que a osteomielite permaneceu ausente nos
animais do Grupo II em todos os momentos da analise e que estava presente na quase totalidade
dos animais do Grupo III no 15° dia em 40% deles no 30° dia e ausente na totalidade deste
grupo no 60° dia. A diferenca entre os dois grupos nesse aspecto ¢ significativa (P =0,048) e
reforca, em primeiro lugar a constatagdo feita anteriormente de que o enxerto pode prevenir a
osteomielite € em segundo lugar que, de alguma forma ela foi controlada nos animais em até

60 dias, como ocorre com os animais do Grupo III.

A figura 1, 2 e 3 apresentam graficamente cortes histologicos obtidos de diferentes ratos
pertencentes ao grupo II aos 15, 30 e 60 dias poés-cirurgicos respectivamente. Observa-se na
primeira figura que o omento, tecido adiposo ricamente vascularizado, esta integro apos 15 dias
de enxertia e apresenta intensa vascularizagao e logo acima ¢ possivel identificar um processo
de fibrose com intensa reagdo inflamatdria, ndo ha sinais de ostedlise, tipicos de osteomielite.
Aos 30 dias, observa-se reacao inflamatoria com fibrose, menos intensa que aos 15 dias, o
omento continua presente com intensa vascularizagao, sugerindo que desenvolveu anastomoses
proprias, pelos mecanismos descritos anteriormente. Aos 60 dias ¢ possivel observar
remanescéncias do tecido enxertado com fibrose, sem sinais inflamatdrios agudos e inclusive

algum grau de reepitelizag¢@o, ndo sdo encontrados sinais de rejei¢do ao enxerto.

A figura 4 apresenta corte histologico obtido de um animal pertencente ao grupo III aos
15 dias pos-operatdrios e € possivel observar fibrose mais intensa do que apresentada na figura
1, com reagdo inflamatoria intensa, neste corte ndo foi possivel demonstrar presenga de

osteomielite.

A figura 5 e 6 sdo cortes histologicos de diferentes animais pertencentes ao grupo III
aos 30 dias pds-operatorios, ¢ possivel identificar, respectivamente, osteomielite com intensa
ostedlise e um granuloma, as causas destes possiveis desfechos foram apresentadas
anteriormente e s6 foram observadas nos animais do grupo III. A figura 7 é um corte histologico
de um animal pertencente ao grupo III aos 60 dias p6s operatdrios e mostra area com fibrose

extensa, superior a apresentada na figura 3.
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Os resultados mostrados permitem concluir que a técnica de enxertia sem anastomose

parece constituir-se em alternativa valida para cobertura de ferimentos com perda de substancia
e exposicdo Ossea, se se puder aplicar os resultados do experimento com ratos em outros
modelos de mamiferos, inclusive o homem. Afinal, a percentagem de rejeicdo no presente
trabalho foi igual a zero. Ajuda na cicatrizacdo e parece atuar como fator protetor contra
infeccdes comuns a ferimentos com 0ssos expostos. Parece também reduzir a possibilidade do
desenvolvimento de crosta e de granulagcdo exuberante, fatores indesejados quando se planeja
enxerto de pele. O preparo do leito dsseo exposto para uma futura enxertia de pele pode ser

alcancado com a técnica de enxertia prévia do omento.
CONCLUSAO

O uso de omento maior ndo pediculado se apresenta como técnica promissora para

reconstrucdo, formando substrato para enxertia em areas 6sseas expostas.
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RESUMO

O desenvolvimento de um novo farmaco ¢ um processo complexo e as metodologias
modernas de estudos in silico sdo ferramentas importantes integradas ao processo de
planejamento na estimativa precoce dos parametros farmacocinéticos, farmacodinamicos
e toxicologicos conhecidos como ADMET (absorc¢do, distribui¢do, metabolismo, excre¢ao
e toxicidade). Os estudos in silico consistem num método alternativo de identificacdo e
selecdo de novas drogas candidatas a firmacos tragando um melhor perfil farmacologico, que
reduz a falha relacionada a farmacocinética na fase clinica. Neste trabalho, apresentamos
estudos in silico avaliando as propriedades farmacocinéticas, farmacodinidmicas e
toxicoldgicas de compostos derivados do 4-(arilcalcogenil)-1H-pirazol  [(3,5-dimetil-1-
fenil-4-(fenilselanil)-1H-pirazol)  (1a),  (3,5-dimetil-1-fenil-4-(fenilsulfanil)-1H-pirazol)
(1b) e (3,5-dimetil-4-(fenilselanil)-1H-pirazol) (1c¢)], com o auxilio de quatro
softwares: Osiris Property Explorer, SwissADME, Molinspiration e Pass online. Os
resultados da andlise in silico destes compostos foram comparados com dados
experimentais previamente reportados na literatura. A andlise in silico empregando o
software Osiris Property Explorer indicou que os compostos analisados ndo apresentam
toxicidade aparente. Para os resultados encontrados no software SwissADME, foi observado
que o composto la apresentou as melhores propriedades ADME. Através do software
Molinspiration foi observado que os compostos (la — 1¢) possuem boa previsdo de
biodisponibilidade se ingeridos pela via oral. A andlise dos resultados obtidos empregando
o software Pass Online, indica que entre os compostos analisados, 1a e 1c apresentam
melhor potencial antioxidante e antineoplasico.

PALAVRAS-CHAVE: Quimica medicinal, in silico, ADMET, organocalcogénios, pirazol.

INTRODUCAO

A descoberta de novos farmacos ¢ um processo de grande complexidade, demorado e
que pode ser dividido em vérias fases, como a gendmica relacionada a doengas, identificagdo e

validagdo de alvos, estudos pré-clinicos e ensaios clinicos (WU, et al., 2020). Nesse
processo

de desenvolvimento de novos farmacos a farmacocinética e a toxicidade geralmente sdo

avaliadas em um estagio considerado tardio (CUNHA et al., 2016). Assim, em torno de 50%
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dos candidatos a fA&rmacos falham nos ensaios clinicos iniciais, devido a efic4cia e seguranga
indesejaveis causadas principalmente pelas propriedades farmacocinéticas e toxicoldgicas

(ADMET) (CUNHA et al., 2016; WU et al., 2020).

Bons candidatos a farmacos devem ser facilmente absorvidos, distribuidos,
metabolizados e eliminados da corrente sanguinea sem causar quaisquer efeitos toxicos. Essas
propriedades sdo conhecidas como ADMET (administracdo, metabolismo, excre¢do e
toxicidade) (FATHIMA et al., 2020; MALIEHE et al., 2020). A avaliacdo das propriedades
ADMET pode fornecer uma previsdo de biodisponibilidade oral, permeagdo celular,
metabolismo e eliminacdo (caracteristicas farmacocinéticas), eficicia e toxicidade

(caracteristicas farmacodinamicas) das moléculas (MCHICHI et al., 2021).

Os métodos de predicao das propriedades ADMET vem sendo feitos através de modelos
in vitro e in vivo, porém estes sao impraticaveis de serem realizados com um grande numero de
compostos (MCHICHI et al., 2021). Desse modo, a tecnologia tem sido uma aliada na previsao
das propriedades ADMET de novos candidatos a farmacos de maneira rapida, abrangente, de
alto rendimento e baixo custo (FERREIRA et al., 2019). A avaliacdo em fase inicial dessas
propriedades permite limitar a experimentacdo animal, de modo a eliminar dos estudos in
vivo, 0s compostos que ndo obtiverem bons resultados nos parametros in silico (HEGDEN, et

al., 2021).

Contudo, os estudos in silico nao sdao suficientes sozinhos, esses apenas
fornecem informacdes de compostos semelhantes a farmacos dentro de uma biblioteca
preexistente, e nesse sentido, oferecem um direcionamento antes de comegar os estudos in

vitro e in vivo (WU, et al. 2020; MALIEHE, et al., 2020; CHIONG et al., 2021).

Desta forma, MACARINI et al. realizaram estudos in silico avaliando 300
compostos derivados do pirazol. Destes, 6 compostos apresentaram os melhores
resultados, e foram selecionados para serem sintetizados e avaliados in vitro. Ao final
do estudo, os autores concluiram que os resultados in silico e in vitro corroboram entre si €
0os compostos poderiam ser avaliados em modelos in vivo como inibidores da
ciclooxigenase-2 (MACARINI et al., 2019). HEGDEN et al., descreveram um estudo de
avaliacdo in silico das propriedades ADMET, sintese e avaliagdo biologica de novos
derivados de carbazol. Neste trabalho, os autores avaliaram 20 novos compostos e
selecionaram apenas os que apresentaram os melhores resultados in silico para seguir com as
avaliagdes in vitro. Como resultado, concluiram que alguns dos derivados apresentaram

atividade antibacteriana e antifingica (HEGDEN et al.,, 2021). GHANNAY et al
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empregando métodos in silico, avaliaram as propriedades ADMET e a bioatividade de novos

compostos trifluormetilados, derivados de isoxazolidinas. Nesse estudo, as previsdes
do potencial farmacoterapéutico e de toxicidade das moléculas apresentaram boa
conformidade entre as propriedades antimicrobianas avaliadas in vitro e in silico. Os
resultados obtidos encorajaram o uso dos compostos avaliados para futuras avaliagdes in vivo

(GHANNAY et al., 2020).

O composto organico pirazol e seus derivados, sdo descritos apresentar amplo potencial
sintético e farmacologico, tais como antimicrobiano, anticancer e anti-inflamatoério (KHAN et
al., 2016 e ALI et al., 2020). Ainda, derivados de pirazol e compostos contendo o elemento
selénio em sua estrutura sdo descritos apresentar potenciais atividades antioxidantes
(AGONIGI et al.,, 2020 ¢ ACKER et al.,, 2009). Os antioxidantes sdao definidos como
substancias capazes de prevenir ou reparar os danos causados pelas espécies reativas de
oxigénio (EROS) (HALLIWELL et al., 1999; RUAN et al., 2012; TACHAKITTIRUNGROD
et al., 2007). As EROS sao benéficas para o biossistema, realizando fungdes de sinalizagdo a
defesa imunoldgica. Porém, niveis elevados de EROS podem apresentar efeitos prejudiciais,
causando danos a tecidos e 6rgaos (YANG et al., 2020). As EROS sao descritas estar associadas
ao cancer, pois diferentes tipos de células tumorais demonstraram produzir niveis elevados de
EROS em comparacao com células normais (PANIERI et al., 2016). E os antioxidantes podem
proteger o corpo humano dos radicais livres e dos efeitos das EROS. Eles retardam o progresso

de muitas doengas cronicas, bem como a peroxidacao lipidica (GULCIN, 2020).

No presente estudo, avaliamos as propriedades farmacocinéticas, farmacodinamicas,
toxicoldgicas e o potencial antioxidante de compostos derivados de 4-(arilcalcogenil)-1H-
pirazol, contendo o elemento Se ou S na sua estrutura, com o auxilio de quatro softwares: Osiris
Property Explorer, SwissADME, Molinspiration e Pass online. Os resultados das andlises in
silico destes compostos sdo comparados com dados previamente reportados na literatura

(OLIVEIRA, et al., 2020).
MATERIAIS E METODOS

A sintese dos compostos derivados de 4-(arilcalcogenil)-1H-pirazol, sendo estes o (3,5-
dimetil-1-fenil-4-(fenilselanil)-1 H-pirazol) (1a), (3,5-dimetil-1-fenil-4-(fenilsulfanil)-1H -
pirazol) (1b) e o (3,5-dimetil-4-(fenilselanil)-1H-pirazol) (1c¢) (Figura 1) foi descrita
previamente na literatura (OLIVEIRA et al., 2015).
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ANALISES IN SILICO

Diferentes analises foram avaliadas com os compostos alvo, a fim de realizar um
levantamento tedrico quanto as suas caracteristicas farmacocinéticas, farmacodinamicas e
toxicoldgicas. Para avaliagio ADMET foram utilizados trés softwares: Osiris Property

Explorer, SwissADME e Molinspiration.
Osiris Property Explorer

O programa Osiris Property Explorer da Actelion Pharmaceuticals ¢ um programa de
acesso gratuito disponivel na internet, no qual € possivel desenhar estruturas quimicas em duas
dimensdes e estimar, com um bom grau de confiabilidade, algumas propriedades fisico-
quimicas, biologicas e drug-like (KAPETANOVIC, 2008) relevantes no planejamento de novos
farmacos. Este programa esta fundamentado no uso de uma lista de fragmentos distintos,
gerados a partir da quebra das ligagdes simples nas moléculas, que estdo associados a uma
classificagdo de similaridade a fAirmacos (drug-likeness) (AYATI et al., 2012; KHAN et al.,
2019).

A partir do programa Osiris Property Explorer, sdo obtidos dados relacionados ao risco
de mutagenicidade, tumorogénico, irritantagdo e efeitos no sistema reprodutor, além de buscar
semelhanca com farmacos e indice de aproximagdo para se tornar um potencial candidato a
farmaco. O risco de toxicidade ¢ baseado no banco de dados de substancias quimicas que
possuem comprovadamente efeito toxico (Registry of Toxic Effects of Chemical Substances -
RTECS) e validado com um banco de dados contendo fAirmacos comercialmente disponiveis e

largamente usado no mercado (SREENIVAS et al., 2020).
SwissADME

Ja a ferramenta web SwissADME da acesso gratuito a previsao de propriedades fisico-
quimicas, lipofilicidade (logP) e da solubilidade em é4gua (logS). Além disso, ¢ possivel
analisar nove modelos farmacocinéticos: absor¢ao gastrointestinal, permeabilidade da barreira
hematoencefalica (BBB), ligacdo de glicoproteina-P (P-gp), permeacdo na pele (logKp), e

inibi¢ao de cinco isoformas do CYP450.

As semelhangas com farmacos aprovados comercialmente podem ser avaliadas por
diferentes filtros: regra Lipinski (LIPINSKI, 2012), regra Ghose (GHOSE et al., 1999), regra
Veber (VEBER et al., 2002), regra Egan (EGAN et al., 2000) e regra Muegge (MUEGGE et
al., 2000). E, a partir dai, analisar o nimero de violagdes de regras e quais propriedades

discordam dessas regras.
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Também ¢ possivel obter um grafico de biodisponibilidade, que relaciona as moléculas

de interesse com outros farmacos, na qual seis propriedades fisico-quimicas sdao levadas em
consideracdo: lipofilicidade, tamanho, polaridade, solubilidade, flexibilidade e saturacdo

(DAINA et al., 2017).

Assim, o acesso a todas as funcionalidades do SwissADME permite de forma rapida,
facil e eficiente a previsdo dos parametros-chave para uma colecdo de moléculas, os quais
apoiam esfor¢os na descoberta de potenciais farmacos (DAINA et al., 2017) através do site

http://www.swissadme.ch.
Molinspiration

O software Molinspiration possui acesso  gratuito através do  site
(www.molinspiration.com), onde podem ser analisadas propriedades fisico-quimicas,
farmacocinéticas e farmacodinamicas, além da predi¢do de possiveis interacdes com enzimas e
proteinas. O Molinspiration possui um banco de dados com moléculas aprovadas
comercialmente com interagdes bioldgicas, € é capaz de processar um grande numero de

compostos em um curto espago de tempo (CHIONG et al., 2021).

A partir dos dados obtidos no Molinspiration, ¢ possivel realizar a avaliagdo de area de
superficie polar (PSA), o qual ¢ um bom descritor de absor¢ao de farmacos. Adicionalmente, é
possivel avaliar area absor¢do intestinal, biodisponibilidade, permeabilidade e barreira
hematoencefalica (FATHIMA et al., 2020), o LogP (coeficiente de parti¢ao octanol / dgua), o
qual ¢ calculado como uma soma da contribuicdo baseada em fragmento e fator de corre¢do
(TAO et al., 1999). O numero de ligagdes rotaciondveis € outro parametro para medir a
flexibilidade molecular ¢ a biodisponibilidade oral de compostos protdtipos de farmacos

(CHIONG et al., 2021).
Previsdo do espectro de atividade para substincias (Pass) Online®

O software Pass Online® pode ser acessado gratuitamente através do
endereco: http://www.pharmaexpert.ru/passonline/. Este software foi projetado para avaliar
a atividade bioldgica das moléculas organicas in silico quando em associacdo ao
organismo humano (MALGORZATA et al., 2013). Através do programa, e com base na
estrutura dos compostos organicos, ¢ possivel obter previsdes simultaneas dos mais
variados tipos de atividades bioldgicas. Permitindo assim, avaliar o potencial de atividade

de uma substancia por meio de
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indices, que sdo classificados em probabilidade de ser ativo (Pa) e probabilidade de ser inativo

(Pi) (SRINIVAS et al., 2014).

RESULTADOS E DISCUSSOES

A eficicia e seguranca sdo fatores fundamentais que afetam o potencial nimero de novas
moléculas a se tornarem fAirmacos, e, portanto, a avaliacdo in silico das propriedades ADMET
¢ um processo importante no design, descoberta e desenvolvimento de novos medicamentos
(OLASUPO, et al. 2021). Os compostos 1a — 1¢ derivados de 4-(arilcalcogenil)-1H-pirazol
(Figura 1) foram previamante reportados na literatura (OLIVEIRA et al., 2015) e apresentam
interessantes propriedades bioldgicas em investigagdes in vitro e in vivo (OLIVEIRA et al.,

2020).

Figura 1. Estruturas moleculares dos compostos la — lc.
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Com o objetivo de ampliar potenciais aplicagdes farmacologicas desses compostos,

realizamos um estudo teérico avaliando as propriedades ADMET dos compostos 1a — 1c.

Inicialmente, foram obtidos dados relacionados ao risco de toxicidade (mutagénico,
tumorogénico, irritante e efeitos no sistema reprodutor), “druglikeness” (semelhanga com
farmacos) e “drugscore” (indice de aproximagao para se tornar um potencial candidato a

farmaco) a partir do software Osiris Property Explorer.

Os dados, descritos na Tabela 1, indicam que os compostos 1a — 1¢ ndo apresentam
efeitos de carcinogenicidade e/ou mutagenicidade, assim como ndo devem ser substancias
irritantes ou apresentar efeitos toxicos ao sistema reprodutor. Os experimentos in vivo, nos quais
foram avaliadas a toxicidade aguda desses compostos, em uma Unica administragao oral de 300
mg/kg, ndo resultou na morte de nenhum animal nem interferiu na reducdo de massa corporal
ou no consumo de agua e comida. Além disso, nesta mesma dosagem nao foi verificado
alteragdo das atividades de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST), nem os niveis de ureia e creatinina (OLIVEIRA et al., 2020). Sendo assim, foi observado

com os dados obtidos através do software Osiris Property Explorer, que os compostos nao
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apresentam toxicidade aparente, logo coincidindo os resultados dos estudos experimentais in

vivo citados anteriormente.

Também foram obtidos valores de Drug-score que combinaram com os valores obtidos
de Drug-Likeness, cLogP (lipofilicidade), logS (solubilidade), massa molecular e riscos
toxicologicos em um unico valor de modo a avaliar se a molécula tem potencial para se tornar
um farmaco. Valores Drug-score mais proximos de um indicam um bom perfil. Analisando os
valores de Drug-score, presentes na Tabela 1, a molécula que apresenta um melhor potencial

farmacolégico ¢ a 1b, contendo o elemento enxofre.

Tabela 1. Estudos toxicoldgicos e farmacocinéticos empregando Osiris Property Explorer.

Parametros avaliados la 1b 1c
Mutagénico Nao Nao Nao
Tumorogénico Nao Nao Nao
Irritante Nao Nao Niao
Efeitos no sistema reprodutor Nao Nao Nao
Drug-likeness -1,99 2,71 -3,7
Drug-score 0,42 0,75 0,46

Fonte: Osiris Property Explorer.
A partir do software SwissADME, foi possivel coletar dados relacionados a

farmacocinética das moléculas 1a — 1¢ e os dados estdo expressos na Tabela 2.

Os estudos com o SwissADME, apresentados na Tabela 2, indicam que o composto 1b
pode inibir diferentes isoformas do citocromo P450 (CYP450 CYP2C19, CYP2C9 e CYP3A4).
Ja o composto 1a se mostrou seletivo, inibindo apenas duas isoformas e o composto 1¢ ndo foi
capaz de inibir nenhuma isoforma do citocromo P450. A familia das isoenzimas CYP atuam
na eliminagdo de farmacos por meio da biotransformacao metabdlica, sendo assim, a inibi¢ao
dessas isoenzimas leva a efeitos colaterais devido a menor eliminac¢ao do farmaco e de seus
metabolicos (KIRCHMAIR et al., 2015). Quanto mais isoformas do citocromo P450 uma
molécula ¢ capaz de inibir, maior serd a probabilidade de estar envolvida em interacdes

medicamentosas clinicas (GUAN et al., 2019).

Um dos parametros importantes no estudo de um novo medicamento ¢ se ele serd
absorvido ou ndo pelo trato gastrointestinal, pois este parametro determina a taxa e a extensao
da absor¢ao humana afetando sua biodisponibilidade (GUAN et al., 2019). Conforme os dados

obtidos e apresentados na Tabela 2, a absor¢ao gastrointestinal se mostrou alta para os trés
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compostos analisados. Além disso, as moléculas também apresentam potencial para atravessar

a barreira hematoencefalica.

Tabela 2. Estudo farmacocinético empregando SwissADME.

Parametros avaliados la 1b 1c
CYPI1A2-Inibicao Nao Sim Nao
CYP2C19-Inibi¢ao Nao Sim Nao
CYP2C9-Inibigao Nao Sim Nao
CYP2D6-Inibicao Sim Sim Nao
CYP3A4-Inibi¢ao Sim Sim Nao
Absor¢ao Gastrointestinal Alta Alta Alta
Glicoproteina-P — Inibi¢ao Sim Nao Nao
Permeabilidade na pele (cm/s) -5,23 -4,47 -5,96
Penetracdo na BHE Sim Sim Sim
LogP 2,62 4,24 1,57

Fonte: SwissADME.

A glicoproteina de permeabilidade (P-gp) ¢ uma proteina transportadora envolvida em
diversos processos fundamentais, como absor¢do intestinal, metabolismo de drogas,
distribuicao e excre¢ao (GUAN et al., 2019). E o conhecimento sobre a interacao dos compostos
com a glicoproteina-P ¢ a chave para avaliar o efluxo da parede gastrointestinal para o limen
ou cérebro (MONTANARI et al., 2015). O composto que apresentou inibi¢do da P-gp foi o

composto 1a.

A lipofilicidade de uma molécula é uma das propriedades mais importantes no processo
farmacocinético, sendo considerada nos estudos de absor¢do intestinal, permeabilidade da
membrana, ligacdo a proteinas e distribui¢do em diferentes tecidos. Esse descritor ¢ definido,
geralmente, pelo coeficiente de parti¢do (P) de um composto entre 1-octanol e dgua, sendo

expresso na forma logaritmica (LogP) (RAEVSKY, 2004).

A absorcao oral de mais de 2000 farmacos foi analisada, e com isso foi possivel prever
um intervalo de lipofilicidade ideal dos farmacos (LogP) entre 1-5 (TETKO et al., 2007). Os
farmacos que apresentam valores de LogP maiores que cinco sdo farmacos muitos lipofilicos,
geralmente insoltveis nos liquidos corporeos, apresentando dificuldade de interagdo com as
células, o que prejudica a sua absor¢do (WHALEN et al., 2016). Ja os farmacos que apresentam
valores de LogP menores que 1 sdo farmacos muito hidrofilicos, e tal propriedade dificulta sua

passagem pelas membranas celulares ricas em lipideos (BARREIRO et al., 2015). Os trés
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compostos (1a — 1¢) apresentaram baixa capacidade de absorc¢ao na pele e LogP<5, conforme

apresentado na Tabela 2.

As propriedades moleculares obtidas através do software Molinspiration sdo
apresentadas na Tabela 3, e foram comparados com a Regra dos Cinco (RO5) de Lipinski ou
“rule of five”. As propriedades moleculares relevantes, de acordo com a regra dos cinco,
envolvem que o prototipo candidato a farmaco apresente boa biodisponibilidade oral (Log P >
5), valor de massa molecular (< 500 g/mol), 4rea de superficie polar (PSA) (<140 A?), soma
do numero de aceptores e doadores de ligacdo de hidrogénio (< 12), maximo de 10 grupos
aceptores de ligacdo de hidrogénio (nALH) e maximo de 5 grupos doadores de ligacdo de

hidrogénio (nDLH) (FATHIMA et al., 2020; LIPINSKI, 2004; VEBER et al. 2002).

Tabela 3. Propriedades moleculares obtidas através do software Molinspiration

Parametros avaliados 1a 1b 1c
logP 4,44 4,0 3,10
PSA 17,83 17,83 28,68
n. de 4&tomos 20 20 14
MM 327,39 280,40 251,19
n. ALH 2 2 2
n. DLH 0 0 1
n. ligagdes rotacionaveis 3 3 2
n. violacdes (RS5) 0 0 0

PSA: éarea de superficie polar; n: nimero; MM: massa molecular; ALH: aceptores de ligagdo de hidrogénio;
DLH: doadores de ligagdo de hidrogénio; R5: Regra dos cinco (Clark e Pickett, 2000; Lipinski, 2004).
Fonte: software Molinspiration.

Extensdes da ROS5 foram criadas para melhorar as estimativas de toxicidade, desta
forma, as moléculas promissoras a farmacos devem possuir logP na faixa de -0,4 a +5,6,
refratividade molar entre 40 e 130 m?® /mol, peso molecular entre 180 a 500 daltons, nimero de
4tomos entre 20 a 70, superficie polar <140 A? e <10 ligagdes rotaciondveis (GHOSE et al.,
1999). O numero de ligacdes rotacionaveis, corresponde ao nimero de ligagdes simples fora de
um anel, ligado a um atomo nao terminal. Quanto maior o nimero de ligacdes rotacionaveis,
maior sera a predicdo da biodisponibilidade (LIPINSKI et al., 2012). O peso molecular esta
diretamente relacionado a area da superficie polar (PSA), influenciando na permeabilidade

desses compostos através da barreira hematoencefalica (ULLAH et al., 2019).

Para os compostos 1a — 1¢ foram analisados todos os requisitos propostos pela ROS e

foi averiguado que nenhum dos compostos apresenta qualquer violagao da regra. Tanto o valor
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do nimero de aceptores (nALH), quanto de doadores de ligagdes de hidrogénio (nDLH) se

enquadram na regra de Lipinski. Ainda, o logP de todos os compostos ficou abaixo de 5 e a
massa molecular ficou dentro de 500 daltons, indicando estes que estes compostos podem

apresentar boa biodisponibilidade se ingeridos pela via oral.

Apbs, a avaliagdo dos resultados das propriedades farmacocinéticas, a proxima etapa
consistiu em analisar as propriedades farmacodinamicas dos compostos. A farmacodinamica

descreve a relagdo entre os efeitos e a concentracao do farmaco (BYUN et al., 2020).

Tabela 4. Pontuacdo de bioatividade obtidas através do software Molinspiration.

Parametros avaliados la 1b 1c
Receptor acoplado a proteina G -0,10 -0,34 -0,57
Modulador de canal i6nico -0,11 -0,45 -0,29
Inibidor da proteina quinase -0,03 -0,36 -0,29
Receptor nuclear -0,16 -0,36 -0,95
Inibidor de protease -0,21 -0,34 -0,91
Inibidor enzimatico 0,02 -0,20 -0,19

Pontuacdes > 0,00 indicam alta atividade, enquanto pontuagdes entre 0,00 a —0,5 indicam atividade moderada e
pontuacdes < —0,5 indicam inatividade (Paramashivam et al., 2015).
Fonte: Molinspiration

Diversas patologias estdo relacionadas com mecanismos enzimaticos, tendo em vista
que diversos processos fisioldgicos e patologicos envolvem a participacdo de enzimas.
Farmacos que atuam como inibidores enzimaticos sdo utilizados no tratamento de diversas

enfermidades, tais como, a doenga de Alzheimer e a depressao (SOARES et al., 2019).

As propriedades farmacodinamicas de 1a — 1¢ foram avaliadas teoricamente através do
software Molinspiration. Os parametros avaliados, tais como: possibilidade de os candidatos
atuarem como ligante de receptor acoplado a proteina G (GPCR), moduladores de canal i6nico,
inibidores de quinases, proteases ou de enzimas e a nivel nuclear, atuando em ligantes de

receptores nucleares, sdo apresentados na Tabela 4.

Os compostos 1a e 1b apresentam valores de “score” de bioatividade com moderada
atividade entre (0,00 a —0,5). Os valores obtidos para o candidato 1¢ indicam inatividade como
inibidor de proteases (-0,91), receptor nuclear (-0,95) e no receptor acoplado a proteina G
(-0,57). Os valores observados na Tabela 4 indicam que 1a possui alta atividade como inibidor
enzimatico (0,02), além de atividade moderada como ligante de receptor acoplado a proteina
G, modulador de canal i6nico, ligante de receptor nuclear, inibidor de quinase e protease.

Entretanto, a atividade mais bem avaliada para os candidatos 1a — 1¢ ¢ a de inibidor enzimatico.
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A andlise de atividade biologica in silico foi realizada por meio do software Pass

Online®. Os resultados sao expressos em Pa = probabilidade de ser ativo e Pi = probabilidade
de ser inativo e os valores variam de 0 a 1. Na Tabela 5 podemos observar, que dentre os
compostos analisados (Figura 1), 1a e 1¢ (contendo o elemento Se) sdo previstos apresentar
melhor atividade antioxidante e antineoplasica se comparado com o candidato 1b (contendo o
elemento S). O composto 1b ndo apresentou nenhum resultado na atividade anticarcinogénica,
uma vez que quando o valor de Pa ¢ inferior a 0,5 ¢ pouco provavel que o composto exiba

experimentalmente a referida atividade avaliada in silico (LAGUNIN et al., 2000).

Tabela 5- Atividade Antioxidante obtida através do software Pass Online.
Parametros avaliados la 1b 1c

Probabilidade Pa Pi Pa Pi Pa Pi

Antioxidante 0,296 0,024 0,225 0,151 0,272 0,029
Antineoplasica 0,687 0,077 0,241 0,101 0,762 0,017
Anticarcinogénico 0,201 0,119 - - 0,173 0,154
Peroxidase 0,181 0,105 0,151 0,129 0,258 0,075

Fonte: Pass Online.

A avaliagdo in vitro da atividade antioxidante dos compostos 1a — 1¢ foi previamente
reportada (OLIVEIRA et al., 2020). Os compostos apresentaram atividades antioxidantes em
concentragdes iguais ou superiores a 50 umol/L. No entanto, nenhum composto apresenta ICso
porque eles ndo inibiram 50% do radical DPPH e ABTS+ (OLIVEIRA et al., 2020). Esse
resultado corrobora com os dados observados através do software Pass Online, na qual o valores

Pa sdo inferiores a 0,5, e com isso, ja era esperando uma atividade em concentragdes maiores.
CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho apresentamos um estudo in silico para avaliar as propriedades
ADMET e bioldgicas de trés compostos derivados de calcogenopirazois, contendo Se ou S em

sua estrutura (1a — 1c¢).

Com os resultados do software Osiris Property Explorer foi realizado a previsao in silico
do perfil de toxicidade desses compostos. Os resultados da andlise indicam que os trés
compostos analisados ndo apresentam toxicidade aparente. Desta forma, os resultados in silico

reforgam o ensaio experimental de toxicidade in vivo, previamente reportado.

No software SwissADME observamos que o composto 1a apresentou as melhores

propriedades ADME. Além disso, pode-se concluir que devem ser realizados maiores estudos
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sobre as interagdes dos compostos com o citocromo P450, pois o composto 1b apresentou

inibicao de todas as isoformas analisadas. O composto 1¢ ndo foi capaz de inibir nenhuma

isoforma do citocromo P450 apresentando os melhores resultados nesse parametro.

Através do software Molinspiration foi observado que nenhum composto violou a regra
de Lipinski. O composto 1a apresentou os melhores resultados, indicando esse composto como
possivel inibidor enzimatico, ligante de receptor acoplado a proteina G, modulador de canal

10nico, ligante de receptor nuclear, inibidor de quinase e protease.

As atividades bioldgicas dos trés compostos foram avaliadas empregando o software
Pass Online®. Observou-se nesse caso, que para os compostos 1a e 1¢, ambos contendo o
elemento selénio em sua estrutura, os valores dos parametros analisados indicam atividades

antioxidante, antineoplasica e anticarcinogénica.
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RESUMO

A contaminagdo, por mercurio, em solos e 4gua compromete de forma significativa a qualidade
de vida no planeta. Atividades antropicas como a industria metalurgica, a mineracao, industrias
quimicas, dentre outras, vem causando alteracdes ambientais significativos em detrimento,
principalmente, do uso indiscrimanado do mercurio. O uso de plantas ou compostos derivados
e extraidos de espécies vegetais vem seno demonstrado como promissora alternativa no
processo de fitorremediacdo, sendo este método menos agressivo ao meio ambiente e
economicamente viavel. O objetivo deste projeto foi avaliar a capacidade do a-bisabolol em
reduzir a toxicidade do cloreto de mercurio em modelos microbiologicos e vegetais, através de
mecanismos antioxidante e quelantes. Utilizou-se ensaios microbiologicos por microdilui¢ao
para determinacao da Concentragdao Inibitoria Minima (CIM). Foi avaliado o potencial
citoprotetor em bactéria, fungo e vegetais, a capacidade antioxidante e atividade quelante. A
interacdo do a-bisabolol com o mercurio foi avaliada a partir dos danos observados na
membrana em radiculas e cauliculos de sementes germinadas de Lactuca sativa. O a-bisabolol,
apresentou atividade antioxidante com relagdo ao seu valor de ECso, quando comparado com o
controle positivo BHT. Além disso, conferiu citoprotecdo ao modelo bacteriano utilizado no
estudo. A concentragdo de 64 pg/mL foi a escolhida apos a anélise visual, pois apresentou maior
desenvolvimento e crescimento de radiculas e caulicolas de L. sativa. Para a analise da extensao
de cauliculos e radiculas a concentragdo de 0.05 mM o a-bisabolol, permitiu um maior
crescimento da radicula. Na menor concentragdo do metal (0.0l mM), as radiculas
apresentaram um crescimento estatisticamente significativo, (p < 0.05), quando o metal pesado
foi associado ao sesquiterpeno. Houve, ainda, um aumento na massa seca das radiculas quando
as sementes de L. sativa receberam o tratamento com cloreto de merctrio associado ao a-
bisabolol na concentracdo de 0.01 mM do metal, evidenciando que o a-bisabolol conseguiu
proteger as radiculas de L. sativa. O a-bisabolol ndo conferiu citoprote¢do ao modelo
eucariotico fingico, porém promoveu citoprotecdo ao modelo bacteriano. Mostrou-se eficaz,
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também, contra a a¢do do cloreto de mercurio no modelo eucaridtico vegetal, observado pelo
maior crescimento radicular, bem como pela preservagao tecidual radicular, demonstrada pelo
aumento da massa seca, resultando em citoproteciao das sementes de alface.

PALAVRAS-CHAVES: Fitoprotecao, alfa-bisabolol, cloreto de mercurio

INTRODUCAO

Os metais pesados sdo potentes contaminantes do meio ambiente, estando presentes em
solos, agua, sedimentos, ar e organismos vivos. Tais contaminantes sdo considerados problemas
ambientais de dificil resolucdo, haja vista trazerem riscos para todos os ecossistemas, em
virtude de sua elevada toxicidade (Armah et al. 2014; Abdolali et al. 2017). A atividade
antropogénica ¢ a principal fonte de contaminagdo, principalmente devido ao crescente
desenvolvimento tecnologico. Frente a isso, a biodiversidade global vem sofrendo redugdes
constantes, provocando impactos negativos sobre o ambiente (Sweet and Zelikoff 2001; Gratao

et al. 2005; Horowitz et al. 2014).

Dentre os metais pesados, um dos mais perigosos, toxicos e prejudiciais para a vida
microbiana, vegetal, animal e humana € o mercurio que gera preocupacao junto as populagdes
e a comunidade cientifica (Patra and Sharma 2000; Who 2007; Jain 2013; Wolff et al. 2016).
O merctrio (Hg) ¢ um elemento quimico toxico e bioacumulativo encontrado naturalmente na
crosta terrestre, podendo se apresentar sob diversas formas quimicas, tais como elementar
(metélico), organica (etil ou metil-Hg) ou inorganica (HgCl2), sendo todas estas formas toxicas

para o ambiente em altos niveis (Boening 2000; Bjorklund et al. 2017).

A fim de reduzir os danos causados pela toxicidade do mercurio no ambiente, faz-se
necessario a busca por métodos alternativos menos danosos e economicamente vidveis (Maciel
et al. 2013). Neste contexto, o uso de dleos essenciais, extratos ou compostos naturais derivados
e extraidos de espécies vegetais tém demonstrado elevado potencial de fitorremediagdo contra
metais pesados, devido as comprovadas agdes citoprotetoras e antioxidantes em modelos
procarioticos e eucarioticos, frente a toxicidade do cloreto de mercurio (Lima et al. 2014; José-
Junior et al. 2016; Leite et al. 2017; Cunha et al. 2019). Nesse sentido, o estudo de compostos
com propriedades antioxidantes ¢ de grande valia para a descoberta de substancias eficientes

na fitorremediagdao de ambientes contaminados por metais pesados (Sobral-Souza et al. 2019a).

Pertencente a classe de substancias naturais biologicamente ativas, o a-bisabolol,
também denominado levomenol, ¢ um alcool sesquiterpeno monociclico insaturado de baixo

peso molecular, encontrado como componente majoritario do 6leo essencial de diversas
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espécies vegetais como na Matricaria Chamomilla, Vanillosmopsis arborea, Eremanthus

erythropappus e Salvia runcinata (Kamatou and Viljoen 2010). Diversas bioatividades sao
descritas para este composto, incluindo efeito anti-inflamatério (Leite et al. 2011; Munoz-Perez
et al. 2018), antinociceptivo (Melo et al. 2016; Teixeira et al. 2017), gastroprotetora (Bezerra
et al. 2009; Rocha et al. 2011); nefroprotetora (Sampaio et al. 2016), neuroprotetora (Fernandes
et al. 2019); antitumoral (Wu et al. 2018; Rigo et al. 2018). Essas atividades podem ser

atribuidas a alta capacidade antioxidante do a-bisabolol (Braga et al. 2009).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antioxidante e
citoprotetora do a-bisabolol em modelo eucaridtico vegetal, modelo procarioto e eucarioto

fingico frente a acdo toxica do cloreto de mercurio.
METODOLOGIA
SUBSTANCIAS

O o-bisabolol foi adquirido da Sigma® (St. Louis, EUA) e o cloreto de merctirio da

Vetec Quimica Fina LTDA (Brasil).
MICRORGANISMOS

Os microorganismos utilizados foram a bactéria Escherichia coli 06 (EC 06) e o fungo
Candida albicans 40006 (CA INCQS 40006), fornecido pelo Laboratério de Micologia da
Universidade Federal da Paraiba - UFPB e pela FIOCRUZ através do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS), respectivamente.

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE POR DPPH

Foi preparado solugdes com diferentes concentracdes do a-bisabolol (250, 125, 50,25,
10 e 5 pg/mL) em triplicata. Em um tubo foram misturados 100 pL da solucdo do extrato e 3,9
mL de solugdo de 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) 0,06 mM. Para o branco, a amostra foi
substituida por 100 pL de etanol. As leituras foram realizadas utilizando um filtro de
comprimento de onda de 520 nm. A curva padrao foi determinada realizando leituras no mesmo
comprimento de onda (515 nm), porém com solu¢des de DPPH em diferentes concentragdes
(10 uM, 20 uM, 30 uM, 40 uM, 50 uM e 60 uM), sendo o branco determinado por etanol
(Sanchez-Moreno 1998). Usou-se BHT (2,6-di-terc-butil-4-metil-fenol) como controle
positivo, que causa o sequestro completo dos radicais livres. A porcentagem de sequestro ¢é

calculada como: 100[(X/Y) — 1], onde:

X = absorbancia com DPPH
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Y = absorbancia com DPPH mais absorbancia da substancia teste.

A partir dos valores de absorbancia no tempo de 30 min para cada concentragao testada,
foi determinada a concentragdo eficiente, quantidade de antioxidante necessaria para decrescer

a concentracao inicial de DPPH em 50% (CEso) (Sousa et al. 2007).
CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

A concentragdo inibitéria minima (CIM) do a-bisabolol foi avaliado por um ensaio de

microdilui¢ao de acordo com Coutinho et al. (2008), com modificacdes.

AVALIACAO DO POTENCIAL CITOPROTETOR EM BACTERIAS E FUNGOS
CONTRA CLORETO DE MERCURIO

Para a avaliagdo do efeito citoprotetor do a-bisabolol sobre o cloreto de mercurio
(HgCl2), os eppendorfs contendo concentragdes sub-inibitdrias das amostras e suspensdes a 10°
UFC/mL de Escherichia coli 06 (EC 06) e Candida albicans (CA 40006) foram preparadas em
meio BHI a 10%. Os ensaios foram realizados por microdiluicdo de acordo com Leite et al.
(2017). A concentracdo de metal variou de: 5 mM a 0,00244 mM de mercurio. Placas de

microdilui¢ao foram incubadas por 48 h a 37 °C em uma estufa.

Em seguida, as Concentragdes Bactericidas Minimas (CBM) e Concentragao Fungicida
Minima (CFM) foram determinadas. Placas de Petri com Agar Infusdo de Coragdo (HIA)
foram utilizadas para transferir as solu¢des incubadas nas placas de microdiluigdo. Uma
aliquota de cada pogo da placa de microdilui¢ao foi sub-cultivada em placas de HIA. Apos 24
h de incubagdo a 35 + 2 °C, a leitura foi feita, com o objetivo de observar o crescimento das
coldnias. As leituras de CBM e CFM foram realizadas com base no crescimento dos controles
microbianos, sendo o CBM e CFM definidos como a menor concentragdo do a-bisabolol que

inibiu o crescimento visivel da subcultura (Shadomy et al. 1985).

TESTE DE ALELOPATIA DO A-BISABOLOL EM SEMENTES DE LACTUCA
SATIVA L.

Testes pilotos foram realizados para determinar o efeito de alelopatico das amostras em
estudo, utilizando o método descrito por Sobral-Souza et al. (2014a,b) e Coutinho et al. (2017).

Os ensaios foram realizados em triplicada e expressos como significativos.

Editora e-Publicar — Ciéncias Bioldgicas: Desenvolvimento em pesquisas aplicadas, 107

Volume 1.



AVALIACAO DO EFEITO CITOPROTETOR DO A-BISABOLOL CONTRA
CLORETO DE MERCURIO EM MODELO VEGETAL (L. SATIVA)

Para realizar o teste, as placas de Petri foram preparadas conforme descrito por Sobral-
Souza et al. (2014a,b) e Coutinho et al. (2017). Foi utilizada uma concentragdo sub-alelopatica
do a-bisabolol (64 pg/mL), bem como do Cloreto de Mercurio (HgCl2), variando de 1,25 mM
a 0,01 mM, segundo Coutinho et al. (2017). Os parametros analisados ao final dos sete dias
foram: contagem de sementes germinadas, indice de taxa de germinagdo (GRI), biometria
caulicular e radicular, ocorréncia de necrose radicular e anormalidades de plantulas, seguindo
0 Manual de Regras para Analise de Sementes (Brazil 2009). Sementes cujas raizes atingiram
1 mm ou mais de comprimento foram consideradas germinadas. Os testes foram realizados em

triplicada e expressos como significativos.
ANALISE ESTATISTICA

Os dados dos microrganismos sdo apresentados como a média geométrica + SEM de
trés repetigdes. A analise estatistica do teste utilizou uma ANOVA de dois sentidos seguida de
teste post-hoc de Bonferroni com (p <0,0001). Todos os outros resultados foram apresentados
utilizando a média aritmética + SEM de trés repeticdes com ANOVA de dois sentidos, seguido

de teste pos-hoc de Tukey com p <0,0001.
RESULTADOS E DISCUSSAO
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO ENSAIO DPPH

O DPPH utilizado no estudo ¢ um radical caracterizado pela presenca de uma coloragao
purpura, entretanto ao receber um elétron de algum agente antioxidante esta coloragdo ¢
perdida, ou seja, a redugdo da intensidade dessa coloragdo ¢ diretamente proporcional a
quantidade de moléculas de DPPH que foram estabilizadas (Sanchez-Moreno et al. 1998). Os
antioxidantes sdo substancias que retardam ou inibem a oxidag¢do do substrato em baixas
concentragdes quando comparadas ao substrato oxidavel, com isso podendo impedir os danos

teciduais (Aquino et al. 2017).

O sesquiterpeno, a-bisabolol, apresentou uma atividade antioxidante consideravel, onde
os valores da ECso tanto do controle como do produto foram equivalentes, sendo que o a-

bisabolol ainda apresentou um melhor resultado quando comparado ao controle positivo

(Tabela 1).
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Outros estudos tém demonstrado a atividade antioxidante do a-bisabolol, composto que

pode estar presente tanto em extratos de espécies vegetais como em o6leos essenciais. No
trabalho de Leite et al. (2016), foi analisada a atividade antioxidante do extrato aquoso das
folhas e do oleo essencial de Vanillosmopsis arborea Baker, obtendo uma capacidade
antioxidante de aproximadamente 60% e 40%, respectivamente. A presenga do sesquiterpeno

nos produtos testados, segundo os autores, foi um fator importante na atividade antioxidante.

Diversos 0leos essenciais, em que o a-bisabolol esta presente, tém sido testados quanto
ao seu potencial antioxidante. A espécie Matricaria recutita L. apresentou uma capacidade
sequestrante do DPPH numa concentragio de 137.2 pug/mL"!, utilizando como controle
positivo, o antioxidante BHT (Farhoudi 2013). J4 o 6leo essencial de Eryngium tricuspidatum
L. conseguiu reduzir o radical DPPH estavel para a forma DPPH-H, demonstrando uma
atividade antioxidante com valor da ICso = 510 pg/mL. O alto nivel de sesquiterpenos
oxigenados encontrados no 6leo essencial de E. tricuspidatum pode estar atuando como agentes

de elimina¢ao de radicais livres (Merghache et al. 2014).

AVALIACAO DO POTENCIAL CITOPROTETOR EM BACTERIAS E FUNGOS
CONTRA CLORETO DE MERCURIO

De acordo com a Figura 1, percebe-se que o a-bisabolol conferiu citoprotecao
estatisticamente significante (p < 0.0001) ao modelo bacteriano utilizado no estudo, uma vez
que houve diminuicao consideravel da toxicidade do cloreto de mercurio em associagdo com o
composto, quando comparado com o controle, que ¢ o metal utilizado isoladamente, causando,
neste caso, antagonismo. Isso pode ser justificado pela capacidade antioxidante demonstrada
pelo a-bisabolol frente a agdo toxica do metal pesado estudado, exigindo maior concentragdo

do metal para reduzir o nimero de cepas bacterianas.

Apesar da escassez de estudos com 0Oleos essenciais e sesquiterpenos contra os efeitos
toxicos de metais pesados, diversos trabalhos verificaram o feito citoprotetor de outros
compostos naturais frente a toxicidade do cloreto de mercurio em modelos procarioticos. Por
exemplo, a porcao flavonoide das folhas de Psidium guajava, os extratos etanolicos das folhas
de Eugenia uniflora L. e Eugenia jambolana L. proporcionaram citoprotecdo em E. coli,
identificando-se na composi¢cdo dos produtos substancias antioxidantes e quelantes (Sobral-
Souza et al. 2014a; Cunha et al. 2019; Sobral-Souza et al. 2019b). Além disso, outras duas

substancias naturais isoladas, o acido caf€ico e o acido galico, na concentragao sub-inibitoria
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de 32 pg/mL e 64 ug/mL, respectivamente, demonstraram efeitos sinérgicos e indiferentes

frente a toxicidade do cloreto de mercurio no modelo bacteriano (Rocha et al. 2019a,b).

Vale salientar que muitos microrganismos procariotos em resposta a presenca de baixas
concentragdes de metais pesados expressam um conjunto de genes que lhes conferem um
sistema complexo de resisténcia ao estresse oxidativo gerado pelo metal. (Bruins et al. 1999;
Nies 2003). Bactérias Gram-negativas sdo microrganismos propensos a possuirem genes de
resisténcia ao mercurio (Wilson et al. 2000). Especificamente o modelo procarioto E. coli,
quando induzido ou estimulado, pode expressar uma série de transportadores transmembranares
e intracelulares que lhe confere resisténcia ao mercurio (Babai and Ron 1998; Sone et al. 2013).
Frente a isso, o resultado citoprotetor encontrado pode estar relacionado a um sinergismo entre
a propriedade sequestrante de radicais livres do a-bisabolol, reduzindo com isso o estresse
oxidativo causado pelo metal pesado e a resisténcia intrinseca apresentada, possivelmente, pelo

micro-organismo.

De acordo com a Figura 2, o a-bisabolol ndo apresentou atividade citoprotetora para o
modelo eucaridtico fungico usado nesse estudo, aumentando o nimero de cepas mortas quando
associado com o cloreto de mercurio, com isto, promovendo um sinergismo para toxicidade do
metal pesado. Isto pode ser explicado pelo fato do a-bisabolol possuir uma toxicidade intrinseca
contra cepas fungicas, inibindo uma enzima crucial para a formag¢ao do ergosterol, substancia
esta fundamental para a sobrevivéncia do micro-organismo (Jahanshiri et al. 2017). Com isto,
a associagdo do composto natural ao cloreto de mercurio diminuiu a quantidade necessaria do

metal pesado para matar a Candida albicans.

Outros produtos naturais com atividades antioxidantes também demonstraram efeitos
negativos na citoprotecdo quando associados ao cloreto de merctrio em espécies do género
Candida, ja o acido galico demonstrou resultado positivo frente aos efeitos deletérios do

mercurio inorganico (Figueiredo et al. 2016; Rocha et al. 2019a,b; Sobral-Souza et al. 2019a,b).

AVALIACAO DO EFEITO ALELOPATICO EM SEMENTES DE LACTUCA SATIVA
L.

A concentragdo alelopatica do a-bisabolol para as sementes de L. sativa foi maior que
512 pg/mL (Figura 3). Portanto, qualquer concentracao inferior a esta pode ser utilizada no
ensaio de citoprote¢do de sementes de L. sativa. Entretanto, a concentragdo de 64 pg/mL foi
escolhida apds a analise visual, pois apresentou maior desenvolvimento e crescimento de

radiculas e caulicolas.
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Em um estudo feito para analisar o efeito alelopatico do o6leo essencial de

Vanillosmopsis arborea sobre sementes do mesmo modelo vegetal foi demonstrado que o
produto natural ndo apresentou acdo alelopatica sobre a espécie avaliada. O sesquiterpeno a-

bisabolol foi o componente majoritario presente no 6leo essencial (93.83%) (Marco et al. 2015).
AVALIACAO DA VELOCIDADE DE GERMINACAO

De acordo com Solanki and Dhankhar (2011), a germinacao de sementes ¢ um processo
crucial para a primeira interface de troca com o meio circundante, sendo este processo
considerado sensivel as mudancas ambientais. Como pode ser visto na Figura 4, na maior
concentragdo do metal (1,25 mM) em associagdo com a-bisabolol ocorreu a germinagdo das
sementes de alface acima dos 50%. Nas demais concentra¢des do metal ndo houve diferengas
significativas entre os resultados. Rocha et al. (2019b), avaliando a taxa de germinacao das
sementes do mesmo modelo vegetal, utilizando o acido gélico, também um produto natural, na
concentragdo sub-inibitoria obtiveram um valor de 64 pg/mL, apresentando um melhor
resultado com o metal pesado isolado na concentragdo de 1,25 mM, em comparagdo a

associacao do composto com o cloreto de mercurio.
EFEITO CITOPROTETOR SOBRE HgCl: EM SEMENTES DE ALFACE

Na Figura 5, nas maiores concentracdes de metais e associagdes de a-bisabolol, ndo
foram observadas diferencas no crescimento de radiculas. No entanto, na concentragao de 0.05
mM, um melhor resultado (mesmo que ndo tenho sido estatisticamente significativo) foi
observado quando o a-bisabolol foi adicionado ao cloreto de mercurio, permitindo um maior
crescimento da radicula. Na menor concentracao do metal (0.01 mM) estudado, as radiculas
apresentaram um crescimento estatisticamente significativo, (p < 0.05), quando o metal pesado

foi associado ao sesquiterpeno testado.

As raizes sdo estruturas fundamentais para a absor¢do de nutrientes e metais pelos
organismos vegetais, estando em contato direto com maiores concentragdes de metais pesados
em solos contaminados (Sethy and Ghosh 2013). Neste orgao vegetal, concentracdes altas de
mercurio podem causar estresse oxidativo (Gallego et al. 1996; Cargnelutti et al. 2006),
elevando a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e aumento da peroxidacdo
lipidica (Cho and Park 2000) que causam danos proteicos, lipidicos e nucleares, prejudicando
assim o crescimento de tecidos vegetais (Nagajyoti et al. 2010; Cui et al. 2017). Por estas razdes,
a agao citoprotetora encontrada pelo a-bisabolol possivelmente pode estar associado ao seu

potente efeito redutor e inibidor da peroxidacdo lipidica alterada (Meeran et al. 2018), bem
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como eliminador de radicais livres, ao reduzir a formagao de EROs (Leite et al. 2016), além de

poder aumentar a atividade da superoxido dismutase (SOD) (Rocha et al. 2011), com isto
reduzindo o estresse oxidativo caudado pelo cloreto de mercurio no vegetal, favorecendo o

maior desenvolvimento do tecido radicular do modelo eucarittico vegetal.

Os resultados apresentados na Figura 5 assemelham-se aos de Rocha et al. (2019b) em
que o acido galico, na concentracdo sub-alelopatica (64 ug/mL), demonstrou citoprotecao de
sementes de L. sativa contra a agdo toxica do cloreto de mercurio, permitindo assim melhor
desenvolvimento de radiculas em comparacdo a exposi¢do ao metal pesado isoladamente, na
concentra¢cdo de 0.01 mM. Além disso, quando em associagdo com o cloreto de mercurio, na
concentragdo de 0.01 mM, promoveu boa citoprotegdo em radiculas e cauliculas no mesmo
modelo eucariotico vegetal (Rocha et al. 2019a). Além disso, o extrato hidroalcodlico de
Psidium brawnianum, extrato etandlico de E. uniflora e o extrato etanolico de E. jambolana,
respectivamente, conseguiram promoveram redugdes da toxicidade do cloreto de merctrio,
permitindo o crescimento de radiculas e cauliculas de L. sativa (Sobral-Souza et al. 2014a; Leite
et al. 2017; Cunha et al. 2019). Em todos os estudos, a protecao celular obtida foi atribuida a

atividade antioxidante exercida pelo produto natural.
AVALIACAO DE PESO SECO

Observou-se um aumento na massa seca das radiculas (p < 0001) (Figura 6) quando as
sementes do vegetal receberam o tratamento com cloreto de mercurio associado ao a-bisabolol
na concentracdo de 0.01 mM do metal, evidenciando que o a-bisabolol conseguiu proteger as

radiculas do modelo eucariodtico vegetal.

Um aumento na porcentagem de massa seca demonstra que o a-bisabolol ndo s6 confere
citoprotegdo para as sementes de L. sativa contra a toxicidade do cloreto de mercurio, mas
também interfere na formagao tecidual do vegetal, permitindo maior crescimento radicular,

consequentemente, conferindo maior preservacao dos tecidos do modelo eucarioto vegetal.

As contaminacdes de plantas por metais pesados tém afetado seriamente seus ciclos
biologicos (Sharma and Agrawal 2005), muitas vezes causando interferéncias na divisao celular
em virtude dos danos causados ao DNA e proteinas estruturais (Ai-Jun et al. 2007), que se
expressam macroscopicamente como malformagdes e intracelularmente como perturbacdes
fisiologicas (Emamverdian et al. 2015). Diante disso, nota-se que o a-bisabolol conseguiu
interferir na toxicidade exercida pelo cloreto de mercurio, podendo ser aplicado para a redugdo

da contaminados de solos por metais pesados.
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Em comparagdo com outros compostos naturais, os quais apresentaram resultados

semelhantes, o acido caféico mostrou-se eficaz contra a acao toxica do cloreto de mercurio no
mesmo modelo vegetal, aumentando a massa seca de radiculas e cauliculas (Rocha et al. 2019a).
Ja o &cido gélico, outro tanino, obtive resultados positivos para a protecdo tecidual de radiculas
da L. sativa, quando o composto foi associado ao metal pesado na menor concentragao (0.01
mM), apresentando também atividade antioxidante demonstrada por ensaios diferentes dos

nossos (Rocha et al. 2019b).
CONSIDERACOES FINAIS

O o-bisabolol ndo conferiu citoprotegdo ao modelo eucaridtico fungico, porém
promoveu citoprotecdo nos modelos bacteriano e vegetal contra acdo do cloreto de mercurio,
sendo que neste Ultimo observou-se maior crescimento radicular com preservagao tecidual
evidenciado pelo aumento da massa seca de Lactuca sativa. Esta atividade citoprotetora pode

estar relacionada a a¢do antioxidante apresentada pelo sesquiterpeno.

Esses resultados demonstram de forma promissora, a utilizacdo de compostos naturais
no processo de minimizagdo dos danos ambientais causados pela contaminacdo por metais

pesados.
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Média Geométrica da CBM (ug/mL)

Tabela 1. Atividade antioxidante do a-bisabolol a partir da redugdo do radical livre DPPH

Produto ECso (DPPH) (mmol/g)
BHT 1.88 +£0.27
a-bisabolol 1.19+£0.86

Fonte: Autoria proépria, 2021.
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Figura 1: Associag@o do a-bisabolol ao cloreto de mercurio (HgCl,) frente ao modelo celular procaridtico
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Figura 2: Associag@o do a-bisabolol ao cloreto de mercurio (HgCl,) frente ao modelo celular eucaridtico
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Figura 3: Desenvolvimento das sementes de Lactuca sativa em diferentes concentragdes do a-bisabolol por um
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Figura 4: Velocidade de germinacdo das sementes de Lactuca sativa observada com agua (controle) e com
cloreto de mercurio isolado ou em associagdo com a-bisabolol durante um periodo de setes dias
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Figura 5: Efeito do cloreto de mercurio isolado ou em associagdo com o a-bisabolol na extensdo de cauliculos e

Massa Seca (mg)
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CAPITULO 9
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RESUMO

O consumo verde ¢ um tipo de consumo consciente sustentavel onde o critério de compra nao
considera apenas o preco e a qualidade do produto, mas principalmente as questdes ambientais
envolvidas na producdo, distribuicdo e descarte do mesmo. Os cosméticos organicos, com
ingredientes naturais certificados, surgem atualmente como uma alternativa aos cosméticos
tradicionais, cujos componentes e processos industrializados podem trazer diversos prejuizos
ao meio ambiente e a saide humana. O objetivo deste artigo foi a producao e uso de um sabonete
organico de aroeira (Schinus terebinthifolius) como uma alternativa sustentavel para o uso do
sabonete tradicional. A pesquisa foi realizada no Instituto Federal do Piaui (IFPI), campus
Urugui, com dezesseis académicos do curso de Licenciatura em Ciéncias Biologicas. No
primeiro momento, foi desenvolvido o sabonete organico de aroeira, no Laboratorio de Quimica
do IFPI, seguindo os critérios do Regulamento Técnico de Boas Praticas de Fabricacdo para
Produtos de Higiene Pessoal, Cosméticos e Perfumes (RDC n° 48/2013). Em seguida, foram
selecionados voluntariamente os participantes, apds os mesmos concordarem em assinar o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), recebendo cada um uma barra de
sabonete para testes durante um periodo de uma semana. Logo apods esse periodo de uso, os
académicos responderam a um questionario semiestruturado sobre os impactos ambientais da
industria cosmética e sobre o uso desse sabonete organico de aroeira. Do total de participantes,
66,7% afirmaram que os cosméticos convencionais produzidos contendo substancias derivadas
do petréleo provocam poluicdo ambiental, demonstrando assim conhecimento dos impactos
ambientais desses cosméticos. Quanto ao uso do sabonete organico, 94,74% relataram que ndo
tiveram alergia ou sensibilizacdo, sendo que 75% afirmaram que poderiam substituir seus
sabonetes convencionais pelo de aroeira. As caracteristicas positivas mais observadas pelos
participantes em relagdo ao uso do sabonete organico foram: eficiéncia de limpeza (26%),
espuma macia e cremosa (21%), poder anti-inflamatorio (12,5%) e bom hidratante (9%).
Conclui-se assim que sabonete de aroeira pode ser uma alternativa vidvel em relacdo ao
sabonete tradicional, estimulando assim o consumo verde na populagao.

PALAVRAS-CHAYVE: Cosmético Organico. Sabonete. Sustentabilidade.
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INTRODUCAO

O planeta Terra, principalmente apds o advento do capitalismo moderno pds-revolugdes
industriais, vive uma crise ambiental sem precedentes que ameaca de extingdo grande parte da
biodiversidade atual, incluindo a propria espécie humana. Essa nova extingdo em massa, em
curso e diferente das cinco anteriores, tem como cerne ocasional o Homo sapiens sapiens, cujos
motivos dessa hecatombe ecologica sao multifatoriais. O bom sauvage que convivia em
harmonia com a natureza fez-se mito, € o sdbio dos sabios, o penso porque existo, ¢ o predador
voraz do meio que se observa. Nessa predacdo da sexta extin¢ao, pode-se citar o desmatamento,

as poluicdes, caga e pesca irregular, dentre outros.

Nesse contexto de poluicdo inserem-se os cosméticos industrializados, de ampla
fabrica¢do e comercializagdo. Tais podem trazer maleficios diversos para o meio ambiente,
como por exemplo a produgdo e despejo inadequado de residuos s6lidos de decomposicao lenta,
emissdo de gases poluentes durante a fabricacdo (como o CO2, CO e o HCI), emissdo de
efluentes liquidos, além de varios outros residuos industriais. Amplifica-se esse fato negativo a
producdo de substancias como os parabenos, utilizadas na producado desse tipo de cosmético,

que podem se acumular no organismo, causando algum problema de saude (HIGUCHI, 2013).

Com alto teor téxico, os parabenos possuem uma capacidade alérgica muito alta,
causando reagdes de hipersensibilidade que podem ser divididas em reagdes irritativas
imediatas ou acumulativas e alérgicas ou sensibilizantes, que ¢ caracterizada por sensagoes de
ardéncia, vermelhiddo, sensacdo de coceira, podendo ocasionar patologias mais graves.
Também podem provocar envelhecimento cutdneo e ¢ comprovado que contém atividade

estrogénica, gerando alteragdes endocrinas (CASSAROTTI, 2012).

Em contrapartida, ndo se podia assistir a essa degradagdo sem uma reagao. Assim, a
sociedade vem sendo ecologicamente conscientizada e passando a exigir cada vez mais a
adocdo de tecnologias de produgdo limpas, econdmicas e ambientalmente corretas. Estes, por
sua vez, requerem um enorme entusiasmo e esfor¢o de estudantes, professores, pesquisadores
e engenheiros, na Universidade e na Industria, na busca de ingredientes diferenciados, naturais
e competitivos e de processos de formulagdo inovadores (GALEMBECK, CSORDAS, 2011).
Surge entdo um novo tipo de consumo, mais consciente, sustentdvel, o chamado Consumo

Verde.

O consumo verde ¢ aquele em que o consumidor, além de buscar melhor qualidade e

prec¢o, inclui no seu repertdrio de critérios de escolha o fator ambiental, dando preferéncia a
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produtos e servicos que nao agridam o meio ambiente nas etapas de produgdo, distribui¢do,

consumo ¢ descarte final (GONCALVES, 2011). Trata-se de um consumo ambientalmente
responsavel, com minimos impactos no meio ambiente, que conserva a natureza para as
geragdes futuras, cldusula que deveria ser pétrea em qualquer compéndio constitucional

mundial.

Relacionado ao consumo verde, surgem entao os cosméticos naturais € organicos, que
se caracterizam por utilizar matéria prima de origem organica, devidamente certificados, que
divergem dos tradicionais por possuirem ou ndo a presenga de matéria prima vinda do

extrativismo e ainda uma porcentagem de compostos de origem organica.

O cosmético natural ¢ um produto que deve apresentar ao menos um ingrediente
derivado de uma substancia natural (extraido diretamente de uma planta), enquanto um
cosmético organico deve contar com pelo menos 95% de ingredientes orginicos na sua
composicdo (ROMERO et al.,, 2018). Por possuirem melhor compatibilidade com a pele
humana, os cosméticos de origem organica causam menos irritagdo e alergia, pois possuem
substancias sintéticas substituidas por naturais com a mesma eficacia, porém com menos efeitos
toxicos, € as matérias-primas sao considerados biodegradaveis e menos poluentes (HIGUSHI;

DIAS, 2012).

De acordo com Miguel (2013), as mudangas relacionadas ao consumo de produtos
organicos tém valorizado a biodiversidade, contribuindo para a redu¢ao dos impactos
ambientais. A valoriza¢do desses produtos tem demonstrado uma mudanca de habito no

consumo da populagdo, tornando-a mais preocupada com questdes ambientais.

A Aroeira ¢ uma planta cuja arvore média tem entre de cinco e dois metros de altura.
Quando adulta, possui a copa larga, sendo que o tronco pode chegar de 30 a 60 centimetros de
diametro, com casca grossa. As folhas sdo compostas, com trés a dez pares de foliolos
imparipenados, aromaticos ¢ medindo de trés a cinco centimetros de comprimento por dois a
trés centimetros de largura. Ja as flores sdo pequenas, com androceu e gineceu, em formato de
paniculas piramidais. Os frutos sdo drupas de um vermelho vivo, de quatro a cinco milimetros
diametro, aromaticos, conferindo uma beleza singular a arvore (LORENZI; MATOS, 2008).
Dentre os intimeros beneficios da Aroeira, destacam-se atividades antialérgicas e anti-
inflamatorias, propriedades bactericidas e antifingicas, antioxidante, antiulcerogénica,

cicatrizante e combate a certos tipos de cancer (GILBERT; FAVORETO, 2011).
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O objetivo geral desta pesquisa foi apresentar uma nova alternativa ao consumo de

produtos cosméticos do publico alvo, que sdo as pessoas com héabitos de uso de cosméticos e
produtos de higiene, através da producdo de um sabonete organico de Aroeira (Schinus
terebinthifolius). De modo mais especifico, buscaram-se sensibilizar os alunos quanto aos
impactos dos produtos industrializados e organicos, desenvolver produtos naturais utilizando
matéria-prima organica da flora da regido e apresentar alternativas para o uso de cosméticos
convencionais. Justifica-se este artigo pela preservagao, melhoria e recuperacao da qualidade
ambiental propicia a vida, assegurando condi¢des ao desenvolvimento socioecondmico, aos
interesses da seguranca nacional e a prote¢do da dignidade da vida humana, assim preconizado

pelo artigo segundo Politica Nacional do Meio Ambiente (Lei 6930/1981).

METODOLOGIA

A pesquisa realizada ¢ de natureza aplicada, pois buscou-se produzir um conhecimento
a ser utilizado na vida cotidiana e real — os cosméticos organicos — sendo também qualitativa
por buscar entender a concepgdo dos participantes quanto a esse produto, com relagdo a

eficiéncia, praticidade e utilizagao didria.

O trabalho foi realizado no Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Piaui
(IFPI) — campus Urucui, com académicos do curso de Licenciatura Plena em Ciéncias
Biolodgicas, sendo que ao todo participaram dezesseis discentes regularmente matriculados, com

idade entre dezoito e vinte e trés anos.

Para alcance do objetivo, primeiramente foram apresentados aos participantes uma
explanacao detalhada da pesquisa, com os respectivos objetivos, finalidade, base teorica e
resultados esperados. Isso possibilitou que esses participantes pudessem compreender o
trabalho a ser realizado. Foi apresentado ainda o TCLE (Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido), onde os estudantes concordariam ou ndo em participar da pesquisa. Neste
documento foram apresentados, além de dados gerais da pesquisa e dos pesquisadores, os

possiveis riscos relacionados a participagao.

Num segundo momento houve a producao do sabonete organico, utilizando extrato
alcodlico da casca da aroeira, base glicerinada organica para sabonete e 6leo de coco. A extragao
foi realizada através do processo de destilag@o e foi adicionada juntamente com o 6leo de coco
a base glicerinada derretida em banho-maria. Logo apds a secagem, os sabonetes foram
cortados em pedacos de aproximadamente 100 gramas e embalados com papel biodegradavel,

sendo devidamente rotulados (Figuras 1, 2 e 3, respectivamente). A fabricagdo ocorreu no
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Laboratério de Quimica do IFPI Urugui e seguiu os critérios do Regulamento Técnico de Boas

Praticas de Fabricagdo para Produtos de Higiene Pessoal, Cosméticos e Perfumes (RDC n°

48/2013), sob supervisdo do Professor de Quimica do referido Instituto.

Figﬁra 1,2e3: Pri(‘).ée'sso de fabricagdo do sabonete de Aroeira. Os autores. 2019.

Os sabonetes tiveram em seus rotulos informagdes importantes € necessarias, Como 0s
ingredientes, data de fabricacdo, validade e recomendacdes gerais quanto ao uso. Os
participantes foram orientados a testar previamente os produtos em pequenas areas sensiveis do
corpo (atras da orelha ou no pulso), aguardar e observar atentamente por trés dias, para a
deteccao de qualquer tipo de alergia ou reacdo indesejada no organismo. Apos esse teste, o

sabonete estaria liberado para o uso regular no restante do corpo.

Em um terceiro momento, apés o uso do sabonete organico, foi aplicado um
questionario semiestruturado contendo 10 questdes. Através desse instrumento de analise foi
possivel conhecer o que os académicos sabiam previamente informagdes importantes
relacionadas a esses cosméticos organicos e também sobre o sabonete que testaram, quais as
impressodes gerais do mesmo, se mudariam algo nele, se substituiriam os convencionais pelo
organico, além da tematica das questoes ambientais para saber a percepc¢ao dos discentes acerca

dos impactos na natureza ocasionados pelos produtos convencionais € dos naturais.

Por fim, os resultados do questionario foram analisados e discutidos de modo descritivo

através de graficos, tabelas e didlogos com a bibliografia concernente.
RESULTADOS E DISCUSSAO

No questionamento acerca se os discentes tinham conhecimento que os cosméticos
convencionais produzidos com substancias derivadas do petroleo tém alto poder de polui¢ao
ambiental, 67% afirmaram que sim e 33 % afirmaram que ndo, conforme a figura 4. Ferreira et

al. (2014) destacam que os impactos decorrentes da cadeia produtiva dos cosméticos para com
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0 meio ambiente sdo inimeros, indo da extragdo até o descarte dos residuos, sendo que o

petroleo esta se destacando cada vez mais como componente desses produtos.

E importante que se conhega os produtos e componentes relacionados com a poluigo
ambiental para que se busquem alternativas sustentaveis para os mesmos. Esta pesquisa
demonstrou que mais da metade dos académicos de Biologia participantes entrevistados tém
consciéncia que o petroleo contido nos cosméticos convencionais tem alto poder de poluicao
ambiental. Pesquisas como a de Gomes (2009) e Isaac (2016) também corroboram que
consumidores de cosméticos cada vez mais estdo procurando produtos com componentes

sustentaveis, tomando assim uma postura ambiental mais consciente e responsavel.

Conhecimento do poder de polui¢io ambiental
dos cosméticos tradicionais

mSIM
= NAO

Figura 4. Conhecimento dos participantes com relagdo ao poder de polui¢ao dos cosméticos tradicionais. Os
autores. 2019.

Quando questionados sobre o conceito, exemplos, utilidades dos cosméticos organicos
e outras informagdes que pudessem caracterizar-lhes, nenhum dos académicos deu um conceito
satisfatorio e esperado. Porém as respostas trouxeram caracteristicas que estdo intimamente
relacionadas a esses cosméticos, como por exemplo: “/...J sdo de origem vegetal e tem um custo
mais alto que os outros cosméticos.” (Participante I, 18 anos); “ndo usam alguns conservantes
que fazem mal a saude” (Participante B, 19 anos); “Sdo produtos obtidos a partir da matéria
prima na forma natural.” (Participante C, 19 anos). Resultado similar foi observado na
pesquisa de Franca (2018), onde somente 35,8% dos entrevistados souberam o significado de
“cosmético orginico”. Na pesquisa também foi observado uma confusido entre os termos

2 <

“cosmético vegano”, “cosmético organico” e “cosmético natural”.

Em seguida indagou-se aos académicos de Licenciatura em Biologia se eles acreditam
que um cosmético organico possa ter a mesma eficacia que um cosmético convencional, sendo
todos responderam que sim. Apesar de terem justificativas diversas, as mais citadas foram que

esses cosméticos tém em sua composicao matérias primas de origem vegetal e plantas
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medicinais. A maioria dos académicos chegou a citar inclusive que acreditam que os cosméticos

organicos sao mais eficientes que os convencionais, demonstrando assim certo conhecimento

de consumo verde e sustentabilidade e uma tendéncia de mudancga de padrao de consumo.

Algumas das respostas a esse questionamento especifico foram, ipsis litteris: “Sim, pois
a eficiéncia na limpeza da pele é bem grande, chega a ser melhor que o cosmético
convencional” (Participante G, 18 anos); “Sim, sdo mais eficientes pois tem maior
concentragdo de nutrientes e menos compostos sinteticos” (Participante K, 19 anos); “Sim, por
que os organicos ndo contém tantas substancias que podem prejudicar a saude” (Participante
N, 21). Isaac (2016) demonstra em sua pesquisa que cada vez mais as pessoas estdo preocupadas
com a eficacia dos cosméticos e por isso é importante conhecer o que os participantes acham
dos produtos organicos. Neves et al. (2018) afirmam que as pessoas nem sempre acreditam na
eficiéncia dos produtos organicos. Porém, os participantes desta pesquisa vao de encontro a
esse dado, demonstrando que acreditam nessa eficiéncia organica, como foi constatado nas

respostas obtidas.

Com relagdo especificamente ao sabonete organico de aroeira que os participantes
usaram durante o periodo de uma semana, foram questionados quais os pontos positivos e
negativos que os discentes podiam destacar apos esse periodo de uso. Os resultados estdo

expressos na Tabela 1.

Aspecto Citagdes
Efeito anti-inflamatério 4
Fragrancia agradavel 3
Pouca espuma 2
Redugdo da oleosidade 2
Textura suave 1
Alta durabilidade 1
Poder hidratante 1

Sem irritagdo no pos-barba 1

Tabela 1 Aspectos positivos do sabonete organico de aroeira citados pelos participantes. Os autores. 2019.

Como observado, os aspectos positivos mais citados foram o efeito anti-inflamatorio e
o odor agradavel. Com relagdo ao efeito anti-inflamatério, os resultados obtidos corroboram

com o de Santos ef al. (2003), o qual demonstra a eficiéncia do uso da aroeira como planta
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medicinal com extrato contra as inflamacdes € a¢do cicatrizante, como também com o de Goes

et al. (2005), que confirma a agdo anti-inflamatoria obtida a partir do extrato aquoso da aroeira.
No que concerne a fragrancia agradavel, esse ¢ um aspecto que foi influenciado tanto pela
propria caracteristica fisico-quimica da aroeira, quanto também pelo 6leo de coco e pela
glicerina, porém pode adquirir um viés mais subjetivo, podendo o odor ser ajustado utilizando-

se 0leos ou extratos essenciais organicos.

Dentre os aspectos negativos (tabela 2), o mais citado foi a fragrancia desagradavel,
coincidindo com o segundo aspecto positivo mais citado e confirmando a subjetividade ja
abordada. Como comentado anteriormente, a fragrancia foi influenciada pela aroeira, pelo 6leo
de coco e pela glicerina e pode ser ajustada utilizando 6leos ou extratos essenciais, mediante

mais pesquisas de opinido com amostras maiores, estatisticamente mais representativas € mais

diversificadas.
Aspecto Citacdes
Fragrancia desagradavel 4
Pouca espuma 2
Aspecto pegajoso 1

Tabela 2 Aspectos negativos do sabonete orgéanico de aroeira citados pelos participantes. Os autores. 2019.

Indagou-se ainda no questionario se os participantes tiveram alergia, sensibiliza¢ao ou
algum outro problema relacionado ao uso do sabonete organico de aroeira. Destes, 93% ndo
relataram nenhum problema, enquanto 7% relataram que sim, que tiveram sensibilidade e
vermelhiddo na pele (Figura 5). Isaac (2016) diz que produtos livres de ingredientes alergénicos
como parabenos, 6leos minerais, fragrancias artificiais, corantes entre outros ingredientes tem
maior aceitabilidade. Em relacdo a alergia, os resultados coadunam com os verificados pela
Associacdo Brasileira de Alergia e Imunologia (ASBAI), que apontam que as alergias afetam
cerca de 30% da populacao brasileira (ASBAI 2019). Os cosméticos organicos sao mais
receptivos para a pele, causando menos alergias e irritabilidades (HIGUCHI; DIAS, 2012),

tendo assim uma maior aceitacdo quando considerado o Consumo Verde.
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Presenca de alergia, sensibilizacio ou outro
problema relacionado ao sabonete de aroeira

mSIM
mNAO

Figura 5. Porcentagem de participantes que tiveram alergia, sensibilizagdo ou outro problema relacionado ao
sabonete organico de aroeira. Os autores. 2019.

Como um dos objetivos da pesquisa foi desenvolver uma alternativa para o cosmético
convencional, mais especificamente o sabonete, decidiu-se questionar os participantes se eles
substituiriam seus sabonetes tradicionais pelo sabonete organico de aroeira. 75% afirmaram que
sim, enquanto 25% deles disseram que ndo substituiriam (Figura 6). Alguns participantes
relataram que substituiriam, porém por um tempo limitado, de modo a intercalar o uso entre o
sabonete organico e o sabonete convencional. Os participantes que afirmaram substituir de
forma permanente apontaram como fatores decisivos para tal o fato dele ser organico,
sustentavel, de base vegetal, ter acdo anti-inflamatoria e ter propriedade hidratante. Essa ¢ uma
tendéncia verificada por autores que estudam as novas tendéncias consumistas que consideram

o consumo verde (PEATTIE; CHARTER, 2005).

Percentual de participantes que substituiriam o
sabonete convencional pelo sabonete orgénico de aroeira

H SUBSTITUIRIAM
B NAO SUBSTITUIRIAM

Figura 6: Percentual de participantes que afirmaram substituir o sabonete convencional pelo sabonete organico
de aroeira. Os autores. 2019.

Os académicos ainda foram indagados acerca de outras caracteristicas que eles
observaram no sabonete organico de aroeira para além dos ja mencionados, sendo que os

principais citados foram: poder de limpeza (26%), espuma macia e cremosa (21%), superficie

Editora e-Publicar — Ciéncias Bioldgicas: Desenvolvimento em pesquisas aplicadas,
Volume 1.

130



lisa e brilhante (16%), perfume desagradavel (14%), poder de hidrata¢dao (9%) e poder anti-

inflamatorio (12,5%), como disposto na figura 7.

Caracteristicas observadas no sabonete organico de
aroeira

B Espuma macia e cremosa
B Superficie lisa e bilhante
m Textura aspera

Poder de limpeza
B Poder de hidratagdo
M Resseca a pele
W Sem perfume

B Perfume desagradavel

Figura 7. Caracteristicas observadas pelos participantes da pesquisa no sabonete organico de aroeira.
Os autores. 2019.

Por fim, foi questionado se os participantes indicariam o sabonete organico para a
utilizagdo de outrem. 93% dos participantes afirmaram que sim, enquanto 7% afirmaram que
ndo. Cerqueira et al. (2013) e Isaac (2016) apontam a influéncia da indicagdo de conhecidos
na decisdo de compra de cosméticos, que ¢ o terceiro maior fator de influéncia na decisao de
aquisi¢ao desse produto. O fato de a maioria indicar o uso do sabonete organico de aroeira tem
implicagdes positivas, sendo ecologicamente mais sustentdvel e com propriedades fitoterapicas

uteis ao consumidor.
CONSIDERACOES FINAIS

A realizacdo desta pesquisa permitiu concluir que os discentes entrevistados tem um
conhecimento satisfatorio sobre o poder de poluicdo gerado pelos cosméticos convencionais,
bem como possuem uma preocupacao com os impactos negativos no meio ambiente. Por outro
lado, a nogdo sobre o conceito, utilidades e exemplos dos cosméticos organicos nao sao
devidamente conhecidos pelos participantes, que mesmo assim afirmam que eles tém a mesma

eficacia dos cosméticos convencionais € até mesmo superior.

O sabonete organico de aroeira confeccionado mostrou-se eficiente para ser utilizado,
uma vez que a maioria dos participantes afirmou substituir o seu sabonete convencional pelo
organico. Poucas pessoas tivera algum tipo de sensibilizagdo. O sabonete organico de Aroeira
teve grande aceitabilidade, uma vez que possui caracteristicas importantes para que essa
substitui¢do seja realizada, como a presenca de espuma, poder de hidratagdo, limpeza e

capacidade anti-inflamatéria. A maioria dos participantes apontou ainda que indicariam o
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produto para mais pessoas, corroborando assim para o consumo verde e o poder fitoterapico do

sabonete.

Portanto, apesar de ndo conhecerem sobre os cosméticos organicos, os discentes
entrevistados sdo conscientes sobre os problemas ambientais agravados pela indistria
cosmética e também que se posicionam criticamente em relag@o a tal. Sugere-se que trabalhos
posteriores possam aprimorar o sabonete organico de aroeira para que consiga atingir o grau de
satisfacdo maximo, melhorando carateristicas indesejadas como o odor (fragrancia) e

diminui¢do da irritabilidade, sensibilidade e alergias.
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RESUMO

Introdugéo: o sono acompanha a historia evolutiva da espécie humana, e vdrias areas do
cérebro estdo envolvidas com o seu funcionamento. A sua desregulagcdo pode estar relacionada,
direta ou indiretamente, com varias doengas do sistema nervoso central, entre elas, podemos
citar a doenca de Alzheimer. Objetivos: investigar, por meio da literatura, se a privacao do
sono pode vir a ser um fator de risco para o desenvolvimento da doenga de Alzheimer.
Metodologia: trata-se de uma revisao de literatura dos ltimos cinco anos nos bancos de dados:
MEDLINE, LILACS e Science Direct, utilizando as seguintes palavras-chave: privaciao de
sono, doengas neurodegenerativas e fator de risco. Resultados e Discussao: o ciclo de sono-
vigilia apresenta as areas cerebrais envolvidas com o sono, entre elas, podemos citar o
hipotalamo e a area do tronco encefalico, além de areas do cortex, além de varios
neurotransmissores como o do sistema GABAérgico, dopaminérgico, noradrenérgico, entre
outros. O nucleo supraquiasmatico ¢ a principal area, sendo denominado relogio do cérebro,
podendo regular o sono devido as suas ligagdes com a retina e a glandula pineal, principal
produtora de melatonina. Além disso, sabemos que a privacdo do sono pode ajudar no
desenvolvimento de deméncias e outros transtornos mentais, como a doenga de Alzheimer, que
mostra uma alta relagdo com disturbios do ciclo de sono e vigilia. Dados neuropatoldgicos de
pacientes com Alzheimer mostram que as placas senis e massas neurofibrilares sao localizadas
nas amigdalas cerebelares e no hipocampo, area relacionadas com o ciclo do sono e vigilia.
Alguns autores mostram que, durante o sono, ha duas vezes mais depuracdo de metabolistos
toxicos do que no estado de vigilia, indicando que pacientes que tenham tendéncia para a doenga
de Alzheimer podem acumular mais placas senis quando apresentam problemas de insonia.
Conclusao: os resultados mostram que alteragdes no ciclo de sono-vigilia podem levar a
acumulo de metabdlitos toxicos, causando o aumento de varias proteinas, que podem aumentar
as chances de desenvolver deméncia e transtornos mentais com a doenca de Alzheimer.

PALAVRAS-CHAYVE: Doenca de Alzheimer. Ciclo de Sono e Vigilia. Fator de Risco.

1. INTRODUCAO

A historia evolutiva da espécie humana é acompanhada da evolugdo do sono. O sono ¢

um mecanismo de regulacdo do estado de repouso e vigilia dos humanos. Possui funcao
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restaurativa, de conservagao de energia e de prote¢cdo. Esse mecanismo ¢ regulado mediante a

secrecao de substancias de carater sinalizador como os hormdnios melatonina ¢ cortisol,
principalmente pela acdo do hipotalamo, que dita como nosso corpo deve reagir a estimulos
externos como a luz, no que diz respeito ao estado de alerta e de repouso. A acdo sinalizadora
¢ evidenciada por fendmenos anatdmicos, celulares e quimicos, diferenciando-se entre si de
acordo com as fases do sono. Sabendo disso, ¢ possivel imaginar os efeitos danosos causados
pela privagdo de sono, que se entendem tanto pela privagdo total de sono e eventos de
interrup¢do de sono continuo, como por eventos de restri¢do cronica de sono, como a insdnia

(NEVES et al., 2013; NEVES; MACEDO; GOMES, 2017; TUFIK, 2008).

A doenga de Alzheimer (DA) ¢ a desordem neurodegenerativa mais estudada em
associacao com efeitos causados pela privagdo do sono e ¢ uma das principais formas de
deméncia. A maioria dos casos de DA estd associada a deposi¢cdo do peptideo B-amiloide,
alteracdes em genes especificos, como presenilinal (PS1) e presenilina2 (PS2). Estudos
mostram que os disturbios de sono que perturbam o ciclo circadiano aumentam a deposicao do
peptideo B-amiloide e a fosforilacio aumentada da proteina tau, que ¢ responsavel pela
estabilidade do citoesqueleto de células nervosas (DI MECO; JOSHI; PRATICO, 2014;
LAURETTI et al., 2017).

Dada a importancia do sono para a manutencao de fungdes necessarias as atividades dos
individuos, torna-se fundamental compreender os possiveis efeitos negativos causados pela sua
privacdo. Nesse ponto, os artigos estudados por essa revisdo narrativa procuram por quais
mecanismos a privagdo, a fragmentacao e a restri¢cdo cronica de sono afetam o sistema nervoso
de forma degenerativa, causando padrdes distintos de alteracdo da conectividade funcional de
certas areas cerebrais (TAGLIAZUCCHI; VAN SOMEREN, 2017), diminui¢do da fungdo
cognitiva (BANKS; DINGES, 2007), deficiéncia na consolidacdo de dados contextuais de
memoria (GRAVES et al., 2003), déficits de aprendizagem e memoéria (HAIRSTON et al.,
2005) e o acamulo de peptideo B-amiloide e proteina tau fosforilada, que t€m relacdo direta

com a doenga de Alzheimer.

Estudos envolvendo doencas neurodegenerativas sdo necessarios, dado ao recorrente
nimero de casos no mundo que tem crescido ano a ano. Assim, o presente estudo busca
investigar, na literatura, se a privacdo do sono pode vir a ser um fator de risco para o

desenvolvimento de doengas neurodegenerativas, especialmente, a doenga de Alzheimer.
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2. METODOLOGIA

O trabalho consiste em uma revisao narrativa da literatura sobre os riscos que a privacao
do sono traz para o desencadeamento de doengas neuroldgicas. Por meio da analise da literatura
publicada, o autor ird determinar um quadro teérico e fara a estrutura conceitual que dara a
sustentacao ao desenvolvimento da pesquisa (SOUSA et al., 2018). Para isso, foi realizada uma
busca de artigos cientificos nas bases de dados Medical LiteratureAnalysisandRetrieval System
Online (MEDLINE), Literatura Latino-Americana ¢ do Caribe em Ciéncias da Saude
(LILACS) e ScienceDirect usando as palavras-chave
“SleepDeprivation”and‘“NeurolodegenerativeDisorders” and“RiskFactor”. Os critérios de
inclusdo para os artigos foram artigos originais, completos e atuais (publicados nos tltimos 10
anos), nos idiomas inglés, com a tematica associada ao objetivo da revisao. Artigos de revisao,
fora da delineacdo temporal da pesquisa ou em outros idiomas foram excluidos. Durante a
busca, foram encontrados 161 artigos, para os quais 13 foram selecionados por se encaixarem

nos critérios especificos de sele¢do.
3. RESULTADOS
3.1 CONTROLE SONO/VIGILIA

Os primeiros estudos, com sono, comegaram com neurologista austriaco Mauthner, em
1890, que tentou localizar o que chamou de “centro do sono” e supds que ele se encontrava na

substancia cinzenta periventricular (PEREIRA, 1970), também chamada de Locusceruleus.

Atualmente, sabemos que o sono depende de circuitos cerebrais complexos e multiplos,
vinculados a estruturas e neurotransmissores diversos. O sono e a vigilia sdo sistemas
interconectados, mas com caracteristicas proprias. Assim, sdo encontrados um sistema de
despertar/vigilia e outro de adormecer/sono, que se alternam periodicamente, com minima

transi¢ao em condi¢des normais (GOMES; QUINBONES; ENGELHARDT, 2010).

Para determinar as principais areas cerebrais e principais circuitos envolvidos com o
sono, foram feitos diversos estudos em modelos animais ao longo do tempo. Atualmente, o
hipotalamo ¢ considerado o centro cerebral relacionado com o estado de sono/vigilia. O
hipotalamo pode ser dividido em posterior, anterior e lateral. No hipotalamo anterior, podemos
encontrara o nucleo pré-oticoventrolateral (com neuréniosGABAérgicos) e o nucleo
supraquiasmatico (que coordena ritmos circadianos por todo o cérebro). No hipotdlamo
posterior, podemos observar o ntcleo tuberomamilar (com neurdnios histaminérgicos). E no

hipotalamo lateral, encontramos o sistema orexina/hipocretina. Essas estruturas associadas a
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outras no tronco encefalico (Nucleo da rafe — neurdnios serotoninérgicos; Locuscoeruleus —

Neuronios Noradrenérgicos; Nucleo basal de Meynert do prosencéfalo basal — com projegoes
para o cortex, estd relacionado a doenga de Alzheimer; Substancia Cinzenta Periaquedutal
Ventral — Dopaminérgicos e Sistema Ativador Reticular Ascendente — SARA, fibras
ascendentes que se ramificam para o talamo e depois para o cértex) sdo as principais estruturas
de formagdo do ciclo vigilia/sono.(BRANDAO, 2019; ESPANA; SCAMMELL, 2011;
GOMES; QUINBONES; ENGELHARDT, 2010; HIGGINS; GEORGE, 2010; HOOD; AMIR,
2017). De acordo com Higgins e George (2010), dentro das areas relacionadas, a principal area
denominada de relogio cerebral ¢ o nucleo supraquiasmatico. O nucleo supraquiasmatico €
sincronizado por sinais da retina, ativados pela luz solar, além da melatonina, que ¢ secretada
pela glandula pineal, durante o ciclo de escuridao (ALOE; AZEVEDO; HASAN, 2005; NEVES
etal., 2013).

Em 1953, Natthaniel Kleitman e Eugene Aserinksy, examinando os registros
eletroencefalograficos de individuos saudaveis dormindo, descobriram que o sono compreende
diferentes estagios que se repetem em padrdes durante toda a noite. Eles classificaram em trés
estagios de consciéncia: vigilia, sono de movimento ocular ndo rapido (ndo REM ou NREM) e
sono de movimento ocular rapido (REM - RapidEyesMovement) (ABBOTT, 2016; ALOE;
AZEVEDO; HASAN, 2005; HIGGINS; GEORGE, 2010). O centro de controle e estimulo do
sono ndo REM estd ligado a ativacao de neurdnios da via GABAérgica de natureza inibitoria,
que se encontram no nucleo pré-optico ventrolateral do hipotdlamo anterior. Os neurdnios dessa
via bloqueiam as regides responsaveis pela ativagdo da vigilia, como o sistema reticular ativador
ascendente e o prosencéfalo basal. J4 o desenvolvimento do sono paradoxal ou REM ocorre nos
nucleos pontinos na ponte do tronco encefalico (CHOKROVERTY, 2010). O sono REM ¢
assim denominado devido ao padrdo de comportamento cerebral comum ao de vigilia,
caracterizado por tragados elétricos do EEG (EletroEncefaloGrafia) dessincronizados com
ondas de alta frequéncia e baixa amplitude mesmo sendo o estado de sono mais profundo, com
intenso relaxamento muscular (ANDERSON; BRADLEY, 2013; GRAVES; PACK; ABEL,
2001; MALLIS; BANKS; DINGES, 2009; TUFIK, 2008).

Em se tratando dos principais neurotransmissores envolvidos com o sono, tém-se, como
exemplo, a dopamina, a noradrenalina e a serotonina liberadas por neurénios monoaminérgicos
localizados no Locusceruleus, acetilcolina liberada em altas concentragdes, em neuronios
colinérgicos mesopontinos no tdlamo e no cortex durante sua ativagdo na vigilia, histamina

liberada em neurdnios do hipotalamo posterior que se projetam ao cortex e recebem projegoes
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do tronco encefilico e mesencéfalo. O papel da histamina na ativagdo da vigilia vem sendo

revelado pela acdo farmacoldgica dos anti-histaminicos que conseguem ultrapassar a BHE e
induzem a sonoléncia. Além desses, também ha as orexinas ou hipocretinas, que sdo
neuropeptidios sintetizados na area perifornical da regido tuberal do hipotdlamo e sdo liberados
pelos neurdnios hipocretinérgicos que se projetam para o Locus ceruleus ¢ o cortex de forma
difusa (TUFIK, 2008). A respeito do surgimento da sonoléncia, sabe-se que estd ligado ao fator
homeostatico que ocorre apds grandes periodos de vigilia, ou seja, o acumulo de adenosina que
funciona como neurotransmissor no SNC e atua induzindo o sono e reduzindo ansiedade,

atividade motora e frequéncia respiratoria (GOMES; QUINBONES; ENGELHARDT, 2010).
3.2 SONO E DOENCA DE ALZHEIMER

De acordo com os nossos critérios de inclusdo e descritores, encontramos cinco
trabalhos clinicos (tab. 01) e oito pré-clinicos, relacionando o sono com a doenca de Alzheimer

(tab. 02) que serdo discutidos posteriormente.

Relacionando os transtornos comportamentais do sono e as doencas neurodegenerativas,
a doenga de Alzheimer (DA) ¢ a que mais mostra relagdo com o sistema de sono e vigilia. Os
pacientes com a doenca de Alzheimer apresentam disturbios no ciclo circadiano, como
diminui¢do da eficiéncia do sono, interrup¢ao do sono-vigilia, principalmente no inicio da
doenga, além de alteragdes do ciclo de termorregulacao e exacerbagdes de comprometimento
cognitivo e confusdes durante a noite (CAMARGOS et al., 2011; CRONIN et al., 2017; HOOD;
AMIR, 2017; QUINHONES; GOMES, 2011; SCORALICK et al., 2015; SILVA et al., 2017);
além de outros sinais bioquimicos com a oligomerizagao de peptideo -amiloide e a diminui¢ao
da atividade colinérgica no cértex, no hipocampo e no nticleo basal de Meynert.(DE FALCO

etal., 2016).

Sabe-se que a privagdo do sono, seja ela fragmentacao do sono, insdnia, interrupgdo do
sono continuo, privagdo exclusiva do sono REM e privagdo total pode acarretar diversas
consequéncias relacionadas com a deméncia e a dificuldade cognitivas (MALHOTRA, 2018;
RAGGI; FERRI, 2010). Um trabalho realizado no Estudo da Memoria da Satide da Mulher
(Women’s Health InitiativeMemoryStudy -WHIMS) com mais de 744 mulheres (ente 65 a 80
anos) por 7 anos mostrou um aumento de risco para declinio cognitivo e deméncia para
mulheres que apresentavam periodos logos de sono (> 8h/dia) e curtos de sono (<6h/dia)
quando comparava com as mulheres que dormiam apenas 7 horas/dia (CHEN et al., 2016).

Outro estudo mostrou que pacientes com epilepsia apresentavam disturbios do sono, além do
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desenvolvimento de depressdo e ansiedade nesses pacientes. Neste estudo, a ma qualidade do

sono, sonoléncia diurna excessiva e insonia foram, significativamente, associados a epilepsia

(IM et al., 2016).

A doenca de Alzheimer pode causar quadros psicéticos como delirios e alucinagdes,
depressao, condutas repetitivas e perturbagdes no ciclo de sono-vigilia (SCORALICK
et al., 2015). Dados neuropatologicos de pacientes com Alzheimer mostram que as principais
areas atingidas pelas placas senis (proteinas B-amiloides) e massas neurofibrilares (proteinas
Tau) sdo localizadas nas amigdalas cerebelares, no hipocampo e no cortex entorrinal do lobulo

temporal (DE FALCO et al., 2016).

Durante o estado de sono, tanto em humanos, como em ratos, hd uma depuragdo de
metabolitos toxicos acumulada no liquido cefalorraquidiano, duas vezes mais rapido do que no
estado de vigilia (BENEDICT et al., 2015). DI Meco e colaboradores (2014) relatam que a
privagdo do sono aumenta a deposicao de placas de peptideos B-amiloide (BA) no cortex
cerebral que se acumulam e sua concentragao diminui no liquido cerebroespinal, o que favorece
a neurodegeneragdo tipica de Alzheimer(DI MECO; JOSHI; PRATICO, 2014). OOMS e
colaboradores (2014) observaram que homens sadios que sofriam com a privagdo de sono
apresentavam uma diminui¢ao das B-amiloides 42 (BA-42) no liquido cefalorraquidiano apos
10 horas da privagcdo. WEI e colaboradores (2017) mostraram que homens e mulheres sadias
que sofrem de privagao de sono apresentam um aumento das proteinas -amiloides 40 (BA-40),
mas ndo foi encontrada alteragdo da fracdo BA 42 (tabela 1). Trabalhos de Zhang e
colaboradores (2019), utilizando camundongos com DA ABPP**¢/PS1E° mostraram deposicio
de BA e proteinas Taufosforilada tanto no cortex como no hipocampo desses animais levando
a um declinio da memoria cognitiva e aprendizagem (tabela 02). A deposicao dos peptideos
BA faz que ocorra a hiperfosforilagdo da proteina 7au, uma proteina importante para a
estabilizagdo dos microtibulos dos neurdnios. Essa proteina hiperfosforilada forma
emaranhados fibrilares e acumula-se no interior dos neurdnios, do axonio em dire¢do ao corpo
celular, resultando em disfungao neuronal e morte celular (DI MECO; JOSHI; PRATICO,
2014).

Em 2013, Rothman e colaboradores, estudando a privagdo de sono em camundongos
transgénicos para doencga de Alzhemier (3xTg-DA), observaram que o sangue desses animais
apresentou um aumento na corticosterona em até quatro vezes, além de elevagdo na
concentragdo das proteinas p7au e B-amiloides. Outros trabalhos relataram que pessoas que

vivem com DA, geralmente, apresentam niveis sanguineos mais altos do hormonio do estresse,
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o cortisol, quando comparados a pessoas saudaveis (CSERNANSKY et al., 2006; RASMUSON

et al., 2001), sugerindo uma desregulacdo do eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenocortical (HPA)
na doenca de Alzheimer (SILVERMAN et al., 2015). Qiu e colaboradores (2016) mostraram
que a privagdo de sono poderia prejudicar a memoria e a aprendizagem de animais
APPP"¢/PS12E° Nessa mesma linhagem de camundongos, além da deposi¢do das placas B-
amiloide e proteina 7au no coértex e hipocampo, foram observadas alteracdes no EEG e no ciclo
de sono-vigilia nos diferentes estdgios da doenca de Alzheimer; além de observarem aumento
nas placas senis, aumento na proteina pTau, disfuncdes mitocondrias e apoptose neural

(ZHANG et al., 2019)

Tabuchi e colaboradores (2015), estudando privagdo de sono em Drosophila,
observaram que alteragdes na excitabilidade neural esta sujeita aos efeitos da perda de sono na
patogénese da doenca de Alzheimer. O acimulo de B-amiloide (AB) leva a um sono reduzido e
fragmentado, enquanto a privacao cronica do sono aumenta a carga de Ap. Os mesmos dados
foram confirmados por Chen e colaboradores (2017) com ratos Sprague-Dawley, quando
estudaram como a privagdo de sono acelerava o progresso da doenga de Alzheimer. Além do
aumento da corticosterona e das fragdes das proteinas f-amiloide e seus precursores, 0s autores
observaram um aumento na laténcia de escape, do teste Labirinto Aquatico de Morris, nos

animais que tiveram privagao de sono.
CONCLUSAO

Os resultados mostram que alteragdes no ciclo de sono e vigilia podem levar a varias
alteragdes bioquimicas, por causar o acimulo de metabodlitos no liquido cerebroespinhal e
consequentemente no acimulo de proteinas PB-amiloides e Tau e de corticosterona, o que
aumentam as chances de desenvolver deméncias e outros transtornos como a doenga de
Alzheimer. Apesar de os resultados mostrarem uma associacao entre a doenga Alzheimer com
disturbios no ciclo de sono e vigilia, ha necessidade de mais pesquisas, estudando a
metabolizacdo das proteinas B-amiloides e Tau e sua relagdo com as areas do ciclo de vigilia e

Sono.
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Tabela 01-Estudos clinicos

Testes

Autor Espécie/Sexo Objetivo Meto‘d 0 9 N bioquimicos/imunolégi | Resultado
Avaliacio cos
Monitorament
Observar o odep 1eS5a0
. arterial . .
efeito de uma Avaliacio do Baixos niveis
noite de total ul(;s o de B-amiloide
(OOMS et al., | Humanos/Home | privagao de pu 42 no LCR,
Medida da - .
2014) ns sono na apos 10 horas
~ temperatura o
concentragdo de privagéo
o corporal
de amiloides . do sono.
Registro
no LCR. . ,
polissonografic
0.
PS aumentou
a
concentragao
plasmatica da
fragdo f-
amiloide 40,
mas nio a
fragao 42.
Aumento de
B-amiloide
Avaliar o t(c))rtf:lilonal
distarbios no ELISA para medir prop
. ~ ao tempo de
metabolismo Vieilia total de concentragdo de vieilia. PS
(WEl etal,, | Humanos/Home | cerebral de f3- ) 4ghoras (8am marcadores importantes dir%l imiiu a
2017) ns ¢ Mulheres amiloides Uso de kits WST-1 e ~
— 8am) . concentragao
causados pela TBA para determinar lasmatica
privagdo de SOD e MDA. p
sono dos receptores
' sLRP1 e
sRAGE PS
diminuiu os
niveis séricos
de SOD
(Superoxido
Dismutase) e
aumentou o
MDA
(Malonaldeid
0).
Compreender | Andlise em Grupo
o papel do laboratorio de controle teve
distarbio sono durante escores
comportament |  dois dias e maiores que o
al do sono uma noite. grupo PD-
REM na Exames RBD no
(GAUDREAU | Humanos/Home disfuncéo neuroldgicos ) Exame
LT etal.,2013) | ns e Mulheres cerebral para avaliagdo MMSE. Sem
decorrente do de RBD’s. diferencas
Parkinson, Realizacdo de entre
particularmen |  Potenciais variaveis
te em regides | Relacionados a clinicas dos
cerebrais Eventos nos grupos com
posteriores. pacientes. Parkinson

Editora e-Publicar — Ciéncias Bioldgicas: Desenvolvimento em pesquisas aplicadas,

Volume 1.

141



(DP-RBD ¢
DP-NRBD).
NRBD
apresentou
menos
alteracdes
cognitivas
que o RBD.
ERP em
detalhes.

Comparar a
ocorréncia de
distarbios do
sono (insodnia,
ma qualidade,

sonoléncia
diurna) entre

Questionarios
sobre
informagdes
demograficas e
condigdes
clinicas (ESS,
PSQI, Escalas
de depressdo e

Disturbios de
Sono mais
presentes no
grupo com
epilepsia. Ma
qualidade foi
o principal
distarbio.
Maior
ocorréncia de
depressao e
deansiedade

(IM et al., Humanos/Home . . no grupo com
pacientes com | ansiedade, 2
2016) ns ¢ Mulheres o ) epilepsia, bem
epilepsia e | medicamentos cOmo menor
pacientes para induzir 1so de alcool
saudaveis e sono, e tabaco. OR
determinar os | insuficiéncia mos tré)u
fatores subjetiva de relacio
associados sono, uso de sieni ﬁ(éativa
aos distlrbios. | alcool e tabaco g
etc) entre
’ distarbios do
sono
(sobretudo ma
qualidade) e
epilepsia.
Autorrelato
subjetivo sobre Maior
as horas de proporgao de
sono em uma sono de curta
noite tipica de duragdo (<
. sono. Declinio 6h). Nenhuma
Investigar a .o . -
relacio entre significativo relacdo entre
agao definido na terapia
privagdo do ~
5010 (5010 funcao hormonal e
insuficiente) cognitiva duragdo do
(CHEN et al Humanos/Mulhe declinio > | global avaliado sono. Houve
? res idosas o pelo em média 800
2016) cognitivo leve . . o
¢ deméncia modifiedmini- 1nd1v1du0§
em loneo mentalstateexa com declinio
razo (es%u do m (3MYS); cognitivo leve
{)on itudinal) incidéncia de e 550 novos
& ’ CCL ou casos de DCL
provavel e deméncia
deméncia durante uma
avaliados pelo média de 7,5
WHIMS de 4 anos.
fases.

Tabela 1- Panorama geral dos estudos clinicos.
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Tabela 02-Estudos pré-clinicos

Verificar a
interferén
:iljadgo Campo Corticosterona 3-
privag Aberto ~ 4x maior nos
de sono Labirinto Concentragao camundongos
(ROTHM no i Plasmatica de . &
Camundongos . | Aquatico de . privados de sono
AN et al., . metabolis . Corticosterona -
3xTg/Machos e Fémeas Morris e . pTau e B-amiloide
2013) mo de Analise de tecido .
fatores M.e (.10 por Immunoblot mats elevafios nos
relacionad Condicionad grupos privados
0 de sono.
0s ao
Alzheimer
Avaliar de PS prejudica
que forma Imunocoloragao, capacidades de
a privacao Avaliacio Imunoblotting, memoria e de
de sono da ¢ Imunohistoquimica, | aprendizagem.
piora capacidade Western blotting, Aumento do
problemas P . ELISA no depdsito de placas
Camundongos selvagens e de memoria . .
(QIU et o we AEO de hipocampo para senis nos ratos
transgénicosABPP*V¢/PS1 L ede .
al., 2016) . memoria, . verificar a PS. Aumento de
/Machos e Fémeas . aprendizage ~ .
aprendiza m concentragdo de pTaufosforilada
gem e . peptideo B-amiloide, | em ratos PS. PS
Interagdo :
aumenta o social método de TUNEL | causa disfungdo
risco de ’ (dUTPnickendlabeli | mitocrondrial e
Alzheimer ng). apoptose
. neuronal.
Avaliar de PS prejudica
que forma Imunocoloragao, capacidades de
a privagao Avaliacio Imunoblotting, memoria e
de sono da ¢ Imunohistoquimica, | aprendizagem.Au
piora capacidade Western blotting, ’rr!ento do
Camundongos selvagens | problemas de memoéria ELISA no deposito de placas
(LONG et WTe de o hipocampo para senis nos ratos
al., 2010) | transgénicosABPPs"¢/PS14E? | memoria, aprendizage verificar a PS.Aumento de
/Machos e Fémeas aprendiza P m & concentragdo de pTaufosforilada
gem e Intera. %o peptideo B-amiloide, | em ratos PS. PS
aumenta o sociesl método de TUNEL | causa disfungdo
risco de ' (dUTPnickendlabeli | mitocrondrial e
Alzheimer ng). apoptose
neuronal.
Capacidade de
Obse’rve'lr escalar afetada
possiveis Teste de ela procressio
defeitos Fototaxia pela prog
na (IF) do Parl.qnson.
(CASSOL Moscas do género memoria Indice de . L. Baixo
. . Imunohistoquimica | desempenho de
-JR et al., Drosophila/Sem sexo de curto | Sensibilidad .
. .. RT-PCR aprendizagem e
2010) definido prazo, e a Quinina =
’ memoria.
apos (ISQ) R
S Diminui¢do na
privagdo Teste de L
de sono Escalada transcricao de
receptores
em P
dopaminérgicos
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modelo de

devido a a-

Parkinson. sinucleina. IF e
I1SQ néo sofreram
alteragdes.
. Expressdo de
Aver;guar promotor de
ocorréncia morte celular
de Observagéo do associada a BCL-
apoptose tecido cerebral por 2 (B-cell
ngufonal Teste de microscopia lymphoma-2);
(AVRAH induzida Plataformas eletronica, Expressao do
. Multiplas Imunobbloting, citocromo c.
AM et al., Ratos Wistar/Machos pela . ~
2011) privacio para Western blot junto Expressao de
rivagdo de com anticorpos e APAF-1.
do sono | PrVa¢ P
REM sono REM | reagentes especificos Alteragdo de
devido & para analise do aspectos
acio de mesmo tecido morfoldgicos nas
regce tor mitocondrias de
a{) ratos OS.
Niveis de
corticosterona
Verificar normais. Fra¢oes
de que de f-amiloides
forma a Western blot _cm nivels
rivagio RT-PCR significativament
]210 sono Labirinto Concentracio de e mais elevados
(CHEN et Ratos Sprague- Aquatico de . ¢ em ratos PS.
acelera a ) corticosterona e f3- N
al., 2017) Dawley/Machos progressé Morris amiloides medida Laténcia de
oda (MWM) por ELISA escape (MWM)
doenca de maior em ratos
Alzheimer PS. Proteinas
precursoras de 3-
amiloide mais
elevados em ratos
PS.
Compreen
der os
diferentes
mecanism | Labirinto em T
os v Diminui¢go do
afetados Teste da COLeIZf; ?n(:; to
(DI pela gaiola - . & ~
MECO: rivacio | locomotora Radioimunoensaio | (MC). Fragdes de
’ Ratos 3xTg/Machos e privag de precipitacdo B-amiloide
JOSHI; de sono Medo . ;.
PRATI (’: Fémeas e Condicionad Imunohistoquimica aumentadas no
0, 2014) pre‘jlu dica N com tecido cerebral tecido
m fungdes | Labirinto cere‘tc)roeﬁizsmm
cerebrais | Aquatico de .
relacionad Morris pTaufosforilada.
as ao
Alzheimer
Verificar | Sistema de Imunocoloracio Produgdo de -
(TABUC Moscas do eénero de que | monitorizacd PCR ¢ amiloide leva ao
HI et al., Droso hgila forma o | o Trikinetics Tratamento de calor | S°1° reduzido e
2015) p sono durante e Paraquat fragmentado. PS
modulaa | periodo de 4 noturna aumenta
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excitabilid | privacdo de | Uso de levetiracetam a carga de
ade sono. em experimentos peptideo B-
neuronal. amiloide.
Manipulagdo da
excitabilidade
neuronal altera o
acimulo de
peptideo B-
amiloide.
Declinio
Labirinto cognitivo de
Aquatico de memoria e
Morris aprendizagem
Avaliaros | (MWM) observados nos
distarbios | Tarefa de testes
do sono e | Reconhecim comportamentais.
alteragdes ento de Deposigao de B-
Camundongos com DA no EEG Objetos ' Coloracao ami!oide e
(ZHANG ABPP*Y¢/PS14E9 ¢ que (TRO) imunofluorescente fosforilacao de
et al., B cursam | Labirinto em no cortex e pTau no cortex e
camundongos selvagens . .
2019) com O Y hipocampo hipocampo de
WT g
estagio EEG para camundongos
inicial da | monitorame ABPPs¥¢/PS14F9
doenga de nto da mais velhos (6
Alzheimer | atividade meses).
cerebral Alteragdes no
durante o EEG e no ciclo de
sono. sono-vigilia nos
diferentes
estagios da DA.
Tabela 2- Panorama geral dos estudos pré-clinicos
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RESUMO

O futebol ¢ um dos esportes mais praticados no mundo e possui um alto componente aerdbico,
podendo este ser influenciado pelas varidveis antropométricas e de composi¢do corporal,
consequentemente repercurtindo assim na eficiéncia do atleta dentro da partida. Devido a isso,
o0 objetivo da presente pesquisa ¢ avaliar as varidveis antropométricas, de composi¢ao corporal
e de capacidade aerdbia de atletas de categoria de base sub-19 de futebol de campo. O estudo
foi composto por 37 atletas com 17,86 = 0,75 anos, estatura 1,75 = 0,06m, peso 66,15 = 9,90kg,
e indice de massa corpdrea (IMC) 21,41 + 2,33Kg/m2. Para avaliagdo da composi¢ao corporal
o método de dobras cutaneas de 4 dobras e a medigao da estatura foi realizada no estadidmetro
Sanny (ES2040) fixado a parede. O teste de Cooper de 12 minutos (TC12) foi utilizado para
avaliar a capacidade aerdbia. Para a analise da normalidade foi utilizado o teste de Shapiro-
Wilk (p <0,05). Os valores sdo apresentados em média e desvio padrdo, em valores absolutos
(Kg ou s) e relativos (%). Os atletas foram classificados como “eutrofico” (p=0,71) no IMC, e
massa gorda (%MG) como “6tima” (p= 0,49). No teste de Cooper de 12 minutos (TC12) foram
classificados como “muito fraco” e Déficit Funcional Aerébico (FAI) de 30,29 + 10,77 abaixo
do previsto. Apesar disso, estes foram classificados como “executantes de atividade vigorosa”
em relagdo aos equivalentes metabolicos (METs) gastos. Sendo assim, apesar de os atletas
apresentarem adequado componente morfoldgico, em se tratando da capacidade aerdbica esses
apresentam um déficit funcional aerdbio.

PALAVRAS-CHAVE: Futebolistas, Antropometria, Capacidade aerdbia, Jovens atletas,
Desempenho atlético.

INTRODUCAO

O futebol ¢ um dos esportes mais praticados no mundo (CONMEBOL, 2016). Fato

evidenciado no Brasil com maior intensidade devido a aspectos como a grande miscigenagao
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do seu povo e sua historia vitoriosa no cenario mundial, transformando o futebol em uma

identidade nacional (GONCALVES et al., 2016).

Se por um lado percebe-se numerosos clubes visando maiores niveis profissionais para
os jogadores de categorias de base do futebol, por outro, observa-se a especializagdao precoce
desses individuos for¢ando-os a obter altos rendimentos em pouco tempo (MANTOVANI et
al., 2008). Treinar jovens no esporte representa uma tarefa complexa, que deve ser
compreendida e desenvolvida a longo prazo (BETTEGA, 2018). Segundo Siqueira et al.
(2007), essa complexidade se da principalmente pelo fato de estarem passando pelo periodo
puberal, que repercute em um conjunto de mudangas bioldgicas e fisicas que acontecem de
forma sequencial e ordenada, relacionadas com o crescimento e desenvolvimento, tanto fisico
como psicologico, levando o individuo a atingir o estado adulto. Entretanto, ainda segundo os
autores, o periodo de manifestacdo de cada componente retrata uma diversidade e uma

variabilidade interindividual.

Herdy et al. (2013) relatam que os atletas sofrem grandes mudangas morfofuncionais
devido a influéncia da puberdade e da fase pos-pubere, ficando extremamente dificil separar as
alteragdes advindas do treinamento daquelas que estdo associadas ao crescimento maturacional,
dentre eles entre aumento da massa corporal e adiposidade (CUMPIAN-SILVA et al., 2018).
Para Digionani (2012), é necessario que haja a adequagao das exigéncias esportivas a maturacao
fisiologica e psicologica do atleta, evitando sobrecargas de treinamento, lesdes e até mesmo o

abandono do esporte.

Alguns autores acreditam que as varidveis antropométricas como estatura e massa
corporal é quem influenciam nas capacidades e habilidades fisicas dos atletas (FONSECA et
al, 2004). Ao contrario, ha pesquisadores que acreditam que diferengas na composicao corporal
ocorrem devido ao tipo de treinamento, esta relacionada com a posi¢do que ocupam na equipe
(MATTOS e JABUR, 2008). Outros autores atribuem a diferenciacdo da composicao corporal
baseada em fendtipos individuais, sendo eles relacionados com a adiposidade (F1), puberdade
(F2), alteragdes bioquimicas (F3) e muscular (F4) (LAUX; ZANINI, 2016), defendendo que
cada pessoa ira apresentar caracteristicas fisicas e metabdlicas de maneira individualizada e ja
determinada. Porém independente de quem ird alterar a antropometria e a composi¢ao corporal,
0 que se sabe ¢ que para um bom desempenho, os atletas devem apresentar um percentual de
gordura adequado (5 e 12% do peso corporal), levando em conta também a satde desse

individuo (KAMONSEKI et al., 2019).
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Segundo Kamonseki et al. (2019), o percentual de gordura de forma elevada pode

diminuir a eficiéncia em agdes de deslocamento como a corrida e saltos. No que diz respeito ao
futebol, a velocidade, a resisténcia anaerobia e a for¢a muscular sdo as capacidades fisicas mais
valorizadas durante as seletivas pelos clubes por estarem presentes em gestos motores
especificos do futebol. Porém a energia proveniente relativa a 88% das movimentagdes dos
jogadores de futebol vem do metabolismo aerobico, considerando que os atletas percorrem
aproximadamente 10 km em uma partida total (RAVAGNANI et al. 2013). Tendo em vista o
alto grau de utilizagdo nas partidas, a capacidade aerdbica ¢ uma valéncia fisica de suma
importancia para o desempenho durante os jogos, e por isso ¢ fundamental o seu planejamento
visando tanto a avaliagdo dos atletas como a adequagdo da capacidade aerdbica aqueles que se
apresentarem abaixo dos indices esperados, oferecendo suporte para o restante da temporada

(PORTELA et al., 2018).

Sendo assim, o conhecimento do perfil antropométrico e de desempenho fisico dos
atletas no periodo da pré-temporada é necessario para tragar os objetivos e metas para o periodo
subsequente ¢ com isso melhorar o rendimento esportivo da equipe (RAVAGNANI et al.,
2013). Dessa forma, as avaliagdes devem ser realizadas de maneira cientifica para controlar
mudangas nos componentes corporais € manter a satide do atleta (ROSSETTO et al., 2017).
Logo, a determinagdo das caracteristicas antropométricas, da composi¢cdo corporal e das
capacidades fisicas se tornam fundamentais para o €xito de uma equipe, nao s6 durante um
jogo, mas durante toda a temporada, visto que tais informag¢des podem e devem ser utilizadas
pelo treinador para modificar a fun¢ao do jogador ou até mesmo mudar a forma tatica de toda
equipe, com o objetivo de potencializar o desempenho, uma vez que cada posi¢cdo manifesta

caracteristicas especificas (SOTAOQ, 2013).

A hipotese inicial dessa pesquisa € de que por se tratar de individuos atletas de categoria
sub-19 de futebol, os avaliados dessa pesquisa tenham indices antropométricos e de capacidade
aerdbica condizentes com a modalidade, sugerindo que o estresse decorrente do treinamento no
futebol pode ser eficaz para induzir alteracdes morfofuncionais e fisioldgicas. Assim sendo, o
presente estudo tem por objetivo avaliar as varidveis antropométricas, de composi¢ao corporal

e de capacidade aerdbia de atletas de categoria de base sub-19 de futebol de campo.
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MATERIAIS E METODOS

TIPO DE PESQUISA E AMOSTRA

O presente trabalho trata-se de uma pesquisa do tipo transversal e descritiva, com analise
quantitativa. A amostra ¢ caracterizada sendo do tipo ndo probabilistica por conveniéncia.
Foram aplicados os seguintes critérios de inclusdo: a) Individuos do sexo masculino, b)
Categoria de futebol sub-19, c) Que estivessem treinando ativamente dentro do clube e d) Que
nao tivessem nenhuma limitagao de origem musculo esquelética que os impossibilitassem de
realizar os testes. Em relacdo aos critérios de ndo inclusdo, foram aplicados os seguintes
critérios: a) Atletas que ndo concordasse colaborar de alguma das etapas da pesquisa, b) Quem
ndo obtivessem consentimento de seus responsaveis ou ¢) Quem nao assinasse o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e/ou Termo de Assentimento Livre Esclarecido
(TALE). Como critérios de exclusdo da amostra foram aplicados os seguintes parametros: a)
Caso o participante ndo estivesse dentro dos critérios estabelecidos pelo Questionario de
Prontiddo para Atividade Fisica (PAR-Q) ou b) Nao cumprisse com alguma das etapas do

protocolo de avaliagdao. Nesses casos o participante seria considerado como perda amostral.
PROCEDIMENTOS ETICOS

Ap6s os esclarecimentos dos procedimentos técnicos e éticos da pesquisa, os atletas que
possuiam idade maior ou igual a dezoito anos assinaram o TCLE. Para os participantes com
idade inferior a 18 anos, o seu responsavel deveria assinar o TCLE e o participante assinar o
TALE. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da Universidade Federal
do Maranhao (CAE:17239213.8.0000.5087).

PROCEDIMENTO DE COLETA DE DADOS

Foram solicitados previamente os seguintes procedimentos: a) Todos os testes seriam
aplicados durante o periodo da tarde entre 13 as 17h, na sala de Avaliacdo Fisica e também no
Laboratoério de Fisiologia da Faculdade Pitdgoras Turu I, Sdo Luis do Maranhao (Brasil), b) Os
participantes deveriam estar vestidos com o uniforme de treino do time durante os testes, c)
Deveriam se alimentar até 3hs antes das avaliagdes, d) Nao poderiam tomar nenhum tipo de
bebida energética no dia das avaliagdes, €) Nao poderiam realizar nenhum tipo de esforgo fisico

intenso até 48hs antes dos testes e f) Deveriam dormir de 6 a 8hs na noite anterior aos testes.

A avalia¢do antropométrica foi realizada através da medicao das seguintes variaveis:

estatura (m), massa corporal (Kg), IMC (massa corporal/estatura?), percentual de gordura (%G),
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massa gorda absoluta (MG em Kg), percentual de massa magra (%MM), massa magra absoluta

(MM em Kg) e dobras cutaneas (4 dobras).

A mensuracdo da estatura e do peso corporal seguem os protocolos descritos
anteriormente pelo grupo (DA SILVA et al., 2020). Na mensuragdo da estatura foi utilizado o
estadiometro (Sanny ES2040) fixado a parede A mensuragdo do peso foi efetuada com a
balanca digital com carga maxima de 200K g (Bioland-EF912). A determinagao dos indices de
massa corporal (IMC) e do percentual de gordura (%G) foram calculados através do software

de avaliacdo fisica Body Move (Body Move Systems).

Para o IMC utilizou-se a seguinte classificagdo: Magro ou baixo peso (<18,5), normal
ou eutréfico (18,5-24,9), sobrepeso ou pré obeso (25-29,9 Kg/m?2), obesidade 1 (30-34,9
Kg/m2), obesidade 2 (30-39,9 Kg/m2), e obesidade grave (>40,0 Kg/m2) (MANCINI, 2016).

Para realizar as mensuracdes das dobras cutineas utilizou-se o adipometro (Innovare,
CESCORF) com precisdo de 1 milimetro. O protocolo para verificagao do %G utilizado foi o
de Durnin & Womersley (1974), que utiliza quatro dobras cutaneas (subescapular, tricipital,
supra iliaca e bicipital). Foi utilizada a seguinte classificacdo em relacdo ao G%: muito baixo
(<6%), baixo (6-10%), 6timo (10,01-20%), moderadamente alto (20,01-25%), alto (25,1-30%)
e muito alto (>31%) (BOTH et al., 2014).

A avaliagdo da capacidade cardiorrespiratéria foi realizada através da aplicagdo do teste
de Cooper, o qual determinava que os jogadores deveriam percorrer a maior distancia possivel
correndo ou caminhando em tempo total de 12 minutos (COOPER, 1982). Através do software
Body Move, foi calculado o VO2 méx. obtido, VO2méx. previsto, o Equivalente Metabolico
(MET) e o Déficit Aerobico (DA) e classificados por nivel de condicionamento obtido pelos
valores do VO2 max, de acordo com a tabela de classificacao do teste de Cooper. Em relacao a
intensidade, segundo modelo proposto por Pate et al. (1995) os METs sdo classificados em: <

3 METs — atividade leve; 3 a 6 METs — atividade moderada; > 6 METs — atividade vigorosa.
ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizada uma estatistica descritiva e realizado o teste de Shapiro-Wilk para
verificagdo da normalidade e distribuicao dos dados. Tais valores sdo apresentados em média e
desvio padrao. O tratamento dos dados foi através do programa estatistico BioEstat 5.0 e

adotado um nivel de significancia de p<0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo teve por objetivo avaliar as variaveis antropométricas e capacidade
aerobia de atletas de categoria de base sub-19 de futebol de campo. No total, 37 individuos
participaram das avaliacdes. Os dados de caracteriza¢do da amostra sdo apresentados na Tabela

1.

Tabela 1. Valores médios da caracterizagdo da amostra e valores antropométricos de atletas de futebol sub-19

Variaveis Média + DP p
Idade (anos) 17,86 £0,75 <0,05
Estatura (m) 1,75 £ 0,06 0,76

Peso (Kg) 66,15 +9,90 0,09
IMC (Kg/m?) 21,41 £2,33 0,71

G (%) 12,95+ 3,46 0,49

G (Kg) 8,71 +3,23 <0,05
MM (%) 87,04 £3,46 0,49
MM (Kg) 57,30 = 7,90 0,40

Legenda: G: Gordura IMC: Indice de massa corporal; MG: massa gorda; MM: massa magra; RCQ = Relagdo
cintura quadril; DP: Desvio padrdo. Teste de normalidade de Shapiro Wilk (p < 0,05).

Em relacdo a classificagcdo do IMC, 78,38% (n=29) dos participantes, ou seja, a maioria
da amostra sdo classificados como eutrofico, seguido de 13,51% (n= 5) como baixo peso e
8,11% (n= 3) como sobrepeso. Quando analisado o %G, 78,38% (n = 29) apresentaram a
classificagdo como otima. Destes, 13,51% (n= 5) e 8,11% (n= 3) foram classificados
respectivamente como baixo e moderadamente alto percentual de gordura. De acordo com
Ravagnani et al. (2012), a avaliagdo antropométrica € importante para a orientacdo de controle
de peso, intervindo de forma positiva sobre a performance dos atletas. Tal qual, ¢
imprescindivel na determinacdo do perfil antropométrico para estimar a massa corporal ideal
para os futebolistas, além de controlar as mudangas na composi¢ao corporal conforme a idade

(LAUX; ZANINI, 2016).

Na presente pesquisa, os atletas avaliados apresentaram valores de peso corporal
(66,15+9,90 Kg), estatura (1,75+0,06 m), IMC (21,41£2,33 Kg/m?), Massa Gorda (8,71+3,23)
e Massa Magra (57,30+7,90 Kg) compativeis com a literatura. Em concordancia com a
Organizacao Mundial de Saude (OMS, 2015), individuos que possuem o IMC menor que 25
kg/m? ndo apresentam sobrepeso. Sendo assim, o IMC médio dos avaliados foi classificado
como normal/eutréfico, ndo apontando riscos a saude. Valores aproximados de peso corporal
(69,91 + 7,65Kg), estatura (1,76 £ 0,5 m) e IMC (22,43 + 1,71 Kg/m?), Massa Gorda (8,11 £
3,81 Kg) e Massa Magra (61,8 + 3,84 Kg) também foram encontrados na pesquisa de Laux e

Zanini (2016) que investigaram a mesma populagao.
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Segundo Rossetto et al. (2017), existe uma dificuldade na literatura em achar um padrao

ideal do %G para as diversas categorias de atletas de futebol, no entanto, a referéncia para
atletas profissionais encontra-se entre 7 a 14%. De acordo com Kamonseki et al. (2019), para
um bom desempenho atlético, o %G deve estar entre 5 ¢ 12% do peso corporal, sendo que
valores acima do recomendado podem diminuir a eficiéncia em a¢des de deslocamento como a
corrida e saltos, e valores abaixo do esperado nao sao recomendados por motivos de prejuizos
a saude. Referente ao percentual de gordura dos avaliados, o valor apresentado pelos atletas

desta pesquisa se encontra dentro do estabelecido pelos autores.

Tabela 2. Valores médios referentes as avaliagdes da capacidade aerdbica em atletas de futebol sub-19.

Variaveis Média = DP p
Distancia (m) 2060,54 + 238,92 0,39
VO, max obtido (ml/kg/min.) 35,05+ 5,41 0,34
VO? max previsto(ml/kg/min.) 49,64 + 1,43 <0,05
FAI (%) 30,29 + 10,77 0,45
MET 8,43 +£ 0,40 < 0,05

Legenda: MET: Equivalente Metabolico; FAI: Déficit Funcional Aerobico. DP: Desvio padrdo. Teste de
normalidade de Shapiro Wilk (p < 0,05).

No teste de Cooper de 12 minutos (TC12), 59,46% (n= 22) dos participantes, ou seja, a
maioria da amostra, sdo classificados como muito fraco, seguido de 8,11% (n= 3) como fraco,
29,73% (n= 11) estdo na média, e 2,70% (n= 1) como bom. De acordo com o Colégio
Americano de Medicina do Esporte (ACSM, 2007, apud RONDON, 2017), a distancia média
alcangada pelos individuos desse estudo, 2.040 m equivale a uma classificacdo muito fraca de

aptidao aerobia quando comparado ao valor considerado pelo ACSM como bom (2.520 m).

Ravagnani et al. (2012) avaliou os valores de VO2 méx de acordo com a posi¢cdo em
que jogavam, e encontrou os valores de 55,4+3,5 ml/kg/min’! para o goleiro, 53,8+4,0

ml/kg/min™! para o defensor, 55,4+3,6 ml/kg/min’!

para o meio-de-campo ¢ de 56,3%1,9
ml/kg/min’' , para o atacante, todos classificados como excelente. Esses valores bem superiores

aos encontrados no presente estudo (34,32 + 5,4156,3+1,9 ml/kg/min™V.

Através do VO2maéx previsto ¢ criado um subsidio informativo sobre as condigdes em
que o avaliado deveria se apresentar de acordo com as suas caracteristicas individuais (idade,
sexo, peso e nivel de atividade fisica), obtendo assim parametros de capacidade aerdbica a
serem comparados. O Déficit Aerdbio Funcional (FAI) atua como um indicador em termos de
percentuais do quanto o avaliado estd acima ou abaixo do VO2 max previsto, sendo mais facil

demonstrar ao avaliado o grau de sua condicao fisica (SEVERIANO, 2010).
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Em nosso estudo, os atletas avaliados obtiveram um VO:max de 34,32+5,41 ml/kg/min

I, Tal valor encontra-se bem abaixo do VO2méx previsto para este grupo (49,79+1,43
ml/kg/min™V, ou seja, um FAI de 30,29 + 10,77% de déficit. Sendo assim, esses resultados
reforcam os apresentados pela classificacdo através da distdncia no TC12. Pelo fato da
capacidade aerdbica ser um importante componente para a performance no futebol, devido a
longa duracao do jogo e a necessidade de recuperacao entre estimulos de alta intensidade, os
atletas da presente pesquisa demonstraram ndo ter uma aptidao aerodbia condizente com a
modalidade, necessitando assim de uma adequagdo dos treinos para que essa deficiéncia seja

superada (SOUSA; PRACA; GRECO, 2017).

Em relagdo a intensidade, os METs, 100% (n = 37) dos participantes foram classificados
como executantes de atividade vigorosa. Os METs cujo valor foi 9,81 £ 1,54, pode ser
caracterizado como de elevada intensidade. De acordo com Ainsworth et. al, (2000, apud
MELO, 2008), as atividades acima de 6 MET sdo classificadas como vigorosas. Neste caso
podemos destacar que o futebol ¢ uma modalidade de alta intensidade. Contudo, ¢ insatisfatoria
a literatura sobre a intensidade de jogos no futebol, pois nao foi encontrado muitos artigos que

apresentasse resultados expressos em kcal/min e MET.
CONSIDERACOES FINAIS

Sendo assim, pode-se concluir que os atletas se apresentam dentro dos valores esperados
de antropometria € composi¢ao corporal para a idade e modalidade esportiva que praticam. Em
relacdo a capacidade aerdbica, destacam-se valores diminutos, apresentando assim uma baixa
resisténcia aerobica. Em vista disso, ¢ fundamental a aten¢ao nas avaliagdes, pois € um periodo
de muitas transformagdes no desenvolvimento para que consequéncias futuras ndo interfiram

negativamente no processo de profissionalizacao nas categorias subsequentes.

Considerando essas informagdes, os profissionais de Educacao Fisica devem avaliar os
jogadores através de diversos testes e relacionar os resultados com os desempenhos nas partidas,
0 que exponenciaria as possibilidades de erro no processo de selecdo. Entdo sugere-se outros
recursos como recordatorios nutricionais, de atividades fisicas, econdmicas e sociais como
forma de conhecer a realidade desses atletas, e esses resultados poderem servir de subsidios
para implementag¢do de a¢des direcionadas individualmente como forma de suprir determinadas

necessidades que possam estar influenciando no rendimento.
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RESUMO

As malformacgdes uterinas e/ou anomalias congénitas s3o achados pouco comuns e constituem
um grande desafio a clinica ginecoldgica, relacionado ao fato de que a maioria nao ¢
diagnosticada antes de uma gestacdo por serem assintomdticas ou por serem apenas
diagnosticadas apds a manifestacio de complicacdes obstétricas ou infertilidade. As
malformagdes podem estar associadas ao abortamento de repeticdo, apresentagdes fetais
andmalas, posicao fetal pélvica, infertilidade, parto prematuro e gestagdes complicadas por
trabalho de parto prematuro. O termo prematuridade ou pré-termo resulta quando a gestacao ¢
interrompida com um nascido vivo antes de completar a 37* semana, ou com peso igual ou
inferior a 2.500 gramas. Est4 relacionado a complicagdo como mortalidade infantil e neonatal.
Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi descrever um relato de caso de titero bicdrneo
associado a duas gestacdes com parto prematuro, onde, na primeira gestacdo, a paciente
apresentou histérico de tratamento para engravidar. Gestagdo 1: A gestacao correu dentro dos
tramites adequados, com ganho de peso considerado normal, porém, com queixas de dores por
volta de 30 semanas resultando em prematuridade, como consequéncia. O parto cesariana
ocorreu com 34 semanas sem intercorréncias € o recém-nascido ficou na Unidade de
Tratamento Intensivo Neonatal (UTIN). Gestagao 2: paciente apresentava ganho de peso de 20
quilos em relagdo a gestacdo anterior, porém, com ganho de peso adequado durante a gravidez.
Todo acompanhamento de pré-natal foi realizado dentro da normalidade, com historico de
perda de liquido amnidtico cerca de 8 dias antes do parto, resultando em parto cesariana
prematuro com 33 semanas. O recém-nascido ficou internado na UTIN. Conclusdo: O
diagnostico precoce ¢ a melhor forma de prevenir intercorréncias durante a gestacdo. Quando
se trata de malformagdes uterinas, o diagnostico precoce evita muitos transtornos durante o
periodo fértil da mulher. No presente estudo, mesmo com toda a assisténcia disponibilizada e
ofertada as gestagcdes evoluiram para um parto pré-maturo.

PALAVRAS-CHAVE: Anomalia congénita, malformagdo uterina, parto prematuro, Utero
bicorneo
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INTRODUCAO

MALFORMACOES UTERINAS

As malformagdes uterinas ou anomalias congénitas sdo condi¢des associadas ao
desenvolvimento do aparelho reprodutor e representam risco durante a gestacdo. Essas
anomalias t€ém origem durante a vida embrionaria, em consequéncia da falha de reabsor¢ao ou
fusdo dos ductos miillerianos (BADALOTTI et al., 2005; FERREIRA et al., 2007). “Os ductos
de Miiller representam os componentes primordiais do trato reprodutivo feminino” (PERCOPE;
AQUINO, 2008) e se desenvolvem a partir da mesoderme (SOUTO; CUNHA, 2006;
DALL’AGNOL; MENEGAZZO; PERES, 2016). Na mulher, os ductos Miillerianos se
diferenciam apos fusdo em: trompas de Falopio, utero, cérvix e ter¢os proximal ¢ medial da
vagina, enquanto ocorre a degeneragdo dos ductos Wolferianos (PERCOPE; AQUINO, 2008;
DALL’AGNOL; MENEGAZZO; PERES, 2016; PASSOS et al., 2017). Ambos sdo precursores
do sistema reprodutor interno feminino e masculino, coexistindo de forma indiferenciada no
embrido até que os determinantes genéticos conduzam a diferenciagdo em ovarios ou testiculos

(ANTUNES, 2016).

As malformagdes uterinas congénitas podem estar associadas ao abortamento de
repeticao, parto prematuro, apresentagdes fetais anomalas, infertilidade, gestacdes complicadas
por trabalho de parto prematuro e apresentacdes pélvicas. Além disso, em alguns casos, causa
sintomas de dismenorreia e dispareunia, sao responsaveis por uma percentagem significativa
dos casos de amenorreia e as alteragdes do trato urinario associadas com maior frequéncia sdo:
agenesia renal, duplicacdo do utero e/ou vagina, duplicagdo renal e rim em ferradura

(DALL’AGNOL; MENEGAZZO; PERES, 2016).

Os sinais e sintomas mais frequentes variam de acordo com os tipos de malformagdes:
dor pélvica ciclica e abdominal, massa pélvica palpavel e dismenorreia. Amenorreia,
dispareunia, retencdo urindria, infertilidade e complica¢des obstétricas sdo menos comuns.
Contudo, estas manifestacdes se apresentam mais dolorosas, quando o septo vaginal funde com
parede vaginal, ocasionando a uma obstru¢ao completa. Se essa obstrucao for incompleta, os

sintomas podem ser tardios ou sutis (PASSOS et al., 2017).

Em outros casos, as pacientes portadoras de malformacgdes sdo oligossintomaticas ou
mesmo assintomaticas, preservando a fungdo menstrual, sexual ¢ até mesmo reprodutiva

(FERREIRA et al.,, 2007). Para que ocorram as malformacdes € necessario que haja
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interferéncia na embriogénese normal (BADALOTTI et al., 2005; FERREIRA et al., 2007).

Essas anomalias sdo classificadas em: o utero unicérneo, utero bicorneo, Utero didelfo, Utero
arqueado, utero septado (parcial ou completo), agenesia, hipoplasia e ttero infantil (Sociedade

Americana de Fertilidade, 1988; FERREIRA et al., 2007, CHRISTIANSEN; DETTI, 2017).
UTERO BICORNEO

E a mais comum das malformagdes uterinas, porém, ocasionam frequentemente
dificuldade no diagnoéstico. Resulta da falta de fusao completa do fundo uterino com o colo.
Acontece na deficiéncia da fusdo parcial e/ou distal dos ductos de Miiller, resultando em dois
fundos uterinos (cornos) com diferentes graus de fusdo, simétricos ou ndo (FERREIRA et al.,
2007), unidos ao nivel do istmo (FERREIRA et al., 2007; BEGUERIA et al., 2009),
apresentando frequentemente inico colo. Portanto, este tipo de alteracdo geralmente pode ser
confundido com utero septado (FERREIRA et al., 2007; BEGUERIA et al., 2009). O
diagnostico diferencial com o utero septado ¢ primordial devido as diferentes consequéncias
clinicas e estratégias terapéuticas (SOUTO; CUNHA, 2006), mas as vezes ¢ dificil,
principalmente se a avaliagdo pela ultrassonografia se restringe a via endovaginal. O Utero
bicorneo, pode estar associado ao septo vaginal longitudinal ou obliquo (FERREIRA et al.,
2007) e apresenta menos complicagdes obstétricas, podendo requerer cirurgia nos casos de

abortos de repeticdo sem outras causas identificadas de infertilidade (SOUTO; CUNHA, 2006).
PREMATURIDADE

Parto prematuro ou pré-termo ¢ a intercorréncia do nascimento antes do termo, ou seja,
resulta em um nascido vivo com idade gestacional inferior a 37 semanas ou entre 140 e 257
dias apos o primeiro dia da Gltima menstruagao. Diversos estudos tém citado aumento crescente
no nascimento prematuro em varios paises, inclusive naqueles desenvolvidos (BERGER et al.,

2016; TUON et al., 2016; HENRIQUES et al., 2019; ORTELA, et al., 2020).

Os partos prematuros (PPT) podem ser classificados de duas formas: espontaneo e
induzido. O parto é denominado espontaneo quando a mulher evolui para o trabalho de parto
espontaneamente, ou quando ocorre ruptura das membranas sem intervengdo clinica. E
denominado induzido quanto existe interferéncia médica em virtude de intercorréncias
relacionados a mae e/ou ao feto. Os motivos mais frequentes sao placenta prévia, pré-eclampsia

grave, sofrimento fetal, descolamento prematuro de placenta. A maioria dos PPT ¢é espontanea,
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porém a taxa do PPT induzido apresenta aumento correspondente a 20% na atualidade

comparado aos dados de 1990 (BERGER et al., 2016).

A prematuridade espontanea ou induzida ¢ motivo de grande preocupagdo, considerada
uma complicagdo obstétrica frequente com grandes repercussoes visto que suas complicagdes
estdo associadas a mortalidade neonatal e infantil, incluindo paralisia cerebral, cegueira,
doencas respiratdrias, incapacidades, déficit cognitivo e surdez e ainda ¢ considerado um grande
desafio a saude publica de todo o mundo, além de gastos com saude e atendimento na rede de
atencdo especializada. Mesmo com os avancos conquistados na sobrevida desses recém-
nascidos em decorréncia das melhorias relacionadas ao pré-natal e ao parto neonato, as sequelas
e agravos associados contribuem com até 75% da mortalidade. E de extrema relevancia ressaltar
que tanto a prematuridade quanto o 6bito infantil sdo constructos da mesma rede causal e, que
os aspectos relacionados a inadequagdes do cuidado pré-natal tais como: inicio tardio apds o
primeiro trimestre do pré-natal, falta de acesso ao atendimento, frequéncia insatisfatoria,
nimero de consultas menor que seis ¢ ma qualidade do atendimento, impedem a possivel

intervengdo em tempo oportuno e habil (BERGER et al., 2016, TUON et al., 2016).

A Organizagao Mundial de Satide (OMS) demonstrou que em 2016, cerca de 15 milhdes
de recém-nascidos entre os nascidos-vivos foram prematuros, representando mais de 10% do
total dos nascimentos (HENRIQUES et al., 2019; LOPES, SANTOS, CARVALHO, 2019). Os
nascimentos prematuros geram gastos adicionais ao servico publico de saude devido ao
atendimento especializado de maior complexidade; muitas vezes em unidades de tratamento
intensivo, podendo repercutir na satde do individuo em longo prazo (HENRIQUES et al., 2019;
AYRES et al., 2021).

Entre alguns dos fatores de riscos que contribuem para o nascimento prematuro
espontineo incluem-se sangramento vaginal e/ou hemorragia pré-parto, histdria pessoal de
PPT, descendéncia afro americana, hipertensdo arterial, eclampsia, alteracio do volume do
liquido amnidtico, infeccdo do trato urinario, tabagismo na gestacdo, nivel socioecondmico,
baixo peso ou obesidade, gestagao multipla, estresse, ruptura prematura das membranas, idade
extrema: <16 ou >35 anos, hemorragia pré-parto, insuficiéncia do colo uterino, anomalias
uterinas congénitas, diabetes gestacional e fragilidade na assisténcia ao pré-natal, todos
apresentam efeito sobre a idade gestacional, inclusive com a presenga de intercorréncias. Ha
uma dificuldade em trabalhar com prevencdo ao PPT devido aos numeros de fatores

desencadeantes da patologia (BERGER et al., 2016; TUON et al., 2016).
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Ainda ndo foi estabelecido um tnico método para realizagdo do calculo da idade

gestacional (IG). Os métodos utilizados variam de acordo com os profissionais € apresentam
precisdo e limitagdes variadas, entre eles destacam-se: data da Gltima menstruardo (DUM), ultra
sonografia (USG) obstetra e exame fisico. DUM constitui a primeira preferéncia, isso quando
a gravida recorda com precisdo, se lembrada, podendo ndo ser a previsao real devido a algum
sangramento existente nos trés primeiros meses ou irregularidade menstrual. Com avangos
tecnologicos, a USG obstetra nos ultimos anos representa um aumento significativo na
indicagdo para estipular a IG e data provavel do parto (DPP). No entanto, a IG da USG ¢
calculada em conjunto com medidas fetais estabelecidas pela DUM, sendo varidvel em
detrimento de cada populacdo. Nas ocasides em que a mulher ndo realizou USG dentro do
primeiro trimestre de gestagdo e nao recorda a DUM, o calculo estimado pode ser feito nos
primeiros dias de vida do recém-nascido através de observacdo das caracteristicas fisicas e
neurologicas. Para o autor a utilizagdo do exame clinico para estabelecer a estimativa ¢ alvo de
criticas, existe uma grande inadequagdo na maioria dos escores acordados para realiza¢dao da

avaliacdo (HENRIQUES et al., 2019).

Diante do exposto e do acontecimento ser crescente em alguns paises, em especial o
Brasil e as causas serem diversas, evidencia-se a necessidade de melhor conhecer e entender as
caracteristicas das gestantes que foram acometidas decorrentes do PPT com intuito de melhor
compreender essa etapa da vida para posteriormente trabalhar em acdes de promocao a saude
da mulher e do recém-nascido (BERGER et al., 2016). Neste contexto, o objetivo do presente
estudo foi descrever um relato de caso de utero bicorneo associado a duas gestagdes resultando

em parto prematuro.
RELATO DE CASO
DADOS GERAIS

Paciente com 32 anos, parda, casada, menarca aos 15 anos, ciclo menstrual irregular,
queixas constantes de dismenorreia e disuria leve, negava dispareunia, passou por atendimento
médico inumeras vezes, com as mesmas queixas € sempre em uso de anticoncepcional com
trocas frequentes. Aos 18 anos, apds diversas consultas médicas com relatos de irregularidade
e atraso menstrual, com solicitagdo da USG, foi diagnosticada com dois cornos uterinos
divergentes (Gitero bicorneo), com ecotextura homogénea, sem evidéncias de lesdes focais, um
unico colo uterino € uma vagina nao septante. Endométrios ecogénicos, centrados, medindo 2,7

mm de espessura a direita e 3,5 mm a esquerda. Ovarios de volume e ecotextura normais.
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Ovarios direito: 1,6 x 1,4 x 1,9 cm (volume 2,5 ml); ovario esquerdo: 2,3 x 1,6 x 2,2 cm (volume

4,4 ml). Fundo de saco posterior livre. O corno uterino direito mostrava-se normal, em
continuidade com colo uterino e vagina, o corno uterino esquerdo também mantinha tamanho
normal, ambos medindo cerca de 5,7 x 2,7 x 5,7 cm (longitudinal x anteroposterior X transverso)
com volume de 41 ml. Nenhuma evidencia de duplicagdo vaginal foi observada. Ao exame
ginecoldgico, apresentava genitalia externa normal e septo vaginal longitudinal, que se estendia

até a regiao himenal e presenca de um colo uterino.

A participante de pesquisa fez tratamento com especialista ginecologista para
engravidar resultando em duas gestacdes. Ambas evoluiram com algumas intercorréncias,
ocasionando partos prematuros. O anonimato da paciente foi preservado neste relato, sendo
apresentados apenas dados da historia médica, sem identificacdo da mesma. A participante da
pesquisa consentiu, por escrito, em disponibilizar a utilizacdo de seus dados para fins

cientificos.
GESTACAO 1.

Durante primeira consulta de pré-natal, a paciente relatou DUM em 20-09-15. Com essa
informacao foi realizado célculo para DPP em 27-06-16. Utilizando esta referéncia para contar
a IG, em base de semana gestacional, na ltima consulta, a gestagcdo apresentava 33 semanas

(Tabela 1).

Ao exame USG obstétrico com translucéncia nucal, foi visualizado corno uterino direito
gravido (Tabela 2). A gestagdo apresentou algumas intercorréncias que resultaram em parto

prematuro.
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Tabelal. Demonstragdo da evolugdo das consultas obstétricas

Parametros Consultas

1? 2* 3 4" 5*
Data Dez/2015 Jan/2016 Fev/2016 Abr/2016 Mai/2016
Idade Gestacional (US) 13s 5d 19s 23s 1d 28s 5d 33s
Peso 58 58 59 62 64
Pressdo Arterial 100x60 100x60 100x60 100x60 100x60
Altura Uterina 13 19 22 26 32
Batimento Cardio Fetal 148 - 148+ 148+ 148+ 148+

*Sulfato Ferroso (40mg/dia) Uso continuo durante toda gestagio

*Acido Folico (Smg/dia)

Uso durante primeiro trimestre de gestagao

Avaliacao Clinico geral

Legenda: Dados obtidos de prontuario e cartdo de pré-natal. *(Fabricado por Natulab Laboratorio S.A, Bahia,

Brasil). Fonte: Os proprios autores.

Por se tratar de gestagdo de alto risco devido a presenga de utero bicérneo foram

realizadas seis USG durante o periodo gestacional (Tabela 2). Na Figura 1 observa-se imagem

de ultrassonografia obstétrica demonstrando utero bicérneo com feto Unico, vivo, em corno

direito.

Tabela 2. Exibe Resultado das Ultrassonografias Obstétricas (USG)

Datal Idade Gestacional
(USG)

Dez/2015 11 semanas, 3 dias

Jan/2016 17 semanas

Fev/2016 22 semanas, 4 dias

Mar/2016 24 semanas,1 dia

Abr/2016 28 semanas, 1 dia

Peso Fetal

181g

520g

689¢g

1.210g

Placenta

Grau 0

Grau 0

Grau 0

Grau 0

Liquido
Amniotico

Normal

Normal

Normal,
Normal,
ILA:13,6

Normal,
ILA:10,9

Observacao

Utero bicorneo, com corno uterino
direito gravido, feto Unico -
DPP:24-06-16 (40s)

Utero bicorneo, com corno uterino
direito gravido, feto unico, pélvico,
dorso a direita -DPP:23-06-16
(40s)

Feto tnico e vivo, pélvico, dorso a
direita - DPP:23-06-16 (40s)

Feto tnico e vivo, pélvico, dorso a
direita - DPP:23-06-16 (40s)

Feto tnico e vivo, pélvico, dorso a
esquerda - DPP: 23-06-16 (40s)
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Abr/2016  32semanas 1.923¢g Grau I/TI Normal,  Feto unico e vivo, pélvico, dorso a
ILA:11,5  direita - DPP: 23-06-16 (40s)

Legenda: Dados obtidos de USG. Fonte: Os proprios autores.

Legenda: Dados obtidos de USG. Fonte: Os proprios autores.

PARTO
Pos-parto cesareo por amniorrexe +TPP + apresentacdo pélvica + ttero bicorneo.

A internagdo ocorreu devido a ruptura prematura de membrana (ROPREMA), nio
especificada. O parto foi cesareana com 34 semanas (Maio/2016). Profissional que assistiu
nascimento — pediatra. O recém-nascido do sexo masculino apresentou baixo peso 2.120 kg,

porém, adequado para a idade gestacional; estatura 42 cm; perimetro cefalico 31 cm; auséncia
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de malformagdes; Apgar: 06/09; teste coragdozinho normal; teste pezinho normal, repetido em

30 dias pos nascimento; tipagem sanguinea A+.

Nasceu em apneia + hipotonia, necessitou de internagdo na UTI neonatal do mesmo
servigo, com suspeita de sepse neonatal, recebeu dieta por sonda orogéstrica, em vigilancia de
ictericia neonatal. Avaliacdo neuroldgica: presenca de reflexos primitivos, ndo apresentou
convulsdo, ndo recebeu sedacdo. Avaliagao cardiovascular: ausculta cardiaca sem alteracdes;
estavel hemodinamicamente e ndo necessitou drogas vasoativas. Respiratorio: ausculta
respiratoria sem alteragdes, ficou em CPAP (mdscara nasal) 19/05. RX torax: infiltrado fino
intersticial bilateral (leve), area cardiaca adequada. Gastrointestinal: abdome flacido, plano,
indolor a palpacado, coto umbilical mumificado, eliminou meconio em 48h de vida, evacuacao
normal. Recebeu alta apos 12 dias (jun/2016). A evolugao puerperal (mae), ocorreu dentro da

normalidade.
GESTACAO 2

Na primeira consulta de pré-natal a gestante relatou DUM em 20-06-20, em base

calculou-se DPP para 27-03-21. A IG na tltima consulta foi de 31 semanas e 5 dias (Tabela 3).

Tabela 3. Demonstragdo da evolugdo das consultas obstétricas.

Parametros Consulta

1° 2" 3 4* 5" 6"
Data Agos/2020  Set/2020  Out/2020  Nov/2020 Dez/2020  Jan/2021
Idade Gestacional (US) 9s 5d 14s 2d 18s 2d 22s 5d 27s2d 31s5d
Peso 72,700 71 70 72,400 72,850 74,500
Pressdo Arterial 100x70 110x70 110x80 120x80 110x70 100x60
Altura Uterina - - 19 21 25 31
Batimento Cardio Fetal - - 148 + 142 + 148 + 148 +
*Sulfato Ferroso (40mg/dia) Uso continuo durante toda gestagio
*Acido Félico (5mg/dia) Uso durante primeiro trimestre de gestacao
Avaliacao Clinico geral

Legenda: Dados obtidos de prontuario e cartdo de pré-natal. *(Fabricado por Natulab Laboratério S.A, Bahia,
Brasil). Fonte: Os proprios autores.

Na segunda gestacdo foram realizadas seis USG (Tabela 4). Como a primeira gestagao,

a segunda também foi de alto risco devido a presenga de malformagdo uterina. A segunda
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ultrassonografia obstétrica demonstrou utero bicdrneo e vesicula vitelina em corno uterino

direito (Figura 2).
Tabela 4. Exibe Resultado das Ultrassonografias Obstétricas (USG).
Data Idade Gestacional Peso Placenta Liquido Observacgao
*(USG) Fetal Amniético

Jul/2020 Inferior a 5 semana - - - Utero bicorneo, saco gestacional e vesicula
vitelina individual no corno uterino direito.

Agos/2020 8 semanas, 5 dias - - Normal Utero bicorneo com corno uterino direito
gravido, feto tnico, vivo — DPP: 27-03-21
(40s).

Set/2020 12 semanas - - Normal Feto unico, vivo - DPP: 29-03-21 (40s)

Out/2020 16 semanas, 1 dia 144¢g Grau 0 Normal Feto tinico, vivo, pélvica — DPP: 25-03-21 (40s)

Nov/2020 22 semanas, 4 dias 519¢g Grau 0 Normal Feto tinico, vivo, pélvico, dorso a esquerda —
DPP:28-03-21 (40s)

Jan/2021 28semanas, 1 dia 1.193g Grau 0 Normal, Feto tinico, vivo, pélvico, dorso a esquerda —

ILA:17.2  DPP: 28-03-21 (40s)

Legenda: Dados obtidos de USG. Fonte: Os proprios autores.

Figura 2. Ultrassonografia obstétrica com saco gestacional e vesicula vitelina individual no corno uterino direito.
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Legenda: Dados obtidos de USG. Fonte: Os proprios autores.
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PARTO

A internagdo ocorreu por ruptura prematura de membranas (ROPREMA). O parto foi
prematuro, cesariana, com 33 semanas (Fev/21), sexo masculino; profissional que assistiu
nascimento - pediatra; o recém-nascido apresentou desconforto respiratorio, instabilidade
hemodindmica e ictericia; ficou internado 07 dias na UTI neonatal. Exame fisico: peso 2.140
kg; estatura 42 cm; perimetro cefalico 33 cm; auséncia de malformacgdes; Apgar: 10/10; tipagem
sanguinea B+; teste coragdozinho normal; teste pezinho normal. Recém-nascido ativo e reativo;
hidratado, corado, levemente ictérico, rosado, pulsos cheios, reflexo de busca presente, sem
sopro, eupneico; abdome flacido, peristalse presente. Teste coragcdozinho normal; teste da
orelhinha direita e esquerda falhou (repetiu exame em 20 dias); teste do reflexo vermelho
normal. A evolugdo puerperal (mae), ocorreu dentro da normalidade. Recebeu alta hospitalar

em 48horas.
DISCUSAO

A ilustrag@o no presente estudo, demonstra a presenca de itero bicérneo com atrofia em
cavidade esquerda e aspecto normal na cavidade direita associado com duas gestagcdes que
culminaram em parto prematuro. As malformagdes relacionam-se frequentemente com
resultados reprodutivos adversos e muitas vezes sdo detectadas apenas quando estes eventos
ocorrem, podendo destacar-se desfechos obstétricos indesejados, dificultar a evolugdo
gestacional pela falta de espago adequado para o desenvolvimento do feto, incluindo aborto de
repeticdo, ma apresentagao fetal e até mesmo levar a interrupgdes com parto pré-maturo. Em
outros casos, as pacientes portadoras de malformagdes sdo oligossintomaticas ou mesmo
assintomaticas, preservando a fun¢do menstrual, sexual e at¢ mesmo reprodutiva (FERREIRA

et al., 2007). Para que ocorram as malformag¢des ¢ necessario que haja interferéncia na

embriogénese normal (BADALOTTI et al., 2005; FERREIRA et al., 2007).

No entanto, gestacdo espontanea associada a anomalias congénitas resultando em parto
a termo também foi relatada na literatura, assim como, atendimento pré-natal realizado por
profissional especialista ginecologista pode favorecer uma gestacdo sem intercorréncia
(QUINELATO et al., 2021). Contudo neste relato de caso, mesmo com toda a assisténcia
necessaria a uma gravidez de alto risco, as gestacdes foram interrompidas antes de completar

as 37 semanas como preconiza o Ministério da Saude.
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As malformagdes uterinas acometem entre 1 a 6% da populagdo feminina mundial
(PERCOPE; AQUINO, 2008; MACHADO, GOMES, 2013; DALL’AGNOL; MENEGAZZO;
PERES, 2016; PASSOS et al., 2017). Geralmente sdo diagnosticadas tardiamente devido a

problemas relacionados a queixas de alteragdes no ciclo menstrual ou problemas de
infertilidades (BADALOTTI et al., 2005; FERREIRA et al., 2007; TORGAL; CARVALHO,
2011; MACHADO; GOMES, 2013; QUINELATO et al., 2021). No presente relato de caso, o
diagnostico foi feito por ultrassonografia apos diversas consultas médicas com queixas de

irregularidade e atraso menstrual.

A ultrassonografia ¢ uma das primeiras op¢des de exame complementar solicitado
quando a queixa da paciente envolve alteragdes intrauterinas, sendo este um exame de baixo
custo financeiro nao invasivo e acessivel, auxiliando no diagndstico de patologias endometriais

e uterinas (BADALOTTI et al., 2005).

Neste estudo de caso, foram observados dois partos prematuros associados a anomalias
congénitas. Prematuridade ou pré-termo ¢ a intercorréncia do nascimento de um nascido vivo
antes de completar 37 semanas, ou com peso igual ou inferior a 2.500 gramas, considerada uma
das causas principais de mortalidade infantil e a segunda entre criangas até 5 anos, somado a
diversos problemas de saide na crianga a médio e longo prazo (HENRIQUE et al., 2019;
LOPES, SANTOS, CARVALHO, 2019; ORTELA, 2020). A etiologia da prematuridade ¢
multifatorial e em alguns casos nao sao conhecidas e identificadas. Estudos no Brasil referem
como fatores de risco o peso materno pré-gestacional baixo, idade materna aos extremos,
histérico de natimorto, gestantes tabagistas, HAS, sangramento e infec¢do urindria, entre
outros. Mesmo com os avangos conquistados na sobrevida dos recém-nascidos devido a
melhorias na aten¢do, a prematuridade ainda ¢ vista como grande desafio. Associada as

complicacdes e sequelas contribuem em até 75% da mortalidade (TUON et al., 2016).

O niimero de partos prematuros tem apresentado um crescente aumento nos paises no
decorrer dos anos, incluindo os desenvolvidos. A Organizagdo Mundial de Satde (OMS)
mostrou que aproximadamente 15 milhdes dos recém-nascidos, entre os nascidos vivos no ano,
sdo prematuros, constituindo mais de 10% do total de nascidos. Pesquisa realizada pelo Nascer
no Brasil, estudo de base populacional, demonstrou que 11,5% dos prematuros estavam

vinculados a parto cesariana (HENRIQUES et al., 2019).

No ano de 2016, dados do Fundo das Nagdes Unidas para Infancia (UNICEF), indicaram

que o numero de dbitos infantis ocorridos no periodo neonatal foi de 70% no Brasil, considerada
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a segunda causa de mortalidade (LOPES, SANTOS, CARVALHO, 2019). Pastro, Tosa, 2019,

estimam que ocorram anualmente 13 milhdes de nascidos prematuros no mundo, ¢ que 11
milhdes, (85%) dos casos sejam na Africa e na Asia, e descreve que o Brasil encontra-se entre
as dez nagdes com maior numero de nascimentos prematuros, totalizando pré-termo em 9,2%
dos partos registrados em 2010, valor inferior comparado ao estudo nacional de base feito em
2013, com prevaléncia de 11,3%, sugerindo aumento da taxa de nascimento pré-termo no pais.
Para Berger et al. (2016), no Brasil, o percentual variou de 5%, em 1994, a 6,6% em 2005, com
aumento atualmente de 10,5%. O percentual de prematuros avaliado neste estudo de caso foi

de 100%.

Ressalva-se que a gestagdo em pacientes portadoras de malformagdes uterina e/ou
anomalia congénita mesmo sendo acompanhada por um profissional especializado
ginecologista desde inicio, podem evoluir com sucesso para um parto a termo (QUINELATO

et al, 2021), como também, para um parto pré-termo, como foi o caso do presente estudo.
CONSIDERACOES FINAIS

A melhor forma de impedir ou minimizar o surgimento de intercorréncias durante a
gravidez ¢ um acompanhamento integral e especializado. No caso das malformagdes uterinas,
o diagnostico precoce pode prevenir muitas das ocorréncias relacionadas a gestagdo. Porém
neste relato de caso, todos os cuidados foram proporcionados e, ainda assim, as gestagdes

apresentaram intercorréncias que culminou em partos pré-maturos.
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RESUMO

Terminalia catappa Linn é uma arvore originaria da Asia e a Schinus terebinthifolius ¢ uma
planta nativa e amplamente distribuida pelo Brasil. Ambas se destacam por seus metabolitos
secundarios usados na medicina popular, entretanto, poucos estudos visaram a quantificagdo
dos metabolitos secundarios, bem como a atividade antioxidante, atrelados a testes de
toxicidade usando organismos modelos alternativos. A coleta e identificagdo das plantas
seguiram as técnicas usuais em taxonomia vegetal. A extracdo foi conduzida utilizando
aparelho de Soxhlet por 2 horas com solvente dgua ou etanol:H2O (1:4 v/v). A analise
toxicologica foi realizada para determinar a concentragdo efetiva 50 para cistos de Artemia
salina e a concentragao letal 50 para os metanauplios. A atividade locomotora de planaria
Dugesia tigrina foi realizado para verificar alteragdo na mobilidade. Os resultados demostraram
que o extrato de 7. catappa apresentou 123,36 + 13,04 ¢ 164,56 = 10,69 mg de acido tanico/g
de extrato para polifendis, 58,51 + 12,34 e 80,66 + 14,37 mg de quercetina/g de extrato para
flavonodides, e 229,15 + 11,35 e 161,63 + 14,95 mg de acido ascorbico/g de extrato para
atividade antioxidante para os extratos aquoso e etanélico, respectivamente. O ECso (36 h) para
os cistos de A4. salina foi de 46,9 e 33,6 mg/mL para extrato aquoso ¢ etanolico de 7. catappa,
respectivamente. A CLso (24 h) em A. salina foi de 472,1 e 259,2 mg/mL para extrato aquoso
e etandlico de T. catappa, respectivamente. A mobilidade de planaria foi reduzida 47 e 54,1%
na concentracdo de 3 mg/mL de extrato aquoso e etandlico de folhas de 7. catappa,
respectivamente. O extrato de frutos de S. terebinthifolius apresentou 8,07 £ 1,23 ¢ 16,22 + 1,71
mg de acido tanico/g de extrato para polifendis, 9,48 + 0,12 e 15,07 + 2,41 mg de quercetina/g
de extrato para flavondides, e 57,52 + 10,03 e 63,36 £ 5,20 mg de acido ascorbico/g extrato
para atividade antioxidante para os extratos aquoso e etanolico, respectivamente. O ECso (36 h)
para os cistos de 4. salina foi de 896,8 ¢ 95,2 mg/mL para extrato aquoso ¢ etandlico de S.
terebinthifolius, respectivamente. A CLso (24 h) em A. salina foide 1273,1 e 536,5 mg/mL para
extrato aquoso e etandlico de S. terebinthifolius, respectivamente. A mobilidade de planaria foi
reduzida 13,4 e 50,4% na concentragcdo de 3 mg/mL de extrato aquoso e etandlico de frutos S.
terebinthifolius, respectivamente. Os extratos em etanol:agua de ambas as plantas apresentaram
maior quantidade de metabolitos secundarios no processo extrativo utilizado. No teste de
eclosdo de cistos de 4. salina a toxicidade apresenta-se em ordem crescente: extrato aquoso de
frutos de S. ferebinthifolius < extrato etandlico de frutos de S. terebinthifolius < extrato aquoso
de folhas de 7. catappa < extrato etanolico de folhas de 7. catappa. No teste de letalidade de
metanauplios de 4. salina (CLso) a ordem crescente de toxicidade foi: extrato aquoso de frutos
de S. terebinthifolius < extrato etanolico de frutos de S. terebinthifolius < extrato aquoso de
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folhas de T. catappa < extrato etandlico de folhas de 7. catappa. O extrato de folhas de T.
catappa se caracterizam como medianamente toxicas, € o extrato de frutos de S. terebinthifolius
¢ considerado de baixa toxicidade nos testes utilizados no estudo.

PALAVRAS-CHAVE: Metabolitos Secundarios, Extratos Vegetais, Dugesia tigrina, Artemia
salina, bioquimica.

INTRODUCAO

A biodiversidade animal e vegetal tem sido fonte de metabolitos primarios e
secundarios, no desenvolvimento de substincias com propriedades antioxidantes, anti-
inflamatorias e analgésicas relevantes para a medicina. Inumeras moléculas, como os
flavonoides, atuam no combate a a¢ao dos radicais livres oriundos dos processos enddgenos e
exdgenos, neutralizando-o (DIMITRIOS, 2006; KUBO et al., 2006; RICE-EVANS; MILLER;
PAGANGA, 1996). Nesse sentido, ¢ importante destacar plantas que apresentam potencial para

aplicacdo no design de novas moléculas com atividades promissoras contra doencas.

Diferentes espécies de Terminalia estao distribuidas em regides tropicais e subtropicais.
No Brasil, a espécie predominante é a Terminalia catappa Linn, uma Combretaceae, encontrada
em diferentes dominios fitogeograficos como a Amazodnia, a Caatinga ¢ a Mata Atlantica
(BARATELLI et al., 2012). Os metabolitos secundarios, dentre eles os taninos e flavonoides,
conferem importancia biolodgica e ecoldgica a essa espécie vegetal, contribuindo para o
interesse no uso na medicina popular e no desenvolvimento de drogas. A matéria organica
fornecida pelas arvores promove efeitos aleloquimicos, devido aos residuos vegetais em
decomposicdo. A auséncia de vegetagdo ao redor de arvores de 7. catappa provam seu efeito
alelopatico (BARATELLI et al., 2012). Como um exemplo de espécie invasora, 7. catappa
altera a via evolutiva de espécies nativas por exclusdo competitiva, deslocamento de nicho,
hibridizagdo, introgressdo, preda¢do e, em ultima instancia, extingdo. A flexibilidade de
comportamento ¢ interacdes mutualisticas podem ajudar no sucesso de invasores em seu novo
ambiente, provocando um problema ambiental (LIU et al., 2020; MOONEY; CLELAND,
2001).

Outra espécie notoria & Schinus terebinthifolius Raddi, nativa do Brasil, com alto
potencial para obtengao de metabolitos secundarios que podem ser utilizados para diversos fins,
como controle bioldgico de insetos, ou para fins terapéuticos e gastronomicos. Folhas, frutos e
raizes de S. terebinthifolius sdo usados em preparacdes na medicina popular (DA SILVA et al.,

2017). Devido ao amplo uso de partes de plantas como S. terebenthifolius e T. catappa, com
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propriedades medicinais, uma investigacao fitoquimica, além de uma exploragao da toxicidade

de extratos preparados a partir de folhas e frutos destas plantas € relevante. Neste trabalho foram
determinados o potencial antioxidante, a concentra¢do de polifendis e de flavonoides. Testes
toxicoldgicos foram utilizados com animais invertebrados, como organismos alternativos ao
uso de vertebrados. Invertebrados como a planaria Dugesia tigrina revelaram-se faceis de
manter em laboratdrio, além de serem excelentes organismos para testes de toxicidade. A
avaliacdo da toxicidade de substancias ou extratos tem demostrado resultados significativos e
muitos destes sdo similares aqueles observados em vertebrados. Artemia salina € outro taxon
muito utilizado em pesquisas toxicologica por ser de facil manutencdo e de baixo custo
(BELLATTO; BRAGUINI, 2020; BRAGUINI; PIRES; ALVES, 2018; MCLAUGHLIN;
ROGERS; ANDERSON, 1998; OTANG, 2013).

REFERENCIAL TEORICO

No Brasil, a 7. catappa € popularmente conhecida por amendoeira da praia, castanhola,
sete-copas, chapéu-de-sol, figueira-da-india, entre outros nomes. A migracao e a colonizagao
européia no Brasil, com a finalidade de colheita do Pau-Brasil foram fundamentais para a
introducio desta espécie. Acredita-se que as sementes tenham sido agregadas a areia na Asia e
transportadas no lastro dos navios portugueses. Por ser uma arvore tipica de regides maritimas,
suas sementes resistiram ao longo periodo de imersao nas 4guas maritimas, onde permaneceram
até atingirem o solo brasileiro (IVANI et al., 2008). A T. catappa ¢ rica em metabolitos
secundarios, o que contribui para o interesse no uso na medicina popular e no desenvolvimento
de substancias e compostos com aplicacdo medicinal e nutricional (CAZAROLLI et al., 2008;
DE MESQUITA et al., 2009; LEITAO et al., 2009). Destaca-se seu uso como fitoterapico no
combate a diversas doengas (ABIODUN et al., 2016) A producao de chas a partir das folhas ¢
comumente empregado para prevenir tumores no figado, e no tratamento da hepatite, diabetes
e cefaléia (DOS SANTOS; LORENZO; LANNES, 2016; PAWAR; PAL, 2002). As folhas,
casca e frutos tém sido utilizados para fins antidiarréicos, antipirético e hemostatico (LIN,
1999). Extratos de frutos de 7. catappa exibiram atividades anti-hiperglicémicas significativas
em ratos com diabetes induzida por aloxana. Esses extratos mostraram melhora em parametros
como peso corporal e perfil lipidico, bem como regeneracdo de células beta-pancredticas
(NAGAPPA et al., 2003). Outras atividades medicinais relevantes, como acdo antiinflamatoria
(FAN et al., 2004), antitumoral (CHEN et al., 2000; LIU et al., 1996), antiviral (TANAKA;
NONAKA; NISHIOKA, 1986) e antimicrobiano, e no combate a microrganismos patogénicos
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tais como: Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis contribuindo no tratamento de feridas,

queimaduras e infecgdes de pele, foram relatados (BABAYT et al., 2005; FAN et al., 2004).

Pesquisas realizadas em ratos apontam que as sementes sdo consideradas afrodisiacas e podem

auxiliar no tratamento de disfuncio sexual (RATNASOORIYA; DHARMASIRI, 2000).

As aroeiras sdo espécies comuns encontradas em quase todo territorio brasileiro e
pertencem a familia Anacardiaceae. No Brasil existem 14 géneros e 55 espécies, sendo 16
destas restritas ao pais (PIRANI; DA SILVA-LUZ, 2018). Este grupo botanico ¢ muito
representativo no aspecto econdmico, pois muitos de seus integrantes sdo usados na agricultura,
para ornamentacdo e na medicina popular (FENNER et al., 2006). Entretanto, alguns géneros
causam dermatite. Segundo Mitchell (1990) a dermatite esta associada as resinas liberadas pelo
vegetal, como os compostos fendlicos e catecodlicos ou a mistura destes (MITCHELL, 1990).
Todavia a familia ¢ bastante diversa quanto a seus metabolitos secundarios, o que estimula a
busca por principios bioativos (CORREIA; DAVID; DAVID, 2006). A Schinus
terebenthifolius Raddi ¢ uma arvore de porte médio, cujos frutos vermelhos apresentam
metabolitos secundarios com a¢ao medicinal, com destaque para as propriedades adstringentes,
antidiarréica, antiinflamatéria, depurativa, diurética e febrifuga (BRANDAO et al., 2006;
CARLINTI et al., 2010; DE MENDONCA ROCHA et al., 2012; MEDEIROS et al., 2007).
Alguns trabalhos relatam a presenca de metabdlitos secundarios com propriedades contra
patogenos como Staphylococcus aureus € Candida albicans (SILVA; OLIVEIRA; LIMA,
2015). Santos et al. (2020) verificou que quando aplicado em alimentos na concentracdo de
0,5% de oleo essencial de frutos de S. ferebinthifolius ndo ha crescimento de S. aureus
(SANTOS et al., 2020). A presenga de a-pineno na aroeira demonstrou reduzir o namero de
nodulos de tumores pulmonares em um modelo experimental de melanoma metastatico
(MATSUO et al., 2011). Os frutos de S. terebinthifolius também sdo usados como condimento
alimentar, sua aparéncia e sabor levemente picante despertam o interesse gastrondmico no

Brasil e internacionalmente (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ; DOS SANTOS, 2004).

MODELOS ANIMAIS INVERTEBRADOS UTILIZADOS NOS TESTES
TOXICOLOGICOS

Neste trabalho foram utilizados organismos invertebrados de facil manutencdo e
reproducdo para avaliagdo de toxicidade. Destaca-se a importancia em utilizar invertebrados
para avaliar a toxicidade de plantas medicinais, uma vez que muitos dos efeitos observados sao

similares aqueles observados em vertebrados. A planaria tem sido utilizada para investigar a
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toxicidade de compostos ha mais de um século. O objetivo de se avaliar o comportamento da

planaria na presenga de extratos vegetais se fundamenta nos inumeros trabalhos na area
toxicologica, farmacologica e bioquimica, através da observacao de alteracdes no metabolismo
desses organismos e das mudangas na mobilidade e em comportamentos estereotipados
identificaveis em planarias (CALLEJA; GELADI; PERSOONE, 1994; OUYANG et al., 2017;
RAWLS et al., 2011).

Outra espécie com aplicacdao na area toxicoldgica ¢ o microcrustaceo Artemia salina,
pertencente ao filo Arthropoda, classe Crustacea, subclasse Branquiopoda, ordem Anostraca,
familia Artemidae, género Artemia, espécie Artemia salina — Linnaeus, 1758 (ASEM;
RASTEGAR-POUYANI; DE LOS RIOS-ESCALANTE, 2010). Este tixon comumente vive
em aguas salgadas, sendo bem adaptada a condicdes de alta salinidade variando sua forma de
reproducdo para garantir a sobrevivéncia da espécie. Em condi¢des normais a fémea libera uma
capsula ou cisto, que eclode e libera o nauplio, todavia quando o ambiente estd inapropriado,
os cistos ndo eclodem numa tentativa de proteger os filhotes das alteragdes na composi¢cdo do
meio. Esta espécie foi introduzida no Brasil na década de 1970, e atualmente ¢ utilizada para
diversas finalidades cientificas (ASEM; RASTEGAR-POUYANI; DE LOS RIOS-
ESCALANTE, 2010). A eclosao de cistos de Artemia salina ¢ um método 1til para se testar a
toxicidade de xenobidticos, incluindo compostos orgénicos, extratos de plantas e metais

(HIROTA et al., 2012; MCLAUGHLIN; ROGERS; ANDERSON, 1998; OTANG, 2013).
MATERIAIS E METODOS
COLETA DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal utilizado no estudo foi coletado nos meses de marco e outubro de
2019 em locais distintos. As folhas de 7. catappa nas proximidades da cidade de Maringa-PR
(23°38°23”S 51°35°35”W 630 m), e os frutos maduros de S. ferebinthifolius na Universidade
Estadual do Centro-Oeste (Unicentro), campus Cedeteg, Guarapuava-PR (25° 23°08”S
51°29°10"W 1.038 m), seguindo as técnicas de coleta para taxonomia vegetal. Apds a
identificacdo e confec¢do das exsicatas o material foi depositado no Herbario do Museu
Botanico Municipal de Curitiba e a T. catappa e a S. terebinthifolius receberam os seguintes

numeros de voucheres: 361690 e 370623, respectivamente.
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DETERMINACAO DO PROCESSO DE EXTRACAO

Os frutos de S. terebinthifolius e as folhas de 7. catappa coletadas foram lavados em
agua destilada, e apds secarem a temperatura ambiente foram submetidas a processo de secagem
a 40°C em estufa por 3 dias. Em seguida as folhas e os frutos foram triturados em moedor, tipo
moinho de facas, até obtencao de um pé com granulometria média de 0,5 mm. Para o processo
extrativo foi utilizado o Soxhlet por 2 horas para cada material vegetal. Nesse processo foram
utilizados 5 g do p6 das folhas ou dos frutos e 250 mL de solvente agua ou etanol:agua (1:4

v/v). A extracdo foi realizada a 100 =+ 3 °C.
DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para a avaliacdo da atividade antioxidante pela reducao do complexo fosfomolibdénio
utilizou-se a técnica de Prieto et al. (1999). Este complexo ¢ formado pela reacdo da solugao de
fosfato de sodio monobéasico (28 mL 0,1 M), solu¢cdo de molibdato de amoénio (12 mL 0,03 M)
e de uma solugdo de acido sulfurico (20 mL 3 M), em meio aquoso, sendo o volume final,
ajustado com agua destilada para 100 mL (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999). Os

resultados foram expressos em mg de acido ascorbico/g de extrato.
DETERMINACAO DE POLIFENOIS

O conteudo de polifendis foi determinado segundo a metodologia de Skerget et al.,
(2005) com algumas modificacdes. A 0,5 mL do extrato da planta utilizada, 2,5 mL de reagente
de Folin—Ciocalteu 10% (v/v) foi adicionado, seguido pela adi¢do de 2 mL de NaxCOs 7,5%
(p/v), e entdo misturado em vortex por 5 minutos e incubado a temperatura ambiente (29 °C)
no escuro por 1 h, seguido pela leitura da absorbancia em 760 nm (SKERGET et al., 2005). Os

resultados foram expressos em mg acido tanico/g de extrato.
DETERMINACAO DE FLAVONOIDES

Os niveis de flavonoides totais no extrato foram mensurados por método colorimétrico
em 510 nm (ARVOUET-GRAND et al., 1994). Resumidamente, um volume de 75 pL AICl3
2% em metanol misturado com igual volume do extrato na concentra¢do de 1 mg/mL diluido
em metanol. A absorbancia foi medida ap6s 10 minutos. Uma mistura de 75 uL do extrato e 75
uL de metanol sem adi¢do de AlCIs foi utilizado como branco. Os resultados foram expressos

em mg de quercetina/g de extrato.
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OBTENCAO E MANUTENCAO DE CISTOS E LARVAS DE ARTEMIA SALINA
LEACH

Os cistos de A4. salina foram obtidos da Sanders™ Great Salt Lake (Brine Shrimp
Company L.C. EUA). Os cistos apresentaram excelente qualidade como constatado pela alta
percentagem de eclosdo média dos controles (97 £ 3%). A eclos@o de 4. salina para obtengao
dos metanauplios de fase larvar II e III, foram obtidos com a adi¢do de 5 g de cistos de A. salina
em 2 litros de agua destilada contendo NaCl 38 g/L, pH 8,3 + 0,2, e mantido em condi¢do de

12 horas de luz e 12 h de escuro na temperatura de 26 + 2 °C.

DETERMINACAO DA CONCENTRACAO EFETIVA CINQUENTA (ECs)) PARA
ECLOSAO DE CISTOS DE ARTEMIA SALINA NA PRESENCA DOS EXTRATOS

Com o auxilio de uma lupa (estereomicroscopio Olympus®) e de uma agulha longa
acoplada a uma pipeta Pasteur, foram adicionados 10 cistos de 4. salina em cada tubo de ensaio
contendo 5 mL de 4gua. As concentragdes testadas do extrato aquoso e etanolico de folhas de
T. catappa variaram de 5 a 350 pg/mL. Para o extrato aquoso e etanolico de frutos de S.
terebinthifolius foi utilizado concentragdes de 50 a 1500 pg/mL. Para o controle positivo foi
utilizado o dicromato de potassio (K2Cr207) na concentragdo de 1000 pg/mL, que inibe
completamente a eclosdo dos cistos, € como controle negativo foi utilizado agua salgada (38
g/L) (BRAGUINI; PIRES; ALVES, 2018; MEYER et al., 1982). Ap6s 24, 36, 48, 60 ¢ 72 h foi

determinada o quantitativo de eclosao.
DETERMINACAO DA CLsy) EM ARTEMIA SALINA

A avaliagdo da toxicidade de nauplios de 4. salina foi realizada segundo metodologia
descrita por McLaughlin, Rogers, Anderson (1998). Para o teste de Concentracdo Letal 50
[CLso (24 h)] foram coletadas, utilizando uma micropipeta de 200 pL, 10 metanauplios de
Artemia salina ap6s 48 h de incubagdo dos cistos e adicionados ao volume para perfazer 5 mL
de 4gua salina. Os extratos de 7. catappa e S. terebinthifolius foram diluidos em agua salina de
maneira que apenas 100 pL das dilui¢des foram utilizadas para perfazer os 5 mL de solugdo
nos tubos de ensaio testes. Os tubos foram mantidos sob luz artificial e temperatura de 26 + 2
°C por um periodo de 12 horas de claro/12 horas de escuro totalizando 24 h. Apo6s esse periodo,
efetuou-se a contagem do nimero de nduplios sobreviventes. O teste foi realizado em triplicata

em um total de 5 experimentos independentes.
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PREPARO E MANUTENCAO DE DUGESIA TIGRINA EM LABORATORIO

As planarias utilizadas para os testes de comportamento foram mantidas em agua para
planarias (AP) preparada a partir de agua destilada contendo 5 mM CaClz, 5 mM MgSOs4, 0,5
mM KCI, 8 mM NaCl, e 6 mM NaHCOs3, pH 7,0 (ARNOLD et al., 2016; SHIROOR; BOHR;
ADLER, 2018). As planarias foram alimentadas uma vez por semana com figado bovino

cortado em cubos e a agua foi trocada duas vezes por semana logo apos a alimentacao.
AVALIACAO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA DE DUGESIA TIGRINA

A hipdtese de que as planarias poderiam diminuir ou aumentar a velocidade de
locomogdo quando expostas as diferentes concentracdes dos extratos foi testada de acordo com
a metodologia de Raffa et al. (2001) e Raffa e Valdez (2001) (RAFFA; HOLLAND:;
SCHULINGKAMP, 2001; RAFFA; VALDEZ, 2001). Uma tnica planaria foi colocada dentro
de uma placa de Petri padrao de 6 cm de didmetro sobre uma folha de papel milimetrado (0,5
cm?) (SACAVAGE et al., 2008). A mobilidade foi avaliada na presenca dos extratos de S.
terebintipholius e T. catappa em concentragdes de 0,5 a 3,0 mg/mL. O controle negativo foi
constituido de agua para planaria e o controle positivo foi cafeina 5 uM (MOUSTAKAS et al.,
2015).

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + desvio padrio de 5 experimentos em
triplicata. Para os testes de CLso, CEso em A. salina foi utilizado o método do Probit, e para a
determinagdo da velocidade de locomogao de D. tigrina foi utilizado a andlise de variancia
(ANOVA) seguida do teste de Tukey para verificar as diferencas entre os tratamentos para p <
0,05. A anlise estatistica foi realizada utilizando o GraphPad Prism® versdo 8 para Windows®,

GraphPad Software®, San Diego, California, EUA.
RESULTADOS

DETERMINACAO DE POLIFENOIS, FLAVONOIDES E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS

A Tabela 1 mostra os resultados para a concentragao total de polifenois, flavonoides e a
atividade antioxidante das folhas de 7. catappa (em mg/g do extrato). Os resultados
demonstraram que a concentra¢cdo de polifenois foi 25% menor no extrato aquoso comparado

ao extrato etandlico. A concentragdo de flavonoides foi 27,5% menor no extrato aquoso
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comparado ao extrato etanodlico. A atividade antioxidante obtida foi 29% maior no extrato

aquoso comparado ao extrato etanodlico. Devido a presenca de flavonodides e outros compostos
fenolicos, estd planta possui forte atividade antioxidante e que contribui para proteger as células

contra danos oxidativos causados pelos radicais livres nas células.

Tabela 1. Polifenois, flavonoides e atividade antioxidante do extrato aquoso e etanol:agua (1:4 v/v) de folhas de
Terminalia catappa Linn.

Aquoso Etanol: agua (1:4) Equacio linear
e . Ced A y=0,0121x — 0,0162
Potllfetnms (mg acido tanico/g de 123.36 + 13,04 164.56 + 10,69
extrato) R?=0,9894
. . y=0,0032x+0,037
Flztwotnmdes (mg quercetina/g 58,51 + 12,34 80,66 + 1437
extrato) R?*=0,9762
. . y=0,0283x - 0,0126
Atividade Antioxidante (mg de |5 5, | 35 161,63 + 14,95
acido ascorbico/g de extrato) R2=0.9937

Dados representam a média e o desvio padréo de 5 experimentos em triplicata.
Fonte: Do autor.

A Tabela 2 expressa os resultados para a concentracao total de polifendis, flavonoides
e a atividade antioxidante dos frutos de S. ferebinthifolius. O conteudo fenolico total foi 50%
maior no extrato etanolico comparado ao extrato aquoso. A concentracdo de flavondides no
extrato etanolico foi 37% maior comparado ao extrato aquoso. A atividade antioxidante dos
extratos de frutos de S. terebinthifolius foi 9% menor no extrato aquoso comparado ao extrato

etanolico.

Tabela 2. Polifendis, flavonoides e atividade antioxidante do extrato aquoso e etanol:agua (1:4 v/v) de frutos de
Schinus terebinthifolius Raddi.

Aquoso Etanol: agua (1:4) Equacio linear
Polifenois y=0,0121x + 0,0162
8,07+1,23 16,22 + 1,71
(mg acido tinico/g de extrato) R?=0,9894
Flavonéides y=0,0032x + 0,037
9,48 + 0,12 15,07 + 2,41
(mg quercetina/g extrato) R?=0,9762
.. - y=0,0283x — 0,0126
{At.wldade’ Al}tlomdante (mg de 5772+ 10,03 6336 + 5,20
acido ascorbico/g de extrato) R2=0.9937

Dados representam a média e o desvio padrdo de 5 experimentos em triplicata.
Fonte: do autor.

Editora e-Publicar — Ciéncias Bioldgicas: Desenvolvimento em pesquisas aplicadas,
Volume 1.




Embora tenha sido observado diferencas significativas na concentragdo de substancias

antioxidantes entre os extratos das plantas avaliadas, pode-se afirmar que ambas os extratos
(aquoso e etandlico) apresentam atividade antioxidante significativa e sdo importantes no
combate a radicais livres. Cascas e folhas de S. terebinthifolius sdo utilizadas para casos de
inflamagao bucal (SANTOS et al., 2009), cicatrizagao de feridas, além de ser uma planta para
ulcera e tosse, como anticaspa, dor de garganta, asma (BENDAOUD et al., 2010; BOSCOLO
et al., 2007; MEGA et al., 2011; MOURA-COSTA et al., 2012). O uso vaginal do extrato de
aroeira, entretanto, pode causar efeitos adversos, como ardor e queimagdo, e seu uso ¢ contra-
indicado em mulheres gravidas devido a malformagao 6ssea induzida em filhotes de ratas apds
administracao oral do extrato de aroeira (ALBERTASSE; THOMAZ; ANDRADE, 2010; DE
ALBUQUERQUE et al., 2007; LEITAO et al., 2009; SANTOS et al., 2009). As folhas, frutos
e raizes de T. catappa sdo utilizadas na fitoterapia como antidiabética (Nagappa et al., 2003),
antiinflamatéria (FAN et al., 2004), antibittica e antifingica (GOMES et al., 2010; JOHANN
et al., 2010).

DETERMINACAO DA CONCENTRACAO EFETIVA CINQUENTA [ECso (36 H)] DE
INIBICAO DA ECLOSAO DE CISTOS DE A4. SALINA

Na avaliac¢do de toxicidade para os cistos de 4. salina, observou-se que o sucesso de
eclosdo do grupo controle negativo foi de 93% ap6s 72 h de incubagdo (Figura 1A). A taxa de
eclosdo foi de 61% a 3%, para as concentragdes 10 a 350 pg/mL do extrato aquoso de T.
catappa, respectivamente. Para o extrato etanolico observou-se taxa de eclosao de 94% para o
controle negativo apds 72 h de incubagdo. Nas concentragdes 10 a 350 pg/mL do extrato
etanolico observou-se de 62% a 0% de eclosdo, respectivamente (Figura 1B). A menor
concentracdo (10 ug/mL) apresentou a maior porcentagem de sucesso de eclosdo em 72 h na
presenca de extrato. Nas concentragcdes mais altas (250 e 350 pg/mL) houve uma inibicdo mais
dréstica da eclos@o, onde o sucesso de eclosdo foi extremamente baixo (0 e 3% de eclosdo para

350 pg/mL de extrato aquoso e etanolico, respectivamente) apos 72 h de incubagio.

Cistos de A. salina na presenca de extrato aquoso de Schinus terebinthifolius apresentou
maior sucesso de eclosdo em praticamente todas as concentracdes, com pequena reducdo na
concentragdo de 1500 pg/mL (Figura 2 A). O teste com extrato aquoso de frutos de S.
terebenthifolius demonstrou 92% de eclosdo ap6s 72 h de incubagdo para o controle negativo.
A taxa de eclosdo variou de 67% até 38%, para as concentragdes 50 até 1500 pg/mL do extrato

aquoso de S. ferebenthifolius, respectivamente. Para o extrato etandlico observou-se taxa de
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eclosdo de 91% para o controle negativo apds 72 h de incubag@o. Nas concentragdes 50 até

1500 pg/mL do extrato etandlico observou-se 66% até 0% de eclosdo, respectivamente (Figura
2 B). Com o extrato etandlico a eclosdo dos cistos de 4. salina apresentou reducio acentuada
nas concentragdes maiores de 250 pg/mL, apenas 1% de eclosao foi observado no tempo 72h,

e ndo houve eclosao nas concentragdes de 1000 e 1500 pg/mL (Figura 2 B).

Figura 1: Eclosdo de cistos de A. salina na presenca de extrato aquoso (A) e etanolico (B) de folhas de 7.
catappa catappa.
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Fonte: do autor.

Figura 2: Eclosdo de cistos de 4. salina na presenga de extrato aquoso (A) e etandlico (B) de folhas de S.
terebinthifolius.
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Através do calculo do Probit foi obtido o valor da concentragao efetiva cinquenta [CEso
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(36 h)] para eclosao dos cistos de 4. salina. A CEso (36 h) para o extrato aquoso e etandlico de
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folhas de Terminalia catappa foi de: 46,9 ng/mL e 33,6 ug/mL, respectivamente. Para S.

terebenthifolius obteve-se 896,8 pg/mL para o extrato aquoso, € 95,2 ug/mL para o extrato
etandlico. De acordo com os dados obtidos pelo Probit, foi possivel classificar os extratos de
acordo com a toxicidade para eclosdo dos cistos de 4. salina: extrato etandlico das folhas de 7.
catappa > extrato aquoso das folhas de 7. catappa > extrato etanolico dos frutos de S.

terebentifolius > extrato aquoso dos frutos de S. terebentifolius.

DETERMINACAO DA CONCENTRACAO LETAL CINQUENTA [CLs (24 H)] EM
ARTEMIA SALINA

A CLso do extrato etanolico foi 1,8 vezes menor que o extrato aquoso das folhas de
Terminalia catappa (Tabela 3 e Figura 3A e B). Ambos sdo considerados com toxicidade
moderada para A. salina de acordo com o critério de toxicidade de Clarkson et al., (2004). A
CLso do extrato etandlico foi 2,3 vezes menor do que o extrato aquoso dos frutos de Schinus
terebinthifolius. De acordo com a tabela 3 e figuras 3A e B, o extrato aquoso foi considerado
sem toxicidade, e o extrato etanolico de baixa toxicidade de acordo com o critério de Clarkson

et al., (2004).

Tabela 3: Concentragdo Letal Cinquenta (CLso) dos extratos aquoso ¢ etandlico de folhas de T. catappa e frutos
de S. terebinthifolius.

Aquoso (png/mL) Etanolico (ug/mL)
T. catappa 472,1 259,2
S. terebinthifolius 1273,1 536,5

Fonte: do autor.

Figura 3: Probit para obtengdo da CLso dos extratos aquoso ¢ etandlico de folhas de T. catappa (A) e frutos de S.

terebinthifolius (B).
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Fonte: do autor.
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AVALIACAO DA VELOCIDADE DE LOCOMOCAO DE PLANARIA DUGESIA
TIGRINA

Neste experimento avaliou-se a atividade locomotora da planaria Dugesia tigrina frente
a diferentes concentracdes do extrato aquoso e etanolico de folhas de 7. catappa e S.
terebenthifolius durante 5 minutos (Figura 4 ¢ 5). A analise de variancia (ANOVA) seguido
pelo teste de Tukey demonstrou uma diminuicao de 8,8% a 47% na atividade locomotora de
planaria nas concentracdes utilizadas de 0,5 até 3,0 mg/mL do extrato aquoso de folhas de T.
catappa comparadas ao controle negativo no tempo 5 minutos (p < 0,05), respectivamente
(Figura 4A). Na concentracao de 3 mg/mL a mobilidade foi significativamente reduzida a partir
do 2° minuto do teste (p < 0.01), seguido pelo 3° minuto (p < 0,001), 4° minuto (p <0,001) e 5°
minuto (p < 0,001). Na avaliagdo do extrato etanolico foi observado uma redugdo na atividade
locomotora de plandrias em todas as concentracdes testadas do extrato etanolico de folhas de
T. catappa comparadas ao controle negativo no tempo 5 minutos. A reducdo da mobilidade
planariana na concentracdo de 3,0 mg/mL de extrato etanolico de T. catappa foi de 54,1%
(Figura 4B). Porém, a reducao da mobilidade foi significativa a partir da concentracao de 1,5
mg/mL do extrato etanolico em relagdo ao controle negativo [4° minuto (p < 0,05) e 5° minuto
(» < 0,01)]. Outro dado importante sobre este parametro diz respeito ao nimero de linhas
cruzadas em média dentro de cada minuto. A média no controle negativo foi de 34,5 + 3 linhas
cruzadas/minuto, enquanto que foi de 26,9 + 4, 259 + 2, 25,5 + 4 ¢ 15,1 = 4 linhas
cruzadas/minuto nas concentracdes 0,5, 1,0, 1,5 e 3,0 mg/mL de extrato aquoso,
respectivamente, e 30,2 + 4, 29,1 + 3, 26,8 = 3 e 11,8 + 2 linhas cruzadas/minuto nas
concentragdes 0,5, 1,0, 1,5 e 3,0 mg/mL de extrato etanolico, respectivamente. O controle
positivo com cafeina serviu como controle positivo e apresentou uma média de 41,2 = 3 linhas

cruzadas/minuto (Figura 4B).

A avaliagdo da atividade locomotora da planaria com o extrato aquoso de frutos de S.
terebinthifolius (Figura 5A) nao apresentou diferenca significativa na mobilidade das planarias
nas concentragdes testadas (p > 0,05). Com o extrato etanolico de S. terebinthifolius (Figura
5B) foi observado uma diminuic¢ao significativa na mobilidade de 19% (p < 0,01), 25,3% (p <
0,001) e 50,4% (p < 0,001) nas concentragdes de 1,0, 1,5 e 3,0 mg/mL, respectivamente.
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Figura 4: Locomogao de planarias expostas durante 5 minutos aos extratos aquoso (A) e etanol:H,O (1:4 v/v)
(B) de Terminalia catappa. Dados representam a média = EPM de 5 experimentos em triplicata.
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Fonte: Do autor.

Figura 5: Locomogdo de planarias expostas durante 5 minutos aos extratos aquoso (A) e etanol:H,O (1:4 v/v)
(B) de Schinus terebintipholius. Dados representam a média = EPM de 5 experimentos em triplicata.
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DISCUSSAO

Polifendis e flavonoides de folhas de 7. catappa foram encontrados em quantidades
relativamente altas no extrato aquoso e etanolico, similares aos obtidos por Mininel et al.
(MININEL et al., 2014). Todavia a atividade antioxidante foi superior no extrato aquoso,
corroborando com Marques et al. (MARQUES et al., 2012). Estes achados sdo importantes pois

revelam a grande concentragdo de moléculas antioxidantes naturais.

O extrato etandlico dos frutos de S. terebinthifolius apresentaram valores superiores
quanto a quantidade de polifendis, flavondides e maior atividade antioxidante, quando
comparado com os valores do extrato aquoso, entretanto os valores foram inferiores aos obtidos
para o extrato aquoso e etandlico de folhas de T. catappa. Segundo Degaspari et al., os frutos
da aroeira-vermelha apresentam baixo teor de compostos fenolicos quando comparados a outros
vegetais, tal como evidenciado no presente estudo (Degaspari et al., 2004). Agostini-Costa et

al. afirma que a metodologia de extracao ¢ um fator limitante para a quantificagao de compostos
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bioativos dos vegetais (AGOSTINI-COSTA; LIMA; VICTOR LIMA, 2003). Degaspari et al.

(2004) explica que os compostos fendlicos da aroeira podem ser influenciados quanto a
exposi¢ao a luz, pois segundo ele a concentragao de flavonoides ¢ menor em partes sombreados,
todavia os frutos usados neste estudo estavam em galhos mais baixos e de muita sombra, fator
que facilitou a coleta, e, portanto, justifica os valores encontrados. Por outro lado, Chen (2000)
afirma que aroeira ¢ composta majoritariamente de taninos hidrolisaveis que, de acordo com
Moure (2001) torna este tdxon possuidor de alta capacidade antioxidante, o que explica os

maiores valores encontrados no extrato aquoso comparado ao etandlico (MOURE et al., 2001).

A analise do sucesso de eclosdo dos cistos de A. salina em resposta ao tempo de
exposicdo revelou um maior sucesso de eclosdo apds 36-48 horas, sendo este o tempo médio
de eclosdo segundo Meyer et al., (1982). Os maiores valores sdo vistos quando os cistos estdo
em agua salina (controle negativo). Todavia quando em contato com o extrato aquoso de 7.
catappa percebe-se uma reducdo gradual com o aumento da concentragdo. As concentragdes
maiores indicaram uma porcentagem de eclosdo inferior a 10 %, e isto pode ter sido ocasionado
pela presenca de compostos fendlicos. O extrato etanolico demostrou uma toxicidade superior
ao extrato aquoso, pois na maior concentracdo (350 pg/mL) ndo foi observada nenhuma
eclosdo. O extrato de folhas de 7. catappa foi considerado de toxicidade moderada pelo critério
de toxicidade de Clarkson et al. (2004). Além disso, a partir dos dados obtidos, pode-se afirmar
que quando cistos de A. salina foram expostos ao extrato aquoso ou etanolico, a taxa de eclosao
foi muito mais suscetivel que a mortalidade, com valores de ECso (36 h) pelo menos 10 e 8
vezes inferiores aos valores das CLso obtidas, respectivamente. O menor sucesso de eclosao
observado na presenca de extrato de folhas de 7. catappa resultam da resisténcia dos cistos a
eclosdo em resposta a presenca de concentragdes maiores de metabolitos secundarios, presentes

nas fragdes aquosa e etanolica.

J& o extrato aquoso de S. terebintipholius apresentou maior porcentagem de eclosdo, ndo
sendo toxico para A. salina, pois mesmo na presenca da concentragdo de 1500 pg/mL, 35% dos
cistos eclodiram. Porém o extrato etanolico demonstrou total auséncia de eclosdo nas
concentragdes de 1000 e 1500 pg/mL, e esta diferenga se justifica pelo maior poder de arraste
do solvente etanol usado na extragao, obtendo-se um extrato mais concentrado em determinados
constituintes ou metabolitos secundarios do que o extrato aquoso. Controles com etanol em
volume correspondente as maiores concentragdes utilizadas dos extratos foram realizados e nao

apresentaram diferengas em relagdo aos controles negativos.
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Os valores estimados para a CLso do extrato aquoso das folhas de 7. catappa foi de 1,8

vezes maior em comparacao ao extrato etanolico. Estes valores denotam toxicidade moderada
dos extratos aquoso e etandlico de folhas de 7. catappa em metanauplios de A. salina. A taxa
de mortalidade observada com o aumento das concentragdes do extrato aquoso e etanolico das
folhas de 7. catappa pode ser atribuido a diminuicdo do oxigénio no meio, o qual foi
direcionado a degrada¢ao da matéria organica da planta, reduzindo a disponibilidade do
oxigénio para o microcrustaceo, e também a presenca de compostos que alteram o pH, sendo
esses, principalmente, os taninos. Baratelli (2012) sugere que a atividade toxicologica deste
taxon esteja vinculada a existéncia de acidos vanilico, siringico, ferulico, p-cumaérico, estearico
e palmitico, da 2-pentadecanona e do B-sitosterol-3-O-B-D-glicosideo, os quais podem ser
influenciados pela sazonalidade, ja que hd maior produgdo nas folhas no més de janeiro, auge
do verdo, entretanto o material utilizado nesta pesquisa foi coletado no tltimo dia do més de
mar¢o, o que sustenta a observacdo de ndo ser considerado como altamente toxico

(BARATELLI et al., 2012).

A toxicidade do extrato aquoso e etanolico de folhas de 7. catappa € maior para os cistos
de A4. salina comparado com os metanauplios. Isso fica claro quando se analisa os valores
obtidos de CEso e CLso. O extrato etanolico foi 10 vezes mais toxico para os cistos [CEso (36
h)] do que o extrato aquoso comparado ao valor de CLso (24 h). O extrato etanolico foi 8 vezes
mais toxico para os metanauplios [CEso (36 h)] do que o extrato aquoso comparando ao valor
de CLso (24 h). Essa comparagdo também foi realizada para os extratos de S. terebentipholius.
O extrato etanodlico foi 1,4 vezes apenas mais toxico para os cistos de A. salina [CEso (36 h)]
comparada ao valor da CLso (24 h) para metanauplios. Enquanto que o extrato etandlico foi 5,6
vezes mais toxico para cistos de 4. salina [CEso (36 h)] comparada ao valor da CLso (24 h) para

metanauplios.

Em relacdo aos frutos de S. terebentifolius é relevante destacar o estudo de Jesus e
Monteiro-Filho (2007), que estudou a frugivoria e a dispersao de sementes de S. terebentifolius
no Parque Estadual de Vila Velha, municipio de Ponta Grossa, Estado do Parana. Estes autores
sugerem que os frutos desta planta constituem um importante recurso alimentar para a avifauna
da regido, desempenhando relevante papel no balanco energético e nutricional dos filhotes de
algumas espécies de aves e sendo um item complementar na dieta de aves migratorias (JESUS;
MONTEIRO-FILHO, 2007). Como observado, pelos valores obtidos de CEso e CLso, 0 extrato

dos frutos de S. terebinthifolius ndo apresenta risco de toxicidade de grande amplitude, sendo
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seus frutos utilizados como alimento pelas aves. Embora, a toxicidade do extrato seja maior

para os cistos, pelo observado nos valores de CEso ser 1,4 vezes menor que o valor de CLso para
o extrato aquoso, e a CEso ser 5,6 vezes menor que o valor do CLso para o extrato etanolico de

frutos de S. terebinthifolius.

No teste de locomogao observou-se uma diminui¢ao gradual da locomogao com relagio
a concentracao com ambos os extratos e solventes utilizados no estudo. Todavia nota-se uma
variacao relacionada ao tipo de solvente utilizado para extracao. As concentragdes de 0,1, 0,5
e 1,5 mg/mL repercutiram em uma frequéncia locomotora bastante similar de aproximadamente
120 linhas cruzadas até o 5° minuto, entretanto a concentracdo de 3,0 mg/mL houve uma
reducdo expressiva, tendo 60 linhas cruzadas no mesmo periodo de tempo para o extrato aquoso
de folhas de 7. catappa. A concentracdo de 3,0 mg/mL de extrato de folhas de 7. catappa
também causou uma maior reducdo na locomogao. Apenas 50 linhas cruzadas ao final do tempo
total do experimento. Comparando ambos os resultados, tem-se que o extrato etandlico de
folhas de 7. catappa com maior influéncia na reducdo da atividade motora da planaria D.

tigrina.

A S. terebinthifolius ¢ utilizado no combate a diversos microrganismos
patogénicos(SANTOS et al., 2020; SILVA; LIMA, 2016) que afetam o ser humano. O extrato
aquoso dos frutos de S. terebinthifolius ndo apresentou alteracao significativa na mobilidade da
planaria até a concentracdo de 3,0 mg/mL. Ja o extrato etandlico apresentou reducao
significativa na atividade locomotora de planaria nas concentragdes de 1,0, 1,5 e 3,0 mg/mL.
Na avaliagdo da mobilidade de planaria foi utilizado concentragdes que variaram de 0,5 a 3,0
mg/mL, baseado em avaliagdes preliminares, uma vez que em concentragdes menores do que
0,5 mg/mL nao foram observadas alteragdes significativas na mobilidade do verme planar tanto

para T. catappa como para S. terebinthifolius.
CONSIDERACOES FINAIS

De forma geral, pode-se concluir que os extratos de folhas de T. catappa e de frutos de
S. terebinthifolius apresentam teores altos de compostos flavondides e polifendlicos, o que
contribui para seus efeitos antioxidantes. Por outro lado, o extrato de folhas de 7. catappa ¢ de
toxicidade mediana para os metanauplios de 4. salina, enquanto que o extrato aquoso de frutos
de S. terebinthifolius ndo apresenta toxicidade para metanauplios de A. salina, e ndo afeta a
mobilidade de D. tigrina. Portanto, ¢ preciso cautela no uso medicinal do extrato de folhas de

T. catappa como produto fitoterapéutico para tratar doencas em funcdo da sua relativa
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toxicidade. Enquanto que, os frutos de S. terebinthifolius nao apresentam restricdo por

apresentar valores baixos de toxicidade para os modelos testados neste trabalho. Estudos
adicionais seriam necessarios para repensar o uso das folhas de 7. catappa e dos frutos de S.

terebinthifolius como medicinais para o tratamento de doengas.
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RESUMO

A agua ¢ responsavel pela existéncia das mais diversas formas de vidas que possui no planeta
terra, pois ela participa de processos fisicos, quimicos e bioldgicos. A qualidade estd
comprometida devido aos seus multiplos usos. De acordo com a Organizacao Mundial de Saude
(OMS) as doengas de veiculacao hidrica sdo divididas em dois grupos: doengas de transmissao
hidrica e doencas de origem hidrica. Em relacdo as doengas de veiculagao hidrica, que
respondem pelo maior nimero de internamentos do Sistema unico de Saude estdo
intrinsecamente ligadas a falta de saneamento e ao precario tratamento da agua para o consumo
humano. O objetivo deste estudo ¢ realizar um levantamento bibliografico sobre as doengas de
veiculagdo hidricas, que afetam a populacdo. Estima-se que 80% das doengas causadas por
microrganismos patogénicos sdo ocasionadas por aguas contaminadas. Sendo de grande
importancia o tratamento da agua, pois as doencas de veiculagao hidrica podem ser causadas
por diversos microrganismos, como as bactérias, fungos, virus, protozoarios e helmintos,
presentes em agua contaminada. Diante dos resultados obtidos foi possivel observar que de
acordo com a revisdo de literatura, logo se pode confirmar que as dguas estdo cada vez mais
contaminadas. Fazendo necessario, diante do exposto, a necessidade das entidades de poder
publico juntamente com a sociedade de adotar estratégias para a manutencao da qualidade da
agua.

PALAVRAS-CHAVE: Qualidade da agua; Saneamento; Agua contaminada; Agentes
patogénicos.
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1. INTRODUCAO

A agua ¢ responsavel pela existéncia das mais diversas formas de vida que possui no
planeta terra, pois ela participa de processos fisicos, quimicos e bioldgicos. Entretanto, a
exploragdo desse bem natural vem sendo de maneira ndo sustentavel, com isso ocorre o
comprometimento da qualidade e da oferta dos recursos hidricos existentes. A qualidade esta
comprometida devido aos seus multiplos usos, o desmatamento de suas matas ciliares, ¢ a

polui¢do (BUZELLIL; SANTINNO, 2013).

Conforme Philippi e Malheiros (2005) a agua, sendo um recurso finito e vulneravel,
pode representar um obstaculo ao desenvolvimento socioecondmico de um pais e a qualidade
de vida do individuo. H4 uma intrinseca relagdo entre o acesso a agua de boa qualidade,
adequada infraestrutura de saneamento e saude humana. Wolf, Sausen, e Battisti (2011)
relataram que os principais problemas de polui¢do no Brasil decorrem da falta de abastecimento

de 4gua potavel e pela falta da coleta segura de esgotos.

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) as doengas de veiculagio
hidrica sao divididas em dois grupos: doengas de transmissao hidrica e doengas de origem
hidrica. As primeiras sdo caracterizadas pela presenca de microrganismos patogénicos
veiculados pela dgua, tais como: virus, fungos, protozoarios e bactérias, que acometem
geralmente o trato gastrointestinal. Ja as doengas de origem hidrica sdo caracterizadas pela
presenca de substancias quimicas na agua, acima dos limites permitidos pela legislagcdo vigente.
A qualidade da 4gua ndo se traduz apenas pelas suas caracteristicas fisicas, quimicas e
microbioldgicas, mas pela qualidade de todo o funcionamento do ecossistema (MERTEN e

MINELLA, 2002).

Em relagdo as doengas de veiculagao hidrica, que respondem pelo maior nimero de
internamentos do Sistema unico de Saude estdo intrinsecamente ligadas a falta de saneamento
e ao precario tratamento da dgua para o consumo humano. A hepatite A, a febre tifoide e a
maioria das diarreias sdo enfermidades consequentes do consumo de agua contaminada
(KELMAN, 2003; AMARAL et., 2003). Com isso o objetivo deste estudo ¢ realizar um

levantamento bibliografico sobre as doengas de veiculagdo hidricas que afetam a populagao.
2.  REFERENCIAL TEORICO

A polui¢do biolédgica das aguas de acordo com Melo (2019) ocorre quando os corpos de

agua possuem microrganismos patogénicos, tais como bactérias, virus, vermes € protozoarios
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oriundos principalmente de esgotos domésticos e industriais. Eles podem ser langados

diretamente na agua ou podem infiltrar-se nos solos, atingindo aguas de pocos ou de nascentes.
As consequéncias desse tipo de poluigdo sdo as varias doencas que podem ser transmitidas aos
humanos e animais, tais como febre tiféide, colera, salmonelose, leptospirose, hepatites,

esquistossomose, amebiase e giardiase.

Atividades humanas, como pecudria ou agricultura, ou atividades industriais com
residuos para processamento de carnes ou laticinios e, portanto, com alta carga de matéria
orgénica. E quando ha disposi¢do inadequada de residuos s6lidos pode haver contaminacao de
aguas superficiais ou subterraneas, que passam a atuar como veiculo de agentes infecciosos.
Geralmente, o homem ¢ atingido pelos microrganismos patogénicos por meio das excregdes
das pessoas e animais que estejam contaminados, que podem ocasionar diversas doengas,
destacando-se doencas no trato intestinal, infec¢cdes e contaminagdes (SOUZA, 2018;

MACEDO; PORTELA, 2009).

Como relatado por Zimmerman, (2001) a populagdo mundial estd em constante
crescimento e rapido desenvolvimento, aumentando vertiginosamente o consumo de agua.
Paralelamente, ha o crescimento na elimina¢do de dejetos, se fazendo assim necessario um
sistema de saneamento basico eficiente. Em planos de pré-desenvolvimento e acompanhamento
po6s-desenvolvimento, a incorporacdo do impacto na satude ¢ falha, sendo poucos os estudos em

que a saude ¢ vista como um componente importante.

Ha mais de trinta anos, o Ministério da Satde normatiza no Brasil parametros para
qualidade de dgua para consumo, porém continuamos a enfrentar problemas de contaminagao
microbioldgica da dgua. Este problema, decorrente do gerenciamento inadequado de dejetos e
residuos, além da grande emissdao de poluentes, que ¢ um problema com amplitude mundial,
acaba atingindo ambientes urbanos e rurais. As fontes de contamina¢do das dguas superficiais
e subterraneas sdo inumeras, podendo provir de origem humana ou animal, e podem carrear

bactérias, protozoarios e virus, dentre outros microrganismos (LUZ, 2011; SOUZA, 2018).
2.1 Principais doencas veiculadas pela Agua

Apesar do crescente numero de questdes ambientais no Brasil, ainda ¢ insuficiente as
resolugdes ou tomadas de agdes no Brasil. Sendo que a populagdo mais pobre sofre com as
consequéncias, onde ird caracterizar em uma baixa infraestrutura na distribuicao de agua, coleta

de lixo, tratamentos de esgotos, configurando em fatores que influenciam na exclusao social e
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no aparecimento de doengas como a coélera, febre tifdide, giardiase, amebiase, hepatite e

diarreias sdo constantes entre individuos, evidenciando caréncia de qualidade de vida dessa
populagdo, onde, 50 brasileiros morrem por dia em virtude de doencas decorrentes da falta de

saneamento basico (ZORATTO, 2006).

Diante de uma pesquisa realizada aproximadamente 80% das doengas causadas por
microrganismos patogénicos sdo ocasionadas por aguas contaminadas (FREITAS; SILVA,
2016). E o que acontece com a febre tifoide, colera, salmonelose, shigelose, poliomielite,
hepatite A, verminoses, amebiase e giardiase (MARQUES et al., 2020). Essas doencas podem
ser adquiridas de diversas formas: a ingestdo de dgua contaminada com substincias ou
organismos patogénicos pode desencadear uma série de problemas, que, na maioria das vezes,
resultam em casos de diarreia. Uma das principais doengas relacionadas com a ingestao de agua
contaminada ¢ a amebiase. Essa doenca pode causar febre, dores abdominais, diarreia com
sangue, flatuléncia, anemia e, até mesmo, morte. Além da amebiase, podemos citar a célera, a

giardiase e a hepatite A, que possuem quase os mesmos sintomas. (NOVA; TENORIO, 2019).

O mecanismo de transmissdao de doengas mais comumente lembrado e diretamente
relacionado a qualidade da 4gua ¢ o da ingestdo, por meio do qual um individuo sadio ingere
agua que contém componente nocivo a saude e a presenga desse componente no organismo
humano provoca o aparecimento de doencga. Os agentes contaminantes de maior importancia
sd0 a matéria organica, os organismos patogénicos, 0s compostos organossintéticos € os metais

pesados (DUARTE, BARATELLA, PAIVA, 2015).

Peil; Kuss e Gongalves (2015) avaliaram o quadro patolégico configurado pelo aumento
diariamente da polui¢do ¢ a contamina¢do dos recursos hidricos, mostrando a veiculagdo de
doencas causadas por diversos agentes infecciosos, causadores de doencas diarreicas. As
principais doengas transmitidas pela 4gua, provenientes principalmente de contaminagao fecal

humana e animal, em dguas destinadas ao consumo.

O aumento de casos das Doengas Infecciosas e Parasitarias ¢ considerado um problema
de saude publica, principalmente as transmitidas pela agua, devido aos maus habitos higiénicos
e a precaria infraestrutura de saneamento basico, que tem como consequéncia o aumento das

parasitoses nos humanos. (ALBUQUERQUE; SANTOS; BATISTA, 2021).

Os nematoides Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiuria, Hymenolepis nana,

Ancylostoma duodenale e Necator americanus, € os protozoarios (Entamoeba histolytica e
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Giardia lamblia) sdo facilmente disseminados entre as populagdes com deficiéncias higiénicas,

pela ingestao de 4gua e alimentos contaminados (HORNINCK et al., 2013).

Também destaca que além da poluicdo direta das fontes de agua e dos sistemas de
distribuicdo, as condi¢des higi€nico-sanitarias e conservagdo dos reservatorios também podem
ser responsaveis pela veiculagdo de agentes patogénicos, pois assumem papel importante na
contaminag¢do ou recontaminagao da dgua. Isso ocorre pela transmissao de microrganismos caso
estes locais estejam em condi¢des inadequadas de higiene e conservacao (FARIA; PAULA;
VEIGA, 2013). A preveng¢ao das doencas hidricas estd condicionada as praticas de higiene, a

infraestrutura das moradias e ao saneamento basico (BORJA, 2014).
3. METODOLOGIA

O desenvolvimento deste presente estudo foi realizada nas principais e mais importantes
bases de dados (Science Direct, Web of Science, SciELO, PubMed e Scopus) nacionais e
internacionais, dentro da tematica publicadas nos ultimos anos, disponiveis na internet
buscando um embasamento tedrico, e contemplando os trabalhos académicos e os livros-texto
especializados que foram publicados, observando as infecgdes que mais acometem a populagao,

relacionadas a doengas de veiculagao hidrica.
4.  RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 A importancia do tratamento da dgua

No final do século 19 e inicio do século 20, a qualidade da 4gua passou a ser uma questao
de interesse para a saude publica. Antes, eram aspectos estéticos e sensoriais como cor, gosto e
odor que a qualidade se associava. Na Grécia antiga, técnicas como filtragdo, exposi¢cdo ao sol
e fervura eram utilizadas para melhorar a qualidade da agua e, pela aparéncia turva que a agua
podia apresentar, os gregos acreditavam na existéncia de relagdes causais entre agua e

enfermidades (FREITAS & FREITAS, 2005).

Segundo Melo (2020), a falta de saneamento basico, além de prejudicar a saude da
populacio, eleva os gastos da satide com o tratamento as vitimas de doengas causadas pela falta
de abastecimento de agua adequado, sistema de tratamento de esgoto e coleta dos residuos.
Desta forma, o contato com a dgua contaminada pode comprometer a satide dos individuos

aumentando o risco de doencas de origem e transmissao hidricas (FERREIRA et al, 2016).
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De acordo com Tundisi (2006) a contaminag@o e o aumento das substancias toxicas na

agua e de vetores de doencas de veiculagdo hidrica estdo diretamente relacionados com o
saneamento basico e condi¢des inadequadas de tratamento das 4guas contaminadas por varios
processos. O Ministério da Satide por meio da Portaria de consolidagao n° 888, de 4 de Maio
de 2021, dispde sobre os procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da agua para

consumo humano e seu padrao de potabilidade (BRASIL, 2021).

As doencas de veiculagdo hidrica podem ser causadas por diversos microrganismos,
como bactérias, fungos, virus, protozoarios e helmintos, presentes em dgua contaminada. Este
fato ¢ agravado em comunidades em que o sistema de abastecimento de agua tratada ¢
inadequado, for¢ando o uso de minas, pogos, bicas, ou entdo que utilizam agua mineral de

fontes contaminadas. (OLIVEIRA et al, 2018).

E de grande importancia ter habitos higiénicos, Razzolini (2008) relatou que os
beneficios como o aumento da expectativa de vida e produtividade econdmica, habitos
higiénicos, controle e prevengao de doengas, sdo resultados de acesso a condi¢des adequadas

de abastecimento.

Os autores Oliveira et al. (2015) discutiram e verificaram por meio de andlise descritiva
e revisdo bibliografica que o caso do saneamento no Brasil ¢ um problema de saude publica,
sendo sua implementacdo peca fundamental na prevencdo de inumeras doencas e na
preservacao do meio ambiente, e devido a falta de um sistema adequado de saneamento gera

diversas externalidades negativas para a sociedade.

De acordo com Silva (2007) as andlises sdo de fundamental importancia para a
determinagdo de parametros de consumo humano. E inegavel que a populacdo ndo possui
informacodes suficientes para avaliar os riscos de contaminacdo a que esta sujeita, fazendo-se

necessario, a maior divulgacao de estudos e andlises acerca da qualidade da 4agua.

Duarte, Baratella E Paiva, (2015) relataram que ao ter acesso ao tratamento de dgua e
esgoto, a populagdo tem a oportunidade de extinguir ou pelo menos minimizar os efeitos de

uma possivel contaminagao por agentes patogénicos, em que o veiculo transmissor seja a dgua.

O acesso as redes de abastecimento adequadas de agua e esgoto ¢ um item de grande
relevancia na satde dos individuos. Muitas doengas, inclusive as diarreicas, poderiam ser
prevenidas através de investimentos em melhorias nessas redes. (OLIVEIRA, LEITE e

VALENTE, 2015).
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No entanto, o tratamento adequado da agua e do esgoto se destacam como as principais

acoes de prevencao contra as doencgas de veiculagao hidrica. Segundo D’Aguila et al (2000), a
manutencdo da qualidade da 4gua ¢ uma necessidade universal, exigindo a atencdo de todos,
nao somente dos o6rgaos publicos, principalmente quando nos referimos a 4gua de mananciais
destinados ao consumo humano, uma vez que sua contaminagao por microrganismos patdogenos
de origem entérica, animal ou humana, pode torna-lo um transmissor de agentes causadores de

doencas infecciosas e parasitarias.
5. CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados obtidos foi possivel observar que de acordo com a revisdo de
literatura, logo se pode confirmar que as aguas estdo cada vez mais contaminadas. E que os
problemas ambientais estdo associados as doencas que afetam principalmente a populacao
menos informada ou assistida, sendo de dificil controle dessas doengas de veiculacao hidrica,
as doencas de veiculagdo hidrica mais prevalente sdo infec¢des intestinais, shigelose, colera e
febre tifoide. Pois as doengas de veiculagdo hidrica podem ser causadas por diversos
microrganismos, como bactérias, fungos, virus, protozoarios e helmintos, presentes em agua

contaminada.

Faz-se necessario a realizagdo de exames rotineiros em aguas, rios e caixas d’agua,
verificando a qualidade da agua, que chegara as nossas residéncias, levando em consideragdo o
padrao de potabilidade da portaria de consolidagdao n° 888, de 4 de Maio de 2021, Diante do
exposto torna-se evidente a necessidade de politicas publicas que possam garantir a populagao
o direito de acesso ao saneamento basico adequado, de forma que avaliza a qualidade da 4gua,
e investir em campanhas educativas e preventivas, junto com a sociedade para que a populagao

venha a cooperar para as agdes do governo.
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RESUMO

O objetivo do presente capitulo foi apresentar aspectos do processo de desenvolvimento e
maturacao visual, no periodo do nascimento aos sete anos de idade, compreendendo as
principais mudangas que ocorrem nessa fase. Trata-se de uma revisdo narrativa da literatura.
Os achados indicam que o processo de formacao do sistema visual se inicia na gestagao,
ocorrendo, desde estdo, a maturacdo visual. Até o nascimento nio se tem todo processo de
maturacao, ocorrendo a posteriori. A visao do recém-nascido modifica-se ao longo dos meses,
como a visao acromatica, a visao de cores, a relagdo com o cortex, retina, globo ocular, macula,
entre outros. As alteragdes acontecem até atingir a idade adulta. Portanto, a formagao, o
desenvolvimento e a maturagdo visual ocorrem em uma escala de tempo, de forma integrada as
fungdes neuromotoras, e dependem das alteracdes fisioldgicas do individuo, que atinge um
limiar de formagdo ainda na infancia.

PALAVRAS-CHAVE: Desenvolvimento Visual. Maturagdo visual. Sistema Visual.
Nascimento. Infancia.

INTRODUCAO

O desenvolvimento e maturagao do sistema visual (SV) envolve todo um conjunto de
mecanismos de formagdo, os quais ndo estdo completos ao nascer (SOUSA, 1997). O SV se
desenvolve no decorrer dos meses de vida e a cada periodo do ciclo vital evolui, compreendendo

a fase desde o pré-natal até a velhice (AMERICAN OPTOMETRIC ASSOCIATION, [s.d.]a).

A formacido visual tem seu inicio no processo gestacional, assim como a maturagao
visual. Nesse ciclo, hd uma diferenciagao e remodelamento das células, as quais sao importantes
para o processo de formacao e resultando nas primeiras func¢des visuais (GLASS, 2002). Com
o decorrer do tempo, as mudangas no SV vao ocorrendo, de forma que, por volta dos sete anos
de idade, ja se tem areas de formagao concluidas, como as areas precoces do cortex (FARRONI;

MENON, 2008).
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A visdo se difere ao longo do ciclo de vida, por isso se faz importante conhecer as fases

e entender o que acontece naquele periodo (JOHNSON, 2020). Em vista dessas diferenciagdes
¢ preciso estar atento as alteragdes que possam ocorrer no processo de formagdo. Visto que se
ha algo que possa prejudicar o desenvolvimento da visdo ¢ necessario identificar essa mudanga,
visando corrigi-la, quando possivel, de forma breve, para que nao evolua com o decorrer do

tempo (COLES, 2018).

Muitas vezes a ajuda profissional ¢ buscada apenas quando a crianga ingressa na escola,
pois ¢ mais perceptivel a dificuldade em atividades escolares, e a partir dai tem-se conhecimento
de alguma possivel alteragdo visual. No entanto, a ideia de que a avaliacdo da visdo s6 deve ser
realizada apés inicio de leituras ou inser¢io em creches ¢ uma perspectiva ultrapassada. E
necessaria uma observagao prévia, visando verificar se existe algum sinal aparente, como olhos
lacrimejando em excesso, alguma secre¢do, € a consulta de rotina para acompanhamento

(COLES, 2018).

Os problemas resultantes do desenvolvimento do SV podem afetar criangas, adultos ou
idosos nas esferas escolar, social e at¢ mesmo esportivas. Além de comprometer atividades
diarias executadas no dia a dia (AMERICAN OPTOMETRIC ASSOCIATION, [s.d.]a). Em
vista disso, compreende-se a importancia e a necessidade do estudo do desenvolvimento e
maturagdo do SV na infancia, no periodo do nascimento aos 7 anos de idade, com o objetivo de
conhecer alguns aspectos que ocorrem no desenvolvimento e maturagdo do SV nesse ciclo de

vida.
METODO

Foi realizada uma revisdo narrativa, a qual contou com alguns artigos para a analise e
producao do presente capitulo. A revisao narrativa promove o conhecimento sobre determinado
assunto de forma ampla e em curto espago de tempo, uma vez que € realizada sem um protocolo
rigido e de maneira ndo sistematica. As informagdes foram colhidas e analisadas conforme sua

relevancia para o assunto em debate (ROTHER, 2007).

Os materiais usados serviram de base contextual acerca da tematica do desenvolvimento
e maturacdo visual, compreendendo o processo de maturagdo e a relagdo com o periodo da
infancia. Foram selecionados e utilizados capitulos de livros e artigos que abordassem a
tematica do desenvolvimento visual, nas diversas fases do ciclo vital do ser humano, assim

como alguns sinais de alerta a perceber no campo da visao.
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NASCIMENTO AO PRIMEIRO ANO DE VIDA

A formagdo do SV ocorre desde o periodo do pré-natal. Na gestacdo, por volta da
vigésima terceira semana, as principais estruturas oculares ja estdo no lugar e ao nivel do cortex
visual, a via visual esta completa. No ultimo trimestre gestacional, a retina e o cortex visual
sofrem extensa matura¢ao, bem como diferenciacdo de células e remodelamento, e a partir dai

tem-se as primeiras fungdes visuais (GLASS, 2002).

Ao nascer os bebés nao t€m sua visdo constituida por completa, sendo um processo a
percorrer, o qual envolve o aprendizado de habilidades (AMERICAN OPTOMETRIC
ASSOCIATION, [s.d.]a). Até a décima semana apOs o nascimento ocorre a finalizacdo da
mielinizacdo da fibra do nervo Optico, e, por conseguinte, hA um aumento na densidade
sindptica do cortex visual (BICAS, 2004; BRADDICK; ATKINSON, 2011). Nesse periodo,
ndo ha a dilatagdo por completo das pupilas, sendo a curvatura do cristalino em um formato
quase esférico e a retina ainda ndo ¢ totalmente desenvolvida, em especifico a macula

(FARRONI; MENON,2008).

Algumas das estruturas mencionadas podem ser visualizadas a partir da esquematizagao

geral da anatomia do olho humano presente Figura 1.

iris — _Retina

S c émea w

- el

_ Macula

Pupila / Mervo Gptico

Cristalino Vitrao

Figura 1 — Representacdo da anatomia do olho humano
Fonte: (GRAZIANO; LEONE, 2005).

Os recém-nascidos apresentam baixa capacidade de fixacdo, dessa maneira possuem
capacidade limitada na diferenciacdo das cores. Além disso, devido aos mecanismos de
orientacao subcorticais ha um campo visual limitado (FARRONI; MENON,2008). O espectro
de frequéncias espaciais visiveis no recém-nascido ¢ diferente ao do adulto, assim como a
acuidade visual, tendo em vista que o SV do recém-nascido ainda se encontra imaturo para o

processamento (COSTA ET AL.,2006; HEERING ET AL.,2008). Nos primeiros dias apos o
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nascimento a acuidade visual é de 20/170 (NORCIA, 1985). Porém, aos primeiros seis meses

h4 uma evolucio mais rapida dessa funcio visual (SALOMAO; VENTURA,1995).

No decorrer do primeiro més a visdo encontra-se mais bem apropriada e hd uma
sincronia entre os dois olhos, isso auxilia na percepcao e coordenacio ao interagir com objetos.
Neste periodo, ha um pico de sensibilidade visual para 1 ciclo/grau, ja no comparativo aos trés

meses de vida muda para 5 ciclos/grau (ATKINSON ET AL., 1977).

Os dois primeiros meses do bebé ¢ uma fase a qual os olhos estdo um pouco vagos. Ja
entre o terceiro e quarto més a relagdo de focalizagdo com os objetos apresenta-se de maneira
mais eficaz, proporcionando um alcance aos objetos com os olhos do bebé (AMERICAN
OPTOMETRIC ASSOCIATION, [s.d.]a). Nesse tempo, o olhar ja ndo ¢ tdo mais centrado ao
preto e branco, como quando recém-nascido, as cores tanto amarelas ¢ vermelho ja chamam
atenc¢ao do bebé. O controle cortical dos movimentos cabega e olhos j4 se fazem presentes nessa
fase e o circuito ventral e dorsal, assim como os sistemas neurais, ja contribuem no contexto

visual (FARRONI; MENON,2008).

No decorrer do quinto més as habilidades de cognicao e alcance dos objetos se tornam
melhores, a relagdo com a percepgdo se os objetos estdo proximos ou distantes se faz presente
nesse periodo, a relagdo com as cores apresenta-se melhor. Quando o bebé comeca a engatinhar,
por volta dos oito meses, o processo de acompanhar os objetos com os olhos junto a
coordenagao motora vai melhorando a medida que ele engatinha mais, pois tem mais nogao das
coisas a sua volta e da coordenagdo dos olhos aos movimentos (AMERICAN OPTOMETRIC
ASSOCIATION, [s.d.]a).

Dos nove aos doze meses muitas mudangas ocorrem. Aos nove meses a acuidade visual
ja esta proxima ao nivel de maturidade, esse processo de melhora se da dos seis aos nove meses.
(FARRONI & MENON,2008). Nesse tempo o bebé¢ ja comega a se esticar, ficando de pé. Aos
dez meses ¢ provavel que o bebé consiga pegar alguns objetos com as maos em forma de pinga
(polegar e o indicador). Aos doze meses o bebé, na maioria das vezes, estd engatinhando e
tentando andar, o que ¢ importante para coordenagao mao-olho, além de ter uma nogao acerca
de distancias, podendo arremessar coisas (AMERICAN OPTOMETRIC ASSOCIATION,
[s.d.]a).

Essa fase do nascimento ao primeiro ano de vida ¢ marcada por transformacgdes e

alteragdes, e por isso se faz necessario a observagao dos cuidadores quanto ao notar algo
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diferente e procurar um especialista como também a importancia da realiza¢ao de exames. E

importante uma avaliagdo ocular aos seis meses de vida, visto que esperar a idade escolar ¢
arriscado, pois caso apresente alguma alteracdo, o quanto antes diagnosticar melhor para o

tratamento (AMERICAN OPTOMETRIC ASSOCIATION, [s.d.]a).

Sinais de alerta, do nascimento ao primeiro ano de vida, que os cuidadores precisam
estar atentos sdo: “Rasgo excessivo” que ¢ caracteristico do bloqueio do canal lacrimal.
“Palpebras vermelhas” indicativo de infec¢ao ocular. “Virar olhos constantemente” indicativo
de problema na musculatura ocular. “Sensibilidade extrema a luz” indicativo de pressdo ocular.
“Aparecimento de pupila branca” indicativo de cancer no olho (AMERICAN OPTOMETRIC
ASSOCIATION, [s.d.]a).

DOIS - CINCO ANOS

Aos dois anos de idade a crianga ja experenciou muitas coisas as quais pode relacionar
aos movimentos coordenados opticos. Ela consegue “imitar os movimentos”, compreender
cores e formatos, resultando em combinar estes. A acuidade visual é normal nesse periodo e a
mielinizagdao do nervo Optico ja estd completa, além de ter a orientagao vertical (FARRONI &

MENON,2008).

Aos trés anos a retina tem seu tecido maduro (FARRONI & MENON,2008). E na faixa
etaria dos trés aos cinco anos, correspondente ao pré-escolar, as criangas comegam a ser
estimuladas em casa no processo de aprendizagem ou mesmo frequentam alguma creche ou
bergario. Nessa fase, ocorre a “facilidade acomodativa”, de acordo com a qual os olhos da
crianca tém a capacidade de focar em estimulos de determinada distdncia com periodos
especificos e em diferentes frequéncias. Ocorre também a “capacidade de vergéncia” em que
ha um movimento nos dois olhos com dire¢ao divergente um do outro, culminando numa visao

binocular tinica (COLES, 2018).

A utilizagdo de jogos, atividades de recortes, colagens, pinturas, desenhar, montar e
desmontar brinquedos, uso da massinha, entre outros especificos a essa idade, auxiliam na
percepcao visual, nas cores e¢ na coordenacdo ‘“‘olho-corpo-mao guiada visualmente”

(AMERICAN OPTOMETRIC ASSOCIATION, [s.d.]Ja)
SEIS — SETE ANOS

Esse periodo ¢ marcado por mudangas, a crianga, na maioria das vezes, ja se encontra

em fase escolar, e isso inclui estar em maior contato com as atividades que trabalham com as
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funcdes visuais. Além disso, ¢ um periodo no qual a ida a um especialista ja se torna mais

pontual (AMERICAN OPTOMETRIC ASSOCIATION, [s.d.]b).

As éreas precoces do cortex estdo concluidas, isso envolve as fun¢des bésicas de areas
sensorias, porém areas mais complexas de percep¢do e cenas visuais decorrem de mais tempo
(FARRONI; MENON,2008). Algumas alteracdes podem ocorrer na visdo, as mais comuns,
com inicio geralmente aos sete anos, sao: miopia, condi¢do em “o globo ocular ¢ muito longo,
em relagdo ao poder de foco da cornea e do cristalino”. Essa alteragdao faz com que haja uma
concentragdo em um ponto a frente na retina, ao invés da superficie. Outra alteragdo comum ¢
a hipermetropia, em que ha uma dificuldade em ver objetos, ou melhor, focalizar em objetos

mais proximos, tendo uma visao melhor dos objetos a uma distdncia maior (COLES, 2018).

O astigmatismo também pode ocorrer, ele tem sua caracteristica de visao turva, ou mais
conhecida como visdo embacgada. Condi¢do em que hd uma alteragdo da precisdo dos objetos
préximos e distantes, ou seja, eles se apresentam de forma turva. Isso ocorre pois a luz ndo ¢

capaz de atingir um foco unico da retina (COLES, 2018).
CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento e maturagdo do SV ocorre de forma integrada as fungdes
neuromotoras e tem inicio desde o pré-natal com uma aceleragdo no periodo da infancia, a qual
¢ marcada por diversas mudangas no contexto fisiologico. Essa fase de mudangas nos 6rgaos e

sistemas contribuem para o a formagao do SV.

O SV da crianca ao nascer muda conforme os meses de vida, e ¢ diferente da visao do
adulto. Aos sete anos de idade as areas precoces do cortex estdo concluidas, no entanto, ainda
as fungdes mais complexas ainda ndo estdo completamente maturadas, algo que ainda levara

algum tempo para ocorrer.

Além disso, nossa revisdo também apresentou as principais alteragdes visuais que
podem ocorrer durante cada fase do desenvolvimento. Dessa forma, ¢ importante que pais e
cuidadores estejam atentos a esses sinais, além de procurar estar sempre fazendo uma revisao
com um profissional, pois quanto mais cedo um problema visual for diagnosticado, melhor sera

0 prognostico no tratamento.

Todavia, a temadtica acerca da maturacao do sistema visual ndo apresenta tantos estudos

disponiveis, o que se apresenta como uma limitagdo. Em vista disso, recomendam-se mais
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estudos sobre a area, focando nos processos fisioldgicos e desenvolvimento do SV para que as

pessoas tomem mais conhecimento da area.
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RESUMO

Moringa oleifera Lamarck é uma planta nativa do norte da India e encontrada em paises
tropicais. Popularmente conhecida como Arvore da Vida, é amplamente reconhecida pelo seu
potencial nutricional e atividades bioldgicas. O objetivo deste trabalho foi verificar o potencial
antibacteriano da M. oleifera, bem como a influéncia do solvente para o preparo de extratos,
além dos mecanismos de agdo contra bactérias. Métodos: A pesquisa foi realizada através de
uma revisdo bibliografica de teses, dissertacdo, monografias e artigos publicados em periodicos
internacionais e nacionais disponiveis em banco de dados online, somente foram consideradas
publicagdes no periodo de tempo entre 2000 e 2020. Resultados: Foram selecionados 27
trabalhos que objetivaram avaliar o potencial antibacteriano de diferentes extratos da M.
oleifera, observou-se a inibi¢do do crescimento de diferentes espécies, principalmente
Escherichia coli e Staphylococcus aureus. O efeito antibacteriano dos extratosé derivado da
presenga de metabodlitos secundarios, como as fitoalexinas, moléculas com atividades
farmacoldgicas e de origem natural encontradas nos tecidos de M. oleifera. O solvente
desempenha um papel crucial para o preparo do extrato, uma vez que sua funcio ¢ deextrair
compostos presentes nos tecidos vegetais. Os mecanismos de a¢do antibacterianos sdo diversos,
podendo afetar enzimas essenciais para o organismo ou através de modulagdes na membrana
celular, afetando sua integridade e comprometendo a fun¢do bioldgica. Conclusiio: A pesquisa
torna evidente o potencial da M. oleifera na criagdo de novos farmacos com propriedades
antibacterianas, visto que bactérias multirresistentes sdo um problema emergente para a saide
coletiva.

Palavras-chave: Extratos vegetais, Efeito antibacteriano, Metabolitos secundarios

INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas para fins medicinais € uma pratica presente desde os primoérdios
da humanidade e largamente difundida até os dias atuais. Segundo Bruelheide et al. (2018) ha
cerca de 390 mil espécies de plantas no mundo, porém, apesar da grande quantidade de espécies,
estima-se que a humanidade se alimente apenas de 0,06% das plantas comestiveis (BBC Brasil,
2015). Deste modo, uma maior porcentagem das espécies vegetais ¢ utilizada como recurso

medicinal.
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Em épocas mais remotas, na qual a medicina ndo se desenvolvera tanto, as praticas

medicinais baseavam-se na utilizagdo de plantas, sendo estas detentorasde propriedades que
auxiliavam o homem no controle de diversas enfermidades. A pratica terapéutica caracterizada
pelo uso de plantas com propriedades medicinaisfoi denominada de fitoterapia (MIRANDA
et al., 2015) e esta amplamente presente na sociedade moderna. No entanto, as técnicas que se
utilizam de fitoterapicos sao mais difundidas em tribos indigenas e comunidades carentes que

utilizam os recursos naturais como unica alternativa de tratamento.

Com o avango da medicina, a ciéncia busca cada vez mais conciliar as praticas
medicinais baseadas em fitoterdpicos com as técnicas modernas, difundindo, assim, a
utilizagdo destas pela sociedade. H4 uma demanda cada vez maior por tratamentos alternativos
na medicina (ZENI et al., 2017), que nao sejam focados puramente em drogas de origem
farmacéutica ou que apresentem umamaior viabilidade no quesito financeiro. Sendo assim,
observa-se que os fitoterapicos estdo se destacando cada vez mais no mercado farmacéutico,
ndo somente pela sua ampla demanda, mas também por apresentarem uma alternativa saudavel
como recurso terapéutico, quando utilizado de forma adequada, controlado e com indicagdo

profissional.

Com a constante busca por fitoterapicos, pesquisas de cunho cientifico que busquem
verificar a eficacia de uma espécie vegetal para o uso medicinal se tornam de extrema
importancia, pois disponibilizam dados que possibilitam a criagdo de novos farmacos que
podem apresentar maior agdo no combate a diversos agentes patogénicos, tais como bactérias
e fungos, responsaveis por diversas doengas no cotidiano da populagdo humana. Assim, a
utilizagdo de espécies vegetais no controle de patdogenos microbianos se torna uma opgao de

importancia a saude publica.

A medicina moderna utiliza essencialmente medicamentos alopaticos, estes geram, no
organismo, efeitos contrarios ao da doenga apresentada pelo paciente.De forma semelhante
aos tratamentos que utilizam alopéaticos, os fitoterapicos também buscam promover agdes
contrarias no organismo, contrapondo aquelas de origem patogénica. No entanto, estas duas
técnicas diferem devido quando a sua natureza, sendo os fitoterapicos de origem vegetal.
Segundo Yunes, Pedrosa eCechinel Filho (2001), o mercado mundial de fitoterapicos cresce
gradativamente, principalmente em paises desenvolvidos, fato este que pode ser atribuido ao

alto investimento em pesquisas de espécimes vegetais que apresentam potencial farmacéutico.
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Por outro lado, o mercado de fitoterapicos no Brasil ndo apresenta resultados

satisfatorios, pois ha escassez de pesquisas cientificas que comprovem a eficacia dos mesmos,
ndo apresentando validagdo clinica que promova o uso destes produtos naturais. Porém,
contrapondo a escassez dos fitoterdpicos produzidos por induastrias brasileiras,
aproximadamente 82% da populagdo do Brasil faz uso de produtos oriundos de plantas
medicinais para diversos fins (BATISTA; VALENCA, 2012). Essa vasta utilizagao reforca a
necessidade de um maior investimento nessa industria, fortalecendo a validagao clinica através
de pesquisas cientificas, ampliando nao s6 a fabricacdo dos fitoterapicos em territdrio nacional,

mas também expandido sua utilizagdo ao proprio Sistema Unico de Saude (SUS).

As plantas medicinais contam com compostos derivados do seu metabolismo que sdo
responsaveis por fornecer suas propriedades medicinais, podendo inibir ou matar patogenos,
acelerar o processo de cicatrizagdo, amenizar processos inflamatdrios, dentre diversas outras
propriedades. Estes compostos sdo chamados de metabolitos secundarios, sendo um grupo de
moléculas que possuem atividades bioldgicas responsaveis pela defesa e adaptacdo da planta,
nao apresentando papel direto no desenvolvimento em si, como ¢ o caso dos metabolitos

primarios (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Segundo Arnous, Santos e Beinner (2005), ha diversas espécies de plantas medicinais
de uso local, em especial nas regides tropicais da América Latina. OBrasil destaca-se
como o pais que apresenta a maior riqueza de espécies quecompde a flora nacional. Em 2008,
teve inicio o projeto Lista de Espécies da Florado Brasil, coordenado pelo Instituto de
Pesquisas Jardim Botanico do Rio de Janeiro. Tal projeto foi encerado em 2015 e
possibilitou que mais de 400 taxonomistas trabalhassem juntos para realizacdo de um

levantamento de dados sobre a flora nacional.

Ap0s encerrar o projeto, foi identificada uma grande quantidade de espécies para a flora
nacional, sendo, no momento, reconhecidas 49.270 espécies (FLORA DO BRASIL EM
CONSTRUCAO, 2020). Este foi o maior trabalho de verificagio da diversidade da flora desde
a produgao do livro Flora Brasiliensis, escrito entre 1840- 1906 e produzido por Carl Friedrich

Philipp von Martius, August Wilhelm Eichler e Ignatz Urban.

Entre as plantas medicinais que podem ser encontradas atualmente no Brasil, o Lirio-
branco, Cedro ou Moringa vem recebendo destaque cada vez maior devidoas vastas
aplicagdes nutricionais ¢ medicinais que sdo atribuidas as suas raizes, cascas, folhas, flores,

frutos e sementes (MACEDO et al., 2010). Entretanto, mesmo recebendo destaque popular
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devido aos seus beneficios para a saude, ainda ha caréncia de estudos cientificos que de fato

comprovem a eficacia destas plantaspara a satde humana. Justamente por essa caréncia de
comprovacao cientifica ¢ que a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) proibiu,
em 2019, a fabricacdo, importacdo, comercializa¢do, propaganda e distribuicdo de qualquer
produto que contenha Moringa, prevendo multa de R$ 2 mil a R$ 1,5 milhdo de reais para
qualquer cidadao que viole essa proibicao, tal feito refor¢a ainda mais a necessidade de
pesquisas cientificas que busquem atribuir comprovagdo e seguranca para a utilizacdo de

plantas medicinais (ANVISA, 2019).

Moringa oleifera Lamarck, pertencente a familia Moringaceae, ¢ uma planta arborea
nativa do norte da India encontrada em diversos paises tropicais de baixa altitude, incluindo-se
regides aridas e semiaridas (FRIGHETTO et al., 2007). A espécie foi introduzida no Brasil por
volta de 1950, sendo amplamente distribuida na regido Nordeste (VASCONCELOS, 2013). E
uma planta rustica, de facil propagag¢do e de crescimento relativamente rapido, podendo
alcangar 6 metros de altura naidade adulta. A multiplicacdo e a implantacdo de cultivos
racionais de M. oleifera podem ser feitos através de sementes ou por reproducdo assexuada,

através de estaquia (DELDUQUE, 2000).

Deste modo, com a crescente demanda de pesquisas cientificas sobre o uso dos
fitoterapicos e a vasta utilizagdo medicinal da Moringa no Brasil, o presente estudo fornece
dados referentes a experimentos que realizaram testes com o objetivo de verificar o potencial
antibacteriano de extratos que utilizaram Moringa para promover a inibi¢do de diversos

microrganismos patogénicos, responsaveis por assolar a satide do ser humano.
MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa trata-se de um trabalho qualitativo de revisao bibliografica revisao
bibliografica do tipo sistemdtica realizada por meio de levantamento e andlise de
publicagdes cientificas nacionais e internacionais. A constru¢do do trabalhopercorreu diversas
etapas adaptadas de Paula et al. (2017). Na primeira etapaprocedeu-se a caracteriza¢ao
pela identificagdo do tema e hipoteses, formulando,assim, uma questdo central de pesquisa.
A questdo norteadora do trabalho foi: Oextrato de Moringa oleifera possui propriedades que

promovam agdo antibacteriana?

Na segunda etapa foi realizado o estabelecimento de critérios de inclusdo e exclusdo

de pesquisas, a fim de realizar a busca na literatura. Para o presenteestudo, optou-se por
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incluir na pesquisa somente trabalhos com texto completo,podendo ser do tipo artigo

cientifico ou dissertagdes e teses de pods- graduacao,publicados no periodo de 2000 a 2020,
em lingua portuguesa, espanhola ou inglesa.Dos trabalhos encontrados, foi imposta a condi¢ao
de que o mesmo incluisse testesexperimentais para verificar o potencial antimicrobiano da

Moringa oleifera.

Naohouve restricdo acerca dos extratos vegetais, deste modo, extratos com diferentes
solventes, concentragdes € partes da planta foram validos e analisados, contribuindopara a
analise final do potencial antimicrobiano da espécie vegetal em questdo. Nolevantamento
bibliografico, dos trabalhos avaliados, foram utilizados os seguintesdescritores: atividade

antibacteriana de Moringa oleifera / antibacterial effect of Moringa oleifera.

Para realizagao da pesquisa foram utilizados os seguintes bancos de dados online:
Google Scholar, Portal de Periddicos da Coordenacao de Aperfeigoamentode Pessoal de Nivel
Superior (CAPES), Scientific Eletronic Library Online (SciELO), Education Resources
Information Center (ERIC), Biblioteca Digital Brasileira de Teses e Dissertagdes (BDTD),
Government Science Portal (Science.gov), Science Research (ScienceResearch.com), Scopus

Preview e National Library of Medicine (PubMed.gov).

Na terceira etapa, uma vez realizada a pesquisa rigorosa na literatura, foi feita uma
leitura criteriosa dos trabalhos, verificando se todos os selecionados cumpriam os requisitos
para inclusdo na pesquisa. Apos a certificagdo de que cada um trabalhos estava apto a ser
incluso, realizou-se a interpretacdo dos resultados, sendo esta fase correspondente a resultados
e discussdo em uma pesquisa convencional marcando, assim, a ultima etapa do processo

metodoldgico.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Até o momento, foram realizados numerosos estudos com o objetivo de avaliar a
atividade antimicrobiana dos diversos tecidos da Moringa oleifera na inibicao de diferentes
espécies de microrganismos. Dos trabalhos selecionados para o presente estudo, foram
identificados os seguintes microrganismos: Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Salmonella typhimurium, Enterobacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Proteus vulgaris, Shigella
flexneri, Streptococcus mutans, Staphylococcus epidermidis, Vibrio cholerae, Salmonella

enteritidis, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus, Citrobacter freundii, Bacillus
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megaterium, Pseudomonas fluorescens, Salmonella enterica, Shigella dysenteriae, Proteus

mirabilis, Aeromonas hydrophila e Providencia stuartii.
EXTRATOS VEGETAIS

A utilizagdo de extratos vegetais ¢ uma pratica antiga para o combate de enfermidades
que assolam o ser humano. Para a producdo de um extrato vegetal sdo descritas inimeras
técnicas e métodos que apresentam suas semelhancas e singularidades. No entanto, alguns
passos sdo indispensaveis para todos os pesquisadores, sendo estes a obtengdo do material
botanico desejado e escolha de um solvente, sendo essa escolha extremamente importante e
dependente de uma rigorosa revisdo na literatura, que possa nortear o pesquisador para o

solvente mais adequado.

Para a producdo de um extrato vegetal hda uma gama de op¢des, sendo as principais
técnicas a maceracao, infusdo, decoc¢ao, digestdao, percolagdo, extragcdo, destilagdo e secagem.
Todos os procedimentos, bem como as recomendacdes sobre medidas, porcentagem de
material vegetal e demais orientagdes para criacdoe utilizagdo de testes envolvendo extratos

vegetais estao descritas na Farmacopeia Brasileira 5° edi¢ao (ANVISA, 2010).

O extrato podera ser submetido a uma triagem fitoquimica, com o objetivo de identificar
e quantificar a presencga de determinados compostos presentes na amostra ou ser submetido a
testes laboratoriais para testar o potencial de inibigdo docrescimento de bactérias, fungos e
outros microrganismos, além de verificar a atividade oxidante. Portanto, o preparo e a utilizagao
do extrato vegetal sdo totalmente dependentes do tipo de estudo realizado. Ainda assim, ¢
importanteressaltar que qualquer tipo de extrato, para apresentar uma boa resposta, deve possuir

uma boa quantidade de metabdlitos secundarios do material botanico utilizado.

Os metabolitos secundarios desempenham um importante papel nos mecanismos de
defesa vegetal, podendo agir no combate a determinados patdgenos, sendo assim, essas
moléculas despertam interesse humano, pois podemser utilizadas para a fabricacao de fArmacos
com o intuito de combater determinadasinfec¢cdes causadas por patdégenos. Uma vez que o
extrato tem como objetivo retirar compostos bioativos da planta, com o intuito de verificar sua
atividade bioldgica, ndo s6 o seu preparo demanda de estudo, mas também seu proprio
armazenamento, evitando que este seja exposto a determinadas condi¢des ambientais, visto que
alguns compostos bioativos podem ser sensiveis a evaporacao, oxidacdo ou degradagdo na

presenca de luz e altas temperaturas (SANTOS, 2018).
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A presente pesquisa avaliou 27 (vinte e sete) trabalhos que buscaram verificaro

potencial antibacteriano da M. oleifera. Entre os trabalhos avaliados, foi possivel observar uma
variagdo entre as metodologias adotadas por cada autor, incluindo variagdes na escolha do

solvente, na parte vegetal e das propor¢des para o preparo do extrato vegetal.

A escolha de um bom solvente ¢ essencial para a obtengdo de um bom extrato, uma vez
que a extracdo de moléculas bioativas € que vai conferir atividade biologica para o mesmo.
Segundo Martins, Lopes e Andrade (2013), a solubilidade das espécies organicas ¢ um fator
extremamente importante na escolha do solvente para determinada substancia, uma vez que
solutos apolares se dissolvem melhorem solventes apolares, enquanto que os solutos polares

devem ser extraidos com solventes polares.

Apos analise dos trabalhos selecionados, verificou-se a frequéncia de utilizagao de cada
solvente para ensaios de atividade antibacteriana de extratos de M. oleifera. Os autores
utilizaram com maior frequéncia a dgua destilada para a producdo de extratos aquosos, fator
este que pode ser atribuido a capacidade excepcional da 4gua como solvente, sendo a mesma
capaz de dissolver uma variedade de substancias polares. Patel et al (2014), realizou uma
analise fitoquimica e avaliou o potencial antibacteriano do extrato de folhas de M. oleifera em
diferentes solventes. A andlise fitoquimica do estudo revelou a presenga de alcaloides,
flavonoides, carboidratos, glicosideos, saponinas, taninos e terpenoides. Além disso, o extrato
aquoso inibiu seis das sete bactérias selecionadas, sendo esta atividade atribuida aopotencial de
solvente da 4gua, tornando o extrato aquoso rico em biomoléculas ativas que expressaram

mecanismos de combate bacteriano frente os organismos selecionados.

Em seguida, o segundo solvente mais utilizado foi o etanol, sendo este extremamente
eficaz, ja que ¢ soluvel em agua e ¢ polar, mas também ¢ eficiente em outros compostos com
carater apolar, caracteristica essa que o etanol detém por contar com uma porc¢ao polar e uma
apolar em sua estrutura quimica, sendo, portanto, um solvente com serventia dupla, sendo um

dos mais utilizados na criagdo de extratos vegetais.

Frequentemente, a atividade antibacteriana de uma espécie vegetal ¢ proveniente de
componentes fitoquimicos ativos, tal como os polifendis, o que reforga a efetividade do etanol
como solvente, visto que tais componentes sdo facilmente soliveis em etanol

(PIYAMAWADEE; ONG-AHT, 2020).
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Ainda no que concerne aos solventes mais utilizados, em terceira posi¢ao registrou-se o

metanol, um composto organico da familia dos alcoois, € polar e extremamente soltivel em
agua, frequentemente ¢ utilizado como solvente industrial, assemelhando-se ao etanol em
alguns pontos, porém, tem um teor de toxicidade maior (ANP, 2019). Arévalo-Hijar et al.
(2018), utilizou metanol absoluto para produzir um extrato com as folhas de M. oleifera, o
extrato apresentou efeito antibacteriano melhor do que o antibidtico usado como controle.
Dessa forma, o extrato metandlico ndo apresentou nenhum grau de toxicidade se usado em

baixa concentracdo, refor¢ando sua eficacia e possivel aplicabilidade no mercadofarmacéutico.

Outro solvente que apresentou resultados consistentes e satisfatorios foi o acetato de
etila, € um éster simples com larga aplicagdo industrial, sua estrutura quimica conta com duas
moléculas de oxigénio com distribui¢ao distinta de elétrons, criando areas diferentes no
momento do dipolo elétrico, sendo a molécula classificada como organica. E frequentemente
utilizado como solvente de thinners e tintas, mas também apresenta boa viabilidade como

solvente em extratos vegetais, devido sua capacidade em assimilar diversas moléculas.

Zaffer et al. (2014), realizou ensaios da atividade antibacteriana de extratos feitos a
partir da casca de M. oleifera com a utilizagdo de diferentes solventes, objetivando verificar ndo
somente o potencial de inibi¢do bacteriano, mas também o efeito dos diferentes solventes ao
avaliar a atividade do extrato. ApOs 0s ensaios, constatou-se que o extrato da casca de M.
oleifera obtido com acetato de etila, foi extremamente eficaz contra as cepas de bactérias
selecionadas. Além disto, Abdallah (2015) verificou as propriedades antibacterianas do extrato
de folhas de M. oleifeira com a utilizagdo de diferentes solventes contra bactérias gram-
negativas e gram-positivas, observando que o extrato com acetato de etila apresentou maior

efeito de agdo antibacteriano contra as cepas de bactérias gram-negativas e positivas.

Dessa forma, o acetato de etila é capaz de extrair um bom nimero de compostos
bioativos, principalmente compostos fenolicos, alcaloides, saponinas e outros metabdlitos
secundarios, devido suas propriedades polares e apolares. Porém, é necessario avaliar se o
potencial do extrato com acetato de etila realmente ¢ promissor pela interacdo do solvente com
os solutos ou por questdes de toxicidade, avaliagdes mais profundas se fazem necessarias para

avaliar tal quesito, em caso de confirmagdo de toxicidade, faz-se necessario purificar o extrato.

Com isso em mente, nota-se que a polaridade do solvente é um fator extremamente
decisivo para a agdo do extrato vegetal, visto que este ¢ o responsavel por carregar os

compostos bioativos do material vegetal. Dessa maneira, torna-se compreensivel que o preparo
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do extrato vegetal ¢ um procedimento extremamente delicado e importante para a realizagao

de testes posteriores.

A escolha do solvente deve ser realizada com base nos metabolitos que o pesquisador
deseja obter, sendo estes definidos a partir da literatura disponivelsobre a atividade bioldgica
de cada metabodlico secundério da espécie em questdo. Consequentemente, para verificar a
eficacia antibacteriana de um extrato de M. oleifera, o cientista devera antes procurar quais
metabdlitos estdo envolvidos nos mecanismos de defesa contra bactérias e entdo escolher um
solvente que consiga extrair melhor estas moléculas, a escolha devera ser feita com base na
polaridade dos solutos e do solvente, permitindo que ocorra uma interagdo ideal para a

extragdo de moléculas bioativas.
POTENCIAL ANTIBACTERIANO

Uma série de estudos ja registrou a atividade antibacteriana da M. oleifera frente a
bactérias selecionadas, conseguindo inibir satisfatoriamente o crescimento de bactérias gram-
negativas e gram-positivas. Além da inibi¢do bacteriana, a M. oleifera também demonstrou ser
eficaz no combate aos fungos, uma vez que seu extrato aquoso de folhas conseguiu inibir o
crescimento de Aspergilus flavus, Alternaria spp., Fusarium spp., Rhizopus stolonifer,
Penicillium sp., Candida albicans, Candida glabrata e Candida tropicalis (AL_HUSNAN;
ALKAHTANI, 2016).

Apesar da auséncia de um sistema imunoldgico complexo similar ao dos animais, as
plantas contam com uma série de mecanismos fisicos e quimicos para sua protecao. A producao
de espinhos e aculeos sdo exemplos de defesas fisicas contra animais de grande e médio porte.
Todavia, uma vez que as plantas também sofrem ataques fungicos, bacterianos e virulentos,
contam com defesas quimicas capazes de inibir satisfatoriamente a agao destes microrganismos,
visto que podem prejudicar o metabolismo vegetal em iniimeros aspectos, mas principalmente
com a reducgdo da taxa fotossintética. Portanto, a neutraliza¢do de microrganismos patogénicos

¢ essencial para a homeostase do organismo vegetal.

Entre as defesas quimicas apresentadas pela planta, destaca-se a presenca de fitoalexinas
nos mais diversos tecidos vegetais em diferentes familias botanicas. Essas moléculas
constituem um grande grupo de metabdlitos secunddrios, tal como os flavonoides e terpenos,

com atividade antimicrobiana. Segundo Taiz et al. (2017), as fitoalexinas somente manifestam
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acdo e sdo possiveis de deteccdo apds ataque microbiano, antes disso sdo indetectaveis, mas

com o ataque se expressam e exercem fungao bioldgica no combate ao agente invasor.

Os mais diversos tecidos de M. oleifera apresentam uma variabilidade de metabdlitos
secundarios com potencial antimicrobiano, contando com fitoalexinas como flavonoides,
alcaloides, cumarinas, glicosideos, compostos fenolicos, taninos, esteroides e terpenoides, além
de oleos volateis que apresentam misturas de metabolitos (KORUTHU et al., 2011; PATEL, N.
et al., 2014; ARORA; ONSARE, 2014; AMABYE; TADESSE, 2016; DZOTAM; TOUANI;
KUETE, 2016).

Os flavonoides constituem um grande grupo de biomoléculas de origem natural com
efeitos antibacterianos, sua estrutura basica ¢ composta por um difenilpropano, mas podem ser
encontrados em diversas estruturas derivadas devidoao grau de variabilidade do grupo, os
principais sdo os flavones, flavondis, flavononas, flavano 3-ols e chalcones (FARHADI et al.,

2018).

Os mecanismos de ac¢do antibacteriana dos flavonoides sdo diversos, podem agir de
modos distintos dependendo da sua estrutura quimica e do balango hidrofilico-lipofilico da
molécula, uma vez que estes influenciam diretamente no potencial da atividade antibacteriana
(RESENDE, 2011). Uma das principais caracteristicas dessas moléculas ¢ o seu sinergismo
com outros antibioticos. Posto que os flavonoides atuem favorecendo suas agdes no combate
as bactérias, este sinergismo sugere potencial para a criagdo de farmacos que combinem os

flavonoides com outros antibioticos, intensificando sua agdo (FARHADI et al., 2018).

Segundo Flambo (2013), os flavonoides sdo capazes de modular a atividade de
determinadas enzimas que sdo expressas pelas bactérias, afetando todo o sistema bioldgico e
suas atividades. Corroborando estes dados, Wang et al. (2010), verificou que uma isoflavona
extraida da soja foi capaz de inibir consideravelmente a atividade de uma DNA topoisomerase
através da formagdo de diversos complexos que interferiam em ligacdes com essa enzima,

tornando-a parcialmente inativa e prejudicando o metabolismo celular da bactéria.

A quercetina ¢ um tipo de flavonoide que demonstra alto potencial antibacteriano, visto
que consegue ligar-se na subunidade GyrB da enzima DNA girase de E. coli, inibindo a
atividade ATPase da enzima e impedindo que a DNA girase exer¢a sua fun¢do biologica
(PLAPER etal., 2003). Além da atividade direta em 4cidos nucleicos, Tsuchiya e Iinuma (2000)

demonstraram que a soforaflavononaG foi capaz de alterar a fluidez da membrana celular de
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Spreptococcus, realizando alteracdes em dareas hidrofilicas e hidrofébicas da membrana,

reduzindo a fluidez de camadas internas e externas e afetando atividades biologicas da bactéria,

dado que determinadas fun¢des dependem do carater fluido da membrana.

As cumarinas integram um dos maiores grupos de metabolitos secundarios encontrados
nas plantas. Essas moléculas possuem origem através do metabolismo da fenilalanina, sendo o
acido p-hidroxi-cindmico um dos primeiros precursores,sendo, o mesmo, hidroxilado no
segundo carbono. A cumarina mais amplamente conhecida ¢ a 1,2-benzopirona, porém suas
variagoes estruturais resultaram nanomenclatura de diferentes classes de cumarinas: cumarinas

simples, piranocumarinas, furanocumarinas e cumarinas miscelaneas (SOUZA, 2005).

Mais de 400 cumarinas novas foram reportadas no periodo entre 2014 ¢ 2015
(SARKER; NAHAR, 2017). Portanto, sdo metabdlitos que apresentam uma boa
empregabilidade farmacéutica, uma vez que as cumarinas possuem inumeras atividades
bioldgicas, contando com relatos de atividade antioxidante, anticoagulante, anti-inflamatoéria e

antimicrobiana.

Alves (2015) avaliou o potencial antibacteriano da 1,2-benzopirona e 4- coumarinol
frente a cepas de Bacillus subtilis, Escherichia coli e Pseudomonasaeruginosa, verificando que
as cumarinas foram capazes de inibir satisfatoriamente o crescimento das linhagens
bacterianas utilizadas, apresentando efeito contra bactérias gram-positivas e gram-negativas.
Outras cumarinas também apresentam eficacia comprovada frente a bactérias, em virtude das
substitui¢cdes na estrutura quimica de uma cumarina simples resultarem na modulag¢do do seu

potencial antimicrobiano, principalmente, substitui¢des no anel basico (SOUZA, 2005).

Os mecanismos de inibi¢ao bacteriana das cumarinas ainda sdo pouco explorados, visto
que o grupo conta com inumeras moléculas. Porém, estudos anteriores demonstraram que os
antibidticos com cumarinas integram um grupo de biomoléculas capazes de inibir a
topoisomerase, tendo como alvo principal a DNA girase. O mecanismo de inibi¢ao ocorre pela
ligacdo do antibiotico com uma subunidade da DNA girase bacteriana, resultando na inibi¢ao
de sua atividade ATPase, essa inibi¢ao ¢ especialmente eficaz contra cepas de Staphylococcus

aureus (LONG, 2003).

Outras moléculas que apresentam potencial antimicrobiano sdo as saponinas,as quais
compde um grupo estruturalmente diversificado de glicosideos que podem ser de esteroides ou

triterpenoides. A composi¢do quimica e estrutural das cumarinas estd relacionada com a
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condi¢do genética, idade e condicdo fisioloégica dovegetal. Representam um dos principais

grupos de metabolitos secundarios encontrados nas plantas, suas fungdes abrangem uma gama
de atividades bioldgicas, contando com atividade moluscicida, antioxidante, antinflamatoria,
alelopatica, antiviral, antiparasita, herbicida, antifungica e antibacteriana (HARALAMPIDIS;
TROJANOWSKA; OSBOURN, 2002).

A atividade antimicrobiana das saponinas ¢ mais elevada contra fungos, mas também ¢
notavel contra bactérias. A inibi¢do ocorre através da sua interacdo com outas moléculas,
principalmente com esteroides, ocasionando a formagdo de complexos com ergosterol e
colesterol. Por consequéncia, a interagdo dassaponinas com colesterdis presentes na membrana
ocasiona a formagdo de poros que resultam na perda da integridade da membrana, levando a

morte celular (RIBEIRO et al., 2013).

A niazirina e niaziridina sdo dois glicosideos com potencial antimicrobiano e que
apresentam sinergia com diversos antibioticos. Em ensaios realizados em laboratorio, estes
glicosideos alteraram a permeabilidade da membrana celular através da regulagdo de genes
especificos. Além disso, verificou-se que houveinibicao das bombas de efluxo em E. coli, essa
condicdo aumenta a vulnerabilidade de bactérias frente a outros antibidticos, visto que as

bombas desempenham um importante papel na resisténcia bacteriana (DWIVEDI et al., 2019).

Os terpenos representam uma ampla classe de metabolitos secundarios encontrados nas
plantas, contando com mais de 50.000 moléculas ja identificadas. Sdo formados a partir do
acido mevalonico e contam com o isopreno em sua estrutura quimica, sdo majoritariamente
ciclicos. O timol e o carvacrol sdo doisterpenos amplamente estudados e ja utilizados para
inibir o crescimento de cepasde E. coli, constatando-se que sdo capazes de atravessar a
membrana celular bacteriana, causando perturbagdes e deformacdes na membrana, fator que
altera a sua permeabilidade e pode causar a morte celular (BUENO-SANCHEZ; MARTINEZ-
MORALES; STASHENKO, 2009; LIMA et al., 2017; ALMEIDA, 2015; DICKSCHAT,
2016).

Taninos sdo metabolitos secundarios que integram a classe dos compostos polifendlicos
e estdo presentes em diversos tecidos vegetais, incluindo as folhas de M. oleifera (PATEL, N.
et al., 2014). Devido seu carater fendlico, os taninos possuemelevada facilidade em estabelecer
ligagcdes com outras moléculas através de ligagdes de hidrogénio. Podem ser divididos em
quatro classes distintas, os galotaninos, elagitaninos, taninos complexos e taninos condensados.

Sabe-se que sua principal funcional é evitar herbivoria vegetal, mas também apresentam
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potencial de ag¢do antimicrobiano (KHANBABAEE; VAN REE, 2001; MONTEIRO et al.,
2005).

As propriedades antibacterianas dos taninos sdo amplamente estudadas, essas moléculas
conseguem desestabilizar o metabolismo de fungos, bactérias e virus de diferentes modos.
Inicialmente, foi verificado que o carater fenolico dos taninos permite que fagam uma série de
ligagdes com outras moléculas, induzindo a formagao de complexos com enzimas ou substratos,
fator este que afeta diretamente o metabolismo do organismo, uma vez que as reagdes quimicas

sao drasticamente alteradas e reduzidas pelos complexos formados (AKIYAMA et al., 2001).

Além da interacdo com as enzimas e os substratos do meio intracelular, os taninos
também podem interagir com as proteinas presentes na membrana celularda bactéria,
ocasionando deformagdes ¢ comprometendo as fungdes da membrana. Também apresentam
uma enorme afinidade com ions metéalicos, gerando complexos com diversos ions que
desempenham papel como cofatores enzimaticos. Podem, ainda, atuar captando oxigénio ativo,
contribuindo para a formacdo de radicais estaveis que comprometem processos biologicos
(AKIYAMA et al., 2001; PIZZI, 2008). Similarmente, sdo capazes de inibir o funcionamento
de enzimas virais, posto que galotaninos apresentam atividade anti-HIV por inibirem a

transcriptase reversa, reduzindo a replicagdo viral (MONTEIRO et al., 2005).

Os alcaloides sdo compostos nitrogenados com origem natural, podem ser encontrados
em plantas, fungos, bactérias e alguns animais. Assim como outros metabolitos secundarios,
também apresentam diversas atividades biologicas, mas sdo principalmente utilizados na
criacdo de drogas antibacterianas. Além dos diversos alcaloides presentes nos tecidos de M.
oleifera, sua casca contém dois alcaloides caracteristicos, a moringina € a moringinina

(FATIMA et al., 2014 apud SHUKLA et al., 1988).

A atividade antibacteriana dos alcaloides ¢ amplamente pesquisada em razdo de
apresentarem potencial farmacéutico frente algumas bactérias multirresistentes. O
medicamento TMC207 possui um alcaloide em sua composi¢do, a quinona. Essa molécula ¢
responsavel por danificar a bomba de protons que sintetiza adenosina trifosfato (ATP) na
Mycobcterium tuberculosis, fator este que inibe a sintese de ATP da bactéria. O imizadol,
alcaloide amplamente utilizado em farmacos, consegueinibir a biossintese do acido micolico
que ¢ essencial para a formagao da parede celular, ocasionando a morte celular (KITTAKOOP;

MAHIDOL; RUCHIRAWAT, 2014).
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Além desses mecanismos, verificou-se que as quinonas sao capazes de inibir a sintese

da DNA girase. Similarmente, a oxazolidina consegue inibir a fase inicialda sintese de
proteinas, impedindo que enzimas essenciais sejam expressas pela bactéria. J4 a classe das
indozilidinas, os alcaloides pergularinina e tiloforinidina conseguiram inibir a enzima
dihidrofolato redutase, impossibilitando a sintese de dacidos nucleicos (KITTAKOOP;
MAHIDOL; RUCHIRAWAT, 2014; RAO; VENKATACHALAM, 2000).

Apesar da presenga de diversos metabolitos secundarios com atividade antimicrobiana,
acreditava-se que o principal fator que induzia atividade antibacteriana nos tecidos de M.
oleifera fosse a pterigospermina. Entretanto, uma investigacao conduzida por Horwath e Benin
(2011), buscou verificar a presenca dessa molécula nos tecidos da M. oleifera. Apo6s analises
quimicas, nao foi possivel identificar a pterigospermina e constatou-se que essa estrutura nao

¢ viavel deisolamento, armazenamento ¢ caracterizacao.

Posteriormente, o composto responsavel pela atividade antibacteriana da M. oleifera foi
identificado como uma molécula da classe dos Isotiocianatos (ITCs), que sdo compostos
originados a partir da conversao de glicosinolatos. A 4-(a-L- rhamnosyloxy) — benzyl-
isothiocyanate ¢ uma molécula da classe dos ITCs, especificamente uma Benzil-Isotiocianato
(BITC), a qual foi atribuida como principal responsavel pela atividade antibacteriana em
extratos de M. oleifera (VIEIRA et al., 2010; AREVALO-HIJAR et al., 2018; BUKAR; UBA;
OYEYI, 2010).

O mecanismo de ac¢do antibacteriano do BTIC esta relacionado com a sua capacidade
de regular a expressdo de determinados genes e proteinas. As proteinas que contam com uma
por¢ao tiol sdo alvos principais do BTIC e sofrem alteragdes estruturais que comprometem sua
funcdo biologica. Como consequéncia, o metabolismo aumenta drasticamente a expressao de
genes que codificam proteinas de choque térmico (HSP), conhecidas como chaperonas, que
desempenham um papel fundamental ao auxiliar o dobramento de proteinas e sdo expressas em
larga escala na tentativa de restaurar os danos estruturais causados pelo BTIC em proteinas com

porc¢ao tiol (DUFOUR et al., 2013).

Entretanto, a regulagdo de genes que codificam as HSP para restaurarem as proteinas
danificadas pelo BTIC ocasiona o aumento constante da concentragcao de ATP, fator este que
colabora para a producao de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO). As EROs sao produzidas

em condi¢des normais do metabolismo e funcionam como mediadores de sinaliza¢ao, mas em
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altas concentragdes provocam danos em diversas moléculas, ocasionando uma situagdo de

estresse oxidativo(RIBEIRO et al., 2005).

Em virtude do consumo excessivo de ATP para produgdo de proteinas chaperonas, as
EROs passam a se acumular no organismo e causam uma situagdo de estresse oxidativo na
bactéria. Em resposta ao estresse oxidativo, enzimas como a dissulfeto redutase, p66, catalase
e peroxidase sdo expressas para neutralizarem os danos causados pelas EROs, contudo, o BTIC
também consegue afetar a estrutura dessas proteinas, ocasionando sua inativagdo e contribuindo
para o acumulo das espécies reativas de oxigénio, provocando oxidagao de proteinas e lipidios,
levando a morte celular da bactéria (RODRIGUES, 2010; RIBEIRO et al., 2005; DUFOUR et
al., 2013; AGUIAR, 2012).

CONSIDERACOES FINAIS

Inimeros estudos sdo realizados com o objetivo de averiguar o potencial antimicrobiano
de espécies vegetais, visando sua aplicabilidade no mercado farmacéutico. Uma vez que as
bactérias aumentam progressivamente sua resisténcia frente aos antibioticos, a criagdo de novas
drogas com propriedades antibacterianas ¢ de extrema importancia para a regulagdo das
condi¢des de saude coletiva, dado que as bactérias multirresistentes sdo um problema

emergente na sociedade.

Deste modo, conclui-se que a Moringa oleifera ¢ uma espécie vegetal com
caracteristicas antimicrobianas de interesse farmacéutico, em virtude de seus tecidos serem
dotados de fitoquimicos que apresentam atividade antibacteriana,como as fitoalexinas. Estudos
experimentais mais profundos devem ser realizados para analise dos efeitos antimicrobianos,
como também sua interagdo com outros antibioticos. Além disso, para a criagdo de novas
drogas utilizando Moringa oleifera,o solvente utilizado deve possuir uma boa afinidade de
polaridade com os metabolitos que serdo extraidos, tornando o produto final rico em compostos

que inibam satisfatoriamente o crescimento bacteriano.

AGRADECIMENTOS

O presente trabalho foi realizado com apoio do CNPq, Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico — Brasil, através de bolsa de iniciagdo

cientifico do programa PIBIC/CNPq-UFCG —2019/2020.

Editora e-Publicar — Ciéncias Bioldgicas: Desenvolvimento em pesquisas aplicadas,
Volume 1.

227




REFERENCIAS

ABDALLAH, E. M. Antibacterial Properties of Leaf Extracts of Moringa oleifera Lam.
Growing in Sudan. Journal Of Advances In Medical And Pharmaceutical Sciences, v. 5, n.
1, p. 1-5, 10 jan. 2015. http://dx.doi.org/10.9734/jamps/2016/21386.

AGUIAR, N. D. da C. Impacto do isotiocianato de alila sobre a comunidade microbiana e
indicadores microbiologicos do solo. 133 f. Tese (Doutorado) — em Doctor Scientiae,
Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, 2012.

AKIYAMA, H. et al. Antibacterial action of several tannins against Staphylococcus aureus.
Journal of antimicrobial chemotherapy, v. 48, n. 4, p. 487- 491, 2001.

AL HUSNAN, L. A.; ALKAHTANI, M. D. F. Impact of Moringa aqueous extract on
pathogenic bacteria and fungi in vitro. Annals Of Agricultural Science, v. 61, n. 2,p. 247-
250, dez. 2016. http://dx.doi.org/10.1016/j.a0as.2016.06.003.

ALMEIDA, R. R. Mecanismos de acio dos monoterpenos aromaticos: timol e carvacrol.
26 f. TCC (Graduacgao) - Curso de Quimica, Universidade Federal de Sao Jodo Del-Rei, Sao
Jodo Del-Rei, 2015.

ALVES, R. E. Investigacio dos efeitos antibacteriano e citotoxico de cumarinas. 40 f. TCC
(Graduagdo) - Curso de Farmacia, Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da
Paraiba, Jodo Pessoa, 2015.

AMABYE, T. G.; TADESSE, F. M. Phytochemical and Antibacterial Activity of Moringa
Oleifera Available in the Market of Mekelle. Journal Of Analytical & Pharmaceutical
Research, v. 2, n. 1, p. 23-26, 5 fev. 2016. http://dx.doi.org/10.15406/japlr.2016.02.00011.

ANVISA. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Farmacopeia Brasileira, volume 1. 5°
Ed. Brasilia, 2010.

ANVISA. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolu¢do RE n° 1.478/2019 de 07 de
outubro de 2019. Proibidos alimentos com Moringa oleifera.

AREVALO-HIJAR, L. et al. Antibacterial and Cytotoxic Effects of Moringa oleifera (Moringa)
and Azadirachta indica (Neem) Methanolic Extracts against Strains ofEnterococcus faecalis.
International Journal Of Dentistry, v. 2018, p. 1-5, 25 set. 2018.
http://dx.doi.org/10.1155/2018/1071676.

ARNOUS, A.H.; SANTOS, A.S.; BEINNER, R.P.C. Plantas medicinais de uso caseiro -
Conhecimento popular e interesse por cultivo comunitario. Revista Espa¢o para a Saude, v.6,
n.2, p.1-6, 2005.

ARORA, D. S.; ONSARE, J. G. In vitro antimicrobial evaluation and phytoconstituentsof
Moringa oleifera pod husks. Industrial Crops And Products, v. 52, p. 125-135, jan. 2014.
http://dx.doi.org/10.1016/j.indcrop.2013.09.016.

BATISTA, L. M.; VALENCA, A. M. G. A fitoterapia no ambito da aten¢do basica no SUS:
realidades e perspectivas. Pesquisa brasileira em Odontopediatria e Clinicaintegrada, v. 12,
n. 2, p. 293-296, 2012.

Editora e-Publicar — Ciéncias Bioldgicas: Desenvolvimento em pesquisas aplicadas,
Volume 1.

228



http://dx.doi.org/10.9734/jamps/2016/21386
http://dx.doi.org/10.1016/j.aoas.2016.06.003
http://dx.doi.org/10.15406/japlr.2016.02.00011
http://dx.doi.org/10.1155/2018/1071676
http://dx.doi.org/10.1016/j.indcrop.2013.09.016

BBC BRASIL. 11 de agosto de 2015. Disponivel em:
<https://www.bbc.com/portuguese/noticias/2015/08/150811 plantas consumo_fn#or b-
banner> Acesso em: 12 de janeiro de 2020.

BRUELHEIDE, H. et al. Global trait-environment relationships of plant communities.
Nature Ecology & Evolution, v. 2, n. 12, p.1906-1917, 19 nov. 2018.

BUENO-SANCHEZ, J. G.; MARTINEZ-MORALES, J. R.; STASHENKO, E. Atividade
antimicobacteriana de terpenos. Revista da Universidade Industrial de SantanderSaude, v.
41, n. 3, pag. 231-235, 2009.

BUKAR, A.; UBA, A.; OYEYI, T. I. Antimicrobial profile of moringaoleiferalam.
Extracts against some food borne microorganisms. Bayero Journal Of Pure And Applied
Sciences, v. 3, n. 1, p.43-48, jun. 2010.

DELDUQUE, M. Ficha da Planta: Moringa. Globo Rural, v.175 (Maio), p.89-91,2000.

DEVI, S. G. et al. Antibacterial activity of the leaves, bark, seed and flesh of moringa oleifera.
International Journal Of Pharmaceutical Sciences And Research, v. 2, n. 8, p. 2045-2049,
1 ago. 2011. http://dx.doi.org/10.13040/ijpsr.0975-8232.2(8).2045-49.

DICKSCHAT, J. S. Bacterial terpene cyclases. Natural product reports, v. 33, n. 1, p. 87-
110, 2016.

DUFOUR, V. et al. Insights into the mode of action of benzyl isothiocyanate on Campylobacter
jejuni. Applied and environmental microbiology, v. 79, n. 22, p. 6958-6968, 2013.

DWIVEDI, G. R. et al. Comparative Drug Resistance Reversal Potential of Natural Glycosides:
Potential of Synergy Niaziridin & Niazirin. Current topics in medicinal chemistry, v. 19, n.
10, p. 847-860, 2019.

DZOTAM, J. K.; TOUANL F. K.; KUETE, V. Antibacterial and antibiotic-modifying activities
of three food plants (Xanthosoma mafaffa Lam., Moringa oleifera (L.) Schott and Passiflora
edulis Sims) against multidrug-resistant (MDR) Gram-negative bacteria. Bme
Complementary And Alternative Medicine, v. 16, n. 1, p. 1-8, dez. 2016.
http://dx.doi.org/10.1186/s12906-016-0990-7.

ELGAMILY, H. et al. Microbiological Assessment of Moringa Oleifera Extracts and Its
Incorporation in Novel Dental Remedies against Some Oral Pathogens. Open Access
Macedonian Journal Of Medical Sciences, v. 4, n. 4, p. 585-590, dez. 2016.
http://dx.doi.org/10.3889/0amjms.2016.132.

FARHADI, F. et al. Antibacterial activity of flavonoids and their structure—activityrelationship:
An update review. Phytotherapy Research, v. 33, n. 1, p. 13-40, 2019.

FAROOQ, B.; KOUL, B. Comparative analysis of the antioxidant, antibacterial and plant
growth promoting potential of five Indian varieties of Moringa oleifera L. South African
Journal Of Botany, v. 129, p. 47-55, mar. 2018. http://dx.doi.org/10.1016/j.sajb.2018.12.014.

Editora e-Publicar — Ciéncias Bioldgicas: Desenvolvimento em pesquisas aplicadas,
Volume 1.

229



http://www.bbc.com/portuguese/noticias/2015/08/150811_plantas_consumo_fn#or
http://www.bbc.com/portuguese/noticias/2015/08/150811_plantas_consumo_fn#or
http://dx.doi.org/10.13040/ijpsr.0975-8232.2(8).2045-49
http://dx.doi.org/10.1186/s12906-016-0990-7
http://dx.doi.org/10.3889/oamjms.2016.132
http://dx.doi.org/10.1016/j.sajb.2018.12.014

FLAMBO, D. F. A. L. P. Atividades Biolégicas dos Flavonoides: Atividade
Antimicrobiana. 43 f. Dissertacdo (Mestrado) - em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
Fernando Pessoa, Porto, 2013.

Flora do Brasil 2020 em construgdo. Jardim Botinico do Rio de Janeiro. Disponivel em: <
http://floradobrasil.jbrj.gov.br/ >.

FRIGHETTO, R. T. S. et al. O Potencial da Espécie Moringa oleifera (Moringaceae). I. A
Planta como Fonte de Coagulante Natural no Saneamento de Aguas e como Suplemento
Alimentar. Revista Fitos, v.3, n.2, 78-88, 2007.

GORLACH-LIRA, K.; ANDRADE, T. M. de. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO
EXTRATO DE SEMENTES DE LiRIO BRANCO (Moringa oleifera) E SEU USO NO
TRATAMENTO DE AGUA. Anais do Congresso Brasileiro de Gestio Ambientale
Sustentabilidade, Jodo Pessoa, v. 5, p. 526-534, dez. 2017.

HARALAMPIDIS, K.; TROJANOWSKA, M.; OSBOURN, A. E. Biosynthesis of
triterpenoid saponins in plants. In: History and Trends in Bioprocessing and
Biotransformation. Springer, Berlin, Heidelberg, 2002. p. 31-49.

HORWATH, M.; BENIN, V. Theoretical investigation of a reported antibiotic from the
“Miracle Tree” Moringa oleifera. Computational and theoretical Chemistry, v. 965, n. 1, p.
196-201, 2011.

KEKUDA et al. Antibacterial and Antifungal efficacy of steam distillate of Moringa oleifera
Lam. Journal Of Pharmaceutical Sciences And Research, v. 2, p. 34-37. jan. 2010.

KITTAKOOP, P.; MAHIDOL, C.; RUCHIRAWAT, S. Alkaloids as important scaffoldsin
therapeutic drugs for the treatments of cancer, tuberculosis, and smoking cessation. Current
topics in medicinal chemistry, v. 14, n. 2, p. 239-252, 2014.

KHANBABAEE, K.; VAN REE, T. Tannins: classification and definition. Natural product
reports, v. 18, n. 6, p. 641-649, 2001.

KORUTHU et al. Antibacterial evaluation, reducing power assay and phytochemical
screening of Moringa oleifera leaf extracts: effect of solvent polarity. International journal
of Pharmaceutical Sciences And Research, v. 2, n. 11, p. 2991-2995, 1 nov. 2011.
http://dx.doi.org/10.13040/ijpsr.0975-8232.2(11).2991-95.

LAR, P. M. et al. Antibacterial activity of Moringa oleifera seed extracts on somegram
negative bacterial isolates. African Journal Of Natural Sciences, v. 14, p. 57- 62. dez. 2011.

LIMA, D. S. de et al. Estudo da atividade antibacteriana de dois monoterpenos timole
carvacrol contra cepas de Escherichia coli produtoras de B-lactamases de amplo espectro.
Revista Pan-Amazonica de Saude, v. 8, n. 1 pag. 17-21, 2017.

LONG, T. E. Recent progress toward the clinical development of new anti- MRSA.
IDrugs, v. 6, n. 4, p. 351-359, 2003.

MACEDQO, L. C. et al. Prospecc¢ao tecnologica da Moringa oleifera Lam. In: [l ENCONTRO
NACIONAL DE MORINGA, 2010, Aracaju/ Se, p.1-3, 2010.

Editora e-Publicar — Ciéncias Bioldgicas: Desenvolvimento em pesquisas aplicadas,
Volume 1.

230



http://floradobrasil.jbrj.gov.br/
http://dx.doi.org/10.13040/ijpsr.0975-8232.2(11).2991-95

MARTINS, C. R.; LOPES, W. A.; ANDRADE, J. B. de. Solubilidade das substancias
organicas. Quim. Nova, v. 36, n. 8, p. 1248-1255, 2013. https://doi.org/10.1590/S0100-
40422013000800026.

ANP - Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis — ANP.2019.
Disponivel em: <http://www.anp.gov.br/petroleo-derivado/solventes/metanol>.

MIRANDA, J. A. L et al. Atividade antibacteriana de extratos de folhas deMontrichardia
linifera (Arruda). Revista Brasileira de Plantas Medicinais, Botucatu, v. 17, n. 4, supl. 3, p.
1142-1149, 2015.

MONTEIRO, J. M. et al. Taninos: uma abordagem da quimica a ecologia. QuimicaNova,
v. 28, n. 5, p. 892-896, 2005.

MOURA, M. C. de.et al. Atividade antibacteriana de preparacdes de folhas de Moringa
oleifera contendo inibidor de tripsina. Arrudea, v. 1, n. 1, p. 12-18, 2015. OLIVEIRA, V. C.
de. et al. Atividade antimicrobiana de extratos desementes de moringa contra bactérias
isoladas em fontes de Aguas contaminadas. Agrotrépica (Itabuna), v. 28, n. 2, p. 191-
196, 31 ago. 2016. http://dx.doi.org/10.21757/0103-3816.2016v28n2p191-196.

OLUDURO, O. A. et al. Characterization and Antimicrobial Activity of 4-([]-D-
Glucopyranosyl-1—4-L-rhamnopyranosyloxy) - benzyl thiocarboxamide; a NovelBioactive
Compound from Moringa oleifera Seed Extract. Folia Microbiologica, v.55, n. 5, p. 422-
426, set. 2010. http://dx.doi.org/10.1007/s12223-010-0071-0.

OTHMAN, A. S.; AHMED, N. A. Antibacterial Effect of the Ethanol Leaves Extract of
Moringa oleifera and Camellia sinensis against Multi Drug Resistent Bacteria. International
Journal Of Pharmacology, v. 13, n. 2, p. 156-165, 15 jan. 2017.
http://dx.doi.org/10.3923/ijp.2017.156.165.

PATEL, N. et al. Phytochemical analysis and antibacterial activity of moringa oleifera.
International Journal Of Medicine And Pharmaceutical Sciences, v. 4, p. 29-36. abr. 2014.

PAULA, D. G. et al. Estratégia de adesao a higienizacdo das maos por profissionais de satde.
Revista de Epidemiologia e Controle de Infeccdo, Santa Cruz do Sul, v. 7, n. 2, 2017.

PEREIRA, R. J.; CARDOSO, M. D. G. Metabdlitos secundarios vegetais e beneficios
antioxidantes. Journal of Biotechnology and Biodiversity. v. 3, n. 4, p. 146-152, nov. 2012.

PESSOA, R. B. G.; COELHO, L. C. B. B. AVALIACAO in vitro DA ATIVIDADE
ANTIBACTERIANA DA LECTINA SOLUVEL EM AGUA DE SEMENTES DE Moringa
oleifera (wsmol): ANALISE POR MICROSCOPIA CONFOCAL. XXIII Conic VII Coniti
IV Enic, Recife, 2015.

PIYAMAWADEE, C.; AHT-ONG, D. The Effect of Different Extracting Conditions on the
Antibacterial Activity of Moringa oleifera Lam. Leaves Extract for the Development of
Antibacterial Meat Tray. Materials Science Forum, v. 990, p. 183- 187, mai. 2020.
http://dx.doi.org/10.4028/www.scientific.net/msf.990.183.

Editora e-Publicar — Ciéncias Bioldgicas: Desenvolvimento em pesquisas aplicadas,
Volume 1.

PR} |


https://doi.org/10.1590/S0100-40422013000800026
https://doi.org/10.1590/S0100-40422013000800026
http://www.anp.gov.br/petroleo-derivado/solventes/metanol
http://dx.doi.org/10.21757/0103-3816.2016v28n2p191-196
http://dx.doi.org/10.1007/s12223-010-0071-0
http://dx.doi.org/10.3923/ijp.2017.156.165
http://dx.doi.org/10.4028/www.scientific.net/msf.990.183

PIZZI1, A. Tannins: major sources, properties and applications. In: Monomers, polymers and
composites from renewable resources. Elsevier, 2008. p. 179-199. PLAPER, A. et al
Characterization of quercetin binding site on DNA gyrase. Biochemical and biophysical
research communications, v. 306, n. 2, p. 530-536, 2003.

RAJ, A. J. et al. Antimicrobial Activity of Moringa oleifera (Lam.) Root Extract.
Journal Of Pharmacy Research, v. 4, n. 5, p. 1426-1427, mai. 2011.

RAO, K. N.; VENKATACHALAM, S. R. Inhibition of dihydrofolate reductase and cell
growth activity by the phenanthroindolizidine alkaloids pergularinine andtylophorinidine: the
in vitro cytotoxicity of these plant alkaloids and their potential asantimicrobial and anticancer
agents. Toxicology in vitro, v. 14, n. 1, p. 53-59, 2000.

RESENDE, F. A. Estudo do potencial antimutagénico, mutagénico, estrogénico e
antibacteriano de flavonoides. 83 f. Tese (Doutorado) - em Biociéncias e Biotecnologia
Aplicadas A Farmacia, Universidade Estadual Paulista, Araraquara, 2011.

RIBEIRO, B. D. et al. Functional properties of saponins from sisal (Agave sisalana) and jua
(Ziziphus joazeiro): critical micellar concentration, antioxidant and antimicrobial activities.
Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, v. 436, p. 736-743,
2013.

RIBEIRO, S. M. R. et al. A formagdo e os efeitos das espécies reativas de oxigénio no meio
bioldgico. Bioscience journal, v. 21, n. 3, p. 133-149, 2005.

RODRIGUES, F. A. R. Estudo das Propriedades Citotéxica, Genotoxica e Antitumoral de
um Benzil-Isotiocianato Isolado de Moringa oleifera(Moringaceae). 142 f. Dissertacao
(Mestrado) — em Farmacologia, Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Universidade
Federal do Ceara, Fortaleza, 2010.

RUTTARATTANAMONGKOL, K.; PETRASCH, A. Antimicrobial activities of Moringa
oleifera seed and seed oil residue and oxidative stability of its cold pressed oilcompared with
extra virgin olive oil. Songklanakarin Journal Of Science And Technology 37, p. 587-594.
set. 2015.

SANTOS, I. F. dos. Determinacao da atividade antibacteriana e citotoxicidade dos extratos
de semente de moringa oleifera lam. Utilizados em tratamento de aguas. 2015. 28 f.
Dissertagao (Mestrado) - em Ciéncia de Alimentos, Universidade Estadual de Maringé, 2015.

SANTOS, T. A. Avaliacio de diferentes métodos e solventes de extracio sobre a
composicio fenolica e centesimal, atividade antimicrobiana e citotoxica de extratos dos
frutos da Momordica charantia L. 2018. 83 f. TCC (Graduagdo) - Curso de Farmdcia,
Departamento de Farmacia de Lagarto, Universidade Federal de Sergipe, Lagarto, 2018.

SARKER, S. D.; NAHAR, L. Progress in the chemistry of naturally occurring coumarins. In:
Progress in the Chemistry of Organic Natural Products 106, Springer, Cham, 2017. p. 241-
304.

Editora e-Publicar — Ciéncias Bioldgicas: Desenvolvimento em pesquisas aplicadas,
Volume 1.

232




SINGH, K.; TAFIDA, G. M. Antibacterial activity of moringa oleifera (lam) leaves extracts
against some selected bacteria. International Journal Of Pharmacy And Pharmaceutical
Sciences, v. 6, n. 9, p. 52-54, jan. 2014.

SOUZA, E. B. R. de. Andlise exploratoria do efeito do solvente na andlise de metabdlitos
secundarios das folhas de Anonna muricata L. por métodos quimiométricos. 2009.
99 f. Dissertagao (Mestrado) — em Quimica dos Recursos Naturais, Universidade Estadual
de Londrina.

SOUZA, S. M. de. Atividade antibacteriana de cumarinas naturais e Derivados. 94 f.
Dissertagdo (Mestrado) — em Biotecnologia, Departamento de Microbiologia e
Parasitologia, Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis,2005.

TAIZ, L. et al. Fisiologia e Desenvolvimento Vegetal. 6.ed. Porto Alegre: Artmed, 2017. 888
p.

TSUCHIYA, H.; IINUMA, M. Reduction of membrane fluidity by antibacterial
sophoraflavanone G isolated from Sophora exigua. Phytomedicine, v. 7, n. 2, p. 161-165, 2000.

VASCONCELOS, M. C. Moringa oleifera Lam.: Aspectos morfométricos, fisiologicos
e cultivo em gradiente de espacamento. 2013. 105f. Dissertacdo (Mestrado em
Agroecossitemas) — Universidade Federal de Sergipe — Sao Cristovao — Sergipe, 2013.

VIERA, G. H. F. et al. Antibacterial effect (in vitro) of Moringa oleifera and Annona muricata
against Gram positive and Gram negative bacteria. Revista do Instituto deMedicina Tropical
de Sao Paulo, v. 52, n. 3, p. 129-132, jun. 2010. http://dx.doi.org/10.1590/s0036-
46652010000300003.

WANG, Q.; WANG, H.; XIE, M. Antibacterial mechanism of soybean isoflavone on
Staphylococcus aureus. Archives of microbiology, v. 192, n. 11, p. 893-898, 2010.

YUNES, R. A.; PEDROSA, R. C.; CECHINEL FILHO, V. Farmacos e fitoterapicos: a
necessidade do desenvolvimento da industria de fitoterapicos e fitofarmacos noBrasil. Quimica
nova, v. 24, n. 1, p. 147-152, 2001.

ZAFFER, M. et al. Antibacterial activity of bark extracts of Moringa oleifera Lam. against
some selected bacteria. Pakistan Journal Of Pharmaceutical Sciences, v. 27, n. 6, p. 1857-
1862, nov. 2014.

ZENI, A. L. B. et al. Utilizacdo de plantas medicinais como remédio caseiro na Atengao
Primaria em Blumenau, Santa Catarina, Brasil. Ciénc. saude coletiva, Rio de Janeiro, v. 22, n.
8, p. 2703-2712, ago. 2017.

Editora e-Publicar — Ciéncias Bioldgicas: Desenvolvimento em pesquisas aplicadas,
Volume 1.

233



http://dx.doi.org/10.1590/s0036-46652010000300003
http://dx.doi.org/10.1590/s0036-46652010000300003

CAPITULO 17

ANALISE TOXICOLOGICA DE EXTRATOS AQUOSOS DE ASPIDOSPERMA
PYRIFOLIUM (APOCYNACEAE) EM ALLIUM CEPA E MUS MUSCULUS

DOI: 10.47402/ed.ep.c202172916585

Edigleyce de Lima Costa Menezes, Mestra em Producdo Animal, Técnica de Nivel
Superior, UERN

Eliezer Fernandes da Silva Filho, Mestre em Produ¢do Animal, Professor de biologia
Ceamo

José Carlos da Silveira Pereira, Doutor em Bioquimica e Biologia Molecular, Professor,
FACENE/RN

Naama Jessica de Assis Melo, Doutora em Fitotecnia, Assistente de Laboratorio, UFERSA
Maria Vitoria Dantas Sampaio, Académica em Farmacia, FACENE/RN

Marcela Vitoria Dantas Sampaio, Académica em Farmacia, FACENE/RN

Francisca Vitoria Amaral Nobrega, Especialista em Gestao Ambiental- UNIFIP
Marcos Antonio Nobrega de Sousa, Doutor em genética, Professor Associado, UFCG

RESUMO

Este trabalho objetivou estudar o efeito toxico, citotoxico e mutagénico de extratos aquosos de
folhas frescas e secas de Aspidosperma pyrifolium no sistema teste Allium cepa e em
camundongos Mus musculus. Foi preparado o extrato aquoso de folhas frescas (EAFF) e de
folhas secas (EAFS) em diferentes concentragdes, de acordo com o tipo de experimento. Foi
realizada a analise do crescimento de raizes, inibig¢do relativa e indice mitotico com o teste
Allium cepa, nas concentracdes de (0, 5, 50 e 300mg/L) e em camundongos, DLso(0, 5, 50, 300,
600, 900 e 1200 mg/Kg). Além do teste de micronucleo e contagem de células binucleadas (0,
5,50 e 500 mg/L). Os bioensaios com o Allium cepa revelaram que apenas o extrato aquoso de
folhas frescas foi toxico na concentracao de 300 mg/L e subletal na concentragdo de 5 mg/L. A
dose letal mediana encontrada com o extrato aquoso de folhas frescas foi 750,63 mg/Kg. Os
animais avaliados apresentaram altera¢cdes comportamentais no sistema nervoso € no peso
médio total. Entretanto, as concentracdes testadas nao foram mutagénicas e nem citotoxicas.
Todavia, sdo apresentados dados de toxicidade, citotoxicidade e mutagenicidade ainda nao
investigados para esta espécie.

PALAVRAS-CHAVE: Camundongos. Célula Binucleada. Allium cepa. Indice mitético.
Microntcleo. Pereiro

INTRODUCAO

As plantas possuem uma vasta gama de compostos organicos naturais, produtos do
metabolismo primario e secundario, que podem exercer efeitos benéficos ou maléficos sobre o

organismo. As reagdes adversas que as plantas poderdo desencadear podem ser decorrentes de
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seus proprios componentes ou também pela presenca de contaminantes (TUROLLA;

NASCIMENTO, 2006).

Uma planta que ¢ utilizada na medicina popular, mas ¢ apontada como tdxica para
animais de produgdo € a espécie Aspidosperma pyrifolium, conhecida como pereiro. Uma planta
toxica de interesse pecuario ¢ aquela que, quando ingerida pelos animais, em condigdes

naturais, causa danos a saude ou mesmo morte (ROSSETTI; CORSY, 2009).

Os principais efeitos toxicos evidenciados por essa planta sdo danos ao sistema
reprodutivo e nervoso dos animais (SILVA et al, 2006; ASSIS et al., 2009; RIET-CORREA et
al.,, 2011; NETO et al., 2013, MEDEIROS et al., 2004; LIMA e SOTO-BLANCO, 2010,
FERREIRA, 2014).

As intoxicacdes de animais de produgdo por plantas sdo importantes causas de perdas
econdmicas nas diferentes regides do Brasil (RIET-CORREA; MEDEIROS, 2001). Embora a
pesquisa sobre plantas toxicas tem-se limitado, prioritariamente, a identificacdo das espécies e
a determinacdo dos sinais clinicos da patologia e alguns aspectos da epidemiologia das
intoxicagdes. Poucos esforcos tém sido realizados para determinar os principios ativos das

plantas e seus mecanismos patogénicos (RIET-CORREA; MEDEIROS, 2001).

Desse modo, 0 uso de ensaios biologicos, como o teste A/lium cepa L., para a avaliacao
da bioatividade de extratos de plantas tem sido frequentemente incorporado na identificagdo e
monitoramento de substancias potencialmente toxicas (NOLDIN et al, 2003). E muitos testes
também sao utilizados para avaliar a toxicidade sistémica aguda dos animais, e também para
classificar e apropriadamente rotular substancias de acordo com o seu potencial de letalidade

ou toxicidade (LOPES, 2006).

Sistemas vegetais, como 4. cepa, t€ém sido bem aceitos por pesquisadores para estudo
dos efeitos de extratos vegetais (FACHINETTO et al., 2007), por meio de parametros
macroscopicos como alteracdo de cor, formato, tamanho da raiz e deformidade, visando a
avaliagdo do potencial toxico de muitos compostos (LONGHIN, 2008). Jardim (2004) e
Vicentini et al. (2001) ressaltam que a avaliacdo por crescimento das raizes tem se mostrado
util nessa deteccdo, pois as raizes ficam em contato direto com a substancia testada, permitindo

a avaliacdo de diferentes concentragdes.
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Outro parametro, o indice mitotico constitui importante ferramenta para a avaliagdo da

toxicidade celular de diversas substancias, onde a citotoxicidade de determinado agente

quimico pode ser determinada pelo aumento ou pela diminui¢ao do indice. (HOSHINA, 2002).

Outra metodologia amplamente empregada € a avaliagdo de toxicidade aguda utilizada
para verificar e classificar substancias quanto a sua capacidade de provocar danos agudos aos

organismos vivos (SILVEIRA et al., 2008; CUNHA et al., 2009).

Dentre os métodos para investigacdo de toxicidade genética in vivo, o teste de
microntcleo em células da medula 6ssea de camundongos tem sido amplamente empregado e

aceito pelas agéncias reguladoras e comunidade cientifica (MATEUCA et al., 2006).

As caracteristicas mais importantes da analise pelo teste de microntcleos sao a rapidez
e a facilidade pela qual a atividade genética pode ser demonstrada in vivo € o conhecimento de
que, esses eventos, sdo muito significativos em termos de riscos para os animais € seres
humanos (SALAMONE et al., 1980; MAVOURNIN et al., 1990). Ja as células binucleadas sao
indicativas de citotoxicidade decorrentes de uma falha no processo de citocinese (HOLLAND
et al. 2008). O aumento na sua incidéncia pode prever uma falha no mecanismo de diferenciagdo
celular ou ser secundaria a agentes genotoxicos. Os processos subjacentes ao aparecimento
dessas anormalidades podem ser conhecidos através de varias publicagdes (CELIK et al., 2003;

BASU et al.,2002; CARVALHO et al., 2002).

Este trabalho objetivou avaliar o efeito de concentracdes do extrato aquoso de folhas
secas e folhas frescas da espécie Aspidosperma pyrifolium sobre o sistema teste Allium cepa e

a toxicidade sistémica e genética in vivo em camundongos da espécie Mus musculus.
METODOLOGIA
PREPARACAO DOS EXTRATOS

As folhas de Aspidosperma pyrifolium foram coletadas na fazenda Vista Bela,
municipio de Angicos, RN, durante a esta¢do seca de 2014. Exsicatas foram depositadas no
Herbario da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), sob nimero de
identificacao 14525.

Para o extrato aquoso das folhas frescas (EAFF), 100g de folhas foram lavadas e
homogeneizadas em 1000 mL de dgua destilada por 10 minutos, seguido de filtracdo em tecido

organza e centrifugacao (30 minutos; 2000 rpm). Enquanto que, para o extrato aquoso de folhas
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secas (EAFS). O material vegetal seco foi obtido conforme Torres (2006) com modificagoes,

onde as folhas foram selecionadas, desidratadas em bancada (25°C + 2°C) e trituradas em
liquidificador até a formacao de p6 fino. O extrato final foi obtido pela adi¢ao de dgua destilada,

descanso por 24 horas, filtragdo em tecido organza e centrifugac¢ao (2000 rpm, cinco minutos).
TESTE Allium cepa L.

A avaliagdo de toxicidade das raizes dos bulbos de Allium cepa a partir do extrato seco
(EAFS) e do extrato fresco (EAFF) das folhas foi realizada conforme Fiskesjo (1988), com
algumas modifica¢des. Os bulbos foram obtidos comercialmente em supermercados na cidade
de Mossor6-RN e armazenadas em local livre de umidade e luz, lavados para retirada de
impurezas em agua corrente por 1 hora, seguido de remogao das raizes velhas. Foram colocados
em recipientes plasticos com capacidade para 50 ml de extrato. Os bulbos foram distribuidos
em grupos com diferentes concentragdes do extrato (5 mg/L, 50 mg/L e 300 mg/L), e controle

negativo (dgua destilada), com cinco réplicas por tratamento.

Ao final do teste (72h) foi realizada a medi¢ao do comprimento das trés maiores raizes
de cada bulbo da cebola utilizando-se de um paquimetro digital. O calculo da Inibicao Relativa
(IR) do crescimento foi realizado através da equagio IR=100-(ICR*100), onde ICR ¢ o Indice
de Crescimento Relativo, obtido pela equagao ICR=CRA/CRC, onde, CRA ¢ o Comprimento
da Radicula na Amostra e CRC é o Comprimento da Radicula no Controle Negativo. (YOUNG
etal., 2012).

A citotoxicidade foi determinada através da avaliacdo do indice mitotico de células
meristematicas das raizes obtidas dos bulbos de cebola expostas as diferentes concentra¢des do
extrato de folhas secas (EAS) e frescas (EAF). As radiculas dos bulbos foram coletadas e
fixadas em Carnoy (3:1, alcool etilico : 4cido acético) por 24 horas, ¢ em seguida foi realizado
0 esmagamento, coloracdo e montagem das laminas de microscopia (GUERRA; SOUZA,

2002).

A anélise foi realizada por teste cego de 1000 células por bulbo. O indice mitético (IM)
foi avaliado conforme KUMARI, MUKHERJEE ¢ CHANDRASEKARAN (2009), ¢ o valor
limite de citotoxicidade (VLC) conforme MIGID, AZAD e IBRAHIM (2007).

ANIMALIS UTILIZADOS

Para todos os ensaios com animais foi utilizado apenas o extrato aquoso obtido de folhas

frescas. Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss (Mus musculus) com peso entre 25-
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50g, subdivididos entre machos e¢ fémeas. Os animais foram obtidos do biotério da

Universidade Federal da Paraiba (UFPB) e mantidos no biotério do laboratorio de
Farmacognosia e Farmacologia da Universidade Federal Rural do Semidrido (UFERSA) em
caixas de polipropileno, com temperatura controlada (25 °C £ 2 °C) e ciclo claro/escuro natural,
além de alimentacdo com ragdo padrdo e agua mineral disponivel a vontade no periodo de

adaptacao (94 horas) e de experimentagao.

Os experimentos foram realizados apos aprovagio pelo Comité de Etica no uso de
animais da Universidade Federal Rural do Semi Arido sob parecer n° 27/2014. Os animais
foram tratados conforme os principios definidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA) e em conformidade aos preceitos da legislagdo brasileira (Lei Arouca - Lei

n°® 11794, de 8 de outubro de 2008).
ESTABELECIMENTO DA DLso

A Dose Letal Mediana (DLso) foi obtida a partir do extrato aquoso das folhas frescas.
Nesse sentido, os camundongos receberam doses Unicas de 5, 50, 300, 600, 900 e 1200 mg/Kg
(OECD, 2001) através da administragdo intraperitoneal de uma tnica dose, além de um controle
negativo (solugao salina 0,9% - m/v no volume de 10 ml/Kg de peso corporal) (LUCIO et al.,
2000).

Os animais foram observados por periodos de 24 e 48 h (ABDEL-BARRY, 2000). Os
parametros de toxicidade aguda foram monitorados através do registro do nimero de mortes de

animais por grupo.
SCREENING HIPOCRATICO

A avaliagdo ou screemning hipocratico fornece uma estimativa geral da natureza
toxicoldgica de uma substancia desconhecida sobre: estado consciente e disposi¢cao (I),
atividade e coordenacao do sistema motor (II), reflexos (III), atividades sobre o sistema nervoso
central (IV) e sistema nervoso autonomo (V) (MALONE; ROBICHAUD, 1983). Nesse sentido,
as avaliagdes do screening hipocratico foram feitas 0, 24, 48 horas ap6s administragdo, e os
animais sobreviventes da determinacdo da DLso foram pesados e observados a cada 24 horas
até o 14° dia apds os tratamentos, para verifica¢do de possiveis efeitos tardios da substancia. Os
efeitos médios foram obtidos a partir dos dados anotados individualmente (ARAUJO et al.,

1994),
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TESTE DE MICRONUCLEO E ANORMALIDADE NUCLEAR

O teste de micronucleos (MN) foi realizado conforme Mavournin et al. (1990), e com
algumas modificagdes propostas por Da Silva et al. (2009). A partir dos resultados de toxicidade
obtidos do teste Allium cepa, buscou-se determinar a mutagenicidade e citotoxicidade em

células animais apenas do extrato aquoso de folhas frescas.

Para analise de mutagenicidade, o desenho experimental foi constituido de quatro
grupos (controle negativo “solucdo salina a 0,9% por 10 ml/Kg”, e trés doses do extrato: 5, 50
e 600 mg/kg com seis animais cada um, num total de 24 animais. Apo6s 24 horas, os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical para a coleta do material da medula 6ssea do
fémur, segundo BONA (2011) com modifica¢des. Foram preparados esfregacos de material da
medula 6ssea em laminas de microscopia, que foram fixadas com metanol e corados com

Giemsa, conforme técnica de Zambrano et al. (1982).

Como anormalidade nuclear pertinente a citotoxicidade considerou-se a presenca de
células binucleadas (BN) de acordo com Holland et al. (2008). A incidéncia de MN e BN foi
observada em 2000 EPC (eritrocitos policromaticos) (1000 em cada lamina preparada por
animal). A analise do material foi realizada em fotomicroscopio 6ptico com aumento de 1000X

com camera digital acoplada de 12mp. As laminas foram codificadas para andlise cega.
ANALISE ESTATISTICA

A DLso foi calculada por regressado linear. A interag@o entre o peso de machos e fémeas
foi realizada por andlise fatorial. J& a andlise estatistica de crescimento de raizes, indice
mitotico, pesos médios, quantidade de micronucleos e células binucleadas foi realizada por
comparagdo ao controle negativo através do método de Kruskal-Wallis, seguido do teste de
Dunn’s (p < 0,05), quando os dados estavam fora da normalidade segundo o teste de Shapiro-
WilK (ZAR, 1999), ou quando ndo, por ANOVA nao paramétrica, com o teste de Tukey. Todas

as analises foram realizadas com auxilio do software R, versdo 3.2.0.
RESULTADOS E DISCUSSAO
ANALISE DA TOXICIDADE COM Allium cepa L.

A analise do crescimento de raizes tratada com o extrato aquoso de folhas secas (EAS)
indicou que ndo houve alteracdo significativa no comprimento das raizes em relagdo ao

controle, o que demonstra ndo haver toxicidade nas condi¢des experimentais. J& o extrato
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aquoso de folhas frescas (EAF) provocou uma redu¢do no crescimento de raizes,

estatisticamente significante (p < 0,05) somente na concentragdo de 300 mg/L. O potencial
toxico também foi comprovado pela inibigao relativa (100% na mesma concentragdo de 300

mg/L (Tabela 1).

Quando comparados os valores do extrato aquoso seco com os do fresco ndo foram

detectadas diferencas estatisticas significativas.

Tabela 1. Crescimento médio (mm) e inibig¢ao relativa de raizes de bulbo de Allium cepa L. expostas ao extrato
aquoso das folhas secas (EAS) e frescas (EAF) de Aspidosperma pyrifolium.

Concentracio Crescimento médio (mm) £SD Inibicéo relativa (%)
EAS EAF EAS EAF
Controle Negativo 15,54+9,9 10,9+16,0 - -
5 mg/L 12,7+19 5,8+6,3" 18 47
50 mg/L 16,1£14" 5,3£11™ -4 52
300 mg/L 10,4+16™ 0,0+0,0" 33 100

Valores expressos em média + desvio padrao. Método de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn 's. SD=
desvio padrao, ns (p > 0,05) = valores ndo significativos, *= valores significativos (p < 0,05). Fonte: o autor.

Os efeitos toxicos s6 se manifestam em organismos se o agente toxico alcangar locais
especificos do organismo, em concentragdes e tempo suficientes para produzir algum tipo de
efeito (MACEDO et al., 2014). Consequentemente, resultados positivos no teste de A/lium cepa
devem ser considerados como um alerta e também um indicativo de que o extrato testado pode

ser um risco a satde dos organismos expostos (FISKESJO, 1985).

Os dados obtidos neste trabalho sobre toxicidade de crescimento de raizes sdo
importantes, devido a espécie A. pyrifolium servir como op¢ao alimentar para os animais de
producdo da Caatinga em periodos de seca. Alguns relatos de produtores ja evidenciaram a
toxicidade desta planta quando consumida por bovinos, caprinos e ovinos, tendo efeitos no
sistema reprodutivo e nervoso, principalmente quando eles consomem a planta verde
(MEDEIROS et al., 2004; SILVA et al., 2006; ASSIS et al., 2009; NETO et al., 2013; RIET-
CORREA et al., 2011; FERREIRA, 2014), o que corrobora com os resultados obtidos de

toxicidade do extrato aquoso de folhas verdes utilizando como sistema teste o A. cepa.

Essa toxicidade pode estar associada a presenga de constituintes quimicos ou principios
ativos toxicos encontrados nos vegetais. Existem varios metabolitos causadores de intoxicacao,
entre eles: toxialbuminas (ricina e curcina), provenientes do metabolismo primario das plantas;
alcaldides, terpenos e compostos fendlicos diversos, do metabolismo secundario. Deve-se

destacar, ainda, que a intoxicacdo vai depender da quantidade de substancia toxica absorvida,
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da natureza dessa substancia ¢ da via de introdugdo (HARAGUCHI, 2003; MELLO et al.,
2010).

Para a espécie A. pyrifolium, Santos (2010) revelou que essa planta ¢ detentora de
alcaloides e taninos. Nobrega (2008), relata a presenga de triterpenos, esteroides, iridoéides,
saponinas, acucares redutores e auséncia de glicosideos cardiacos para Aspidosperma
pyrifolium Mart. Desse modo, a toxicidade do extrato aquoso de folhas frescas pode estar

associada a presenca desses compostos organicos.

Segundo Rice (1984), alguns compostos podem interferir no desenvolvimento de outras
plantas quando em altas concentra¢des, mas, em outras menores, podem ndo estimular o mesmo
processo. Isto pode ser o que ocorreu com o extrato de folhas secas. Visto que compostos
organicos sao compostos volateis (FERREIRA; AQUILA, 2000), e o processo de secagem das

folhas pode desencadear a diminui¢do desses compostos na planta.
ANALISE DA CITOTOXICIDADE COM Allium cepa L.

Os resultados dos ensaios em fun¢do do indice mitotico (IM), estdgios da mitose ¢ do
valor limite de citotoxicidade das células de Allium cepa estao apresentados na Tabela 2.
Observa-se que nenhuma das concentragdes testadas do extrato aquoso de folhas secas (EAS)
foram capazes de causar citotoxicidade nas células de A//ium cepa e nem nos estagios da mitose.
Contudo, houve um aumento significativo da divisdo celular na concentracdo de 50 mg/L,
principalmente na fase de profase, o que pode ser prejudicial para células, podendo ser um
indicativo de que o extrato aquoso de folhas secas desta planta pode causar a formagdo de
tecidos tumorais. Resultado semelhante ocorreu no extrato de folhas frescas (EAF), mas, o
indice mitotico da concentracdo de 300 mg/L ndo pdde ser determinado, pois ndo houve
crescimento de raizes e, portanto, nao foi possivel a confec¢cdo de laminas para a analise nessa

concentracao.

Também nao houve também diferenga estatistica significativa do indice mitdtico e nem
das fases da mitose quando comparado o extrato aquoso de folhas secas e o extrato aquoso de
folhas frescas da espécie A. pyrifolium utilizando método de Kruskal-Wallis seguido do teste
de Dunn’s (p < 0,05).
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Tabela 2. Total de células, células em mitose observadas ao microscopio, valores do indice mitotico IM, fases da
mitose e valor limite de citotoxicidade VLC (%) de células de raiz de Allium cepa apds a exposi¢do ao extrato
aquoso de folhas secas (EAS) e frescas (EAF) de Aspidosperma pyrifolium.

Tratamento M Proéfase Metafase Anafase Telofase VLC
f;’;;{f’vli 336£1,50 23641453 624408 384342 00 100
pag ML 6,6£0,14™  46,5+13,43%  14,5£10,6™  4,5£2,12™  0,5£0,7™ 196
50mg/L  20,03+17,16* 183,6+154,8%  8,0+7,0™ 67,27 2,643,05" 596
300mg/l  8,742,26™  77,5£1626™ 747,07 240,0™ 0,5£0,70™ 259
g:;fl"vlg 8,9643,86 67,3+39,0  123%513  53+152 4,6+4,72 100

pap SmelL 3,5041,74%  20£18,34™  9754826™  4,7+434™  0,75+0,9™ 39
50mg/L  149+11,31™ 133,54116,67™ 124141™  2,5£0,7™ 1+1,41 166

300 mg/L ND ND ND ND ND -

Valores expressos em média + desvio padrio. Método de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn 's. ND= Nio
determinado, ns (p > 0,05) = valores no significativos, *= valores significativos comparados ao controle (p <
0,05). Fonte: o autor.

E possivel que a alta concentracio de alguns compostos quimicos tenha um efeito
(inibitdrio ou estimulatdrio) no ciclo celular, como tem sido mostrado para extratos de Alpinia
mutans € Pogostemun heyneanus nas células de raizes de Allium cepa (DIAS; TAKAHASHI,
1994), glauocolide B extraido de Vemonia eremphila Mart. em linfocitos humanos (BURIM et
al., 1999; CAMPAROTO et al., 2002), e infusdes de Achyrocline satureioides DC nas células
de raizes de Allium cepa (FACHINETTO et al., 2007).

Para os valores de limite de citotoxicidade, valores abaixo de 50% indicam efeito
subletal, e abaixo de 22%, letal (MIGID et al., 2007). Desta forma, ¢ possivel deduzir que o
extrato aquoso de folhas secas em nenhuma das concentragdes teve efeito citotoxico nas células,

pois pelo contrario, houve aumento da divisdo celular.

Todavia, no extrato aquoso de folhas frescas ¢ possivel deduzir que existe um efeito
toxico subletal no organismo na concentracdo de 5 mg/L (Tabela 2). O que corrobora com o
fato da espécie 4. pyrifolium possuir taninos e flavonoides em sua composicao, € esses
compostos e sua atividade enzimatica estarem relacionados em algumas plantas a inibi¢do da
divisdo celular de Allium cepa (TEIXEIRA et al., 2003; SHI et al., 2001; DELMULLE et al.,
2006; BORGES-ARGAEZ et al., 2007; KNOLL et al., 2006; FACHINETTO et al., 2007).
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DETERMINACAO DA DLso

Os resultados do ensaio de toxicidade aguda revelaram uma dose letal mediana (DLso)
de 750,63 mg/Kg para o extrato aquoso de folhas frescas de Aspidosperma pyrifolium (Fig. 1).

Sendo letal, nas concentracdes testadas, a partir da concentragcao de 900 mg/Kg.

Fig. 1. Dose letal mediana do extrato aquoso de folhas frescas de Aspidosperma pyrifolium administrados
intraperitonealmente em camundongos. Regressdo linear da dose-resposta: R?=0,7498 e Y= 0,06661*X.

100=y [ ]
Y=0,06661%*X
R?=0.7498
DL=750, 63 mg/Kg

% de mortes

——r—rrr
0 500 1000

Dose (mg/kg)

Fonte: o autor.

Nobrega (2008) avaliou a toxicidade aguda do extrato metandlico da casca de
Aspidosperma pyrifolium também em camundongos e encontrou valores diferentes dos deste
trabalho, a maior dose que ndo apresentava letalidade foi 5 mg/Kg e a menor dose que

apresentou 100% de letalidade foi 15,62 mg/Kg.

Vérias substancias quimicas podem ser letais a um organismo, compostos de
metabolismo secundario, como compostos fendlicos e flavonoides, estao associados a efeitos
toxicos nos organismos (AGUIAR, 2004; AGUIAR et al, 2007; HUTABARAT et al., 2000).
Grandes quantidades de taninos podem desempenhar atividades prejudiciais e causar danos aos

animais (MONTEIRO et al., 2005).

Noébrega (2008) relata a presenca de triterpenos, esteroides, iriddides, saponinas,
acucares redutores e auséncia de glicosideos cardiacos para A. pyrifolium Mart. Métodos
fitoquimicos cléssicos realizados por Santos (2010) em extratos botanicos para deteccao de
constituintes quimicos revelam que o pereiro ¢ detentor de alcaldides e taninos. Desse modo, a
toxicidade do extrato aquoso de folhas frescas deve estar associada a presenca desses compostos

organicos.
SCREENING HIPOCRATICO

Na analise do “Screening Hipocratico” para as concentragdes de 5 mg/Kg, 50 mg/Kg,

300 mg/Kg e 600 mg/Kg nas primeiras 48 h, de forma geral, foram observadas um aumento do
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estado de consciéncia e disposi¢do (atividade geral); um aumento da atividade e coordenagao

do sistema motor e tonus muscular (resposta ao toque); um aumento do sistema nervoso central
(tremores), e do sistema nervoso autdbnomo (respirac¢do). Tais manifestagdes foram reversiveis

desaparecendo apods as primeiras 48 h.

Entretanto, na concentracao de 900 mg/Kg, nas primeiras 48 h, houve uma diminuicao
do estado de consciéncia e disposicao (atividade geral); uma diminuicdo da atividade e
coordenacgao do sistema motor e tonus muscular (resposta ao toque; endireitamento e tonus do
corpo); um aumento do sistema nervoso central (tremores; convulsdes e straub), e de
diminui¢do do sistema nervoso autdbnomo (respirag¢do). 66,7% camundongos (de seis) ja
morreram nos primeiros 30 minutos. As manifestagdes dos animais sobreviventes

desapareceram apos 48 horas.

Na concentragdo de 1200 mg/kg todos os animais morreram nos primeiros 30 minutos,
apresentando sinais de grande diminui¢do do estado de consciéncia e disposi¢ao (atividade
geral), diminui¢do da atividade e coordenacao do sistema motor e tonus muscular (resposta ao
toque; endireitamento, for¢a para agarrar e tonus do corpo); um grande aumento do sistema
nervoso central (tremores; convulsdes e straub), e de diminui¢do do sistema nervoso autbnomo

(respiracdo).

Esses dados podem ser comparados com o screening realizado por Nobrega (2008), que
aplicou em camundongos diferentes concentracdes do extrato metandlico da casca de A.
pyrifolium, de modo que os animais apresentaram ap6s 30 minutos da administragdo, reagdes
com caracteristicas estimulantes tais como: agitagdo, movimentos circulares, reacdes de fuga,
tremores grosseiros, movimentos de vibrissas e taquicardia. Em seguida os animais passaram a
apresentar reagdes com caracteristicas depressoras como: ambulagdo diminuida, flacidez
muscular e analgesia (diminui¢do dos reflexos), outros efeitos observados foram: contorgdes

abdominais, tonus da musculatura abdominal, espasmos e irritagdo na conjuntiva.

Observa-se que a influéncia dessa planta sobre o sistema nervoso dos animais, esta de
acordo com o conhecimento popular dos produtores sobre sua toxicidade quando consumida
por bovinos, caprinos e ovinos, com efeitos no sistema reprodutivo e nervoso, principalmente
quando os animais consomem a planta verde (MEDEIROS et al., 2004; SILVA et al., 2006;
ASSIS et al., 2009; RIET-CORREA et al., 2011; RIET-CORREA; MEDEIROS, 2011; NETO
et al., 2013; FERREIRA, 2014).
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ANALISE DO PESO CORPORAL

Foi observado que o peso, tanto dos machos quanto das fémeas, nao apresentou variagao
significativa durante o experimento. Mas analisando o peso médio total dos animais foi
observado um aumento significativo do peso entre a concentragdo de 5 mg/Kg e 600 mg/Kg e
de 5 mg/Kg e 900 mg/Kg. Apesar desta ultima concentracdo ja se encontrar no intervalo de
letalidade do extrato, ela nao foi capaz de reduzir o peso dos animais (Tabela 3). As alteracdes
no peso médio tém sido usadas como indicador de efeitos adversos para drogas e compostos

(HILALY et al., 2004).

Tabela 3. Peso médio (g) &+ desvio padrao das fémeas, dos machos e do total de animais (machos + fémeas) que
receberam o extrato aquoso de folhas frescas de Aspidosperma pyrifolium.

Tratamento Peso médio
Fémeas npf Machos npm Total npt

Controle negativo 35,58+0,98 3 42,89+0,88 3 39,24+ 1,35 6
5 mg/Kg 33,74+4,08" 3 34,49+3,311 3 35,84+ 1,50° 6
50 mg/Kg 36,77£1,27" 3 42,1444,35™ 3 40,22+ 1,851 6
300 mg/Kg 36,324+2,57" 3 40,38+1,24™ 3 38,62+ 2,00™ 6
600 mg/Kg 38,10+4,27" 3 44,77+4,90™ 3 41,44+ 1,78° 6
900 mg/Kg ND 0 46,78+3,94™ 2 46,78+ 1,76 2
1200 mg/Kg ND 0 ND 0 ND 0

Método de Analise de Variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey. ND = Nao determinado, ns (p > 0,05)

valores ndo significativos, npf = numero de fémeas pesadas, npm = nimero de machos pesados e npt = numero

total incluindo machos e fémeas pesados. Letras diferentes na mesma coluna representam diferengas estatisticas
significativas entre tratamentos. Fonte: o autor.

Também foi observado por andlise fatorial que ndo houve interagdo em nenhuma das
concentragdes testadas entre fémeas e machos, mostrando que o peso de um sexo nao
influenciou no peso do outro sexo. Um estudo realizado com o pd das cascas do tronco de
Aspidosperma excelsum na dose de 5000 mg/kg também nao alterou a evolucdo ponderal do
peso de ambos os sexos em relacdo aos respectivos grupos controle em camundongos

(NOBREGA, 2008).
ANALISE CITOTOXICA E MUTAGENICA

Na analise das médias das frequéncias de micronucleos e células binucleadas foi
observado que as concentragdes testadas ndo apresentaram potencial mutagénico, nem

citotoxico, quando comparadas ao controle (Tabela 4).
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Tabela 4. Microntcleos e células binucleadas (média + desvio padrdo) em células de medula dssea de
camundongos, apds 24 horas da administragdo intraperitoneal do extrato aquoso de folhas frescas de
Aspidosperma pyrifolium.

Concentracao Total de células MN=SD BN+SD
Controle negativo 6000 90+6,07 49,5+37,33
5 mg/Kg 6000 120+4,63™ 43,25+38,29"
50 mg/Kg 6000 9349,29" 46,08+48,53"
500 mg/Kg 6000 82+3,33m™ 58,41+53,77™

Método de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn 's. MN — micronucleos, SD — desvio padrdo, BN —
binucleadas * (p < 0,05) diferenca significativa entre as concentra¢des ¢ o controle. ns (p > 0,05) valores nao
significativos. Fonte: o autor.

Desse modo, em virtude da importancia que a espécie Aspidosperma pyrifolium planta
tem para a pecuaria nordestina, esses dados servem como alerta para os produtores quanto ao
consumo desta planta pelos animais de producio. Novos estudos devem ser realizados visando

obter mais dados de toxicidade dessa planta para assegurar o uso em saide humana e animal.
CONCLUSAO

O extrato aquoso de folhas secas de Aspidosperma pyrifolium ndo apresentou efeito
toxico e nem citotoxico nas células de Allium cepa nas concentragdes testadas. Ja o extrato
aquoso de folhas frescas apresentou efeito toxico na concentragdo de 300 mg/L, e efeito toxico
subletal na concentragdo de 5 mg/L, apesar de ndo apresentar citotoxicidade. Nao houve
diferenca estatistica significativa quando comparado os dois extratos quanto ao crescimento

médio de raizes, indice mitotico ¢ fase da mitose.

O extrato aquoso de folhas frescas mostrou-se letal nas fémeas e machos a partir da
concentracdo de 900 mg/Kg, com dose letal mediana de 750,63 mg/Kg. Os animais avaliados
apresentaram alteragdes comportamentais, principalmente nas primeiras 48 horas, de modo que
a planta mostrou influéncia no sistema nervoso dos animais. J& as alteracdes de peso médio

para os sexos nao foram significativas.

As concentragdes testadas ndo mostraram potencial mutagénico e citotdoxico, quando na
analise das frequéncias de micronucleo e células binucleadas por concentragdo em células de
medula 6ssea de camundongos. Novos estudos devem ser realizados visando obter mais dados

de toxicidade dessa planta para assegurar o uso em satide humana e animal.
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RESUMO

Plantas toxicas de interesse pecudrio ocasionam prejuizos relevantes aos produtores. No
Nordeste brasileiro, essas plantas causam perdas econOmicas diretas e indiretas por
prejudicarem a satde dos animais. Entre estas plantas estd incluida Licania rigida, espécie
popularmente denominada como oiticica. E encontrada na maioria dos estados do Nordeste ¢
suas folhas podem ser utilizadas na alimentacdo de caprinos e ovinos na regido do semiarido.
Foram avaliados os efeitos toxico, citotoxico e mutagénico de extratos aquosos de folhas de L.
rigida em Allium cepa (cebola) e em camundongos Swiss (Mus musculus). Para avaliagcdes em
bulbos de cebola (crescimento de raizes e indice mitotico) foram utilizados folhas secas e
frescas, no seguinte delincamento experimental: controle negativo: (4dgua destilada);
concentragdo de 5 mg/L, 50 mg/L e 300 mg/L do extrato. E para camundongos foram utilizadas
apenas o extrato de folhas secas para avaliagdo comportamental, de mortalidade (DL50),
mutagenicidade (teste do micronucleo) e citotoxicidade (células binucleadas). Nao houve
citotoxicidade, mas sim efeito subletal na concentracao de 300 mg/L do extrato de folhas frescas
e pode ter ocorrido efeito alelopatico dos dois tipos de extratos sobre os bulbos de cebola. Em
camundongos, o extrato de folhas secas ocasionou mudangas comportamentais e apresentou
toxicidade (DL50=502,76 mg/kg). Nao foram evidenciadas mutagenicidade e citotoxicidade,
pois os resultados entre os tratamentos ndo apresentaram diferengas estatisticamente
significativas (0=0,05).

PALAVRAS-CHAVE: Alelopatia, Allium cepa, Medula 6ssea, Mus musculus.

INTRODUCAO

Plantas toxicas de interesse pecuario ocasionam prejuizos relevantes aos produtores em

todo o mundo. No Brasil, essas plantas causam perdas econdmicas diretas e indiretas. As diretas
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podem ser: a morte de animais, baixo indice reprodutivo (abortos, malformagdes e

infertilidade), baixa produtividade nos animais sobreviventes e outras alteracdes devidas a
doengas transitorias, enfermidades subclinicas com diminui¢do da producdo de leite, 1a ou
carne, e aumento da susceptibilidade a outras doencgas devido a depressdo imunolédgica. Ja as
perdas indiretas, incluem os custos para o controle das plantas toxicas nas pastagens, as medidas
de manejo para evitar as intoxicagdes como a utilizagdo de cercas e o pastoreio alternativo, a
redu¢do do valor da forragem devido ao atraso na sua utilizacao, a redugdo do valor da terra, a
compra de novos animais para substituir aqueles mortos, e os gastos associados ao diagnostico
das intoxicagdes e ao tratamento dos animais afetados (Riet-Correa e Medeiros, 2001; Riet-

Correa et al., 2007).

No Rio Grande do Norte, na regido do Seridé Ocidental e Oriental, [pomea asarifolia e
Aspidosperma pyrifolium sdo as plantas mais importantes como causa de intoxicagdo para
ruminantes (Silva et al., 2006). A espécie Licania rigida, também presente nesta regido, apesar
de ndo ser apontada como uma das principais plantas toxicas, também ocasiona efeitos
prejudiciais aos animais, especialmente caprinos e ovinos (Leal et al., 2005). O consumo de
suas folhas ocasiona compactacdo ruminal (Assis et al., 2009). Contudo, ndo se tem

conhecimento sobre seus efeitos citotoxicos, toxicos € mutagénicos a nivel celular.

Pouco se conhece sobre os efeitos fisiologicos decorrentes do consumo de L. rigida.
Assim como, ndo ha evidéncias de estudos em relacao as consequéncias toxicas, citotoxicas e
mutagénicas. Ensaios que detectam componentes mutagénicos, toxicos e citotdxicos permitem

identificar substancias com risco potencial aos animais (Andreassi et al., 2000).

Sistemas testes vegetais, como o de Allium cepa L., tém sido utilizados para o estudo
dos efeitos de extratos vegetais, visando a deteccdo de toxicidade e citotoxicidade (Fachinetto
et al., 2007). Esse sistema também tem importancia no monitoramento da poluicdo ambiental
e avaliagdo do potencial mutagénico de muitos compostos quimicos. Além de sua grande
utilizagdo nos testes de citotoxicidade/mutagenicidade de compostos quimicos e
monitoramento da polui¢do ambiental, o sistema vegetal de 4. cepa pode ser utilizado para
estudos de extratos de plantas medicinais e plantas toxicas de interesse pecudrio. As células
meristematicas de raizes de 4. cepa sdo indicadores apropriados para a deteccdo destes efeitos

(Ma et al., 1995).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade toxica e citotoxica

dos extratos aquosos obtidos das folhas secas de Licania rigida sobre o sistema Allium cepa e
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a capacidade toxica aguda e mutagénica sobre células da medula 6ssea de camundongos albinos

Swiss, da espécie Mus musculus.
METODOLOGIA

No municipio de Angicos, na fazenda Vista Bela, foram coletadas as folhas de Licania
rigida durante a estacdo seca. Sua identidade botanica foi obtida no Herbario Dardano de
Andrade-Lima da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), sob o codigo 14523
(imagem do material vegetal identificado em anexo). As folhas foram armazenadas a
temperatura ambiente em sacos plasticos para o transporte posterior ao laboratério de Genética

e Evolugao, na UFERSA.

Para a obteng@o do extrato aquoso do material vegetal seco, folhas frescas de Licania
rigida foram coletadas, desidratadas em bancada a temperatura ambiente (25°C £+ 2°C) e depois
trituradas em liquidificador até sua transformagdo em um po6 fino. O extrato aquoso foi obtido
a partir deste pd, pela adicdo de agua destilada (10g de p6 em 100 ml de agua destilada),
deixando a mistura em descanso por 24 horas. A mistura obtida foi filtrada em tecido organza,
o material foi centrifugado a 2000 rpm por cinco minutos e estocado a 5°C para uso posterior

(Torres et al., 2006).

Para a preparacdo do extrato aquoso do material vegetal fresco de L. rigida, folhas
frescas (100 g) foram lavadas e homogeneizadas em 1000 mL de 4gua destilada em
liquidificador comum, por cerca de 10 minutos. O material foi filtrado em tecido organza e em
seguida centrifugado por 30 minutos a 2000 rpm. O sobrenadante foi retirado e estocado a 5°C

até o momento da sua utilizacao (Barbosa, 2008).

Os ensaios de toxicidade com bulbos de A/lium cepa para a avaliagdo do extrato aquoso
de folhas secas e do extrato aquoso de folhas frescas de L. rigida seguiram a metodologia
descrita por Fiskesjo (1988), com algumas modificagdes. Para cada grupo avaliado foram
incubadas seis cebolas em iguais condi¢cdes. Cada ensaio (extrato seco e extrato fresco) foi
composto por: controle negativo: (dgua destilada); grupo com concentracdo de 5 mg/L do
extrato; grupo com concentracao de 50 mg/L do extrato; e grupo com concentragao de 300

mg/L do extrato.

Apds 72 horas, o comprimento das trés maiores raizes de cada cebola foi medido
utilizando um paquimetro digital. Foi calculado o Indice de Crescimento Relativo (ICR), por

meio da divisdo entre o comprimento da radicula na amostra e o comprimento da radicula no
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controle negativo, de acordo com Young et al. (2012), dado este utilizado para obter a inibi¢ao

relativa (%).

A avaliagdo de citotoxicidade pelo indice mitdtico foi realizada com bulbos de cebola
(extrato de folhas secas e extrato de folhas frescas). Para a determinacdo do indice mitético foi
utilizada a técnica de esmagamento (Guerra ¢ Souza, 2002), com modifica¢cdes. Foram
contadas, em teste cego, 2000 células por tratamento. O indice mitotico foi obtido dividindo-se
o numero de células em mitose pelo nimero total de células observado e multiplicando-se por
100. O Valor Limite de Citotoxicidade foi calculado a partir da divisdo do indice mitético da

amostra pelo indice mitético do controle negativo e multiplicando-se por 100.

Para todos os ensaios com animais, utilizou-se o extrato aquoso obtido de folhas secas
de L. rigida. Um total de 54 camundongos da linhagem Swiss (Mus musculus) (25-40g),
compostos por 27 machos e 27 fémeas, foram obtidos no biotério da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB) e mantidos no biotério do laboratério de Farmacognosia e Farmacologia da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA). Foram utilizados na avaliagio da DL50

(dose letal mediana) e nas analises de mutagenicidade.

O protocolo experimental foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA) (Parecer N° 27/2014). Todos os animais
foram tratados em conformidade com os principios definidos pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), obedecendo, também, aos preceitos da legislacao brasileira

(Lei Arouca - Lei n° 11794, de 8 de outubro de 2008).

A toxicidade aguda foi estabelecida por meio da estimativa da DL50 (dose letal
mediana). Foi realizada de acordo com Acute Toxic Class Method (OECD, 2001) para teste de
dose aguda toxica (Guideline 423). De acordo com o guia da OECD, os trés primeiros niveis
de doses estabelecidas foram: 5, 50 e 300 mg/kg. E mais uma dose de 600 mg/kg também foi

utilizada.

Os ensaios foram realizados com 30 camundongos Swiss, divididos em cinco grupos.
Estes grupos foram: controle negativo, recebendo solucdo salina 0,9% (m/v), 1.p., no volume
de 10 ml/kg de peso corporal, segundo Lucio et al. (2000); e quatro grupos recebendo doses de
5, 50, 300 e 600 mg/kg do extrato aquoso de Licania rigida, respectivamente. A solugdo salina

e o extrato aquoso foram administrados intraperitoneamente uma unica vez. Os parametros de
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toxicidade aguda foram monitorados através do registro do nimero de mortes de animais por

grupo.

Foi realizada a observacdo dos grupos experimentais para a realiza¢ao do Screening
Hipocratico. As observagdes foram realizadas no momento logo apds a aplicacdo do extrato,
por 24 horas, 48 horas e diariamente até o 14° dia, com o objetivo de avaliar os efeitos destes
sobre os parametros: a) Atividade geral; b) Estado consciente e disposi¢do (resposta ao toque,
resposta ao aperto de cauda, endireitamento, forga para agarrar, tonus do corpo); ¢) Atividade
e coordenacao do sistema motor e tonus muscular (auricular, corneal); d) Reflexos (tremores,
convulsdes, straub); e) Atividade do sistema nervoso central (lacrimagao, respiragdo, salivacao,
micgdo, defecagdo, piloerecdo) (OECD, 2001). Para cada parametro foi utilizado o seguinte
grupo de escores numéricos: 4- normal; 3- levemente reduzido; 2- moderadamente reduzido;

1- intensamente reduzido; 0-ausente (Brito, 1994).

Para a avaliagdo da mutagenicidade, os experimentos foram desenvolvidos em quatro
grupos de animais, constituidos cada um por seis animais (trés machos e trés fémeas),
totalizando 24 camundongos. Os tratamentos em cada grupo foram delineados considerando o

resultado do ensaio de DL50. Sendo assim, foram testadas trés doses do extrato.

Os grupos de animais foram tratados conforme descrito a seguir: controle negativo
(solugdo salina 0,9%, 10 ml/kg); extratos aquosos de L. rigida na concentracdo de 5 mg/kg; 50
mg/kg; e 200 mg/kg, respectivamente. As solucdes foram injetadas intraperitoneamente. Apos
24 horas, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical para a coleta do material da

medula 6ssea do fémur, segundo Bona (2011) com modificagdes.

Para cada exemplar de camundongo, foram preparadas duas laminas, onde foram
analisados 2000 eritrocitos em cada animal, segundo Bona (2011), e foram contados o nimero
de micronucleos e o niimero de células binucleadas. A analise foi realizada e as imagens foram
fotografadas em microscopio da marca Nikon, modelo Eclipse E-200, em objetiva de imersao,

com aumento de 1000x acoplado a uma camera digital com resolugdo de 12 megapixels.

Para os dados de crescimento de raizes foi realizada Analise de variancia (ANOVA)
(p<0,05) e para a avaliacdo do indice mitético, foi realizada Andlise de Variancia (ANOVA)

(p<0,05), completado com o teste de Dunnett (p<0,05).

Para a analise estatistica do teste de toxicidade aguda, a dose letal mediana (DL50) foi

realizado o método cléssico de regressao linear segundo descrito Litchfield e Wilcoxon (1949).
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Para a avaliagdo dos pesos dos machos e das fémeas durante o screening hipocratico foi

utilizada Anélise de Variancia (ANOVA), p<0,05 com auxilio do teste Tukey. Em todos os
animais, a analise estatistica do teste do micronucleo foi realizada em uma comparacao entre a
frequéncia de micronucleos e as diferentes concentracdes (tratamentos) com uso da Andlise de
Variancia (ANOVA), p<0,05 e posterior aplicagao do teste de Dunnett. Todas as analises foram

realizadas com o auxilio do software R (versao 3.2.0).
RESULTADOS

Os resultados do teste de toxicidade dos extratos aquosos de folhas secas e frescas sobre
o crescimento de raizes de bulbos de A. cepa L. e do teste de inibi¢do estdo apresentados na

tabela 1.

Tabela 1: Inibigao relativa do crescimento das raizes de bulbos de Allium cepa L. expostas ao controle negativo
e as diferentes concentragdes dos extratos aquosos de folhas secas (EAFS) e frescas (EAFF). Os valores foram
expressos em médias + desvio padrdo. * (p<0,05) corresponde a diferenca significativa entre as concentragdes

dos extratos e o controle negativo. Método de Analise de Variancia (ANOVA).

EAFS EAFF
Concentracdo ~ Média do crescimento Inibicao Meédia do crescimento de Inibicao
de raizes (mm) relativa (%) raizes (mm) relativa (%)
Controle - 6,9+9,0 100 21,0+ 15,0 100
5 mg/L 1,6+£2,6 76,8 14,0+ 12,0 333
50 mg/L 8,9+6,7 -29 28,0 £12,0 -33,3
300 mg/L 2,64+3,0 62,3 4,6 4,0 78,1

Fonte: os autores
No crescimento das raizes dos bulbos de cebola expostas as concentracdes do extrato de
folhas secas de L. rigida nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre
as concentracdes testadas e o controle negativo. Dessa forma, ndo se pode afirmar que o extrato
preparado com as folhas secas € toxico nessas concentragdes para o crescimento de raizes de 4.
cepa. Entretanto, na concentragao de 50 mg/L, ndo houve inibi¢ao do crescimento, mas sim um

estimulo, diferentemente do que ocorreu nas concentragdes de 5 mg/L e 300 mg/L.

Na andlise do crescimento das raizes expostas as concentragdes do extrato de folhas
frescas, observou-se também uma estimulagdo do crescimento das raizes na concentracao de
50 mg/L. Nas concentragdes de 5 mg/L e 300 mg/L (menor valor entre os tratamentos) houve

uma reducao do crescimento.
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Com relagdo aos valores do teste de inibig¢do relativa, resultados semelhantes foram

encontrados para ambos os extratos. As concentracdes de 5 mg/L e 300 mg/L inibiram o
crescimento das raizes de 4. cepa em relagdo ao crescimento do controle negativo, enquanto
que a concentracao de 50 mg/L estimulou, o que gerou valores negativos de inibicao relativa

(Tab. 1).

Assim, devido aos extratos de folhas secas e frescas terem exercido influéncia sobre o
crescimento de raizes de bulbos de 4. cepa sugere-se possivelmente, que, existe a presenca de
substancias alelopaticas (o termo alelopatia refere-se a capacidade que as plantas tém de
interferir no desenvolvimento de outras plantas por meio de substincias que liberam na
atmosfera ou, quase sempre, no solo), que quando liberadas em quantidades suficientes causam
inibicdo ou estimulacdo (dependendo da concentragdao) da germinagdo, crescimento e/ou

desenvolvimento de plantas j& estabelecidas (Chon et al., 2005).

As alteragdes também podem ser causadas por substancias do metabolismo secundario
de L. rigida como: flavonoides, principalmente miricetina, dipertenos (1B, 16a, 17-
trihidroxicaurano), triterpenos (lupeol, acido betulinico e esqualeno), esterdides (B-sitosterol e
estigmasterol livres e glicosilados), tocoferois (a-tocoferol e a-tocotrienol), acido graxo (acido

licanio) e a licanolina (4,6-dicumaroil- 1-metoxiciclopiranose) (Bezerra, 2011).

Nos ensaios de citotoxicidade foram avaliados dois pardmetros: o indice mitético (IM)
de cé¢lulas meristematicas de raizes de bulbos de 4. cepa; e o valor limite de toxicidade (%)

(Tab. 2).

As diferengas observadas no indice mitotico ndo foram estatisticamente significativas
em relagdo ao controle negativo, a 5% de probabilidade. Contudo, foi observado que as
concentragoes de 5 mg/L e 50 mg/L do extrato aquoso de folhas secas ndo dificultaram a divisao

celular, diferentemente da concentracdo de 300 mg/L.

Ja as concentragdes do extrato de folhas frescas reduziram o indice mitotico,
prejudicando a divisdo celular, demonstrado pelos valores limite de citotoxicidade de cada

grupo (Tab. 2).
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Tabela 2: indice mitotico (%) + desvio padrdo (SD), niimero de células nas diferentes fases do ciclo celular +
Desvio padrio e valor limite de citotoxicidade (VLC %) de células de raiz de bulbos de Allium cepa ap6s
exposi¢ao ao controle negativo e diferentes concentragdes do extrato aquoso de folhas secas e frescas.
ns = ndo significativo, a=efeito subletal.

Extrato Concentracdo  IM (%) Fases VLC
(%)
Profase  Metafase Anafase Telofase
Aquoso de 0 mg/L 4,4+1,27 27,5+ 13+5,65 3,5+0,7 0+0 100
folhas secas 6,36
Smg/L 48+0n 32+£0™ 90" 5+£0n 2+£00 109,1
50 mg/L 6,1+1,27 50,5 + 6,5+0,7"  3+£1,41™ 1+0Qns 138,6
ns 10,6 ns
300 mg/L 4,05+ 28 + 8,48 8 +£8,48"s 25+2,12 242,82 92
0’49 ns ns ns ns
Aquoso de 0 mg/L 5,3+0,28 345+ 11 +4,24 7+424 0,5+0,7 100
folhas frescas 2,12
5 mg/L 3+0,84"  22+282 45+2,12 3+£2,82"  0,5+0,7 56,6
50 mg/L 4,05+ 23+424 11,5+3,53 55+494 05+0,7 76,4
0,49 ns ns ns ns ns
300 mg/L 2,15+ 17 £ 5,65 4+£424rs 0,5+0,7 0o+£0ns 40,6*
1,06 ns ns

Fonte: os autores
Migid et al. (2007) afirmam que uma redu¢@o do indice mitotico para valores limite de
citotoxicidade abaixo de 22% em relagao ao controle negativo, causa efeito letal nos organismos
testes, enquanto que uma reducdo abaixo de 50% tem efeito subletal. Este efeito subletal foi
observado nos bulbos da concentracdo de 300 mg/L. do extrato aquoso de folhas frescas (Tab.

2)

Os testes de citotoxicidade realizados pelo sistema teste de A. cepa baseiam-se em
diversos parametros de analise, como por exemplo, padrdes nucleolares atipicos, como células
binucleadas. A diminuicdo do indice mitdtico ¢ a consequéncia de compostos toxicos nas
células, evidenciando claramente a manifestacdo de disturbios do processo mitdtico (Bagatini

etal.,2007).

Segundo Fernandes et al. (2007), o nivel de citotoxicidade de um composto teste pode
ser determinado com base no aumento ou na redu¢do do indice mitoético, o qual pode ser usado
como parametro de citotoxicidade em estudos de avaliagdes de toxicidade de extratos de

plantas.
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Valores de indices mitoticos (IM) menores que os do controle negativo podem indicar

que o crescimento e o desenvolvimento dos organismos bioindicadores estdo sendo afetados
pelos compostos avaliados. Em contrapartida, valores de IM acima do encontrado no controle
negativo sdo resultado do aumento da divisdo celular, o qual pode caracterizar um evento
prejudicial para as células, pois pode culminar em uma proliferacdo descontrolada ou, até

mesmo, a formacgao de tumores (Hoshina, 2002).

Ambas as situagdes foram observadas neste trabalho, nas concentragdes de 5 mg/L e 50
mg/L dos ensaios com extrato de folhas secas foram constatados indices mitoticos maiores que
o do controle negativo e nas trés concentragdes do extratos de folhas frescas foram observados

indices menores que o do controle.

De acordo com Hoshina (2002), o aumento ou a reducao do indice mitotico pode ser um
importante bioindicador de toxicidade de extratos de plantas, principalmente aqueles com
potenciais compostos citotoxicos. A reducgdo do indice mitdtico em células meristematicas de
A. cepa pode ser considerado um método seguro para determinar a presenga de compostos

citotoxicos.

Diante disso, ¢ possivel observar pelo valor limite de citoxicidade que extrato aquoso
de folhas frescas de L. rigida possui maior efeito citotoxico que o extrato de folhas secas. A
possivel auséncia dos compostos do metabolismo secundario no extrato de folhas secas pode
ter estimulado as células a se dividirem, aumentando entdo o indice mitotico em relagao ao

ensaio com o extrato de folhas frescas (Bagatini ef al., 2007).

No célculo da toxicidade aguda a maior concentracao aplicada (600 mg/kg) ocasionou
0 maior numero de mortes de camundongos. Isso indica uma intensidade no efeito do extrato
nesta concentragao sobre a populacdo em questdo, tanto em machos quanto em fémeas. No
entanto, a partir da concentragdo de 300 mg/kg ja foi possivel registrar inicio de mortalidade

nos machos, enquanto que nas fémeas s ocorreu a partir da concentragao 600 mg/kg.

As mortes ocorreram de 24 a 48 horas ap6s o tratamento. Isso indica que o extrato deve
ter uma absor¢do bastante rapida nos tecidos dos animais, levando a morte prematuramente

(Mariz et al., 2006).

Os resultados para a DL50 indicaram que a concentracao de extrato aquoso de L. rigida
letal para 50% da populagdo é 502,76 mg/kg, como observado pela regressao linear, a partir da

equagao Y=0,09945X — 0,0 (Fig. 1).
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De acordo com o guia 423 da OECD (2001), o extrato aquoso de L. rigida se enquadra

na Classe 4, com toxicidade média (substancia com DL50 superior a 300 mg/kg e menor que

2000 mg/kg).

Figura 1: Dose letal mediana do extrato aquoso de Licania rigida administrado intraperitonealmente em
camundongos, obtida por regressao linear.

Y =0.09945X -0.0
R square = 0.917

b DL50 = 502,76 mg/Kg
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Fonte: os autores
A partir do sétimo dia de avaliagdo dos parametros do screening hipocratico foram
observadas lesdes nos locais de aplicacdo dos extratos nos grupos de animais que receberam
300 mg/kg e 600 mg/kg do extrato de L. rigida. Tal efeito indica um intenso processo de necrose
nas cé€lulas dessa regido. As lesdes permaneceram durante todos os dias subsequentes de
avaliagOes. Estas lesdes podem ter sido ocasionadas devido a um intenso processo inflamatdrio

provocado pelo extrato de L. rigida.

O acompanhamento da massa corporal do animal ¢ um importante indicador para a
avalia¢do da toxicidade de uma substancia (Jahn e Gunzel, 1997). Tendo isso em vista, foi

verificado o peso médio dos machos e das fémeas de todos os grupos tratados.

Nas médias de peso de machos (Tab. 3), houve diferencga estatisticamente significante
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia em relacdo ao grupo controle (0 mg/kg) e
as concentragdes de 5 mg/kg e 300 mg/kg. Os animais tratados com estas concentragdes do
extrato aquoso de folhas secas de L. rigida demonstraram peso menor que o grupo controle. Tal
fato indica possiveis efeitos toxicos, dificultando a digestdo dos alimentos e absor¢do dos

nutrientes, afetando o ganho de peso dos animais (Mariz et al., 2006).

Com relacdo as médias de peso das fémeas (Tab. 3), o comportamento entre os
individuos deste mesmo sexo foi semelhante em todos os grupos tratados. E quando foram

comparados os resultados entre machos e fémeas, ndo houve diferencas estatisticamente
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significantes. Estes resultados, de acordo com Gonzalez e Silva (2003), que verificaram que o

ganho de peso dos machos ¢ semelhante ao das fémeas. Mas, a toxicidade sist€émica em

camundongos e ratos pode ser avaliada por meio da alteracdo no peso dos animais.

Tabela 3: Peso médio dos machos e das fémeas dos grupos controle (0 mg/kg) e tratados com diferentes
concentragdes do extrato aquoso de folhas de Licania rigida. *Valores estatisticamente diferentes do grupo
controle (ANOVA seguido de Tukey, p <0,05).

Concentragdo Peso médio
Fémeas npf Machos npm Total Npt
Controle 35,57+0,68 3 42,90+0,3 3 39,23+4,04 6
5 mg/Kg 34,1341,94" 3 30,4343,84" 3 32,2843,391 6
50 mg/Kg 33,234+0,61™ 3 41,30+0,5" 3 37,26+4,44"s 6
300 mg/Kg 31,37+1,96™ 3 34,30+1,57" 3 32,8342,25m 6
600 mg/Kg 34,80+2,46™ 3 37,8340,59" 3 36,3142,30" 6

ns=ndo significante
Fonte: os autores

Na analise do screening hipocratico, durante as primeiras 24 horas ap6s a administragao
intraperitoneal do extrato aquoso de L. rigida, houve redugdo na atividade geral e na resposta
ao toque dos grupos de animais tratados com 300 mg/kg e 600 mg/kg. Foram observadas
alteracdes em ambos 0s sexos, principalmente nos animais nos quais foram injetadas as
concentragdes de 300 mg/kg e 600 mg/kg, como: resposta ao aperto de cauda, endireitamento,
forca para agarrar, tonus do corpo, atividade e coordenagdo do sistema motor (auricular e

corneal) e na respiragao.

Os resultados acima reportados estdo de acordo com Gonzélez e Silva (2003), que
afirmam que a toxicidade sistémica de determinada substancia ou grupo de substancias pode se
manifestar por meio da reduciao no consumo de agua e ragao, alteragdo comportamental, apatia

e ma condicao de pelagem.

Na avaliagdo da frequéncia de micronucleos foi observado que os grupos avaliados
demonstraram resultados diferentes. Nas concentra¢des de 5 mg/kg e 200 mg/kg houve um
estimulo na producdo de microntcleos em relacdo ao controle negativo, enquanto que na

concentracdo de 50 mg/kg houve uma pequena reducao.

Entretanto, as diferencas entre os tratamentos e os grupos controle ndo foram
estatisticamente significativas ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Dunnett. O nimero

de células binucleadas também foi analisado nos grupos com as concentra¢des do extrato
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aquoso de folhas secas de L. rigida, mas, ndo foram verificadas diferencas estatisticas

significativas entre os tratamentos (p<0,05) com a Analise de Variancia seguida pelo teste de

Dunnett (Tab. 4).

Tabela 4: Avaliagdo da frequéncia de microntucleos e de células binucleadas em eritrocitos de camundongos
expostos ao controle negativo (0 mg/kg) e as diferentes concentragdes do extrato aquoso de folhas secas de L.
rigida. Analise de Varidncia (ANOVA) seguido do teste de Dunnett.

Concentragao Total de células MN=+SD BN+SD
Controle 6000 4,7+2,7 3,66+1,96
5 mg/Kg 6000 6,5+2,0™ 5,5+1,76™
50 mg/Kg 6000 3,7+1,9m 5,83+2,13"
200 mg/Kg 6000 6,7+4,0m 5,0+2,68™

MN=micronucleos, SD=Desvio Padrao, BN=binucleadas, ns=nao significativo.
Fonte: os autores

Na anélise de mutagenicidade, a avaliagdo da indu¢do de micronucleos € o principal
teste in vivo dentre outros testes e ¢ recomendado por agéncias fiscalizadoras em todo mundo
como parte da avaliagdo de seguranca dos produtos quimicos e naturais. O ensaio detecta efeitos
clastogénicos (quebras cromossdmicas) e aneugénicos (perda de cromossomos inteiros). Um
aumento na frequéncia de microntcleos em testes com animais tratados com diferentes
substancias e concentragdes ¢ uma indicacdo de dano cromossdmico induzido por toxicidade

(Wahnschaffe et al., 2005).

As células binucleadas sdo indicativas de citotoxicidade, decorrente de uma falha no
processo de citocinese. O aumento na sua incidéncia pode prever uma falha no mecanismo de

diferenciacdo celular ou ser secundaria a agentes mutagénicos (Holland et al., 2008).

A espécie L. rigida possui diversos metabolitos secundarios, como dipertenos,
esteroides e flavonoides (Bezerra, 2011). Provavelmente estes compostos secundarios presentes
nas folhas podem ter sido responsaveis pela mutagenicidade e citotoxicidade observada nos
eritrocitos de medula 6ssea dos animais bioindicadores utilizados. Os flavondides sdo
considerados potencialmente mutagénicos, pois a acdo de alguns deles em animais estd

associada a interagdes com o acido desoxirribonucleico (DNA) (Sanchez-Lamar et al., 2008).
CONSIDERACOES FINAIS

Os bulbos de Allium cepa foram sensiveis aos extratos aquosos de folhas secas e frescas

de Licania rigida, com efeito subletal na concentragdao de 300 mg/L desta tltima. A agdo dos
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extratos aquosos de folhas secas e frescas de L. rigida provoca efeito alelopatico sobre bulbos

de cebola, de acordo com a concentragdo aplicada.

O extrato aquoso de folhas secas de Licania rigida possui efeito toxico em
camundongos, ocasionando mudangas comportamentais e, dependendo da dose, causa a morte.
Nao houve citotoxicidade, mas sim efeito subletal na concentracdo de 300 mg/L e ndo houve
acdo mutagénica sobre os eritrocitos da medula 6ssea de camundongos nas concentracdes

estudadas.

Estudos posteriores sdo necessarios para confirmar estes resultados para a populagdo de
animais de producao do semidrido que consomem as folhas de L. rigida na alimentagdo, a fim

de melhorar o manejo e evitar perdas economicas para os produtores.
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RESUMO

Ipomea asarifolia ¢ uma espécie capaz de causar intoxicagdo em animais. Mas, ¢ utilizada como
planta forrageira em periodos de caréncia de forragem. Mesmo assim, ndo ha estudos quanto
aos efeitos citotoxicos e mutagénicos dessa espécie. Este trabalho teve como objetivo avaliar a
influéncia do extrato aquoso de folhas de /. asarifolia sobre raizes de bulbos de Allium cepa e
sobre células da medula 6ssea, peso e comportamento de camundongos. O Delineamento
experimental teve quatro tratamentos (agua destilada, 5, 50 e 300 mg/L) de extrato, cada um
com cinco repeti¢cdes, distribui¢do inteiramente casualizada, tanto para amostras de folhas
frescas, quanto para folhas secas. Nenhum dos extratos, tanto o de folhas frescas quanto as
secas, apresentaram efeitos significativos nas raizes de bulbos de Allium cepa, quanto a:
inibi¢do de crescimento, efeitos toxicos, e citotoxicos. Entretanto, o extrato de folhas secas nas
concentragdes de 5 mg/L e 300 mg/L provocou efeito subletal. Para estudos com camundongos
foram usadas as concentragdes de 5, 50, 300 e 600 mg/L. para estudo do peso e toxicidade ¢ 0,
5, 50 e 400 mg/L para estudos mutagénicos e citotoxicos. A Dose Letal Mediana (DLso) obtida
foi 754,26 mg/Kg. Foi observado que nao houve efeito citotoxico, nem mutagénico nas células
da medula o6ssea, nem diferenca significativa na perda de peso de machos e fémeas de
camundongos. No entanto, estes resultados inéditos sobre o efeito subletal dos extratos de
folhas secas vao de encontro ao conhecimento de que as folhas de salsa secas nao prejudicam
os animais. Estudos posteriores sao necessarios sobre o uso deste tipo de alimento para os
animais de producao.

PALAVRAS-CHAVE: Ipomoea, Toxicidade, Citotoxicidade, Mutagenicidade, Plantas.
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INTRODUCAO

Ipomoea asarifolia conhecida popularmente como salsa, batatarana, batata salsa, salsa-
brava ¢ uma liana perene de habito rasteiro da familia Convolvulaceae (KILL; RANGA, 2003),
nativa da América tropical, encontrada principalmente nas regides da América do Sul e Central
(ARAUJO 2008). E conhecida por causar a sindrome tremorgénica em ovinos (GUEDES,
2007), caprinos (MEDEIROS, 2003; ARAUJO et al, 2008), bovinos e bubalinos (BARBOSA,
2005). Esta intoxicagdo comum na regido Nordeste (MEDEIROS, 2003) e Norte (BARBOSA,
2005) do Brasil ¢ caracterizada por tremores na cabeca e pescogo. Inicialmente eles sdo finos e
discretos, com o balancar da cabec¢a; mas com tempo prolongado de intoxicacdo podem
promover ataxia cerebelar com tremores severos, andar incoordenado com rigidez dos

membros, e membros abertos (LOPES, 2014).

O consumo desta planta por animais ocorre geralmente devido a fome na estacao seca,
quando devido a caréncia de forragem, eles acabam ingerindo grandes quantidades. O que ¢
agravado devido a mesma permanecer verde durante todo o ano (ARAUJO et al, 2008). Para
evitar esta situagao muitos ensaios toxicologicos podem ser utilizados para determinar o efeito
nocivo que agentes fisicos, quimicos e biologicos podem produzir nos animais (ARRAES;

LONGHIN, 2012).

O teste de Allium cepa € uma das ferramentas tteis para pesquisa basica do potencial
toxico e citotoxico de produtos quimicos, e substancias complexas em plantas (CUCHIARA et
al., 2012). Estudos epidemioldgicos e laboratoriais vém demonstrando que produtos vegetais
podem exercer efeitos toxicos pela producdo de metabdlitos secundarios, causando desde
resisténcia vascular até teratogenicidade em embrides de roedores (LATHER, 2011;
OUEDRAOGQO, 2012; CUNHA, 2013). Além disso, as substancias mutagénicas presentes
podem interagir com os acidos nucleicos e ocasionar mutacdes hereditarias em células
germinativas, e formagdo de tumores benignos ou malignos em células somaticas (ARUOMA,

2003; ROSS; MARGOLIS, 2005).

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do extrato aquoso de folhas secas e
frescas de Ipomoea asarifolia tendo como bioindicador o sistema Teste A/lium cepa, verificar
os possiveis efeitos citotoxicos e mutagénicos do extrato aquoso de folhas frescas de I
asarifolia, através da frequéncia de micronucleos e células binucleadas, identificar a Dose Letal
Mediana (DLso) e avaliar o screening hipocratico comportamental em camundongos swiss (Mus

musculus).
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METODOLOGIA

Coleta das Amostras - As amostras de folhas de /. asarifolia foram coletadas no
municipio de Angicos, na fazenda Vista Bela, durante a estacdo seca de 2014. A identificacdo
boténica foi obtida no herbario Dardano de Andrade-Lima da Universidade Federal Rural do
Semiarido (UFERSA), sob o codigo 14524. O material foi acondicionado a temperatura
ambiente em sacos plasticos e transportado para armazenamento no Laboratorio de Genética e

Evolucdao (UFERSA).

Obtencao dos extratos - O extrato aquoso do material vegetal seco foi obtido conforme
Torres (2006) com modificagdes, onde as folhas frescas foram selecionadas, desidratadas em
bancada (25 °C £ 2 °C) e trituradas em liquidificador até formagao de p6 fino. O extrato final
foi obtido pela adicao de agua destilada, descanso por 24 horas, filtragdo em tecido organza e
centrifuga¢do (2000 rpm, cinco minutos). Para o extrato aquoso das folhas frescas, 100 g de
folhas foram lavadas e homogeneizadas em 1000 mL de agua destilada por 10 minutos, seguido

de filtracdo em tecido organza e centrifugagdo (30 minutos; 2000 rpm).

Avaliacio de toxicidade vegetal - A avaliacao de toxicidade das raizes dos bulbos de
Allium cepa a partir do extrato seco e do extrato fresco das folhas de Ipomoea asarifolia foi
realizada conforme Fiskesjo (1988), com algumas modificacdes. Os bulbos foram obtidos
comercialmente em supermercados na cidade de Mossor6-RN e armazenadas em local livre de
umidade e luz, lavados para retirada de impurezas em agua corrente por 1 hora, seguido de
remocao das raizes velhas. Foram colocados em recipientes plasticos com capacidade para 50
ml de extrato. Os bulbos foram distribuidos em grupos com diferentes concentracdes do extrato
(5 mg/L, 50 mg/L e 300 mg/L), e controle negativo (agua destilada), com cinco réplicas por
tratamento. Ao final do teste (72 h) foi realizada a medi¢cao do comprimento das trés maiores
raizes de cada bulbo da cebola utilizando-se de um paquimetro digital. O calculo da Inibi¢ao
Relativa (IR) do crescimento foi realizado através da equagdo IR = 100 - (ICR * 100), onde
ICR ¢é o Indice de Crescimento Relativo, obtido pela equacdo ICR = CRA/CRC, onde, CRA ¢
o Comprimento da Radicula na Amostra e CRC ¢ o Comprimento da Radicula no Controle

Negativo. (IGANCI et al., 2006).

A citotoxicidade foi determinada através da avaliacdo do indice mitotico de células
meristematicas das raizes obtidas dos bulbos de cebola expostas a diferentes concentragdes do
extrato de folhas secas (EAS) e frescas (EAF). As radiculas dos bulbos foram coletadas e

fixadas em Carnoy (3:1, alcool etilico:4cido acético) por 24 horas, e em seguida foi realizado o
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esmagamento, coloragdo e montagem das laminas (GUERRA; SOUZA, 2002). A analise foi

realizada por teste cego de 1000 células por bulbo. O indice mito6tico (IM) foi avaliado conforme
KUMARI, MUKHERJEE e CHANDRASEKARAN (2009), e o valor limite de citotoxicidade
(VLC) conforme MIGID, AZAD e IBRAHIM (2007).

Avaliacdo de toxicidade animal - Para os estudos com animais foram utilizados 54
camundongos da linhagem Swiss (Mus musculus) com peso entre 25-50 g, subdivididos entre
machos e fémeas, 27 exemplares de cada. Os animais foram obtidos do biotério da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB) e mantidos no biotério do laboratério de Farmacognosia e
Farmacologia da Universidade Federal Rural do Semiarido (UFERSA) em caixas de
polipropileno, com temperatura controlada (25 °C + 2 °C) e ciclo claro/escuro natural, além de
alimentagdo com ragdo padrao e agua mineral disponivel a vontade no periodo de adaptagdo

(94 horas) e de experimentagao.

Os preparativos para o periodo pré-experimento seguiram Lucio (2000). O protocolo
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
Rural do Semi Arido (UFERSA) (N° Parecer 27/2014). Os animais foram tratados conforme os
principios definidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacio Animal (COBEA) e em
conformidade aos preceitos da legislacdo brasileira (Lei Arouca - Lei n® 11794, de 8 de outubro

de 2008).

A dose letal mediana (DLso) foi obtida conforme Acute Toxic Class Method (OECD,
2001) pelo teste de dose aguda toxica (Guideline 423), utilizando-se cinco niveis de dose (0, 5,
50, 300 e 600 mg/kg de extrato) com seis animais (trés machos e trés fémeas), cada um,

totalizando 30 camundongos.

Avaliacdo mutagénica — Nesta analise, o desenho experimental foi constituido de
quatro grupos (controle negativo “solugdo salina a 0,9% por 10 ml/Kg”, e trés doses do extrato:
5, 50 e 400 mg/kg com seis animais cada um, num total de 24 animais. Foram preparados
esfregacos de material da medula 6ssea em laminas de microscopia, que foram fixadas com
metanol e corados com Giemsa, conforme técnica de Schmid (1976), modificada por Zambrano
et al. (1982). Em seguida foi realizada a andlise em microscopio 6tico e contagem em teste cego

de 2000 eritrécitos por animal.

Analise Comportamental - Para realiza¢do do screening hipocratico os animais foram

observados nos periodos pos-aplicagdo, por 24 horas, 48 horas e diariamente até o 14° dia, para
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quantificar os efeitos dos seguintes parametros: a) Atividade geral; b) Estado

consciente/disposi¢cdo; c) Atividade e coordenacao do sistema motor e tonus muscular; d)

Reflexos; e) Atividade do sistema nervoso central (OECD, 2001).

Analises estatisticas - os dados de crescimento de raizes foram obtidos através da
comparagdo das medidas das raizes das amostras com o controle negativo pela Analise de
Variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Dunnett (p < 0,05). Enquanto que, para o indice
mitdtico foi utilizada a Analise de Variancia (ANOVA) seguida do teste de Kruskal-Wallis (p
< 0,05). Para avaliacdo da dose letal mediana (DLso), foi utilizada a andlise de regressao linear
segundo Litchfield e Wilcoxon (1949). Para o teste do micronucleo e células binucleadas foi
realizada a comparagdo entre a frequéncia de micronucleos dos diferentes tratamentos pela
Andlise de Variancia (ANOVA) p < 0,05 e posterior aplicagao do teste Kruskal-Wallis e

Dunnet. Todas as analises utilizaram o software R 3.2.0.
RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de toxicidade analisado pelo teste de inibigdo do crescimento de raizes nas
diferentes concentracdes dos extratos aquosos de folhas secas e de frescas indicou que ndo
houve diferengas significativas (p < 0,05) entre os extratos e o controle negativo. Entretanto,
quando analisado a inibicdo relativa foi observado que os extratos de folhas frescas nas
concentragdes de 5 mg/L e 300 mg/L, apresentaram um antagoénico efeito estimulante no
crescimento de raizes, o que pode ser indicativo de processo de formagao de tumor, enquanto

que o de folhas secas apresentou inibicao em todas as concentracdes (Tabela 1).

Tabela 1. Comprimento Médio e Inibigdo relativa de raiz de Allium cepa L. expostas ao controle negativo e
diferentes concentragdes de extrato aquoso de folhas secas (EFS) e frescas (EFF) de Ipomoea asarifolia.

Comprimento Médio Raiz (mm) Inibigdo Relativa (IR)
Concentracdo (mg/L)
EFS EFF EFS EFF
Controle negativo 26,9 + 15,3 7,9+ 10,15 100 100
5 16,2 + 14,3 12,5+ 13,7 39.7 -59.4
50 22,5+ 16,0™ 2,3 +£2,95m 16.3 71
300 18,4+ 11,0 8,9 +7,68™ 314 -13.1

Valores expressos em média =+ desvio padrio. Analise de Variancia (ANOVA) (p < 0,05) seguida do teste de
Dunnett. ns = ndo significante. Fonte: o autor

Para o ensaio de citotoxicidade foi avaliado o indice mitético (IM) de células da raiz de
bulbos de 4. cepa com os extratos aquosos de folhas secas e frescas apresentou resultados nao
significativos para os extratos (p < 0,05), revelando que as diferentes concentracdes ndo

alteraram o processo de divisdo celular, e que ndo houve efeito letal em nenhum tipo de extrato
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(EFS e EFF) em raizes de A/lium cepa. Entretanto, foi demonstrado efeito subletal em bulbos

expostos ao extrato de folhas secas nas concentragdes de 5 mg/L e 300 mg/L Tabela 2. Para a
avaliacdo dos Valores Limites de Citotoxicidade, os percentuais abaixo de 50% denotam efeito

subletal e inferiores a 22% letal (MIGID; AZAB, 2007).

Tabela 2. indice Mitético e Valor Limite de Citotoxicidade de células de raiz de Allium cepa apbs exposi¢io ao
extrato aquoso de folhas secas (EFS) e frescas (EFF) de Ipomoea asarifolia.

Células por fase de Divisdo Celular

Tratamento M (%) Profase Metafase Anafase Telofase VLC (%)

Controle negativo 2,35+0,68™ 6,5+2,12 8,0+141 55+£3,54 3,0+£2,83 -

5 mg/L 1,40+ 0,64 7,75£99 0,50+0,71 0,5+0,71 0,5+0,71 44,3
FFS 50 mg/L 2,14£1,68" 750+495 55+495 6,0+£849 55+6,36 91

300 mg/L 090+ 1,04 50+141 45+494 45+212 4,5+3,53 38,3

Controle negativo 1,9 + 0™ 1,5+0,71 3,5+2,12 1,5+0,71 3,0+1,41 -

5 mg/L 2,60+£0,75" 8,0£2,83 55+354 10,5+£354 55+£2,12 136.8
FrE 50 mg/L 2,05+0,78" 55+495 3,5+0,71 2+1,41 1+1,41 107.8

300 mg/L 2,20+ 0,36™ 8,5+0,70 6+1,41 4+£282 3+1,41 115.7

IM (%): indice mitotico; VLC: Valor Limite de Citotoxicidade; ns = ndo significante, es = efeito subletal. Fonte:
o autor

Em contato com produtores da regido em conversas informais os mesmos indicam que
se forem produzidos fenos das folhas secas de salsa, ele pode ser servido aos animais de
producdo, os resultados obtidos neste trabalho com camundongos mostraram-se contrarios a

esta informacao pelo efeito subletal observado.

Em relagdo ao teste de toxicidade aguda foram observadas mortes apenas na
concentragio de 600 mg/Kg com o extrato de folhas frescas e pela regressio linear (R?>=0,7750,

y =0,06629*X - 0,0. n = 4) foi determinado o valor da DLso como 754,26 mg/Kg (Figura 1).

Figura 1. Dose letal mediana de extrato aquoso de folhas frescas de /. asarifolia administrado
intraperitonealmente a camundongos nas concentragdes 0, 5, 50, 300 ¢ 600 mg/Kg.

60- Y =0.06629*X - 0.0
. R square = 0,7750
DL50 = 754,261 mg/Kg

% de mortes

0o ®

0 200

460 660 860
Dose (mg/Kg)

Fonte: o autor
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Nao foi observado qualquer tipo de influéncia do género (macho/fémea) dos

camundongos sobre a toxicidade dos diferentes tratamentos de extrato aquoso fresco de
Ipomoea asarifolia. Os dados encontrados neste trabalho se aproximam dos resultados obtidos
por Lawal (2010), que apresentou DLso no valor de 774.6 mg/Kg utilizando extrato aquoso de
1. asarifolia, obtido da parte aérea de plantas coletadas na Nigéria também utilizando
camundongos como bioindicador. De acordo com o guia 423 da OECD (2001) o extrato aquoso
de I. asarifolia possui toxicidade média (substancia com DLso maior que 300 mg/Kg e menor

que 2000 mg/Kg) e pertence a classe 4.

Quanto a analise de micronucleos e células binucleadas foi observado que nao houve
ndo houve diferencas estatisticas significativas em nenhuma concentragdo em relacdo ao
controle negativo, assim como nao houve influéncia do género (macho/fémea) o que implica
que o extrato aquoso de folhas frescas de IJpomoea asarifolia ndo apresentou efeitos genotoxicos

nos camundongos estudados (Tabela 3).

Tabela 3. Média de micronucleos e células binucleadas em células de camundongos expostos ao extrato aquoso
de folhas frescas de Ipomoea asarifolia em diferentes concentragdes.

Média de Micronucleos Média de Células Binucleadas
Tratamento
Macho Fémea Total Macho Fémea Total
Controle negativo 2,5£2,1™ 3,5£14™ 3+1,8 3,3+3,0m 43 +3,0m 38+29
5 2,2 +£24m 1,75+ 1,2" 22+1,8 3,7+2,7 7,1 +£4.208 54+38
50 3,8+2.2m 3,5+1,2m 3,624 2,7+ 1,5™ 4.8 +4.4m 38+34
400 2,8+1,7™ 2,6 +1,0m™ 2,7+14 53+2,1m 6,3 + 5,9 5,8+42

ns = ndo significante. Fonte: o autor

A avaliacdo do screening hipocratico ndo demonstrou alteragdes comportamentais nos
camundongos submetidos as concentragdes de 5 mg/Kg e 50 mg/Kg. No entanto, para a
concentracdo de 300 mg/Kg houve alteragdes no parametro — Sistema Nervoso Autoénomo,
cujos individuos apresentaram dificuldade nos movimentos, com descontrole corporal. J& nos
individuos expostos a concentragdo de 600 mg/Kg, houve alteragdes nos parametros: Atividade
geral e estado consciente disposi¢do, onde os animais, de maneira geral, apresentaram-se mais
agitados e sensiveis ao toque. Entretanto, ndo foram identificados os sintomas da sindrome
tremorgénica. Além disso, foi detectada a presenga de lesdes na regido abdominal, fruto de

processos possiveis inflamatdrios no local de aplicacao.

Os resultados deste trabalho concordam com Lopes et al. (2014) que observou que

camundongos adultos que consumiram ragdes contendo 20% e 30% de folhas de I. asarifolia
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apresentaram alteragdes do equilibrio e coordenacdo motora, mas nido foram observados

tremores musculares, que ¢ o principal sinal clinico dos ruminantes intoxicados pela planta.

Nosso trabalho evidencia a importancia do estabelecimento de um modelo animal que

responda a intoxicacdo de plantas e reproduza as condi¢des observadas nos ruminantes.
CONSIDERACOES FINAIS

Os extratos aquosos de folhas secas (EFS) e frescas (EFF) de I. asarifolia nao
apresentaram efeitos toxicos e citotoxicos, porém desenvolveram efeitos alelopaticos e
subletais nos crescimentos de raizes. A Dose Letal Mediana (DLso) foi definida para extrato
aquoso de folhas frescas em camundongos Swiss, sugerindo doses seguras. Nao ha registro de

diferenca de efeito toxico sobre os géneros.

O extrato aquoso intraperitoneal de folhas frescas ndo provoca efeitos mutagénicos e
citotoxicos em eritrocitos de camundongos. Estudos posteriores sdo necessarios para verificar

o efeito toxico a partir de outras condi¢des de extragao.
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RESUMO

Agentes quimicos produzidos em algumas plantas podem provocar alteragdes no
desenvolvimento de organismos € ensaios laboratoriais podem demonstrar os resultados destas
interagdes para estudos de alelopatia e toxicidade. Objetivou-se identificar a influéncia do
extrato aquoso bruto da espécie Tabebuia aurea (Silva Manso), popularmente conhecida como
Craibeira, sobre o desenvolvimento de sementes de Allium cepa. O bioensaio foi conduzido em
ambiente controlado a 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas com luz artificial, com extrato aquoso
obtido da casca seca nas concentragdes de 0,4; 0,8 e 4%, dgua destilada como controle negativo,
colchicina como controle positivo e um teste de antimutagenicidade com colchicina mais o
extrato na concentracao de 4%. Para o teste de germinagdo, que avalia efeito alelopatico, foram
realizados seis tratamentos contendo trés réplicas, e cada réplica com 25 sementes. Para
determinagdo da citotoxicidade, através do indice mitdtico (IM) foram contadas 3.000 células
por tratamento. O bioensaio realizado demonstrou que o extrato vegetal interferiu sobre a
germinacdo, crescimento da radicula e sobre a divisdo celular em células meristematicas
radiculares de 4. cepa. Apresentou efeito toxico e citotdoxico. Portanto, o consumo para uso
medicinal da casca dessa planta, deve ser evitado nas concentragdes apresentadas neste
trabalho.

PALAVRAS-CHAVE: Toxicidade. Citotoxicidade. Indice mitotico. Planta medicinal.
Alelopatia.

INTRODUCAO

O Nordeste do Brasil tem a maior parte de seu territorio revestido por uma vegetacao
xerodfila, de fisionomia e floristica variadas, que tem mantido desde o tempo do periodo colonial

a antiga denominacdo indigena de "caatinga”. O clima da caatinga tem como caracteristica o
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baixo indice de pluviosidade e a distribui¢do irregular das chuvas o que torna sua vegetacao

xero6fila e caducifélias, ou seja, as plantas perdem suas folhas em estresse hidrico como maneira

de reduzir o gasto de agua.

A Caatinga compoe o contingente de 125 familias, 692 géneros e 2151 espécies, as quais
tém sua utilizagdo comercial, medicinal e paisagistica. O género Tabebuia corresponde a cerca
de 74 espécies e pertence a familia das Bignoniaceae. A espécie Tabebuia aurea, mais conhecida
como: Craibeira, Craiba, Ipé-do-cerrado e Paratudo, tem distribui¢do pela Amazonia, Caatinga,
Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal. O género Tabebuia tem demonstrado o seu emprego no
tratamento de diversas afeccdes como, cancer, maldria, tuberculose, congestdo nasal,

antimicrobiano e no tratamento de feridas e picadas de cobras.

A utilizagdo de produtos naturais para fins terapéuticos ¢ um costume difundido na
civilizagdo humana e transferido de geracdo em geragdo. Apos a revolugdo industrial e suas
inovacdes tecnoldgicas, os produtos naturais foram sendo substituidos por sintéticos, com a

afirmac¢do dos mesmos possuirem acgao confiavel e eficaz.

No entanto, cerca de 25% das drogas prescritas em todo o mundo provém de plantas.
Das 252 drogas consideradas basicas e essenciais pela World Health Organiza¢dao (OMS), 11%
sdo exclusivamente de origem vegetal e um numero significativo sdo drogas sintéticas obtidas

de precursores naturais (RATES, 2001).

O presente trabalho teve como objetivo de avaliar, a citotoxicidade, genotoxicidade e
antimutagenicidade do extrato aquoso da casca de Tabebuia aurea (Silva Manso) em diferentes

concentragdes por meio do teste Allium cepa e andlise do indice mitético (IM).
REFERENCIAL TEORICO
Familia Bignoniaceae

A familia Bignoniaceae apresenta 120 géneros e cerca de 800 espécies, ocorrendo
principalmente nos neotropicos. No Brasil, ocorrem 32 géneros e cerca de 350 espécies, sendo
o pais considerado centro de diversificagdo da familia (CHAGAS JUNIOR; CARVALHO;
MANSANARES, 2010).

Tabebuia aurea

O género Tabebuia corresponde cerca de 74 espécies e pertence a familia das

Bignoniaceae, a espécie Tabebuia aurea, mais conhecida como Craibeira, Craiba, Ipé-do-
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cerrado, Paratudo (LORENZI, 2008), tem como distribui¢do de dominio fitogeograficos a
Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal (REFLORA, 2017).

Tabebuia aurea ¢ uma arvore de 5-10 metros, decidua durante o inverno, nativa do
Cerrado, Caatinga e do Pantanal Mato-Grossense, ¢ florifera e ornamental, suas flores sdao
androginas e grandes, ¢ ocasionalmente cultivada na arborizacdo urbana e no paisagismo
(LORENZI, 2008). A madeira ¢ utilizada para fabricagdo de cabos para ferramentas e moenda

por ser bastante flexivel.

Os estudos sobre as atividades medicinais de Tabebuia aurea sao escassos, sendo
encontrado apenas um sobre atividade antifingica, anti-inflamatéria, antimitoxicas e anti-
hemorragicas (SILVA; PAULA; ESPINDOLA, 2009). Entretanto, sua casca e folhas sdo muito
utilizadas na medicina, sua entrecasca ¢ util para o tratamento de gripes e resfriados e pode ser
utilizada na forma de xaropes ou infusdes. Na Argentina, essa espécie ¢ utilizada como abortiva

e suas folhas sdo consideradas purgativas (LORENZI, 2008).
Germinagao

Ao fim do processo de embriogénese, o embrido passa por diversas mudangas que o
tornam apto a resistir as mais diversas condi¢des ambientais, e a periodos de dorméncia. E na
embriogénese onde grupos de células como os meristemas apicais sao formados em pontas de
raizes e em extremidades aéreas as quais promovem a formacao de tecidos e a arquitetura basica

das plantas (morfogénese, organogénese e histogénese) (TAIZ; ZEIGER, 2013).

E na germinagdo onde o embrido quebra seu estado de dorméncia, e por possuir reservas
armazenadas, o mesmo entra em crescimento vegetativo, onde, o frio, calor, luz e
disponibilidade hidrica serdo alguns fatores que poderdo favorecer a germinacdo (TAIZ;

ZEIGER, 2013).

A disponibilidade hidrica em excesso ou sua falta causam sérios problemas a
germinagdo. Em excesso, a dgua causa uma diminuicdo do periodo necessario para a
reorganizagdo das membranas celulares, ocorrendo assim, uma liberagao expressiva de solutos
que passam a agir como substrato para microrganismos do ambiente (PESKE; DELOUCHE,
1985). Na caréncia hidrica ocorre o retardamento da germinagdo, possibilitando o
favorecimento da acdo de patdgenos, devido ao maior tempo de exposicdo (MARCOS FILHO,

1986).
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Toxicidade e Citotoxicidade

Para a analise de toxicidade e citotoxicidade em plantas medicinais o teste Allium cepa
¢ 0 mais aceito, pois suas raizes entram em contato direto com a substancia testada, permitindo
a avaliacdo das diferentes concentragdes. O teste de Allium cepa também fornece indicativos

de toxicidade através da taxa de germinacdo e de crescimento de raizes.

Por ser um teste facil de ser realizado, ele ¢ amplamente utilizado em vérios laboratorios
no mundo que trabalham com genética toxicologica, na verificacdo do indice mitotico e do
indice de replicacdo, além de ser considerado importante indicador de contaminag¢do ambiental
(FISKESJO, 1985; GADANO et al., 2002). O teste permite analisar alteracdes macroscopicas
e microscépicas da raiz, como aberragdes cromossdmicas, indice mitotico (IM) e micronucleos

(MN) (LONGHIN, 2008).

A citotoxicidade ¢ o efeito decorrente das acdes de substancias toxicas a célula, pois a
mesma sofre danos em sua morfologia podendo levar a lise celular. Ha dois métodos de
determinar a citotoxicidade, que sdo eles, os métodos quantitativo e qualitativo. No método
quantitativo € realizada a medida de morte celular, proliferagdo ou formagao de colonias de
células, enquanto o método qualitativo se verifica o estado da célula. Um aumento na divisao
celular ou sua diminui¢do, podem ser prejudiciais para as células, como, a proliferagdo celular
desordenada, formando tecidos tumorais, ou a interferéncia no desenvolvimento do organismo,

quando o indice mitotico diminui (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Em experimentos que necessitam analisar a citotoxicidade de substancias na divisdo
celular, ¢ comumente utilizado, o indice mitotico (IM), o qual se trata da verificacdo de células
em divisdo pelo numero total de células de determinado tecido, logo esse indice consegue
determinar a citotoxicidade de agentes mutagénicos, (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-
MORALES, 2007; LEME; MARIN-MORALES, 2009; SETH et al., 2008). O IM ¢ obtido pela
equacdo IM = (m/T) x 100 (PIRES et al., 2001).

Mutagenicidade e Genotoxicidade

A mutagenicidade, em si, causa danos celulares que podem ser induzidos por agentes
quimicos, fisicos ou bioldgicos, e eles afetam processos celulares vitais como a duplicacao,
transcricdo gé€nica e alteracdes cromossomicas, levando a consequéncias, como o

desenvolvimento de processos cancerosos e até a morte celular (COSTA; MENK, 2000).
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As mutagdes podem ser espontaneas ou induzidas e sdo causadas pelas acdes de agentes

mutagénicos. As mutagdes espontaneas sao menos frequentes do que as induzidas, no entanto,
seu papel evolutivo ¢ mais significativo. A mutagdo em conjunto com a recombinagdo € o
mecanismo para a variagdo genética, porém, todo mecanismo tem seus defeitos, logo, o DNA
tem sua propria seguranca para que falhas determinantes sejam corrigidas a tempo. Alguns erros
conseguem ser repassados hereditariamente e podem se expressar de forma positiva ou negativa

conforme a sua fun¢do no organismo do individuo (GRIFFITHS et al., 2012).

As plantas medicinais recebem essa denominacdo por possuir substancias que
apresentam acdo farmacoldgica, porém, na grande maioria das vezes as plantas que sdo
utilizadas por diversas comunidades, ndo possuem uma analise laboratorial afirmando a
existéncias de substancias fitoterapicas e se as mesmas estdo atuando ou nao no organismo

consumidor (FURLAN, 1998).

O consumo de chas das mais diversas plantas, sem um determinado padrdo de analises
de seus componentes ou a determinagao da concentragdo ideal para consumo do mesmo, pode
levar o consumidor a desenvolver uma série de danos imperceptiveis e de longo prazo no seu

organismo (RIBEIRO et al., 2003).

Efeitos genéticos sdo acarretados por substincias toxicas presentes nos chas e extratos
de plantas. O efeito mutagénico apresenta como resultado a formagao de mutagdes decorrentes
das agdes dessas toxinas encontradas na planta, porém, essas mesmas substancias poderiam
acarretar um efeito inverso, (efeito antimutagénico), ndo induzindo mutagdes (RIBEIRO et al.,

2003).

Ja a genotoxicidade analisa a influéncia de substancias toxicas e suas agdes no DNA de
um organismo. O efeito genotdxico e seu potencial, no geral, sdo determinados pela presenga
de anomalias cromossOmicas estruturais ou numéricas (LEME; MARIN-MORALES, 2009).
Na genotoxicidade, ocorrem lesdes no material genético, devido a substancias conhecidas como

genotoxicas (COSTA; MENK, 2000).

Segundo Bagatini, Silva, Tedesco (2007), os testes de citotoxicidade/genotoxicidade
realizados pelo sistema teste de Allium cepa baseiam-se em diversos parametros de andlise,

como por exemplo padrdes nucleares atipicos.

O aparecimento de micronicleos ¢ a consequéncia da quebra cromossomica,

evidenciando claramente a manifestacao de distirbios do processo mitético. Por ter uma relagao
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bastante estreita com o efeito mutagénico, o efeito genotdxico acaba sendo negligenciado

quanto a sua determinagdo. A separacdo da causa desses efeitos requer uma investigacao
minuciosa das andlises, tendo em vista que o potencial genotoxico e mutagénico possuem
causas semelhantes, como anomalias, microntcleos, etc., mas com efeitos diferentes nas

células.

Os agentes genotoxicos interagem quimicamente com o material genético, formando
aductos, alteracdo oxidativa ou mesmo quebras na molécula de DNA. Na grande maioria dos
casos o dano ¢ reparado pelo proprio organismo ou a célula ¢ eliminada. Caso essa lesdo seja
fixada, provocam alteracdes hereditarias (mutagdes), que podem se perpetuar nas células filhas
durante o processo de replicagdo, neste caso, o agente ¢ denominado mutagénico (OBE et al.,

2002; WHITE; RASMUSSEN 1998).
MATERIAL E METODOS
Coleta do material

Para este trabalho, utilizou-se cascas do caule de Tabebuia aurea, coletadas no Sitio Exu,
localizado nos dominios da cidade de Sao Mamede (Lat.: 37° 03’ 50.1” W, Long.: 09° 52° 58.3”
S, Alt.: 277 m). Esta area esta inserida na mesorregido do Serido ocidental do Estado da Paraiba,
Brasil e possui 40 hm? de mata de Caatinga, sendo utilizada principalmente para a criacdo de

rebanhos.

A coleta aconteceu no més de abril do ano de 2017 e a identificacdo da espécie foi
realizada através de guias de campo e conferida posteriormente, por especialistas do Herbario
do Centro de Saude e Tecnologia Rural (CSTR). Um espécime foi depositado como exsicata
no Herbario do CSTR, da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), e tombada sob o
nimero 6758 CSTR.

As cascas frescas foram secas a temperatura ambiente por uma semana e em seguida
foram trituradas no moinho do laboratério de zootecnia da UFCG, para a obtencdo de pod
necessario para a preparagao do extrato aquoso. O pd foi peneirado em uma peneira artesanal

com tecido de organza, até obter-se um po fino e uniforme.
Preparagdo do extrato

Foram realizadas trés solugdes em diferentes concentragdes de Tabebuia aurea com dgua

destilada. As solugdes foram preparadas de acordo com Colacite (2015), 4 g/1000 mL (0,4%);
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4 ¢/500 mL (0,8%); e 4 g/100 mL (4%). Foram utilizados nos experimentos com sementes de

Allium cepa além destas solucdes testes de Tabebuia aurea, o controle negativo com agua
destilada, controle positivo com colchicina a 0,5 g/100 mL (0,5%) e controle antimutagénico

(mesma quantidade (5 ml) de colchicina e extrato aquoso na concentracao de 4%).
Teste de germinagao

As sementes de A. cepa foram adquiridas em centro comercial especializado em
produtos agricolas, na cidade de Campina Grande, Paraiba. Para este estudo, foram utilizadas
sementes de A. cepa da variedade Vale Ouro IPA-11, lote com germinabilidade de 92% e

pureza de 99%.

Para higienizag¢do e quebra de dorméncia das sementes foi utilizada uma solucdo de
hipoclorito de sodio (NaClO) a 1%. As sementes foram imersas nessa solucdo e agitadas
cuidadosamente durante 5 minutos. Em seguida, foram enxaguadas 3 vezes com agua destilada,

e secas com papel filtro esterilizado (BRASIL, 2009).

O teste de germinagdo foi realizado em placas de Petri estéreis, sobre papel filtro
umedecido com os controles negativo, positivo € o extrato aquoso de 7. aurea, nas trés
concentragdes (0,4; 0,8 e 4%). Em cada placa foram colocados 5 mL de cada tratamento e em

seguida elas foram lacradas com papel filme.

As placas permaneceram sob condigdes controladas de temperatura e luminosidade. A
temperatura foi ajustada para 25 + 2 °C, considerada uma das temperaturas 6timas para o
crescimento de sementes de cebola da variedade IPA-11, e o fotoperiodo de 12 horas com luz

artificial.

O teste de germinacao foi realizado em triplicata, com 25 sementes por placa, ou seja,
18 placas para 6 tratamentos, durante um total de cinco dias, com o tempo de germinagdo sendo
analisado com 24, 48, 72, 90 e 120 horas. O ensaio foi realizado no Laboratério de Citogenética

e Biologia Molecular, no Campus de Patos da UFCG.

Durante todo o periodo analisado de germinagdo, as sementes germinadas foram
contabilizadas. Para a obtencao do indice de germinagdo (IG) e a indice de velocidade de
germinacdo (IVG), foi utilizado o programa estatistico Germinaquant 1.0, sendo consideradas
germinadas as sementes que apresentaram radicula com no minimo 50% do tamanho da

semente (FERREIRA; AQUILA, 2000).
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Analise do indice mitético

Para a andlise de indice mitético (IM) foi empregado a técnica de esmagamento para a
observacao de células em processo de divisdo (GUERRA; SOUZA, 2002). Figura 1. As maiores
raizes foram coletadas (trés a quatro raizes por réplica) e colocadas em solugdo fixadora de

Carnoy (etanol:acido acético — 3:1) durante sete dias.

Figura 1 — Estagio da mitose em células meristematicas de Allium cepa: Profase (A), Metafase (B), Anafase (C)
e Telofase (D).

—

Fonte - GOOGLE, (2017)

Preparo das laminas

As raizes foram retiradas do fixador, lavadas em dgua destilada (3 banhos), hidrolisadas
em HCI IN a 60 °C por 10 minutos e lavadas mais uma vez em agua destilada. Em seguida,
com auxilio de uma pinga e de uma lamina de bisturi, a coifa (porgao apical da raiz) foi retirada
e colocada sob uma lamina. Adicionou-se uma gota de orceina acética a 2% e corada durante 5
minutos. A laminula foi entdo colocada sobre a lamina e foi realizado o squash (esmagamento)

com o dedo polegar, com suave pressio (GUERRA; SOUZA, 2002).

Foram avaliadas 1000 células por réplica, totalizando 3.000 células por tratamento. As

laminas foram avaliadas, usando microscopio Optico com aumento de 400x.
Andlise estatistica

Para o comprimento de raiz, das sementes que germinaram, foram coletadas uma
amostra de 10 raizes por tratamento. As avaliagdes estatisticas foram realizadas através de
Analise de Variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Fisher’s (p<0,05), quanto a normalidade,
foi determinada pelo teste de normalidade Shapiro-Wilk (alpha=0.05). Todas as andlises foram

realizadas com auxilio do software GraphPad Prism 7.0.
RESULTADOS E DISCUSSAO
Germinagao

Ap6s cinco dias, a anélise da porcentagem de germinagdo demonstrou que, o tratamento

do controle negativo apresentou a maior porcentagem nominal de germinagao (84%) enquanto
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que o tratamento na concentracdo de 0,4% apresentou 53,33%, sendo a menor porcentagem

entre os tratamentos com o extrato aquoso de Tabebuia aurea, em comparagdo com as demais
concentragdes de extrato, controle positivo e antimutagénico. Entretanto, ndo houveram
diferencas estatisticas significativas entre os grupos quanto ao tempo médio de germinagao (de

cerca de trés dias) e velocidade média de germinacao (cerca de 0,30) (Tabela 1).

Tabela 1 — Porcentagem de germinagéo, tempo médio de germinacdo (TMG) e velocidade média de germinacdo
(VMG) de sementes de Allium cepa sobre influéncia de extrato de Tabebuia aurea.

Média + DP CN 0,4% 0,8% 4% Cp AM

84,00 £ 53,33 + 78,67 £ 60,67 £ 77,33 £ 53,67+

Germinagao (%)

12,00 10,07 6,11 17,47 8,33 8,50
™G 3,30+0,36 3,24+0,65 3,09+0,21 3,34+0,35 3,87+0,07 3,19+0,17
VMG 0,31+0,04 0,32+0,07 0,32+0,02 0,30+0,03 0,26+0,01 0,31+0,02

Fonte — FERNANDES (2017).

Através deste teste de germinagdo pode-se observar que o extrato de 7. aurea
influenciou a porcentagem de germinagdo nos extratos estudados. Portanto, os extratos
apresentaram efeito alelopético considerdvel sob a porcentagem de germinagdo no teste de
Allium cepa. Este resultado contradiz o de Ferreira, Borghetti (2004), onde os autores citam que
muitas vezes o efeito alelopatico ndo se refere ao percentual final de germinagdo, mas sim,

sobre a velocidade de germinagao.

Segundo Ferreira, Aquila (2000), a germinagio é menos sensivel aos aleloquimicos que
o crescimento de plantula, porém, a analise experimental ¢ muito mais simples, pois para cada
semente o fendmeno € discreto, germina ou ndo germina. A sensibilidade de uma espécie de
planta a toxicidade depende da quantidade de suas reservas alimentares (CHEUNG et al., 1989),
logo, sementes maiores seriam menos sensiveis a compostos toxicos. No entanto, no estudo
realizado por Cheung et al. (1989) analisaram a sensibilidade de seis espécies de plantas com a
amonia gerada da decomposi¢do de compostos organicos e animais, verificaram que o pepino
€ 0 tomate mostraram-se como as plantas menos sensiveis, mesmo o tomate tendo sementes
muito pequenas e com pouca reserva alimentar, como as sementes de Allium cepa, ao contrario
do pepino e suas grandes sementes. Isso mostra que para a determinagdo da sensibilidade de
determinada planta ndo ¢ dependente apenas do seu nivel de reserva alimentar mas também dos

seus requisitos de crescimento e tolerancia a toxicidade.
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Foi realizada uma analise de variancia com os dados da porcentagem de germinagao,

pois todos passaram no teste de normalidade (Tabela 2).

Tabela 2 — Teste de normalidade de Shapiro-Wilk (alpha=0,05).
Teste de normalidade de

CN 0,4% 0,8% 4% CP MA
Shapiro-Wilk
Valor P >(0,9999 0,7804 0,6369 0,5542 0,4633 0,3386
Passou no teste de
Sim sim sim sim sim sim

normalidade (alpha=0.05)?

Fonte — FERNANDES (2017).

Deste modo foi possivel realizar a ANOV A e observar que houve diferenga significativa
entre as médias. O teste da ANOVA mostra diferenca geral entre os dados a um nivel de

significancia de P<0.05, o valor de P observado foi de 0,0142. (Tabela 3).

Tabela 3 — Teste de Analise de Variancia (ANOVA).

Codigos Valores
F 4,6
Valor P 0,0142
Sumario do Valor P *

Diferencas significativas entre as médias (P <

0.05)? sim

R square 0,66

Fonte FERNANDES, (2017).

Observou-se que a porcentagem de germinacao foi maior no controle negativo (CN) do
que todos os outros tratamentos. Ao comparar todas as médias dos tratamentos com a média do
CN foi observado que na concentragao de 0,8% houve uma maior porcentagem de germinagao
e na concentra¢do (0,4%) foi a menor. Nao houve uma relacdo dose-resposta. O extrato
mostrou-se toxico para todas concentracdes. Mas na concentragdo de (0,8%) o pds-teste de
Fisher’s ndo indicou diferencas estatisticas significativas (Tabela 4), pois nesta concentragao
houve favorecimento para a germinagdo, portanto o efeito toxico foi muito baixo, como

mostrado na (Figura 2).
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Figura 2 — Grafico referente a porcentagem de germinagdo de sementes da espécie vegetal Allium cepa sob
influéncia do extrato aquoso de Tabebuia aurea, controle negativo (CN), controle positivo (CP) e
antimutagénico (AM).
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Fonte —- FERNANDES, (2017).

O controle positivo ndo foi tdo efetivo para o teste de germinagdo, tendo em vista que
apesar de sua média ser menor do que a do controle negativo (CN), ndo apresentou diferengas
estatisticas significativas em relagcdo ao mesmo. A colchicina causa distirbios no fuso mitético
e leva a poliploidizagao das células meristematicas das raizes de Allium cepa (LEVAN, 1945).

Porém, este trabalho ndo demonstrou ser um bom controle positivo.

O teste para antimutagenicidade (AM) mostrou-se eficaz em sua acao, pois apresentou

média menor com relagdo a (CN) e controle positivo (CP).

O método de Fisher’s compara todos os pares de média. O teste mostrou que a maioria
dos dados deram diferenga significativa, afirmando que os dados do experimento quando
repetidos tem 95% de chance de apresentar o0 mesmo resultado, quando utilizados a mesma
planta e suas concentracdes, além de confirmar que essas diferencas sdo sim possiveis e que

ndo houve interferéncia do desvio padrao (Tabela 4).
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Tabela 4 — Teste de Fisher’s (ANOVA).

Fisher'
Uncorrected Fisher's 1 Diff, 95,00% CI of diff, Significant? Summary Individual P Value

LSD
CN vs. 0,4% 31 11 to 50 Yes *x 0,0052
CN vs. 0,8% 53 -14 to 25 No Ns 0,5646
CN vs. 4% 23 3,7t043 Yes * 0,0236
CN vs. CP 6,7 -13 to 26 No Ns 0,4733
CN vs. AM 30 11 to 50 Yes ok 0,0056
CP vs. AM 24 4t043 Yes * 0,0220

Fonte - FERNANDES, (2017).

Analise do comprimento de radicula

Todos os valores do teste do comprimento de raizes passaram no teste de normalidade
(Tabela 5).

Tabela-5. Teste de normalidade Shapiro-Wilk (alpha=0.05)

Shapiro-Wilk normality test CN 0,4% 0,8% 4% CP AM
w 0,91 0,97 0,95 0,93 0,95 0,87
P value 0,3114 0,8826 0,7257 0,4059 0,6357 0,1104

Passed normality test (alpha=0.05)? Yes Yes Yes Yes Yes Yes

O teste da ANOVA mostra diferenca geral entre os dados a um nivel de significancia
de P<0,05, e nesse teste o valor de P foi de 0,0001. Conforme o valor de P foi observado que

existe uma diferenca estatistica devido ao valor P ter sido muito abaixo de 0,05 (Tabela 6).

Tabela 6 — Teste de Analise de Variancia (ANOVA).

Codigos Valores
F 55
P value <0,0001
P value summary sk
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Significant diff. among means (P < 0.05)? Yes

R square 0,84

Fonte — FERNANDES, (2017).

Segundo o teste de Fisher’s as maiorias dos dados apresentaram diferenca significativa,
afirmando que os dados do experimento se repetidos tem 95% de chance de apresentar o mesmo
resultado, se feito com a mesma planta e concentragdo, além de confirmar que essas diferencas
sdo sim possiveis € que nao houve interferéncia do desvio padrdo. O Unico que apresentou

nenhuma significancia foi o CP vs AM, pois a média de ambos foi muito proxima (Tabela 7).

Tabela 7 — Teste de Fisher’s (ANOVA).

Uncorrected Fisher's Mean Diff, 95,00% CI of diff, Significant? Summary Individual P Value

LSD
CN vs. 0,4% 4,7 2,6 t0 6,7 Yes otk <0,0001
CN vs. 0,8% 4 1,9 to 6,1 Yes ok 0,0003
CN vs. 4% 8,1 6to 10 Yes o <0,0001
CN vs. CP 14 11to 16 Yes otk <0,0001
CN vs. AM 13 11to 15 Yes ok <0,0001
CP vs. AM -0,23 -23t0 1,8 No Ns 0,8248

Fonte - FERNANDES, (2017).

Conforme o grafico, de comprimento de raizes, quando foram comparados os extratos
com o CN foi possivel afirmar que houve diferenca estatistica significativa (Tabela 6 e 7),
porém nao houve relagao dose resposta, levando em consideragdo que na concentragao de 0,8%
foram obtidos os maiores comprimentos de raizes, relembrando que no grafico de germinagao,
a concentragdo de 0,8% também foi a que apresentou maior indice de germinagdo, contudo
todas as concentragcdes foram toxicas para o crescimento de raiz, quando relacionadas ao
controle negativo. O controle positivo (CP) e o antimutagénico (AM) quando analisados em
conjunto, nao obtiveram diferenga significativa devido as médias serem muito proximas e, com

isso, podemos afirmar que nao houve ac¢do antimutagénica no crescimento de raizes (Figura 3).
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Figura 3 — Gréafico referente ao comprimento de raiz. Controle negativo (CN), controle positivo (CP) e
antimutagénico (AM).
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Fonte - FERNANDES, (2017).

Um composto ¢ considerado ndo toéxico, quando seu indice de germinacdo (IG) ¢
superior a 80% ou os pesos das mudas da planta maiores que 90% (ERHART; BURIAN, 1997
; ZUCCONI et al.,1981). O indice de germinagao ¢ a melhor maneira de testar a fitotoxicidade
do composto para o crescimento das plantas porque os resultados sdo bastante diretos e
confidveis. O extrato mostrou-se toxico para a germinagdo e crescimento de radicula neste
presente trabalho, pois, seu (IG) foi menor que 80%, logo esse teste provou ser um parametro
muito sensivel, uma vez que combina germinagao e crescimento radicular (MEUNCHANG;
PANICHSAKPTANA; WAEVER, 2005; WONG et al., 2001; ZUCCONI et al.,1981) (Tabela
8).

Tabela 8 — Teste de normalidade de Shapiro-Wilk (alpha=0,05).

Meédia d iment
Concentragoes edia orcresc1men o8 ICR IG (%)
das raizes (mm)

CN 19,27 1 100
0,40% 14,61 0,76 48,13
0,80% 15,26 0,79 74,14

4% 11,15 0,58 42,24

Numero de sementes
Concentragdes germinadas (SGA/SGCN)
(SGA/SGCN)
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CN 21,00 1

0,60% 13,33 0,63
0,12% 19,66 0,94
6% 15,33 0,73

Fonte — FERNANDES (2017).

4.3 Analise do indice mitotico

Também foi analisado o indice mitdtico e todos os dados passaram no teste de

normalidade (Tabela 9).

Tabela 9 — Teste de normalidade Shapiro-Wilk (alpha=0.05).

Teste de normalidade de Shapiro-Wilk CN 0,4% 0,8% 4% CP AM

Valor P >0,9999 0,3631 0,7017 >0,9999 0,6369 0,8428

Passou no teste de normalidade

(alpha=0.05)? sim sim sim sim sim sim

Fonte - FERNANDES (2017).
Geralmente o indice mitdtico do controle negativo (CN) ¢ o tratamento com maior
numero de células em divisdo, entretanto esta situagao nao foi observada neste trabalho, o valor

do IM do controle negativo foi menor que a concentracdo da maioria dos extratos testados.

Segundo Hoshina (2002), indices mitdticos maiores que o controle negativo ocorre
devido ao aumento na divisdo celular, podendo ser danoso para as células, acarretando uma

proliferacdo de células, um crescimento desordenado ¢ até a formacgao de tecidos tumorais.

Quando ha reducao do IM em relagdo ao controle negativo pode ser um indicativo de
alteracdes, derivadas da agdo toxica de compostos, como por exemplo, compostos alelopaticos
em plantas toxicas, sobre o crescimento e desenvolvimento do organismo exposto (LEME;

MARIN-MORALES, 2009).

Relacionando o (CN) com os extratos foi observado diferengas significativas em todos
os extratos. Aparentemente, houve relacdo dose resposta ao observarmos que o nimero de
células em divisdo foi diminuindo gradativamente da menos concentrada para a mais
concentrada. O CP e o AM, ndo apresentaram diferenca significativa devido possuirem a
mesma média, logo ndo podemos afirmar que o extrato dessa planta ¢ antimutagénico pois o

AM apresentou o mesmo nivel de células em divisao do CP (Figura 4).
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Figura 4 — Grafico referente ao indice mitdtico. Controle negativo (CN), controle positivo (CP) e
antimutagénico (AM).
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Fonte - FERNANDES (2017).
O teste da ANOV A mostra diferenca geral entre os dados a um nivel de significancia de
(P<0,05), e nesse teste o valor de P foi de 0,0001, logo, foi observado uma diferenca estatistica

em todos (Tabela-10).

Tabela 10 — Teste de Andlise de Variancia (ANOVA).

Codigos Valores
F 240,1
P value <0,0001
P value summary kofeoke ok

Significant diff. among means

Y
(P < 0.05)? °

R square 0,9901

Fonte - FERNANDES, (2017).

Segundo o teste de Fisher’s a maioria dos dados deram diferenca significativa. Entre
todas as concentragdes testadas foi confirmado que essas diferengas sdo sim possiveis € que nao
houve interferéncia do desvio padrao. O unico que apresentou nenhuma significancia foi o CP

vs AM, pois a média foi a mesma (Tabela 11).
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Tabela 11 — Teste de Fisher’s (ANOVA).

Uncorrected Fisher's LSD Dgf;il 95,00% CI of diff, Significant? Summary Indi;zi;?:l P
CN vs. 0,4% -0,062 -0,068 to -0,056 Yes otk <0,0001
CN vs. 0,8% -0,012  -0,018 to -0,0065 Yes oAk 0,0005
CN vs. 4% 0,012 0,0065 to 0,018 Yes ook 0,0005
CN vs. CP 0,0073 0,0018 to 0,013 Yes * 0,0134
CN vs. AM 0,0067 0,0012 to 0,012 Yes * 0,0218
CP vs. AM -0,00067 -0,0062 to 0,0048 No ns 0,7967

Fonte —- FERNANDES, (2017).
CONCLUSAO

Pode-se concluir que as concentragdes do extrato da casca de Tabebuia aurea, quando
analisadas, influenciaram na germinagao e causaram variagdo consideravel no crescimento de
radicula e no indice mitotico de Allium cepa, apresentando assim efeito toxico e citotdxico,
porém ,ap6s a analise do indice mitdtico foi constatado que o extrato nas trés concentragdes
nao foi genotdxico nem antimutagénico ,no entanto, o consumo para uso medicinal da casca
dessa planta, deve ser evitado nas concentragdes apresentadas neste trabalho, devido ao seu

efeito toxico e citotoxico.
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RESUMO

O bioma Caatinga possui grande diversidade vegetal responsavel pela subsisténcia de animais
€ pessoas, estas por sua vez, utilizam algumas plantas para fins medicinais. A etnofarmacologia
¢ uma fonte comum para a prospec¢ao de fitofarmacos, mas, mesmo que sua eficiéncia seja
comprovada, ndo possuem seguranga toxicologica. Aspidosperma pyrifolium ¢ Combretum
leprosum sdo exemplos de plantas que apresentam diversos usos medicinais. Buscou-se
verificar a genotoxicidade de extratos aquosos de 4. pyrifolium e C. leprosum. Sementes de 4.
cepa foram colocadas na presenca dos extratos aquosos dessas plantas nas concentragdes de
200, 400 e 800 mg/L, com quatro réplicas cada, sendo avaliados indice mitdtico das raizes. Os
extratos ndo apresentaram efeitos toxicos, contudo o efeito subletal quanto o valor limite de
citotoxicidade de C. leprosum 200 mg/L pode estar associado ao fator de dissociagdo de cada
componente dos extratos, fazendo com que tenham, em conjunto, efeitos distintos em cada
concentragdo, ndo seguindo um modelo dose-resposta. Estudos com concentragdes superiores
sdo necessarios para elucidar a genotoxicidade dos extratos aquosos de ambas as espécies, assim
como avaliagdes especificas de citotoxicidade e mutagénese com extratos aquosos € com
solventes orgéanicos.

PALAVRAS-CHAVE: Aspidosperma pyrifolium. Combretum leprosum. Toxico. Citotdxico.

INTRODUCAO

A vegetacao xerodfila da Caatinga € resultante de fatores climaticos marcantes da regido
semiarida em associacdo aos tipos de solo, relevo e rede hidrografica caracteristicos da regido
(ANDRADE-LIMA, 1981). As arvores e arbustos deste bioma durante o periodo chuvoso

representam baixo percentual na oferta de forragem, em relagdo ao extrato herbaceo (PEREIRA
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FILHO; SILVA; CEZAR, 2013), uma vez que sua folhagem se encontra fora do alcance dos

animais, todavia, com o inicio da esta¢do seca, a fitomassa disponivel ¢ enriquecida com a

queda das folhas (ANDRADE et al., 2010).

Segundo Araujo Filho (1992), o potencial de producdao de matéria seca da Caatinga
aproxima-se de 4000 kg/ha/ano, sendo produto da porcdo forrageira da parte aérea das plantas
lenhosas (arvores e arbustos), das folhas e ramos das espécies herbaceas. Essas forragens
permitem a exposi¢cdo dos animais de producdo a plantas toxicas, a qual se da principalmente
por sua presenga nas pastagens, contaminacao acidental do alimento e/ou oferecimento como

alimento (BARBOSA et al., 2007).

Existem no Brasil diversas plantas que causam intoxica¢des quando ingeridas por
animais (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2002; BARBOSA et al., 2007), com
muitos registros no Nordeste (RIET-CORREA; BEZERRA; MEDEIROS, 2011).

Os responsaveis pela intoxicagdo das plantas sdo, na maioria dos casos, os metabolitos
secundarios (ANDRADE; MATTOS, 1968; CHEEKE, 1998; PARSONS; WILLIAMS, 2000;
TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2002; AJASA et al., 2004; HAIDER et al., 2004;
CHUKWUJEKWU; VAN STADEN, 2014). Dentre estes metabdlitos, as classes quimicas mais
importantes sdo: alcaldides, glicosideos, lecitinas e 4cidos organicos. Além de outros
compostos como minerais (absorvidos do solo ¢ acumulados na planta), como por exemplo,

selénio, bario, nitratos e oxalatos (ANDRADE; MATTOS, 1968; CHEEKE, 1998).

Com o consumo das plantas também podem ocorrer perdas diretas (morte, perda de peso
ou reducdo do crescimento, perdas reprodutivas causadas por abortos, infertilidade e
malformagdes) ou indiretas, como os custos para a recuperacdo ou reposi¢do dos animais
(JAMES; NIELSEN; PANTER, 1992). Existem ainda, registros de plantas responsaveis por
causar citotoxicidade e genotoxicidade (AKINBORO; BAKARE 2007; SILVA et al., 2011)
podendo resultar em morte celular (LEME; ANGELIS; MARIN-MORALES, 2008), a partir de
que, os agentes citotoxicos podem induzir uma fase inicial de apoptose, a qual evolui para

necrose (ARALDI et al., 2015).

A divulgagdo das caracteristicas terapéuticas dos vegetais se da principalmente pelas
observagdes populares do uso e da eficacia dessas plantas, mesmo sem o conhecimento de seus

constituintes quimicos. Se desperta, entdo, o interesse de pesquisadores em diversas areas,
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como botanica, farmacologia e fitoquimica, as quais associadas aumentam as informagdes sobre

a inexaurivel a flora, fonte medicinal natural (MACIEL et al., 2002).

A Caatinga apresenta clima semidrido, quente e seco, resultando basicamente em
vegetacdo xerofita (ALMEIDA et al., 2005), mas, devido incluir outros ambientes associados
apresenta diversificada vegetacdo, sendo reconhecidas 12 tipologias diferentes de Caatinga.
Subentende-se, entdo, que a relagdo entre os fatores abidticos (como solo, clima, pluviosidade)
podem explicar parcialmente a diversidade de fisionomias aliada a composic¢ao floristica, com

muitas espécies vegetais endémicas no bioma (MELO e ANDRADE, 2007).

Aspidosperma pyrifolium Mart. (Figura 1A e 1B), pereiro, ¢ uma espécie popularmente
conhecida pelo uso como anti-inflamatoéria do trato urinario, antinociceptiva visceral (dor de
estdbmago, colicas), por amenizar e prevenir problemas cardiacos, dermatite e sedativo
(ALMEIDA et al., 2005; AGRA et al., 2007; ALBUQUERQUE et al., 2007), podendo ser
utilizada agronomicamente no controle de fitopatdgenos (MUNOZ et al., 2000). Ela também
apresenta atividade antimaldrica moderada (MUNOZ et al., 2000), sendo seus alcaldides
inddlicos eficazes (MITAINE-OFFER et al., 2002), também associados a efeitos inseticidas
(TRINDADE et al., 2008).

v v & b
SVt | o i -_}!hé' V-
A: Flores de Aspidosperma pyrifolium; B: Frutos de Aspidosperma pyrifolium; C: Flores de Combretum
leprosum; D: Frutos de Combretum leprosum. Fonte de A:
https://www.flickr.com/photos/123086801@N02/14340351795/;Fonte de B:
https://www.virboga.de/pics/big/008097.jpg; Fonte de C e D: o autor.

Combretum leprosum Mart. (Figura 1C e 1D), mofumbo (LIRA et al., 2002) ¢ uma

espécie utilizada na medicina popular como um agente de cura e prevengao de infecgdes a pele
(HORINOUCHI et al., 2013), expectorante e antitussico (AGRA et al., 2007), sedativo,
antidiarreico, bronquite, gripe, coqueluche, difteria, azia, hemostatico (ALBUQUERQUE et al,
2007; PAULINO et al., 2012) e ainda como antiofidico (MORS et al., 2000).
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Os estudos farmacologicos com extratos e compostos isolados de diferentes partes da

planta sugerem que as atividades biologicas de C. leprosum incluem efeitos anticolinesterasico
(FACUNDO et al., 2005), antiulcerogénico (NUNES et al., 2009), antinociceptivo (LONGHI-
BALBINOT et al., 2012), anti-inflamatdrio e antiproliferativo (HORINOUCHI et al., 2013), e

contra a forma promastigota de Leishmania amazonenses (TELES et al., 2011).

Além das utilizagcdes medicinais, as espécies sdo utilizadas como forrageiras para
animais de produgdo (DAMASCENO; SOUTO; SOUTO, 2010), sendo 4. pyrifolium
reconhecida como toxica a pequenos ruminantes (MEDEIROS et al., 2004; LIMA; SOTO-
BLANCO, 2010). Nesse contexto, buscou-se verificar a citotoxicidade de extratos aquosos de
A. pyrifolium e C. leprosum, visando contribuir com o conhecimento toxicoldgico sobre estas

espécies.
METODOLOGIA

Coleta das amostras — Folhas de 4. pyrifolium e C. leprosum foram coletadas no
municipio de Russas, CE (4°50'59.9"S 37°53'29.9"W e 4°50'28.6"S 37°54'05.5"W,
respectivamente), no més de abril de 2015. A identificagdo taxonomica foi obtida no Herbario
Dérdano de Andrade-Lima (UFERSA), sob os codigos 14525 e 10195, respectivamente. As
amostras foram acondicionadas em sacos de papel Kraft e transportadas para Laboratério de

Genética e Evolu¢ao (LAGENE - UFERSA) para secagem e obtengao do extrato.

Obtencao dos extratos — os extratos aquosos do material vegetal seco foram obtidos
conforme Matsumoto et al. (2010) com modificagdes. As folhas foram selecionadas, secas a
temperatura ambiente e trituradas em liquidificador até a obtencdo de po fino. Os extratos
aquosos 10% (p/v) foram preparados pela dilui¢ao de 100 g de cada material em agua destilada,
em agitador magnético a 4 °C por 24 h. O material foi filtrado em malha de tecido fino, seguido

de filtragdo a vacuo com papel filtro (14 pm).

Analise de genotoxicidade - O bioensaio foi realizado em camara de germinagdo do
tipo Biochemical Oxigen Demand (B.O.D.) com temperatura controlada de 20 °C e fotoperiodo
de 12 h. Sementes de Allium cepa, variedade NUM 1205 F1, foram acondicionadas em caixas
plasticas do tipo gerbox (11 x 11 cm) forradas com dupla camada de papel mata-borrao
umedecido com solu¢do de 10 mL dos diferentes tratamentos: (A) extrato de 4. pyrifolium (200;
400 e 800 mg/L) e (C) extrato de C. leprosum (200; 400 e 800 mg/L) e 4gua destilada (controle

negativo - CN) e sulfato de cobre 3 mg/L (controle positivo - CP) em quadruplicada.
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Para a analise citogenética, realizou-se os testes de indice mitotico (IM) empregando a

técnica de esmagamento (GUERRA; SOUZA, 2002). Quando as raizes atingiram 2,0 cm de
comprimento (aproximadamente cinco dias apds o inicio do ensaio) (LEME; ANGELIS;
MARIN-MORALES, 2008), as raizes (duas raizes de cada réplica) foram colocadas em solug¢ao
fixadora de Carnoy (etanol: 4acido acético — 3:1) durante 24h. Para o preparo das laminas, as
raizes foram retiradas do fixador, lavadas em agua destilada (3 banhos de 5 min), hidrolisadas
em HCI 1IN a 60 °C por 11 minutos e lavadas mais uma vez em agua destilada. Em seguida,
com auxilio de uma pin¢a e de uma lamina de bisturi, a coifa (por¢do apical da raiz) de
aproximadamente 1 mm a 2 mm de comprimento foi retirada e colocada sob uma lamina.
Adicionou-se uma gota de carmim acético 2% e corado durante 5 minutos. A laminula foi entdo
colocada sobre a lamina e foi realizado o squash (esmagamento) com o dedo polegar, com

razoavel pressdo (GUERRA; SOUZA, 2002).

As laminas de cada bioindicador foram analisadas, pelo método de varredura, em
microscopio Optico para observacdo no aumento de 400X, 4 repeticdes de 1000
células/tratamento, com um total de 4000 células por tratamento. O indice mitotico foi obtido
dividindo-se o niimero de células em mitose pelo nimero total de células observadas e
multiplicando-se por 100, sendo analisada a presenga de profase, metafase, anafase e telofase.

Também foi calculado o valor limite da citotoxicidade, segundo a equacao:

Valor limite da citotoxicidade = IMA / IMC x 100, onde, IMA ¢ o indice mitotico da

amostra, e IMC ¢ o indice mitotico do controle negativo.

Analise estatistica - As avaliagdes estatisticas foram realizadas através de Andlise de
Variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey (p < 0,05), a normalidade foi verificada pelo
teste de Shapiro-Wilk. Todas as analises foram realizadas com auxilio do software R versao

3.1.3.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado que o sulfato de cobre 3 mg/LL ndo se mostrou um controle positivo
eficiente, pois foi verificada igualdade estatistica com o controle negativo em todas as fases da

mitose e no indice mitotico (Tabela 1).

Estas condi¢des divergem do estudo realizado por Yildiz et al. (2009), o qual observou
diferenga estatistica significativa do tratamento com agua destilada (controle negativo) e

igualdade com metil-metanosulfonato 10 mg/L, um controle positivo comumente utilizado no
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teste de Allium cepa (SILVA et al., 2013; FRANCO et al., 2015). Uma diferenca importante, &

que nos trabalhos acima citados ocorreram trocas diarias das solu¢des nas quais as raizes
estavam expostas, evitando oxidacdo e neste trabalho foi utilizado apenas uma solugdo tinica

que teve o volume completado diariamente.

Tabela 1. indice mitético e valor limite de citotoxicidade de Allium cepa sob o efeito do extrato aquoso de A.
pyrifolium ¢ C. leprosum.

Tratamento Profase Metafase Anafase Telofase IM (%) VLC (%)
Controle Negativo 63+13% 75+31* 145+45% 3+08* 3,1+0,6® -k
Controle Positivo 6+ 6" 6,5+6° 123+8,1» 1,5+1,3° 23+2]1% 74

200mg/L 133+£22* 11,8+24* 123+£52% 55+1,7° 43+0,7* 137
A. pyrifolium 400 mg/L 13 +£3,5% 8+6,32 8,5+5,8° 97+1,5% 45+0,12 143

800 mg/L 7,5+ 3% 7+£2,9°  125+£33% 27+£21% 3,1+1,2® 100
200mg/L  2,8+1,5° 38+£26% 28+£24> 25+£19* 12+0,5 385
C. leprosum 400 mg/L  10+£1,2®* 10,8 +4,8 1772 3,5+ 1M 4,1+1,2° 132
800 mg/L 7,5+3,1%% 3+£26* 9,5+44%® 33+15% 27+13® 86
Meédias + desvio padrio na mesma coluna seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade. *Valor de referéncia para o valor limite de citotoxicidade (VLC). Sb — subletal.
Fonte: o autor.

A avaliacdo das células em mitose sob o tratamento do extrato aquoso de 4. pyrifolium
mostrou que elas nao diferiram estatisticamente significativamente, com excegao das células
em telofase, sob o tratamento 400 mg/LL que apresentaram aumento de seu numero médio,
resultando em uma distribui¢do em pardbola negativa. O indice mitdtico (IM) deste tratamento
apresentou valores médios iguais ou superiores aos observados no controle negativo, refletindo

em valores limites de citotoxicidade > 100% (Tabela 1).

Na anélise do IM no bioensaio com extrato de C. leprosum (Tabela 1) observou-se que
os valores ndo diferiram estatisticamente do controle negativo, mas o tratamento com 200 mg/L
apresentou uma diferenca em relagdo ao tratamento com 400 mg/L. Os valores médios das
células em mitose observadas com 400 mg/L de C. leprosum diferiram apenas do tratamento
com 200 mg/L e exclusivamente em profase e metafase, resultando em IM de 4,1%, com VLC
de 132%. Isso pode ter ocorrido devido a dissociacdo de algumas substancias quimicas devido
ao maior volume de 4dgua do tratamento com 400 mg/L em relagdo ao de 200 mg/L, levando a
uma reduc¢do no niimero de células em divisdo, o que refletiu no valor limite de citotoxicidade

(VLC), sendo esta substancia classificada como subletal a 38%.

O sistema de controle do ciclo celular efetua processos regulatorios baseando-se em
pontos de verifica¢do, sendo os trés principais: inicio ou G1/S; G2/M; transi¢do metafase-

anafase (MORGAN, 2007). No entanto, apesar do aumento significativa do niumero de células
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em telofase sob efeito de A. pyrifolium 400 mg/L e sugestiva alteragdo percentual entre as fases

em relacdo ao controle negativo (Figura 2A), principalmente anéfase e telofase, quando

analisada a razdo entre as fases nas células expostas a tratamentos com extratos de A. pyrifolium

e C. leprosum nao foi observado um bloqueio do ciclo celular (Figura 2B).

Figura 1. Percentual e razdo das fases do ciclo celular de Allium cepa sob o efeito do extrato aquoso de 4.
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Existe uma correlacdo linear entre os pardmetros macroscopicos € microscopicos, de

modo que em Allium cepa, com a reducdo do crescimento de raizes, também ocorre redugdo do
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niimero de células em divisdo, ou seja, do indice mitotico (FISKESJO, 1985; AKINBORO;
BAKARE, 2007; BORGES et al.,, 2011), que ocorre no meristema apical, podendo ser

observado em associagdo com o aparecimento de raizes atrofiadas, indicando atraso no
crescimento e citotoxicidade (YILDIZ et al., 2009). Na anélise desse pardmetro quanto ao efeito
desses extratos, esta correlagdo pode também ser positivamente associada a matéria seca, pois
ela € produto do crescimento e alongamento celular multidimensional (PEREIRA et al., 2021).
No entanto, o comprimento € a matéria seca nos diferentes tecidos observados neste estudo

aparentemente ndo estio correlacionados com o indice mitotico (PEREIRA et al., 2021).
CONCLUSAO

Os extratos ndo apresentam efeitos toxicos nas condig¢des testadas, contudo o extrato de
C. leprosum 200 mg/L produziu um efeito subletal quanto avaliado o valor limite de
citotoxicidade. Por ndo ter efeito similar nas demais concentracdes, isto pode estar associado
ao fator de dissociacdo de cada componente do extrato, fazendo com que tenham, em conjunto,
efeitos distintos em cada concentragdo, nao seguindo um modelo dose-resposta. Estudos com
extratos obtidos com solventes organicos e seus fracionamentos sao necessarios para elucidar

a citotoxicidade dos extratos aquosos de Aspidosperma pyrifolium e Combretum leprosum.
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RESUMO

A Caesalpinia pyramidalis, mais conhecida como catingueira, ¢ uma arvore endémica do
semiarido brasileiro, de grande valor econémico e cultural. E uma planta que possui
propriedades medicinais, sendo utilizada, sobretudo, nos tratamentos de infec¢des respiratorias
e gastrointestinais. O objetivo deste estudo foi testar a toxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade do extrato aquoso da casca caulinar da C. pyramidalis na germinacdo e
crescimento radicular de sementes de A/lium cepa (cebola). Foram utilizadas as concentragdes
de 0,6% (6 g/1000 mL), 0,12% (6g/500 mL) e 6% (6g/100mL) para os tratamentos com o
extrato aquoso da C. pyramidalis, d4gua destilada como controle negativo, colchicina (0,5%)
como controle positivo e uma solugao de colchicina (0,5%) e extrato aquoso (6%) para o teste
de antimutagenicidade. A toxicidade foi estimada pela porcentagem de germinagdo, tempo
médio de germinagdo (TMG), velocidade de germinagao (VMG), indice de germinagao (I1G),
indice de crescimento relativo (ICR) e Inibicdo relativa (IR) das radiculas. Também foram
observadas anomalias na morfologia das radiculas. Nao houveram diferengas estatisticas nos
valores de porcentagem, tempo médio e velocidade de germinagdo entre os tratamentos. Quanto
ao comprimento das radiculas, todas as concentragdes testadas mostram-se toxicas, pois
inibiram significativamente o crescimento das radiculas. O IG, o ICR e a IR também mostraram
a toxicidade da C. pyramidalis. O extrato aquoso na concentra¢cdo de 6% ndo apresentou efeito
antimutagénico na colchicina. As anomalias observadas no crescimento das radiculas sugerem
processos genotoxicos. Conclui-se que o extrato aquoso de C. pyramidalis foi toxico as células
de A. cepa em todas as concentragdes testadas, afetando negativamente o crescimento radicular,
contudo, nao houve influéncia significativa na germinagao das sementes do organismo teste.

PALAVRAS-CHAVE: Toxicologia, Fabaceae, germinacao, planta medicinal, fitoterapia.
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INTRODUCAO

A caatinga ¢ o bioma predominante do Nordeste do Brasil e possui uma ampla
biodiversidade vegetal. Das 123 familias de plantas angiospermas, distribuidas pelos dominios
de caatinga (FLORA DO BRASIL, 2017), a familia Fabaceae ¢ uma das mais presentes
(BARBOSA et al., 2007; FABRICANTE; ANDRADE, 2007). E grande parte das espécies
dessa familia sdo procuradas pela populagdo em virtude das suas propriedades medicinais

(GAO et al., 2010).

As plantas medicinais sdo aquelas capazes de curar doengas ou aliviar sintomas, e sdo
utilizadas desde os primoérdios da humanidade (LORENZI, 2009). Constituem em uma
alternativa para o tratamento de diversas enfermidades, sdo de facil acesso e seu uso ¢

regulamentado pela Organizagao Mundial da Satde (OMS) (FRANCA et al., 2007).

A Caesalpinia pyramidalis, conhecida popularmente como catingueira, ¢ uma
leguminosa arborea, endémica da caatinga e uma das espécies mais caracteristicas do Nordeste
(SILVA et al., 2013). E conhecida, sobretudo, pelo seu uso terapéutico em infecgdes
respiratorias e intestinais. Geralmente consumida pela populagdo na forma de chés e infusdes
de suas folhas, cascas e entrecasca (AGRA et al., 2008). Possui comprovada atividade bioldgica
antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatdria (SANTOS, 2010; SANTANA et al., 2012;
SARAIVA et al., 2012; SILVA et al., 2012).

Apesar das pessoas, com base no conhecimento popular, utilizarem amplamente as
plantas medicinais, existe o risco do consumo indiscriminado e inadequado destas plantas.
Muitas delas ainda ndo possuem informagdes suficientes sobre toxicidade para um consumo
totalmente seguro (FACHINETTO et al., 2007). Desta maneira, fazem-se necessarios estudos
mais aprofundados para se ter o conhecimento das substancias toxicas presentes nessas

espécies.

O teste em Allium cepa ¢ um dos ensaios citogenéticos mais utilizados pelos
pesquisadores para diversos testes de toxicidade tanto no nivel morfolégico quanto
citogenético. O teste A. cepa também ¢ eficiente na determinagdo dos efeitos de extratos e
infusdes de plantas medicinais (BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007). Da mesma forma, os
testes com germinagdo e crescimento de raizes sdo igualmente sensiveis a diversas substancias

toxicas (TAM; TIQUIA, 1994; YOUNG et al. 2012).
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O objetivo deste trabalho é avaliar o potencial toxico, genotoxico e mutagénico do

extrato aquoso (EA) de Caesalpinia pyramidalis (Catingueira).
REFERENCIAL TEORICO
FABACEAE

A familia Fabaceae ¢ a terceira maior familia de angiospermas do mundo em numero
de espécies (CHRISTENHUSZ; BYNG, 2016). Também ¢ a melhor representada
quantitativamente nos dominios de caatinga do Nordeste, contando com 87 géneros e 357

espécies (QUEIROZ, 2009; FLORA DO BRASIL, 2017).

E uma familia de grande importancia econdmica, varias leguminosas pertencentes a esta
familia, como feijado (Phaseolus vulgaris), ervilha (Pisum sativum), soja (Glycine max) e
amendoim (A4rachis hypogaea) sdo utilizadas como alimentacdo (LIMA, 2006, SOUZA;
LORENZI, 2008).

Também possui relevancia em outras areas comerciais, como a de produgao de tintas, a
exemplo do pigmento azul oriundo de algumas espécies do género Indigofera e o pigmento
vermelho extraido da Caesalpinia echinata, o pau-brasil (OLIVEIRA, 2010), espécie que teve

grande importincia na historia do Brasil.

As espécies da familia Fabaceae também sdo bastante procuradas em termos de
propriedades medicinais, com boa parte das espécies sendo utilizadas para este fim (GAO et
al., 2010). No Brasil, espécies como copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.), tamarindo
(Tamarindus indica L.), umburana-de-cheiro (Admburana cearensis (Allemao)), mulungu
(Erythrina verna Vell.) e pau-ferro (Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul.) sdo apenas algumas das
espécies mais lembradas pelas suas propriedades medicinais e conhecidos principios ativos

(LORENZIL 2008).

Regionalmente também h& uma prevaléncia nas espécies de Fabaceae, que
frequentemente sdo citadas como medicinais nos estudos etnobotanicos quali-quantitativos
(ALMEIDA; ALBUQUERQUE, 2002; AMOROZO, 2002; MORALIS et al., 2005; SILVA;
ALBUQUERQUE, 2005).

O organismo alvo deste estudo, a Caesalpinia pyramidalis Tul, ¢ uma das espécies
medicinais arboreas mais citadas nos levantamentos etnobotanicos da caatinga (OLIVEIRA et

al., 2007).
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CAESALPINIA PYRAMIDALIS TUL

A Caesalpinia pyramidalis Tul (Figura 1) € uma planta leguminosa da familia Fabaceae,
pertencente a subfamilia Caesalpinioideae, endémica da caatinga do nordeste brasileiro.
Apresenta caracteristicas especificas para o clima semidrido, como o xerofitismo e o

heliofitismo (LORENZI, 2009).

Figura 1: Exemplar de Caesalpinia pyramidalis

Fonte: osutes

Popularmente, ¢ conhecida como catingueira, catinga-de-porco, pau-de-rato, pau-de-
porco, mucitaiba, catingueira-da-folha-larga e pau-amarante. E uma das plantas caracteristicas
da paisagem do sertdo nordestino, sendo uma das primeiras plantas a ressurgir com a chegada

do periodo chuvoso (BRAGA, 1960; LIMA, 1989).

Sua morfologia, no que diz respeito a altura, depende da regido onde esta inserida. Em
areas mais secas apresenta-se como uma arvoreta, ndo passando dos 4 m de altura. J& nas
varzeas umidas pode atingir até 10 m de altura. Quando adulta, possui casca de cor acinzentada.
Sua folhagem ¢ decidua, as folhas sdo compostas, alternas, bipinadas, com 5-11 foliolos,
oblongas, lamina dos foliolos membranacea, lustrosa e glabra na face superior. Possui flores
amarelas, zigomorfas, androginas, dispostas em racemos terminais e subterminais, posicionadas

acima da folhagem. O fruto ¢ uma vagem achatada, de cor escura, apresentando 5-7 sementes
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e, quando atinge a maturagdo, sua deiscéncia ocorre de forma explosiva. (BRAGA, 1960;

LIMA, 1989; LORENZI, 2009).

TOXICIDADE

Todos os organismos vivos estdo sujeitos a exposicao de agentes extrinsecos de natureza
quimica, fisica e/ou bioldgica, que podem interferir no funcionamento do organismo a nivel
celular ou molecular, podendo desencadear doengas, processos cancerosos ou morte celular

(BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007).

A avaliagdo de toxicidade ¢ importante na deteccdo do potencial em causar lesdes letais

ou subletais que agentes extrinsecos aos sistemas vivos podem apresentar.

No ambito das plantas medicinais, ¢ importante o conhecimento da toxicidade em nivel
celular, tanto para o consumo seguro dessas plantas, quanto para o estimulo de mais estudos

sobre os metabolitos que possam causar efeitos adversos as células. Para Costalonga (2009, p.

26):

Os efeitos fisiologicos, genotdxicos e mutagénicos no organismo humano sdo muitas
vezes negligenciados, tanto pela populagdo que as utiliza geralmente de forma errénea
¢ indiscriminada, quanto pela ciéncia, que as vezes ndo investiga a fundo o potencial
toxico dos metabolitos presentes.

ALLIUM CEPA NOS ENSAIOS DE TOXICIDADE, CITOTOXICIDADE E
GENOTOXICIDADE.

Ensaios com Allium cepa vem sendo utilizados em ensaios de toxicidade, citotoxicidade
e genotoxicidade, além de estudos que visam conhecer as alteracdes cromossdmicas causadas
por agentes mutagénicos presentes no ambiente desde meados do século XX, quando Levan

(1938) publicou seu estudo sobre os efeitos da colchicina no ciclo mitdtico deste organismo.

Trata-se de um sistema simples, de baixo custo, rapido e confiavel, além de apresentar
resultados similares a testes realizados em diferentes organismos, como bactérias, crustaceos e
mamiferos (CONSTANTIN; OWENS, 1982; FISKESJO, 1985), o que faz do teste com 4. cepa

uma alternativa confiavel aos ensaios com animais.

Uma variedade de estudos comprova a consisténcia do teste 4. cepa como um bom
ensaio de triagem. Ele ¢ sensivel a diversos agentes extrinsecos, como mutagénicos presentes
em aditivos alimentares e inseticidas. E uma importante ferramenta no monitoramento
ambiental, apresentando sensibilidade a uma vasta gama de agentes quimicos. Além de poder

ser utilizado nos estudos de infusdes e extratos de plantas medicinais (SAX; SAX, 1968;
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FISKESJO, 1985; VICENTINI et al., 2001; CAMPAROTO et al. 2002; LEME; MARIN-
MORALES, 2009; RATHNASAMY et al., 2013).

Os testes de genotoxicidade em Al/lium cepa sdo validados pela Organizagdo Mundial
da Saude e pelo Programa das Nacdes Unidas para o Meio Ambiente (BAGATINI; SILVA;
TEDESCO, 2007; KWANKUA et al., 2010).

O teste de germinagdo de sementes em laboratorio também ¢ parametro de toxicidade,
e ¢ eficaz na deteccio da toxicidade de agentes variados (TAM; TIQUIA, 1994). E importante
na determinacdo de agentes toxicos e mutagénicos, tanto para as espécies de importancia
agricola, quanto para organismos modelos em estudos citogenéticos, como Allium cepa e

Lactuca sativa (BELCAVELLO et al., 2012; ROSA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015).
GERMINACAO DE SEMENTES

As sementes sdo o resultado final da embriogénese nas espécies vegetais, e consistem,
basicamente, de um embrido e um tecido de reserva nutricional (endosperma). E na semente
, . . ~ 113 ~ 9 1
que estd contida toda a informagdo para a “construcao” e desenvolvimento da futura planta,
incluindo os processos de morfogénese, organogénese e histogénese. O embrido, ao final da
embriogénese, torna-se resistente a dessecagdo; a semente desidrata-se, e o metabolismo entra

em estado quiescente, ou, em alguns casos, em estado de dorméncia (TAIZ; ZEIGER, 2013).

A germinacdo consiste na reativacdo do metabolismo e retomada do crescimento do
embrido, que ira superar o estado quiescente e desencadeard uma série de reacdoes metabdlicas,
regidas por processos fisiologicos intrinsecos de cada espécie (FLORES et al., 2014). Inicia-se
com a absorc¢do de dgua pela semente e termina com a penetragdo das estruturas que cercam o

embrido pela radicula, processo este chamado de germinagdo visivel (BEWLEY, 1997).

A germinacdo em laboratorio “é a emergéncia e desenvolvimento das estruturas

essenciais do embrido, demonstrando sua aptiddo para produzir uma planta normal [...]”

(BRASIL, 2009a, p. 148).

Universalmente, a germinagdo de sementes ¢ regida pelas condigdes ambientais das
quais dependem o crescimento vegetativo das plantas: disponibilidade de agua e oxigénio,
condigdes de temperatura adequadas e auséncia de substancias inibidoras. Condig¢des
fisiologicas, como a atividade de alguns hormonios, sobretudo o acido abscisico, também

direcionam a germinagao (TAIZ; ZEIGER, 2013).
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METODOLOGIA
COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO E IDENTIFICACAO

Para este trabalho, foram utilizadas as cascas do caule de C. pyramidalis, coletadas no
Sitio Ex1, localizado nos dominios da cidade de Sao Mamede (6°55'37.0"S 37°05'45.0"W),
inserida na mesorregido do Seridé ocidental do estado da Paraiba, Brasil (Figura 2). A area

possui 40 hm? de mata de caatinga, sendo utilizada para a criagdo de rebanhos.

A coleta aconteceu no més de abril do ano de 2017 e a identificagdo da espécie foi feita
através de guias de campo e posteriormente, por especialistas do Herbario CSTR. Um espécime
foi depositado como exsicata no Herbario CSTR da Universidade Federal de Campina Grande,

e tombada sob o namero 6757 CSTR.

Figura SEQ Figura \* ARABIC 2: Mapa politico da Paraiba, com a cidade de Sdo Mamede em destaque.

Fonte: https://commons.wikimedia.org

As cascas foram coletadas do caule de cinco exemplares de C. pyramidalis, escolhidos
aleatoriamente, sendo retiradas a partir de 1 m. de altura em relacdo ao solo. Apds a coleta, as

cascas foram deixadas para secar na sombra e a temperatura ambiente durante 7 dias.

O material seco foi, ento, triturado em moedor elétrico (Thomas Wiley Laboratory Mill
Model 4) até a obtengao de um p6. Em seguida, o pd obtido foi peneirado em uma peneira com

tecido de malha de organza para obten¢do de um p6 mais fino e uniforme.
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PREPARACAO DAS SUBSTANCIAS TESTES

Da forma como ¢ utilizado pelas comunidades tradicionais para uso medicinal, ¢
recomendado usar a propor¢ao de 300g da entrecasca seca de C. pyramidalis para 500 mL de

agua (SILVA et al., 2015).

Esta concentragdo utilizada na medicina popular (300g/500mL=60%) foi tomada como
ponto de referéncia para preparar as fragdes dos extratos aquosos (EA), utilizados neste

experimento: 6g/1000 mL (0,6%), 6g/500 mL (0,12%) e 6g/100mL (6%).

No controle negativo foi utilizada dgua destilada e no controle positivo, uma solugdo de
colchicina a 0,5%. Também foi aplicada no teste de germinacdo uma solucdo para testar a
antimutagenicidade do extrato (colchicina a 0,5% mais a concentracdo de 6% de EA de C.

pyramidalis).
SISTEMA DE GERMINACAO

As sementes de 4 cepa foram adquiridas em um centro comercial especializado em
produtos agricolas, na cidade de Campina Grande, Paraiba. Para este estudo, foram utilizadas
sementes de 4. cepa da variedade Vale Ouro IPA-11, lote com germinabilidade de 92% e pureza

de 99%.

Para higienizacdo das sementes foi utilizada uma solugdo de hipoclorito de sédio
(NaClO) a 1%. As sementes foram imersas nessa solucdo e agitadas cuidadosamente durante 5
minutos. Em seguida, foram enxaguadas 3 vezes com agua destilada, e secas com papel de filtro

esterilizado (BRASIL, 2009b).

O teste de germinacdo foi realizado segundo Sax e Sax (1968). A semeadura foi
realizada em placas de Petri estéreis, sobre papel filtro umedecido com os controles negativo,
positivo e as referidas concentragdes do extrato aquoso de C. pyramidalis. Em cada placa foram

colocados 5 mL de cada solugao e em seguida elas foram tampadas e lacradas com papel filme.

As placas permaneceram sob condigdes controladas de temperatura e luminosidade. A
temperatura foi ajustada para 25 °C + 2, considerada uma das temperaturas 6timas para o
crescimento de sementes de cebola da variedade IPA-11 (PINHEIRO et al., 2014), ¢ o

fotoperiodo foi de 12 horas com luz artificial.
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O teste de germinagdo foi realizado em triplicata, com 25 sementes por placa de petri,

ou seja, 18 placas para os 6 tratamentos, durante um total de cinco dias (120 horas) no

Laboratorio de Citogenética e Biologia Molecular, na UFCG do campus de Patos.
PARAMETROS AVALIADOS

Para a avaliacdo da toxicidade da C. pyramidalis, foram levados em consideragdo o
percentual de germinacao (%G), o tempo médio de germinacao (TMG), a velocidade média de
germinagdo (VMG), o comprimento radicular (mm), o indice de crescimento relativo (ICR) e
o indice de germinagdo (IG). Além de terem sido observadas anomalias na morfologia das

radiculas, de acordo com as Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009a).

O indice de crescimento relativo (ICR), € expresso pela equagdo ICR=CRA/CRC, onde
ICR ¢ o indice de crescimento relativo, CRA ¢é o crescimento radicular da amostra e CRC é o
crescimento radicular do controle negativo. Também foi calculada a Inibicdo Relativa do
crescimento (IR), utilizando a equagdo IR= 100-(ICR*100), onde ICR ¢ o Indice de

Crescimento Relativo.

Ja o indice de germinagao (IG) ¢ calculado pela equacao IG=ICR x (SGA/SGC) x100,
onde IG ¢ o indice de germinagdo, ICR ¢ o indice de crescimento relativo, SGA ¢ o total de
sementes germinadas na amostra e SGC ¢ o total de sementes germinadas no controle negativo

(TAM; TIQUIA, 1994).

Foram realizadas contagens didrias das sementes germinadas nos tempos de 24h, 48h,
72h, 96h e 120h para a obtencdo dos indices de percentual de germinacdo, tempo médio de
germinagdo (TMG), e velocidade média de germinagdo (VMG). Ja para calcular o ICR e IG,

foram realizadas as contagens apenas no tempo de 120h.

Foram consideradas germinadas apenas as sementes em que a radicula foi detectada. Os
aspectos morfologicos das radiculas foram registrados com o auxilio de uma camera fotografica

digital com 12 megapixels.

Foram colhidas amostras aleatoriamente de 10 radiculas de cada placa de Petri de cada
réplica de cada tratamento, e as radiculas foram medidas com o auxilio de um paquimetro digital

com precisdo de 0,1 mm.
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ANALISE ESTATISTICA

Os calculos de percentual de germinagado (%G), Tempo médio de germinagdo (TMQG) e
velocidade média de germinacao (VMG) foram realizados a partir do software GerminaQuant®

(MARQUES et al., 2015).

Ja o ICR, o IG, a IR e a médias das anomalias foram calculados com o auxilio do
software Microsoft Office Excel® 2016, seguindo a metodologia proposta por (TAM; TIQUIA,
1994).

Os dados foram submetidos aos testes de Kolmogorov—Smirnov e Shapiro-Wilk para
analises da normalidade, ANOVA, aos pos-testes de Fisher (LSD) e de Dunn e a uma analise

de regressao linear e correlagdo com o auxilio do software GraphPad Prism® 7.0.
RESULTADOS
GERMINACAO DE SEMENTES

Os extratos ndo apresentaram influéncia sobre a germinacdo das sementes de 4. cepa,
pois nao houve diferencas estatisticas significativas entre os grupos quanto a porcentagem de
germinagdo (60-80%), tempo médio de germinacdo (trés dias) e velocidade média de

germinacdo (0,3 dias), quando comparados ao controle negativo (Tabela 1).

Tabela 1: Valores da porcentagem de germinagéo (%G), tempo médio de germinagdo (TMG) e velocidade
média de germinacdo (VMG) entre as os controles e concentragdes e seus respectivos desvios padroes.

CN 0,6% 0,12% 6% CP AM
%G 76,0+ 10,6 613+ 92 84,0+ 106 773+ 46 853+ 83 853+ 92
TMG 29+ 04 3,68 0,5 3,1+ 04 30= 0,0 3,0+ 01 3,0+ 04
VMG 03+ 0,0 03+ 0,0 03+ 0,0 03+ 00 03+ 00 03 00

Fonte: os autores
Somente foi observada relagdo entre o tempo e a porcentagem de germinagdo através
do teste de regressdo linear na concentragdo de 0,6% (R=0,8232, Y =0,0373*X + 0,3175), nas

demais concentragdes ¢ controles nao foram encontradas evidéncias desta relagao.

Entretanto, foram encontradas evidéncias de uma forte correlagdo negativa entre a
porcentagem de germinacado e a velocidade média de germinacao (R=-0,977) e forte correlagao
positiva entre a porcentagem de germinagdo e o tempo médio de germinacdo (R= 0,976).

Demonstrando que com o passar do tempo do experimento houve um decréscimo na VMG e
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um acréscimo no TMG. De fato, foi observado um 6timo nivel de germinacdo ao redor do

terceiro dia.

Para Oliveira et al. (2015), o extrato de folhas de C. pyramidalis apresenta efeito
alelopatico no desenvolvimento inicial de plantulas de Lactuca sativa (alface). Os autores
apontam que os extratos também ndo tiveram efeitos significativos na germinagao das sementes
de L. sativa, porém, reduziram o comprimento radicular de plantulas, nas maiores
concentragoes dos extratos de C. pyramidalis, tanto brutos quanto diluidos, seguindo uma curva

de dose-resposta.

Segundo Ferreira e Aquila (2000), os testes de germinagdo s3o menos sensiveis na
detecgdo de substancias alelopaticas, quando comparados aqueles que levam em consideragao

o desenvolvimento de plantulas, através dos parametros de crescimento radicular.
COMPRIMENTO DE RADICULAS

Quanto ao comprimento das radiculas, os extratos de C. pyramidalis em todas as
concentragdes mostraram-se significantemente toxicos perante a A. cepa, interferindo no

crescimento médio radicular das sementes tratadas com os extratos (Figura 3).

A média do crescimento das radiculas do controle AM, (colchicina e EA a 6%) foi um
pouco maior que a média do comprimento das radiculas tratadas apenas com colchicina (CP),

porém ndo foi um aumento estatisticamente significativo.
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Figura 3: Grafico da média do crescimento radicular de Allium cepa em fungdo da exposigdo aos extratos de
Caesalpinia pyamidalis nas concentragdes de 0,6% (6g/1000mL), 0,12% (6g/500mL) ¢ 6% (6g/100mL.).
Controle negativo (CN); controle positivo (CP); controle antimutagénico (AM); ndo significativo (NS).
k.
=p<0,0001.
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Fonte: os autores
A andlise dos dados demonstrou que todos os tratamentos passaram no teste de
normalidade de Kolmogorov—Smirnov, sendo possivel realizar a andlise de variancia
(ANOVA) seguida do teste da LSD de Fisher, que confirmou diferengas estatisticamente
significativas entre todos os tratamentos em relacdo ao controle negativo, € que ndo houve
diferenga significativa entre o controle positivo e o controle AM, indicando que houve
toxicidade dos extratos, mas ndo houve efeito antimutagénico do extrato na concentraciao

testada (6%), ou seja, o extrato potencializou o efeito mutagénico da colchicina.

Silva et al. (2015) relataram a citotoxicidade de extratos aquosos da entrecasca de C.
pyramidalis em duas concentracdes diferentes (0,2% e 0,1%) e em dois tempos de exposicao
(24h e 48h); que mostraram efeito antiproliferativo, afetando o ciclo mitético das células
meristematicas de bulbos de A. cepa ja na menor concentracdo € menor tempo de exposi¢ao.
Os resultados para genotoxicidade ndo foram significativos, entretanto, a C. pyramidalis

mostrou potencial antimutagénico frente ao paracetamol, utilizado como controle positivo.

O indice de germinagdo (IG) e o indice de crescimento relativo (ICR) também apontam
para a toxicidade da C. pyramidalis, tendo em vista que valores de IG > 80% indicam a auséncia

de substancias fitotoxicas, e que valores abaixo desse nimero indicam a presenga de substancias
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inibidoras de crescimento (TAM; TIQUIA, 1994; YOUNG et al., 2012; COSTA, 2015). Deste

modo, pode-se afirmar a existéncia de compostos téxicos no extrato aquoso da C. pyramidalis

em todas as concentracoes testadas. Os valores de ICR, IG e IR sdo mostrados na tabela 4.

Tabela 2: Valores do indice de crescimento relativo (ICR) do indice de germinagio (IG) e da inibigio relativa
do crescimento (IR) das sementes de Allium cepa em fungdo das concentragdes de 0,6%, 0,12% e 6% do extrato
aquoso da casca de Caesalpinia pyramidalis.

Concentracgdes Meédia do crescimento de radiculas (mm) ICR IG (%) IR (%)
CN 25,00 +£2,6 1 100 -
0,6% 17,00 + 4,4 0,68 54,87 32
0,12% 18,00 +3,3 0,72 79,58 28
6% 14,00+ 1,0 0,56 56,97 44

Fonte: os autores
Além de influenciar negativamente a média de crescimento das radiculas de 4. cepa, os
extratos também causaram anormalidades na morfologia das radiculas. Foram observadas
anomalias como: radiculas retorcidas, curtas, com protuberancias préximo as extremidades,

ondulagoes e bifurcacdes (Figuras 4 € 5).

As substancias sdo citotdxicas quando sdo capazes de causar danos nas células como
um todo, ou reduzir a sua taxa de crescimento. Deste modo, reducdes no crescimento de raizes
sao um indicativo de citotoxicidade e as anomalias macroscopicas sao de genotoxicidade
(MOREIRA et al., 2014). E importante salientar que as alteracdes no crescimento vistas
macroscopicamente apenas refletem externamente os problemas nos processos de divisdo
celular (IGANCI, et al., 2006). Deste modo, as anomalias observadas nas radiculas sugerem

processos genotdxicos.

Os efeitos toxicos s6 se manifestam em organismos se o agente toxico alcangar locais
especificos do organismo, em concentragdes e tempo suficientes para produzir algum tipo de
efeito (MACEDO et al., 2014). Consequentemente, resultados positivos no teste de A/lium cepa
devem ser considerados como um alerta e também um indicativo de que o extrato testado pode

ser um risco a satde dos organismos expostos (FISKESJO, 1985).
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Figura 4: Anomalias encontradas nas radiculas de 4. cepa. Raizes normais em a, retorcidas em b,
protuberancias em ¢, bifurcagdo em d, ondulagdo em e, radicula curta em f.

Fonte: os autores

Figura 5: Médias das anomalias radiculares observadas em todos os tratamentos. *=p<0,0001
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Fonte: os autores
Esses resultados atentam para o cuidado no uso indiscriminado de plantas medicinais.
Apesar de ser uma espécie de uso comum e consolidado entre as pessoas, a C. pyramidalis

também pode ser a causadora de efeitos adversos. A importincia do teste de citotoxicidade em
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A. cepa, reside no fato de que ele faz um primeiro screening de toxicidade com confiabilidade

e serve de alerta para os riscos que os fatores quimicos sdo capazes de apresentar a saude

humana (BELCAVELLO et al., 2012).

A causa mais provavel dos efeitos adversos apresentados pelo extrato da C. pyramidalis
¢ a presenga das diferentes classes de metabolitos secundarios. Estes possuem, sobretudo,
fun¢do no aparato de defesa desses organismos, agindo contra a herbivoria, parasitismo e até

competicao entre outras espécies de vegetais, caso da alelopatia.

Desta maneira, se fazem necessarios estudos complementares, com diferentes
concentragdes, solventes e em diferentes organismos, bem como avaliar diferentes tempos de

exposicdo, a fim de investigar os efeitos a curto e longo prazo dessa exposigao.

Vale salientar que o estudo da toxicidade em plantas medicinais ¢ apenas uma das varias
etapas na investigagdo da quimica por tras das plantas de interesse econdmico, especialmente
as medicinais, para que o consumo destas seja feito com seguranga € 0s riscos sejam
minimizados, fazendo-se uma integragdo com diversas areas de estudo (bioquimica,
farmacologia, medicina, etc), tendo em vista que a propria industria farmacéutica ainda busca
na natureza, sobretudo nas espécies vegetais, compostos e principios ativos para a fabricacao

de medicamentos sintéticos e fitoterapicos.
CONSIDERACOES FINAIS

O extrato aquoso de Caesalpinia pyramidalis foi toxico as células de Allium cepa em
todas as concentragdes testadas, afetando negativamente a média de crescimento radicular.
Contudo, ndo influenciaram a porcentagem, tempo médio nem a velocidade de germinacao das
sementes do organismo teste. Os extratos também causaram anomalias no crescimento das
radiculas. As anomalias observadas nas radiculas durante o seu crescimento sugerem processos
genotoxicos. O extrato na concentracdo de 6% ndo apresentou efeito mutagénico, porém,

potencializou o efeito mutagénico da colchicina.

A acdo toéxica da planta pode ser explicada pela presenca de diferentes substancias
resultantes do metabolismo secundario, todavia, estudos adicionais sdo necessarios para
determinar com maior precisdo quais compostos possuem atividade toxica e em que niveis de
concentragdo, para que esta seja consumida com seguranca e cumpra seus fins medicinais sem

riscos a saude humana.
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CAPITULO 23

ESTUDO ETNOBOTANICO ACERCA DO USO MEDICINAL DE Moringa oleifera L.
POR MORADORES DO SIiTIO SOLEDADE, AURORA — CE/BRASIL

Ranielly Ferreira de Sousa, Graduada em Ciéncias Biologicas,
UFCG
Leticia Carvalho Benitez, Doutora em Fisiologia vegetal, UFCG

RESUMO

O uso de plantas com principios bioativos medicinais ¢ uma pratica milenar que, apesar dos
avangos tecnologicos da industria farmacéutica, ainda hoje ¢ utilizada e passada entre as
geragdes, principalmente na zona rural. Moringa oleifera L. é conhecida pelo seu potencial
medicinal e nutricional presente em todas as partes morfologicas da planta. A presente pesquisa
teve por objetivo central realizar um estudo etnobotanico acerca do uso medicinal de Moringa
oleifera L. por moradores do sitio Soledade, municipio de Aurora- CE/Brasil. Trata-se de um
estudo com carater qualiquantitativo, cujo procedimento técnico ¢ referente a uma pesquisa de
levantamento de dados. Ao todo, 141 moradores locais participaram da coleta de dados
realizada mediante visitas domiciliares com a utilizacdo de um questiondrio estruturado. As
questdes abordadas foram de cunho socioecondmico e relacionadas a utilizagdo da medicina
popular e conhecimento/uso medicinal da Moringa. Como principal resultado constatou-se a
pouca utilizacdo da espécie pela comunidade estudada, tendo em vista que 41% da populagao
a conhece, mas apenas 18% conhecem seus beneficios e, destes, 6% mencionaram utiliza-la
como medicinal. Simultaneamente a aplicagdo do questionario foi entregue aos participantes
um folheto contendo as principais utilizagdes nutricionais e medicinais desta planta, juntamente
com suas sementes. Tais agdes contribuiram para a disseminac¢do de informagdes sobre a
Moringa para a saide humana, desde que utilizada corretamente, além de incentivar seu cultivo
local.

PALAVRAS-CHAVE: Conhecimento tradicional, Moringa, plantas medicinais.

INTRODUCAO

Desde a antiguidade as plantas sdo utilizadas pelo ser humano para diversas finalidades,
seja como alimento, para produzir calor, para abrigar-se, na constru¢do, como ornamento ou
para assegurar a saude através de suas atividades terapéuticas. Esses conhecimentos sdo
adquiridos e transferidos, inicialmente, entre geragdes de forma empirica e verbal,

caracterizando-se como um dos principais ramos da Etnobotanica (LORENZI; MATOS, 2008).

A Etnobotanica pode ser caracterizada como uma ciéncia que estuda as sociedades
humanas e suas interagdes ecoldgicas, genéticas, evolutivas, simbdlicas e culturais com as

plantas (FONSECA-KRUEL; PEIXOTO, 2004). Essa ciéncia pode ser considerada um
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instrumento que resgata o conhecimento popular adquirido no que diz respeito aos vegetais,

principalmente em relacao as suas propriedades medicinais (BRASILEIRO et al., 2008).

Os estudos etnobotanicos sdo extremamente importantes no Brasil, ja que seu territorio
abriga uma das mais ricas floras do mundo e, em sua complexa biodiversidade, existe uma
variabilidade de plantas que sdo utilizadas pelas populagdes para o tratamento de diversas

enfermidades, tanto de seres humanos quanto de animais domésticos (ZUCCHI et al., 2013).

A medicina popular no Brasil ndo se restringe somente a comunidades indigenas ou
quilombolas, mas inclui outras comunidades, como os moradores da zona rural (DISTASI,
2007). Nesta perspectiva, investigar os conhecimentos empiricos de comunidades rurais sobre
o uso de recursos naturais pode contribuir com muitas pesquisas ¢ descobertas académicas
(CALIXTO; RIBEIRO, 2004). Os estudos cientificos realizados nessa area, além de valorizar
os saberes tradicionais e uso popular de plantas medicinais, auxiliam na melhor maneira de

usufruir das propriedades ali presentes, evitando o uso indiscriminado (RICARDO, 2010).

Entre as plantas medicinais que podem ser encontradas atualmente no Brasil, Moringa
oleifera Lamarck, conhecida popularmente como o Lirio-branco, Cedro ou Moringa, vem
recebendo destaque cada vez maior devido as vastas aplicacdes nutricionais e medicinais que
sdo atribuidas as suas raizes, cascas, folhas, flores, frutos e sementes (MACEDO et al., 2010).
Trata-se de uma planta arboérea pertencente a familia Moringaceae, originaria da zona dos
Himalaias, do norte da India, mas que hoje em dia encontra-se disseminada por muitos paises
tropicais e subtropicais, sendo cultivada na Africa, América do Sul, Centro, Sudeste e Sul

Asiatico, Arabia e nas Ilhas do Pacifico (FRIGHETTO et al., 2007).

Dentre suas propriedades destaca-se a utilizacdo no tratamento de agua, pois suas
sementes possuem polissacarideos com forte poder aglutinante, permitindo a clarificagdo por
floculacdo e sedimentaciio, além da purificagdo por suas a¢des antimicrobianas (GALLAO et
al., 2006). Conforme Lalas; Tsaknis (2002), as sementes apresentam cerca de 40 % de oleo,
podendo ser usado em cosméticos com a fun¢do de auxiliar no antienvelhecimento e no
fortalecimento dos cabelos. Na medicina, atua como cicatrizante, protege os 0ssos, combate a
caspa, inibe bactérias, atua no tratamento de assaduras, picada de inseto e micoses (BARRETO

et al., 2005).

Além das aplicagdes acima mencionadas, M. oleifera ¢ muito utilizada de forma

empirica na medicina popular de varias culturas para dor de cabega, tratamento de hemorroidas,

Editora e-Publicar — Ciéncias Bioldgicas: Desenvolvimento em pesquisas aplicadas,
Volume 1.

RR]|)




febre, dor de garganta, bronquite, infecgdes de ouvido, escorbuto e catarro (ROLIM et al.,

2016). Devido a isto, desde o inicio da década de 90, esta espécie vem sendo alvo de pesquisas
cientificas, muitas delas impulsionadas pelos conhecimentos empiricos, que buscam investigar
suas propriedades e auxiliar no seu uso correto nas industrias cosmética, alimenticia e

farmacéutica.

Deste modo, a presente pesquisa teve por objetivo central realizar um estudo
etnobotanico acerca do uso medicinal de Moringa oleifera L. por moradores do sitio Soledade,
municipio de Aurora- CE/Brasil. O estudo partiu do pressuposto que uma porcentagem
significativa da populagdo amostral da pesquisa (mais de 50 %) conhece e faz ou ja fez uso de
M. oleifera como tratamento alternativo para problemas de satude, baseando-se no senso comum

adquirido.
MATERIAL E METODOS
AREA DE ESTUDO

O municipio de Aurora estd situado na mesorregido do sul do Estado do Ceara
(38°58°03” de longitude oeste e 06°56°33” de latitude sul) (Figura 1), com populagdo estimada
de 24.654 mil habitantes e area de 885,827 km? de extensdo (Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica [[BGE], 2019). A vegetacao local ¢ bastante diversificada, apresentando dominios
de cerraddo, cerrado e caatinga. A regido possui quatro distritos: Aurora (sede), Ingazeiras, Tipi
e Santa Vitoria, incluindo diversas localidades, dentre elas o sitio Soledade, localizado a 32 km

da sede, fazendo divisa com o estado da Paraiba e possuindo cerca de 220 habitantes.

Figura 1: Localizacdo de Aurora no Ceara/Brasil

™

FONTE: Raphael Lozenzeto Abreu, 2006
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CARACTERIZACAO DA PESQUISA

De acordo com Gil (2002), do ponto de vista de sua natureza, trata-se de uma pesquisa
basica, pois objetiva gerar conhecimentos novos e Uteis para o avanco da ciéncia sem aplicacao
pratica prevista. Quanto a forma de abordagem do problema, o trabalho tem -carater
qualiquantitativo. Com base nos objetivos, o estudo pode ser classificado como descritivo, visto
que este tipo de pesquisa visa descrever as caracteristicas de determinada populagdo envolvendo
a utilizagdo de técnicas padronizadas de coleta de dados, portanto o procedimento técnico €

referente a uma pesquisa de levantamento.
CALCULO DE AMOSTRAGEM, COLETA E ANALISE DE DADOS

Para determinar a populacdo amostral da pesquisa, utilizou-se a formula estatistica

abaixo.

22 xp(1-p)

e2

2%p(1-
(z p; p))
e‘N

Tamanho da amostra =

Onde:

N - Tamanho da populacao

e - Margem de erro (porcentagem no formato decimal)
z - Escore z

p - Verdadeira probabilidade do evento

Ao todo, 141 moradores participaram de pesquisa, os quais foram abordados
aleatoriamente, sendo a Unica restri¢do quanto a idade (maiores de 18 anos). Os integrantes do
estudo leram e preencheram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) elaborado
de acordo com o modelo aprovado (N° do parecer: 4.631. 596) pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos do Centro de Formacao de Professores da Universidade Federal

de Campina Grande (CFP/UFCQG).

A coleta dos dados baseou-se na aplicacdo de um questiondrio estruturado, através de

visitas domiciliares, contendo questdes abertas e fechadas que abordaram os seguintes aspectos:

Editora e-Publicar — Ciéncias Bioldgicas: Desenvolvimento em pesquisas aplicadas,
Volume 1.

332




dados pessoais e de escolaridade, profissdo, informacdes sobre a utilizagdo da medicina

popular, conhecimento e uso medicinal da M. oleifera, finalidades da sua utilizacao, 6rgao

vegetal utilizado, indica¢des, modo de preparo, entre outros.

Os dados coletados foram analisados qualiquantitativamente e os resultados
apresentados em graficos ou de forma descritiva, de acordo com o tipo de questao formulada.
Além disso, foram calculados os indices relacionados com o conhecimento dos participantes,
valor de uso (PHILLIPS; GENTRY, 1993) e indice por parte da planta (GOMEZ-BELOZ,
2002). Tais indices permitem verificar como o conhecimento sobre a espécie estudada esta
distribuido na localidade e qual parte da planta foi mais usada na regido, respectivamente.

(Tabela 1).

Tabela 1: Indices baseados em técnicas de consenso do informante, calculados para determinar como a espécie
foi reconhecida pelos moradores participantes

indices Calculo Descriciio
Valor de uso Numero de usos que o informante conhece Medida da média do namero de

UVs =Y UVis/n para a espécie (UVis), dividido pelo nimero  usos que o informante conhece para

total de informantes (n). as espécies.
Indice por parte da Razio entre o nimero total de usos Indica diferenga no numero de usos
planta (PPV) reportados para cada parte da planta e das partes da planta e aponta a parte

somatorio de usos reportados para aquela da planta mais utilizada
planta

Fonte: Phillips; Gentry, 1993; Gomez-Beloz, 2002.
Simultaneamente a aplicacdo dos questiondrios foi entregue aos participantes um
folheto contendo as principais utilizagdes nutricionais ¢ medicinais desta planta, juntamente
com suas sementes para que os moradores que nao a cultivam passem a cultivar e desfrutar das

propriedades nela presente de maneira apropriada e segura.
RESULTADOS E DISCUSSAO

O universo amostral da pesquisa foi composto por 141 pessoas, sendo 65 homens (46%)
e 76 mulheres (54%), com idades que variam de 18 a 86 anos. A predominancia de mulheres
entrevistadas também foi observada por Calébria et al. (2008), os quais registraram 78,9% de
mulheres e 21,1% de homens participantes de levantamento etnobotinico realizado em
Indianapolis (MG). O predominio de mulheres pode ser explicado pelo fato de que estas t€ém
valor histérico e cultural no que concerne as atividades desempenhadas no lar, sendo
responsaveis pelos cuidados com a satide da familia e o cultivo de hortas medicinais, enquanto

o homem trabalha fora. Essa divisdo de tarefas ainda € comum na zona rural, onde o
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conservadorismo ¢ bastante enraizado no que se refere a cultura e a instituigdo familiar (VIU et

al., 2010).

Analisando as profissdes dos participantes da pesquisa, foi constatado que 54% desses
moradores sdo agricultores, 24% aposentados e 12% estudantes (Grafico 1). Segundo Almeida;
kudlavick (2011), a agricultura no meio rural ¢ uma pratica comum, responsavel por
complementar a renda familiar e garantir a subsisténcia nestas regides.

Grifico 1: Profissdes exercidas por moradores do sitio Soledade, Aurora — CE/Brasil

0, 0,
M% 17
/E'_'-'_'_._'_'___,_,_.—-—

\

<

= Agricultor = Aposentado = Estudante
Dona de casa = Funciondrio piblico = Professor
® Vendedor = Motorista

Fonte: Arquivo da autora

Quanto a utilizagdo de plantas medicinais, 98% dos participantes afirmam que fazem
uso, onde 15% usam com muita frequéncia, 59% com pouca frequéncia e 24% raramente
utilizam, enquanto 2% dos participantes ndo fazem uso. De acordo com Piriz (2013), o uso de
plantas medicinais ocorre por diversos fatores, como o fator natural, pois ¢ considerado um
instrumento de cura, além dos fatores cultural e econdmico. Esta pratica ¢ comum a diversas
comunidades, incluindo as comunidades rurais. Os niimeros observados no presente estudo
corroboram a pesquisa de Zambon et al. (2018), na qual observa-se que, no Brasil, 91,9% da
populagdo utiliza ou ja utilizou plantas medicinais. Ainda, segundo Antonio et al. (2014), as
observacdes populares e as investigacdes cientificas sobre o uso e a eficidcia de plantas
medicinais mantém em voga a pratica do consumo de fitoterdpicos, tornando vélidas as

informagdes terapéuticas acumuladas durante séculos.
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Quando indagados sobre a forma de aprendizagem do uso de plantas medicinais, 91%

dos moradores participantes ponderaram que essa pratica foi indicada por familiares. Dentre as
outras formas de aprendizagem citadas estdo o ensinamento transmitido por vizinhos e
indicagcdo médica. Estes dados se assemelham com outros trabalhos, como o de Brasileiro et al.
(2008), o qual relata que o conhecimento sobre espécies vegetais com potencial medicinal ¢
proveniente da tradicdo familiar, oriundo de geragdes anteriores e repassados para novas
geracdes. Em seu estudo, Gomes (2016), também constatou que tais utilizagdes provém de

compartilhamento de culturas familiares e indica¢des do convivio social.

A maioria das perguntas do questionario tratava especificamente da planta M. oleifera,
com isso, constatou-se que 59% dos participantes passou a conhecer a planta através desta
pesquisa e 41% da populagdo ja conhecia, onde 23% obtiveram informacdes através de amigos
(Gréfico 2). Porém, somente 15% dos que conhecem a planta fazem uso, nas frequéncias
indicadas no Grafico 3. Tais usos s3o para fins medicinais (13%) e nutricional (2%), sendo

utilizadas, preferencialmente, as folhas (13%) e sementes (2%).

Grifico 2: Conhecimento da planta M. oleifera por moradores do sitio Soledade,
Aurora — CE/Brasil

B Através da pesquisa
B Através de amigos

B Através de parentes

Através de meios de
comunicagao

Fonte: Arquivo da autora

Grafico 3: Frequéncia de uso da planta M. oleifera por moradores do sitio Soledade,
Aurora — CE/Brasil
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Fonte: Arquivo da autora
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Especificamente em relacdo as finalidades do uso medicinal da espécie em estudo,

foram citadas: inflamacao, inflamagdo e gripe, inflamagao e anticancerigena, antiglicémica,

para labirintite e inflamacgdo, gripe e dores, alimento e chas, limpeza da agua (Tabela 2).

Tabela 2: Finalidade de uso medicinal de M. oleifera por moradores do sitio soledade, Aurora — CE/Brasil

Indicacdes Numero de % de Parte da planta Modo de preparo
informantes citacoes utilizada
Inflamagao 3 34% Folhas Desidratacdo de folhas em forno, e
posterior preparacdo de chds
Inflamagdo e gripe 1 11% Folhas Desidratagdo de folhas no sol, e
posterior preparagdo de chas
Inflamagéo e 1 11% Utiliza na forma de chas, tanto as
anticancerigena Folhas folhas secas, quanto frescas.
Inflamagio, baixa a 1 11% Desidratacdo de folhas em forno, e
glicose e para Folhas posterior preparacdo de chas
labirintite
Gripe e dores 1 11% Folhas Preparag@o de cha, a partir de folhas
frescas
Alimento e chas 1 11% Folhas Desidratagdo de folhas no sol, e

posterior preparacdo de chas e
utiliza¢@o na alimentacdo
Limpeza de agua 1 11% Sementes Trituragdo de sementes secas e adi¢do
em agua poluida

Fonte: Arquivo da autora

Ao serem questionados sobre a predominancia de uso da planta, 77% dos participantes
acreditam que a predominancia estd entre os idosos, 6% acreditam estar entre os adultos e
apenas 1% afirma que a predominancia esta entre os jovens, enquanto que 16% dos moradores
ndo souberam informar. A tendéncia em acreditar que a predominancia de uso esta entre os
idosos ¢ observada em outros trabalhos, como o de Baptistel et al. (2014), o qual constatou que
pessoas com mais idade fazem mais uso de plantas medicinais em relagdo aos mais jovens.
Messias et al. (2015) também enfatiza que a idade se mostra como um fator importante no
acumulo de conhecimentos populares, ja que as pessoas mais idosas apresentaram um acimulo

de informagdes superior, quando comparadas as mais jovens.

No tocante ao cultivo da M. oleifera, apenas 3% dos participantes da pesquisa o fazem.
Os moradores que fazem uso e ndo possuem a planta em sua residéncia relataram que a obtém
através de familiares, vizinhos e em comércio de produtos naturais. Para Vasconcelos (2013),
ha uma ampla distribuicdo desta planta no estado do Ceard. No entanto, foi possivel observar
que, especificamente, na comunidade estudada trata-se de uma planta com pouca distribuicao.
Porém, apds a entrega das sementes, durante a aplicagdo do questionario, alguns moradores

afirmaram que passarao a cultivar.
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Quanto aos possiveis efeitos negativos desta planta para a satide humana, apenas 1%

dos moradores entrevistados acredita que pode haver maleficios caso o consumo seja
exagerado, enquanto que 28% dos participantes acreditam que ndo ha maleficios e 71% nao
souberam informar. Almeida (2018) concluiu, em seu estudo, que o uso de folhas de M. oleifera
¢ seguro quando ingeridas oralmente e consumidos em baixas concentragdes. Para o consumo
humano, segundo o autor, recomenda-se a nao ultrapassagem de dose diaria de 70 gramas, pois

doses superiores podem levar a acumulacao de determinados compostos no organismo.

Sobre os possiveis efeitos positivos desta planta para a sadde humana, 82% nao

souberam informar, enquanto 18% acreditam que ha sim beneficios, como mostra a Tabela 3.

Tabela 3: Finalidades de uso citada por participantes e calculo do valor de uso

Finalidades citadas Quantidade UVs
de (valor de uso)
informantes
Inflamagdo, dor de cabega, dor de barriga e gripe 1 0,142
Inflamagdo, gripe e dores 1 0,107
Anticancerigena, dor de urina e infecgdo 1 0,107
As folhas sdo bons alimentos, serve para dores e controla a diabetes 1 0,107
A casca serve para doengas intestinais e as folhas servem de alimentos 1 0,071
Alimentacdo e inflamag&o 1 0,071
Folhas melhora doengas de prostata e avitaminose em galinhas 1 0,071
Inflamagdo e gripe 1 0,071
Circulagdo e anticancerigena 1 0,071
Inflamagédo e dores 1 0,071
Folhas com bons nutrientes 1 0,035
As sementes limpas agua poluida 3 0,035
As folhas auxiliam o emagrecimento 2 0,035
Folhas serve de alimentagdo 3 0,035
Cha das folhas controla a diabetes 1 0,035
Cha das folhas para inflamacdo 4 0,035
Anticancerigena 1 0,035
Suas folhas sdo cicatrizantes 1 0,035

Fonte: Arquivo da autora

Almeida (2018), apresentou amplas informacgdes sobre as propriedades terap€uticas da
M. oleifera, sendo elas, folhas ricas em nutrientes e atividades antioxidantes, auxilio no
emagrecimento, no tratamento de diarreia, dores de estomago e diversas outras doengas
intestinais, melhora nas doencas de prostata, antidiabética, anticancerigena, atividade

cardiovascular, cicatrizante e antiviral.

Neste mesmo sentido, Rolim (2016), apresenta M. oleifera como uma planta com

propriedades antimicrobiana, auxiliando nos tratamentos de infecc¢des, anti-inflamatoria e
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analgésica. Ja Ferreira et al. (2011) relevam a existéncia de uma atividade coagulante em suas

sementes, sendo responsavel pela agregacao de particulas e microrganismos, tornando a dgua
purificada. Janior (2017), mostrou que as folhas de Moringa podem ser usadas como
suplementos alimentares em galinhas poedeiras. Com isso, as finalidades de uso citadas pelos

participantes estdo em consonancia com o conhecimento cientifico.

A partir dos dados obtidos foi calculado o Indice por Parte da Planta (PPV), através do
qual verificou-se que as folhas sdo as partes com o maior valor (0,47), seguido das sementes e

casca, ambos com mesmo valor (0,05).

A nocdo de que as plantas medicinais ndo fazem mal a satide ¢ uma questao interessante
a ser trabalhada na prépria comunidade. Nesse sentido, a atividade direta da presente pesquisa
buscando contribuir para a disseminac¢ao do conhecimento cientifico sobre a Moringa junto aos
moradores do Sitio Soledade (CE) foi através da distribui¢do de sementes e de panfletos
abordando as indicagdes, contra indicagdes, efeitos colaterais, métodos de plantio e extracao,
além de estratégias de conservagdo da espécie. A orientacdo sobre o uso seguro e correto de
plantas medicinais possibilita que a populacdo tenha acesso a uma terapéutica eficaz e segura,

sendo esta, também, uma responsabilidade social dos pesquisadores.
CONSIDERACOES FINAIS

A presente pesquisa conclui que a maioria dos participantes faz uso de plantas
medicinais como alternativa no tratamento de doengas. Com relagdo, especificamente, a M.
oleifera a maioria dos participantes ndo conhece a planta, resultando na pouca utilizagao da
espécie pela comunidade estudada. Deste modo, constatou-se que o pressuposto inicial, de que
uma porcentagem significativa (mais de 50 %) da populagdo participante faz ou ja fez uso de

M. oleifera como tratamento alternativo para problemas de satde, foi refutada.

A distribuicdo de sementes e folhetos informativos ¢ importante para a disseminagao de
informagdes e instrugdes de uso da espécie, contribuindo para um possivel aumento do consumo

consciente e cultivo da mesma na regido.

Desta forma, faz-se necessario o incentivo e desenvolvimento de pesquisas com
abordagem etnobotanica, a fim de agregar contribui¢gdes para a ciéncia e, consequentemente,
para a populagdo de modo geral, ja que impulsionadas pelo conhecimento tradicional, pesquisas
envolvendo plantas com propriedades medicinais tém contribuido com a prospec¢ao e inovagao

de farmacos.
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RESUMO

A avaliagdo da for¢a muscular pode ser realizada através das avaliagdes da carga externa e carga
interna de esforco. A percepgdo subjetiva de esforco, pode ser um dos pardmetros para a
determinagdo da carga interna e pode sofrer interferéncia, devido ao declinio na aferigdo e
processamento sensorial decorrente do envelhecimento. Dessa forma, objetivou-se identificar
a correlagdo entre a percepcao subjetiva de esfor¢o (PSE) e a forga submaxima em mulheres
idosas. Esta pesquisa trata-se de um estudo transversal de analise quantitativa. Foi realizada a
anamnese; avaliacdo antropométrica (massa corporal e estatura), e teste de for¢a subméaxima
(teste de 10 repeticdes maximas - 10RM) nos exercicios leg press horizontal (LH), puxador
frente (PF), mesa flexora (MF), supino vertical (SV) e cadeira extensora (CE)) concomitante a
avaliacao da percepgdo de esforco (escala de percep¢do de esforco - PSE). Os dados ao
apresentados em média e desvio padrdo, mediana, e percentis 25 (P25) e 75 (P75). O teste de
Shapiro Wilk foi utilizado para analise da normalidade. O teste de correlacao de Spearman foi
utilizado para andlise da correlag@o entre as varidveis de PSE e niimero de repeti¢des no teste
de forca, PSE e forga relativa. O nivel de significancia adotado foi de o < 0,05. Ao total 31
voluntarias, com idade média de 63,58 + 2,80 anos, estatura 149,48 + 4,81 cm, massa corporal
65,67 £ 11,54 Kg e IMC 29,43 £ 5,25 Kg/m? (sobrepeso) compuseram a amostra. Em relagao
ao teste de forca submaxima, foi observado que as participantes concluiram o teste de acordo
com o valor de repetigdes estipulado (10RM), sendo classificadas como “cansativo” a
“exaustivo” (16 a 20) na PSE. Ao ser analisada a correlacdo entre as varidveis PSE e repeti¢des,
estas apresentaram uma média (SV, -0,35 e CE, -0,32) ou pequena (MF, -0,10) correlacao
negativa. Quando analisada a correlagdo entre PSE e forga relativa, a maioria dos exercicios
apresentou uma pequena correlacao (LH, -0,11; MF, 0,21, SV, 0,29 e CE, 0,29). Sendo assim,
apesar de estatisticamente a PSE ndo ter apresentado forte correlagdo com as variaveis de forga
relativa ou nimero de repeti¢des, as participantes apresentaram uma boa percep¢ao da escala
de PSE associada a falha méxima no teste de for¢a submaximo.

PALAVRAS-CHAVE: Envelhecimento; Treinamento resistido; Mulheres; Escala subjetiva
de esfor¢o; 10RM.
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INTRODUCAO

Conforme avanca o processo de envelhecimento humano, observa-se o declinio e
degeneracdo das mais diversas funcdes, e entre estas, a diminui¢do da fun¢do muscular
paralelamente com o processo de atrofia de fibras musculares, mais especificamente, as rapidas
(tipo II), desencadeando em um processo chamado de sarcopenia. Essas alteragdes sdo mais
evidenciadas a partir dos 60 anos, com efeitos mais pronunciados em mulheres, sobretudo entre
os 50 e 70 anos de idade, com perda de aproximadamente 15% da forca a cada década de vida

(AGUIRRE, 2019).

A for¢a muscular ¢ uma capacidade fisica importante para a realizagdo das atividades
de vida diarias (AVD’s) (NOVAES, 2008), e no idoso, contribui para o desempenho da
independéncia relacionada com a mobilidade, repercutindo em tarefas como velocidade da
marcha, vestir-se e carregar objetos (CAMARA et al. 2008; EKLUND et al., 2016). Medidas
paliativas para a preservacao da massa e for¢ca musculares sdo necessarias para a manutengao
da capacidade funcional e independéncia fisica dessa populagdo. Dessa forma, o treinamento
de for¢a (TF) surge como uma medida nao farmacoldgica e terapéutica capaz de retardar ou até
mesmo reverter as alteragdes musculoesqueléticas inerentes ao processo do envelhecimento, de
modo a aumentar as diferentes manifestagdes da for¢a muscular (for¢a maxima, forca rapida e
resisténcia muscular) (TILLIN; PAIN; FOLLAND, 2012), assim como reverter ou retardar a

sarcopenia.

Porém, para uma adequada prescri¢ao de treinamento, cada capacidade fisica dever ser
avaliada de forma individualizada. Desta forma, a for¢ca muscular, por se tratar de uma
capacidade fisica relacionada tanto com a satide como com o desemprenho esportivo, possui
seus métodos proprios baseados no tipo de manifestacao de forga a se avaliar, com a tarefa a
ser desempenhada, e levando em consideragdo as caracteristicas dos individuos. A avaliacdo do
esfor¢o pode ser realizada através das chamadas carga externa, que utilizam varidveis do
treinamento como numero de repeticdes e carga absoluta (em Kg), e carga interna, baseado no
nivel de estresse imposto ao organismo pela carga externa, como as escalas de percep¢ao de

esforco (PSE) e alteragdes hemodinamicas (NAKAMURA, MOREIRA e AOKI, 2010).

Um dos testes mais utilizados para avaliar o esfor¢o através da carga externa € o teste
de 1 repeticdo maxima (1RM). Este teste permite a avaliagcdo da for¢a muscular a partir da carga
maxima levantada em uma tinica contragcdo dinamica voluntaria maxima, podendo ser realizado

em exercicios com pesos livres ou maquinas (BAECHLE e EARLE, 2008). Sua variagdo
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consiste em testes com um numero maior de repetigdes, como por exemplo, o teste de 10

repeticoes maximas (10RM), método capaz de avaliar a forca muscular através de um teste de
resisténcia de for¢ca (PRESTES et al., 2016). Este tipo de teste ¢ utilizado principalmente
quando testes maximos ndo sdo indicados, por se tratar de individuos de populagdes especiais.
Por isso, a utilizagdo de testes com mais repeticdes pode ser uma alternativa para determinagao
da carga individualizada pois permitem calculos para a predicdo da carga em outras faixas de

repeticoes e intensidades de treinamento (BAECHLE e EARLE, 2008).

J4 em relagdo a avaliacdo da carga interna, uma das formas de medida desta ¢ através
da escala de percep¢do subjetiva de esfor¢o (PSE), que se baseia na mensuracdo da fadiga
muscular percebida pelo proprio individuo através de uma escala numérica. Esta por sua vez,
deve ser capaz de predizer o quao dificil ¢ um exercicio, de modo a fazer interrelacdo com as
variaveis da carga de treinamento (AZEVEDO, 2019). A PSE esta relacionada com a integracao
de sinais periféricos (musculos e articulagdes) e centrais (ventilagdo) obtidos através de
mecanorreceptores, cuja interpretagdo e processamento das informagdes se da no cortex
sensorial, gerando assim a percepcao geral ou local do esforgo (NAKAMURA, MOREIRA ¢
AOKI, 2010).

Ainda ndo se sabe quais os reais mecanismos que levam a alteracdes no controle
neuronal com o envelhecimento, porém acredita-se que a presenga de doengas vasculares ou
processos de neuroinflamacgdo podem de alguma forma alterar a comunicacao interneuronios
(SOROND et al., 2015). Algumas das caracteristicas de declinio no sistema nervoso sensorial
sdo reducdo da inervagdo periférica e lentificacdo da condugdo nervosa (DE MORAES, 2008).
A diminui¢do do nimero de neurdnios sensoriais incidem em alteragdes no cortex cerebral,
contribuindo na diminuigdo do tamanho e peso do encéfalo, alterando dessa forma o
processamento das informacdes feito pelo sistema nervoso central (SNC) (LAMAS e PAUL,
2013). Dessa forma, além da dificuldade na transmissdo do impulso nervoso, com o
envelhecimento, hd um prejuizo na decodificagdo das informagdes que chegam ao SNC,
prejudicando assim a percep¢ao de esforco. A vantagem da utilizacdo dessa escala ¢ que a
avaliacdo do esforco ¢ feita de maneira ndo invasiva, de facil aplicacdo e pouco onerosa, o que
faz desta, um dos instrumentos mais utilizados para a avaliacao e quantificacdo das sensagdes

de esforgo fisico (ALMEIDA e tal., 2010; DEA etal., 2016).

Porém, por se tratar de uma avaliagdo subjetiva em uma populagdao cujos sinais

sensoriais encontram-se prejudicados devido ao envelhecimento, ¢ necessario investigar se
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realmente a avaliacdo da carga externa obtida através de um teste direto ¢ condizente com a

avaliacdo da carga interna obtida de forma subjetiva. Dessa forma o objetivo geral dessa
pesquisa foi identificar a correlacdo entre a percepgdo subjetiva de esforco (PSE) e a forga

submaxima em mulheres idosas.
MATERIAIS E METODOS

Esta investigacdo trata-se de um estudo transversal de andlise quantitativa. Foram
adotados os seguintes critérios de inclusdo para a participagao na pesquisa: sexo feminino, idade
de 60 a 69 anos e sem experiéncia com TF. Foram critérios de ndo inclusdo: as participantes
ndo poderiam apresentar nenhuma limitacdo na funcionalidade fisica e/ou patologias que
interferissem no desempenho do exercicio ou comprometessem o resultado da pesquisa,
histérico de problema cardiaco instavel recente ou nos ultimos trés meses da inclusao no estudo;
diabéticas, com lesdes osteomioarticulares nos ultimos seis meses, patologias reumaticas,
proteses nos membros superiores e inferiores, doengas degenerativas. Aquelas participantes
cujo ndo obtivessem a liberagdo pelo médico da pesquisa foram excluidas da amostra. A selegao
da amostra foi do tipo aleatdria e por conveniéncia. As participantes foram recrutadas a partir
de antincios vinculados nas midias sociais (radio, TV e internet) ou por indicacdo de outras
participantes da pesquisa. Todas as avaliagdes ocorreram no Laboratorio de Forga e Prescri¢ao
de Exercicios da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA). Todas as participantes leram e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) de acordo com a Declaragao
de Helsinki. A pesquisa encontra-se aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres

Humanos da Institui¢do (CEP-UFMA), com o parecer consubstanciado de numero 1.301.113.
AVALIACOES

Inicialmente, as participantes responderam a uma anamnese constituida de informagdes
pessoais (nome completo, idade, data de nascimento, enderego, telefones de contato). Em
seguida, passaram pela avaliagdo antropométrica que foi composta pela medida da estatura e
massa corporal, e posteriormente, foi calculado o indice de massa corporal (IMC). Para a
medida da massa corporal e estatura foi utilizada a balanga com estadidmetro acoplado
WELMY ® (W300A, USA) com capacidade maxima de 300Kg. As participantes
permaneceram em posi¢do ortostatica, com os pés unidos, tocando os calcanhares no aparelho.
A medida da estatura foi realizada com as participantes em apnéia inspiratoria, com o vértex

(ponto mais alto da cabecga) tocando o estadiometro (CHARRO et al., 2010).

Editora e-Publicar — Ciéncias Bioldgicas: Desenvolvimento em pesquisas aplicadas,
Volume 1.

345




Para a avaliacdo da for¢a submaxima foi utilizado o protocolo de 10RM de acordo com

o descrito por SILVA et al. (2018). Antes da aplicacao do teste de 10RM, as participantes
passaram por 1 semana de familiarizacdo, com 3 sessdes de treinamento em dias alternados
(segunda, quarta e sexta-feira) utilizando os 5 exercicios adotados no teste de forga, para
assegurar a adequada realizacdo da técnica. Os exercicios realizados durante o teste de 10RM
foram: leg press horizontal (LH), puxador frontal (PF), mesa flexora (MF), supino vertical (SV)

e cadeira extensora (CE), respectivamente.

As sessdes foram compostas por 3 séries com 10 repeticdes e intervalo de 2 minutos
entre cada série e 5 minutos entre cada exercicio. Nao foi acrescentada carga no primeiro dia,
sendo utilizado o peso minimo existente em cada aparelho. Somente no segundo e terceiro dia
de familiarizagdo utilizou-se a Escala de Percepcao Subjetiva de Esfor¢o (Borg, graduada de 6-
20) (SERAFIM et al., 2014) para regular a intensidade, sendo adotados os valores de 11 a 14
(relativamente facil a ligeiramente cansativo) no segundo dia, e de 15 a 16 (cansativo) no

terceiro dia.

O teste de 10RM foi realizado de 48 as 72hs ap0s a tltima sessao de familiarizagdo, por
se tratar de um teste submaximo de forca. Para a obteng¢dao dos valores do teste de 10RM
respeitou a mesma ordem de exercicios da familiarizagdo (LH, PF, MF, SV e CE). O valor da
carga do teste de I0RM foi alcangada em no méximo cinco tentativas. Para reduzir a chance de
erro, foram adotadas as seguintes estratégias: 1) As participantes foram instruidas de todas as
rotinas que envolviam os testes e sobre a técnica de execucdo dos mesmos; 2) O avaliador
deveria estar atento a mudancgas posturais que comprometessem o resultado dos testes; 3) As
participantes foram motivadas verbalmente; 4) Os intervalos foram fixados entre 2 a 5 min.
entre as tentativas e 10 minutos entre os diferentes exercicios; 5) Nenhuma pausa foi permitida
entre as fazes concéntricas e excéntricas das repeticdes. Para o controle da velocidade de
execucao, foi utilizado um metronomo (Metronome Batidas, Stonekik), com a velocidade de
60bpm, sendo adotado o tempo de 3 segundos tanto para a fase concéntrica quanto a fase
excéntrica; 6) O movimento deveria ser realizado em sua amplitude completa para a repeticao
ser considerada valida. A carga mais alta no teste de 10RM foi utilizada para andlise da forga
muscular subméxima (PAZ et al., 2014; PRESTES et al., 2015; RADAELLI et al., 2015). Os
dados de forca muscular foram apresentados em forca absoluta (Kg) obtidos mediante o
resultado da carga do teste de 10RM, e forca relativa (Kg/rep), através do calculo forga absoluta

/ niimero de repeti¢des no teste.
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ANALISE ESTATISTICA

Os dados da pesquisa sdo apresentados em média e desvio padrao, mediana, e percentis
25 (P25) e 75 (P75). O teste de Shapiro Wilk foi utilizado para andlise da normalidade, e o teste
de correlagcdo de Spearman para as variaveis de PSE e nimero de repeti¢des, ¢ PSE e forca
relativa, adotando o nivel de significancia como a < 0,05. Para averiguar o grau de correlacao
entre as variaveis, foi utilizado o critério adotado por Cohen (1988), com as seguintes
classificagoes: valores entre 0,10 a 0,29 = pequena; 0,30 a 0,49 = média; e 0,50 a 1 = grande

correlagio (FIGUEIREDO FILHO e SILVA JUNIOR, 2009).
RESULTADOS E DISCUSSAO

No total, participaram 31 voluntérias, com idade média de 63,58 + 2,80 anos, estatura
149,48 + 4,81 cm, massa corporal 65,67 £ 11,54 Kg e IMC 29,43 £ 5,25 Kg/m?. De acordo com
a Organiza¢cdo Mundial de Saude (OMS), as participantes dessa pesquisa foram classificadas
com sobrepeso (de 25 a 29,9 Kg/m?) (MANCINI et al., 2016). De Moraes (2008) descreve
pontos de corte distintos, sendo categorizados com eutrofia 22 a 27 Kg/m?, subnutri¢do < 22
Kg/m? e obesidade > 27 Kg/m?, o que ainda assim estratificaria as participantes dessa pesquisa
na faixa de obesidade. Segundo o mesmo autor, o aumento de massa corporal tende a ocorrer
com o envelhecimento, relacionado tanto com fatores inerentes do individuo, como fatores
genéticos e endocrinos, mas também com os fatores ambientais, como redu¢do do nivel de
atividade fisica e alteragOes alimentares, levando a uma diminuicdo nos tecidos

metabolicamente ativos, e aumento no tecido adiposo.

Os valores de carga absoluta, forca relativa, percepgao subjetiva de esforgco e nimero de
repeti¢des por exercicio se encontram na tabela 1. Em se tratando da percepg¢ao de esforgo, as
participantes foram classificadas na maioria dos exercicios com o esfor¢o “muito pesado”
(SERAFIM et al., 2014), atingindo o valor minimo estipulado (17 a 20, “muito pesado” a
“maximo esfor¢o”). Na pesquisa de Rodrigues, Da Costa e Leite (2016) foram utilizadas as
escalas de OMINI-RES e Borg para avaliar a PSE e o volume de repetigdes em duas diferentes
ordens de exercicios em mulheres idosas. Os autores utilizaram o mesmo nimero de repeticdes
para o teste de avaliacdo da forca (I0RM) e a mesma escala de PSE (Borg de 6 a 20). Um
importante fato ¢ que apesar da pesquisa dos mesmos avaliarem as idosas em um esforgo
maximo, os valores observados foram de 12 a 15 na média, o que classificaria o esfor¢o de
“leve” (11 a 12) a “dificil/pesado” (15 a 16) (SERAFIM et al., 2014). O mesmo se confirma

através dos resultados obtidos pela escala OMINI-RES, com os resultados variando na média
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de 5,9 a &, ou seja, de razoavelmente facil a pesado (NAKAMURA, MOREIRA e AOKI, 2010).

Em contraste, os valores apresentados na presente pesquisa variaram de 17 a 18, o que classifica

o esfor¢co como “muito pesado”.

Tabela 1 Valores de carga absoluta, percepg¢ao subjetiva de esforgo, forga relativa e nimero de repeti¢cdes obtidas
no teste de 10 repeticdes maximas (10RM)

EXERCICIOS Variaveis Md P25 P75 p
carga (Kg) 75,2 52 82,5 0,41
repetigdes 10 10 11 <0,01

LEG HORIZONTAL
FR (Kg/rep) 7,17 5,08 7,86 0,54
PSE 17 17 19 0,02
carga (Kg) 34,3 32 39,55 0,17
repetigdes 10 10 10 <0,01
PUXADOR FRONTAL
FR (Kg/rep) 3,43 3,20 4,07 <0,01
PSE 17 16 18 0,08
carga (Kg) 18 17,7 23 0,06
repeticoes 10 10 10 <0,01
MESA FLEXORA
FR (Kg/rep) 1,80 1,77 2,30 0,06
PSE 17 17 18,5 0,11
carga (Kg) 21,4 18 25 0,50
repetigdes 10 10 10 <0,01
SUPINO VERTICAL
FR (Kg/rep) 2,14 1,80 2,50 0,40
PSE 17 15 18 0,03
carga (Kg) 25 214 36 <0,01
CADEIRA repetigdes 10 10 10 <0,01

EXTENSORA FR (Kg/rep) 2,50 2,14 3,66 <0,01

PSE 18 15,5 19 <0,01
Legenda: Md: Mediana; P25: percentil 25; P75: percentil 75; rep: repetigdes; PSE: escala de percepgdo de
esforgo.

Em um estudo semelhante, Silva, Monteiro e Farinatti (2009) encontraram valores
médios de 4,6 a 6,2 de PSE utilizando a escala de Borg (de 0 a 10) ao submeter as idosas a
treinarem a 100% dos 10RM, executando as repeti¢des até a falha méaxima concéntrica. E
importante destacar que ambas as pesquisas citadas, as idosas apresentaram valores de PSE
abaixo das classificacdes maximas (proximo de 10 ou 20, dependendo da escala), e que, ao
serem treinadas com as cargas obtidas no teste de 10RM, executavam um niimero bem mais
elevado de repeti¢cdes que as 10 previstas, levando em consideragdo que o teste era maximo. De
acordo com Souza Filho e Aratjo (2017), a intensidade ¢ uma importante variavel do treino de
forca, pois pode impactar os sistemas fisiologicos e alterara o esforgo percebido pelo individuo.
Aparentemente, as idosas da presente pesquisa obtiveram um elevado grau de esfor¢o ao

realizarem o teste de 10RM, observado através dos resultados da PSE.
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Monteiro, Simao e Farinatti (2005) analizaram a manipula¢ao na ordem dos exercicios

e sua influéncia sobre o nimero de repeti¢gdes € PSE em mulheres treinadas. Os pesquisadores
observaram que, mesmo utilizando diferentes ordens dos exercicios supino horizontal (SH),
desenvolvimento (DP) e triceps no pulley (TR) (sequéncia A (SEQA):SH, DP e TR; sequéncia
B (SEQB) — TR, DP e SH), ndo houve diferenca em relagdo a fadiga percebida pelas
participantes em relacdo a execu¢do de cada ordem. Quando analizada a PSE ao realizar o
esforco na intensiadade de 10RM, o valor mediano de PSE apresentado foi de 5,5 para SEQA
e 6,5 para SEQB na escala de Borg CR10. Dessa foma, pela percepcao de esforco, as
participantes apresentaram o esforco como “dificil” (5 a 6) (NAKAMURA, MOREIRA ¢
AOKI, 2010) em uma escala de 0 a 10. O que se percebe € que nas pesquisas apresentadas, as
participantes independentemente da idade (jovens ou idosas), ou nivel de treinamento (treinadas
ou destreinadas no TF), ndo indicaram esfor¢os maximos quando confrontadas as escalas,
independente da escala utilizada (Borg de 0 a 10 ou de 6 a 20, OMNI-RES de 0 a 10), resultado
diferente do apresentado nessa pesquisa. O cerne dessas diferencas deve ser mais bem
analisadas, tendo em vista que as pesquisas apresentaram a mesma metodologia para a aplicagao
dos testes de forca e das escalas, incluindo as fases de familiarizacao, teste e restes, com exce¢ao
da pesquisa de Monteiro, Simao e Farinatti (2005) pelo fato das mulheres ja serem treinadas no

TF.

Por ndo existirem padrdes especificos de forca relativa (SUCHOMEL et al., 2018) , sdo
utilizados testes de forca (1RM, 10RM), valores antropométricos (IMC, massa corporal, massa
magra, massa livre de gordura) e diferentes manipulacdes das variaveis do treinamento de forga
(numero de repeti¢des, tempo sobre tensdo), o que dificulta a comparagdo entre os resultados.
Ainda assim, a maioria das pesquisas apresentam apenas os valores absolutos das cargas obtidas
nos testes, ou o numero de repeticdes, sem levar em consideracdo a forca relativa
(RODRIGUES, DA COSTA E LEITE, 2016; SILVA, MONTEIRO E FARINATTI, 2009). A
forma utilizada para avaliar a forca relativa nesta pesquisa foi dividindo a carga pelo nimero
de repeticoes executadas. Desta forma, as participantes apresentaram valores que variaram de
1,8 a 7,17 Kg/rep. Essa diferenca encontrada nos valores de for¢a relativa se deram porque os
diferentes exercicios mobilizam grupamentos musculares com um maior ou menor volume de
massa (WILLOUGHBY, 1993), influenciando assim na quantidade de repeticdes que
determinado seguimento consegue executar. No caso, 0 maior € menor valores pertencem,

respectivamente aos musculos flexores e extensores do quadril (coxa), e flexores do joelho.
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Ainda que a maioria das pesquisas ndo realizem a avaliagdo da forca relativa, esta se faz

importante pelo fato de apresentar uma andlise mais qualitativa do exercicio, levando em
consideracdo a capacidade efetiva de gerar forca de acordo com a quantidade de movimento e

carga envolvida.

Ao ser analisada a correlagdo entre as variaveis PSE e repeticdes no teste de forga
submaximo (10RM), os exercicios supino vertical e cadeira extensora apresentaram uma
correlagao média negativa, sendo que os demais exercicios apresentaram pequena ou nenhuma
correlagao. Quando analisada a correlacdo entre PSE e forga relativa ao teste de 10RM, a
maioria dos exercicios apresentou uma pequena correlagdo, com excec¢ao do puxador, que nao
apresentou correlagdo de acordo com o critério adotado. Os valores e classificagao da correlagao
entre a PSE, forca relativa e nimero de repeti¢des no teste de for¢ca subméaxima se encontram

na tabela 2.

Tabela 2. Valores e classificagdo da correlagdo entre a PSE, forga relativa e nimero de repetigdes no teste de
forca maxima.

LEG HORIZONTAL PUXADOR MESA FLEXORA SUPINO VERTICAL CADEIRA EXTENSORA
r p Class, r p Class, r p Class, r P Class, r p Class,
PSE x REP <0,01 0,97 - -0,06 0,73 - -0,10 0,57 pequena -0,35 0,04 média -0,32 0,07 média
PSExFR -0,11 0,55 pequena -0,06 0,72 - 0,21 0,25 pequena 0,29 0,10 pequena 0,29 0,10 pequeno

Legenda: REP: repeti¢des; FR: forga relativa; PSE: escala de percepgao de esforco; r: valor do teste de
correlagdo de Spearman; Class.: classificacdo do teste de acordo com Cohen (1988).

CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de estatisticamente a PSE nao ter apresentado forte correlagdo com as variaveis
de forca relativa e nimero de repeti¢cdes, na presente pesquisa foi possivel observar que as
participantes mesmo inexperientes no TF, apresentaram uma boa percepcao da escala de PSE
ao chegarem até a falha maxima, se aproximando do valor méximo da escala. Como aplicag¢ao
pratica, acredita-se que ao serem avaliadas em testes de forca submaxima, a escala de PSE de
Borg pode ser uma ferramenta na avaliacdo de esforco em mulheres idosas. Destaca-se a
necessidade de estudos com idosos em outras realidades, como treinados e em idades maiores,
assim como exercicios livres e em outras faixas de repeticdo. Como implicagdes futuras, sugere-
se também a utilizagdo de marcadores diretos como medi¢ao de lactato e eletromiografia

(EMGQG) para confrontar a percep¢ao de esfor¢o dos avaliados.
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