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Prefacio

Convencado sobre Diversidade Bioldgica (CDB) da Organizacdo das

NagGes Unidas — ONU, em seu artigo 22, define biotecnologia como

qgualquer aplicacdo tecnoldgica que utilize sistemas bioldgicos, or-
ganismos vivos, ou seus derivados, para fabricar ou modificar produtos ou
processos para utilizagdo especifica. Porém uma definicdo mais ampla de Bio-
tecnologia é o uso de organismos vivos, ou parte deles, para a produgao de
bens e servicos. Nessa definicdo se enquadram atividades que o homem vem
desenvolvendo ha milhares de anos para sua subsisténcia, como a producdo
de alimentos fermentados — pao, vinho, iogurte, cerveja e outros. Por outro
lado, a Biotecnologia moderna se considera aquela que faz uso da informa-
cdo genética, incorporando técnicas de DNA recombinante, e que combina
disciplinas tais como genética, biologia molecular, bioquimica, embriologia e
biologia celular com engenharia quimica, tecnologia da informacao, robética,
bioética e a nanobiotecnologia.

Ja a Biodiversidade, segundo a Wikipédia, a enciclopédia livre, pode
ser definida como a diversidade da natureza viva. Refere-se tanto ao nimero
de diferentes categorias bioldgicas quanto a abundancia relativa — equitati-
vidade — dessas categorias. E inclui variabilidade ao nivel local, complemen-
taridade bioldgica entre habitats e variabilidade entre paisagens, incluindo,
assim, a totalidade dos recursos vivos, ou bioldgicos, e dos recursos genéticos
e seus componentes.

Dessa forma, a Biodiversidade, pode ser definida como a variabili-
dade entre os seres vivos de todas as origens, como a terrestre, a marinha
e outros ecossistemas aquaticos e os complexos ecoldgicos dos quais fazem

parte. Essa variabilidade aparece apenas como resultado da natureza em si,



sem sofrer interven¢do humana, e pode variar de acordo com as diferentes
regides ecoldgicas. Refere-se, portanto, a variedade de vida no planeta Terra,
incluindo a variedade genética dentro das populacdes e espécies, a varieda-
de de espécies da flora, da fauna, de fungos macroscépicos e de microrganis-
mos, a variedade de fungbes ecoldgicas desempenhadas pelos organismos
nos ecossistemas; e a variedade de comunidades, habitats e ecossistemas
formados pelos organismos.

Apesar de termos defini¢des tradicionais de Biodiversidade, que ex-
pusemos aqui, ndo hd um consenso sobre a defini¢cdo de tal conceito. A pro-
posta da Wikipedia inclui a diversidade dentro da espécie, entre espécies e
diversidade comparativa entre ecossistemas. Outra definicdo, mais desafian-
te, envolve a totaltidade dos genes, espécies e ecossistemas de uma regido.
Essa definicdo unifica os trés niveis tradicionais de diversidade entre seres
vivos: diversidade genética (diversidade dos genes em uma espécie); diversi-
dade de espécies (diversidade entre espécies); diversidade de ecossistemas
(diversidade em um nivel mais alto de organizacdo, incluindo todos os niveis
de variacdo desde o genético).

A Biodiversidade nao existe para prover o homem de substratos, ati-
vos quimicos, bioldgicos, microbioldgicos ou alimenticios, mas, sobretudo
para oferecer a inteligéncia humana e ao planeta algo imprescindivel para
a existéncia e permanéncia da sua espécie: A INFORMACAO, sem a qual ndo
haveria Ciéncia.

O livro “Tépicos em Biotecnologia e Biodiversidade: Pesquisas e Ino-
vacdo na Amazonia Sul Ocidental” é uma obra que abrange multiplas areas
do conhecimento representadas pela Biotecnologia e Biodiversidade. Encon-
tra-se organizado em capitulos cujos contetdos se entrelagam, formando um
mosaico de conhecimentos com precisa sutileza, desvendando os segredos
de uma das regiGes de maior biodiversidade do planeta Terra, a Amazonia
Sul Ocidental.

O leitor podera acompanhar no capitulo um, ensaios para avaliar a
influéncia do preparo do solo e do manejo da fertilidade, representados por
atributos quimicos, e na diversidade da comunidade bacteriana, utilizando
técnicas de PCR-DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis).



Nos capitulos dois e oito o leitor poderd conhecer as ameacas fitos-
sanitdrias na implantac¢do de espécies de Eucalipto no baixo Acre e como uti-
lizar alternativas para renovacao de pastagens na Amazonia.

A eletroflotacdo e eletrocoagulacdo, técnicas eletroquimicas para
tratamento de efluentes industriais em diversos segmentos, e o uso de peixes
como modelo biolégico em pesquisas de toxicidade e aplicagdo dos indices
bidticos para avaliagdo da qualidade ambiental de sistemas aquaticos Iéticos
sao tecnologias utilizadas para entender e combater a ameacga que o meio
ambiente vem sendo submetido, e sdo abordados nos capitulos trés, nove
e dez.

Nos capitulos quatro, seis e sete o leitor encontrara uma revisdo da
literatura cientifica sobre nanoparticula lipidica sélida, com énfases as téc-
nicas de sintese e técnicas de nanoencapsulamento de farmacos; técnicas
na extragao do 6leo de peixe, identificagdo, andlise e nanoencapsulamento;
encontrard, também, farta revisdo sobre nanoparticulas de éxido de ferro,
destacando o campo de aplicagdo em nanotecnologia médica.

A influéncia de fatores importantes a serem considerados dentro dos
processos de extragdo do lapachol e a identificagdo dos efeitos bioldgicos
da secrecao da pele dos anfibios da familia Hylidae, sao disponibilizados aos
leitores nos capitulos cinco e onze dessa obra.

Por fim, o leitor encontrard um estudo muito interessante sobre Te-
rapia Fotodinamica (TFD) e Fotossensibilizantes, destacando-se como uma
forma relativamente nova de tratar o cancro. Embora grande parte do uso da
TFD se centre na oncologia, outras doencas como a degenera¢do macular da
retina, a psoriase, a artrite reumatdide sistémica e as infec¢des fungicas sdo

tratadas por essa terapia.

Fernando Sérgio Escocio Drummond Viana de Faria

Professor na Universidade Federal do Acre — Ufac, Engenheiro

Quimico, Mestre em Tecnologia de Alimentos, Doutor em Biotecnologia
e Pds-doutor em Nanobiotecnologia no Centro de Nanociéncia e
Nanotecnologia (CNANO-UnB).






Apresentacao

sta obra é um retrato da diversidade amazo6nica e das oportunidades

em pesquisas biotecnolégicas, produzida sob o recorte do olhar cienti-

fico. Resultado de esforcos de varios autores com conhecimentos mul-
tidisciplinares, tal obra envolve temas que ampliam os horizontes da pesqui-
sa cientifica e da inovacgdo tecnoldgica, revisando aspectos multidisciplinares
gue traduzem o amplo espectro de estudos implementados no Programa de
Pés-Graduacdo em Biodiversidade e Biotecnologia da Amazonia Legal, Polo
Acre.

Este livro abrange os desafios e perspectivas de pesquisadores locais,
a fim de tornar a regido de maior biodiversidade do mundo em um ambiente
de geracdo de oportunidades. Em 12 capitulos, a publicacdo redne temas de
alta relevancia para as nossas comunidades, seja através de revisdo biblio-
grafica, que da sustentacdo as pesquisas desenvolvidas, seja apresentando
resultados de estudos realizados, que por sua vez ndo se deixam limitar pela
certeza do sucesso. Ao contrario, faz da incerteza um importante elemento
para a geracao do conhecimento aplicado.

Ndo ha exclusdo de nenhum tema relevante para o desenvolvimento
de atividades econbmicas na Amazonia. No entanto, os contetdos destes ca-
pitulos revelam a busca pelo desenvolvimento sustentdvel da regidao ao am-
pliar o conhecimento e propor alternativas para tratamento de doencas em
seres humanos e plantas. As alternativas de estudos contemplam compostos
organicos ou quimicos, melhoramento do uso da agua e do solo na regido,
além de revelar aplicacdes futuras em biotecnologias, ainda que em dareas

nao totalmente consolidadas na regidao, como no caso da nanobiotecnologia.



No mundo atual, a facilidade de acesso a informacdo e a velocidade
com que ela acontece ampliam os desafios de fazer novas publica¢des cienti-
ficas. O objetivo dos temas aqui abordados, a partir de uma linguagem aces-
sivel, é servir de suporte a todos os envolvidos em cursos de graduacdo e pds-
graduacdo, além de alcancgar outros publicos, notadamente, profissionais do

setor agricola, de farmacos, da area bioldgica, das engenharias e afins.

Os autores.
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ATRIBUTOS QUIMICOS E
MICROBIOLOGICOS EM SISTEMAS
DE MANEJO DE SOLO NO
SUDOESTE DA AMAZONIA:
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Lucielio Manoel da Silva

Adriana Pereira da Silva

Tatiana de Campos

Luis Claudio de Oliveira

Anselmo Fortunato Ruiz Rodriguez
Paulo Guilherme Salvador Wadt

Mariangela Hungria

sistema de cultivo tradicional na Amazbnia normalmente é
praticado sem adubacdo quimica, aproveitando apenas o estoque
natural de nutrientes do solo. Essa pratica resulta no esgotamento
da fertilidade do solo e no abandono das dreas apds alguns anos de cultivo.
Como consequéncia, ocorre o desmatamento de novas 4reas de vegetacao
natural, para instalacdo de novos cultivos (COSTA et al., 2014). Entretanto,
a pressao ambiental para diminuir o desmatamento na Amazbnia tem
conduzido a busca de praticas agricolas que evitem a abertura de novas areas
(CRAVO et al., 2012); entre estas praticas, estd o manejo adequado do solo.
A difusdo de praticas agricolas que contribuam para a conservagao

do solo e da agua na Amazdnia pode contribuir para reverter os processos
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de degradacdo das terras associados a agricultura tradicional. Dentre essas
praticas conservacionistas podem-se citar o sistema de plantio direto, a
rotacdo de culturas e o uso de adubos verdes, por seus efeitos na melhoria
das caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas do solo e pelos beneficios
para a conservagao da fertilidade (HUNGRIA et al., 2009; BABUIJIA et al.,
2010; BODDEY et al., 2010; GIL et al., 2011; FRANCHINI et al., 2012; SILVA et
al., 2014). A adogédo de técnicas de manejo do solo que resultem em reducéo
dos processos erosivos, além de manter a fertilidade do solo por maiores
periodos de tempo, também pode impactar positivamente na reducdo do
desmatamento de novas areas.

Deve-se considerar, ainda, que existem no solo diversas inter-
relagGes entre os atributos quimicos, fisicos e bioldgicos que controlam os
processos relacionados ao fornecimento natural e antrdpico de nutrientes
para o desenvolvimento das plantas cultivadas e que qualquer alteragao
no uso do solo reflete diretamente estrutura e atividade microbioldgica
e, consequentemente, em sua fertilidade (KASCHUK et al., 2010). Deve-
se destacar, também, que em uma analise de parametros microbiolégicos
nos ecossistemas brasileiros, os solos da Amazonia foram os mais sensiveis
ao impacto pela introducdo de atividades agropecudrias (KASCHUK et al.,
2011). A avaliacdo do impacto dos sistemas de manejo e de uso do solo em
seus atributos, particularmente microbioldgicos é, portanto, de extrema
importancia para identificar agroecossistemas com maior sustentabilidade.

Matoso et al. (2012), em estudos que avaliam o teor de carbono (C)
em diversos sistemas de manejo do solo na regido Amazonica, verificaram
gue o sistema tradicional de cultivo acumulou mais C que os sistemas de
cultivo minimo e plantio direto na camada de 0-10 cm, fato atribuido ao
acumulo da massa vegetal durante o periodo de pousio do solo, depois
incorporada na etapa de preparo do solo para o plantio. Ja4 Cravo et al.
(2012) ao avaliarem o efeito residual da calagem nos atributos quimicos
apods quatro anos da aplicagdo em Latossolo Amarelo Distrofico na regido
Amazobnica, verificaram que essa pratica contribui para elevacdao do teor
de célcio Ca*?+Mg* e reducdo da saturagdo por aluminio, proporcionando

maior produtividade das culturas. A aplicacdo de calcario pode influenciar
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positivamente ou negativamente a comunidade microbiana do solo. Xue et
al. (2010), em estudos com dose de calcdrio, constataram que doses até 3,2
g kg™ de solo podem favorecer a comunidade microbiana.

Diante do exposto, o objetivo desse capitulo é apresentar dados de
pesquisas sobre a influéncia do preparo do solo e do manejo da fertilidade,
em atributos quimicos e na diversidade da comunidade bacteriana em um
Argissolo Amarelo distréfico representativo de areas de cultivo da mandioca

(Manihot sculenta Crantz) no sudoeste da Amazobnia.

DESCRICAO DO EXPERIMENTO E AMOSTRAGEM DO SOLO

O experimento foi implantado em um Argissolo Amarelo distréfico
em area de produtor rural, localizada no sudoeste da Amazo6nia, no municipio
de Mancio Lima, no Acre (72 28’ 39” S, 722 56’ 36” W).

O experimento foi estabelecido em 2006, com um delineamento
em blocos ao acaso com trés repeticdes, em arranjo de parcelas subdividas.
As parcelas principais consistiram de dois sistemas de preparo do solo
adequados ao nivel tecnolégico regional: 1) sistema tradicional (ST), com
gradagem leve em uma Unica operagdo realizada no estabelecimento do
experimento, com revolvimento do solo até a profundidade de 20 cm; e 2)
sistema alternativo (SA), sem o revolvimento do solo, sendo realizada apenas
capina manual da vegetacdo espontanea, evitando-se a remoc¢do dos restos
vegetais da superficie do solo.

Cada sistema de preparo do solo foi subdivido em cinco subparcelas
e submetido a diferentes manejos de fertilidade (fertilizante mineral e
adubacdo verde) e corretivo: i) testemunha (T); ii) mucuna preta (Mucuna
aterrima Piper & Tracy) como adubo verde (M); iii) mucuna preta com
aplicacdo de fésforo (M+P); iv) mucuna preta com aplicacdo de calcario
(M+CaCO,); v) mucuna preta com aplicacdo de P e calcério (M+P+CaCO,). As
dimensdes das parcelas foram de 50m x 40m e das subparcelas de 10m x 20m.
No estabelecimento do ensaio, em 2006, nas subparcelas com presenca de P

foram aplicados 23 kg ha™ de P,0,, utilizando-se como fonte o superfosfato

S'
triplo. Nas parcelas com aplicacdo de calagem, aplicaram-se 3 Mg ha? de

calcario dolomitico, correspondente a 100% de PRNT. A aplicacdo, tanto do P
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como do calcario foi realizada a lango. Em seguida, realizou-se em dezembro
de 2006 a semeadura da mucuna preta, também a lango. Em maio de 2007,
antes do plantio da mandioca, a mucuna preta foi triturada com rolo-faca
tracionado por animal.

No periodo de 2007 a 2010, o manejo do experimento consistiu do
plantio de mandioca em todas as parcelas. Em dezembro de 2007 foi realizada
adubagdo potassica entre as linhas, com 72 kg ha* de K, 0, utilizando-se como
fonte cloreto de potdssio. A colheita da mandioca foi realizada em setembro
de 2008, e o crescimento espontaneo da vegetacao natural ocorreu desse
periodo até agosto de 2009. A vegetacgao foi eliminada com rogadeira manual
sem incorporar os restos vegetais e, em setembro de 2009, novo plantio de
mandioca foi realizado, com colheita em setembro de 2010. Durante o cultivo
da mandioca foram realizadas apenas capinas manuais, representando o
sistema adotado pelos produtores da regido. Os dados apresentados no
presente trabalho consistem da analise de amostras de solo coletadas em
setembro de 2010 na profundidade de 0-10cm, logo apds a colheita da

mandioca.

CARACTERIZACAO QUIMICA DO SOLO

Inicialmente as amostras de solo foram secas a 45°C até massa
constante e, a seguir, peneiradas em malha de 2 mm. Nessas amostras
realizaram-se as analises de pH em agua; Al**, Ca®* e Mg* trocaveis, P e K
disponiveis, carbono para estimar a matéria organica (M.0), N total, acidez
potencial, conforme o manual de analises de solos da Embrapa (2011) e o
teor de fosforo remanescente (ALVAREZ, 2000).

CARACTERIZACAO DA COMUNIDADE BACTERIANA DO SOLO POR PCR-DGGE

A avaliacdo foi realizada pela metodologia de PCR-DGGE (Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis), consistindo da amplificagdo do DNA com
oligonucleotideos universais para o gene 16S rRNA de bactérias, seguida
por eletroforese em géis de gradiente desnaturantes. As amostras de
solo destinadas a avaliacdo da comunidade bacteriana do solo foram

acondicionadas em freezer a temperatura de -202C até o momento da analise.
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A extracdo do DNA microbiano foi realizada com o “Ultraclean™ Soil DNA
Kit” (MoBiolLaboratories, Inc. Califérnia, EUA), conforme os procedimentos
recomendados pelo fabricante. Aliquotas do DNA foram analisadas em gel de
agarose a 1% (p/v) em 1X TBE para verificar a quantidade e pureza.

Para a amplificacdo do 16S rDNA da comunidade bacteriana do solo
foramrealizadasduasrea¢éesde PCR.Aprimeirareagdoutilizouopardeprimers
fD1 (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’) e rD1 (5-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’)
(WEISBURG et al., 1991), que amplifica praticamente toda a regido do 16S
rDNA, com cerca de 1.500 pares de bases (pb). A reacdo foi realizada nas
condigBes descritas em Silva et al. (2013).

Para a segunda reacdo que amplifica uma regido intragénica
do 16S rDNA, com cerca de 600 pb, foi utilizado o par de primes F-968
(5'-CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGAACGCG
AAGAACCTTAC-3’) (NUBEL et al., 1996), com um grampo GC sublinhado e
L-1401 (5 - GCGTGTGTACAAGACCC- 3°) (MUYZER et al., 1993). A reacéo foi
realizada nas condicGes descritas em Silva et al. (2013).

Para a eletroforese foi confeccionado um gel de poliacrilamida a
6%, através da combinacdo de solugdes de 100% (7 mol L ureia e 40% (v/v)
formamida) e 0%, (sem ureia e sem formamida), formando-se um gradiente
desnaturante de 35% a 65%. Foram aplicados ao gel 20 pL (aproximadamente
300ng do produto de PCR) do produto da segunda reacdo de PCR. A reagdo
de eletroforese foi realizada em um aparato DCODE vertical (BioRad) com
tampado TAE 0,5x, na voltagem de 100V e temperatura de 60°C por um
periodo de 16h. Apds a eletroforese o gel foi corado com brometo de etideo
e visualizado sob luz UV.

ANALISE ESTATISTICA E INDICE DE DIVERSIDADE

Os valores para todas varidaveis foram estimados por meio do
procedimento RSPL (Pseudo Mdaxima Verossimilhanca Residual / Normal).
Foi utilizado o procedimento PROC GLIMMIX (SAS 9.2), sendo os efeitos
fixos dados por manejo, tratamentos e interacdo manejo/tratamentos.
Efeitos aleatdrios foram definidos por blocos dentro de manejo. Médias para

os efeitos fixos foram comparadas utilizando o procedimento LSMEANS,
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ajustadas por Tukey (SAS 9.2).

Também foi utilizada a técnica multivariada, por meio da analise
discriminantecanonicaparaconstruirummodelo preditivo paraagrupamentos
baseados nos atributos quimicos do solo, utilizando o programa SPSS 15.0.

Os géis de DGGE foram analisados pelo programa Bionumerics
software (Applied Mathematics, Kortrijk, Belgium, v.4.6) e normalizados
usando uma mistura padrdao de bactérias, consistindo de adicdo, em
proporc¢des iguais, de Burkholderia, Bradyrhizobium, Methylobacterium,
Azorhizobium e Rhizobium. Os perfis de DNA obtidos para cada tratamento
foram considerados em uma matriz bindria de presen¢a ou auséncia de
bandas, que foi entdo submetida a analise da distancia Euclidiana com o
programa SPSS 15.0. A matriz binaria também foi usada para estimar os
indices de diversidade Shannon (H) (SHANNON; WEAVER, 1949).

RESULTADOS E DISCUSSAO
ATRIBUTOS QUIMICOS DO SOLO SOB DIFERENTES MANEJOS

Na comparagao dos efeitos dos sistemas de manejo referente ao
preparo do solo ndo houve diferenca estatistica sobre os atributos quimicos
(Tabela 1). Dentro de cada sistema de preparo do solo foram observadas
diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos com e sem aplicacdo
de calcdrio (Tabela 1). Aparentemente nao houve efeito da aplicacdo de
fosfato e nem da adubacdo verde nos atributos quimicos dos solos, uma
vez que os tratamentos que receberam adi¢cao de mucuna e a combinagao
mucuna para P ndo diferiram da testemunha.

A auséncia de diferencas significativas entre o ST e o SA para os
atributos quimicos do solo, com destaque para os teores de M.O e N,
provavelmente explica-se pelo clima tropical Umido da regido (elevado indice
pluviométrico e temperaturas elevadas durante todo o ano), que contribui
para a rapida decomposi¢ao da biomassa vegetal. Além disso, a auséncia da
influéncia do preparo do solo nos atributos quimicos dos solos possivelmente
ocorreu pelo uso da grade leve no ST ter sido realizado apenas na implantacao

do experimento, quatro anos antes da coleta das amostras de solo usadas
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no presente estudo. Trabalho anterior realizado no bioma amazénico aponta
para diferencas significativas nos teores de M.O. e N entre os sistemas de
plantio direto, cultivo minimo e convencional, porém com maiores teores de
M.O. e N sendo observados no sistema convencional (MATOSO et al., 2012).

Quanto ao efeito naadubacdo verde no aporte de M.O. dentro de cada
sistema de manejo do solo, os resultados obtidos na presente pesquisa foram
semelhantes aos encontrados por Longo et al. (2011), os quais observaram
nao haver diferenca estatistica no teor de M.O. com o uso da adubacédo verde
com mucuna preta, mesmo quando combinado com a aplicagdo de calcario.

Com a aplicagdo de calcdrio houve aumento nos valores de pH,
Ca?*, Mg? trocaveis e P remanescente e reduc¢do da acidez potencial e do
teor de APP* trocdvel e P disponivel. Resultados semelhantes foram obtidos
por Cravo et al. (2012) que, ao avaliarem o efeito residual da calagem apds
guatro anos da aplicagao do corretivo, em um Latossolo Amarelo distroéfico
da regido Amazonica, cultivado com culturas anuais em sistema de sucessao,
constataram a elevac¢do do teor de Ca*?+Mg* e a diminuicdo da saturac¢do por
A", O efeito da neutralizagdo e o incremento nos teores de Ca*? e Mg* pela
aplicagdo de calcdrio em solo Amazonico também foi verificado em outros
trabalhos (PAVAO et al., 2013; JUNIOR et al., 2013; LONGO et al., 2011). Um
dos objetivos da calagem é o suprimento de Ca?* e Mg?* e diminuicdo ou
neutralizacdo da acidez, beneficios ja relatados na literatura em solos das
diversas regides do Brasil (CRAVO et al., 2012; MARCELO et al., 2012; ANJOS
et al., 2011) e constatados também neste trabalho.

Quanto a disponibilidade do elemento P, houve diminuicdo com
a aplicacdo do calcario, em ambos os sistemas, diferindo estatisticamente
entre os tratamentos T, M, M+P dos tratamentos M+CaCO, e M+P+CaCO,
(Tabela 1).
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Tabela 1- Atributos quimicos de um Argissolo Amarelo distréfico (0—10 cm)
cultivado com mandioca e submetido a diferentes sistemas de preparo do
solo e manejo da fertilidade

Caracteristica Unidade T M M+P M+CaCO, M+P+CaCO,
Sistema Tradicional
M.O g kg 25,59aA 23,63aA 27,14aA 21,41aA 21,83aA
N g kgt 1,21aA  1,02aA 1,21aA 1,202A 1,16aA
pH 5,15bA  5,02bA 5,18bA 5,65aA  5,91aA
P mg kg! 7,30aA  6,84aA 6,24aA 3,28bA  5,45b A
Prem? mg L*! 29,45bA 24,57bA 26,76bA 39,56aA 39,23aA
K* cmol_ dm3 0,09aA 0,13aA 0,13aA 0,08aA 0,08aA
Mg* cmol dm? 0,29bA  0,26bA 0,21bA 1,69aA 1,06aA
Ca*? cmol dm?® 0,97bA  0,43bA  1,36bA 2,58baA  3,34aA
H+Al cmol dm?® 5,61aA  6,02aA 6,34aA  2,99bA 4,22bA
Al cmol dm® 1,26aA 1,68aA 1,38aA 0,24bA 0,22bA
Sistema Alternativo

M.O g kg 22,77aA 22,91aA 17,77aA 26,73aA 24,85aA
N g kg 1,03aA 1,08aA 0,97aA 1,05aA 1,25aA
pH 5,03bA  4,89bA 5,11bA 5,92aA  6,21aA
P mg kg* 9,09aA 6,19aA 7,09aA 4,42bA  5,45bA
Prem? mg L? 30,57bA 28,87bA 28,44bA 39,03aA  40,90aA
K* cmoIC dm3 0,10aA 0,09aA 0,11aA 0,07aA 0,09aA
Mg cmol_dm= 0,28bA  0,21bA 0,22bA 1,60aA  2,03aA
Ca* cmol_dm? 0,72bA  0,57bA  0,60bA 3,62aA  3,83aA
H+Al cmol dm=  6,08aA 6,07aA 5,80aA 3,50bA  2,77bA
Al cmol dm® 1,55aA  1,91aA 1,42aA 0,16bA  0,05bA

Sistema de preparo do solo: ST- Sistema tradicional com uma gradagem leve antes do plantio;
SA - Sistema alternativo sem revolvimento do solo. Manejos da fertilidade: Testemunha (T);
Mucuna preta (M); Mucuna preta e P (M+P); Mucuna preta e calcario (M+CaCO,); Mucuna
preta, P e calcario (M+P+CaCO,).

Valores seguidos por letras minusculas iguais na mesma linha dentro de cada sistema de
manejo do solo ndo diferem entre si (Tukey, p < 0,05). Letras maiusculas distintas para o
mesmo atributo, entre os sistemas de preparo do solo, indicam diferenga estatistica (Tukey, p

< 0,05). 2P remanescente.

A menor disponibilidade de P nos sistemas de preparo do solo ST
e SA em que foi adicionado calcdrio pode ser atribuida a reacdo de fixacao
de P no solo, provavelmente pelo processo de precipitacdo com o Ca*, ja

que nesses tratamentos houve reducdo do Al** e elevagdo do pH e do teor
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de calcio. Dado que Costa et al. (2014), ao estudarem a produtividade
da mandioca nessa mesma drea experimental, observaram diferencgas
significativas apenas entre a testemunha e os demais tratamentos, ndo se
pode atribuir a exportacdo de fésforo pela cultura a menor disponibilidade
de P no solo, reforcando a possibilidade da calagem ter facilitado a fixacdo de
P por reagdes de precipitagao quimica.

Avaliando a proximidade entre os tratamentos por meio das
caracteristicas quimicas do solo por meio de analise discriminante candnica,
guatro grupos distintos foram identificados (Figura 1). Em cada sistema de
preparo dosolo, os tratamentos sem calagem (T, M e M+P) foram posicionados
em um grupo, enquanto que os tratamentos com calagem (M+CaCO, e
M+CaCO,+P) ficaram em um segundo grupo (Figura 1), evidenciando o papel
da calagem nos atributos quimicos do solo.

A primeira fungdo candnica representou 99,7% da variagdo e
distinguiu os tratamentos com e sem calcario (Figura 1), nos quais as variacées
do C, do P remanescente e do pH apresentaram as maiores correlagdes com
tratamentos em que foi aplicado calcario e os teores de P, N e K com os
demais tratamentos em ambos sistemas de preparo do solo.

A segunda fungdo canoénica distinguiu os sistemas de preparo do solo
(Figura 1), em que as variaveis N, C e pH foram as que se correlacionaram com
os tratamentos T, M e M+P no ST e os tratamentos com calagem no sistema
SA, enquanto que as varidveis P remanescente, K e P se correlacionaram aos
tratamentos T, M e M+P no SA e com os tratamentos com calagem no ST.
Embora a segunda funcdo can6nica separou os sistemas de preparo do solo,
essa funcdo representa apenas 0,3% da varia¢do o que evidencia a influéncia
da calagem nos atributos quimicos do solos em estudo, apds quatro anos da
aplicagdo.
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Figura 1. Andlise discriminante com os atributos quimicos do solo em
diferentes sistemas de preparo do solo e manejo da fertilidade em um
Argissolo Amarelo distrofico (0—10 cm) cultivado com mandioca

SA-M+CaCo,

O
O

SA-M+CaCO,+P

ST-M+CaCo,

ST-M+CaCO, +P

Funcdo discriminante candnica 2 (0,3% da variagao)

-20 0 20 40 60
Fungdo discriminante candnica 1 (99,7% da variag¢do)

Sistema de preparo do solo: ST- Sistema tradicional com uma gradagem leve antes do plantio;
SA- Sistema alternativo sem revolvimento do solo. Manejos da fertilidade: Testemunha (T);
Mucuna preta (M); Mucuna preta e fésforo (M+P); Mucuna preta e calcario (M + CaCO,); Mu-
cuna preta, fosforo e calcério (M+P+CaCO,)

DIVERSIDADE DA COMUNIDADE BACTERIANA DO SOLO SOB DIFERENTES
MANEJOS

A analise dos perfis de DGGE do gene 16S rDNA indicou diferencas
entre os sistemas de preparo do solo em fun¢do da adicdo de calcario. Os
perfis de DGGE representativos de cada tratamento podem ser visualizados
na Figura 2. A analise do perfil da comunidade bacteriana do solo leva em
consideragdo a intensidade das bandas e sua posicdo no gel. Os perfis de
DGGE apresentaram algumas bandas de maior intensidade, correspondentes
as comunidades dominantes no solo, e um maior nimero de bandas de menor
intensidade, correspondentes as comunidades menos dominantes. Algumas
bandas, representando géneros/espécies bacterianas estavam presentes em
todos os tratamentos, indicando a presenga de comunidades ja estabelecidas
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no solo, independente do manejo.

Nos tratamentos em que foi adicionado calcario, tanto no ST como
no SA, verificou-se a presenca de bandas distintas que ndo foram detectadas
nos outros tratamentos (Figura 2). Desse modo, os resultados demonstraram
gue o sistema de manejo e preparo do solo e a aplicacdo de calcério afetaram

gualitativamente a diversidade das comunidades bacterianas.

Figura 2. Perfis de PCR-DGGE das comunidades bacterianas de um Argissolo
Amarelo distréfico (0—-10cm) cultivado com mandioca em diferentes sistemas
de preparo do solo e manejo da fertilidade.

: |
: ]

3
3

I
ST-M
ST-M+P
ST-M+P+CaCO,
SA-T
SA-M
SA-M+P
SA-M+CaCO

ST-T
| ST-M+CaCO

SA-M+P+CaCO

5

Sistema de preparo do solo: ST - Sistema tradicional com uma gradagem leve antes do plantio;
AS - Sistema Alternativo sem revolvimento do solo. Manejos da fertilidade: Testemunha (T);
Mucuna preta (M); Mucuna preta e fésforo (M+P); Mucuna preta e calcério (M+CaCO3); Mu-
cuna preta, fésforo e calcario (M+P+CaCO3).

*Setas continuas indicam a presenga das comunidades comuns a todos os tratamentos. Setas
pontilhadas indicam as comunidades presentes em apenas alguns tratamentos.
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A andlise de agrupamento com base na distancia euclidiana separou
os tratamentos em dois grandes grupos, representados pelo preparo do
solo (Figura 3). A estrutura das comunidades bacterianas das areas sob SA
apresentou similaridade de apenas 20% quando comparada com as areas
sob ST (Figura 3), evidenciando a influéncia do preparo do solo sobre as
comunidades bacterianas. Dentro dos grupos de preparo do solo, ST e SA,
houve a formacdo de subgrupos separando os tratamentos com e sem
calcario (Figura 3). Esses subgrupos indicam diferenciacdo da estrutura da

comunidade bacteriana quando o calcario foi adicionado ao solo.

Figura 3. Dendrograma de similaridade genética das comunidades bacterianas
de um Argissolo Amarelo distréfico (0—10 cm) cultivado com mandioca em
diferentes sistemas de preparo do solo e manejo da fertilidade

Distancia Euclidiana

SA-T
SA-M+P -J

SA-T

SA-M+CaCO,
SA-M+P+CaCO,+P _J

ST-M

ST-M+P

STT

ST-M+CaCO,
ST-M+P+CaCO_+P J

Sistema de preparo do solo: ST- Sistema tradicional com uma gradagem leve antes do plantio;
SA- Sistema alternativo sem revolvimento do solo. Manejos da fertilidade: Testemunha (T);
Mucuna preta (M); Mucuna preta e fésforo (M+P); Mucuna preta e calcario (M+CaCO,); Mucu-
na preta, fésforo e calcario (M+P+CaCO,).

O indice Shannon indicou diferengas na diversidade entre os
sistemas de preparo do solo, ST e SA, apenas quando calcario foi adicionado.
Foi indicada uma diversidade superior nos tratamentos em que foi aplicado

calcario, no sistema alternativo de preparo do solo (Tabela 2). A exemplo dos



TOPICOS EM BIOTECNOLOGIA E BIODIVERSIDADE: Pesquisas e Inovagdo na Amazonia Sul Ocidental

atributos dos solos, aparentemente ndao houve efeito da adubacdo verde e

nem da adubag¢do mineral com a aplicagdo do fosfato.

Tabela 2. indice de diversidade genética da comunidade bacteriana de um
Argissolo Amarelo distréfico (0-10 cm) obtido por perfis de PCR-DGGE em
cultivo de mandioca com diferentes sistemas de preparo do solo e manejo
da fertilidade

Manejo T M M+P M+CaCO, M+P+CaCo,
Shannon (H)

ST 2,865 +0,081 2,967+0,075 3,003+0,074 2,415+0,081 2,682+ 0,078

AS 2,917 £0,079 3,015+0,071 2,970+0,069 3,130+ 0,066 3,086+ 0,069

Sistema de preparo do solo: ST- Sistema tradicional com uma gradagem leve antes do plantio;
SA- Sistema alternativo sem revolvimento do solo. Manejos da fertilidade: Testemunha (T);
Mucuna preta (M); Mucuna preta e P (M+P); Mucuna preta e calcario (M+CaCO,); Mucuna
preta, fésforo e calcario (M+P+CaCO,).

Segundo Gil et al. (2011), as altera¢des na estrutura do solo devido
ao intenso revolvimento afetam a percolagdo de dgua, temperatura, aeragdo
e aumentam a erosdo do solo, reduzindo significativamente as comunidades
microbianas. Em contrapartida, sistemas de manejo com menor grau de
revolvimentodosolofavorecemaformacaoeestabilizacdo de macroagregados
(SILVA et al., 2014), que aliada a protecdo do solo mediante cobertura, resulta
em maior reten¢do de umidade, maior efeito rizosférico das culturas, maior
disponibilidade de matéria organica, melhores condicdes quimicas e fisicas
do solo, e reducao de temperaturas extremas, proporcionando protecao ao
habitat dos microrganismos do solo, o que contribui para a maior diversidade
microbiana nesses sistemas (GIL et al., 2011).

Embora no presente trabalho ndo ter sido constatado diferengas
no aporte maior da matéria organica entre sistemas de preparo do solo
nem com aplicacdo de fertilizantes e corretivo, os outros fatores benéficos
proporcionados pelo sistema sem revolvimento do solo, favoreceu a maior
diversidade bacteriana no SA quando foi adicionado o calcario.

A comunidade bacteriana responde tanto as praticas de preparo
do solo, como também aos fatores ambientais, como o pH; solos com pH
superior a 6,0 favorecem a diversidade bacteriana, enquanto em que pH
acido a populagdo bacteriana é reduzida (XUE et al., 2010). Dessa forma,



TOPICOS EM BIOTECNOLOGIA E BIODIVERSIDADE: Pesquisas e Inovagdo na Amazonia Sul Ocidental

os tratamentos com aplicacdo de calcario contribuiram para a elevacdo do
pH que, aliado ao SA com menor mobilizagdo do solo, resultaram em maior
diversidade da comunidade bacteriana do solo. Dentro de cada sistema de
preparo do solo houve separacdo dos tratamentos com e sem calcario, similar
ao agrupamento dos atributos quimicos obtidos com a analise discriminante
canonica (Figura 2).

Quanto ao uso do calcério, Xue et al. (2010) avaliaram diferentes
doses de calcério que variaram de 0 a 6,4g CaCO,/kg de solo na atividade
microbiana do solo. Nas doses de calcario de 0 a 3,2g CaCOS/kg de solo
foi observado aumento da atividade microbiana, porém, doses superiores
promoveram um decréscimo na atividade microbiana do solo. No presente
estudo, a concentracdo utilizada foi de 3,0g CaCo, kg? de solo, considerando
gue as amostras analisadas foram da profundidade de 0-10cm e o calcdrio
aplicado alango e, de acordo com o intervalo de estudo de Xue et al. (2010), a
diversidade deveria ser maior nos tratamentos com aplicacdo de calcario, fato
constatado apenas no sistema alternativo, no qual ndao houve revolvimento
do solo. Neste trabalho a adicdo de calcario teve papel modulador na

diversidade.

CONSIDERACOES FINAIS

1. Ndo houve influéncia, apdés quatros anos da instalacio do
experimento, do sistema de preparo do solo, da adubagdo verde e
nem da adubac¢do mineral fosfatada nos atributos quimicos do solo.

2. A calagem influenciou nos atributos quimicos do solo, aumentando
os teores de alguns cations e pH e reduzindo os teores de aluminio,
acidez potencial e a disponibilidade de fésforo.

3. O sistema de preparo do solo combinado com a calagem influenciou
positivamente na diversidade bacteriano do solo, sendo maior no

sistema sem revolvimento do solo.
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AVALIACAO DA QUALIDADE
AMBIENTAL DE IGARAPES:

alternativas para o oeste amazonico

Diego Viana Melo Lima

Lisandro Juno Soares Vieira

s recursos naturais estao diretamente relacionados as necessidades

da humanidade. Pode-se afirmar que a sobrevivéncia do homem

é uma questdo indissocidvel ao meio em que ele esta inserido, le-
vando-o a interagir de maneira mais direta nesses ambientes, promovendo
mudancas (em muitos casos profundas e irreversiveis) para atender aos seus
diferentes anseios (AMARAL et al., 2015; FEIO et al., 2016).

Entre os recursos naturais mais afetados pelas a¢cdes antrdpicas estao
os ambientes aquaticos nas suas mais diversas formas de existéncia (lagos,
acudes, reservatorios, rios, riachos, bacias etc), onde é possivel perceber mu-
dancas na fisionomia, qualidade e estrutura da biota (RUARO et al., 2016).

Atividades como agricultura, pesca, recrea¢ao, mudancgas no uso do solo,
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substituicdo/remocdo da vegetacdo das margens (também denominada ri-
picola) e contaminagao por insumos agricolas compdem a lista de a¢bes que
danificam o meio ambiente.

Por conta desses multiplos impactos ao ambiente aquatico, vérios
pesquisadores no mundo voltaram sua aten¢do para a criacdo de mecanis-
mos conservacionistas eficazes na tentativa de avaliar, monitorar e recuperar
esses ambientes ou ainda evitar que esses impactos acontecam. Na maioria
dos casos, as acdes de recuperacao ambiental sao mais volumosas do que
a prevencdo, o que tem levado os ecdlogos de riacho a desenvolverem um
conjunto de ferramentas para avaliar a qualidade desses ambientes (MELO
et al.,, 2015).

No Brasil, ha um crescimento consideravel em praticas que visam de-
senvolver ferramentas capazes de avaliar a qualidade ecoldgica das aguas, par-
tindo das avaliagGes estritamente abidtica para uma abordagem mais robus-
ta que leva em consideracdo a fauna que ocupa esses locais, cujos efeitos de
mudancas em varidveis ambientais podem ser refletidos diretamente sobre as
assembleias presentes nesses habitats (VIEIRA; DIAS-SILVA; PACIFICO, 2015).

Vdrios grupos bioldgicos sdo sugeridos por diferentes pesquisadores
tais como peixes, algas, macrdfitas aqudticas e invertebrados. Todos esses
seres vivos apresentam diferencas em seus atributos e/ou comportamentos
mediante alteragbes ambientais, de sorte que as espécies que sdo mais sen-
siveis a essas mudancas tendem a reduzir sua abundancia ou até desaparecer
quando submetidas a poluicdo e outras com caracteristicas mais generalistas
(ou tolerantes) aumentam drasticamente sua abundancia em ambientes inds-
pitos. Diante desse tipo de comportamento, surge o conceito de bioindicador,
ou seja, organismos que sao capazes de alterar suas abundancias mediante as
alteracbes que ocorrem no ambiente (BUSS et al., 2015; MELO et al., 2015).

Isto posto, esse capitulo tem a finalidade de expor uma revisdo da
literatura sobre o uso de indices bidticos com uso em sistemas |dticos (rios,
riachos e igarapés) de dgua doce no Brasil, com foco em macroinvertebrados
bentdnicos (MIB) como fundamento desses indices. Essa busca objetivou com-
preender quais as alternativas presentes nos diferentes estados com potencial

uso para o oeste Amazdnico, mais especificamente para o estado do Acre.
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Para tanto, esta revisao literdria se baseou em artigos cientificos pre-
sentes nas bases de dados da Web of Science, Scorpus e Scielo, no periodo
entre 2010 a 2016. As palavras-chave utilizadas foram “biotic index”, “benthic
quality index” e “macroinvertebrates benthic”. Foram critérios de exclusao:
artigos cujos autores ndo disponibilizaram a versdao completa e os que ndo

aplicaram pelo menos um indice bidtico.

POR QUE USAR iNDICE BIOTICO?

O indice bidtico é uma ferramenta bastante util para avaliacdo de
gualidade ambiental (BRAUKO et al., 2016; DOCILE et al., 2016). Tais indices
podem utilizar diferentes espécies com caracteristicas especificas, capazes
de refletir oscilagées na abundancia, presenca/auséncia e comportamentos
variados em funcdo das mudangas que ocorrem na vegetacdo do entorno.
Entre as inUmeras espécies existentes na agua doce, ha forte propensao para
o uso de macroinvertebrados benténicos pois apresentam respostas a dife-
rentes impactos (AMARAL et al.,, 2015; GIMENEZ; LANSAC-TOHA; HIGUTI,
2015; MELO et al., 2015).

Mas a escolha de um grupo de organismos que atendam as exigén-
cias de um indice bidtico ndo é uma tarefa facil. E importante que se conheca
varias informacdes sobre esses seres vivos e a logistica associada ao seu es-
tudo (taxonomia, estrutura de laboratdrio para andlises, equipamentos). Por
isso, deve-se preocupar se esse organismo é vidvel para estudos laborato-
riais, compreendendo melhor as caracteristicas ecoldgicas e se eles respon-
dem de maneira mais rapida possivel as mudangas no ambiente através de
alteragdes na sua comunidade (AGUIAR et al., 2015; YOSHIDA; ROLLA, 2012).

Com isso, pode-se afirmar que um indice bidtico integra respostas
de vérios componentes de assembleia (composicdo, guildas tréficas, riqueza,
dominancia, diversidade) os quais relacionam-se diretamente com os impac-
tos causados por pressées antropogénicas, permitindo a correta tomada de
decisdo com base em um Unico valor representativo dessas condi¢gdes am-
bientais com acurdcia aceitavel e baixo nivel de erro (COPATTI et al., 2013;
COUCEIRO et al., 2012).



TOPICOS EM BIOTECNOLOGIA E BIODIVERSIDADE: Pesquisas e Inovagdo na Amazonia Sul Ocidental

Outrossim, os indices bidticos sdo capazes de revelar uma resposta
integrada da multiforme pressdao gerada pelas atividades humanas, evitan-
do interferéncias ambientais comuns a comunidade biolégica como o feito
de escalas espaciais e temporais (MELO et al., 2015; MOLOZZI et al., 2012;
SUGA; TANAKA, 2013). O poder e capacidade de resposta de um indice bioti-
co permite a instalagao de grandes programas de monitoramento, por exem-
plo, os programas da Australia (AUSRIVAS), Europa (RIVPACS) e América do
Norte (EPA) (BAILEY; LINKE; YATES, 2014; GRABOWSKI; GURNELL, 2016; PAR-
DO et al., 2012; VISINSKIENE; BERNOTIENE, 2012).

O volume crescente de publicagdes evidenciam a importancia dessa
ferramenta e sugerem que essa técnica estd consolidada para além dos limites
da academia e sua aplicacdo possui boa acuracia (BUSS et al., 2015; OLIVEIRA et
al., 2011b). Por exemplo, a escolha de areas de referéncia com baixo ou nenhum
impacto sdo utilizadas para avaliar outros ambientes que estejam sujeitos a al-
gum tipo de alteracdo antropica como desmatamento, agricultura, poluicdo ou
alteracdo do uso do solo (BAILEY; LINKE; YATES, 2014) (Figura 1).

Figura 7. Uso de indice biético ou métricas de macroinvertebrados bent6-
nicos (MIB) na determinagdo de impactos ambientais (exemplo hipotético)
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A escolha dessas areas de referéncia deve seguir a escolha de multi-
plos critérios ambientais de maneira que o indice bidtico ou métrica de MIB
devem refletir apenas o impacto e ndo as mudancas naturais. Por isso, a co-
munidade de macroinvertebrados bentonicos encontrada em rios, riachos,
lagos tem se destacado como principal grupo de organismos para composi-
¢do de indices bidticos robustos (BAPTISTA et al., 2011). Mesmo diante dessa
realidade, o Brasil ainda ndo apresenta um programa nacional de biomonito-
ramento, apesar do crescimento do niumero de trabalhos sobre indices bié-
ticos. Algumas métricas tem ganhado forga e integram os principais indices
aplicados a rios e lagos ou sob ajustes no Brasil como o uso de diversidade
funcional e filogenética (SIQUEIRA; LACERDA; SAITO, 2015).

ESPACIALIZACAO DAS APLICACOES DE iNDICES BIOTICOS NO BRASIL

Nos ultimos cinco anos o numero de publicagdes envolvendo indices
bidticos com uso de macroinvertebrados no Brasil concentrou-se predomi-
nantemente em quatro regides: Sudeste, Sul, Norte e Centro-Oeste. A regidao
Sudeste teve maior volume de publicacdes com 67% de todos os trabalhos
realizados no pais, tendo o estado de Minas Gerais como o principal estado a
publicar essas pesquisas (figura 2). Nesse estado, o principal impacto analisa-
do foi a urbanizagdo com pouco mais de 50% dos casos (AMARAL et al., 2015;
FEIO et al., 2016; FERREIRA et al., 2015; LIGEIRO et al., 2013; MOLOZZI et al.,
2012; TANAKA et al., 2016).

O estado do Rio de Janeiro foi responsavel por 22% da produgdo cien-
tifica sobre indice bidtico, com aplica¢cdes dessa ferramenta em andlises de
gualidade ambiental de riachos em regiGes sob o efeito do desmatamento e
da urbanizagdo (BAPTISTA et al., 2011, 2013; DOCILE et al., 2016; OLIVEIRA et
al., 2011a, 2011b). No estado de Sdo Paulo houve maior variedade de impac-
tos analisados pelos indices bidticos. Além de contar com a andlise em areas
desmatadas e sob efeitos dos processos de urbaniza¢do, identificamos o uso
de indices bidticos em riachos dentro de areas de plantio de monocultura de
cana-de-agucar (SAITO; SIQUEIRA; FONSECA-GESSNER, 2015; SUGA; TANAKA,
2013; VALENTE-NETO et al., 2015; YOSHIDA; ROLLA, 2012).

A regido Sul apresentou o segundo maior volume de publicagdes com
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15% do total nos ultimos cinco anos, dos quais 11% foram publicados no
estado do Parana (BAGATINI; DELARIVA; HIGUTI, 2012; BRAUKO et al., 2016;
FOGACA et al., 2013; GIMENEZ; LANSAC-TOHA; HIGUTI, 2015). Essas publi-
cacdes concentraram-se praticamente na avaliacdo dos impactos da urba-
nizagdo, e em menor uso para analise do efeito do desmatamento sobre a
gualidade ambiental. J4 o Rio Grande do Sul apresentou apenas um trabalho
envolvendo esse tema buscando testar a robustez de indices bidticos com

uso de macroinvertebrados bentonicos (COPATTI et al., 2013).

Figura 2. Distribuicdo do percentual de publicagdes sobre indices bidticos
no Brasil com uso de macroinvertebrados benténicos, durante o periodo de
2010 a 2016.
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E por fim, a regido Centro-Oeste apresentou apenas um artigo nos
ultimos cinco anos abordando envolvendo o tema indice bidtico com uso de
macroinvertebrados (GODOY et al., 2016), seguindo a tendéncia dos demais
estados do pais, o impacto submetido a andlise foi a urbanizacdo.

Com isso, verifica-se que apenas oito estados brasileiros apresenta-
ram estudos com uso de indice bidtico, e ha muitas lacunas para ciéncia. O
bioma Mata Atlantica é o mais contemplado com publicacGes corresponden-

do a 81% do volume total. O Nordeste ndo teve publicacdes e o centro-oeste
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com apenas com a publicacdo do estado de Goias (figura 1). O bioma Ama-
z6nia possui a maior diversidade de seres vivos do planeta e teve poucos
avancgos na publicagdo de andlises envolvendo indices bidticos.

O estado do Acre integra a lista de locais com caréncia de publicacGes
sobre essa tematica. Quando consideramos o periodo de amplo desenvolvi-
mento de atividades produtivas, incentivadas especialmente pela politica de
governo atual, concordamos com a ideia de que o uso de indices bidticos se
tornou uma demanda essencial para a qualidade ambiental no estado.

iNDICES BIOTICOS: UM MUNDO DE ALTERNATIVAS

Mas qual o indice bidtico que deve-se utilizar no Brasil? Ha congruén-
cia entre eles? Existe um padrao estabelecido para o Brasil que se aplica para
o estado do Acre? A resposta a essas perguntas ainda parece incerta.

Em geral, as avaliagGes de qualidade ambiental sdo realizadas com
base em multiplas métricas de macroinvertebrados bentonicos, de modo
gue as de maior acurdcia sdo utilizadas na constru¢do ou adequacdo de in-
dices bidticos. Durante a pesquisa bibliografica foram identificados 77 tipos
distintos de métricas aplicadas a pelo menos uma vez. A quantidade dessas
métricas geralmente é reduzida em fungao da similaridade entre elas, o que
produz redundancia na analise.

Aqui aplicamos a técnica de percentis, de maneira que apenas as
métricas acima do percentil 75 foram determinadas como de uso frequen-
te, reduzindo esse numero para apenas 18. As métricas selecionadas foram:
% Chironomidae, % Coleoptera, % Diptera, % Ephemeroptera, % EPT (Ephe-
meopretra, Plecoptera e Trichoptera), % Fragmentador, % Plecoptera, % Pre-
dador, % Raspador, % Trichoptera, diversidade, equitabilidade, abundancia de
grupos funcionais tréficos, riqueza taxonémica, riqueza EPT (Ephemeopretra,
Plecoptera e Trichoptera), Riqueza de familias, Riqueza de familias de Plecop-
tera e Riqueza de familias de Trichoptera.

Essas métricas devem ser submetidas a andlises multivariadas para
selecdo das potenciais medidas aplicaveis a indices bidticos. As métricas com
maior nimero de repeticdes sdo a diversidade (aqui aplicada a géneros e

familias), riqueza taxon6mica e grupos funcionais tréficos. No entanto, é
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possivel identificar um padrdo entre os principais grupos utilizados nessas
métricas como é o caso da familia Chironomidae e das ordens Plecoptera,
Ephemeroptera, Trichoptera.

Quanto aos indices bidticos, registramos a ocorréncia de 14 indices
gue vdo desde o uso de modelos tradicionais como o Biological Monitoring
Working Party (BMWP) com maior frequéncia de uso, até modelos menos
aplicados como o indice BENTIX. O indice mais testado no Brasil € o BMWP
e suas variacdes, sendo o seu uso registrado para os estados de Minas Ge-
rais, Sdo Paulo, Rio Grande do Sul e Parana. Este indice fundamenta-se no
uso de macroinvertebrados aquaticos, aplicando escores a familias de MIB,
seguindo um gradiente de tolerdncia dos organismos quanto a poluicdo or-
ganica. Esses escores oscilam em uma escala que varia de 1 (mais tolerante)
a 10 (mais sensivel). Os organismos amostrados sdo entdo submetidos a essa
pontuacdo e a soma final desses escores sdo incluidos em uma das cinco
classes existentes: muito critica, critica, duvidosa, aceitavel e boa (BAGATINI;
DELARIVA; HIGUTI, 2012; MOLOZZI et al., 2012).

CONSIDERAGOES FINAIS

A pratica de indices bidticos para avaliacdo da qualidade ambiental
de sistemas aquaticos ldticos esta consolidada no mundo e no Brasil, entre-
tanto, aqui ainda se necessita de estender suas aplicagGes aos diferentes bio-
mas e localidades afim de verificar o comportamento desses medidores.

Grande parte das publicacdes sobre essa tematica ainda se concen-
tram na regido Sudeste, porém, é possivel notar uma tendéncia a dispersdo
dessa pratica para o Sul e Norte. Alids, no Norte do pais verifica-se que o
grupo de pesquisa do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénicas (INPA)
é o pioneiro nessa tematica e possuem o maior volume de publicacdes nesse
bioma Amazonia.

No estado do Acre, os estudos com avaliacdo de qualidade ambien-
tal com uso de MIB é lacunar e demanda maior concentragdo de pesquisas
uma vez que, a exemplo de toda a Amazonia, também sofre com problemas
relacionados com o desmatamento e a urbanizacdo, sempre préoximos aos

principais rios e igarapés, além de suas nascentes.
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Outrossim, essa revisdo nos permitiu direcionar 18 métricas e um in-
dice bidtico que podem ser aplicados para fins de validagao de sua acurdcia, o
que ndo impede a aplicacdo de outros indices que também foram frequentes
como o IBE-IOC (indice Bidtico Estendido - Instituto Oswaldo Cruz) identifi-
cado em 4 trabalhos, todos no Rio de Janeiro. Recomenda-se que qualquer
avaliagdo para o oeste Amazodnico tenha que partir desse grupo de métricas
e indices bidticos, considerando que o uso dos demais tornaria a andlise re-
dundante.

Embora o uso de indices bidticos tenha uma elevada amplitude de al-
ternativas de aplica¢Oes, durante esse periodo foram avaliados praticamente
quatro impactos: desmatamento, urbanizacdo, agricultura e pastagem. No
oeste Amazonico, é possivel identificarmos todos esses impactos com maior
ocorréncia de desmatamento e pastagem, especialmente nas regides do Alto
e Baixo Acre.

Assim, cabe aos pesquisadores de riacho realizar estudos que veri-
fiquem se todas essas métricas terdo a mesma acuraria para identificar im-
pactos antropicos como desmatamento e urbanizagdo e atribuir os escores
aos taxons identificados na regido, comparando com dreas de referéncia e
areas impactadas, com o intuito de estabelecer o perfil de pontuacdo dessas
familias para aplicacdo adequada do indice BMWP, considerando ainda as
especificidades locais como tipologia de agua e tipologia florestal (ROQUE et
al., 2012).
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EUCALIPTO NO BAIXO ACRE:

as ameacas fitossanitarias na implantacao
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crescente consumo de madeira e seus derivados, no Brasil, gerou a

necessidade de introduzir, nos programas de reflorestamento, espé-

cies florestais de alta produtividade, que permitam um ciclo de corte
relativamente curto, associado as boas caracteristicas silviculturais.

O género Eucalyptus tem merecido destaque em programas de re-
florestamento, por se tratar de uma espécie de rapido crescimento, grande
incremento de matéria seca, facilidade de manejo, diversidade de espécies,
atendimento a uma ampla gama de propdsitos industriais, além da elevada
producdo de sementes e facilidades de propagacao vegetativa.

O género Eucalyptus pertence a familia Myrtaceae, ordem Myrtales

das Angiospermas, que possui um grande nimero de espécies. E nativo da
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Australia e amplamente difundido nos trépicos. A introducdo de espécies
oriundas de outras regides é sempre um processo que requer estudos dire-
cionados a avaliacdo da sua capacidade de adaptacdo e sobrevivéncia, bem
como seus reflexos sobre a produtividade econémica, tendo em vista as con-
dicbes edafo-climaticas, especificas da regido onde a espécie serd inserida.

Quanto ao crescimento da area plantada, os estados que apresen-
taram maior crescimento foram Mato Grosso do Sul (18,4%) e Tocantins
(39,6%) (ABRAF, 2013). Os plantios florestais, via de regra, sdo impulsionados
por empresas consumidoras da madeira (IBA, 2014), tendo a eucaliptocultu-
ra um importante papel na economia do pais.

Em 2008, o Brasil apresenta segundo lugar entre os produtores mun-
diais de celulose e de interesses de investimentos no setor florestal. A produ-
tividade florestal em 2015 do Brasil foi de 39 m* de eucalipto com casca/ha,
gerando aproximadamente 50.000 empregos diretos (IBA, 2015).

A regido Amazonica ainda ndo apresenta significancia no cenario na-
cional quando se trata de area cultivada, muito menos sobre o conhecimento
de espécies ou clones mais indicados para cada cenario amazoénico, principal-

mente se tratando de doencas fitopatoldgicas.

O ESTADO DO ACRE

O estado do Acre constitui uma das unidades da federagdo com
maior proporgao de drea ocupada com florestas equatoriais, cerca de 80% de
seu territério (IBGE, 2015).

Ainda se destaca o crescimento da agricultura entre 1975 e 2015,
constatado pelo aumento dos cultivos permanentes, que passaram de 2%
para mais de 15%. Apesar de ainda pouco significativo no total, esses cultivos
ja ultrapassaram o valor do extrativismo e podem refletir um caminho impor-
tante no sentido de se implantar uma agricultura de maior valor agregado e
menor impacto ambiental, considerando-se que o aumento na composi¢ao
do valor dos cultivos permanentes se deu a partir de um aumento relati-
vamente pequeno de area plantada, passando de uma porcentagem quase

insignificante para apenas 2% da area antrdpica total.
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O EUCALIPTO NO ACRE

O Acre é um estado com grande potencial para o cultivo do eucalipto
(Eucalyptus spp.) devido as condi¢gdes ambientais favoraveis ao desenvolvi-
mento de espécies de rapido crescimento. Os primeiros relatos de plantio co-
mercial no estado datam o ano de 2012, primeiramente destinados a bancos
de testes e observa¢do do desenvolvimento da espécie. Os principais usos
locais para o eucalipto seriam voltados a producdo de energia, madeira e
carvao vegetal. No decorrer dos plantios, empresarios e fazendeiros da re-
gido de Rio Branco, vendo a dificuldade de aquisicdo de madeira nativa para
estacas e a sua grande demanda, em 2014 iniciaram plantios com a finalidade
de producdo para estaca, que foram realizados em sistemas de integracao
pecuaria/floresta (SIVIERO et al., 2016).

Tal Estado, por se localizar em uma regido com clima quente Umido,
apresenta excelentes condi¢cdes ambientais ao desenvolvimento de doengas,
das quais tem ocorrido ataques de fitopatdégenos no campo principalmente
durante os estagios iniciais da cultura. Neste cendrio, conhecer as principais
doengas que afetam os plantios de eucalipto é fundamental para o sucesso

dos que empregam esta espécie nova no Estado.

DOENCAS FLORESTAIS FOLIARES - mancha bacteriana por Xanthomonas

Alfenas et al. (2004) alegam que a mancha foliar bacteriana incide
em mudas em viveiros e plantas jovens no campo, sendo causada principal-
mente por Xanthomonas axonopodis, que induzem lesées internervurais, en-
charcadas, que avancam para lesGes necréticas ressecadas epodem acarretar
desfolha intensa sob condi¢Ges favoraveis da doenca.

Na cultura do eucalipto, o controle da bactéria em sido executado
por praticas de manejo que reduzam as fontes de indculo e as condicdes
favoraveis para a infecgdo. A pratica inclui a eliminacdo de folhas e plantas
doentes, utilizacdo de irrigacdao por gotejamento ou subirrigacdo, a propa-
gacdo de clones suscetiveis em periodos desfavoraveis a infec¢do, o uso de
cobertura em viveiros, o uso de material propagativo e ferramentas livres do
patogeno (ALFENAS et al., 2009).
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Silva (2007) afirma que ndo se tem conhecimento necessario sobre o
processo de infec¢cdo e colonizagdo das bactérias, apesar da importancia no
cenario atual, sendo de fundamental importancia o estudo da relacdo paté-
geno-hospedeiro para embasar as estratégias de controle.

De acordo com Romeiro (1995), a mancha foliar no eucalipto inicia-
se com manchas cloréticas que avangam sucessivamente para anasarca, ne-
crose e desfolha. A partir de pontos de infeccdo de 1 mm de didametro, do
tipo anasarca, é possivel notar a mancha bacteriana em folhas de Eucalyptus
ssp. evoluindo para pontos mais escuros, sendo visiveis contra a luz, a olho
nu (GONCALVES, 2003).

Ha algumas diferencas sintomatolégicas que podem ser observadas
dependendo da espécie de Eucalyptus spp., da idade da folha e do estagio de
desenvolvimento da lesdo (GONCALVES, 2003).

Segundo Gongalves (2003), manchas foliares causadas por bactérias
no Eucalyptus caracterizam-se por anasarca, halos clordticos, lesGes angula-
res, lesdes longilineas nas bordas das folhas, perfuragdes no limbo foliar, ne-
crose na porgao superior do limbo e lesdes no formato de espinhas de peixe
ao longo da nervura principal.

Gongalves (2003) ainda afirma que, numa abordagem complemen-
tar, o uso de técnicas moleculares e bioquimicas é o método mais adequado
para a identificacdo de microrganismos.

De acordo com Swings e Civerolo (1993), no género Xanthomonas ha
isolados avaliados como patdgenos oportunistas, os quais se associam com
Pseudomonas siryngae ou com outros patdgenos causadores de mancha fo-

liar.

DOENCAS FLORESTAIS FOLIARES - ferrugem (Puccinia psidii)

A ferrugem do eucalipto causado pelo fungo Puccinia psidii é uma
enfermidade relativamente nova em nosso estado. A ocorréncia desta doen-
¢a se da no inicio da década de 1970, no litoral do Espirito Santo, avangan-
do gradativamente por todo sudeste do pais, chegando ao estado do Acre a
partir do ano de 2012, juntamente com os primeiros plantios comerciais de

eucalipto no estado.
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Em 2013, na regido de Rio Branco, capital do estado do Acre, surgi-
ram os primeiros relatos de ferrugem em plantios jovens de Eucalyptus ssp.
Em 2014, surgiu novo surto de maiores proporc¢des, atacando a mesma es-
pécie, comecando assim os estudos inicias do desenvolvimento da doenca e
suas proporc¢oes epidemiolégicas. As localidades produtoras de eucalipto no
Acre estdo proximas das coordenadas 92 52’ Latitude S e 672 47’ Longitude
W e, segundo Képpen (1948), contidas na mesma Regido Bioclimatica, com
altitude variando de 150 a 200m, temperatura média anual de 26 a 2929C.

A precipitacdo anual é de até 2000 mm, apresentando déficit hidrico
de 350 mm no periodo de verdo amazonico. O tipo de clima destas regides
é o equatorial. Assim, observando as caracteristicas climdticas, observa-se
a importancia da ferrugem, visto que a mesma apresenta desenvolvimento

ideal em ambientes assim descritos.

DESCRICAO DA DOENCA

Desde a introducdo do eucalipto (Eucalyptus spp.), para fins comer-
ciais, o género manteve-se livre de doencas até inicio de 1970, contudo, com
a ampliacdo das areas reflorestadas para regides quentes e Umidas, favore-
ceu o caso de varias doengas em plantios com procedéncias de clones susce-
tiveis e também nos ciclos sucessivos da cultura. Dentre estas doencas nota-
se a ferrugem causada por Puccinia psidii (TEIXEIRA et al., 2005).

Florestas industriais de eucalipto, geralmente estabelecidas de gran-
des plantios clonais, estdao distribuidas largamente em regides tropicais e
subtropicais do mundo, como Brasil, Australia e Africa do Sul. Essas regides
sdo favordveis a doenca da ferrugem causada por Puccinia psidii Winter (AL-
VES, 2008).

Teixeira et al. (2005) afirmam que a ferrugem tem ocorrido em mini-
jardins clonais, que sao destinados a producao de brotos para miniestaquia e
tem afetado a multiplicacdo clonal do eucalipto.

Segundo Santos et al. (2011) a ferrugem do eucalipto é a principal
doenca do género Eucalyptus, o que vem aumentando a preocupacao no se-

tor florestal, quanto a questdo sanitaria dessa cultura.
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De acordo com Masson et al. (2007) e Brito (2013), esta doencga vem
sendo considerada como um dos principais problemas limitantes da cultura,
trazendo aos plantios danos bruscos, causando a reduc¢do da producdo de
celulose.

Furtado et al. (2009) e Brito (2013) apontam que 0s prejuizos em
produtividade causados pela doenga podem chegar até a 30% do incremento
anual das arvores.

Os sintomas primarios da doencga ocorrem nos tecidos jovens de fo-
Ihas e caule ainda em desenvolvimento. Iniciam-se por pontuacdes clordticas
gue se transformam em pustulas ou soros, onde se expdem, com o rom-
pimento de epiderme, massas pulverulentas de uredosporos de coloragdo
amarelo vivo. Estas pustulas podem se coalescer, recobrindo a superficie das
brotagGes do eucalipto quando o ataque é intenso. Em consequéncia, os te-
cidos afetados morrem e secam adquirindo coloragao negra, como se fossem
queimados. Dependendo das condi¢des ambientais, a planta pode reagir
emitindo novas brotagdes.

Com o desenvolvimento das folhas e do caule, a massa amarela de
esporos desaparece dando lugar a lesGes salientes, rugosas, de coloragao mar-
rom. Nas folhas, estas lesdes aparecem dispersas em ambas as faces do limbo
e, as vezes, sobre a nervura principal. Sdo comumente delimitadas por um halo
escuro, arroxeado. Nos ramos, a caracteristica verrugosa das lesdes se torna
bastante tipica. Com o ataque, que se da antes das folhas completarem o seu
desenvolvimento, estas frequentemente acabam ficando deformadas.

Plantas altamente susceptiveis podem ter o seu crescimento com-
prometido pela doenca, sofrendo um enfezamento quando severamente
atacadas. Estas plantas podem ser dominadas pelas adjacentes que, menos

afetadas ou sas, continuam crescendo normalmente.

ETIOLOGIA

Puccinia psidii produz dois tipos de esporos: uredosporos e teliospo-
ros. Os uredosporos, que se formam durante a fase favoravel ao desenvolvi-
mento do fungo, apresentam forma variavel predominando os globosos, elip-

ticos, piriformes e angulosos, medindo 14-20 x 1827 micra. Sdo equinulados
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e apresentam epispério hialino. Os teliosporos sdo de ocorréncia mais rara,
formando-se sob condi¢des desfavoraveis ao patégeno, frequentemente nos
mesmos soros onde se formam os uredosporos. Os teliosporos sdo bicelu-
lares, de forma variavel, predominando os elipticos e oblongo-ovais. Desco-
nhece-se a existéncia de hospedeiros alternados do patégeno. Os ataques
mais severos ocorrem em plantagdes jovens, com 3 a 12 meses de idade, sob
condicOes ambientais favoraveis.

Embora ndo existam estudos especificos a respeito dos efeitos do
ambiente sobre a doenca no eucalipto no estado do Acre, com base nas ob-
servagdes feitas, a ocorréncia de temperaturas moderadas e elevados indices
de umidade relativa do ar sdo os fatores criticos que condicionam ataques

mais severos.

RELATOS EM PLANTIOS JOVENS NO ESTADO DO ACRE

Nas observacbes de campo, realizadas a partir de 2014 por Siviero et
al. (2015) constatou-se que os sintomas apresentados pelas plantas de Eu-
calyptus urophilla, Clones H13, GG100 e 1144 (Figura 1), afetadas pela ferru-
gem, caracterizavam-se por atrofiamento e enrugamento das folhas, surgin-
do nas extremidades dos ramos (tecidos jovens) “verrugas” caracteristicas,
acarretando seca nos ponteiros e perda da dominancia apical.

Apds o primeiro ataque, é comum ocorrer recuperagao das plantas
e a formacgdo de novos ramos, que normalmente sdo reinfestados, dando
margem ao aparecimento de outros, de maneira que a planta assume um
aspecto de superbrotacdo (BRITO, 2013).

Além destes sintomas, a enfermidade caracteriza-se com o apareci-
mento de pustulas de ferrugem contendo massa de cor amarelo alaranjado
de uredosporos de Puccinia psidii, sempre em tecidos jovens. A doenca pode
iniciar-se em viveiro, porém nao foi observada nessa fase, devido a aquisi¢cdo
das mesmas serem feitas de empresas fora do estado do Acre, sendo o ates-
tado fitossanitario desconhecido. No campo foram observados, em algumas
espécies, os primeiros sinais a partir do segundo més de plantio, chegando
até aos 2 anos, periodo de avaliagdo, considerado um ataque prolongado
para o estado do Acre (SIVIERO et al., 2015).
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Figura 1. Plantas atacadas pela ferrugem no Acre

a) Folha com ferrugem (Puccinia psidii); b) Folha com pustulas de ferrugem (Puccinia psidii);

c) Folhas com Puccinia psidii; d) Arvore atacada por ferrugem (Puccinia psidii); e) Plantio de
Eucayiptus uruphyilla ; f) Plantio de Eucalyptus uruphyilla.

IDENTIFICACAO DO PATOGENO NO ACRE

Segundo Siviero et al. (2015) a presenca do patdgeno Puccinia psidii
foi atestada em campo pelos relatos acima descritos e confirmada em labora-
tdrio apds analise de materiais infectados, medindo os urediniosporos e ob-
servando sua forma, ja que, segundo Ferreira (1989), a doenca na cultura do
eucalipto ocorre no estagio uredinial sob condi¢Ges naturais. Os urediniéspo-
ros (Figura 2) variam quanto a forma (piriformes, esféricos ou ovalados), com

pequenas verrugosidades na parede externa, medindo 10-20 um x 15-25 um.



TOPICOS EM BIOTECNOLOGIA E BIODIVERSIDADE: Pesquisas e Inovagido na Amazénia Sul Ocidental

Figura 2. Identificacdo da ferrugem no Acre

a) uredinidsporos; b) pustulas de ferrugem sob folha de eucalipto.

A relacdo entre as condig¢Oes climaticas presentes nas areas de cul-
tura e a ocorréncia de doencas é importante ferramenta deciséria para os
programas de reflorestamento e de controle (VALE et al., 2004). O zoneamen-
to climatico pode reunir informacdes de condi¢des favoraveis a ferrugem e
indicar as dreas de risco e classifica-las em baixo, médio ou alto (MASSON,
2007). Tal como o mapeamento geografico, o zoneamento de areas de risco
facilita a indicagdo de espécies ou clones de eucalipto em fungao de seu grau
de suscetibilidade a ferrugem. Dentro da busca do conhecimento do clima
e sua relacdo com a ocorréncia de doencas, também tém sido discutidos os
efeitos das mudancas climaticas globais sobre as doencas de plantas (VALE et
al., 2004; HAMADA; GHINI, 2008). Em especial sobre a ferrugem do eucalipto,
Furtado et al. (2008) apresentaram algumas consideragdes sobre os possiveis
impactos. Assim, sera possivel antever os impactos das mudancas climaticas
sobre o eucalipto e ferrugem, em cenarios futuros do clima na Terra.

O efeito das mudancgas climdticas no meio ambiente pode influenciar
o comportamento dos organismos que agem sobre as plantas, isto é, como
os geradores de doencas e pragas de cada cultura (HAMADA et al.,2006; BRI-
TO, 2013). E necessario analisar de que forma as variaveis ambientais afetam
o desenvolvimento do patdgeno, para estimar os impactos das alteragdes
climaticas sobre as doencas de plantas. (TARDIVO; GHINI; HAMADA, 2010).
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CONSIDERAGOES FINAIS

1 — Observou-se que, nas espécies e procedéncias de Eucalyptus ssp im-
plantadas no Acre houve progressao da doenca;

2 — E evidente o potencial de risco da enfermidade, nas condi¢des cita-
das;

3 — Tornam-se necessarios estudos de introducdo de espécies e proce-
déncias resistentes ao patégeno;

4 — Constatou-se que a ferrugem afeta o desenvolvimento das plantas de

Eucalyptus spp.

REFERENCIAS

ALFENAS, A. C.; ZAUZA, E. A. V.; MAFIA, R. G.; ASSIS, T. F. Clonagem e doengas do
eucalipto. 2.ed. Vigosa: Editora UFV, 2009.

ALFENAS, A. C.; ZAUZA, E. A. V.; MAFIA, R. G.; ASSIS, T. F. Clonagem e doengas do
eucalipto. Vicosa: Editora UFV, 2004.

ALVES, A. A. Heranga e mapeamento genético da resisténcia a ferrugem (Puccinia
psidii) em cruzamentos interespecificos de Eucalyptus. 2008. 58 f. Dissertagdo
(Mestrado em Genética e Melhoramento) — Centro de Ciéncias Agrarias, Univer-
sidade Federal de Vigosa, Vigosa, 2008.

ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PRODUTORES DE FLORESTAS PLANTADAS -ABRAF. Anua-
rio estatistico. 2013. Informativo 224.

AUER, C. G.; SANTOS, A. D. Doengas em eucaliptos destinados a produgao de energia
na regido Sul do Brasil. Pesquisa Florestal Brasileira, Colombo, v. 31, p. 373-379,
2011.

BRITO, G. S. Cendrios climaticos futuros para a ocorréncia da ferrugem do eucalipto
na regido sul do Brasil. 2013. 78 f. Dissertagdo (Mestrado em Engenharia Flores-
tal) - Setor de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Parana, Curitiba, 2013.

FERREIRA, F. A. Patologia florestal: principais doengas florestais no Brasil. Vigosa:
Editora Sociedade de Investigacdes Florestais, 1989. 570 p.

FURTADO, E. L.; DIAS, D. C.; OHTO, C. T.; ROSA, D. D. Doengas do eucalipto no Brasil.
Botucatu, 2009. 74 p.

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Rio de Janeiro, 2015.

HAMADA, E.; GHINI, R.; GONCALVES, R. R. V. Efeito da mudanga climatica sobre pro-
blemas fitossanitarios de plantas: metodologia de elaboragdo de mapas. Revista
Engenharia Ambiental, v.3, p. 73-85, 2006.

HAMADA, E.; GHINI, R Cenarios climaticos futuros para o Brasil. In: GHINI, R.; HA-
MADA, E. (Org.). Mudangas climaticas: impactos sobre doengas de plantas no
Brasil. Brasilia: Embrapa Informagdo Tecnolégica, 2008, v.1, p. 25.

GONCGALVES, R. C. Etiologia da mancha bacteriana do eucalipto no Brasil. 2003. 79
f. Tese (Doutorado em Fitopatologia) — Universidade Federal de Vigosa, Vigosa,
2003.



TOPICOS EM BIOTECNOLOGIA E BIODIVERSIDADE: Pesquisas e Inovagdo na Amazonia Sul Ocidental

IBA - INDUSTRIA BRASILEIRA DE ARVORE. Anudrio estatistico BRACELPA 2014 ano
base 2013, Brasilia, DF: 2013. Disponivel em:<http://www. http://iba.org/pt/da-
dos-e-estatisticas/cenarios-iba />. Acesso em: 22 mar. 2015.

IBA - INDUSTRIA BRASILEIRA DE ARVORE. Anudrio estatistico BRACELPA 2015 ano
base 2014, Brasilia, DF: 2014. Disponivel em :<http://www http://iba.org/pt/da-
dos-e-estatisticas/cenarios-iba />. Acesso em: 04 ago. 2015.

MASSON, M. V.; OHTO, C. T.; FURTADO, E. L.; SILVA, S. A. Zoneamento climatico do
eucalipto no Estado de Sao Paulo visando o controle da ferrugem. Summa Phyto-
pathologica, v. 33, suplemento, p. 67, 2007.

ROMEIRO, S. R. Bactérias fitopatogénicas. Vigosa: Editora UFV, 1995. 367 p.

SANTOS, A. F. dos.; AUER, C. G.; WREGE, M. S.; LUZ, E. D. M. N. Impacto potencial das
mudancas climaticas sobre a gomose da acdcia-negra no Brasil. In: GHINI, R.; HA-
MADA, E.; BETTIOL, W. (Eds.). Impactos das mudancgas climaticas sobre doengas
de importantes culturas no Brasil. Jaguariuna: Embrapa Meio Ambiente, 2011,
p. 119-128.

SILVA, A. G. Histopatologia e influéncia de nutrientes na intensidade da bacteriose
foliar do eucalipto causada por Xanthomonas axonopodis. 2007. 58 f. Tese (Dou-
torado em Fitopatologia) — Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, 2007.

SIVIERO, A.; ROWEDER, R.; GOMES, N. S. B.; FURTADO, E. L.; MACEDO, P. E. F. Man-
chas foliares em plantios de eucalipto no Acre, Amazoénia. In: CONGRESSO BRASI-
LEIRO DE FITOPATOLOGIA, 2015, Piracicaba. Anais.... Botucatu: Grupo Paulista de
Fitopatologia, 2015. v. 41. p. 233-233.

SIVIERO, A.; ROWEDER, R.; MACEDO, P. E. F.; GOMES, N.S. B.; OLIVEIRA, L. C.; OLIVEI-
RA, T. K. Doencgas em Plantios Jovens de Eucalipto em Sistemas Agroflorestais no
Acre. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE SISTEMAS AGROFLORESTAIS, 2016,Cuiab3.
Anais... Cuiaba: Sociedade Brasileira de Sistemas Agro-Florestais, 2016,v. 1, p.
56-64.

SWINGS, J. G.; VAUTERIN, L.; KERSTERS, K. The bacterium Xanthomonas. In: SWINGS,
J.G.; CIVEROLQ, E. L. Xanthomonas. London: Chapman & Hall, 1993. p. 121-146.

TARDIVO, L.; GHINI, R.; HAMADA, E. Impacto das mudancas climaticas globais sobre
a distribuicdo espacial de doencgas de plantas. Memoria Técnica, Embrapa Meio
Ambiente. Jaguariuna, SP. 2010.

TEIXEIRA, D. A. ALFENAS, A. C.; MAFIA, R. G.; MAFFIA, L. A.; FERREIRA, E. M. Evidén-
cias de inducdo de resisténcia sistémica a ferrugem do eucalipto mediada por
rizobactérias promotoras do crescimento de plantas. Fitopatologia Brasileira, v.
30, p. 350-356, 2005.

TEIXEIRA, J. E. C.;GUEDES, F. T. P; DIAS, D. C.; BONINE, C. A. V.; CAMARGO, L E A.
Analise da herancga da resisténcia a Puccinia psidii em progénies de hibridos inte-
respecificos de eucalipto avaliadas sob condi¢des naturais de infecgdo. Tropical
Plant Pathology, v. 34, p. 203-210, 2009.

VALE, F. X. R. do ZAMBOLIM, L.; COSTA, L. C.; LIBERATO, J. R.; DIAS, A. P. S. Influéncia
do clima no desenvolvimento de doengas de plantas. In: VALE, F. X. R.do; JESUS
JUNIOR, W. C. de; ZAMBOLIM, L. (Eds.) Epidemiologia aplicada ao manejo de
doengas de plantas. Belo Horizonte: Ed. Perffil, 2004, p. 47-87.






a4

ECOTOXICOLOGIA:

0 uso de peixes em pesquisas no Brasil

Paula de Lacerda Santos Ribeiro
Isabela Cristina Picolo

Williane Silva do Nascimento

Matheus Calixto Moura

Junio Roney Lima Dantas

Francisco Glauco de Araujo Santos
Dionatas Ulises de Oliveira Meneguetti
Lisandro Juno Soares Vieira

termo ecotoxicologia foi proposto pelo toxicologista francés René

Truhaut em 1969 como sendo o ramo da toxicologia envolvido no

estudo dos efeitos toxicos, causados por poluentes naturais ou sin-
téticos, aos constituintes dos ecossistemas, animais (incluindo humanos), ve-
getais e microbianos, em seu contexto integral (TRUHAUT, 1977).

A toxicidade, por sua vez, refere-se a capacidade inerente e potencial
do agente tdxico sobre os organismos vivos, avaliando a resposta do indivi-
duo a doses da substancia-teste, por um periodo de exposicao, levando em
consideragdo o estresse a que o organismo é submetido e sua capacidade de
compensacdo (CARR; CURRAN, 1986).

A escolha do organismo-teste para pesquisas em toxicidade deve le-
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var em consideracdo a sua disponibilidade, sensibilidade ao agente quimico,
tolerancia ao manuseio e a fatores bidticos, ciclo de vida, relevancia ecolé-
gica e/ou econdmica, distribuicdo geografica, existéncia de metodologia pa-
dronizada, requisitos legais e validacdo de campo (PEREIRA et al.,1987). O
fato dos peixes, ao se exporem aos poluentes, direta ou indiretamente, acu-
mularem substancias quimicas, indica que estes organismos sdo um modelo
bioldgico ideal para avaliagdo de toéxicos dispersos no meio ou administrados
diretamente em seus drgdos (ATEEQ et al., 2002).

Zorita et al. (2008) expdem a necessidade de utilizacdo de diferentes
biomarcadores para se obter uma conclusdo sobre o efeito ecotoxicoldgico
de determinado contaminante, uma vez que uma Unica resposta bioldgica
nao reflete de forma ampla os danos causados no organismo-teste. Os bio-
marcadores sdo classificados, conforme a Organizacdo Mundial de Saude
(WHO, 1993) em: a) biomarcadores de exposi¢cao — analises que mensuram
as alteracdes bioldgicas (ex.: enzimas do tecido hepatico); b) biomarcadores
de efeito — andlises que consideram o mecanismo de defesa celular (ex.: en-
zimas hepato aminodacidos transaminase); c) biomarcadores de susceptibili-
dade — analises que consideram as varia¢des de resposta ao longo do tempo
de exposicdo e efeito (ex.: respostas fisioldgicas, alteragdes morfoldgicas,
perturbacdo das funces e morte).

Este trabalho consiste em um breve resumo sobre o uso de peixes
como modelo biolégico em pesquisas de toxicidade no Brasil, bem como bus-
ca identificar as espécies utilizadas nos testes e as substancias e compostos
analisados. A busca de dados foi conduzida na plataforma PubMed com os
estudos publicados entre 2012 e outubro 2016, utilizando a associa¢do das
palavras-chave “peixe”, “toxicidade” e “Brasil”. A definicdo desse periodo es-
pecifico ocorreu, em funcdo do mesmo ter sido responsdvel por 51,4% de
todas as publicacdes sobre o assunto desde a primeira indexacao de artigos
na plataforma PubMed no ano de 1970. Artigos adicionais publicados foram
acrescentados em comentdrios relacionados com os testes de toxicidade.

Na andlise adotou-se como critério de exclusio: a) resumos com me-
nos de duas paginas; b) documentos sem identificacdo de autoria e institui-

¢do e, ¢) pesquisas realizadas fora do Brasil.
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PESQUISA COM TOXICIDADE NO BRASIL

No Brasil, entre janeiro de 2012 e outubro de 2016, as instituicdes de
ensino e pesquisa no pais publicaram 181 artigos em 51 periddicos mundiais,
indexados na plataforma PubMed que utilizaram o peixe como modelo bio-
l6égico em pesquisas de toxicidade. Analisando o panorama de distribuicao
desses trabalhos no tempo estudado (Figura 1), verificamos que o ano de
2014 foi responsavel por 31,7% do volume de trabalhos.

Figura 1. Distribuicdo das publicacdes de janeiro 2012 a outubro 2016
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A producao cientifica no Brasil apresentou um incremento progressi-
vo nos nimeros de publicagcGes a partir do ano de 2012 até o dpice em 2014,
e decréscimo progressivo em seguida, apresentando até o més de outubro
de 2016 a menor quantidade de publica¢des.

O periddico Ecotoxicology Environmental Safety é a revista cientifi-
ca que mais publicou artigos no periodo analisado, sendo responsavel por
26 publicacGes (14,4%) dos 181 trabalhos, seguido pela Aquatic Toxicology
(9,9%) e Comparative Biochemistry Physiology Part C: Toxicology & Pharma-
cology (7,7%).

No Brasil, no periodo em questdo, a distribuicdo por regides geogra-
ficas das instituicGes de ensino e/ou pesquisa que utilizaram o peixe como

modelo bioldgico é apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1. Distribuicdo das instituicGes de pesquisa com producédo cientifica,
na area estudada, entre janeiro 2012 e outubro 2016

Regido do pais N° institui¢Ges N° publicagoes (%)
Centro-oeste 3 11 (6,1%)
Nordeste 3 5(2,8%)
Norte 4 9 (5,0%)
Sudeste 16 56 (30,9%)

Sul 14 100 (55,2%)

A regido sul foi responsavel por 55,2% das publica¢cdes indexadas na
plataforma PubMed, seguida da regido sudeste (30,9%), onde juntas pos-
suem 30 instituicdes de pesquisa e/ou ensino com 86,18% do volume de pro-

ducdo no pais (Tabela 2).

Tabela 2. Niumero de publica¢des das instituicGes de pesquisa e/ou ensino
entre janeiro 2012 e outubro de 2016

Institui¢des de pesquisa e/ou ensino N° publicagdes
Centro-oeste

Universidade de Brasilia (UnB) — DF

Universidade Federal de Goids (UFG) — GO

Universidade Federal do Mato Grosso (UFMT) — MT

Nordeste

Universidade Federal da Bahia (UFBA) — BA

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) — PE

Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) — PE

Norte

Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia — Inpa 4
Universidade Federal do Para (UFPA) — PA 3
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria - Embrapa/RO 1
Instituto Federal do Para (IFPA) — PA 1
Sudeste

Universidade de S3o Paulo (USP) — SP 15
Universidade Estadual Paulista (Unesp) — SP 14
Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar) — SP 9
Universidade de Vila Velha (UVV) — ES 3
Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) 3

continua...
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Tabela 2. Continuacdo...

Institui¢des de pesquisa e/ou ensino N° publica¢des

Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz) — RJ 2
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria - Embrapa/SP 1
Instituto de Pesca — SP 1
Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro (PUC-Rio) 1
Universidade Estadual da Zona Oeste (UEZO) — RJ 1
Universidade Estadual do Rio de Janeiro (UERJ) —RJ 1

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) — MG 1
Institui¢des de pesquisa e/ou ensino N° publica¢des
Universidade Federal de Uberlandia (UFU) - MG 1
Universidade Federal de Vigosa (UFV) — MG 1
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) —RJ 1
Universidade Paulista (Unip) — SP 1
Sul

Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) — RS 26
Universidade Federal do Rio Grande (FURG) — RS 21
Universidade Federal do Parand (UFPR) — PR 13
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PU-

C-RS) 12
Universidade Estadual de Londrina (UEL) — PR 8
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) 8
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) — SC 4
Univ,ersidade Comunitdria da Regido de Chapecd (UNOCHA- )
PECO)-SC

Universidade de Passo Fundo — RS

Universidade do Vale do Itajai (Univale) — SC
Universidade do Vale do Rio dos Sinos (Unisinos) — RS
Universidade Estadual de Maringa (UEM) — PR
Universidade Federal do Pampa (Unipampa) — RS

R R R R R R

Universidade Feevale — RS

A Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) e a Universidade Fe-
deral do Rio Grande (Furg) foram as instituicGes que mais publicaram com
14,4% e 11,6% de todas as pesquisas realizadas no Brasil.
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PEIXE COMO MODELO BIOLOGICO EM ENSAIOS DE TOXICIDADE

O uso de peixes como bioindicadores em pesquisas de toxicidade
tem sido amplamente utilizado pelo fato de existir considerdvel sensibilidade
a contaminagao por diferentes poluentes que interferem nos seus processos
bioquimicos (OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 2013), fato que possibilita a determi-
nag¢do do potencial toxicolégico de varias substancias presentes no ambiente
aquatico (SERIANI et al., 2015). Os peixes, considerados um modelo bioldgico
de custo relativamente baixo, podem acumular poluentes quimicos dispo-
niveis no ambiente aquatico, diretamente por absor¢do nas superficies do
corpo ou através da ingestao de organismos que acumularam esses contami-
nantes (AL-SABTI, 1995).

Constatou-se que grande parte das pesquisas analisadas utilizou mais
de uma espécie de peixe, de modo que foram estudados, nos ultimos cinco
anos, 200 exemplares bioldgicos compreendidos em 39 diferentes espécies,
sendo o Danio rerio o modelo bioldgico mais utilizado aparecendo em 29,5%
das ocorréncias, seguido da Oreochromis niloticus em 10,5% e Rhamdia que-
len em 9,5% (Figura 2).

Figura 2. Distribuicdo absoluta dos modelos bioldgicos com mais de uma ci-
tacdo nos artigos analisados
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O peixe-zebra ou paulistinha (Danio rerio) tem sido amplamente utili-
zado em pesquisas de genética, medicina, toxicologia, estudo de cancer, neu-
robiologia e modelo pré-clinico em teste com medicamentos (PARICHY, 2006;
HILL et al., 2005; LEITE et al., 2013). A semelhan¢a do genoma do D. rerio com
os mamiferos, incluindo o ser humano (HOWE et al., 2013) faz dessa espécie
um modelo valioso para pesquisas comportamentais e neuroquimicas com
diferentes contaminantes (SCHMIDEL et al., 2014).

Organismo aquatico ocupante de nivel tréfico alto da cadeia alimen-
tar, o peixe-zebra tem sido utilizado como marcador bioldgico por ser sen-
sivel a poluigdo ambiental, metabolizando e acumulando xenobiéticos (BO-
LOGNESI et al., 2004; DAUTREMEPUITS et al., 2004).

SUBSTANCIAS E COMPOSTOS UTILIZADOS EM ENSAIOS DE TOXICIDADE

Os 181 artigos consultados utilizaram 222 substancias, que foram
categorizadas para facilitar a andlise das informacGes apresentadas nos en-
saios de toxicidade em 8 classes: combustivel, composto quimico, composto
guimico-nanoparticulas, efluentes, elemento quimico, medicamento, defen-
sivos agricolas, outros (ndo categorizados anteriormente, p. ex. hormonios e
aminoacidos).

O Brasil possui vastos campos agricolas e ao serem lan¢ados conta-
minantes no meio ambiente, podem vir a intoxicar a biota aquatica, terrestre
e o ser humano. As pesquisas sobre efeitos toxicoldgicos dos defensivos agri-
colas sdo as mais estudadas no pais, com o registro de 70 trabalhos publica-
dos, representando 31,5% de todas as publicacdes entre 2012 e outubro de
2016. Os defensivos agricolas distribuidos em subclasses de ocorréncia, apre-
senta os herbicidas como substancias mais estudadas, representando 51,4%

de todos os defensivos analisados (Figura 3).
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Figura 3. Numero absoluto de artigos publicados na subclasse dos defensivos
agricolas
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Os elementos quimicos foram o segundo grupo de substancias mais
estudadas, representando 22,5% do volume de trabalhos analisados, sendo
o cobre o elemento utilizado em 32% dos trabalhos, seguido pelo cadmio e
zinco que totalizaram 10% das pesquisas cada. A Figura 4 apresenta todos os
elementos estudados com os respectivos quantitativos de trabalhos publica-

dos.

Figura 4. Frequéncia absoluta dos elementos quimicos estudados nos artigos

analisados
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Os compostos quimicos foram divididos em duas classes, os compos-
tos quimicos e os compostos quimicos — nanoparticulas (incluindo nanopar-
ticulas de substancias quimicas e nanomateriais), pois esta ultima, devido

ao tamanho de suas particulas, apresenta comportamento diferenciado dos
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demais compostos quimicos. Observamos que é significante a preocupacdo
da comunidade cientifica com as nanointeragdes, sendo publicados 14 (6,3%)
trabalhos abordando essa questdo e 28 (12,6%) com os demais compostos
guimicos.

As pesquisas com medicamentos correspondem a 9% dos artigos
indexados, seguidos pela categoria combustivel que compreendem as pes-
quisas com fracdo soluvel de gasolina (WSFG), fracdo soltvel de biodiesel
(WSF-B100), biodiesel comercial (B5), etanol, petréleo (crude oil), fragdo so-
[Uvel de petréleo (PWSF) e diesel mineral, que juntas compreendem 7,7% das
pesquisas analisadas.

Trabalhos que avaliam a toxicidade de efluentes industriais, agua de
curso natural e residuos liquidos somam 11 trabalhos publicados (5,0%). Os
demais estudos ndo categorizados anteriormente correspondem a 5,4%, so-

mando 12 estudos (ex.: hormonio, aminodcidos, toxinas naturais).

BIOMARCADORES DE TOXICIDADE

Os biomarcadores sdo considerados como qualquer resposta bioldgi-
ca a um quimico no meio ambiente, em nivel de sub-individuo, medido den-
tro de um organismo ou em seus produtos (urina, fezes, pelos, penas, entre
outros), indicando um desvio do estado normal que ndo pode ser detectado
em organismos intactos (VAN DER OOST et al., 2003).

O peixe é um modelo biolégico que pode analisar o impacto dos xe-
nobidticos toxicos em diferentes tipos de exposicao, com a utilizacdo de bio-
marcadores de efeitos. Van der Oost et al. (2003) categorizaram os biomarca-
dores bioldgicos ou bioquimicos.

As pesquisas com toxicologia no Brasil, no periodo analisado (Tabe-
la 3), utilizaram 359 biomarcadores (bioldgicos e bioquimicos), distribuidos
conforme classificagdo de Van der Oost et al. (2003) acrescida dos bioen-
saios, definido pelos autores como ensaios que avaliam sobrevivéncia, cres-

cimento e reprodugdo.
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Tabela 3. Biomarcadores utilizados nas pesquisas ecotoxicoldgicas no Brasil

Biomarcador % ocorréncia
Parametros de estresse oxidativo 17,3
Parametros de estresse oxidativo (enzimas antioxidantes) 14,8
Parametros genotoxicos 13,1
Bioensaios do organismo 12,5
Enzimas de biotransformacao 12,8
Parametros neuromusculares (biomarcador de neurotoxicidade) 10,3
Parametros fisioldgicos, histoldgicos e morfoldgicos 7,8
Parametros hematoldgicos 4,5
Proteinas de estresse 2,5
Biomarcadores de embriotoxicidade 2,2
Parametros reprodutivos e enddcrinos 1,1
Biomarcador de efeitos metabdlico 0,6
Parametros imunolégicos 0,6

Observa-se que os biomarcadores de estresse oxidativo sdo a cate-
goria mais utilizada nos ultimos anos para explicar o efeito das substancias
testadas. Van der Oost et al. (2003) afirmam que a escolha do biomarcador
esta relacionada com o tipo de contaminante que se estd estudando. E ne-
cessario o estudo prévio do comportamento do quimico teste de forma a se
utilizar o melhor teste e obter a resposta que represente o efeito observado

nos organismos teste.

CONSIDERAGOES FINAIS

A partir da andlise resultante dos 181 trabalhos publicados, podemos
concluir que é vasto o campo de pesquisa na area de toxicidade com o uso
de peixes como modelos bioldgicos. No entanto, é urgente a necessidade de
capacitacdo técnico-cientifica das instituicdes de pesquisa e/ou ensino locali-
zadas nas regioes Norte e Nordeste do pais, de forma a descentralizar, assim
como disseminar as excelentes praticas metodoldgicas e cientificas executa-
das pelas grandes universidades da regido Sul e Sudeste do Brasil. Os dados
sugerem, também, a necessidade de estudos de outras espécies de peixes de

forma a localizar novos organismos que possam atuar como bioindicadores.
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iversas pesquisas cientificas mostram que o dleo de peixe traz bene-

ficios para nossa saude. O 6leo de peixe estd constituido por acidos

graxos que podem ser divididos em saturados e insaturados. Os aci-
dos linoleico (18:2n-6, AL) e alfa-linolénico (18:3n-3, AAL) sdo denominados
de essenciais por ndo serem sintetizados pelo organismo humano (MARTIN
et al., 2006). O acido eicosapentaenoico (EPA) e o acido docosaexaenoico
(DHA) atualmente sdo considerados uma fonte comercial tendo recebido
muita atencdo nas comunidades cientificas e industriais por causa de sua im-
portancia para a saude humana (YING et al., 2006).

O EPA e o DHA estdo relacionados a diminuicdo do nivel de colesterol

total e de triglicerideos no sangue, bem como ao aumento do colesterol bom
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(HDL), atuando na diminui¢do dos indices de doencas cardiovasculares (DE-
NARDI; SALGADO; MOREIRA, 2009).

Os 4cidos graxos poli-insaturados sdo suscetiveis a oxidacao durante
0 processamento e armazenamento resultando na diminuicao do seu valor
nutricional (UYEDA, 2015). A alta estabilidade cinética das nanoemulsdes e
o encapsulamento desempenham um papel critico na manutengao do teor
de dleo representando um beneficio real para o produto (EZHILARASI et al.,
2012).

As nanoemulsdes podem ser definidas como sistemas heterogéneos
nos quais um liquido (fase interna) é disperso em outro liquido (fase externa)
na forma de goticulas, na presenca de um agente emulsionante (BRUXEL et
al., 2012). Sao dispersdes finas de éleo em agua (O/A) ou dgua em dleo (A/O)
(HOLKEM et al., 2015), formadas por gotas de tamanho nanométrico na faixa
compreendida entre 10 e 100 nandmetros (1nm=10°m) (KOURNIATIS et al.,
2010). Os riscos potenciais dos nanomateriais para a saide humana sdo des-
conhecidos e precisam ser explorados e estudados (MORA-HUERTAS; FESSI;
EILAISSARI, 2010).

Este estudo tem os objetivos de identificar e analisar as pesquisas
desenvolvidas com encapsulacdo de dleo de peixe, determinando o material
bioldgico utilizado para a extra¢do do dleo e as técnicas utilizadas para a en-
capsulagao.

As buscas foram realizadas em trés bases de dados bibliograficas,
PubMed, Web of Science e LILACS, com artigos escritos em inglés, portugués
e espanhol, adotando-se como critério de exclusdo as referéncias duplicadas
e critério de inclusdo todos os artigos originais indexados no periodo de ju-
nho de 2006 a outubro de 2016, com acesso ao texto completo e os dados
do autor.

Para definicdo das palavras-chaves a serem utilizadas na busca, esta-
beleceu-se nove termos (Tabela 1) visando definir quais seriam os descritores
com maior eficiéncia de resultados nas bases estudadas e consequentemen-
te seriam os utilizados na elaboracdo deste trabalho.
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Tabela 1. Descritores utilizados e numero de artigos identificados

Descritores utilizados No. Artigos
Nanoencapsulation — Fish oil- Brazil 0
Nanoencapsulagdo — Oleo de peixe — Brasil. 0
Nanoencapsulacién—Aceite depescado — Brasil 0
Nanoencapsulation- Fish oil 4
Encapsulacion - Aceite de pescado 0
Encapsulagdo — Oleo de peixe 0
Encapsultion — Fish oil 59
Encapsulagdo — Oleo de peixe 0
Encapsulacién — Aceite de pescado 0

Nao foram localizados trabalhos na plataforma LILACS e Web of
Science, bem como ndo houve resultado encontrado com os termos descri-
tores em portugués e espanhol.

Dessa forma ficaram estabelecidos dois tipos de busca com associa-
¢do dos termos: a) “Nanoencapsulation” e “fish oil” e, b) “Encapsulation” e
“fish oil”.

10 ANOS DE ESTUDOS E PESQUISAS COM ENCAPSULAGAO DE OLEO DE PEIXE
Entre junho de 2006 a outubro de 2016 foram realizadas 52 pesquisas
com o tema encapsulac¢do - 6leo de peixe que foram indexados na plataforma

do PubMed, tendo como distribuicdo temporal a apresentada na Figura 1.

Figura 1. Frequéncia das publicages entre junho 2006 e outubro 2016, pla-
taforma PubMed
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Dos artigos com encapsulacdo de dleo de peixe, foram descartados
cinco: trés deles porque estavam repetidos e dois porque ndo foi possivel a
leitura do texto completo. De acordo com os artigos analisados as pesquisas
nessa area tiveram seu inicio no ano de 2008, sendo intensificadas nos ulti-
mos quatro anos com 48,07% dos artigos publicados.

Em meio aos periddicos, destaca-se que o Journal Food Chemistry
teve a maior quantidade de artigos publicados, seguido do Journal of Food
Science. Em terceiro lugar, empatam os periddicos Fish & ShellFish Inmunolo-
gy e Colloids and Surfaces B: Biointerfaces (Tabela 2).

Tabela 2. Revistas e jornais com maior numero de publica¢gdes na area estu-
dada

Revistas e Jornais Publicagbes (%)
Food Chemistry 15,84
Journal of Food Science 11,53
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 5,76
Fish & Shellfish Inmunology 5,76

Os periddicos Chem. Phys. Chem., Food Science and Technology, Jour-
nal of Lipids, Carbohydrate Polymers e Food Science Technology International
contribuiram, cada um, com 3,84% dos trabalhos publicados, e os demais,
Mol. Cell. Biochem., Journal of Pharmacy Research, Lab. Chip., Food & Func-
tion, Biochemistry and Biophysics, Chemico-Biological Interactions, Journal of
Colloid and Interface Science, International Journal of Nanomedicine, Nutri-
tion & Food Science, Bentham Science, Neurochemistry International, Europe-
an Journal of Pharmaceutical Sciences e International Inmunopharmacology,
com 1,92 % de artigos publicados por periddico.

MODELO BIOLOGICO ESTUDADO E TECNICAS DE ENCAPSULAMENTO
Analisando-se os artigos publicados, é possivel identificar trés tra-
balhos que definem o nome dos peixes utilizados para a extracdao do dleo.
Huang et al. (2014) estudaram as visceras de tilapia e Li et al. (2015) pesqui-
saram o 6leo obtido a partir das visceras da carpa capim. O estudo do 6leo do

peixe atum foi realizado por Wang et al. (2014).
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A analise a seguir sera feita a partir desses trés trabalhos, pois os de-
mais, correspondentes a 91,4 % dos artigos encontrados, utilizam o éleo de
peixe cedido por empresas credenciadas, ndo identificando os peixes usados
para a extracdo do dleo.

Os modelos bioldgicos de estudo na revisdo sdo a tildpia (Oreochro-
mis sp), carpa capim (Ctenopharyngodon idellus) e o atum (Thunus albacares),
correspondendo a 5,76% dos trabalhos localizados nas pesquisas. A auséncia
de informagdes quanto a espécie de peixe usada para a obtencdo do éleo nos
artigos publicados faz com que a analise de nossa pesquisa. Huang et al. (2014)

e Wang et al. (2014) ndo identificaram os peixes com seus nomes cientificos.

Tabela 3. Técnicas de encapsulamento utilizadas nos artigos revisados

Técnicas Quantidade %

Microencapsulamento 11 21,15
Encapsulamento 11 21,15
Lipossomas 4 7,62
Emulsdo 3 5,76
Microemulsdo 2 3,84
Nanocapsulas 2 3,84
Nanoemulsoes 2 3,84
Capsulas 2 3,84
Microesferas 2 3,84
Nanolipossomas 1 1,92
Nanoparticulas 1 1,92
Veiculo lipidico nanoestrucuturado 1 1,92
Microfluidicas 1 1,92

Em meio as centenas de técnicas patenteadas de microencapsulacao
gue existem atualmente (HOLKEM et al., 2015), as utilizadas nas pesquisas
aparecem na Tabela 3.

A diferenca entre encapsula¢cdo, microencapsulagdao e nanoencap-
sulacdo estd no tamanho da capsula. A encapsulacdo é um processo muito
utilizado na industria de alimentos e trata-se de uma tecnologia que permite
recobrir particulas ou pequenas gotas de material liquido ou gasoso, forman-

do capsulas em miniatura, as quais podem liberar seu conteido em taxas
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controladas e/ou sob condi¢Bes especificas (MENEZES et al., 2013).

A microencapsulacdo é a técnica de encapsulagao mais utilizadas nos
artigos revisados, sendo empregada a microencapsulacdo de secagem por
pulverizacdo (spray drying) e coacervagdo. A microencapsulacdo abrange
particulas de materiais sensiveis com uma crosta de material de parede. A
secagem por pulverizacdo é a desidratagdo e atomiza¢do das emulsdes a alta
temperatura, tendo como resultado a evaporacao de dgua mais rapidamente
e a formacdo de uma crosta de pd sobre o nucleo (GHARSALLAQUI et al.,
2007; SAGAR; KUMAR, 2010).

O spray drying consiste em uma operag¢do unitdria através da qual
um produto (solu¢do, emulsdo ou suspensado) é transformado do estado flui-
do para o estado sdlido em forma de pé dentro de uma camara, onde é feita
a dispersdo de goticulas do material, que entram em contato com um gas
aquecido, em geral, o ar (GHARSALLAQUI et al., 2007; MASTERS, 1979; OLI-
VEIRA; PETROVICK, 2010).

A aplicacdo da técnica do spray drying para a microencapsulagdo
envolve quatro etapas: a preparagao, homogeneizagdo e aspersdo de uma
solucdo, seguida da desidratacdo da solu¢do atomizada (secagem) (KASHA-
PPA; DESAI; PARK, 2005). A qualidade dos produtos obtidos dependente das
condicGes de operacdo do spray dryer (FAZAELI et al., 2012).

Nas pesquisas desenvolvidas com éleo de tilapia e carpa capim o mé-
todo de encapsulagdo utilizado foi de secagem por pulverizagdao como citado
anteriormente.

TILAPIA

Huang et al. (2014) ao estudarem a encapsulagdo de dleo de tilapia,
analisaram a temperatura do ar de entrada, teor de sdlidos, a pressdo do
caudal de ar secagem e atomizacdo através de um planejamento composto
central, o que ajudou a entender e aperfeicoar melhor as condicGes para a
microencapsulagao. Foram avaliadas como varidveis independentes a tempe-
ratura do ar admitido, o teor de sdlidos e vazdo de ar de secagem.

Os autores concluiram que a trealose aumentou a temperatura de

transicdo vitrea do dleo microencapsulado. A eficiéncia da encapsulagdo foi
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afetada pela temperatura de entrada e velocidade de secagem do fluxo de
ar. O menor teor de sdlido foi atribuido a baixa eficiéncia de encapsulamen-
to, o que provocou um maior indice de perdxidos, sendo este afetado pela
temperatura do ar na admissdo. No entanto, as particulas apresentaram uma
superficie externa arredondada com uma parede continua e nenhuma fissura

aparente ou rachaduras.

CARPA

Li et al. (2015) obtiveram o dleo bruto a partir de visceras de carpa
capim usando o processo de hidrdlise sob a condi¢do ideal de pH 7,5. Os
fatores estudados por eles durante o processo de encapsulacao foram a con-
centracdo de sélidos, a temperatura de emulsdo, a temperatura de entrada
de ar e as proporgdes de 6leo para materiais de barreira. A maior eficiéncia
alcangada para a emulsdao com uma proporgao de dleo e de material de bar-
reira foi de 3:7 a uma temperatura de 55°C e temperatura de entrada de ar
de 220°C. O resultado foi uma particula esférica com uma superficie lisa e um
intervalo de tamanho de gota de 1 a 10 micrémetros.

Nos artigos consultados, a encapsulagao foi utilizada para retardar o
processo de oxidagdo dos acidos graxos (6mega 3), assim como para masca-
rar seu odor e sabor, sendo enfatizada a necessidade de continuar estudando
a estabilidade e a oxidagdo das particulas com a finalidade de sua utilizacdo
para a alimentacao.

Nos estudos realizados com 6leo de atum foi aplicada a técnica de

encapsulagao por coacervagao.

ATUM

Wang et al (2014) utilizaram o 6leo de atum fornecido pela empresa
Numega Ingredients Ltd. (situada em Victoria, na Austrdlia). Em primeiro lu-
gar, estudaram a estabilidade do dleo, que foi aprimorada através da compa-
racao da estabilidade acelerada do dleo na presenca de varios antioxidantes
comerciais, utilizando um Rancimat™.

Ainda a partir da encapsulagao por coacervagao, os autores conse-

guiram a formacgdo de microcdpsulas com varios nucleos quando o sistema
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foi arrefecido para 5°C a uma velocidade de 12°C h'l. As microcapsulas foram
formadas por meio de coacervagdo complexa entre gelatina e camarao, utili-
zando transglutaminase para manter uma estrutura estavel. A reticulacdo in-
duzida com transglutaminase, seguida por secagem por congelacdo, resultou
num poé seco com uma eficiéncia de encapsulacdo de 99,82%, carga util de
52,56% e o indice de estabilidade oxidativa (OSl) de 40.16h.

PERSPECTIVAS DE PESQUISAS COM ENCAPSULAMENTO DE OLEO DE PEIXE

Atualmente sdo vendidas pelas redes de farmacias do pais capsulas
com 6leo de peixe contendo 6mega 3 para serem usadas como complemen-
to nutricional. O dleo utilizado para a elaboracdo das cdpsulas ndo possuem
identificacdo do tipo de peixe utilizado, sendo denotado somente a quantida-
de de EPA e DHA que elas contém.

Segundo Crossa e Oviedo (2011), os subprodutos do pirarucu (Ara-
paima gigas) podem agregar valor a producdo, tais como escamas, lingua,
figado e cabeca. Na literatura ndo aparece a utilizacdo da gordura visceral e,
embora existam estudos sobre dleo de peixes de dgua doce e salgada, eles
nao envolvem o 6leo obtido a partir da gordura visceral do Arapaima gigas.

Um olhar sobre o peixe pirarucu merece atencdo. A espécie ocorre
em ambientes naturais. Para sua protecao e recuperagao, vem se estabele-
cendo no Brasil planos de gestdo e estratégias regionais através do manejo
e, além disso, em virtude do crescimento constante do consumo de peixe na
Europa e nos EUA, o interesse de compradores e investidores locais em Ara-
paima gigas esta aumentando rapidamente (MUELLER, , 2006).

As pesquisas e estudos sobre a aplicacdo da nanobiotecnologia nos
processos de encapsulacdo de produtos utilizando a gordura visceral do pi-
rarucu na regido amazonica pode incrementar o valor econémico do peixe

assim como abre o leque para uma nova linha de desenvolvimento regional.
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LAPACHOL:

métodos de extracdao. Uma avaliacdao dos processos

e do rendimento através da revisao bibliografica

Marcelo Hubner Moreira

Alcides Loureiro Santos

quimica é a ciéncia que melhor representa a questdo da composicdo

da matéria. Sabe-se que a matéria é formada de substancias, e estas

nao estdo presentes na natureza de forma isolada, exceto em alguns
€asos, como ocorrem com os gases nobres. Elas estdo associadas umas as ou-
tras, formando misturas complexas que vao originar os mais diferentes com-
postos e organismos, sejam eles de origem animal ou vegetal. Ressalta-se
gue as substancias podem apresentar caracteristicas quimicas, fisicas e bio-
l6gicas diferentes, quando estdo em extratos naturais (mistura que contém
muitas substancias). O isolamento e o entendimento do sinergismo entre os
compostos quimicos desses extratos sdao essenciais para o desenvolvimento

de farmacos para os mais variados tipos de enfermidades (FERREIRA, 1996).
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Assim, desde o principio, com o conhecimento desses padrdes de
complexidade que a matéria apresenta, os quimicos colocam-se a disposi-
cdo da ciéncia para desenvolver processos de extracdo e isolamento de subs-
tancias a partir de materiais espalhados pelo mundo. Criar e experimentar
através de ensaios bioquimicos representam atividades importantes nesse
contexto, permitindo elaborar métodos cada vez mais eficientes, baratos e
rentdveis de adquirir substancias para serem usadas nos mais variados fins. A
terapéutica é uma das razdes mais visadas para isso.

O Lapachol (Figura 1), de nome lupac (Unido Internacional de Qui-
mica Pura e Aplicada) 2-hidroxi-3-(3-metil-butenil)-nafto-1,4-diona, é uma
substancia amarela da classe das naftoquinonas, descoberta por Paterno
(1882), quando o isolou do lenho da arvore argentina “Lapacho”, Tabebuia
avellanedae Lor, uma Bignoniaceae bastante conhecida como ipé roxo, ipé
rosa, pau d’arco, entre outras nomenclaturas. Toda a base quimica conhecida
até os dias de hoje foi desenvolvida em 1892 e 1896 por Hooker. E conhecida
também, segundo Fonseca et al. (2003), a existéncia do Lapachol nos demais

tipos de ipés, dentre outras espécies, variando apenas em quantidade.

Figura 1. Estrutura do Lapachol

O
OH

O CH,

No ano de 1956, Gongalves de Lima e colaboradores encontraram no
cerne do ipé roxo (Tabebuia Avellanedae ou Handroanthus impetiginosus)
um composto de coloracdo amarela, de atividade antimicrobiana eficaz, que
mais tarde veio a ser confirmada como sendo o Lapachol. Os mesmos pesqui-
sadores vieram, mais tarde, a demonstrar sua existéncia em vdrias espécies e
familias. Hoje em dia, sabemos que essa substancia amarela é da classe das

naftoquinonas (metabdlitos secundarios produzidos por algas, fungos, plan-
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tas e animais, caracterizadas por apresentarem multiplas atividades bioldgi-
cas), e é encontrada de forma t3o abundante no cerne da madeira dos ipés,
que um simples corte ja permite observar sua presenca na superficie serrada.

Sua atividade bioldgica é extremamente ampla devido seu alto grau
de toxicidade. Possui agcdo antimicrobiana, principalmente em bactérias do
género Brucella e protozoarios do género Plasmodium sp. Ferreira (1996)
também relata a acdo terapéutica anti-inflamatdria e cicatrizante, acao an-
tiulcerogénica importante quando induzida por estresse e ac¢do antiviral
contra virus RNA, atuando tanto em exemplares envelopados quanto ndo
envelopados. Em estudos realizados in vitro, foi observado uma atividade
tripanossomicida do Lapachol e seus derivados, sendo esses ultimos de acao
mais eficaz. Esses derivados apresentaram efeito bloqueador da penetracdo
de cercarias através da pele da cauda de ratos, determinando um efeito qui-
mioprofildtico esquistossomal. Além disso, ensaios in vitro demonstraram
que as naftoquinonas apresentaram acao antimalarica importante, impedin-
do o crescimento do parasita, bem como uma agdo antileishmania, ja carac-
terizada em alguns estudos, como em Valderrama et al. (2003), Lima et al.
(2004), Rath et al. (2003), Camara et al. (2006) e Rocha (2006). Popularmente
falando, o ipé é conhecido por sua madeira resistente a acdo de cupim, além
de extratos de sua madeira serem amplamente utilizados no tratamento de
rinites, sinusites, amigdalites, faringites etc.

Um destaque porém, podemos dar aos estudos anticancerigenos do
Lapachol. Um dos primeiros relatos de sua capacidade antineopldsica foi fei-
to por Santana e Silva (1981), quando demonstraram 86% de inibi¢cdo do Sar-
coma de Yoshida. Gongalves de Lima é mencionado em Fonseca (2003) como
confidente pessoal dos primeiros estudos antineoplasicos para o Lapachol,
desenvolvidos por Hartwell em 1967. Ele, juntamente com Aboutt, descreveu
gue existem 68 analogos sintéticos do Lapachol e apenas a 2-(3,7-dimetil-2,-
6-octadieno)-3-hidroxi-1,4-naftoquinona foi ativo contra o carcinossarcoma
de Walker 256 63. O Lapachol, ativo em tumores sélidos, passou sob a forma
de um derivado acetoglicosideo em tumor liquido, a leucemia P388 em ca-

mundongos.



TOPICOS EM BIOTECNOLOGIA E BIODIVERSIDADE: Pesquisas e Inovagdo na Amazonia Sul Ocidental

Uma boa atividade antitumoral do Lapachol foi confirmada por Rao
et al. (1968), sobre o carcinossarcoma de Walker 256. As vias de administra-
cdo subcutanea e intravenosa ndao foram consideradas por eles como eficazes
devido a toxicidade da forma fisica. Isso justifica a grande quantidade de es-
tudos realizados até os dias de hoje a respeito da farmacocinética e farma-
codinamica do Lapachol. Esses autores ainda mencionam testes de adminis-
tracao intramuscular, subcutanea e oral, e mostram que seu uso por via oral
demonstrou baixa toxicidade. O Lapachol mostrou-se ativo e eficaz contra o
Linfossarcoma de Murphy Sturm, porém ineficaz contra o Sarcoma 180, con-
tra neoplasias de ratos para o Adenossarcoma 755, Carcinoma Pulmonar de
Lewis, Leucemia Linfocitica P388 e Leucemia L-1210, na associacdo Lapachol
+ Lawsona, segundo os relatos de Lima et al. (1971). Mais tarde, em 1973,
Sieber relatou boa atividade do sal sddico do Lapachol contra a Leucemia
L1210, devido ao aumento do nivel sanguineo do sal em comparagdo com a
forma pura.

Em 1997, Dinnen et al. (1997) realizaram ensaios que se tornaram
fundamentais na compreensdo das diferencas entre acdes efetivas e nao efe-
tivas dessas substancias. Eles usaram substancias conhecidamente antionco-
génicas com substancias ndo oncogénicas e agentes indutores. Esses agentes
indutores precisam de uma concentracgdo elevada para produzirem diferen-
ciacdo, enquanto que as antioncogénicas atuam em concentragdes mais bai-
xas. Portanto, a atividade do Lapachol, ou de precursores dele estdo direta-
mente associados a potenciais de efetividade e diferenciacdo, bem como de

producdo de citotoxicidade.

METODOS DE OBTENGAO DO LAPACHOL
Varios métodos de extracdo podem ser usados para a obtencdo do
Lapachol. Estes sdao sempre baseados na sua solubilidade em solventes or-
ganicos, bem como do seu sal em meio aquoso alcalino, gerando algumas
solucdes, cujas coloragdes sdo, respectivamente, amarela e vermelha.
Paterno (1882) definiu a forma mais usada de extragdo do Lapachol.
O método promove a obtencdo de 80g da substancia pura cristalizada para

cada 1kg de serragem especificamente do cerne do Ipé Roxo. Nessa espécie,
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o teor de Lapachol foi de 3 a 4%, podendo chegar a 7% de rendimento, con-
forme relatou Burnett et al. (1967).

Fonseca (2003) e Lima et al. (1956), relatam que, dependendo do
método utilizado, o Lapachol pode ser obtido nas formas de a-lapachona (Fi-
gura 2) e B-lapachona (Figura 3). Pelo método quimico de refluxar o Lapachol,
pode-se obter a xiloidona (Figura 4), que também poderia ser obtido pelo
método que consiste em refluxar o Lapachol em anidrido acético e piridina,
seguindo-se de uma hidrolise e oxidacdo lenta. Esse método foi desenvolvido
por Ivan L. D’Albuquerque e colaboradores, e que tem por base os trabalhos
de Hooker (1892). O préprio D’Albuquerque, em 1968 demonstrou também a
transformacdo do Lapachol em a-lapachona, B-lapachona e xiloidona através
da aplicacdo de calor. Pelo mesmo processo a xiloidona, quando aquecida,

era transformada em a-lapachona e B-lapachona.

Figura 2. Estrutura da a-lapachona
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Figura 3. Estrutura da B-lapachona
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Figura 4. Estrutura da xiloidona
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O Lapachol, devido ao seu carater acido, com pKa de aproximada-
mente 6,0, determinados por titulagdes pH-métricas e espectrofotométricas,
pode ser extraido de sua fonte natural quando entrar em contato com solu-
¢Oes alcalinas. Ele apresenta-se com coloragdo amarelada quando na forma
acida, sélido e insolivel em dgua, porém o seu sal é bastante soluvel em dgua
e com coloragdo vermelha. Dessa maneira, uma solugdo de Na,CO, ou NaH-
CO, pode ser usada para esta extracdo (Figura 5), conforme relata Barbosa
e Neto (2013a), resultando na formacdo de uma base conjugada. Ferreira
(1996), divulgou um estudo que permitia a regeneragao do Lapachol a partir
do seu sal de sédio, pela reagdo com acido cloridrico (HCl) em solug¢do aquosa
e concentrac¢do de 6 mol/L, ocorrendo assim uma precipitacdo do sélido de

coloragdo amarelada e insoluvel em agua.

Figura 5. lonizacdo do Lapachol (1) em Carbonato de Sddio e formagdo de Base

Conjugada (2)
0 0 )
OH o Na
N82003
CO) ¢ GURTIY
= =
1 O s O

Fonte: Adaptado de Barbosa e Neto (2003).

Em 2013, Tavares e colaboradores mostraram a influéncia da polari-
dade do solvente na extracdao de Lapachol bruto, usando o mesmo método

acido-base, porém com amostras de casca de ipé-roxo. Os pesquisadores uti-
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lizaram trés diferentes solugdes extrativas - dgua destilada, éter e acetona a
50%. Em todas foram acrescidas 0,15 g/mL de carbonato de sddio (Na,Co,)
como agente precipitador, a partir de 5g do pd da casca de ipé em 40 mL de
solugdo, em agitacao orbital por 20 minutos a temperatura ambiente. Por
filtragcdo a vacuo, os residuos foram removidos e os cristais de Lapachol foram
precipitados com HCl concentrado, em seguida secado em estufa a 402C e
levantado o resultado. O rendimento foi maior com éter, em seguida com a
acetona e por ultimo com 4gua destilada. Com valores respectivamente de
0,89, 0,34 e 0,22 de extrato bruto. Isto mostrou que os cristais de Lapachol
sdo bastante sollveis em solvente pouco polares e ligeiramente sollveis em
agua.

Recentemente, Barbosa e Neto (2013) propuseram um modelo de
preparacao de derivados do Lapachol em meio 4cido e meio basico. Para isso,
todo procedimento de extragao foi realizado de acordo com a proposta de
Ferreira (1996), em que 200 g de serragem de ipé&, colocados em um béquer
de 2 L, com adigdo de 1 L de solugdo de Na,CO, a 1%, misturado e deixado
em repouso por 45 minutos, sendo agitado ocasionalmente com bastdo de
vidro. Esta solu¢do, ora avermelhada, foi filtrada sobre gaze e ao filtrado foi
adicionado solugao de HCI 6M até tornar-se amarelada. O precipitado forma-
do, Lapachol, péde ser coletado através de filtragcdo simples ou pela filtragcdo
a vacuo, sendo em seguida seco em estufa a 802C por 1 hora, obtendo-se um
rendimento de 2,3 g.

Esse método, embora tenha obtido bom rendimento, foi inferior ao
resultado de Silva et al. (2009), que usaram a serragem adicionada a Na,CO,
2,5% em agua por 2 horas, filtraram e adicionaram acido sulfarico (H,SO,)
até alcancar a coloragdo amarela. Neste processo, o rendimento é varidvel a
partir da filtracdo, de acordo com o solvente organico usado. Com Acetato de
Etila + Etanol, obtiveram 216,9 g de Lapachol a partir de 10Kg de serragem,
um rendimento de aproximadamente 2,17%. Porém, o mesmo processo,
agora com Etanol quente acrescentado a fase organica e recristalizado varias
vezes, rendeu 88,9 g a partir de 415 g de po6 de serra, ou seja, um rendimento
de 21,42%.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Fica claro aqui que esta Ultima metodologia mostra a influéncia de
fatores importantes a serem considerados dentro dos processos de extracao
do Lapachol. Sem duvidas, a escolha do solvente orgéanico, a temperatura e
a polaridade influenciam fortemente no rendimento. Vale ressaltar que os
rendimentos sao diferentes para cada espécie, além disso, os custos com rea-
gentes e o tempo de obtencdo de Lapachol, precisam ser considerados na
escolha do melhor método em cada caso.
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ste capitulo é uma revisdo da literatura de artigos publicados no pe-

riodo de 2006 a 2016 sobre nanoparticulas lipidicas sélidas (NLSs) ou

Solid Lipid Nanoparticles (SLN). Para o estudo foram utilizadas as bases

de dados Web of Science e PubMed, utilizando as seguintes palavras-chaves:

“Solid lipid nanoparticles” e “Surfactants”, “Solid lipid nanoparticles” e “na-
tural wax”, “Solid lipid nanoparticles” e “HLB".

Foram revisados 33 artigos, abrangendo as técnicas de preparo de

NLS, agentes surfactantes, equilibrio hidréfilo-lipdfilo (EHL), lipidios utiliza-

dos na matriz lipidica e fdrmacos encapsulados. Foram acrescentados artigos

fora do periodo delimitado para a revisdo, além de artigos de carreadores

lipidicos nanoestruturados (CLN) com a finalidade de fundamentar e discutir



TOPICOS EM BIOTECNOLOGIA E BIODIVERSIDADE: Pesquisas e Inovagdo na Amazonia Sul Ocidental

dados relacionados ao assunto estudado. Foram excluidos artigos ndo dispo-

niveis, nas bases de dados, na forma de texto completo e fora do periodo de

estudo.

Os carreadores de farmacos tém sido alvo de muitos estudos dentre

os quais merecem destaque os lipossomas, nanoemulsdes, nanoparticulas

poliméricas e nanoparticulas lipidicas (Quadro 1).

Quadro 1. Classificacdo dos carreadores de farmacos

farmaco

Tipo de carreador de Caracteristicas

Lipossomas

Boa biocompatibilidade, baixa toxicidade.
Desvantagem: alto custo de produgdo.
Muller et al. (2000); Almeida e Souto (2007).

Nanoemulsbes

Permite produgao em escala industrial além de boa eficacia
na encapsulagao de farmacos. Pode ocasionar a liberagdo
imediata do farmaco.
Desvantagem: utilizagao de altas concentragdes de agen-
tes emulsificantes.

Silva et al. (2013).

Nanoparticula poli-
mérica

Permitem liberagdo controlada do farmaco, mas ndo sdo
facilmente produzidas em escala industrial.
Desvantagem: apresenta citotoxicidade por utilizar solven-
tes organicos.

Patidar, (2010).

Nanoparticula lipidica

a) Nanoparticula lipi-
dica solida (NLS)

b) Carreador lipidico
nanoestruturado
(NLC)

Uma das vantagens é ter uma constituicdo lipidica seme-
Ihante a das membranas plasmaticas, o que lhe confere
biocontabilidade.
Patidar, (2010).

Formadas por lipidios sélidos a temperatura ambiente e
corporal e estabilizadas por agentes tensoativos.

Souto et al. (2011).
Possui matriz lipidica contendo lipidio liquido e sélido, uma
de suas vantagens € a alta capacidade de encapsulamento
e baixa probabilidade de expulsdo do farmaco.

Muller et al. (2007).

As nanoparticulas lipidicas apresentam tamanho de particulas que

variam de 1 a 1000nm e surgiram como alternativa de superacgao dos siste-

mas coloidais tradicionais, tais como, lipossomas, nanoparticulas poliméri-

cas, micro e nanoemulsdes (MULLER et al., 2000).
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NLS sdo um grupo de nanoparticulas lipidicas, formada por lipidios
sélidos, que comegaram a ser estudadas em 1991, como sistema de liberagdo
controlada de fdrmacos, e por promover boa estabilidade fisico-quimica para
farmacos termolabeis (SOUTO et al., 2011).

As NLS apresentam varias aplicagcdes farmacéuticas que favorecem
desde a melhor entrega especifica de fdrmacos no local de agao até as modi-
ficacOes da estabilidade e farmacocinética. Em produtos dermatoldgicos, as
NLS favorecem a melhor penetracdo na camada cérnea, promovendo, assim,
uma hidrata¢do mais profunda e uniforme, fatores importantes para manter
a saude da pele. Com relagao aos medicamentos de uso tdpico, as NLS fa-
vorecem a liberacdo prolongada, o que aumenta a eficdcia terapéutica dos
tratamentos dermatoldgicos (URBAN-MORLAN et al., 2010).

Apesar das vantagens da NLS, alguns problemas podem ser observa-
dos, tais como: a) a estrutura cristalina dos lipidios que pode comprometer a
capacidade de carga do farmaco pela matriz lipidica; b) expulsdo do farmaco
da matriz lipidica durante o armazenamento em fungdo das transicées po-
limdrficas em configuragdes mais estaveis; e c) perfil de liberagdo do farmaco
(MULLER et al., 2002). Os aspectos de instabilidade das NLS podem ser con-
trolados ou minimizados através da escolha adequada do método de preparo
desses carreadores.

METODOS DE PREPARO DE NLS

As técnicas de preparo de NLS estdo classificadas em a) emulsificacdo
de alta energia, b) microemulsdo a quente, c) emulsificacdo com evaporacgdo
do solvente, d) difusdo de solvente (MARCATO, 2009).

Emulsificagdo de alta energia

Neste método, a fase oleosa é aquecida até uma temperaturade 5 a
10 2C acima do ponto de fusdo dos lipidios sdlidos e acrescentado, sob agita-
¢do, a uma solugdo de surfactante e cossurfactante na mesma temperatura,
forrmando-se uma emulsdo. A fim de reduzir o tamanho das particulas para
o temanho nanémétrico, aplica-se grande quantidade de energia na formula-

¢do. Essa alta energia pode ser aplicada via a homogeneizagdo a alta pressdo
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(aplicacdo para a producdo de lotes maiores) ou por meio de sondas de ul-
trassom de alta poténcia (produgdo laboratorial de pequena escala) (MULLER
et al., 2000).

Microemulsdo a quente

O método foi desenvolvido por Gasco (1990) e modificado por
diversos grupos. As microemulsdes sdo preparadas por agitacdo, contendo,
aproximadamente, 10% de lipidio fundido, 15% de surfactante, acima de
10% de cos-surfactante e dgua. O processo proprociona a formacgdo das mi-
croemulsdes. Por fim, a microemulsdo quente é adicionada a uma solu¢do de
surfactante fria resultando na solidificacdo das nanoparticulas lipidicas sdli-
das (HOU et al., 2003; CORTESI et al., 2002). Uma desvantagem é utilizar altos
volumes de surfactante e cossurfactante. Outra desvantagem desse método
é o alto custo de producdo em grande escala devido a utilizagao de grandes
volumes de agentes emulsionantes.

Emulsificagdo e evaporacdo do solvente

Esta técnica foi desenvolvida por Sjostrom et al. (1993) e utiliza uma
fase organica, constituida pelo lipidio dissolvido em solvente organico imisci-
vel com agua, como por exemplo, diclorometano e cloroférmio. O principio
ativo é incorporado por dissolugdo ou dispersao. Por ndo utilizar aquecimen-
to neste método, principios ativos termoldbeis podem ser utilizados. Far-
macos hidrossoluveis podem ser dissolvidos na fase aquosa que, posterior-
mente, vai constituir a fase interna de uma emulsdo multipla do tipo agua/
6leo/4gua (A/O/A). Uma desvantagem é o tamanho das particulas em escala
micrométrica, que pode ser corrigido por homogeneizac¢do a alta pressdo ou
por ultrassom (MARCATO, 2009).

Difusdo de solvente

Este método foi desenvolvido primeiramente com polimeros sintéticos.
O lipidio é dissolvido em um solvente organico miscivel em agua, como por
exemplo, acetona. A mistura inicial é adicionada a uma solucdo de tensoa-

tivos sob agitacdo e na mistura final é realizada a evaporagdo do solvente
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organico a baixa pressdo. A utilizacdo de solvente organico e a dificuldade de
produzir particulas em larga escala é a desvantagem desse método (HU et
al., 2006). A distribuicdo dos artigos analisados com relacdo aos métodos de
preparo das NLSs estd demostrada na Figura 1.

Figura 1. Métodos de preparo das NLS dos artigos revisados
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DS = difusdo do solvente; EAE = Emulsificagdo de alta energia; EES = emulsificagdo-evaporagdo
do solvente; MQ = microemulsdo a quente.

De acordo com os resultados, a técnica de emulsificacdo de alta ener-
gia (EAE) foi a mais utilizada nos artigos analisados, totalizando 25 trabalhos
(75,8%). Dois métodos ocuparam o segundo lugar daqueles mais utilizados
para a producdo de NLS, que foram a difusdo de solvente (DS) com 3 artigos
(9,1%) e o método de microemulsdo a quente (MQ) também com 3 artigos
(9,1%). O método menos utilizado nos artigos revisados foi o de emulsificagdo
evaporacdo do solvente (EES) com 2 artigos (6,1%).

Além das NLS os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) sdo
mais uma opg¢ao de carreadores de farmacos. CLN utilizam a associacdo de
lipidios sélidos com liquidos como trigliceridios de cadeia média, vitamina E
e seus derivados, esqualeno, dentre outros (FANG et al., 2013; BELOQUI et
al., 2016).
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SURFACTANTES UTILIZADOS E EQUILIBRIO HIDROFILO-LIPGFILO

Os agentes tensoativos ou surfactantes sdo muito utilizados para es-
tabilizar as NLS durante o processo de emulsificacdo da fase organica com a
aquosa. Polissorbatos (Tween®), monooleatos (Spam®), fosfolipidios (Fosfati-
dilcolina) e poloxameros (Poloxamero 188) sdo amplamente utilizados.

As proporgdes de agentes surfactantes de um sistema coloidal podem
ser determinadas através do calculo do Equilibrio Hidrofilo-Lipofilo (EHL). Em
funcao das concentragdes de tensoativos e cotensoativos e seus respectivos
valores de EHL, é possivel encontrar as proporg¢des ideais para se obter um
sistema cineticamente estavel.

A classificagdo numérica dos valores de EHL foi determinada por Gri-
ffin, a partir das caracteristicas polares ou apolares das moléculas dos gentes
tensoativos (GRIFFIN, 1949). De acordo com a escala de Griffin, os valores de
EHL variam de 1 a 50, sendo os valores numéricos mais elevados caracteris-
ticos de substancias polares e os menores, atribuidos a substancias apolares.
No preparo de sistemas emulsionados do tipo O/A, sdo indicados tensoativos
com EHL de valor intermediario a alto (8 a 14) e, para sistemas do tipo A/O
sao adequados surfactantes de baixo valor de EHL (abaixo de 8).

Dos 33 artigos analisados, 8 deles (24,2%) ressaltaram os valores de
EHL de agentes surfactantes utilizados em suas metodologias. Os artigos que
utilizaram valores de EHL e seus respectivos tensoativos estdo apresentados
na Tabela 1.

Tabela 1. Valores de EHL e tensoativos utilizados no preparo das NLS

Valor de EHL Tensoativos utilizados Referéncia

8,0-16,0 Tween® 80; Spam 80 Akbari et al. (2016)

15,0 Tween’ 80 Choi et al. (2014)

13,0 Gelucire® 50/13 Jeon et al. (2013)

15,0e 8,0 Tween"® 80; lecitina de ovo Kheradmandnia et al. (2010)
14,90 Tween’ 60 Mojaredian et al. (2013)

15,70 - 15,50 - 15,30 PEG 20 cetil éter; PEG 20 isocetil éter; Sarpietro et al. (2014)
PEG 20 oleil éter

13,80 Spam® 85; Tween"® 80 Severino et al. (2011)
11,0 Tween® 60; Spam” 60 Yang et al. (2012)
EHL == Equilibrio hidrofilo-lipofilo.
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Um recente e inovador estudo realizado por Akbari et al. (2016) ana-
lisou o efeito da variagdo do EHL nas caracteristicas fisico-quimicas das NLS
obtidas. Os autores utilizaram uma mistura binaria dos tensoativos Tween®
80 e Spam 80 para obter valores de EHL que variou entre 8 a 16. Os resulta-
dos mostraram que maiores valores de EHL proporcionam menor tamanho
das particulas e maior eficiéncia de encapsulagdo do naproxeno. Assim, os
autores concluiram que o valor do EHL utilizado pode interferir nas proprie-
dades fisico-quimicas das NLSs.

Choi et al. (2014) utilizaram em seus estudos um polissorbato ndo
idnico (Tween® 80) com valor de EHL = 15. O estudo apenas citou o valor do
EHL utilizado, mas avaliou o efeito do pH e de eletrélitos sobre a estrutura,
caracteristicas de superficie, estabilidade, dispersibilidade e comportamento
do fluxo de suspensdes de NLS sem material encapsulado. A conclusdo dos
autores é que NLS estabilizadas por tensoativo i6nico e grau alimentar, como
Tween” 80, podem ser usadas em varias formulacdes alimentares, tais como
vitaminas e antioxidantes.

Um estudo realizado por Jeon et al. (2013), utilizou palmitato de re-
tinol veiculado em NLS estabilizada pelo surfactante Gelucire® com valor de
EHL = 13. A anélise das concentrac¢des do tensoativo Gelucire® mostrou que
o tamanho das particulas de NLS foram mantidos abaixo de 100 nm em uma
propor¢do maxima de Gelucire® 50/13 e Precirol” ATO5 40:60. Acima destas
concentragdes, houve elevagao do tamanho das particulas e do PDI das for-
mulacgdes.

Kalhapure e Akamanchi (2013) utilizaram um tensoativo derivado do
acido oleico e calcularam o valor de EHL através dos softwares Riedal, que
obteve EHL = 36,20 Chem SW, que determinou EHL = 34,68. O estudo con-
cluiu que o tensoativo obtido apresentou um valor menor que metade da
concentracdo micelar critica (CMC) quando comparado ao oleato de sddio de
EHL = 18. Além disso, o tensoativo testado apresentau aumento no nimero
de grupamentos polares, conferindo ao tensoativo uma alternativa ao ten-
soativo anidnico comparado.

Kheradmandnia et al. (2010) realizaram um estudo com cetoprofeno

veiculado em NLS com base lipidica formada por cera de abelha e cera de car-
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nauba, utilizando como tensoativos Tween® 80 e lecitina de ovo. De acordo
com os resultados, o aumento da concentragao da mistura de surfactantes
entre 0,5 e 1,5%, utilizando uma mistura com 0,5% do farmaco e 3% do teor
de lipidios (mistura de cera de abelha e cera de carnauba) foi possivel uma
reducdo do tamanho médio de particulas das NLS. Entretanto, o indice de
polidispersidade (PDI), o potencial zeta, e a eficiéncia de encapsulagdo nao
foram afetados pelo aumento concentracdo de surfactantes. Contudo, em
concentragdes de 1,5%, houve diminuigdo do potencial de carga do farmaco
nas NLS.

Mojaredian et al. (2013) utilizaram o Tween® 60 como surfactante,
sendo 12,5% o valor minimo necessario para preparar a microemuls3o. Para
as formulagdes testadas a quantidade 6tima de Tween® 60 foi de 15%. Quan-
do foi utilizado um alto valor do tensoativo (22,5%), ndo houve a formacdo
de microemulsdes.

Estudos realizados por Sarpietro et al. (2014) concluiram que a maior
taxa de encapsulamento do farmaco idebenona foi obtida quando se utilizou
o tensoativo do mais elevado valor de EHL (maior hidrofilicidade) que foi o
PEG-20 cetil éter, com valor de EHL = 15,70. Contudo, o menor encapsula-
mento do farmaco testado foi obtido quando se utilizou o tensoativo com
intermedidria lipofilicidade que foi o PEG-20 isocetil éter com valor de EHL
= 15,50. Portanto, nao foi concluida a existéncia de rela¢des entre o EHL e a
taxa de encapsulagdo.

Um estudo de Severino et al. (2011) analisou o polimorfismo de
cristalinidade e o equilibrio hidrofilico-lipofilico para obtencdo de CLN com
matriz lipidica formado por acido estearico e trigliceridios de acido caprico
e caprilico. Com base nos resultados o melhor valor de EHL foi de 13,8, alcan-
cado pela combinacdo dos tensoativos trioleato de sorbitano e polissorbato
80 na proporgao de 10:90, promovendo ideal interacao entre o surfactante
hidrofilico e lipofilico.

Yang et al. (2012) realizaram um estudo experimental de modelagem
correlacionando os lipidios sélidos utilizados e a formacdo de agregacdo de
nanoparticulas. O estudo concluiu que emulsdes do tipo O/A foram obtidas

com 5% de lipidios e 1% em peso de surfactante. Formula¢Ges estdveis foram
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obtidas com a mistura de Tween® 60 e Span” 60 com uma razdo molar de 1,61
e valor de EHL =11,0.

MATRIZES LIPiDICAS UTILIZADAS

As matrizes lipidicas das NLS, como também de CLN, podem ser for-
madas por diversas composig¢oes lipidicas sdlidas, podendo ser os lipidios de
origem natural ou sintética e, utilizados de forma isolada ou em associacgao.
Sera dado um enfoque para as bases lipidicas de origem natural usadas nos

artigos desta revisdo de literatura, as quais estdo apresentadas no Quadro 2.

Quadro 2. Composicao da matriz lipidica de origem natural das NLS e CLN

BASE LIPIDICA REFERENCIA

Cera de abelha Amekyeh et al. (2015)

Cera de abelha e Tan e Billa (2014)

Oleo de theobroma

Cera de carnauba Villalobos-Hernandez; Muller-
Goymann (2006), Pyo et al., (2016)

Cera de carnauba e dleo de semente de roma Niculae et al. (2013)

Cera de carnauba e oleato de decila Lacerda et al. (2011)

Manteiga de cacau e Qian et al. (2013)

6leo de palma hidrogenado
Cera de abelha, diestearina, acido estearico e trioleina Mojahedian et al. (2013)

Oleo de soja Choi et al. (2014)

Cera de abelha e cera de carnatba Kheradmandnia et al. (2010)
Prépolis Rassu et al. (2015)

Oleo de ucutiba e triastearina Silva et al. (2013)

NLS carregadas com cetoprofeno e com mais conteudo de cera de
abelha em seu nucleo exibiram a liberacdo do farmaco mais rapidamente
guando comparadas as que continham mais de cera de carnauba em sua
estrutura (KHERADMANDNIA et al., 2010).

Nao houve diferencas para a entalpia de fusdao de NLS com matriz
lipidica formada por cera de abelha e 6leo de theobroma, quando estas
estavam encapsulando paracetamol, anfotericina B (AmB) e sulfassalazi-
na (AMEKYEH et al., 2015). A eficiéncia de encapsulagdo (% EE) de AmB foi
de 59% quando se utilizou somente o dleo de theobroma, reduzindo para

42% quando se utilizou a cera de abelha, e de apenas 39% quando os dois
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lipidios estavam associados na formualacao (TAN; BILLA, 2014).

No preparo de NLS com dleo de soja totalmente hidrogenado esta-
bilizadas com Tween” 80, hd formacdo de grandes cristais lipidicos de boa
cristalinidade, praticamente, ndo alterados por variacdo de pH (2 a 12), para-
metros que promovem bom encapsulamento da molécula e grau de libera-
¢do (CHOIl et al., 2014).

A propolis é uma resina com propriedades terapéuticas devido aos
flavondides, acidos fendlicos e ésteres presentes em sua composi¢do. Quan-
do utilizada como material de composicdo de NLS para liberacdo prolongada
de diclofenaco, é considerado um medicamento bioativo em que o trans-
portador pode exercer um efeito sinérgico ao da molécula ativa encapsulada
(RASSU et al., 2015).

NLS preparadas com triestearina e cera de Virola surimanensis foram
comparadas quanto a toxicidade in vivo e ndo houve evidéncia de efeito to-
xico, apesar de ter ocorrido efeitos de deposicao de gordura visceral e sub-
cutadneo e inflamacgdo do tecido adiposo para ambas as formulagbes (SILVA
et al., 2013).

Carreadores do tipo CLN sdo mais uma opgdo para o encapsulamento
de farmacos, sendo bastante comum a cera de carnauba na composicao da
base lipidica para encapsular fotoprotetores contra raios ultravioleta (UV).
Filtros solares UV encapsulados em CLN com matriz lipidica a base de éleo de
roma e cera de carnalba promoveram estabilidade fisica melhorada e efica-
cia de encapsulacdo superiores a 90%, com taxa de liberacdo lenta assegura-
da (NICULAE et al., 2013).

CLN formados com cera de carnauba promoveram sinergismo da
atividade fotoprotetora quando combinado com diéxido de titaneo encap-
sulado (VILLALOBOS—HERNANDEZ; MULLER-GOYMANN, 2006). O filtro solar
benzofenona encapsulado em CLN com mistura de cera de carnauba e oleato
de decila formou particulas na faixa de 200-300 nm e estabilidade por um
periodo de 30 dias (LACERDA et al., 2011).

O encapsulamento, em CLN, de principios ativos utilizados em pds-laser
para tratar couperose dentre eles vitamina Al e K1, mostraram uma recupera-

¢do de 3 a 6 vezes mais rapida em areas cicatrizadas e eritemas (PYO et al., 2016).
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FARMACOS ENCAPSULADOS NOS ARTIGOS REVISADOS

Carreadores de farmacos do tipo NLS sdo Uteis para a entrega dire-
cionada de principios ativos de diversas classes farmacolégicas e proprieda-
des fisico-quimicas. Os farmacos encapsulados nas NLS dos artigos estudados

estdo apresentados no Quadro 3.

Quadro 3. Farmacos encapsulados nas NLS e nos CLN

Farmaco Encapsulado

Referéncia

Aceclofenaco
Amsacrina

Anfotericina B, paracetamol, sulfassalazina
Anfotericina B

Aspirina e curcumina
B-caroteno
Benzofenona-3
Cetoconazol
Cetoprofeno
Ciclosporina A

Chawla e Saraf (2012)
Fang et al. (2016)

Amekyeh et al. (2015),
Tan e Billa (2014)

Thakkar et al. (2016)

Qian et al. (2013)

Lacerda et al. (2011)
Kalhapure e Akamanchi (2013)
Kheradmandnia et al. (2010)
Kim et al. (2009)

Farmaco Encapsulado

Referéncia

Coenzima Q-10
Deltametrina

Diclofenaco sédico
Didxido de titanio
Docetaxel

Doxorrubicina
Flurbiprofeno
Gencitabina

Glutamina, Penicilina G ...
Luteolina

Naproxeno

Norfloxacino

Octocrilene, avobenzona e bemotrizinol
Palmitato de retinol
Peptidio LRp

Shikonin

Sildenafil

Vitamina A1, K1 e rutina

Korkmaz et al. (2013)

Nguyen et al. (2012)

Rassu et al. (2015)
Villalobos-Hernandez e Muller-Goymann (2006)
Naguib et al. (2014)

Oliveira et al. (2016)

Din et al. (2015)

Wonganan et al. (2013)
Karn-Orachai et al. (2016)
Jeong et al. (2016)

Akbari et al. (2016)

Wang et al. (2012)

Niculae et al. (2013)

Jeon et al. (2013)

Sachetti et al. (2015)
Eskandani e Nazemiyeh (2014)
Paranjpe et al. (2014)

Pyo et al. (2016)
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CONSIDERAGOES FINAIS

De acordo as técnicas de preparo utilizadas na obtengdao das NLS o
método de producdo mais utilizado, nos artigos analisados foi o de emul-
sificacdo de alta energia. Uma variedade de surfactantes foi utilizada como
agentes estabilizantes das formulagdes, sendo os polissorbatos os mais em-
pregados nos artigos estudados. Ao se analisar o equilibrio hidrdfilo-lipdfilo,
ficou evidentenciado que a variacao do EHL provoca altera¢des nas proprie-
dades fisico-quimicas das NLS. Diversos lipidios podem ser empregados na
composicdo da base lipidica de NLS, podendo ser lipidios de origem natural,
sintética, ou uma associagao dos mesmos. Os lipidios, além de comporem
a estrutura lipidica das NLS podem promover sinergismo terapéutico, ao
apresentarem alguma atividade farmacoldgica intrinseca. No tocante aos far-
macos encapsulados, os carreadores do tipo NLS se apresentam como uma
alternativa viavel para entrega direcionada de grande variedade de princi-
pios ativos, incluindo, anti-neopldsicos, antifungicos, antiinflamtérios, filtros

solares e vitaminas.
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NANOPARTICULAS MAGNETICAS E
SUAS APLICACOES BIOMEDICAS

Jones Willian Soares de Queiroz

Anselmo Fortunato Ruiz Rodriguez

histéria reporta como marco inicial da nanociéncia ou nanotecnolo-

gia a palestra proferida pelo fisico americano Richard Feynman em

1959, intitulada “There’s plenty of room at the bottom” (algo como
“ha muito espaco 1a embaixo»), no Encontro Anual da Sociedade America-
na de Fisica, em Pasadena, nos EUA (DREXLER, 2004). Feynman provocou a
comunidade cientifica a explorar o universo desconhecido das profundezas
da escala nanométrica, defendendo uma visdo tecnolégica na miniaturiza-
¢do, sugerindo a manipulacdo de materiais em niveis de &tomos e moléculas,
como se fosse um bloco em construgao; chegou a sugerir que seria possivel
gravar os 24 volumes da Enciclopédia Britdnica na cabeca de um alfinete, algo
surpreendentemente improvavel para época (ROUKES, 2001).
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O suporte experimental para ideias de Feynman so foi possivel duas
décadas mais tarde, com a inveng¢do do microscépio de corrente de tunela-
mento (STM), capaz de sondar a superficie de materiais com resolugdo nano-
métrica, desenvolvido pelos cientistas Gerd Binning e Heinrich Roher. Ambos
trabalhavam no laboratério da IBM em Zurique (BINNIG; ROHRER, 1983). Em
1989, outros dois cientistas da IBM, Don Eigler e Erhard Schweizer, concreti-
zam as ideias de Feynman ao desenharem o logotipo da corporacdo, posicio-
nando 35 dtomos de xendnio sobre uma superficie plana de niquel (Figura 1),
com uso de novos equipamentos microscopicos capazes nao sé de visualizar
e sim, manipular e reposicionar atomos e moléculas (TOUMEY, 2010).

Figura 5. Logotipo da IBM desenhado com dtomos de xenonio, desenhado

por microscopia de varredura de sonda

im A .
»> » H HO&L 44
»> NPAYA OH>

» N Ho OH
DD P

Fonte: Adaptado de Martins e Trindade (2012).

A partir desse evento, o dominio cientifico e tecnoldgico em escala
nanomeétrica tem sido marcado por expressivo surto de crescimento, prin-
cipalmente com desenvolvimento de novas ferramentas de pesquisas que
possibilitaram o desenvolvimento de novos produtos e processos industriais
em ritmos acelerados. O termo nano é um prefixo usado nas ciéncias para
designar uma parte em um bilhdo e, assim, um nanémetro (1nm) correspon-
de a um bilionésimo de metro; para se ter uma noc¢do desse tamanho, a es-
pessura de um fio de cabelo, por exemplo, mede (em diametro) cerca de 100
mil nanémetros (JOAQUIN; PLEVERT, 2009). Um nanotubo de carbono tem
diametro de 10 nm. A dimensdo de uma molécula de DNA encontra-se na
escala de 100 nm e as hemdcias que sdo as células vermelhas do sangue, sdo

da ordem de 10 mil nan6metros. A Figura 2 ilustra a comparacdo de escala
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do fio de cabelo, hemacias, virus, nanotubo de carbono, atomos e moléculas.
Um nanotubo de carbono é dez mil vezes mais fino do que um fio de cabelo,

porém pode abrigar varias moléculas em seu interior.

Figura 6. Dimensdes representativas de algumas espécies tipicas, em suas

escalas
fio de cabelo
nanotubos
3 de carbono
atomos e
moléculas

AT

; } 1 1 1 i } i
0,1 1 10 100 1 10 100 1
nanémetro microm milimetro
(nm) (nm) (mm)

Fonte: Joaquim e Plévert (2009).

Um aspecto relevante nesta escala é o desaparecimento de fronteiras
cldssicas entre dreas como a fisica, quimica, biologia, informatica, engenharia e
outras. Do ponto de vista cientifico, materiais nesta escala apresentam caracte-
risticas incomuns aos materiais macroscépicos (denominado na literatura como
escala macro ou bulk), podendo apresentar tolerancia a temperatura, cores,
reatividade quimica e condutividade elétrica. Uma das vantagens oferecidas é a
possibilidade de alterar propriedades do material preservando sua composigao
guimica, proporcionando com isso novas aplicagdes (RODUNER, 2006).

NANOPARTICULAS MAGNETICAS

As Nanoparticulas Magnéticas (NPMs) sdo porgdes submicronicas for-
madas por particulas com diametro inferior a 100 nm e podem ser formadas
por diferentes tipos de ferritas que apresentam a expressdo geral M*Fe,O,,
na qual M** € um metal que pode ser Mg, Co, Zn, Fe (Fe,O, — magnetita), ou
entdo maghemita (y-Fe,0,) (FRANCISQUINE; SCHOENMAKER; SOUZA, 2014).

Possuem propriedades magnéticas Unicas, como superparamagnetismo, alta
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coercitividade, baixa temperatura Curie, alta susceptibilidade magnética etc.

As NPMs tém apresentado grande interesse a pesquisadores de di-
versas areas do conhecimento, principalmente por apresentarem diversas
aplicagdes como catalise, armazenamento de dados, recupera¢cdo ambiental,
fluidos magnéticos e uma crescente utilizacdo no setor da ciéncias da vida,
principalmente em bioaplicagdes importantes, como biosseparacdo magné-
tica, deteccdo de entidades bioldgicas (células, proteinas, acidos nucleicos,
enzima, bactérias, virus, e etc) (AKBARZADEH; SAMIEI; DAVARAN, 2012), bem
como diagndstico e terapia clinica, como agente de contraste em imagem de
ressonancia magnética nuclear (ITO et al., 2005), tratamentos de hipertermia
(JORDAN et al., 1999) e como guia magnético em aplicacdes de liberagédo
controlada de farmacos (DOBSON, 2006). Embora ha diversos métodos que
foram desenvolvidos para a sintese de nanoparticulas magnéticas, o suces-
so de sua aplicagcdo nas dreas indicadas acima estd intimamente relacionado
com parametros como tamanho, cristalinidade e morfologia, que sao fatores
importantes no comportamento fisico e quimico das nanoparticulas (BEDAN-
TA et al., 2013). Para utilizagGes biomédicas in vivo, é essencial que sejam
produzidas de material ndo téxico e ndo imunogénico, com particulas de di-
mensdes suficientemente pequenas para permanecerem na circulacdo apds
a injecdo e que possam atravessar sistemas capilares de érgdos e tecidos,
evitando embolia (LOPEZ-QUINTELA et al., 2004). Também é de fundamental
importancia que as nanoparticulas mantenham estabilidade coloidal em am-
bientes fisiolégicos, tendo em vista que sua introducdo nesse ambiente pode
provocar desestabilizacdao do sistema, seja por variacdo de pH ou aumento
de forga ionica; por fim, que tenham comportamento superparamagnético e
sejam biocompativeis (PREDOI et al., 2010).

Nesse quesito, as nanoparticulas de dxido de ferro, como a magneti-
ta (Fe,0,) ou a sua forma oxidada maghemita (y-Fe,0,) tem sido largamente
utilizadas para aplicacées biomédicas devido a baixa toxidade comprovada
(PETCHAROEN; SIRIVAT, 2012). A magnetita (Fe,O,) € um oxido de ferro mag-
nético comum que tem uma estrutura cubica de espinélio inverso e contém
atomos de ferro em dois estados de oxidagdo Fe?* e Fe3* ocupando espacos

entre os ions oxigénio tetraédricos e octaédricos, conforme Figura 3.
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Figura 3. Estrutura cristalina da magnetita; b) Estrutura cristalina da maghe-

mita

9 Ferro

Fonte: Oliveira, Fabris e Pereira, 2013.

Como os ions Fe* sdo divididos igualmente entre as posicGes
tetraédricas e octaédricas, ndo existe momento magnético resultante de
presenca destes ions (OLIVEIRA; FABRIS; PEREIRA, 2013). Entretanto, todos os
ions Fe?* residem nos intersticios octaédricos, sendo esses ions responsaveis
pela magnetizacdo de saturacdo ou, ainda, pelo comportamento magnético
do material. A Figura 3b apresenta a estrutura cubica da maghemita, cujo
diferencial é a presenca de Fe** como Unico cation da estrutura. Cada célula
unitaria da maghemita contém 32 ions 02, 21% ions de Fe** e 2} vacancias,
sendo que os cations estdo distribuidos em 8 sitios tetraédricos e 16 octaé-
dricos (WU et al., 2016). As vacéncias estdo localizadas apenas nos sitios
octaédricos, justificativa da maghemita ser considerada como a magnetita
totalmente oxidada (WU et al., 2016).

SINTESES DAS NANOPARTICULAS DE OXIDO DE FERRO

As sinteses sdo classificadas basicamente em dois tipos: (i) top-down
(“de cima para baixo”), que corresponde em geral em processo litografico
(corrosdo quimica) e (ii) bottom-up (“de baixo para cima”), nas quais ha uma

deposicao controlada e organizada de atomos e moléculas para a formacao
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de estruturas definidas em nanoescala. Outras questdes importantes como
distribuicdo de tamanho de particulas monodispersas, controle do tamanho
das particulas de uma forma reprodutivel, obtencdo de materiais com eleva-
da cristalinidade, estrutura de cristal desejada, forma das nanoparticulas e
sua estabilidade ao longo do tempo sdo fatores essenciais na producdo das
nanoparticulas. Uma variedade de métodos tém sido utilizados para sinteses,
como decomposicdo térmica (ZHANG et al., 2009), sol-gel (LU et al., 2002),
microemulsdo (SANTRA et al., 2001), sintese sonoquimica, pirélise e copreci-
pitacdo (LEE et al., 2004). O Quadro | apresenta algumas caracteristicas dos
métodos utilizados para sintetizar nanoparticulas magnéticas de dxido de
ferro.

Quadro 4. Comparacdo e caracteristicas das nanoparticulas magnéticas de
oxido de ferro sintetizados em diferentes métodos

Caracteristicas Métodos de sinteses de nanoparticulas de 6xido de ferro
Aerosol/ va- Sol-gel Microemulsdo | Deposi¢do de gas
por (pirdlise)

Tamanho e 5-60 nm com 20-200 nm com 4-15 nm com 5-50 nm com
distribui¢do larga larga distribuigdo estreita estreito tamanho
de tamanho Distribuicdo distribuicao de distribuicdo

Magnetizagéo | 10-50 emu/g | 10-40 emu/g com | >30emu/g com >20 meu/g
com magne- comportamento comportamento
tizagdo apro- paramagnético superparamag-

priada nético
Morfologia Esféricas esférica com alta esférica ou cubi- Esférica
porosidade ca (sem
agregacdo)
Vantagens elevada particulas de formas Propriedades | Util para protegdo
produgdo e comprimentos uniformes e e revestimento
desejados podem ser também o
sintetizadas, Gtil para| tamanho das
fazer nanoparticulas | nanoparticulas
hibridas podem ser mani-
puladas
Desvantagens | Formagdo de | os produtos usual- os tensoativos | Sinteses em altas
agregados mente sdo dificil de re- temperaturas
contém componen- | mover; pequena
tes quantidade de
da matriz sol-gel em oxido
suas superficies pode ser sinte-
tizada

Fonte: Gupta e Gupta (2005).
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No entanto, o método de coprecipitacdo tem sido o mais utilizado
devido a simplicidade de manipula¢do, boa reprodutibilidade, baixo custo de
producdo e apresenta inUmeras vantagens, como homogeneidade quimica,
temperaturas de reacdo e sinterizacdo baixas, uniformes com fraca ou ne-
nhuma aglomeracdo e controle de tamanho (KIM; KIM; LEE, 2003). Publica-
¢Oes recentes tém enfatizado o controle do tamanho das nanoparticulas da
magnetita, apresentando comportamento superparamagnético, isto significa
gue ndo ha nenhuma histerese nas curvas de magnetizacdo, o que implica
gue a capacidade de retencdo e coercitividade é proximo de zero (CASILLAS;
PEREZ; GONZALEZ, 2012). Nanoparticulas obtidas pelo método de coprecipi-
tacdo quimica sdo produzidas pela precipitacdo sais de ferro (Fe*?) e (Fe**) em
meio alcalino, numa razdo molar de 1:2, utilizando-se hidréxido de amoénio,
amonia ou outra soluc¢do alcalina para aumentar o pH da reacdo, fator neces-
sario para a formagdao da magnetita. A reagdo quimica pode ser representada

pela equacdo quimica abaixo:

2Fe* + Fe2 + 8OH? > FeO.Fe,0, +4H,0 (1)

Geralmente, a solubilidade do o6xido de ferro trivalente (Fe*®) é me-
nor do que a observada em 6xidos de ferro divalente (Fe*?), assim o ferro tri-
valente hidrolisa e forma espécies hidroxiladas. A hidrélise pode ser induzida
por aquecimento da solucdo. A hidrdlise completa corresponde a formacgao
de um oéxido-hidroxido de ferro trivalente e é representada de acordo com a

reacdo quimica seguinte:

(Fe(H,0),)*® - FeOOH+3H"+4H,0 (2)

O cation divalente na solugdo de ferro (Fe*?) reage para formar o oxi-
do de ferro divalente em condicGes basicas (presenca da hidroxila OH"), que

é apresentado na equacgao 3:

Fe + 20H' > Fe(OH), (3)

Sob as condicGes de reacdo, o hidroxido de ferro bivalente e o éxido

-hidréxido de ferro trivalente formam espécies susceptiveis a serem forma-
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das. O mecanismo de reacgdo sugere que o cation do ferro trivalente hidrolisa
com o aumento do pH formando (FeOOH), sob condig¢des alcalinas o cation
do ferro bivalente forma Fe(OH),. As espécies quimicas reagem entre si em
solucdo alcalina (pH entre 9 a 11) formando a magnetita (CASILLAS; PEREZ;
GONZALEZ, 2012), de acordo com a equacao (4):

2FeOOH + Fe(OH), > Fe,0,+2H,0 (4)

FUNCIONALIZAGAO DAS NANOPARTICULAS MAGNETICAS

As nanoparticulas magnéticas sdo muito sensiveis a oxidagdo e a
aglomeracdo, devido a grande area superficial relativa, alta reatividade qui-
mica e interacdo magnética dipolo-dipolo. Sua oxidacao, que pode ocorrer
em ambientes naturais, altera drasticamente as propriedades magnéticas
desses materiais. Um dos aspectos importante para sua utilizagdo em apli-
cacdes biomédicas consiste na protecdo superficial, a fim de melhorar sua
biocompatibilidade com entidades biolégicas e proporcionar estabilidade
guimica, preservando propriedades magnéticas desejaveis.

Vdrias estratégias de protecdo tém sido desenvolvidas para estabili-
zar quimicamente as NPMs contra oxidacdo e degradacdo durante e apds a
sintese, seja com espécies organicas como polimeros (polietilenoglicol- PEG,
dextrano e quitosano) ou agentes tensoativos (acidos graxos de cadeia longa
como oleico, l3urico, e etc) (LU et al., 2002) ou espécies inorganicas como a
silica (SiO,) (SANTRA et al., 2001), entre outras. O quadro 2 apresenta algu-
mas modificagdes das superficies das nanoparticulas magnéticas para aplica-

¢cOes biomédicas e seus efeitos sobre a estabilidade e magnetizacao.
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Quadro 2. Diferentes polimeros / moléculas que podem ser utilizadas para o
revestimento de nanoparticulas para estabilizar os ferrofluidos

Polimeros / moléculas

Vantagens

Polietilenoglicol (PEG)

Dextrano
Polivinilpirrolidona (PVP)
Acidos graxos

Alcool polivinilico (PVA)
Acido poliacrilico
Polipeptideos

Quitosana

Gelatina

Poli(N-isopropilacrilami-
da)
Poli (D, L- lactido)

A imobilizagdo ndo-covalente do PEG sobre a superfi-
cie, melhora a biocompatibilidade e o tempo de circu-
lagdo no sangue

Melhora o tempo de circulagdo sanguinea, estabiliza a
solugdo coloidal

Melhora o tempo de circulagdo sanguinea, estabiliza a
solucdo coloidal

Estabilidade coloidal, grupos funcionais terminados em
carboxilas

Impede coagulagdo das particulas, dando origem a par-
ticulas monodispersas

Aumenta a estabilidade e biocompatibilidade das parti-
culas e também ajuda na bioadesdo

Excelente para a biologia celular, por exemplo, atua no
direcionamento para a célula

Sistema de entrega de genes ndo virais, biocompativel,
hidrdfilo, utilizado na agricultura, Alimentos, medica-
mentos, biotecnologia, dos téxteis, polimeros e trata-
mento de agua

Empregado como agente gelificante, biocompativel,
polimero natural hidrofilico

Termossensivel (utilizado para entrega de drogas e se-
paragdo celular)

Biocompativel, baixa citotoxicidade

Fonte: Gupta e Gupta, 2005.

A Figura 4 é uma representacdo esquematica de uma nanoparticula

magnética com diversas funcionaliza¢Ges e a Figura 5 do espectro de infra-

vermelho com respectivas bandas de ligacdo da magnetita funcionalizadas

com acido oleico.
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Figura 5. Espectros FTIR de (a) acido oleico puro; (b) nanoparticulas Fe304
revestido com acido oleico, com respectivas ligagdes.
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Figura 4. NPM com diversos ligantes funcionais: modelo de multifunciona-
lidade.
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Fonte: GUPTA e GUPTA, 2005.

Ao analisar os espectros de infravermelho (Figura 5), observa-se o
desaparecimento do dimero do acido oleico (a), caracterizado pelo estira-
mento C=0 em 1710 cm™ e a formacdo de duas novas bandas em 1639 e
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1541 cm™ (b) indicando presenca de carboxilato ligados aos ions ferro da su-

perficie das nanoparticulas.

APLICACOES DAS NANOPARTICULAS MAGNETICAS IRM

A imagem por ressondncia magnética é uma das ferramentas mais
eficazes na medicina, sendo uma técnica ndo-invasiva utilizada em diagnds-
tico para obtencdo de imagens anatémicas e metabdlica de tecidos em alta
resolucdo espacial e temporal (HARISINGHANI et al., 2003).A técnica é basea-
da na alteragdo da magnetizacdo dos tecidos a partir da relaxa¢do do com-
portamento ressonante dos prétons presentes na molécula de dgua (nucleos
de hidrogénio) sob a a¢do de um forte campo estatico (1 T) apds a retirada
de outro campo magnético transversal na faixa de radiofrequéncia (f = 42.57
MHz) (FRANCISQUINE; SCHOENMAKER; SOUZA, 2014).

Os Oxidos de ferro superparamagnéticos conhecida como SPIONs
tem demostrado potencialidade em aplicacGes in vitro e in vivo de imagio-
logia molecular e celular, quando comparados com as usuais particulas pa-
ramagnéticas, pois sdo capazes de alterar substancialmente o (T2) tempo
de relaxamento transversal (spin-spin) das moléculas de dgua préximo das
nanoparticulas, melhorando o contraste negativo da imagem; com isso utili-
za-se menos quantidade de agente de SPIONs na aplicacdo. As propriedades
de contraste também podem ser influenciadas pelo tamanho e hidrofilicida-
de das nanoparticulas ou pela espessura da cobertura superficial. Para me-
Ihorar as distingdes de diferentes tecidos, uma vez que cada tecido absorve
guantidades de nanoparticulas diferentes, foram desenvolvidos agentes que
aumentam o contraste entre eles e sdo facilmente excretadas pelo figado
apods o tratamento. S3o utilizados comercialmente como o Feridex, Rosevist,
Sinerem, Supravist, que sdo 6xidos de ferro superparamagéticos revestidos
com dextran ou carboxidextran.

SEPARACAO CELULAR
A identificacdo/separacdo de células com nanoparticulas magnéticas
é um método cada vez mais comum. A técnica basicamente passa por duas

etapas: (i) anexar as particulas magnéticas no componente biolégico deseja-

113



TOPICOS EM BIOTECNOLOGIA E BIODIVERSIDADE: Pesquisas e Inovagdo na Amazonia Sul Ocidental

do e (ii) internalizacdo de particulas magnéticas biocompatives pela fase do
fluido endocitose, endocitose mediada pelo receptor ou fagocitose. Uma das
estratégias de marcagdo seletiva celular consiste na modificagdo da superfi-
cie das nanoparticulas magnéticas com surfactantes especificos para que se
liguem em elementos bioldgicos de interesse, por exemplo, DNA, proteinas
e células.

Bruce e colaboradores (2004) utilizaram magnetita revestida com
silica e funcionalizada com celulose na imobilizacdo de duas enzimas: a-qui-
motripsina e B-galactosina para aplicacdes em biorreatores Posteriormente
sintetizaram nanocompdsito magnético a base de silica mesoporosa e mag-
netita para aplicagdo em biosseparagao, avaliando a habilidade destes na-
nocompositos na ligacdo e eluicdo de DNA e na extracdo de RNA de células
bacterianas. As nanoparticulas obtidas foram usadas como nucleo para a fa-
bricagdo do nanocompdsito magnético mesoporoso. Foi utilizado como sur-
factante brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB) e tetraetilortossilicato (TEOS)
como fonte de silica, em uma sintese tipica de obtencao de silica mesoporosa
ordenada. Tanto a magnetita quanto o nanocompdsito silica-magnetita de-
monstraram alta capacidade de ligagdo ao DNA (DE SOUZA; MOHALLEM; DE
SOUZA, 2011).

ENTREGA DE DROGAS

Nanoparticulas magnéticas em suspensao (fluido magnético) tem as-
sumido um papel importante em sistema de entrega de drogas, conhecido
como drug delivery.lsso porque os métodos convencionais (droga injetada)
atuam sobre todo organismo, sem especificidade, provocando efeitos cola-
terais tdo agressivos quanto a enfermidade. Numa situac¢do ideal, uma dro-
ga especifica pode ser funcionalizada as NPMs e direcionada, através de um
gradiente de campo magnético externo, ao drgdo especifico e ao retirar o
campo a droga se espalha proporcionando uma maior concentragdo no local
desejado.

Para tais aplicagdes, o tamanho, carga e composi¢cdo quimica da su-
perficie das particulas magnéticas sdo particularmente importantes e afetam

fortemente tanto o tempo de circulagdo no sangue, como a biodisponibili-
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dade das particulas dentro do corpo (CHOULY et al., 1996). Além disso, as
propriedades magnéticas e a internalizagao das particulas dependem de seu
tamanho, por exemplo, administracdo sistémica de particulas com diametros
maiores de 200nm podem ser capturadas pelo sistema endotelial-SER (pre-
sente no baco, figado e medula dssea). Por outro lado, particulas com didame-
tros inferiores a 10nm sdo rapidamente removidas através do extravasamen-
to e depuracgdo renal. As particulas que vao desde cerca de 10 a 100nm, sao
ideais para a injecao intravenosa e demonstram maior tempo de circulagao
de sangue. As particulas nesta gama de tamanho sdo suficientemente pe-
guenas, tanto para evadir o SER do corpo, como penetrar nos capilares, nos
tecidos do corpo e, portanto, podendo oferecer uma distribuicdo mais eficaz
em determinados tecidos. Revestimento dos nucleos das NPMs sdo utiliza-
dos para estabilizacdo quimica, protecdo e posterior funcionalizagdo com
moléculas ou farmaco desejados.

Chen e colaboradores (2012) prepararam uma plataforma nano-
métrica para entrega de drogas guiada por conjugac¢do de pontos quanticos
com nanotubos de carbono cheios de magnetita. A plataforma foi capaz de
transportar DOX em células HelLa por meio de um campo magnético externo
(CHEN et al., 2012). Um dos primeiros estudos de entrega de quimioterapi-
cos com aplicacdo de campo magnético envolveu microesfera de albumina
(varios diametros) aprisionado em magnetita e DOX. Este sistema aumentou
em 100 vezes a concentrac¢do da droga no local desejado em comparagdo ao
sistema de droga livre (WIDDER; SENYEI; SCARPELLI, 1978).

HIPERTERMIA MAGNETICA

A terapia de hipertermia constitui um tratamento médico com base
na exposicdo de tecido corporal a temperaturas ligeiramente mais elevadas
do que fisioldgico (entre 41- 46°C) para danificar e matar as células cancero-
sas ou para tornd-las mais sensiveis aos efeitos de radiagdo e drogas antican-
cer. Apesar de ainda ser uma técnica experimental, hipertermia local demons-
trou nos ensaios clinicos ser eficaz quando combinada com quimioterapia bem
desenvolvida ou radioterapia para cancer, tais como cancer da mama, cervical,

prostata, cabeca e pesco¢o, melanoma, sarcoma de tecidos moles, e cancro
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retal limitada a pequenas areas, entre outros (ALGAN et al., 2000).

A hipertermia magnética baseia-se na introdugao de particulas mag-
néticas no tecido tumoral, seguindo da aplicacdo de um campo magnético
externo alternado transformando a energia do campo magnético em energia
térmica (calor). Para maximizar os efeitos da energia térmica, NPMs (em ge-
ral de magnetita, devido a baixa toxidade, entre outras) sdo funcionalizadas
com agentes especificos capazes de ligarem somente as células tumorais, mi-
nimizando efeito de aquecimento das células normais.

Dez pacientes com recorréncia de cancer de prdstata foram inseridos
em um teste de viabilidade do Departamento de Urologia da Charite - Facul-
dade de Medicina de Berlim. O fluido magnético foi injetado através do peri-
neo sob ultrassonografia transretal e orientagdo fluoroscopica. Os pacientes
receberam seis tratamentos térmicos de duragao de 60 minutos, com tempe-
raturas que variaram de 39°C a 50°C e intensidade de campo de 4 a 5kA/m.
Os resultados das tomografias mostraram a retencdo das nanoparticulas na
préstata em até 6 semanas em apenas uma aplicacdo e sem observancia de
toxidade sistémica num periodo de 17 meses, tornando as NPMs uma impor-
tante aliada a nanomedicina (THIESEN; JORDAN, 2008).

CONSIDERACOES FINAIS

Uma eficiente utilizagdo das nanoparticulas magnéticas na medicina
ainda requer estudos especificos em diferentes dreas de pesquisa, permitin-
do a compreensao de fendmenos associados a caracterizacdo e validagdo de
dados experimentais. Esse caminho ja tem sido percorrido por varios grupos
de pesquisas, e espera-se que a utilizacdo segura desses nanomateriais pos-
sam trazer mais qualidade de vida aos pacientes com cancer, principalmente
aqueles que ndo reagem aos tratamentos tradicionais.
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PLANTIO DIRETO DE PASTO:

alternativa para renovacao de

pastagens na Amazonia Ocidental

Mauro Jorge Ribeiro
Carlos Mauricio Soares de Andrade

Brasil vive um paradoxo em relagdo ao mercado mundial de carne

bovina. Se por um lado esbanja a forca do segmento produtivo, por

outro, convive com indices de degradacdo de pastagens que podem
comprometer os cendrios de avancos projetados pelo setor.

Demonstrando potencial e vigor, o Brasil liderou o ranking mundial dos
exportadores de carne bovina de 2008 a 2014. Em 2015, passou a ocupar a
terceira posicdo em decorréncia de retracdo no abate da espécie em relacdo
ao ano anterior, com a queda nas exportacoes (IBGE, 2015). Com o aumento do
efetivo de bovinos para 215,20 milhdes de cabecas, registrado em 2015, o pais
prepara-se para superar os Estados Unidos quanto ao volume de producao, nos
préximos 5 anos, assumindo a lideranga mundial (PORTAL BEEFPOINT, 2015).
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Estes dados sdo ainda mais significativos quando é feita analise da
produtividade da pecuaria brasileira: cerca de 93% do rebanho é criado no
sistema extensivo, tendo a pastagem como a principal ou Unica fonte alimen-
tar (NOGUEIRA, 2013). O sistema de producdo de carne no Brasil, por essa
caracteristica extensiva, tem um dos menores custos de produg¢ao no mundo,
equivalente quase a metade do custo nos Estados Unidos, por exemplo (AN-
DRADE et al, 2015).

Trata-se claramente de um sistema de producgao ndo intensivo quan-
to ao uso de tecnologias. Por isso, a cada ano, milhares de hectares de pas-
tos sdo transformados em dareas degradadas ou iniciam algum processo de
degradacdo. Estima-se que, atualmente, em torno de 70% dos 172 milhdes
de hectares de pastagens existentes no pais sejam pastagens degradadas ou
em degradac¢do, de modo que a maior concentragdo dessas dreas estaria nas
regides de fronteira agricola (Norte, Centro-Oeste e Nordeste) (DIAS FILHO,
2011; 2014). A degradacdo das pastagens é, por isso, o fator que mais com-
promete a sustentabilidade da producdo animal, com reflexos na diminuicdo
da capacidade de suporte em cada propriedade, aumento dos custos de pro-
ducdo e queda na renda dos produtores rurais, na medida em que o conjunto
destes indicadores leva a ocorréncia natural de prejuizos econdmicos acen-
tuados.

A esse processo, Macedo e Zimmer (1993) denominaram ciclo de
producdo naturalmente decadente, apresentando produc¢des de matéria
seca (MS) substancialmente maiores nos primeiros anos, sendo caracterizada
pela producdo estacional e ciclica no periodo das aguas.

Diversos fatores explicam a intensidade do processo de degradacao
de pastagens. Segundo Dias Filho (2007), para pastagens plantadas, as princi-
pais causas sao: 1. Praticas inadequadas de pastejo, como o uso de taxas de
lotacdo ou periodos de descanso que ndo levam em conta o ritmo de cres-
cimento do capim; 2. Praticas inadequadas de manejo da pastagem, como a
auséncia de adubacgdo de reposi¢dao, o uso excessivo do fogo para eliminar
pasto ndo consumido (provocar rebrote), ou para controlar plantas daninhas;
3. Falhas no estabelecimento da pastagem, provocadas pelo preparo inade-

guado da drea, uso de sementes de baixo valor cultural, ou pelo plantio em
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época inadequada; 4. Fatores bidticos, como ataques de insetos-praga e pa-
tégenos; e 5. Fatores abidticos, como o excesso ou a falta de chuvas, a baixa
fertilidade e a drenagem deficiente dos solos.

Os numeros deveriam servir de alerta. A regido Centro Oeste, que
responde por mais de 60% da producdo de carne no pais, apresenta quadro
preocupante em relagdo ao percentual de pastagens degradadas. Mais de
80% das cerca de 50 milhdes de hectares encontram-se comprometidos, o
gue explica a baixa capacidade de suporte observada atualmente (cerca de
0,8 U.A/ha). Dados indicam que é possivel obter mais de 16 arrobas/ha/ano
em dreas de pastagens bem formadas e manejadas com eficiéncia, enquanto
que a produtividade de carne nas regides Norte e Centro Oeste ndo ultrapas-
sa, em média, 2,0 arrobas/ha/ano. (PERON; EVANGELISTA, 2004; MACEDO et
al., 2013; ANDRADE et al, 2015).

Na Amazonia Legal, que concentra 40% das pastagens e mais de 35%
do rebanho bovino nacional, ha cerca de 30 milhdes de hectares degrada-
dos ou em processo de degradacao, implicando em forte pressdo anual para
incorporagdo de novas areas via aumento do desmatamento, na contramao
do que indicam os principais mercados consumidores, exigentes por pecua-
ria mais sustentavel (DIAS FILHO; ANDRADE, 2006; NOGUEIRA, 2013). Para
Dias Filho (2016), a pecuaria na Amazonia deve se modernizar para tornar-se
competitiva e atingir mercados mais exigentes. Melhorar as pastagens via
reutilizagdo das dreas ja abertas, que atualmente se encontram improdutivas
(abandonadas) ou com baixa produtividade (subutilizadas), reduzindo des-
matamentos e tornando a atividade mais produtiva e sustentdvel, é a base
desta modernizagdo. Via recuperagao de pastagens degradadas, o processo
de modernizagdo da pecudria na Amazbnia promovera o aumento da pro-
ducdo, sem a expansdo das areas de pastagem. Isto é, o aumento da produ-
tividade e a preservacdo ambiental deverdo ser o foco central, conciliando
0 aumento na segurancga alimentar nacional e mundial com a reducdo dos

desmatamentos.
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SITUAGAO DAS PASTAGENS NO ACRE

O estado do Acre, situado no extremo oeste do Brasil, ocupa 4% da
Amazbnia brasileira. E citado como o portdo de entrada no Brasil pela Ama-
z6nia Ocidental, e possui area territorial de aproximadamente 164.221 km?,
com 13,9 % (22.800 km?) de sua area total desflorestada. Do total desmatado
até 2012, em torno de 84,30 % (19.220 km?, equivalente a 1,92 milhdes de
hectares) eram utilizados com pastagens (VALENTIM et al., 2015). A graminea
forrageira com maior area plantada é o capim-brizantdo (Brachiaria brizan-
tha cv. Marandu) (DIAS FILHO; ANDRADE, 2006).

No estado, a pecudria bovina reproduz os prejuizos decorrentes da
degradacao das pastagens cultivadas, sendo a principal causa da degradacao
a sindrome da morte do capim-brizantdo (VALENTIM et al., 2000; VALENTIM
etal., 2002; ANDRADE; VALENTIM, 2006; 2007). Por isso, a prioridade central
da pecudria acreana é a necessidade de reformar pastagens, em especial as
acometidas pela sindrome da morte do capim-brizantdo, para recuperar con-
di¢des originais de produtividade.

De maneira geral, isso ja vem ocorrendo entre os pecuaristas mais
capitalizados e informados. Had um grande esforgo nos ultimos 15 anos para
reformar pastagens degradadas no estado, reflexo da gravidade da sindrome
da morte do brizantdo. O crescimento do uso de tratores na pecuaria do Acre,
neste mesmo periodo, é decorrente dessa situacdo (VALENTIM et al., 2015).

Paralelamente, o processo de degradagdo de pastagens causado pela
doenca tem levado a faléncia muitos pecuaristas, notadamente aqueles com
baixa capacidade gerencial, principalmente os de pequeno porte, provocan-
do vendas de propriedades e abandono da atividade.

A partir do crescimento do processo de sucessao familiar, em que os
novos gestores tém maior grau de instrucdo e maior disposicdo de investi-
mento na modernizacdo da pecuaria, tém sido experimentadas algumas ini-
ciativas de intensificacdo da atividade.

A guestdo principal é que o investimento em reforma de pastagens tem
que ser feito com menor risco de insucesso e sem comprometer a produtivi-
dade futura das pastagens. Dai a necessidade de fornecer alternativas para o

método tradicional de reforma, baseado no preparo do solo com grades.
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Esta é a técnica mais utilizada pelos produtores locais para recuperar
pastagens degradadas e que exigem a substituicdo das forrageiras, mediante
o preparo convencional de solo, com sucessivas operacdes de aracdo e gra-
dagem, seguidas do semeio a lanco da nova forrageira, muitas vezes sem cor-
recdo do solo e/ou adubacdo. Entretanto, o uso indiscriminado desta técnica
pode acarretar elevadas perdas de solo por erosdo e redugdo dos niveis de
matéria organica do solo, podendo prejudicar a produtividade futura da pasta-
gem, especialmente em dreas com solos arenosos ou em terrenos declivosos.

Além disso, estudos anteriores em outras regides do pais demons-
traram que, apesar da gradagem ser uma pratica utilizada pelos produtores
visando aumentar vigor da rebrota e producdao em pastagens degradadas, ja
foram observados aspectos negativos da gradagem como método de recupe-
racdo de pastagem em relacdo a produtividade (SILVA et al., 2004), situagao
gue se reproduz em diversas areas rurais do estado.

Dependendo do estagio de degradacdo e da necessidade de substi-
tuicdo das espécies forrageiras, as pastagens em degradacdo ou degradadas
necessitam ser submetidas a técnicas de recuperacdo ou de renovacdo para
restauragdo da sua capacidade produtiva, pressupondo uma diversidade de
solugdes aplicaveis caso a caso.

Na recuperagdo de pastagens, sdo utilizadas praticas mecanicas e
guimicas para revigoramento do pasto e corre¢do dos fatores causais da de-
gradacgdo, sem substituicdo da espécie forrageira existente. Ja na renovagao
ou reforma, sdo utilizadas praticas agronémicas para substituir a espécie pre-

sente e tornar a pastagem novamente produtiva.

PLANTIO DIRETO

O aumento da concentracdo de gases na atmosfera, especialmen-
te o didéxido de carbono, tem condicionado o debate sobre a influéncia das
atividades produtivas nas altera¢des climaticas. Para Baker (2016a, 2016b),
a moderna agricultura deve ser praticada em quatro passos, com objetivo
de mitigar os efeitos das praticas agricolas: favorecer o cultivo de culturas
agricolas, de tal maneira que recapturem mais CO, da atmosfera do que é

emitido para a preparacdo do solo e ciclo de crescimento da planta; manter a
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cobertura organica sobre o solo onde as sementes foram semeadas; promo-
ver a atividade microbiana na decomposi¢do de residuos vegetais; e garantir
que os residuos pds-colheita das culturas sejam distribuidos uniformemente
sobre a superficie do solo. Para isso, o autor aponta uma solucdo simples: a
adogdo do plantio direto.

A técnica de plantio direto na palha tem sido utilizada na moderna
agricultura empresarial com o objetivo de viabilizar a sustentabilidade da ca-
pacidade produtiva do solo, mantendo a cobertura vegetal no solo (palhada),
reduzindo o assoreamento e a eutrofizacdo de represas e cursos d’dgua, com
melhoria das condigGes fisicas, quimicas e bioldgicas do solo, elevando sua
capacidade de infiltracdo e retencdo de agua e, também, seu teor de matéria
organica (FERREIRA et al., 2006; VILELA et al., 2006).

Essa técnica foi introduzida no territério nacional ha mais de 40 anos,
consolidando-se como uma tecnologia conservacionista largamente aceita
entre os agricultores. Por seus efeitos benéficos sobre os atributos fisicos,
guimicos e biolégicos do solo, pode-se afirmar que o plantio direto é uma
ferramenta essencial para alcancar a sustentabilidade dos sistemas agrope-
cudrios (CRUZ et al., 2001).

Atualmente, ha sistemas adaptados a diferentes regides e niveis
tecnoldgicos, praticamente ndo havendo restricdes quanto ao emprego do
plantio direto, podendo ser usado em areas ao nivel do mar, ou a 3000m de
altitude; também pode ser praticado a partir de condi¢des extremamente
secas, com 250 mm de precipitagdo ao ano, e em areas extremamente chu-
vosas, com 2.000 ou 3.000 mm por ano. E implementado em todos os tipos
e dimensdes de propriedades, seja em areas de grandes produtores, com
magquinas e equipamentos sofisticados, a areas de agricultura familiar, com
uso de tracdo animal. Também pode ser explorado em solos com textura va-
riando de 90% de areia, a 80% de argila (DERPSCH et al., 2010).

O crescimento da area cultivada sob plantio direto é expressivo. Hoje
em dia, em quase todos os paises sdo implementadas algumas atividades
em plantio direto, uma ferramenta da Agricultura Conservacionista (Tabela
1) (FAO, 2016).
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Tabela 1. Area cultivada sob plantio direto no mundo (FAO, 2016)

Paises Area sob Plantio Paises Area sob Plantio
Direto (ha) Direto (ha)
AFRICA Asia

Africa do Sul 368 000 Aczerbaijao 1300
Gana 30000 China 6670 000
Lesotho 2000 Coréiado Sul 23 000
Madagascar 6000 india 1 500 000
Malawi 65000 Iraque 15 000
Marrocos 4000 Kazaquistao 2 000 000
Mogambique 152 000 Libano 1200
Namibia 340 Quirguistao 700
Tunisia 8000 Siria 30 000
Quenia 33100 Turquia 45 000
Zambia 200000 Uzbequistdo 2450

Zimbabwe 332000 EUROPA
AMERICAS Alemanha 200 000
Argentina 29181000 Bélgica 268
Bolivia 706 000 Eslovaquia 35 000
Brasil 31811000 Espanha 792 000
Canada 18313 Finlandia 200 000
Chile 180 000 Franca 200 000
Colémbia 127 000 Grécia 24 000
Estados Unidos 35613000 Holanda 500
México 41 000 Hungria 5000
Paraguai 3000000 Irlanda 200
Uruguai 1072000 Itdlia 380 000
Venezuela 300000 Moldavia 40 000
OCEANIA Portugal 32000
Australia 17 695000 Reino Unido 150 000
Nova Zelandia 162 000 Russia 4 500 000
Suiga 17 000
Ucrania 700 000
Total no mundo (ha) 156.957.968

Fonte: FAO, 2016.

O destaque fica para os paises da América do Sul, que tém as mais

rapidas taxas de adogdo do plantio direto. Em alguns deles, o plantio direto

esta sendo usado entre 50 a 70% da area cultivada (Brasil, Argentina, Bolivia,
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Paraguai e Uruguai). No Brasil, este sistema ocupa quase 32 milhdes de hec-
tares, cerca de 50% da area com culturas anuais no pais (CRUZ et al., 2011;
FAQ, 2016).

O rapido crescimento do sistema de plantio direto na palha é expli-
cado por apresentar inUmeras vantagens em relacdao ao método de preparo
convencional, contribuindo fortemente para a maior sustentabilidade da pro-
ducdo agropecudria. E importante observar que as mesmas motivacdes que
impulsionaram a introducao, adaptacao, desenvolvimento e implementagao
do plantio direto em muitos outros paises, prevaleceram no Brasil, a exemplo
do controle de erosdo hidrica e edlica; maior aproveitamento do uso da terra;
economia de tempo, de mdo-de-obra, de combustivel, de corretivos e de fer-
tilizantes; menor desgaste, manutencao e diversidade de equipamentos agri-
colas; e menor impacto negativo sobre o ambiente (DENARDIN et al., 2011).

Inicialmente, o plantio direto era visto apenas como uma técnica al-
ternativa de reducdo dos problemas de erosdo hidrica nas lavouras anuais
produtoras de graos.

O desenvolvimento da técnica de plantio ocorreu de forma pratica-
mente simultanea entre drgdos de pesquisas e as demandas ou gargalos iden-
tificados diretamente nas propriedades, ao ponto de assumir papel cada vez
mais relevante para a agricultura conservacionista (DENARDIN et al., 2008).

Atualmente, o plantio direto passou a ser enfocado como sistema
plantio direto (SPD). E o reconhecimento que o sistema é mais que o simples
abandono do preparo de solo: é um sistema de exploracdo agropecuario,
composto por um complexo de tecnologias inter-relacionadas, complemen-
tares e independentes, que envolve diversificacdo de espécies plantadas (ro-
tacdo de culturas), cultivadas via mobilizagao de solo exclusivamente na linha
de semeadura, com manutenc¢do constante de residuos vegetais da cultura
anterior, garantindo permanente cobertura do solo, capaz de viabilizar o ato
de semear, sem prévio preparo de solo, de modo continuo ao longo do tem-
po (DENARDIN et al., 2001).
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PLANTIO DIRETO DE PASTO (PDP)

O emprego do plantio direto na renovag¢do de pastagens, sem rotagao
com culturas agricolas, € uma tecnologia de uso recente em muitos paises.

A Nova Zelandia foi um dos primeiros paises a adotar o sistema de
plantio direto. Desde o inicio, os agricultores tentavam renovar suas pasta-
gens, sem preparo de solo. Hoje, o sistema abrange cerca de 25% da drea
plantada, incluindo pastagens cultivadas e culturas forrageiras, ocupando
162.000 hectares (FAO, 2016).

Para Andrade et al. (2016), o plantio direto de pasto podera ser uma
solucdo importante para regides como a AmazOnia, por exemplo. Devido ao
clima chuvoso, o uso indiscriminado do preparo convencional do solo na re-
forma de pastagens pode acarretar elevadas perdas de solo por erosao hidri-
ca e redugdo dos niveis de matéria organica do solo, podendo prejudicar a
produtividade futura da pastagem, especialmente em dreas com solos frageis
ou em terrenos declivosos.

Nas regides Sudeste e Centro-Oeste do Brasil, ja existem recomenda-
¢Oes para uso do plantio direto na reforma de pastagens, com uso de plan-
tadeiras tratorizadas, de tragdo animal e manual (matraca) (FERREIRA et al.,
2006; VILELA et al., 2006). No caso do plantio direto tratorizado, a plantabili-
dade da area é a principal exigéncia para realizar com sucesso essa pratica na
reforma de pastagens degradadas.

Os principais componentes de natureza fisica que restringem a plan-
tabilidade da area sdo: ocorréncia de pedras, troncos e tocos; presenca de
erosdes e variacdes de micro relevo; excessivas trilhas geradas pelo deslo-
camento do gado e a compactacdo do solo. Ou seja, a superficie do terreno
deve permitir o trafego de mdquinas e implementos, possibilitando a dis-
tribuicdo e a cobertura homogénea das sementes das espécies forrageiras
(VILELA et al., 2006).

A renovacgdo de pastagens degradadas, através do plantio direto, en-
volve a eliminagdo de ervas daninhas e da graminea que se deseja substituir,
com emprego de herbicidas ndo seletivos, seguido do plantio das novas for-
rageiras (gramineas e/ou leguminosas). E possivel utilizar sementes ou mu-

das como material propagativo.
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Entretanto, o uso do plantio direto ainda é raro na reforma de pasta-
gens degradadas no Brasil, se comparado ao nivel de ado¢do na agricultura
empresarial ou familiar. A causa principal é a caréncia de pesquisas publica-
das sobre plantio direto na pecuaria brasileira.

A partir de 2011, a Embrapa Acre iniciou diversos estudos em fazen-
das privadas no estado, visando recomendar modalidades de plantio direto
de pasto. Os resultados dessas pesquisas estdo comecando a serem conver-
tidos em recomendacdes técnicas para os pecuaristas da regido. A primeira
modalidade recomendada foi o plantio direto a lanco das duas Unicas culti-
vares de Brachiaria brizantha recomendadas pela pesquisa para a formagao
de pastagens no Acre, os capins xaraés e piatd (ABREU et al., 2013, 2014;
ANDRADE et al., 2015, a, b;).

De acordo com Andrade et al. (2015b), o plantio direto a lango é indi-
cado para os solos arenosos e muito arenosos, que predominam na regional
do Jurud, muitas vezes associados a relevo ondulado. Esses solos tém baixo
teor de argila e forte dependéncia da matéria organica para manter os nu-
trientes necessarios ao crescimento das plantas. Ao contrario do preparo de
solo com arados e grade, que contribui para decompor a matéria organica do
solo, o plantio direto de pasto ajuda a conserva-la ou aumenta-la. Os autores
também indicam essa técnica para pequenos produtores sem acesso a trato-
res e implementos agricolas, pois com o plantio direto a lanco, a reforma de
pequenas areas de pastagem degradada depende da disponibilidade apenas
de um pulverizador costal, uma vez que a semeadura e a adubagdo a lango
podem ser feitas manualmente.

Entretanto, diversos aspectos do plantio direto a lango ainda care-
cem de pesquisa no Brasil, visando reduzir as perdas de sementes e aumen-
tar a eficiéncia de emergéncia de plantulas, diminuindo os custos e os riscos
do estabelecimento do pasto, especialmente para espécies forrageiras mais
sensiveis, como a Brachiaria humidicola e as cultivares de Panicum maximum
(ANDRADE et al., 2016a).

Uma segunda modalidade de plantio direto ja recomendada é a so-
bressemeadura da Brachiaria brizantha cv. Xaraés em pastagem com pre-

dominancia do amendoim forrageiro (Arachis pintoi), uma das leguminosas
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forrageiras mais plantadas no Acre. A ocorréncia de problemas fitossanitarios
nas gramineas consorciadas com o amendoim forrageiro, aliada a pratica sis-
temadtica do superpastejo, tem afetado a persisténcia das gramineas em alguns
pastos consorciados. A predominancia do amendoim forrageiro nas pastagens
nao é desejavel pelo fato de reduzir a capacidade de suporte da pastagem du-
rante o periodo seco, uma vez que o amendoim forrageiro apresenta menor to-
lerancia ao déficit hidrico em pastagens puras. O método recomendado associa
a aplicacdo de uma subdose do herbicida glifosato com a semeadura em linha
da graminea, visando restabelecer o equilibrio ideal da composi¢do botanica
de pastos consorciados com amendoim forrageiro, com um tergo de legumino-
sa e dois tercos de gramineas (VALENTIM; ANDRADE, 2015).

De modo geral, as pesquisas ja realizadas no Brasil e em outros paises
apontam para a existéncia de vantagens e desvantagens do plantio direto de

pasto, quando comparado ao plantio convencional (Tabela 2).

Tabela 2. Principais aspectos positivos e negativos do plantio direto de pasto
e do plantio convencional na reforma de pastagens degradadas.

Aspectos PDP Plantio
Convencional

Economia de tempo, trabalho e combustivel com operagdes mecani-

zadas

Menor investimento em herbicidas, inseticidas e adubos nitrogenados - +
Maior flexibilidade quanto a época de plantio + -
Mantém o solo estruturado e firme, protegido pela palhada, diminuin-

do a formacdo de lama durante o pastejo de formagdo

Aumenta a uniformidade do terreno para colheita mecanizada de for-

ragens

Permite utilizar o pasto a ser reformado durante toda a estagdo seca

antes da reforma

Menor complexidade nas diferentes etapas da reforma - +
Reduz problemas com insetos, moluscos e fungos - +
Enterra as sementes de plantas daninhas que se encontram na super-
ficie do solo

Maior controle de erosdo + -
Manutengdo da matéria organica do solo + -
Melhora a disponibilidade de agua no solo para germinagdo e emer-
géncia de plantulas

Adequado para dreas declivosas ou pedregosas +
Adequado para areas encapoeiradas - +
Reduz emissdes de CO, para a atmosfera + -

Fonte: Hampton et al. (1999); Leep et al. (2003); Ferreira et al. (2006); Hall ; Vough (2007);
Baker ; Ritchie (2007); Andrade et al. (2015b); Andrade et al. (2016a).
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Também tém sido obtidos avangos no plantio direto de forrageiras
propagadas exclusivamente por mudas, como é o caso do capim-tangola (hi-
brido natural de Brachiaria arrecta e Brachiaria mutica), da grama-estrela-ro-
xa (Cynodon nlemfuensis) e do amendoim forrageiro cv. Belmonte, permitin-
do economia de mudas, reducdo de custos com preparo de solo e controle
efetivo da erosao do solo, quando comparado com o protocolo convencional
de formacgdo de pastagens por mudas (ANDRADE et al., 2016b; SANTOS et
al., 2016).

CONSIDERAGOES FINAIS

Espera-se um forte crescimento no emprego do sistema de plantio
direto de pasto nos préximos anos, assim como ocorreu em relacdo ao plan-
tio de culturas agricolas anuais. Tal crescimento ocorrera devido aos benefi-
cios de curto, médio e longo prazo que a tecnologia entrega.

No Brasil, o SPDP podera ocupar significativa participacao percentual
na pecudria, uma vez haja melhor compreensao do conceito, sejam disponi-
bilizadas politicas oficiais de fomento e incentivo a pesquisa, com apoio dos
governos locais e instituicdes de campo, para que os pecuaristas tornem-se
conscientes das vantagens:

a) Grande impacto na reducdo da erosdo do solo;

b) Menor emprego de maquinas e mao de obra;

c) Significativa reducdo de custos na renovagao de pastagens;

d) Menor necessidade de irrigacdo pela melhoria das condicBes de

umidade;

e) Aumento da produtividade dos pastos, na medida em que a co-

bertura constante do solo aumenta a infiltragdo e o armazenamento

de agua;

f) Melhoramento da eficiéncia do uso da agua pelas gramineas;

g) Favorecimento do crescimento das raizes em maior profundidade.

E natural que diversos desafios ainda devam ser superados para o
crescimento esperado de adocdo desta técnica na pecudria, sendo alguns

passos essenciais:
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a) A adocdo de quaisquer avangos tecnoldgicos pressupde a busca
de evolugdes constantes no processo de pesquisa basica e aplicada.
E dizer: o sistema de plantio direto, que ha mais de 4 décadas vem
sendo trabalhado quase que exclusivamente para culturas agricolas,
tem muito o que ser investigado até sua ado¢do como técnica de re-
cuperagao de pastagens, em especial na regido amazdnica, cujas li-
mitagdes edaficas tornam ainda mais necessarias o cultivo minimo.
b) Aincorporacdo de avancos tecnoldgicos, ja ofertados para a agri-
cultura, na atividade pecudria dependera do esforco de integracao
dos trés setores envolvidos na cadeia: produtores, pesquisa e indus-
tria.

c) Ha barreiras técnicas sobre como fazer (avancos tecnolégicos).
d) E necessario superar a tradi¢do (mentalidade, preconceito) do pe-
cuarista sempre em busca de resultados imediatos.

e) Ha caréncia de testes em relacdo aos herbicidas que favorecam a
renovacgao de pastagens.

f) Eimportante incentivar a busca por identificar a melhor cobertu-
ra de solo que favorega a adogdo do sistema, quando da recuperagao
de areas degradadas.

g) Eimportante incentivar a avaliacdo do desempenho de semeado-
ras que assegurem melhor desempenho na distribuicdo de insumos e

mais qualidade nas operagdes.
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PROCESSOS ELETROQUIMICOS:

alternativas para o tratamento de efluentes industriais

na Amazonia Sul Ocidental

Julio Cesar Pinho Mattos
Lisandro Juno Soares Vieira

Camilo Lélis de Gouveia

Iém dos avangos do setor agroindustrial nos estados do Acre e Ron-

donia, a incorporacdo da industria de transformacdo, nos setores

alimenticios, de cosméticos, madeireiro, que constituem a formacao
econdmica e social da Amazénia Sul Ocidental, frequentemente registra o
aproveitamento, em multiplas escalas extrativistas, de seus recursos natu-
rais. Segundo a literatura, isso tem ocorrido com diversas matérias-primas:
salsaparrilha, madeira, borracha, gomas nao eldsticas, castanha (Bertholetia
excelsa), 6leos de copaiba (Copaifera ssp), de pau-rosa (Aniba rosaeodora
Ducke) e de andiroba (Carapa guianensis Aubl), além de especiarias, pimen-
tas, banha de tartaruga, peixes, peles de animais silvestres, plantas medici-

nais, piacava (Attalea funifera Martius), cipd titica (Heteropsis spp), puxuri
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(Licaria puchury-major Mart, Kosterm), pupunha (Bactris gasipaes Kunt), bu-
riti (Mauritia flexuosa L.), acai (Euterpe oleracea/precatoria Mart); cupuacu
(Theobroma grandiflorum Willd.) e guarana (Paulinia cupana Kunth) (CODEA-
MA, 1976; CLAY; SAMPAIO; CLEMENT, 2000; MACIEL et al., 2002; LEAO et al.,
2009).

O fortalecimento de uma economia baseada no potencial da biodi-
versidade pode ser um caminho alternativo e/ou complementar aos modelos
tradicionais adotados para Amazonia Sul Ocidental, que podera trazer uma
maior fixacdo de recursos no proprio bioma. O desenvolvimento de um mo-
delo econdmico baseado na utilizagdo de recursos endégenos poderd provo-
car uma reorganizacdo de cadeias produtivas agregadoras de valores, com
autonomia deciséria em termos de uso de insumos e governanca estatal,
além de estimular o protagonismo tecnoldgico observando as questées am-
bientais.

Nas ultimas décadas, o crescimento da industria de transformacao,
em seus diversos segmentos, incrementaram o produto interno bruto (PIB)
no bioma amazonico, porém tem provocado inUmeros impactos aos recursos
naturais com a gerac¢do dos efluentes e residuos sélidos industriais. Estudos
realizados por Da Costa et al. (2007), indicam que o mercado de produtos
gue utiliza recursos da biodiversidade Amazo6nica mostrou invejavel vitalida-
de por meio de um crescimento a taxas diferenciadas nas duas ultimas dé-
cadas do século XX. Segundo a autora, as estimativas sugerem uma riqueza
natural sem paralelo no planeta.

As indUstrias de transformacdes contribuem para a geracdo de em-
prego e renda e trazem os desafios de Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo (C, T &
I) para os pesquisadores (setor publico) e empreendedores, em func¢do das
elevadas quantidades de efluentes e residuos sélidos e da grande utilizacao
de agua em seus processos produtivos, que, quando ndo corretamente trata-
da, deteriora a qualidade do curso hidrico receptor.

Diante das formas tradicionais de tratamento de efluentes, a ele-
trofloculacdo surge como uma técnica inovadora. Tal processo inicia-se na
passagem de corrente elétrica através de uma célula eletrolitica, originando

dois processos distintos: eletrocoagulacdo (EC) e eletroflotacdo (EF). Neste

136)



TOPICOS EM BIOTECNOLOGIA E BIODIVERSIDADE: Pesquisas e Inovagdo na Amazonia Sul Ocidental

capitulo apresentamos uma revisdo bibliografica acerca das oportunidades
de pesquisa e implantagao de sistemas de tratamento de efluentes, asso-
ciando as técnicas eletroquimicas, EC e EF, para o tratamento de efluentes
industriais, com enfoque aos efluentes industriais gerados na industria de

transformacao.

EVOLUGAO DA INDUSTRIA DE TRANSFORMAGAO E OS DESAFIOS PARA O
TRATAMENTO DOS EFLUENTES INDUSTRIAIS NA AMAZONIA OCIDENTAL

De acordo com o IBGE (2011), o PIB da Amazdnia Sul Ocidental (que
abrange os estados do Acre e de Ronddnia) registrou para tais estados ,res-
pectivamente, o terceiro e quinto maiores crescimentos entre as 27 unidades
federativas. O setor industrial na Amazdnia Sul Ocidental apresentou uma
variacdo anual de 12,7%. No ano de 2013, o estado do Acre registrou 743
industrias de transformacdo (ACRE, 2013).

A economia regional na Amazonia Sul Ocidental Brasileira, nas duas
Ultimas décadas, tornou-se mais complexa e diversificada, resultando um
ciclo hidrossocial de grande dimensao e impactos ecolédgicos e econémicos
gue demandam planejamento e uma agenda de a¢bes positivas para conser-
vacdo e uso da biodiversidade. As industrias de transformacgdes, no contexto
dos desafios socioambientais da economia verde, ainda encontram sérias di-
ficuldades na gestdao ambiental dos efluentes gerados.

Entre 2009 e 2010, as indUstrias de transformacgao cresceram 22,81%
no estado do Acre (IBGE, 2011) (Tabela 1).

Tabela 1. Evolugdo de setores da industria de transformac¢do no Estado do
Acre no periodo 2009 a 2010

Atividades econdmicas 2009 2010 Incremento
(%) 2009-2010
Produtors téxteis 148 180 21,62
Preparacao de couros e artefatos 9 15 66,67
Produtos de Madeira 94 104 0,00
Produtos quimicos 10 14 40,00
Moveis 73 87 19,18
Agua, esgoto e descontaminacdo de residuos 13 16 23,08

Fonte: Autoria prépria. Nota: Dados extraidos da publicagdo Acre em nimeros 2013
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O setor industrial é fundamental para a economia regional, gerador
de emprego e renda, mas também gera impactos ambientais negativos como
os gases de efeito estufa (GEE) e a geracdo de residuos solidos e efluentes
industriais. Nas ultimas décadas, as solu¢des adotadas para o tratamen-
to de efluentes nas industrias instaladas na Amazonia Ocidental foram em
sua grande maioria com concepgdes anaerdbias (filtros anaerdbios e lagoas
anaerdbias), lagoas de estabilizacdo ou sistemas de tratamentos combinan-
do os processos fisicos (decantacdo e flotagdo), com filtros anaerdbios ou
lagoas de estabilizacdo. Atualmente, a legislacdo ambiental em vigor, através
das resolucdes Conselho Nacional de Meio Ambiente (Conama) n.2 357/05
430/2011, estabelecem parametros e padrdes de lancamento dos efluentes
nos mananciais hidricos (CONAMA, 2005; 2011).

Os desafios no tratamento dos efluentes e residuos gerados diaria-
mente nas atividades das industrias de transformacgao, apds as exigéncias
dessas resolugdes e da Politica Nacional dos Residuos Sélidos (PNRS), com
os padrdes de lancamento dos efluentes, a reducdo, reutilizagao, reciclagem,
contaminacdo de solos sdo oportunidades de pesquisas cientificas e ado¢do
de novas tecnologias, a fim de atender as legislagdes governamentais e evitar
(em alguns casos prevenir) impactos ambientais irreversiveis em ecossiste-

mas de solos ou aquaticos.

A ELETROFLOTAGAO E A ELETROCOAGULACAO NO TRATAMENTO DOS
EFLUENTES INDUSTRIAIS

Tratamento dos efluentes industriais

Considerando os varios tipos de tratamento, podem-se destacar (i) os
tratamentos fisicos, que sdo caracterizados por métodos de separacgdo de fa-
ses: sedimentacgado, decantacao, filtracdo, centrifugacao, flotacdo de residuos;
(ii) os processos bioldgicos e adsortivos, como a troca iGnica e a oxidagdo
guimica; e (iii) as novas tecnologias, entre elas os processos oxidativos avan-
cados e as unidades de osmose reversa (DI BERNARDO, 1993).

De acordo com Crespilho e Rezende (2004), diversos processos usa-

dos em estagdes de tratamento de efluentes envolvem a adi¢cdo de agentes
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coagulantes e floculantes, como, por exemplo, polimeros e sais de ferro e
de aluminio. Tratamentos com polimeros podem causar impactos ambien-
tais em decorréncia da toxicidade de algumas substancias usadas, podendo,
mesmo em baixas concentrag¢des, desequilibrar o meio-ambiente em relagao
aos organismos aquaticos do corpo receptor. Os coagulantes usados no trata-
mento quimico também podem causar impacto ambiental, provocando alte-
racdes nas concentragdes de anions e, consequentemente, na condutividade
elétrica do efluente, quando comparada a qualidade da agua de entrada na
industria. Os coagulantes a base de sulfatos elevam a concentracdo desse ion
no efluente final, podendo alterar a qualidade da dgua do corpo receptor. Um
excesso de sulfato no leito podera precipitar os ions calcio presentes no sedi-
mento e na dgua ou participar de processos de oxirreducdo gerando sulfetos
em condi¢des anaerdbias (CRESPILHO; REZENDE, 2004).

Os métodos baseados no principio da coagula¢do sdo os mais comu-
mente utilizados, por sua ampla escala de atuacdo e, geralmente, menores
custos operacionais. Geralmente aplicados para remover sélidos em suspen-
sdo e podem ser divididos em duas classes, quanto ao tipo de lodo gerado:
coagulagdo com sedimentac¢do e coagulacdo com flotagcdo (DI BERNARDO,
1993).

Eletroflotacdo e eletrocoagulagao

De acordo com Mattos et al. (2016), a EF e EC sdo técnicas eletroqui-
micas que, nos ultimos anos, estdo se destacando entre as novas oportuni-
dades associativas através de estudos em biotecnologias, propondo técnicas
nao convencionais para tratamento de efluentes industriais em diversos seg-
mentos.

De acordo com Cerqueira (2006), estacdes de tratamento de efluen-
tes industriais, a adicdo de agentes coagulantes e floculantes, como polime-
ros e sais de ferro e de aluminio, € uma técnica utilizada nas alternativas
fisico-quimicas.

O tratamento eletroquimico mostra-se como uma técnica inovadora,
por ser bastante eficiente e limpa, podendo ser aplicada como uma alterna-

tiva atrativa para o tratamento de efluentes contendo compostos organicos
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via eletroxidac¢do na superficie do anodo (PELEGRINO et al., 2002; CERQUEI-
RA, 2006; MARTINEZ-HUITLE; FERRO, 2006; MARTINEZ-HUITLE; BRILLAS,
2009;2009; CERQUEIRA et al., 2011). Algumas das suas vantagens s3o: re-
lativa disponibilidade de energia elétrica, condi¢cGes energéticas reacionais
reduzidas (processo a frio), sistemas altamente reprodutiveis e facilmente
controldveis permitindo a automacao, e facilidade de montagem de plan-
tas relativamente compactas. Esses métodos correspondem a transferéncia
das aguas residudrias para uma nova fase tecnoldgica. Crespilho e Rezende
(2004), também informam que a EC é um processo eletroquimico diferencia-
do de tratamento de efluentes em que um reator eletroquimico é o centro
das reacOes de coagulacao.

Para alguns pesquisadores, a técnica EC em solucGes aquosas utili-
zando um eletrodo de aluminio constitui uma variacdo de um processo ele-
trolitico investigado por diversos autores (HOSNY, 1996; CIARDELLI; RANIERI,
2001; JIANG et al., 2002; CHEN, 2003; SHEN et al., 2003; RODRIGUEZ et al.,
2007; BELKACEM et al., 2008; MERZOUK et al., 2009).

No processo de EC, muitos dos poluentes sdo separados dos efluen-
tes e flotados para a superficie na forma de lodo. O lodo produzido é propor-
cional as caracteristicas do efluente bruto, dos sélidos sedimentaveis, da ma-
téria desestabilizada por coagulacdo; é proporcional a densidade de corrente
e ao tempo de tratamento (MENESES et al., 2011).

As aplicacdes das técnicas EC, EF e EC/EF nos tratamentos de efluen-
tes industriais das agroindustrias e industrias de transformag¢des contamina-
dos com poluentes organicos e inorganicos, oriundos de agroindustrias (UN
et al., 2006), processamaneto de metal (YANG, 2007), solu¢do de metais em
efluentes sintéticos (CASQUEIRA et al., 2006), eletroquimica e eletrodos de
ferro (GHERNAOUT et al., 2008) e lixiviados (ILHAN et al., 2008) foram bem
sucedidas. No entanto, poucos sao os estudos que descrevem com sucesso
a aplicacdo do tratamento eletroquimico em dguas residuais das industrias
de alimentos, empregando sistemas em fluxo continuo (KHOUFI et al., 2008).

Os mecanismos do tratamento de efluentes por eletrocoagulacdo
sdo muito complexos (Figura 1). Acredita-se que existam, além da EC, outros

trés possiveis mecanismos envolvidos: a EF, a oxidagdo eletroquimica e ad-
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sor¢ao (MCCLUNG; LEMLEY, 1994). A proporcionalidade, ou predominio, de
um desses mecanismos é definida pelas condi¢des eletroliticas, especialmen-
te o pH (RAGHU; AHMED BASHA, 2008).

Figura 1. InteracGes no processo de eletrocoagulacdo
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Fonte: Santos (2015).

De acordo com Mattos et al. (2016), o processo de EC/EF, em que
um reator eletroquimico é o centro das reacdes de coagulacdo, vem receben-
do atencdo de pesquisadores de diversos paises; percebe-se uma evolucgdo
no registro de patentes no Canada, China e Estados Unidos para atender ao
tratamento dos efluentes no setor industrial.

De acordo com Ferreira (2015), Cerqueira (2006) e Chen (2003), as
vantagens das técnicas EC e EF superam suas desvantagens do ponto de vista
operacional, econdmico e ambiental, uma vez que, o sistema de tratamento
pode ser alimentado através de energias renovaveis (Quadro 1).

A associac¢do das técnicas EC/EF podem ser utilizadas, como um eficien-
te método para remocgdo de poluentes quimicos contidos em efluentes aquo-
sos, sob diferentes ambientes fisico-quimicos (YUNOSOV, 2011) (Quadro 1).
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Quadro 1. Vantagens e desvantagens das técnicas EC/EF no tratamento dos
efluentes industriais

Vantages Desvantagens

Necessidade de drea reduzida para instalacdo e ope- | Os efluentes devem pos-

racao suir elevada condutivida-
de elétrica

Controle e operagdo simplificada Geragdo de lodos

Baixo custo de instalagdo de unidade piloto Necessidade frequente de

substituir eletrodos
N3o é necessaria adigdo de produtos quimicos, pois o | Consumo energético.
sistema o gera, garantindo uma tecnologia limpa
Possibilidade de operagdo do sistema através de ener-
gias renovaveis

Garantia de menor area superficial com bolhas de me-
nor didametro por unidade de volume de gés e maior
tempo de detencdo no reator

Eficiéncia de remocdo para as varidveis cor aparente e
turbidez

Realizagdo simultanea da coagulacdo e flotacgdo, ge-
rando menos lodo, quando comparado aos processos
de tratamento convencional

Remocdo de particulas coloidais menores

O efluente tratado ndo apresenta odor ofensivo e
apresenta uma reducdo ao longo da operagdo dos
sélidos totais dissolvidos

Perspectivas de reutilizagdo de compostos recupera-
dos durante o tratamento das aguas residudrias

OPORTUNIDADES DE ASSOCIAGAO DAS TECNICAS DE EC/EF COM OUTROS
SISTEMAS DE TRATAMENTO NA INDUSTRIA DE TRANSFORMAGAO NA AMA-
ZONIA SUL OCIDENTAL

Considerando visitas e vistorias técnicas realizadas entre os anos de
2004 a 2015, em industrias de transformacées nos estados do Acre e Rondo-
nia (em especia, na cidade de Ariquemes) e entrevistas com técnicos do Ins-
tituto de Meio Ambiente do Acre (Imac) e da Secretaria de Desenvolvimento
Ambiental (Sedam), a maior parte dos sistemas adotados possuem concep-
¢Oes bioldgicas (filtros anaerdbios e lagoas de estabilizagdo), portanto, no

campo da biotecnologia ambiental.
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A biotecnologia ambiental no tratamento dos efluentes consiste
na aplicacdo de técnicas bioldgicas para resolver e/ou prevenir problemas
de contaminacdo ambiental. E uma area de conhecimento e de investiga-
¢do multidisciplinar por exceléncia. Dela participam aspectos normativos e
legislativos, aspectos cientificos e tecnoldgicos e influenciam nos impactos
econdmicos e sociais importantes (CAMMAROTA, 2013).

De acordo com Cammarota (2013), a concepgao de estacGes de tra-
tamento de efluentes com os conhecimentos da biotecnologia ambiental ne-
cessita observar: o composto téxico (ou a mistura) a ser eliminado ou ter sua
concentragdo reduzida, o meio em que o composto se encontra (ar, liquido,
sélido), as caracteristicas do local ou corrente que o contém, o agente biolo-
gico que conduzira a biodegradacgdo (microrganismos, enzimas, plantas, con-
sorcios microbianos) e as condi¢Ges do processo (temperatura, pH, umidade,

condigcGes aerdbias ou anaerdbias).

LAGOAS DE ESTABILIZACAO

Essa solucdo da biotecnologia ambiental apresenta-se como opgao
vidvel quanto a remocdo da matéria organica. Constatou-se nos ultimos anos
gue as lagoas de estabilizacdo (facultativas) apresentam pequena eficién-
cia na remocdo de nutrientes e solidos em suspensdo, representados pelas
biomassas bacterianas e algas, o que pode ser critico caso o corpo receptor
seja sensivel a eutrofizacdo, como lagos e estuarios. Embora o polimento do
efluente possa ser realizado por diversas vias, a Unica que promove a remo-
¢ao efetiva do fésforo, nutriente limitante do processo de eutrofizacdo, é a
via fisico-quimica (OLIVEIRA; GONCALVES, 1999).

Estudos realizados por Bukhari (2008), avaliando o pds-tratamento
dos efluentes domésticos, tratados em lagoas de estabilizacdo, registraram
elevagdo de 99% da eficiéncia de remogao da varidvel microbioldgica colifor-
mes termotolerantes. Rodrigues (2007), pesquisando o pds-tratamento de
efluentes de aterros sanitdrios, verificou elevagao da eficiéncia da demanda
guimica de oxigénio em 86% apods utilizacdo das técnicas eletroquimicas (EF,

EC) nesse efluente, com tratamento secundario em lagoas de estabilizacao.
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FILTROS ANAEROBIOS
De acordo com Tonetti et al. (2011), apesar da boa eficiéncia desses
sistemas, entre 10 a 30% da matéria organica ndo é degrada, necessitando de
pds-tratamento para o atendimento da legislacdo ambiental brasileira.
Estudos realizados por Rodrigues (2007), adotando a técnica EF, como
pds-tratamento de efluentes da lixiviacdo dos residuos sélidos, observaram
elevacdo da eficiéncia de remoc¢do da demanda quimica de oxigénio em 23 %

para sistemas anaerdbios.

PROPOSTA DE ACOES PARA FORTALECER PESQUISAS VOLTADAS PARA A
GESTAO AMBIENTAL NAS INDUSTRIAS DE TRANSFORMAGAO DO ESTADO
DO ACRE

Apds a edi¢do do Plano Estadual de Gestdao Integrada dos Residuos
Sélidos (Pegirs/Acre), pouco avangou-se nos programas e nas buscas de so-
lucGes para reducdo, reciclagem e reutilizacdo dos residuos sdlidos e liquidos
gerados nas industrias (ACRE, 2012). Nas ultimas duas décadas raros expe-
rimentos cientificos foram voltados para o tratamento dos efluentes indus-
triais na Amazonia Sul Ocidental.

Por ser a gestdo ambiental das empresas, no Bioma Amazonico, es-
tratégica no desenvolvimento regional, com a criagdo da Fundacdo de Ampa-
ro a Pesquisa do Estado Acre em 2012, surgindo como resposta do governo
estadual aos anseios de pesquisadores e instituices de pesquisa acreanas
para apoiar a Ciéncia, Tecnologia, Inovacdo e Formagao, novas expectativas
foram geradas para diversas dreas do conhecimento.

A Fapac, além da implementa¢do do Programa Primeiros Projetos
(PPP), do Programa de Desenvolvimento Cientifico Regional (DCR) e do Pro-
grama de Inicia¢cdo Cientifica Junior (ICJ), todos com o apoio do CNPq, por
meio de seus diversos editais, tem proporcionado apoio financeiro as varias
iniciativas de formacdo e utilizagao de pessoal qualificado, destacando-se:

a) Concessdo de 500 bolsas de iniciagdo cientifica;

b) Apoio na formacdo de 30 mestres e doutores;

c¢) Financiamento de 150 projetos de pesquisa.
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Proposta de agoes

Diversas a¢Oes consideradas importantes, para incrementar a gestao
ambiental das empresas, podem ser atendidas, para o fortalecimento do de-
senvolvimento regional, incluindo incentivos para pesquisa, desenvolvimen-
to e inovagao tais como:

a) Aperfeigoar instrumentos de cooperagao técnica e parceria entre
a Ufac, Fundacdo de Tecnologia do Estado do Acre (Funtac) e em-
presa, ampliando o numero de editais com linhas de financiamen-
tos, por exemplo, para a formacao e indugao de recursos humanos
qualificados; na criagdo de empresas no segmento de saneamento
ambiental, sobretudo com énfase em biotecnologias, enfatizando
os conhecimentos técnicos que possam solucionar os problemas
da gestdo de efluentes e residuos industriais;

b) Apoiar a segunda edi¢dao do Inventdrio Estadual de Residuos Sdli-
dos Industriais, incorporando informacdes sobre os efluentes in-
dustriais;

c) Ampliar o apoio financeiro as empresas e instituicdes de C, T & |
para desenvolvimento de pesquisas envolvendo a construgdo de
estacdes piloto de tratamento dos efluentes da industria de trans-

formacao.

CONSIDERAGOES FINAIS

Ao longo do capitulo, podemos notar, que as técnicas eletroquimicas
EC, EF e EC/EF estdo sendo utilizadas ha algumas décadas como alternativa
interessante para o tratamento de diversos tipos de efluentes. Alguns desa-
fios ainda necessitam ser superados para as técnicas eletroquimicas torna-
rem-se uma realidade técnica em fluxo continuo.

Com a criacao da Rede Bionorte pelo governo federal, a continuida-
de do Programa de Pés-Graduacdo Bionorte e o cendrio recente pelo qual
passa o Brasil, com novas formas de incentivos a pesquisas, projetos e tec-
nologias inovadoras, possibilitam uma maior interacdao e aproximacao entre
universidades e empresas na Amazonia Sul Ocidental para amadurecimento

da pesquisa, inovacdo e tecnologias no ramo de tratamento dos residuos e
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efluentes da indUstria de transformagdo, como uma oportunidade de pro-
mocdo das associa¢Bes das técnicas eletroquimicas (EC/EF) e as biotecnolo-
gias para garantir o cumprimento das exigéncias das resolu¢cdes Conama N.2
357/05 e 430/11 na gestdo ambiental dessas industrias, bem como, ampliar
o sistema de protecdo da propriedade intelectual na forma de patentes e
consequentemente de transferéncia de tecnologia ambientais, fortalecendo
o desenvolvimento regional.

O apoio da Fapac torna-se primordial para a continuacao das pes-
quisas iniciadas com apoio do Programa de Pds-Graduacdo Rede Bionorte,
Ufac e Funtac, especificamente, em efluentes da industria do ramo do latex,
para que todas as expectativas acerca deste tema possam se concretizar de
modo que finalmente possamos vivenciar alternativas para o tratamento dos

efluentes das industrias de transformacdo na Amazonia Sul Ocidental.

PERSPECTIVAS

Deve-se valorizar e incentivar novas pesquisas e investigacdes tecno-
l6gicas para o tema proposto, elevando as possibilidades de inéditos depési-
tos de patentes relacionados aos processos de EF e EC associados a produc¢do
de equipamentos que realizem o tratamento dos efluentes e residuos sélidos
industriais.
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REVISAO SOBRE OS COMPONENTES
DA SECRECAO DA PELE DA FAMILIA
HYLIDAE (AMPHIBIA, ANURA) E SEUS
EFEITOS BIOLOGICOS

Elvira Maria Farias de Baya

Moisés Barbosa de Souza

s anfibios atuais pertencem a subclasse Lissamphibia, constituida

por trés ordens: Anura, representada pelos sapos, ras e pererecas,

Urodela representada pelas salamandras e tritdes, e Gymnophiona,
gue sdo as cobras-cegas ou cecilias (POUGH; JANIS; HEISER, 2008).

A Familia Hylidae Rafinesque, 1815 (Amphibia; Anura) é constituida
por 946 espécies, agrupadas em trés subfamilias e com distribuicdo nas
Américas, Australia (Papua-Nova Guiné), Europa e Asia (FROST, 2014).

Os hilideos variam muito na aparéncia externa e no tamanho, que
podem ter de 1, 7 a 14 cm de comprimento, além dos discos adesivos
arredondados nas pontas dos dedos presentes na maioria das espécies, que

os diferenciam facilmente das outras familias. Muitos sdo arboricolas, alguns
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semiaquaticos e outros sao fossoriais; geralmente seus os ovos e girinos sdo
aquaticos. Em algumas espécies os ovos sao depositados sobre a vegetacdo
acima das pocas ou riachos. Os girinos depois de eclodirem, caem na agua,
onde completam o seu desenvolvimento. Ha espécies que depositam seus
ovos nas axilas de bromélias ou buracos de arvores cheios de 4gua, enquanto
em outras os ovos se desenvolvem sobre o dorso ou dentro de bolsas dorsais
das fémeas (LIMA et al., 2006).

Os representantes a familia Hylidae possuem cintura peitoral do
tipo arcifero, com um esterno desenvolvido, oito vértebras pré-sacrais
procélicas, diapdfises sacrais pouco dilatadas, articulagdo da vértebra sacral
com o uréstilo bicondilar, pré-maxilares e maxilares providos de odontdides,
uma cartilagem intercalar entre a Ultima e a penultima falange dos digitos e
amplexo axilar (CARAMASCHI; CRUZ, 2002).

Dos grupos de vertebrados viventes, foram os anfibios os primeiros
a conquistarem o ambiente terrestre ha cerca de 390 milhdes de anos.
Essa mudanga, do ambiente aquatico para o terrestre, ndo foi completa,
jad que muitos dependem da 4gua para reproducdo. Seus ovos gelatinosos
ndao amnidticos sdo sensiveis a dessecacdao (POUGH; JANIS; HEISER, 2008;
RETALLAK, 2011).

A pele dos anfibios ndo possui escamas, é intensamente permeavel
a dgua e encoberta por glandulas mucosas, que se apresentam em toda a
superficie da pele dos anuros. Estas glandulas produzem uma secregao rica
em compostos mucopolissacaridicos biologicamente ativos, que se espalha
por todo o corpo mantendo a pele Umida, permeavel a 4gua e aos gases (oxi-
génio) e que regula a temperatura corpdrea dentro de limites estaveis. Nos
sistemas bioldgicos, a permeabilidade a agua é insepardvel da permeabilida-
de aos gases, e os anfibios sdo animais dependentes da respiracao cutanea,
sendo esta responsdvel por uma parcela significativa de suas trocas gasosas
(DUELLMAN, 1986). A permeabilidade da pele associada a altas temperatu-
ras e taxas de umidade dos ambientes em que vivem tornaram os anfibios
vulneraveis a agressGes por micro-organismos (bactérias, fungos e virus) e
expostos a desseca¢do. Em resposta a essa pressdo, sua evolugdo causou o

desenvolvimento de um mecanismo de defesa pelas glandulas de veneno
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(granulosas ou serosas), responsaveis pela sintese e armazenamento de uma
diversidade de compostos e moléculas bioativas (SCHWARTZ et al., 2007; HO-
NORATO, 2009; FONTANA, 2012).

A fim de fornecer elementos para a realizagdo da pesquisa sobre o
tema, realizou-se uma revisao integrativa da literatura para identificar estu-
dos produzidos acerca da secregao da pele dos anfibios da Familia Hylidae.

O tipo de estudo selecionado foi uma revisao integrativa da literatura.
De acordo com Mendes et al. (2008), foram utilizadas seis etapas da revisdo
integrativa da literatura: 1) escolha e definicdo do tema; 2) estabelecimento
de critérios de inclusdo e exclusdo da pesquisa; 3) formagao do banco de da-
dos com as informacdes extraidas; 4) avaliacdo dos estudos incluidos na revi-
sdo integrativa; 5) interpretacdo dos resultados; 6) apresentacdo da revisdo.

A pergunta norteadora para a realizacdo da revisdo integrativa foi:
Qual é a produgao cientifica acerca da secre¢do da pela da familia Hylidae?

A base de dados utilizada foi a Web of Science. Para realizar a busca
por producgdes cientificas foram utilizados os seguintes descritores em inglés:
Hylidae e skin secretion.

Foram utilizados trés critérios de inclusdo: artigos publicados em in-
glés, artigos na integra que retratassem a temadtica referente a revisado in-
tegrativa e artigos publicados e indexados no referido banco de dados nos
ultimos dez anos. As publicagdes que ndo estavam alinhadas aos critérios de

inclusdo e artigos de revisdo de literatura foram excluidos.

PESQUISAS FEITAS COM A SECRECAO DA PELE DA FAMILIA HYLIDAE
NA ULTIMA DECADA

A busca de artigos na base de dados resultou em 32 producdes cien-
tificas, que apds a aplicacdo dos critérios de exclusdo foram selecionados 8
artigos objetos de andlise desse capitulo.

Dos artigos selecionados 100% identificaram o componente pepti-
deo nas secregdes da pele das espécies estudadas; no entanto, 37,5% (trés)
nao apresentaram a avaliacdo das propriedades dos mesmos. Dos cinco estu-
dos que avaliaram as propriedades bioldgicas, todos demonstraram ativida-
de antimicrobiana dos peptideos isolados.
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No Quadro 1 podem ser observadas as informacdes extraidas dos ar-

tigos selecionados para o estudo, apresentados por ordem cronoldgica cres-

cente de publicagdo.

Quadro 1. Artigos levantados na base de dados Web of Science sobre a com-
posicdo da secrecdo da pele da familia Hylidae

Titulo do artigo

Autores/Periédico

Tematica

Peptides with differential
cytolytic activity from skin
secretions of the lemur leaf
frog Hylomantis lemur (Hyli-
dae: Phyllomedusinae).

Post-secretory events alter
the peptide content of the
skin secretion of Hypsiboas
raniceps

Novel natural peptides from
Hyla arborea schelkowniko-
wi skin secretion

Peptidomic dissection of
the skin secretion of Phas-
mahyla jandaia (Bokermann
and Sazima, 1978) (Anura,
Hylidae, Phyllomedusinae)

Isolation and Amino Acid
Sequencing by MALDI-TOF-
MS/MS of a Novel Anti-
microbial Anionic Peptide
from the Skin Secretion

of Osteocephalus taurinus
(Anura, Hylidae)

Conlon JM, Woodhams DC,
Raza H, Coquet JL, Jouenne
T, Vaudry H, Rollins-Smith
LA.

Toxicon 50: 498-506, maio
2007.

Magalhaes BS, Melo JAT,
Leite JRSA, Silva LP, Prates
MV, Mehta A, Nicoli JR,
Bemquerer MP, Andrade
AC, Bloch Jr. C.

Biochemical and Biophysical
Research Communications
377:1057-1061, out 2008.

Samgima TY, Gorshkov VA,
Artemenko KA, Kovalev SV,
Ogourtsov SV, Zubarev RA,
Lebedev AT.

Rapid Commun. Mass Spec-
trom. 24: 1749-1754, abr
2010.

Rates B, Silva LP, Ireno IC,
Leite FSF, Borges MH, Bloch
Jr. C, Lima ME, Pimenta MC.

Toxicon 57: 35-52, out
2010.

Costa TOG, Almeida RA,
Melo JT, Koolen HHF, Silva
FMA, Leite JRSA, Prates MV,
Bloch Jr. C, Pinto AC.

J. Braz. Chem. Soc., 23(12):
2133-2136, jan 2012.

Estudo experimental que isola
dois peptideos da secregdo da
pele de Hylomantis lemur e
verifica suas atividades.

Estudo experimental que ana-
lisa uma nova familia de pepti-
deos e 15 fragmentos, a partir
da secregdo cutanea dorsal
bruta de Hypsiboas raniceps.

Estudo experimental que iden-
tifica 10 peptideos da secre-
¢do cutdnea de Hyla arborea
schelkownikowi.

Estudo experimental que
sequencia e identifica 57 pep-
tideos da secreg¢do cutanea de
Phasmahyla jandaia.

Estudo experimental que isola
um peptideo anionico da secre-
¢do da pele de Osteocephalus
taurinus.

Continua...
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Quadro 1. Continuagao

Titulo do artigo Autores/Periédico Tematica
Molecular cloning of skin Kénig E, Clarck VC, Shaw C,  Estudo experimental de identi-
peptide precursor-encoding Bininda-Emonds ORP. ficacdo e clonagem molecular
cDNAs from tibial gland de 4 peptideos da secregdo das

Peptides 38: 371-376, set  glandulas tibiais de Phyllome-
secretion of the Giant Mon- 2012. dusa bicolor.

key Frog, Phyllomedusa
bicolor (Hylidae, Anura)

A family of antimicrobial Conlon JM, Mechkarska M,  Estudo experimental que isola
and immunomodulatory Radosavljevic G, Attoub S, e analisa 3 peptideos da secre-
peptides related to the King JD, Lukic ML, McClean  ¢do da pele de Sphaenorhyn-
frenatins from skin secre- S. chus lacteus.

tions of the Orinoco lime
frog Sphaenorhynchus lac-  Peptides 56: 132-140, abr
teus (Hylidae) 2014.
Antimicrobial Peptides Siano A, Himpula MV, Estudo experimental que
from Skin Secretions of  Oliveira E, Albericio F, Si- identifica e testa as proprie-
Hypsiboas pulchellus (An- monetta AC, Lajmanovich dades de 3 peptideos da
ura: Hylidae) r, Tonarelli G. secrecdo da pele de Hypsi-
boas pulchellus.
J. Nat. Prod. 77:
831-841, abr 2014.

Os oito artigos selecionados na revisdao da literatura caracterizaram
um total de 79 compostos peptidicos, sendo que somente 9 (11,3%) pepti-

deos tiveram as propriedades estudadas (Tabela 1).

Tabela 1. Peptideos categorizados conforme suas propriedades bioldgicas

Peptideo Antimicrobiana Anticancer Pro- Antifungica Hemolitica Autores
inflamatério
Dermaseptina-L1 X X X Conlon et
Filoseptina-L1 X X al. (2007)
Magalhaes
RSP-1 X X etal.
(2008)

e Costa et
Otacidina X al. (2012)
Frenatina 2.1S X X X Conlon et
Frenatina 2.2S X X X al. (2014)
P1-Hp-1971 X Si .

iano e
P2-Hp-1935 X a1, (2014)
P3-Hp-1891 X
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Observa-se que todos os peptideos estudados apresentaram pro-
priedade antimicrobiana. E o peptideo Otacidina demonstrou nos testes rea-
lizados, somente a propriedade hemolitica.

A secrecdo cutanea dos anfibios tem papel diversificado sobre as fun-
¢Oes fisioldgicas da pele (respiracdo) e é rica em diferentes substancias (al-
caloides, aminas biogénicas, peptideos e proteinas), as quais sdao capazes de
munir os animais de gosto, de odor repelente e de propriedades adesivas que
interferem nos processos de ingestdo pelo predador, além de causarem ndu-
seas, perda de coordenacdo e de consciéncia ou eventual morte (NEUWIRTH
et al., 1979; PRATES, 2003).

Durante a analise dos estudos pode-se concluir que em relacdao aos
tipos de estudos existentes, estdao todos relacionados com o isolamento e
identificacdo de peptideos e que este componente apresenta diversas pro-
priedades farmacoldgicas como antimicrobiana, antifungica, anticancer,
hemolitica e pré-inflamatdria. E isto vem a fortalecer a importancia do de-
senvolvimento de mais pesquisas com este componente e seus efeitos far-
macoldgicos.

A segunda ressalva foi o numero reduzido de publica¢des indexadas
que abordaram o estudo de peptideos da familia Hylidae. Também se obser-
va a escassez de publica¢des referentes aos demais componentes da secre-
¢do, verificando-se necessidade de pesquisas para tais substancias.

A terceira verificagdo foi que trés dos oito estudos selecionados ndo
apresentaram os resultados de testes biolégicos com os componentes pepti-
dicos encontrados, a fim de identificaram suas fungGes. Indicando a pertinén-

cia de novas investigacGes para analisar a aplicabilidade de tais componentes.

CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos selecionados para essa revisao mostraram que a secre¢ao
da pele da familia Hylidae apresenta uma vasta composicdo de substancias
bioativas relacionadas com estratégia de defesa induzida dos anfibios.

Em concordancia com as conclusdes de alguns dos artigos aborda-
dos, notou-se que mesmo com o avango da pesquisa cientifica sobre a com-

posicdo quimica da secrecdo cutanea dos hilideos, a busca por moléculas
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usadas no mecanismo de resisténcia ainda é escassa em outros géneros da
familia Hylidae.

O género Trachycephalus ocorre no estado do Acre com trés espé-
cies: T. coriaceus, T. resinifictrix e T. typhonius. A espécie T. typhonius, ao ser
manuseada ou atacada por predador, produz grande quantidade de secrecao
branca e leitosa, que causa irritacdes na pele e mucosas. Na medicina popu-
lar, a secrecdo da pele é utilizada topicamente, fazendo-se varias aplicacdes
para curar verrugas que, em conformidade com os relatos, desaparecem e
ndo voltam a crescer no corpo. Sendo os componentes da secre¢ao desta
espécie pouco conhecidos, destaca-se a importancia do desenvolvimento de
pesquisas inovadoras sobre a identificacdo e a caracterizacdo de moléculas
presentes nas secre¢des dos anfibios amazonicos, investigando-se novas fun-
¢cOes capazes de fornecer dados que auxiliem os estudos sobre a biologia
destas moléculas, na busca de componentes que venham contribuir com as
atuais alternativas curativas.

Certamente os resultados apresentados apontam para o aperfeicoa-
mento de conhecimentos e tecnologias existentes que examinem as poten-
cialidades e aplicabilidades dos componentes da secre¢ao dos hilideos, na
prospeccao de principios ativos alternativos aos farmacos atuais, que vem
perdendo seus efeitos e provocando aumento da resisténcia de micro-orga-

nismos nocivos a salde humana.
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TERAPIA FOTODINAMICA:

perspectiva de fotossensibilizante e carreadores para o
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Organizagdao Mundial de Saude (OMS) considera o cancer como uma
epidemia global, sendo a doenca que mais cresce e uma das maio-
res causas de morte. Em 2030, a carga global sera de 21,4 milhGes
de casos novos e 13,2 milhGes de mortes por cancer. No Brasil, em 2014/ e
2015 estes numeros foram da ordem de 576 mil novos casos. Fatores como a
mudancas no perfil demografico, processo de urbanizacao populacional, da
industrializacdo, unem-se aos novos estilos de vida e a exposicao, ainda mais
intensa, a fatores de risco préprios do mundo contemporaneo (INCA, 2014).
O cancer de pele é o mais frequente no Brasil, correspondendo a 25%
de todos os tumores malignos registrados no pais, e o melanoma representa

apenas 4% das neoplasias malignas do 6rgao, porém, o mais grave devido a
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sua alta possibilidade de metdstase, por via linfatica ou hematogénica (INCA,
2014).

Os graves efeitos adversos e a eficiéncia limitada das terapias con-
vencionais antineopldsicas, como cirurgia, quimioterapia e radioterapia, au-
mentam a importancia de estudo de compostos terapéuticos e/ou terapias
alternativas, que estdo sendo constantemente propostas na area da medicina
(SIMPLICIO et al., 2002; PRASHAR et al., 2003). Nesse contexto, destacamos
0 melanoma metastatico que apresenta resisténcia a quimioterapia e radio-
terapia, e apenas 15% dos pacientes conseguem sobreviver por até 3 anos
(CUMMINS et al., 2006). Os tratamentos atuais utilizam varias estratégias
para aumentar a sobrevida do paciente, com o uso de terapias combinadas,
como bioquimioterapia, imonuterapia e terapia génica (MONGE-FUENTES et
al., 2014).

A Terapia Fotodinamica (TFD) vem se destacando na oncologia com
o tratamento de neoplasias, e tem mostrado bons resultados (ISSA; MANE-
LA-AZULAY, 2010). A TFD é uma modalidade de terapia em que trés fatores
atuam concomitantes: o fotossensibilizante (FS); uma fonte de luz (compri-
mento de onda vermelho) e oxigénio. Neste processo, nem a droga fotossen-
sibilizadora, nem a luz tém efeito deletério ao sistema bioldgico, se isolados.
Entretanto, moléculas fotossensiveis (fotossensibilizadores) sdo ativadas por
luz visivel e geram espécies reativas de oxigénio dentro do tecido tumoral. Tais
espécies provocam uma cascata de eventos oxidativos que resultam na morte
das células cancerigenas por apoptose e/ou necrose (BROWN et al., 2004).

As primeiras patentes da Universidade Federal do Acre (Ufac), em
cooperagdo com a Universidade de Brasilia (UnB), estudaram a atividade
farmacoldgica de extratos de plantas como novos fotossenssibilizantes para
terapia fotodindmica (AZEVEDO et al., 2012; MUEHLMANN et al., 2012). Tal
trabalho merece destaque e ndo acontece por acaso na Ufac. Ja que se situa
no meio da Amazonia Ocidental, cercada por floresta tropical, é bem plausi-
vel e esperado que essa nova Universidade se dedique ao estudo e ao desen-
volvimento de novos remédios baseando-se nos extratos de plantas, cujos
primeiros resultados experimentais, a partir de plantas tropicais, comegam

a ser publicados.
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TERAPIA FOTODINAMICA

A TFD se destaca como uma modalidade relativamente nova no tra-
tamento de cancer, sendo que boa parte do uso da TFD esta centrada na can-
cerologia. No entanto, outras doencas como degenera¢dao macular da reti-
na, psoriase, artrite reumatoide sistémica, micoses, infestacGes bacterianas,
verrugas, arteriosclerose e outras, que tém como caracteristica comum um
crescimento anormal de tecidos igualmente ao cancer, também podem ser
tratadas com essa terapia (RODRIGUEZ, 2015).

A combinac¢do de luz, oxigénio e um composto fotossensibilizante
(FS) formam a base da TFD (Figura 1) A absorc¢do de fétons leva o FS de seu
estado fundamental (S)) a um estado excitado (S,). A partir desta transfor-
macao inicial, o FS pode retornar ao seu estado fundamental liberando a
energia de excitacdo em forma de fluorescéncia, ou passar a outro estado
de excitagdo mais estavel, denominado de estado triplete excitado (T,). Para
a destruicdo celular, a forma triplete do FS gerada a partir da interacdo com
a luz é mais interessante devido a algumas caracteristicas deste estado, tais
como maior estabilidade, maior tempo de vida no meio, entre outros com
relacdo ao estado singlete. Assim, espécies de FS no estado triplete podem
interagir com varias moléculas presentes em meio bioldgico. Essa interacdo
pode acontecer diretamente, a partir dos estados T, ou S, (reagdo do tipo I)
ou pela geragdo de oxigénio singlete (reacdo do tipo IlI) (CASTANO et al., 2004;
2006; ALLISON et al., 2008).
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Figura 1. Diagrama de Jablonski representando excitacdo e relaxamento de
um fotossensibilizante e os processos fotodinamicos que levam as rea¢des do
tipo | e do tipo Il
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S0 = estado fundamental singlete; S1 = primeiro estado excitado singlete; S2 = segundo estado
excitado singlete; TO = estado fundamental triplete; T1 = primeiro estado excitado triplete; CIS
= cruzamento intersistemas.

Fonte: Adaptado de Bonett (1995).

De uma forma geral, nas reagGes do Tipo |, o fotossensibilizante ati-
vado (principalmente em seu estado T,) reage com moléculas da vizinhanga
por transferéncia de elétrons ou hidrogénio, levando a producdo de radicais
e espécies reativas oxidantes. Este sistema ativado pode reagir com o oxigé-
nio do meio (estado fundamental, representado pela espécie triplete *0,),
formando peroxidos (derivados de H,0,), superoxidos (como o dnion-radical
superdxido ¢0?%) e radical hidroxila (¢OH), gerando uma série de espécies
reativas de oxigénio (EROs), as quais sdo responsaveis pela oxidacdo de diver-
sas moléculas. As EROs sdo espécies com alta energia e com baixa seletivida-
de reacional, podendo reagir com praticamente qualquer molécula em suas
vizinhancgas, induzindo-lhes modificagdes quimicas que podem impedir seu
funcionamento normal (RIBEIRO et al., 2005).

As reacOes Tipo |l sdo caracterizadas pela transferéncia de energia
do FS excitado, em T, diretamente para o oxigénio T, que se encontra em
seu estado fundamental (°0,), tornando-o assim excitado (oxigénio singlete,

representado por '0,). O oxigénio singlete € considerado a principal ERO re-

162]



TOPICOS EM BIOTECNOLOGIA E BIODIVERSIDADE: Pesquisas e Inovagdo na Amazonia Sul Ocidental

lacionada a TFD (Figura 2). A geracdo de uma série de espécies reativas, em
especial o oxigénio singlete, apds a ativagdao do FS pela luz é o fator funda-
mental para a atividade citotdxica causada pela TFD, visto que estas espécies
reagem prontamente com diferentes biomoléculas (CASTANO et al., 2004).

Figura 2. Produtos formados pelos mecanismos do tipo | e Il
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Diversas substancias, naturais ou sintéticas, ja foram estudadas como
potenciais farmacos FS para TFD. Além do fato de serem excitados e gerarem
espécies reativas de oxigénio, em especial o oxigénio singlete, quando expos-
tas a fontes de luz em determinados comprimentos de onda, os FS devem
apresentar outras caracteristicas fundamentais para serem utilizados na TFD
(ALLISON et al., 2004), exemplos de:

a) apresentar baixa toxicidade as células eucariéticas;

b) possuir pico de absorbancia na faixa do vermelho (600 a 800 nm);

c) ser eficiente na geragao de espécies reativas de oxigénio;

d) apresentar custo-efetividade favoravel e;

e) permanecer ativo em fluidos bioldgicos.

Por isso, sdo varias as vantagens da TFD, quando comparada com
abordagem de oncoterapia tradicional: (i) citotoxicidade muito menor, quando
comparado com os quimioterdpicos. Os FS somente apresentam citotoxicidade
sob iluminacdo vermelha; no escuro ndao sao perigosos para os tecidos nor-
mais, diferentes dos quimioterapicos; (ii) luz vermelha ndo é destrutiva, como
sdo as radiagGes gama e rx, usadas em radioterapia. Essas energias vao de kilo
ou até mega eletronvolts (1ev=23 kcal/mol), mais que suficiente para destruir
qualquer ligagdo entre dtomos, que geralmente precisam apenas de 150 kcal/

mol, dessa forma ha uma grande destrui¢do de quaisquer moléculas.
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E claro que também ha desvantagens ligadas ao paciente tratado
com TFD, como, por exemplo, o fato de o paciente dever se proteger da luz
até a completa eliminac¢do do FS. Isso nos motiva a pesquisar novos FS que
tenha tempo de meia vida menor e que sejam absorvidos pelas membranas
plasmaticas, assim como nos motiva a entender os meios de transporte que
vao dirigir os FS para o sitio alvo. Essa abordagem é conhecida na literatura
mundial como Targeted Drug Delivery - TDD (Entrega Dirigida de Drogas —
EDD, em portugués).

CANCER DE PELE DO TIPO MELANOMA

Cancer, neoplasias malignas ou tumores malignos sdo nomes da-
dos a um conjunto de mais de 100 doencgas, que comecam porque células
anormais crescem desordenadamente, formacdo de tumores (Figura 3). As
células cancerosas também podem invadir outros tecidos, algo que as célu-
las normais ndo podem fazer, crescendo fora de controle (GLOBOCAN WHO,
2012; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2013).

Figura 3. Estagios de desenvolvimento do cancer: iniciagdo; promogao e pro-
liferacdo
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Fonte: Instituto de Pesquisa e Tratamento Oncoldgico (Oncontek, 2016)

O melanoma é um tipo de cancer de pele que tem origem nos mela-
nécitos, células produtoras de melanina, substancia que determina a cor da

pele, e tem predominancia em adultos brancos. E um cancer agressivo, de
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crescimento rdpido e com grande potencial de gerar metdstases, espalhando-
se pelo corpo. Embora o cancer de pele seja o mais frequente no Brasil e cor-
responda a 25% de todos os tumores malignos registrados no pais, o melano-
ma representa apenas 4% das neoplasias malignas do 6rgdo, o que equivale
a cerca de 5.890 casos (2.960 em homens e 2.930 em mulheres), sendo mais
grave devido a sua alta possibilidade de metdstase, por via linfatica ou hema-
togénica (SLINGLUFF, 2011; INCA, 2014).

Os dados do National Cancer Database revelam que 91,2% dos mela-
nomas tém origem na pele, 5,3% sdao melanomas oculares, 1,3% tém origem
nas membranas mucosas e 2,2% sdao tumores de sitio primario indetermina-
do (SLINGLUFF, 2011).

Sdo reconhecidos quatro tipos mais importantes de melanoma cuta-
neo, com caracteristicas distintas do ponto de vista clinico e histopatoldgico
(AJJCC, 2002; VRIES, 2006; FORMAN et al., 2008; JAMES et al., 2011; SLIN-
GLUFF, 2011), a saber, melanoma tipo:

a) Disseminacdo Superficial (MDS) - é a forma mais comum de mela-
noma, representando 70% de todos os melanomas. E o mais fre-
guentemente associado a lesdes névicas prévias. Ocorre frequen-
temente em dorso nos homens e dorso e membros inferiores nas
mulheres. Clinicamente, a lesdo é assimétrica, de bordas irregu-
lares, denteadas, possuindo vdrias cores (marrom claro, marrom
escuro, preto, vermelho, cinza-azulado e branco), predominando
o preto; apresentando crescimento rapido. A lesdo nem sempre
apresenta relevo, podendo ser somente uma mancha. Eventual-
mente pode ser uma lesdo rosada, ou ter parte da lesdo com colo-
ragcdo mais avermelhada;

b) Nodular (MN) - é a segunda forma mais frequente, respondendo
por 15% a 30% dos casos. E o melanoma de prognéstico pior, com
alta possibilidade de metdstases e alta mortalidade. Clinicamente
é lesdo nodular; de coloragdo escura, negra, acinzentada ou azula-
da; de crescimento rapido. Normalmente é uma lesdo enegrecida,
mas pode, raramente, ser uma lesao rosada, avermelhada;

c) Acrolentiginoso (MAL) - melanoma que ocorre em regides plan-
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tares, palmares e dedos, podendo inclusive acometer a unha. Di-
ferente dos demais melanomas, ndo tem relagdo com exposi¢cdo
solar, sendo que atualmente acredita-se que o trauma crdnico
pode ter um papel no seu aparecimento. Também diferentemen-
te dos demais melanomas acomete todos os grupos raciais com
incidéncias semelhantes. Em negros e asidticos representam pro-
porcionalmente um percentual maior em relacdo a totalidade dos
melanomas, pela baixa incidéncia dos outros melanomas;

d) Lentigo Maligno (MLM) - é a forma menos comum de melanomas,
ocorrendo em individuos idosos, provavelmente relacionados a
exposicdo solar cronica. Tem o melhor comportamento, é o mela-

noma que menos da metastases.

Melanoma também pode ser classificado quanto a espessura do tu-
mor e do nivel de invasdo da pele, classificacdo de Breslow e de Clark respec-
tivamente, essas classificacdes sdo importantes nos progndsticos. O indice de
Breslow determina a espessura tumoral - dimensdo vertical a partir do ponto
mais profundo de invasdo ao topo da camada granulosa ou a célula mais
superficial em caso de ulceracdo, as espessuras sdao definidas nos limites de
1mm (T1), 2mm (T2) e 4mm (T3) e mais de 4 mm (T4) (INCA, 2012)

Quanto ao grau de invasdo tumoral segundo Clark et al. (1969) divi-
de-se em 5 niveis sendo: o nivel | quando a lesdo é intraepidérmica (in situ);
o nivel Il quando ha invasdao da derme papilar; o nivel Ill quando ocorrena
transicdo entre a derme papilar e a reticular; o nivel IV, quando atinge a der-
me reticular; até ao nivel V, que corresponde a invasdo tumoral do paniculo
adiposo.

Para o melanoma cutaneo, o principal progndstico é o estadiamento,
a Union International for Cancer Control (UICC) e o American Joint Commit-
tee on Cancer (AJCC), consideram para o estadiamento, o aspecto do tumor
primario (T), do eventual comprometimento linfatico regional (N) ou a pre-
senca de metastases (M).
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FATORES DE RISCO E PREVENCAO

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento de melanoma
podem ser divididos em dois grupos:

a) Constitucionais - que se relacionam as caracteristicas fenotipicas

do individuo como pele, olhos e cabelos claros; nevo congénito e
displasicos; histdria familiar ou pessoal de melanoma;

b) Ambiental - principalmente a exposi¢do a irradiacdo ultravioleta -

IUV, e a interacdo entre o individuo e a exposicdo a IUV (MOAN,
2012 et al.; INCA, 2015).

A interacdo entre os fatores intrinsecos e extrinsecos foi estudada
por Veieroide et al (2010), sendo comprovado que em pessoas de cabelos
loiros e ruivos exposto a radiagcao solar, combinados com a presenca de ne-
vos, aumentam o risco de melanoma cutaneo. A limitagdo a exposicao a UV
é a principal medida preventiva, uma vez que outros fatores de risco nao sdo
evitaveis. Esta protecdo é recomendada pela Organizacdao Mundial da Saude
sempre que o indice ultravioleta atinge valores acima de trés. E importante
reconhecer que a exposicao excessiva a IUV traz impacto negativo, pois mes-
mo com o beneficio relacionado ao metabolismo da vitamina D e diminui-
cdo dos eventos esqueléticos, a superexposicao a IUV implica em uma perda
anual de 1,5 milhGes de anos de vida ajustados pela morbidade (Disably-Ad-
justed Life Years — DALY) no mundo (NARAYANAN, 2010; WHO, 2015).

OS PRINCIPAIS TRATAMENTOS DO MELANOMA

As opgdes de tratamento do melanoma dependem do estadiamento
da doenca, podendo incluir: cirurgia, quimioterapia, imunoterapia e radiote-
rapia. Dos tratamentos convencionais, a cirurgia é a opgao terapéutica mais
indicada em fase inicial, sendo assim os melanomas geralmente curados. A
cirurgia consiste na remocdo do melanoma, ampliando as margens cirurgi-
cas da mancha para assegurar que nao permaneceram células cancerosas na
pele. O tamanho da margem dependera do tamanho do tumor. H4 casos em
gue o melanoma pode se disseminar para os ganglios linfaticos préximos ao
tumor e, se o linfonodo sentinela contém cancer, provavelmente sera realiza-

da posteriormente a dissec¢ao dos ganglios linfaticos (INCA, 2015).
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Nos ultimos anos, as novas formas de tratamento para melanomas
disseminados, como imunoterapia e terapia alvo, tém se mostrado mais efi-
cazes do que a quimioterapia, devido a resisténcia as drogas (GANGADHAR;
SALAMA, 2015). Estagios mais avangados muitas vezes requerem uma combi-
nacdo de tratamentos como radioterapia, quimioterapia, terapia alvo, imuno-
terapia ou bioquimioterapia (imunoterapia combinada com quimioterapia).

Em cerca da metade dos casos de melanoma, as células cancerosas
tém alteracdes no gene BRAF. Se essa alteracdo genética é diagnosticada, o
tratamento com novos medicamentos alvo, como vemurafenib, dabrafenib
e trametinib, pode ser util, assim como o ipilimumab (KIM et al., 2015). Os
melanomas com alteracdo no gene C-KIT, pode ser tratado com o imatinib e
nilotinib, estes medicamentos podem aumentar a sobrevida de alguns pa-
cientes, embora ainda ndo saiba se curam esse tipo de melanoma (VILLARUZ
et al., 2014).

Como o melanoma estagio IV é muito dificil de ser tratado com as
terapias atuais, muitos estudos em andamento estdo avaliando novos me-
dicamentos alvo, imunoterapia, drogas quimioterapicas e combinagbes de
diferentes tipos de tratamentos.

Os tratamentos que combatem as neoplasias, quimioterapia e radio-
terapia, sdo toxicos ao paciente, causando graves efeitos adversos, além de
uma eficiéncia limitada. Com isso novas terapias estdo sendo constantemen-
te propostas na area de oncologia (SIMPLICIO et al., 2002).

Tectona grandis Linn.f

Tectona grandis L.f. Linn. anteriormente pertencente a familia Verbe-
naceae e atualmente, segundo a nova classificacdo APGIII (2009), reconhe-
cida como espécie da familia Lamiaceae, é conhecida popularmente como
teca no Brasil, por teak na Asia, teck na Franca, ojati em Java, may sak no
Laos e tiek na Alemanha (Figura 4), nativa das florestas tropicais, com origem
asiatica, ocorrendo naturalmente na india, Miamar Tailandia, Laos, Camboja,
Vietna e Java.



TOPICOS EM BIOTECNOLOGIA E BIODIVERSIDADE: Pesquisas e Inovagido na Amazénia Sul Ocidental

Figura 4. Tectona grandis, do plantio da Unidade de Tecnologia de alimentos
da Ufac

Trata-se de uma das espécies mais procuradas e valorizadas no mer-

cado internacional de madeiras por sua alta durabilidade, boa estabilidade
dimensional, resisténcia, pouco peso e as qualidades estéticas de sua madei-
ra. A teca é muito utilizada em setores como o de mobilia de luxo, constru-
¢Oes navais e esquadrias de alto padrdo (BERMEJO et al., 2004; MACEDO et
al., 2005).

A area mundial plantada excede os 3 milhdes de hectares (MACE-
DO, 2005) sendo os asiaticos, os maiores produtores. Outros paises tropi-
cais, também realizam plantio como Togo, Camardes, Zaire, Nigéria, Trinidad,
Honduras e Brasil, entre outros.

No Brasil, a superficie plantada, segundo a ABRAF (2014), é de 67 mil
hectares, sendo que destes, 95% encontram-se no estado de Mato Grosso.
No Acre, a area plantada é de 500 hectares, onde é cultivada para a extra-
¢do da madeira, como uma alternativa para diminuir a pressao sobre outras
espécies florestais de ocorréncia natural de grande valor econémico (FIGUEI-
REDO, 2005).
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T. grandis também é considerado como um dos principais constituin-
tes em muitos medicamentos da comunidade asidtica tradicional. Tém varias
atividades farmacolégicas como antibacteriana, antioxidante, antifungica,
anti-inflamatadria, antipirética, analgésica, antidiurética e hipoglicémica, suas
propriedades medicinais sdo reconhecidas no sistema ayurvédico da medi-
cina (NEHA; SANGEETA, 2013). E planta medicinal de natureza verstil, pois
além de possuir um elevado valor de madeira, também é fonte de varios
tipos de compostos possuindo diversas estruturas em seu extrato. Essas ati-
vidades terapéuticas se devem provavelmente a presenca de carboidratos,
taninos, alcaldides, saponinas, flavondides e proteinas.

Bhangale et al. (2010) isolaram lapachol a partir de T. grandis, que
apresentou uma atividade altamente significativa contra tumores cancerige-
nos (sarcoma-180) em ratos albinos Swiss fémeas, sendo avaliados trés trata-
mentos: lapachol isolado; radiagao gama e lapachol assossiado com radiagdo
gama. Todos os ensaios obtiveram bons resultados na razao terapeutica de
cura T/C. No entanto, houve um aumento significativo na razdo T/C no grupo
de animais tratados com lapachol em combina¢do com radiagao.

Como mencionado anteriormente, a metastase é o principal proces-
so responsavel pela morte em pacientes com cancer. Um estudo realizado
por Balassiano et al. (2005) revelou que o lapachol isolado a partir de T. gran-
dis, na concentracdo maxima ndo toxica para as células HelLa de 400 pg/mL
(correspondendo a 1012 moléculas do farmaco/célula), induzem alteractes
no perfil da proteina e inibindo a capacidade de invasao celular, representan-

do, assim, um atividade anti-metastatica importante.

ENTREGA DIRIGIDA DE DROGAS - EDD

De acordo com resultados ndo publicados de Furtado (2016), o
extrato de Tectona grandis é citotoxico tanto em células normais quanto
cancerigenas, como também no escuro. Uma alternativa para atenuar esses
efeitos, é o uso de EDD.

O uso de carreadores é uma estratégia de EDD, que pode entregar

a droga do interesse para o tecido-alvo, conforme apresentado na Figura 5.
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Figura 5. llustracdo esquematica de entrega dirigida de drogas

Micela

» - Dirogas lipofilicas

“~ Droga livre

Foto cedida por: Dr. Igor Anatolievich Degterev, laboratério de terapia fotodinamica da Uni-
versidade Federal do Acre.

No exemplo acima, dependendo da natureza da droga, ela pode ser
incluida em micela se for hidrofdbica, em lipossoma seja hidrofdbica, locali-
zada na membrana, se a droga for hidrofilica, se solubiliza em agua no inte-
rior do lipossoma. No ideal podem ser localizados na superficie de lipossoma
ou no interior de micela, anticorpos especificos para antigenos existentes na
superficie de células cancerigenas, que sao nosso alvo.

Emulsdes sdo sistemas heterogéneos, termodinamicamente insta-
veis constituidos de dois ou mais liquidos imisciveis, dispersos intimamente
um no outro, formando-se entdo, a fase dispersa (interna) e a dispersante
(externa). S3o compostas basicamente por agua, 6leo e um tensoativo, cujas

propriedades fisico-quimicas podem afetar o comportamento do sistema.
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Assim, podem ser do tipo 6leo em dgua (O/W) que é quando as goticulas da
fase oleosa estdo dispersas em uma fase continua aquosa, e dgua em 6leo
(W/0) quando as goticulas de dgua estdo dispersas em fase continua oleosa
(MULLER; MADER, GOHLA, 2000) (Figura 6).

Figura 6. Esquema de nanoemuls3o dgua/dleo (A/O) e dleo/agua (O/A)

Microemulsdo A/O Microemuls3o O/A
Fonte: Oliveira et al. (2004).

Na nanoemulsdo, o tamanho do gldbulo estd na escala nanométrica
entre 20 a 500 nm. Podem apresentar aparencia translicida quando o tama-
nho do glébulo for inferior a 200 nm, e leitosa quando o tamanho do glébulo
apresentar entre 200 a 500 nm (MASON et al., 2006).

Diferentemente das emulsdes, as nanoemulsdes sdo estaveis por
longos periodos de tempo devido a estabilizagdo por movimento Browniano,
gue diminui a atuacdo da forca de gravidade, evitando a sedimentacdo e a
cremacdo (FERNANDEZ et al., 2004).

Dentre os diferentes métodos de emulsificacdo existentes, destaca-
se o método de temperatura de inversado de fase (PIT), em que sdo formadas
emulsdes com tamanho de particulas muito pequenas que apresentam étima
estabilidade (TADROS; KESSELL, 2004). Este método consiste pela sucessiva
adicdo de dgua na fase oleosa, formam-se glébulos de agua na fase continua
(W/0), aumentando o volume de 4dgua ocorre uma mudanca espontanea do
raio de curvatura do tensoativo e causando a inversdo da emulsdo (W/O) em
(O/W). Alcangam essa mudanca com a altera¢do da temperatura do sistema
(SALANGER et al., 2004; MARUNO, 2009).
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Considerando-se as inumeras vantagens da TFD frente aos tratamen-
tos convencionais, o emprego de carreadores adequados a fim de potenciali-
zar a eficacia da TFD é de suma importancia, pois desta forma, o FS pode ser
liberado no tecido alvo na concentragdo desejada (MACHADO, 2000).

Esses carreadores podem ser magnéticos, poliméricos, lipossomais,
micelares, ou serem apresentados em nanogoticulas dispersas em nanoe-
mulsdo (PASZKO; WILD, 2011). Neste contexto, a nanobiotecnologia ampara
e torna possivel o alcance destes objetivos a fim de que seja obtida uma te-
rapia mais eficiente e segura para aplicagao clinica.

H4a necessidade de maiores estudos utilizando diferentes fotossens-
sibilizantes com diferentes fontes de luz e tempo de irradiacdo, para um me-
Ihor tratamento.

CONSIDERACOES FINAIS

1- O sucesso da TFD depende da escolha correta do fotossensibili-
zante;

2- As principais caracteristicas para um bom FS incluem: ser altamen-
te toxico para a célula-alvo sob iluminagao e ndo téxico ou mini-
mamente téxico no escuro; garantir a entrada do FS nas células
em escala nanométrica; criar uma entrega dirigida que permita
a entrada preferencial do FS nas células-alvo, criando anticorpos
especificos; ser eliminado rapidamente pelo organismo e, ser de
baixo custo;

3- As plantas sdo amplas fontes de FS, o que permite maior escolha,
destacamos a teca como potencial FS para o tratamento fotodina-

mico de melanoma.
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A Biodiversidade nao existe para prover o homem de substratos, ativos
quimicos, biolégicos, microbioldgicos ou alimenticios, mas, sobretudo
para oferecer a inteligéncia humana e ao planeta algo imprescindivel
para a existéncia e permanéncia da sua espécie: a informacao, sem a
qual nao haveria Ciéncia.

“Topicos em Biotecnologia e Biodiversidade: Pesquisas e Inovagao na
Amazoénia Sul-Ocidental” abrange multiplas areas do conhecimento
representadas pela Biotecnologia e Biodiversidade, a partir de
experiéncias e estudos académicos realizados em uma das regices de
maior biodiversidade do planeta Terra.




