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PREFACIO

A Biotecnologia representa uma das fronteiras mais dinamicas e promissoras da ciéncia moderna,
atuando como a ponte fundamental entre o vasto conhecimento da biodiversidade e a criagdo de solugdes
aplicadas a satde humana, animal e ambiental. Em sua esséncia, a biotecnologia contemporanea utiliza
sistemas vivos e componentes moleculares ndo apenas para compreender fendOmenos naturais, mas também
para desenvolver produtos de alto valor agregado e impacto global.

O ponto de partida para muitas dessas inovagdes ¢ a bioprospeccao, a exploragao sistematica de
recursos naturais em busca de novas moléculas bioativas. Um exemplo fascinante dessa busca ¢ o estudo das
naftoquinonas, metabolitos secundarios encontrados em plantas € micro-organismos que possuem uma
versatilidade quimica e farmacolodgica extraordinaria. O salto tecnologico dessas moléculas, da bioprospeccao
a nanotecnologia, tem revolucionado o desenvolvimento de novos produtos. Por meio da nanotecnologia,
compostos naturais de dificil solubilidade ou instabilidade podem ser encapsulados em nanocéapsulas, o que
aumenta drasticamente sua biodisponibilidade, reduz a toxicidade sist€émica e permite uma liberagdo
controlada nos tecidos-alvo.

Nesse cendrio de transi¢do para a inovacao tecnoldgica, o uso de produtos naturais, da avaliagao
bioquimica até o uso no mercado, exige um rigoroso caminho cientifico. O sucesso de um fitomedicamento
ou bioproduto requer a elucidagao precisa de seus alvos moleculares. Isso envolve o estudo da inflamacéo e
da dor na biotecnologia, onde pesquisadores buscam identificar moléculas naturais capazes de modular vias
de sinalizac¢ao de citocinas ou inibir enzimas pré-inflamatoérias, aliviando o sofrimento com menores efeitos
colaterais em comparagao aos sintéticos tradicionais.

Paralelamente, o estudo de antifingicos na biotecnologia tornou-se uma prioridade global,
impulsionado pelo aumento de infeccdes oportunistas e pelo alarmante fendmeno da resisténcia microbiana.
Compostos de diferentes fontes, incluindo os produtos naturais, t€m se destacado na interrup¢do da
proliferacdo de leveduras e fungos filamentosos. O mecanismo de estudo da morte celular na biotecnologia
¢ crucial aqui: ele permite compreender se o produto natural induz a apoptose (morte celular programada) ou
a necrose das células fingicas, garantindo que o composto seja téxico para o patdgeno, mas seguro para as
células do hospedeiro humano.

Além da satide humana, a biotecnologia aplicada ao controle ambiental e de pragas ¢ igualmente vital.
O uso de produtos naturais como moluscicidas oferece uma alternativa sustentdvel e ecoldgica para o
controle de vetores bioldgicos, a exemplo dos moluscos hospedeiros intermediarios do Schistosoma mansoni,
causador da esquistossomose. A aplicacdo de extratos botanicos ou de substincias isoladas ou sintéticas
impacta diretamente o ciclo de vida desses vetores, sem contaminar os ecossistemas aquaticos com os residuos
toxicos dos defensivos quimicos convencionais.

Em suma, a intersec¢ao dessas areas reflete a maturidade da biotecnologia: uma ciéncia que parte da

observacdo da natureza para compreender os mecanismos bioquimicos da vida e da morte celular, que aprimora
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essas substancias por meio da nanotecnologia e que culmina no desenvolvimento de produtos seguros e eficazes
para o mercado global. Esta obra convida o leitor a explorar o vasto universo da biotecnologia, onde a natureza

serve ndo apenas como inspiragdo, mas como o proprio alicerce para o futuro da inovagdo terapéutica e

agricola.

SEVEN




SUMARIO

INTRODUCAO A BIOTECNOLOGI A......coonrrernerensnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssessesssssssssassessess 8
MORTE CELULAR: UMA VISAO GERAL....cccteeunenreersssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssasans 25

AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR: EXPLORANDO RESAZURINA E MTT NA
BIOTECNOLOGI A.....ououirenrininninnnsnnsnessessnsssessssssssssessasssssssssssssssssssssassssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssassssssaes 36

AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE CELULAR: TECNICA DE LIBERACAO DE LDH E ENSAIO

DESVENDANDO A GENOTOXICOLOGIA DE CELULAS UNICA: ENSAIOS COMETA E TUNEL
COMO PILARES DA ANALISE INTEGRADA DE DANO E DESTINO CELULAR........coocesuesversennene 59

EXPLORANDO A BIOTECNOLOGIA DOS OLEOS ESSENCIAIS: DA BIOQUIMICA VEGETAL AS
DINAMICAS DE MERCADOQ. .......ooeeveeeeevereseresesesesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasas 73

NAFTOQUINONAS: DA BIOPROSPECCAO A NANOTERAPIA - OTIMIZACAO
BIOTECNOLOGICA DE METABOLITOS SECUNDARIOS COM ACAO REDOX E ANTI-
TOPOISOMERASE 87

INFECCAO FUNGICA INVASIVA ACOMETIDA POR Candida albicans: BUSCA DE
ALTERNATIVAS BIOTECNOLOGICAS PARA SEU TRATAMENTO.......coocevueeneerrennenssssessssessessesses 97

ASPECTOS GERAIS DA DOR E INFLAMACAO: BUSCA POR NOVOS FARMACOS COM
BIOTECNOLOGI A....uuuiiiienrinnnnnnsnensecsssesssnssssssssnssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssassssssssssssssss 105

POTENCIAL MOLUSCICIDA DE PRODUTOS NATURAIS NO CONTROLE DO HOSPEDEIRO
INTERMEDIARIO DA ESQUISTOSSOMOSE: USO DE NANOEMULSOES COMO ESTRATEGIAS
BIOTECNOLOGICAS A SAUDE 133

SEVEN




INTRODUCAO A BIOTECNOLOGIA

Jonathas Albertino de Souza Oliveira Carneiro

Universidade Federal Fluminense - Programa de Pos-graduagao em Ciéncias e
Biotecnologia, Niteroi, RJ, Brasil.

Laboratorio de Avaliagdo e Promogao da Saude Ambiental, Fundagdao Oswaldo
Cruz, Fiocruz, Av. Brasil 4365, CEP 21040-900, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

A biotecnologia, cujo termo deriva do grego bios (vida), technos (técnica) e logos
(conhecimento), constitui um dominio tecnocientifico intrinsecamente multidisciplinar
voltado & manipulagdo coordenada de sistemas bioldgicos e derivados moleculares para a
producdo de bens e servigos. Originalmente cunhado em 1919 pelo engenheiro huingaro
Karl Ereky, o conceito evoluiu de uma interface metodoldgica para a sintese de matérias-
primas em uma fusao transdisciplinar entre as ciéncias bioldgicas e a engenharia. Operando
em escalas celular e molecular, esta "tecnologia da esperanga" fundamenta-se em
ferramentas como o DNA recombinante e a genOmica para desenvolver solugcdes
transversais que abrangem desde o diagndstico de patdogenos emergentes como 0s virus
Ebola, SARS e Zika, até a consolidagao da medicina personalizada, que ajusta intervengdes
clinicas ao perfil genético individual (Gupta V, Sengupta M et al., 2016).

A complexidade e a capilaridade deste campo na sociedade contemporanea sao
organizadas por meio de uma classificagdo cromatica que delimita suas areas de atuacao e
mecanismos especificos. A biotecnologia vermelha (satde) lidera o desenvolvimento de
biofarmacos e terapias génicas, enquanto a verde (agricola) foca na bioengenharia de
cultivos para resisténcia endogena a pragas, mitigando o uso de defensivos quimicos. No
setor industrial, a biotecnologia branca otimiza processos de manufatura via biocatélise
enzimatica e fermentagao, ao passo que a azul (marinha) dedica-se a prospeccao de
moléculas bioativas em organismos aquaticos. A vertente amarela concentra-se na
seguranca alimentar e nutricdo, desenvolvendo alimentos funcionalmente enriquecidos,
enquanto a cinza € voltada especificamente a prote¢ao e remediagao ambiental, utilizando
o metabolismo mi-crobiano para a detoxificacao de solos e efluentes (Gupta V, Sengupta
M et al., 2016).

Expandindo o espectro regulatdrio e estratégico, a biotecnologia dourada abrange a
bioinformdtica e a nanobiotecnologia, ferramentas essenciais para o processamento de

grandes volumes de dados bioldgicos (Big Data). A vertente marrom foca no manejo de



solos aridos e em regides desérti-cas, enquanto a violeta trata dos aspectos éticos, patentes
e leis de propriedade intelectual que regem a inovagao bioldgica. Por fim, a biotecnologia
laranja dedica-se a disseminag¢ao do conhecimento e educagao na area, a preta investiga o
bioterrorismo e o desenvolvimento de contramedidas bioldgicas contra patdgenos letais, e
a laranja (referenciada as vezes como biotecnologia educacional) foca na comunicacdo
cientifica. Essa estrutura multidimensional exige marcos regulatérios e bioéticos robustos
para assegurar que a governanca das inovagdes garanta a seguranga biologica e a
legitimidade das pesquisas frente aos desafios globais (Tonini, R. M. C. W., Gongalves, A.
C.dos S. etal., 2025).

PERSPETIVA HISTORICA: A TRANS]CAO DA BIOTECNOLOGIA
EMPIRICA PARA A CIENCIA MODERNA

A descri¢ao detalhada do surgimento da biotecnologia antes e durante a era crista é
fundamental para estabelecer que a manipulacdo de microrganismos nao ¢ uma pratica
contemporanea, mas uma competéncia técnica estruturante da civilizagdo humana. Ao
resgatar os processos fermen-tativos utilizados por sumérios, babilonios e egipcios para a
producao de pao e bebidas alcoodlicas (Figura 1), o texto deste artigo visa fundamentar a
transi¢do de uma biotecnologia empirica e ances-tral para uma ciéncia industrial estratégica

observada atualmente.



Figura 1 — Modelo de madeira representando quatro figuras preparando comida e cerveja. Proveniente de
Sidmant, Egi—to, VI Dinastia (c. 2345-2181 a.C.).

Fonte: The British Museum (2026). Disponivel em: https://www.britishmu-
seum.org/collection/image/68404001. Acesso em: 24 abr. 2026.

Essa contextualizagdo historica permite compreender como o dominio milenar
sobre seres microscopicos evoluiu, sob a pressao das Grandes Guerras Mundiais e de
marcos como a descoberta da penicilina no ano de 1928, para o desenvolvimento de
fermentadores industriais, técnicas de controle de infeccao e, finalmente, para a engenharia
genética moderna. Assim, a retrospectiva historica valida a biotecnologia como uma
ciéncia de evolugcao continua, que hoje integra conhecimentos de biologia molecular e
DNA recombinante para gerar solucdes de alta complexidade nos setores agricola,

industrial, ambiental e de saude.

DE LEEUWENHOEK A PENICILINA: A EVOLUCAO DOS PROCESSOS
FERMENTA-TIVOS E A CONSOLIDACAO DA INDUSTRIA
BIOTECNOLOGICA

A evolucdo do microscopio e a consequente descoberta do mundo microscopico
representam um divisor de aguas na biologia. Embora a inveng¢ao do instrumento seja
frequentemente associada a Galileu, foi o naturalista holandé€s Antonie van Leeuwenhoek
(Figura 2) quem, em 1674, aperfei-coou o dispositivo de lente unica, alcangando

ampliacdes de até 300 vezes com nitidez surpreendente para a época. Essa inovacdo
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permitiu a visualizacdo de estruturas anteriormente invisiveis, como bactérias de apenas 1
a 2 micra, globulos vermelhos e espermatozoides, inaugurando o estudo sistematico dos
microrganismos (van Leeuwenhoek, 2004). Posteriormente, o trabalho de Leeuwenhoek
foi expandido por Robert Hooke, que aprimorou o design do microscéopio ao introduzir

uma segunda lente, aumentando significativamente a capacidade de ampliagao.

Figura 2 — Retrato de Antonie van Leeuwenhoek. Pintura de Jan Verkolje, 1686. Oleo sobre tela.

Fonte: Rijksmuseum (2026).

As observagdes pioneiras de ambos os pesquisadores foram fundamentais para a
identificacdo das células, embora o entendimento da sua real fun¢ao tenha levado mais
tempo para se consolidar. Foi apenas em 1839 que os cientistas alemdes Matthias Jacob
Schleiden e Theodor Schwann sintetizaram esses conhecimentos, reconhecendo

formalmente a célula como a unidade fundamental de todos os seres vivos (van

Leeuwenhoek, 2004).

LOUIS PASTEUR PRECURSOR DA IMUNOLOGIA

Embora Louis Pasteur (Figura 3) seja tradicionalmente celebrado como o precursor
da imunologia moderna por popularizar a teoria microbiana e introduzir o conceito de
vacinagao profilatica e terapéutica no final do século XIX, sua compreensao sobre os
mecanismos de defesa do corpo era, na verdade, pautada em premissas que hoje sabemos

serem equivocadas.
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Trabalhando em uma era que precedia a disting@o clara entre fungos, bactérias e
virus, Pasteur raciocinava estritamente como microbiologista, acreditando que a imunidade
ocorria porque microrganismos atenuados esgotavam os nutrientes vitais do hospedeiro,
impedindo novas infec¢des, € ndo por uma resposta ativa do sistema imunoldgico, cuja
existéncia ainda era desconhecida.

Apesar desse equivoco tedrico sobre o funcionamento bioldgico da protecdo, sua
genialidade residiu na capacidade de transitar entre a quimica organica, a microbiologia e
a medicina, concen-trando esfor¢os na imunidade e pavimentando o caminho para que
geracdes futuras de cientistas desvendassem a complexidade das respostas do organismo

contra invasores (Smith KA, 2012).

Figura 3: Louis Pasteur em seu laboratério. Pintura de Albert Edelfelt, 1885. Oleo sobre tela.

Fonte: Musée d'Orsay (2026).

ALEXANDER FLEMING E O ADVENTO DOS ANTIBIOTICOS: O
PARADIGMA DA PENICILINA

A descoberta da penicilina por Alexander Fleming representou uma revolugao sem
precedentes na medicina terapéutica e na industria farmacéutica, consolidando-se como o
paradigma para o desenvolvimento de farmacos a partir de produtos naturais. Ao identificar
a atividade antibacteriana do fungo Penicillium e cunhar o termo que se tornaria sindnimo
de "medicamento milagroso", Fleming ndo apenas impulsionou avangos cruciais na

biologia molecular e no controle da divisao celular bacteriana, mas também se tornou um
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icone da profissao cientifica. Esse marco histérico, embora por vezes cercado por uma aura
mitica, destaca a necessidade de esfor¢os interdisciplinares para transformar observacdes
clinicas em solugdes que alteraram permanentemente as expectativas de cura para doencas

infecciosas (JW Bennett, KT Chung et., al 2001).

Fonte: Famiglia Cristiana (2026).

Foi em setembro de 1928 que, Alexander Fleming protagonizou uma das
descobertas mais fortuitas da historia da medicina ao retornar ao seu laboratério no St.
Mary’s Hospital apds um periodo de férias (Figura 4). Ao examinar uma placa de Petri com
colonias da bactéria Staphylococcus que havia sido deixada destampada, o cientista notou
uma contaminagado pelo fungo Penicillium no-tatum, observando a formagao de um halo
translticido onde o crescimento bacteriano fora inibido (Bennett, JW, & Chung, KT et., al
2001).

Intrigado por esse fendmeno de ruptura, Fleming realizou experimentos que
comprovaram a capacidade do fungo de produzir uma substancia capaz de destruir diversos
patéogenos responsaveis por doengas graves, como pneumonia, meningite e difteria.
Batizada por ele como "penicilina", essa substincia demonstrou um potencial
antibacteriano sem precedentes, marcando o inicio de uma nova era na ciéncia médica

(Bennett, JW, & Chung, KT et., al 2001).
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FUNDAMENTOS DA BIOLOGIA MOLECULAR: O LEGADO DE
WATSON, CRICK E A CONTRIBUICAO DE FRANKLIN

O artigo de Watson e Crick, publicado na edi¢do de abril de 1953 da revista Nature,
apresentou de forma clara e precisa a estrutura molecular do &cido desoxirribonucleico
(DNA), a molécula da vida. Este trabalho representou o apice de uma pesquisa iniciada em
1951 por Francis Crick em parceria com o jovem bidlogo americano James D. Watson
(Figura 5).

Embora as primeiras tentativas de determinar a estrutura tenham fracassado, o
sucesso foi alcangado dois anos depois através de um esfor¢o que integrou contribui¢des
vitais de outros cientistas, como Maurice F. Wilkins e a biofisica britdnica Rosalind
Franklin, cujos estudos de difracao de raios-X foram fundamentais, ainda que inicialmente
pouco reconhecidos. Entre 1951 e 1953, a comunidade cientifica viveu um periodo de
intensa competi¢do, com grupos liderados por Erwin Chargaff e Linus Pauling buscando
incansavelmente a decifragdo da estrutura do DNA. A segunda tentativa de Crick e Watson
culminou no famoso artigo de aproximadamente 600 palavras que mudou o curso da
biologia moderna. Como reconhecimento por esta descoberta historica e pelos estudos
subsequentes sobre a dupla hélice, o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina foi concedido

conjuntamente a Crick, Watson e Wilkins no ano de 1962 (Teive, HA 2016).

PARA ALEM DO MODELO DE WATSON E CRICK: O PAPEL
DETERMINANTE DA BIOFISICA NO KING'S COLLEGE

Fonte: A. Barrington Brown (1953).
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Durante a década de 1950, a busca pela estrutura do DNA teve na biofisica britanica
Rosalind Franklin uma de suas figuras mais determinantes, embora historicamente menos
celebrada. Atuando no King's College de Londres, Franklin aplicou seu rigor técnico em
difracao de raios-X para capturar imagens de alta resolu¢ao da molécula, sendo a famosa
"Fotografia 51" (Figura 6) o dado em-pirico crucial que evidenciou a configuracdo em
dupla hélice. Seus calculos precisos sobre a densidade e a hidratagdo da molécula revelaram
que os grupos fosfato deveriam estar localizados na parte externa da estrutura, servindo de
base para que Watson e Crick propusessem o modelo final em 1953. Assim, o entendimento
de que o DNA ¢ composto por duas cadeias espirais antiparalelas, mantidas por pares
complementares de nucleotideos, deve-se fundamentalmente ao trabalho experimental de
Franklin, cuja maestria técnica permitiu visualizar a arquitetura da vida antes que ela

pudesse ser teorizada (Teive, HA 2016).

Figura 6 — Rosalind Franklin e o padrao de difracdo de raios-X da molécula de DNA (Fotografia 51).

Fonte: Marcolin (2014).
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ENGENHARIA GENETICA: O INSTRUMENTO DA BIOTECNOLOGIA
CONTEMPORANEA

Os avancos fundamentais na biologia molecular, na genética e no estudo do
metabolismo bacteriano foram os pilares que impulsionaram o desenvolvimento das
biotecnologias, inicialmente através de métodos de mutacdo e selegdo de estirpes de
elevado rendimento. Este progresso foi consolidado pela implementagao de processos de
fermentagdo continua e pela inovacao na imobilizagdo de enzimas. Contudo, a verdadeira
revolucao biotecnologica emergiu em meados da década de 1970, com a descoberta das
enzimas de restricdo (endonucleases), das ligases e das técnicas de clonagem génica, além
do desenvolvimento da tecnologia de hibridomas para a producdo de anticorpos mo-
noclonais. Mais recentemente, a invencdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
permitiu a amplificacdo exponencial de quantidades infinitesimais de ADN, facilitando a
manipulacao do patrimoénio hereditario a partir de amostras celulares minimas (Mayor, F.,
1992).

Estas ferramentas, que constituem a engenharia genética ou tecnologia do ADN
recombinante, permitem uma compreensdao profunda da expressdo génica e encontram
aplicacgOes vastas em areas farmacéutica, medicinal, agricultura e bioenergia. Ao contrario
dos métodos convencionais de hibri-da¢do, a recombinagcdo de ADN possibilita a criagao
de organismos transgénicos incluindo microbios, plantas e animais dotados de novos genes
que codificam substancias de interesse comercial ou caracteristicas bioldgicas otimizadas.
Desta forma, a biotecnologia transcende as barreiras das espécies, oferecendo solugdes
precisas para desafios globais de nutri¢do e saude (Mayor, F., 1992).

De acordo com a definigdo da OCDE, a biotecnologia ndao ¢ uma disciplina isolada,
mas um campo de atividade essencialmente multidisciplinar que integra conhecimentos de
bioquimica, microbiologia, engenharia quimica e computacdo. E crucial distinguir que a
engenharia genética atua como um instrumento poderoso dentro deste vasto campo, e ndo
como a biotecnologia em si. O potencial destas técnicas para o futuro da medicina foi
demonstrado historicamente em 1989, com o primeiro experimento de terapia génica em
humanos realizado pelo “National Cancer Institute", onde linfocitos geneticamente
manipulados foram utilizados no tratamento de pacientes com cancro, marcando o inicio

de uma nova era na pratica clinica (Mayor, F., 1992).
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DO PANCREAS ANIMAL A E. COLI: A REVOLUCAO NA PRODUCAO
DE INSULINA

A aplicagao da biotecnologia na industria farmacéutica atingiu um marco historico
em 1978, quando a empresa Genentech desenvolveu o primeiro biofarmaco produzido por
bactérias: a insulina recombinante humana. Esta inovagao foi consolidada em 1982 através
de uma parceria com a Eli Lilly Company, que resultou na produgdo otimizada da
substancia e na sua subsequente aprovagao pela Food and Drug Administration (FDA). A
introdu¢ao das técnicas de engenharia genética na fabricagdo da insulina solucionou
problemas criticos de impureza e reagdes adversas associados a versdo anterior do
medicamento, que era purificada a partir do pancreas de animais (Ferro, E. S., 2010).

O processo de producdo da insulina recombinante baseia-se na insercdao de
sequéncias de DNA humano em uma célula hospedeira, como a bactéria Escherichia coli.
Durante o crescimento e reprodugao celular, o hospedeiro utiliza o codigo genético inserido
para sintetizar a insulina, tornando-a perfeitamente adequada para a terapéutica humana.
Atualmente, essa ciéncia pragmatica beneficia mais de 250 milhdes de pessoas
globalmente, fornecendo tratamentos avancados para condi¢cdes complexas como o cancro
de mama, esclerose multipla, leucemia e fibrose cistica, além de impul-sionar o
desenvolvimento de vacinas seguras e eficazes contra diversas doencas infecciosas (Ferro,

E.S., 2010).

Tabela 1: O comparativo entre a biotecnologia tradicional e a biotecnologia moderna

BIOTECNOLOGIA TRADICIONAL X BIOTECNOLOGIA MODERNA

Tradicional Moderna

Mais antiga e rudimentar Iniciando na década de 70

Obtencdo de produtos a partir de matéria-prima, mediante a

Estudos e desenvolvimento da quimica combinatdria de

controles de metabolismo e em farmacologia.

biomoléculas, processos de biotransformacao, a tecnologia
intervencdo de organismos vivos de acidos nucleicos, a aplicacdo de moléculas menores em

Egipcios e Babilonios

O ano de 1997 foi marcado por um divisor de d4guas na biotecnologia com o anuncio
do nascimento da ovelha Dolly, o primeiro mamifero clonado a partir do nucleo de uma
c¢lula somatica de um animal adulto. Esta conquista técnica sem precedentes despertou
tanto fascinio quanto temor ético, especialmente no que diz respeito a possibilidade de
aplicagao da técnica em seres humanos. A reacao global foi imediata, levando a revisao de
legislagdes nacionais ¢ a criacdo de comités de bioética para assessorar governos sobre os

limites da manipulagdo da vida, cenario que se tornou ainda mais tenso ap0s as declaragdes
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do fisico Richard Seed sobre suas inten¢des de realizar clonagem humana (Petersen, 2002;
Nisbet, Lewenstein, 2002).

Apesar dos dilemas éticos e das propostas de banimento total da tecnologia, a
comunidade cientifica destacou o imenso potencial terapéutico derivado desse processo,
particularmente no estudo das células-tronco embrionérias. Coletadas no estdgio de
blastocisto, estas células possuem a capacidade de se diferenciar em qualquer tecido do
organismo. Quando geradas a partir de embrides clonados do proprio paciente, elas
carregam as mesmas instrugdes genéticas do doador, abrindo caminho para a medicina
regenerativa e o transplante de tecidos e 6rgdos sem o risco de rejeicdo imu-nologica

(Medeiros, F. N. D. S., 2013).

A CARTOGRAFIA DO DNA: DECIFRANDO AS 3 BILHOES DE BASES
NITROGENADAS

O surgimento do mapeamento do genoma humano consolidou-se com o langamento
do Projeto Genoma Humano (PGH), uma iniciativa monumental que estabeleceu como
meta o sequenciamento das 3,1 bilhdes de bases nitrogenadas que compdem o codigo
genético de nossa espécie. O genoma, definido como o conjunto completo de DNA de um
organismo, ¢ estruturado pela ligacdo sequencial de nucleotideos, cada um composto por
uma molécula de fosfato, uma desoxirribose (agticar) e uma base nitrogenada. Como as
moléculas de agucar e fosfato sdo constantes na estrutura, a identidade e a funcao de cada
molécula de DNA sao determinadas especificamente pela ordem das bases nitrogenadas:
adenina (A), timina (T), citosina (C) e guanina (G) (Goes, A. C. D. S., & Oliveira, B. V. X.
D. et., al 2014).

A capacidade de decifrar essa ordem por meio do sequenciamento permitiu aos
cientistas identificar as variagcdes fundamentais que distinguem um individuo de outro e
compreender a base molecular da hereditariedade. Ao mapear fragmentos especificos,
como sequéncias do tipo AGCT, o projeto ndo apenas revelou a sequéncia linear das bases,
mas abriu caminho para uma nova era na medicina e na biologia, onde a localizacao exata
de cada gene no conjunto do patrimoénio genético humano passou a ser conhecida. Esse
mapeamento transformou o DNA em um mapa legivel, essencial para o diagnostico de
doencas genéticas e o desenvolvimento de terapias personalizadas (Goées, A. C. D. S., &
Oliveira, B. V. X. D. et., al 2014).

A estrutura do DNA ¢ composta por quatro bases nitrogenadas, classificadas de

acordo com sua complexidade molecular em purinas e pirimidinas (Figura 7). As purinas,
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Adenina (A) e Guanina (G), apresentam uma estrutura de dois anéis, enquanto as
pirimidinas, Citosina (C) e Timina (T), formam moléculas de um anel simples. A
estabilidade da conformagao em dupla hélice ¢ garantida pelas pontes de hidrogénio, que
mantém a complementaridade entre as cadeias: a Adenina empare-lha-se a Timina
mediante uma dupla ligagdo, ao passo que a Guanina estabelece uma tripla ligagdo com a
Citosina. Esse sistema de pareamento especifico ¢ fundamental ndo apenas para a
integridade estrutural da molécula, mas também para a precisao na replicacao e transmissao

da informacao genética (UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA, 2026).

Figura 7 — Estrutura quimica dos nucleotideos do DNA. Classificacdo das bases nitrogenadas em purinas (adenina
e guanina) e pirimidinas (citosina e timina), componentes fundamentais da estrutura molecular.
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Fonte: Adaptado de UFSC (2026).
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VIGILANCIA GENOMICA EM TEMPO REAL: JAQUELINE GOES E O
SEQUENCIAMENTO DO SARS-COV-2

O avango do monitoramento genético em tempo real no Brasil alcangou um marco
histérico durante a pandemia de COVID-19, sob a lideranca técnica da pesquisadora
Jaqueline Goes de Jesus. Em um esfor¢o conjunto entre o Instituto Adolfo Lutz e a USP, a
equipe coordenada por Goes de Jesus e Claudio Tavares Sacchi conseguiu concluir o
sequenciamento completo do genoma viral do segundo paciente brasileiro em apenas 24
horas. Este trabalho foi viabilizado pela infraestrutura do Centro Conjunto Brasil-Reino
Unido (Cadde), que originalmente preparava pesquisadores para o monitoramento de
arboviroses, como dengue e zika, mas que rapidamente adaptou seus protocolos para
responder a emergéncia sanitaria global.

A andlise liderada por Jaqueline Goes de Jesus revelou dados epidemioldgicos
cruciais ao identificar que os genomas isolados nos dois primeiros casos brasileiros
apresentavam linhagens distintas: enquanto o primeiro assemelhava-se ao virus
sequenciado na Alemanha, o segundo apresentava maior proximidade com o genoma
identificado na Inglaterra. Essas variacdes, ambas diferentes das sequéncias originais
chinesas, foram fundamentais para demonstrar que a transmissdo do coronavirus ja estava
estabelecida de forma interna na Europa antes de chegar ao Brasil. A agilidade e a precisao
do protocolo estabelecido pela pesquisadora e sua equipe foram tdo significativas que
atrairam a atencao de cientistas internacionais, consolidando o Brasil como uma referéncia
na vigilancia genémica em tempo real.

Para organizar a vasta abrangéncia desse campo, a biotecnologia ¢ didaticamente
classificada por um sistema de cores que identifica suas areas de aplicagdo técnica e
industrial. Essa taxonomia permite distinguir, por exemplo, a Biotecnologia Vermelha
(satde e farmacos) da Verde (agricultura e OGMs), além de setores estratégicos como a
Branca (processos industriais e biomateriais), a Azul (recursos marinhos e limnologia) e a
Cinza (saneamento e biorremediagdo ambiental). Essa padronizacdo ¢ fundamental para a
governanga cientifica, pois facilita a criagdo de marcos regulatorios especificos, a gestao
de patentes e a comunicagdo interdisciplinar entre pesquisadores, induastrias e 6rgaos de

bioética.
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Tabela 2: A segmentag@o da biotecnologia em cores nao reflete apenas uma distingdo de mercado, mas sim a
aplicagdo de paradigmas técnicos especificos. Enquanto a biotecnologia vermelha fundamenta-se na
manipulagdo de acidos nucleicos para fins terapéuticos, a biotecnologia branca prioriza a otimizagdo cinética de
enzimas em biorreatores industriais, demonstrando a versatilidade do campo frente a diferentes desafios globais.

Cor Area de Atuacio Mecanismo Técnico Principal / Ferramentas

Vermelha Saude e Medicina Tecnologia do DNA recombinante, terapia génica, anticorpos monoclonais e

vacinas de mRNA.

Verde Agricola Transgenia (via Agrobacterium), edi¢do gendmica (CRISPR-Cas9) e
cultura de tecidos vegetais.

Branca Industrial Biocatalise enzimatica, fermentagao de precisdo e engenharia metabdlica para
bioprocessos.
Amarela Alimentar e Nutricdo Modificagdo de vias biossintéticas para biofortificacdo e controle mi-
crobiolégico de alimentos.
Azul Marinha Prospeccao de metabolitos secundarios e biopolimeros em organismos

extremofilos aquaticos.

Cinza Ambiental Biorremediacao (bioaumentacdo e bioestimulacdo) e tratamento biologico

de efluentes.

Marrom Zonas Aridas Manejo genético de espécies xerodfitas e biotecnologia veterinaria em
solos degradados.

Dourada Bioinformatica Algoritmos de alinhamento de sequéncias, modelagem proteica e analise de
Big Data gendmico.
Violeta Etica e Direito Propriedade intelectual (patenteamento de sequéncias) ¢ marcos regu-
latorios de biosseguranga.
Laranja Educacional Divulgacdo cientifica e pedagogia aplicada as ciéncias biotecnologicas.
Preta Bioterrorismo Investigacdo forense molecular e desenvolvimento de contramedidas

contra armas bioldgicas.

CONCLUSAO

Quando mencionamos a biotecnologia, em sua natureza intrinsecamente
multidisciplinar permite que, através da manipulacdo de microrganismos, células e
biomoléculas, sejam desenvolvidas solucdes para desafios globais urgentes. A
versatilidade deste campo ¢ evidenciada pela sua classificagdo cromatica, que organiza
aplicagdes que variam desde a medicina de precisdo e o enfrentamento de patdogenos letais
(Biotecnologia Vermelha) até a recuperacao de ecossistemas degradados por compostos
xenobioticos (Biotecnologia Cinza) e a otimizagdo da produtividade agricola sustentavel
(Biotecnologia Verde).

O avango continuo de ferramentas como a edi¢ao gendmica, a biocatalise industrial
e a bioinformatica reafirma o papel da biotecnologia como uma "tecnologia da esperanca".
Contudo, a eficacia dessas inovagdes ¢ indissociavel de uma governancga ética rigorosa €
de marcos regulatorios (Biotecnologia Violeta) que garantam a biosseguranga. Em ultima
analise, a integracao harmoniosa entre as diversas vertentes biotecnoldgicas da prospeccao
marinha a seguranga alimentar — nao apenas redefine os limites da interven¢ao humana na
natureza, mas estabelece a base para um desenvolvimento socioecondmico resiliente e

tecnicamente avangado.
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A trajetoria da biotecnologia, desde a descoberta acidental da lise bacteriana por
Alexander Fleming até o sequenciamento gendmico ultraveloz realizado pela Dra.
Jaqueline Goes de Jesus, revela um continuum de refinamento técnico e metodologico. O
que antes levava décadas para ser compreendido em termos de estrutura molecular como
observado nos esfor¢os multidisciplinares para elucidar a dupla hélice do DNA, hoje ¢
processado em escalas de horas, gragas a automac¢ao do sequenciamento e a robustez dos
protocolos de bioinformatica. A biotecnologia consolidou-se ndo apenas como uma
ferramenta diagnostica, mas como uma ciéncia pragmatica capaz de responder em tempo
real a desafios globais, transformando a informacdo genética em solugdes terapéuticas e
va-cinais precisas.

O legado de figuras como Rosalind Franklin e o rigor dos novos pesquisadores
brasileiros demonstram que a soberania cientifica reside na capacidade de mapear a vida
em sua unidade fundamental. A transi¢ao da biotecnologia empirica para a era da vigilancia
gendmica e da edicdo génica define um novo paradigma onde a biologia molecular, a
engenharia quimica e a computacdo convergem. Assim, o futuro da medicina e da
bioprospeccao depende da manutengao desse ecossistema interdisciplinar, garantindo que
o "codigo da vida" continue sendo decifrado em beneficio da satde publica e do

desenvolvimento tecnologico global.
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MORTE CELULAR: UMA VISAO GERAL

Renata de Almeida
Laboratorio de Avaliagdo e Promogao da Saude Ambiental, Fundagao Oswaldo
Cruz, Fiocruz, Av. Brasil 4365, CEP 21040-900, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

1 INTRODUCAO
Durante o ciclo de vida, a morte celular faz parte de um evento biologicamente
irreversivel. Esse ¢ um processo fisiologico essencial em grande parte dos organismos,
sendo de grande importidncia na manutencdo da regulagdo da resposta imune, no
desenvolvimento embrionario € na homeostase tecidual (Kerr et al., 1972; Green, 2019).
Ultimamente, houve grandes avangos no entendimento em relagao a morte celular,
0 que possibilitou caracterizar diferentes tipos de morte celular, como a apoptose,
necroptose, autofagia e piroptose, bem como auxiliou identificar alguns genes associados
a esses processos. Porém, informacodes distintas entre os diferentes tipos de morte celular e
como ela se aplica no contexto das doengas sdo questdes pouco exploradas (Green, 2019).
Embora tenham grande contribui¢des nos ultimos tempos, muitas lacunas ainda exis-
tem acerca desse campo. Dados evidenciam que a morte celular possui um processo com-
plexo, onde vérios reguladores conduzem a manuten¢ao do equilibrio do microambiente
celular, com isso modula a transicdo entre as respostas pré-inflamatorias e anti-inflamato-
rias, bem como na transi¢ao entre sobrevivéncia e morte (Galluzzi et al., 2018; Gree, 2019).
A intensifica¢do das averiguagdes sobre os mecanismos regulatérios que cerne a
morte celular indica um potencial direcionamento para futuras investigacoes cientificas
(Shen et al, 2016). Nesse contexto, o presente trabalho tem por objetivo destacar os meca-
nismos envolvidos na desregulacao do equilibrio entre diferentes destinos celulares, ofere-

cendo uma base tedrica para a compreensao da modulacao da morte celular.

2 DEFINICAO

O desenvolvimento ¢ a manutengdo dos organismos multicelulares dependem de
uma interagdo entre as células que o constituem. No desenvolvimento embrionério, muitas
células produzidas em excesso sdo levadas a morte, contribuindo para a formagdo dos

orgaos e tecidos (Kerr et al., 1972).
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A morte celular tem por defini¢do a degeneragao irreversivel de funcdes celulares
vitais (principalmente produgdo de ATP e conservagdo da homeostase redox) culminando
na perda da integridade celular (permeabilizagdo permanente da membrana plasmatica ou
fragmentacao celular) (Kerr et al., 1972).

Podemos dividir a morte celular em trés grupos: morte celular acidental, morte ce-
lular regulada e morte celular programada. A primeira delas, morte celular acidental carac-
teriza-se pela morte celular praticamente instantanea e incontrolavel que corresponde a
desmontagem fisica da membrana plasmatica causada por sinais fisicos, quimicos ou me-
canicos extremos. Ja a morte celular regulada consiste em uma forma de morte celular que
resulta da ativacdo de um ou mais modulos de transdugao de sinal e pode, portanto, ser
modulada farmacoldgica ou geneticamente (pelo menos cineticamente e até certo ponto).
E amorte celular programada ¢ uma forma particular de morte celular regulada que ocorre
em ambientes estritamente fisiologicos, ou seja, ndo estd relacionada com disturbios da
homeostase e, portanto, ndo ocorre no contexto de ma adaptacao ao estresse (Galluzi et al.,

2018).

3 CLASSIFICACAO
Quanto a classificagdo da morte celular temos necrose e morte celular programada
onde:
e Necrose — Se caracteriza por um tipo de morte celular ndo programada e ¢é
frequentemente causada por lesdo traumatica.
e Morte celular programada — Se caracteriza por uma forma controlada de morte
celular, resulta de uma série de eventos moleculares e ocorre devido a resposta a

varios sinais fisiologicos ou de desenvolvimento (Galluzzi, et al., 2018).

Além disso, a morte celular ¢ classificada de acordo com a sua morfologia
macroscopica e mecanismos pelos quais as células mortas e seus fragmentos sao liberados.
Dessa forma, ela ¢ classificada: apoptose, autofagia e necrose (Galluzzi et al., 2018). A
seguir falaremos sobre cada uma delas e apresentaremos suas principais caracteristicas.

Apoptose — Nome vem do Grego: “apo”, que significa folha, e “ptosis”, que significa
“cair” (D'Arcy, 2019). A apoptose ocorre fisiologicamente durante o desenvolvimento
embrionario ¢ o envelhecimento, desempenhando papel fundamental na manutencao da
homeostase tecidual por meio do controle das populagdes celulares. Além disso, atua como

um importante mecanismo de defesa, sendo ativada em resposta a agentes nocivos, danos
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celulares decorrentes de doengas ou durante reagdes imunoldgicas. Embora exista uma
ampla variedade de estimulos, tanto fisioldgicos quanto patologicos, capazes de induzir a
apoptose, a resposta celular nao ¢ uniforme. Diferentes tipos celulares podem apresentar
sensibilidades distintas a um mesmo estimulo, de modo que nem todas as células
necessariamente desencadeardo o processo apoptotico sob as mesmas condigdes (Elmore,
2007). Ela se caracteriza morfologicamente por apresentar condensacao citoplasmatica e
nuclear, fragmentacao de DNA, formagao de corpos apoptéticos que sao fagocitados e
degradados nos lisossomos e exposicao a fosfatidilserina (D'Arcy, 2019). A apostose vai
ocorrer principalmente através de duas vias, a via intrinseca (mitocondrial) e a extrinseca
(receptores de morte). A primeira dela, intrinseca, ¢ desencadeada por fatores internos
como danos no DNA, estresse oxidativo, hipdxia, proteinas mal dobradas e muitos outros
(Mcllwain, et al, 2015; D'Arcy, 2019). Em resposta ao estresse intracelular, a ativacao de
proteinas BH3 pro-apoptoticas inibe proteinas antiapoptoticas, permitindo que BAX e
BAK formem poros mitocondriais e liberem citocromo C no citosol. O citocromo C
liberado forma um apoptossomo com fator ativador de protease apoptotica-1 (Apaf-1) e,
por sua vez, ativa a caspase-9, levando a degradacdo de componentes intracelulares e a
inducdo de apoptose (D'Arcy, 2019). Em seguida temos a via extrinseca que ¢ ativada por
ligantes extracelulares (fator de necrose tumoral [TNF]-a e li-gante Fas [FasL]) que se
ligam aos receptores de morte, que seriam, por sua vez, receptores TNF e Fas,
respectivamente. Apds os ligantes extracelulares se ligarem aos receptores de morte,
complexos de sinalizagdo indutores de morte (DISCs) sdo formados e recrutam e ativam
caspases iniciadoras, como caspase-8 e caspase-10. Essas caspases iniciadoras entdo
clivam e ativam caspases efetoras, como caspase-3, -6 e -7, levando a degradacao de com-
ponentes intracelulares e a indugao de apoptose (Ashkenazi & Dixit, 1998; Elmore, 2007)

Autofagia — Nome vem do grego: “auto” que significa préprio e ‘“fagia” que
significa de-vorador. Esse tipo de morte celular leva a reciclagem de moléculas
intracelulares e manuten¢do da homeostase. Possui como caracteristicas morfoldgicas e
bioquimicas a condensacgao parcial da cromatina, aumento dos vactiolos autofagicos, sem
escada para o DNA, aumento da atividade do lisossoma e Caspase independente. J4 foram
identificados trés tipos distintos de autofagia, sejam eles a macroautofagia, microautofagia,
autofagia mediada por chaperonas e autose. Na macroautofagia, diante de condicdes
diversas, como estresse oxidativo, exposi¢ao a agentes toxicos ou privagao de nutrientes, a
autofagia pode se tornar desregulada e resultar em morte celular. Nela ha formagao de

membranas duplas que englobam organelas e componentes citoplasmaticos que, por sua
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vez, se fundem com lisossomos para formar autolisossomos. E as enzimas lisossomais vao
degradar o conteido do autolisossoma. J4 a microautofagia ¢ caracterizada pelo
engolfamento de organelas e componentes citoplasmaticos direto no lisossomo e a
degadracao dos componentes celulares pela digestao lisossdomica. A autofagia mediada por
chaperonas se caracteriza pela degradacdo de proteinas especificas via proteinas
chaperonas que as transportam para os lisossomos, ocorrendo a degradacdo completa da
proteina. Essa degradagcdao ocorre, pois, a proteina HSC70 presente em lisossomas,
reconhece o substrato € faz com que tenha internalizagcdo no lumen lisossomal através de
um receptor de membrana chamado LAMP2A, local onde a proteina deve se degradada
por completo (Sever & Demir, 2017). A autose € caracterizada por um tipo especifico de
morte celular genética e apresenta morfologias diferentes das células apoptoéticas e
necroéticas. Tendo como caracteristicas mais marcante a resultante expansdao focal do
espaco perinuclear induzida pela presenga de Na+,K+-ATPase ativa, a separacdo da mem-
brana nuclear interna e externa e o resgaste € realizado pela inibicdo da Na+,K+-ATPase,
seja pelos glicosideos cardiacos ou pelo knockdown (Liu & Levine, 2015; Galluzzi L, et
al., 2018).

Necrose - O termo “necrose” vem das palavras gregas “nekros”, que significa morto
ou cadaver, e “osis”, que significa processo, referindo-se especificamente a destruicdo e
degeneracdo. A necrose ¢ uma forma patoldgica e descontrolada de morte celular, marcada
por inchaco celular, ruptura da membrana, dilatagao da membrana nuclear, condensagao de
cromatina leve a moderada, variacdo das estruturas autofagicas e liberacdo de conteudo
intracelular, causando inflamagdo e dano tecidual. A necrose pode ser desencadeada por
estimulos extracelulares, como a ligagao do TNF-a ao seu receptor de morte TNFR1 na
membrana plasmatica. A ativacdo desse receptor promove o recrutamento de proteinas
adaptadoras, como TRADD, resultando na ativacdo subsequente das quinases associadas
ao receptor, especialmente RIPK1. Apos sua ativacdo, RIPK1 interage com RIPK3,
formando um complexo multiproteico no qual RIPK3 ¢ ativado por fosforilagdo. Esse
complexo, conhecido como necrossoma, promove a fosforilacdo da proteina MLKL. Uma
vez fosforilada, MLKL sofre oligomerizagao e se transloca para a membrana plasmatica,
onde forma estruturas semelhantes a poros. Esses complexos interagem com
fosfatidilinositideos da membrana, levando a sua permeabilizacdo e consequente ruptura
celular. Como resultado, ocorre a liberacdao de biomoléculas intracelulares denominadas
padrdes moleculares associados a dano (DAMPs), que podem desencadear resposta

inflamatoéria no tecido adjacente (D'Arcy, 2019).
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4 METODOS EXPERIMENTAIS

A andlise morfoldgica celular constitui uma ferramenta essencial para a avaliagdo
do tamanho, da forma, da arquitetura e da organizagao estrutural das células. Essa
abordagem ¢ amplamente empregada tanto em diagnosticos patoldgicos quanto em
investigagdes biologicas, contribuindo para a identificagdo de alteracdes celulares
associadas a processos fisioldgicos e patoldgicos (Yu, et L, 2013; Marshall, 2016). Aqui
falaremos um pouco sobre os principais métodos de andlise morfologica celular:
microscopia optica; microscopia de fluorescéncia e microscopia eletronica.

Microscopia éptica - E uma técnica de coloragio de tecidos que utiliza corantes para
evidenciar estruturas do organismo. A hematoxilina ¢ um corante bésico que cora
substancias acidas, como o DNA do nucleo de uma célula. A eosina é um corante acido
que cora substancias basicas, como o citoplasma da célula (Elmore, 2007). Na figura 1
temos um exemplo de coloragdo realizada com hematoxilina e eosina no tecido de

camundongo.
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Lamina com colora¢do com hematoxilina e eosina

Figura 1:
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1A — Pancreas do camundongo: setas representam células apoptoticas; citoplasma condensado e nicleos pic-
noéticos. 1B - miocardio de rato: setas indicam células apoptdticas e niicleo fragmentado.

Adaptado de “Elmore S. Apoptosis: a review of programmed cell death. Toxicol Pathol. 2007 Jun;35(4):495-
516”.
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Seccdes marcadas com azul de toluidina — O azul de toluidina, pertencente ao grupo
das tiazinas, ¢ um corante parcialmente soluvel em agua e alcool, que tem a capacidade de
marcar seletivamente componentes acidos. Ele apresenta grande afinidade por acidos
nucleicos, logo ele tem a capacidade de se ligar ao material nuclear de tecidos com alto
teor de RNA e DNA (Sridharan & Shankar, 2012). Na figura 2 temos um exemplo de uma

lamina com o corte transversal de um camundongo corada com azul de toluidina

Figura 2: Lamina com colorac¢do de azul de toluidina

R b

T_‘t’". e -.

10*7 \\“d"‘ [y o o B S T s . o
Corte transversal do nervo ciatico de um rato corado com azul de toluidina. Nele é possivel ver cortes em
diferentes ampliagdes (10X e 20X).

Adaptado de “Ghnenis AB, Czaikowski RE, Zhang ZJ, Bushman JS. Toluidine Blue Staining of Resin-Em-

bedded Sections for Evaluation of Peripheral Nerve Morphology. J Vis Exp. 2018 Jul 3;(137):58031"".
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Microscopia de fluorescéncia — E uma ferramenta fundamental de imagem para
pesquisadores que disponibiliza imagens de alta resolucdo de contraste molecular
auxiliando na compreensao de processos biologicos em nivel celular (Datta et al., 2020;
Hickey et al., 2021).

Um dos corantes utilizados na microscopia de florescéncia € a laranja de acridina que
¢ um corante cationico capaz de se intercalar aos acidos nucleicos, promovendo a marcacao
tanto de DNA quanto de RNA, onde ela emite fluorescéncia verde ao se ligar ao DNA de
fita dupla e vermelho/laranja ao se ligar ao RNA ou DNA de fita simples. Embora seja
amplamente utilizada para avaliacdo morfoldgica e detec¢ao de alteragdes nucleares, esse
corante ndo permite diferenciar, de forma precisa, células viaveis de células ndo viaveis.
Entretanto, por outro lado, o brometo de etidio ¢ um agente intercalante de acidos nucleicos
que apresenta permeabilidade seletiva, penetrando apenas em células com
comprometimento da integridade da membrana plasmatica. Dessa forma, ¢ utilizado como

marcador de células com perda de viabilidade celular (Damas-Souza et al., 2019). Na figura
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3 ¢ possivel observar a marcagdo do corante de laranja de acridina marcando o citoplasma

e nucléolo em verde.

Figura 3: Lamina com coloragdo laranja de acridina.

A coloragao com laranja de acridina foi utilizada para detectar os vactuolos autofagicos. Na coloragdo com
laranja de acridina, o citoplasma e o nucléolo fluorescem em verde, enquanto os compartimentos acidos fluo-
rescem em vermelho vivo ou vermelho-alaranjado.

Adaptado de: “Shin SW, Kim SY, Park JW. Autophagy inhibition enhances ursolic acid-induced apoptosis in
PC3 cells. Biochim Biophys Acta. 2012;1823(2):451-457".

Microscopia eletronica — ¢ uma tecnologia que foi utilizada pela primeira vez na
década de 1940 sendo muito importante para a biologia celular. Sua aplicagao envolve a
obtencao de cortes finos e sua resolu¢do pode atingir subnanométrica (Winey et al., 2014).

Abaixo (figura 4) temos imagens da complexidade da estrutura celular vista em

microscopia de transmissao (MET). As amostras foram preparadas através da fixacgado

quimica convencional.
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Figura

(A) Organzag:ﬁo d citosqelét de tina-miosina em cardiorﬁiéto cutiédo pr‘arado pc;r ﬁxag qﬁimica
convencional. Barra de escala: 1 um. (B) Ultraestrutura de organelas citoplasmaticas em macrofago de
camundongo submetido a fixa¢do quimica convencional. Barra de escala: 700 nm.

Adaptado de “Winey M, Meehl JB, O'Toole ET, Giddings TH Jr. Conventional transmission electron mi-
croscopy. Mol Biol Cell. 2014 Feb;25(3):319-23”.

5 CONCLUSAO

A morte celular regulada faz parte de um processo central na biologia dos organis-
mos multicelulares, onde tem importante fun¢ao na modulagao das respostas inflamatoérias
e imunologicas e homeostase tecidual. Ademais, a fisiopatologia de varias doengas esta
estritamente associada a desregulagao.

Compreender os diferentes tipos de morte celular regulada e seu impacto no micro-
ambiente, seja ele local ou sistémico, principalmente em situacdo de estresse, expande a
perspectiva sobre a sua complexidade funcional e relevancia clinica. Nesse contexto, novas
estratégias terapéuticas estao surgindo com a expectativa de modular os processos especifi-
cos, levando em consideragdo os efeitos bioldgicos distintos.

Contudo, os estudos relacionados a interferéncias sobre os mediadores liberados no
processo de morte celular, como padroes moleculares associados a dano (DAMPs),
constitui um método promissor para atenuar as respostas inflamatoérias e otimizar os
resultados clinicos a longo prazo. Portanto, se aprofundar nos conhecimentos dos

mecanismos regulatorios da morte celular firmar-se como pilar central para o

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.
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1 INTRODUCAO

Os ensaios citotoxicidade e de viabilidade celular apresentam um papel fundamental
na avaliacdo de efeitos citotoxicos de diversas quimicas, € na triagem de farmacos. A
quantificacao da proliferacao e viabilidade celular sao principios para diversos ensaios in
vitro, investigando as respostas celulares a condi¢gdes externas. A importincia desses
ensaios compreende a sua reprodutibilidade, baixo custo e rapidez, em que se tornam
ferramentas amplamente eficientes na avaliacdo de um grande volume de amostras
(KHALEF et al., 2024).

A viabilidade celular est4 relacionada com a quantidade de células saudaveis em
uma determinada amostra. Por isso, os métodos de viabilidade celular observam células
individuais e populagdes inteiras. A analise populacional ¢ considerada mais rapida, mas
apresenta resultados menos detalhados quando comparado com avaliagdes de células
unicas (STODDART, 2011).

Diversas técnicas podem ser utilizadas para a andlise da viabilidade celular, como
por exemplo, testes colorimétricos simples, bem como estudos de células individuais
aprofundadas. Estes ensaios constituem em diferentes fungdes celulares, como,
permeabilidade da membrana, adesao celular, atividade metabdlica, atividade enzimatica,
atividade de captagdo de nucleotideos, absor¢do de corantes, geracdo de ATP (adenosina
5'-trifosfato), sintese de coenzimas, e sintese de DNA (&cido desoxirribonucleico)
(KHALEF et al., 2024).

O ensaio de exclusdo do corante azul de tripano foi um dos primeiros métodos para
avaliagao da viabilidade celular e ainda ¢ extremamente utilizado atualmente. Este método
consiste no principio em que as células viaveis, ou seja, com a membrana plasmatica

intacta, o corante nao permeia. Enquanto isso, células mortas aparecem azuis absorvendo
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o azul de tripano, pois sua membrana ndo consegue controlar a passagem de
macromoléculas. Para este ensaio, ¢ necessario que as células estejam em suspensao, sejam
visualizadas e contadas ao microscopio, com a utilizacdo da camara de Neubauer, ou pela
contagem em dispositivos automatizados. Com isso, € possivel calcular o nimero total de
células, bem como porcentagem de células vidveis em uma populacido (STODDART,
2011).

Alguns ensaios metabolicos que podem ser citados sdo os ensaios de resazurina, sais
de tetrazoélio, ensaio de MTT, XTT, MTS, WST, calceina-AM, ensaio de ATP, ensaio de
lactato desidrogenase etc. Enquanto os ensaios de exclusao de corantes sdo ensaios com azul
de tripan, ensaio de eosina, ensaio de eritrosina B. E ensaios de absor¢do de corantes sdo
ensaios com vermelho neutro, Janus Green B etc. E ensaios de BrdU (5-bromo-2'-
desoxiuridina) e captagao de timidina marcada com tritio sdo citados como ensaios de

sintese de DNA (KHALEF et al., 2024).

2 RESAZURINA

A resazurina ¢ um indicador da capacidade metabolica, descoberta por Weselsky e
utilizada desde o final da década de 1920, com a finalidade de avaliar a infestagdo
bacteriana do leite. A partir de entdo, esse corante redox tem sido usado como indicador do
metabolismo ativo em culturas de células em diferentes aplicagdes, como por exemplo,
proliferagdo em cultura, citotoxicidade ou estudos de viabilidade celular. Este ensaio
baseia-se na redugdo intracelular da resazurina em resorufina por células vidveis e
metabolicamente ativas (Figura 1), cuja reducdo ¢ descrita utilizando NADPH ¢ NADH
como fonte de elétrons (PRABST et al., 2017).

Figura 1: Redug@o de resazurina em resorufina. Fonte: KUMAR, NAGARAJAN & UCHIL, 2018.
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Desenhado pelo proprio autor no site https:/www.swissadme.ch/.

A resazurina pode ser dissolvida em solugdes fisiologicas, permitindo a utilizagao
direta em culturas de células. Sua solu¢ao apresenta a cor de azul intensa, € nenhuma ou
pouca fluorescéncia intrinseca, em que a resazurina se difunde pelas membranas celulares,
e ¢ reduzida, metabolicamente, por células viaveis ao produto fluorescente de cor rosa,

resorufina que também ¢é permedvel. A principal vantagem deste ensaio, quando comparado
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com ensaios em sais de tetrazolio, ¢ caracterizado por ser um produto hidrossoluvel, e
fluorescente, além dos custos baixos e a possibilidade da combinacdo com outros ensaios
(PRABST etal., 2017).

Os testes com resazurina sao conhecidos por serem mais confidveis e sensiveis do
que ensaios de corantes de tetrazdélio, no entanto, diversas condi¢des precisam ser
consideradas antes de realizar o ensaio com resazurina. A resorufina, quando excitada em
comprimento de onda de 579 nm, emite um sinal fluorescente em 584 nm. Além disso, o
maximo de absorbancia da resazurina estd em 605 nm, e¢ da resorufina em 573 nm,
entretanto, somente a resorufina pode ser analisada de modo fluorimétrico, diferentemente
da resazurina (PRABST et al., 2017).

Além disso, a curva de aumento da resorufina apresenta uma faixa linear limitada,
cuja faixa ¢ dependente do pH, da concentracdo inicial de resazurina e da temperatura.
Esses critérios devem ser constantes, a fim de evitar a presenca de artefatos, principalmente
durante a medi¢do e incubac¢do. A redugdo da resazurina a resorufina, em determinados
casos, nao ¢ a etapa final da reacdo, em que a resorufina pode ser reduzida a di-
hidroresorufina, cujo composto ¢ altamente toxico para as células, e nao exibe fluorescéncia
(PRABST etal., 2017).

A respeito das vantagens deste método, pode-se observar a auséncia de toxicidade,
ndo ocasionar lise celular, apresentar alta sensibilidade, sua leitura pode ser realizada por
absorbancia e/ou fluorescéncia, ¢ escalavel, e pode ser utilizado em diversos modelos
celulares. Dentre as suas desvantagens, destacam-se a sua sensibilidade e a luminosidade,
alguns compostos que estao sendo testados podem afetar a sensibilidade da técnica, além,
da necessidade de equipamentos especificos para a leitura (GUTERRES et al., 2024).

Sobre o protocolo de ensaio de resazurina em placas de cultura de tecidos de 96
pocos, inicialmente plaqueia-se de 50 a 50.000 células por pogo em triplicata, utilizando
células tratadas como pogos controle, além de pogos de controle sem células. De acordo com
o volume do meio de cultura, previamente adicionado, adicionar 0,1 x o volume de
resazurina ao pog¢o. Posteriormente, incubar de 1 a 4 horas a 37°C em uma incubadora com
CO2 e ap6s o periodo de incubacgao, transferir 100 uLL do sobrenadante da cultura para uma
placa de 96 pocos de fundo chato, e seguir para a leitura em leitor de placas (Figura 2)

(KUMAR, NAGARAJAN & UCHIL, 2018).
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Figura 2: Esquema ilustrativo do ensaio de Resazurina. Fonte: KUMAR, NAGARAJAN & UCHIL, 2018.
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Feito pelo proprio autor no Canva.

Dentre suas primeiras aplicagdes, destaca-se o estudo de Newbould (1967), em que
foi realizado um estudo in vitro quantitativo, para avaliar a interacdo entre leucocitos de
leite bovino e estafilococos, observando a redu¢do da resazurina no leite integral normal,
comparando com a presenca de leucécitos em outro leite, bem como sua capacidade de
multiplicagdo (NEWBOULD, 1967). Além disso, o estudo de De Jong & Woodief (1977)
demonstrou a reducao da resazurina em resorufina em folhas de tabaco, apresentando
ampla atividade especifica em diversas desidrogenases importantes ligadas a nucleotideos
de piridina. O ensaio obteve uma sensibilidade com alta especificidade de substrato, além
de baixo ruido de fundo, os quais foram possibilitados pela utilizacdo de preparagdes
enzimaticas diluidas (DE JONG & WOODLIEF, 1977).

Para determinagdo da concentragao inibitéria minima de farmacos contra os
microrganismos, a técnica de microdilui¢do em caldo ¢ classificada como padrao ouro e
assim, avaliando in vitro, a suscetibilidade fingica. No estudo de Rosa e colaboradores
(2019), a resazurina foi utilizada como indicadora de crescimento de Sporotrhix
brasiliensis, em microdilui¢ao em caldo, no entanto, ndo demonstrou ser um ensaio eficaz
neste estudo pois nao houve alterac@o na coloragdo da resazurina (ROCA et al., 2019).

Mycobacterium tuberculosis, que causa a tuberculose, ¢ um grave problema de
saude publica mundial. O teste tuberculinico cutaneo ¢ um dos métodos de diagndstico da

tuberculose latente, classificando os pacientes em nao reativos ou reativos, € se baseia na
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contagem manual, em placas de Petri, de unidades formadoras de colonias para avaliar
crescimento ou morte bacteriana, mas ¢ um processo demorado. Com isso, no estudo de
Castro (2017), com a finalidade de otimizar tempo e custos necessarios, a resazurina foi
utilizada para avaliar a atividade microbicida de células mononucleares de sangue
periférico, no entanto, houve divergéncias ao comparar o método tradicionalmente
utilizado com a utilizagao da resazurina (CASTRO, 2017).

Trypanosoma cruzi é o agente etiologico da doenga de Chagas, cuja doenca ¢é
negligenciada e ainda atinge milhdes de individuos (ROSSI, SOUZA & RAMIREZ, 2024).
No estudo de Rélon e ecolaboradores (2006), o uso da resazurina teve a finalidade de medir
a citotoxicidade de compostos contra o protozoario 7. cruzi. Para validar este ensaio, 0s
autores ajustaram as condigdes experimentais, como por exemplo, o tempo de
incubacdo, a concentragdo do corante, o numero de parasitas, tendo em consideracao o
limite inferior de detec¢do, bem como a linearidade. Além disso, as medi¢des foram
comparadas com a contagem manual microscopica, tendo resultados similares, e assim
demonstrando que o ensaio de resazurina pode ser utilizado para a triagem de novos

possiveis compostos tripanocidas (ROLON et al., 2006).

3MTT

Mosmann (1983) foi o primeiro a descrever o ensaio de MTT, brometo de 3.,4,5-
dimetiltiazol-2,5-difenil tetrazolio, em que as células viaveis convertem um sal de
tetrazolio soluvel em um precipitado de formazan insolivel (Figura 3). Os cristais de
formazan apresentam cor purpura e sua densidade Optica pode ser analisada em
espectrofotdmetro de microplacas, enquanto o sal de tetrazolio possui coloracdo amarelada.
No estudo de Twentyman & Luscombe (1987), a aplicagdo deste ensaio com MTT foi para
analisar a resposta de linhagens celulares frente a drogas citotoxicas, assim como a
capacidade de diferentes compostos modular resisténcia em determinadas linhagens
celulares. Este ensaio tem como objetivo analisar a viabilidade das células em cultivo,
assim como a citotoxicidade, além de estudos de proliferacio em biologia celular

(TWENTYMAN & LUSCOMBE, 1987; DANTAS, 2016).
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Figura 3: Reagdo de redu¢do do MTT ao formazano. Fonte: MAGALHAES, THA & LEME, 2018.
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Desenhado pelo proprio autor no site https:/www.swissadme.ch/.

Dentre suas diversas aplicagdes, no estudo de Aziz, Ahlswede & Enbergs (2005), o
MTT foi utilizado para analisar a viabilidade de esperma equino, comparando a eficiéncia
deste ensaio com a citometria de fluxo, buscando uma alternativa simples e de baixo custo.
Diferentes métodos podem ser utilizados para avaliagdo da qualidade de amostras de
sémen, em que a metodologia mais comum ¢ a andlise visual da porcentagem de
espermatozoides moveis. Embora seja um método de baixo custo e rapido, ¢ subjetivo e
pode sofrer influéncia do pesquisador ao realizar a contagem (AZIZ, AHLSWEDE &
ENBERGS, 2005).

Dentre as diversas metodologias, destaca-se a citometria de fluxo, devido a
avaliacao, de forma rapida e objetiva, de células individualmente, além da estimativa de
milhares de células por amostra, de forma qualitativa e quantitativa. Outros métodos,
baseiam-se na analise computadorizada da motilidade dos espermatozodides, em que o
sistema utiliza computador, cAmera e software para andlise e registro dessa motilidade.
Além disso, o método que avalia a atividade redutora de espermatozoides ¢ uma das formas
de verificar a atividade metabdlica dos espermatozoides, reduzindo corantes especificos,
como por exemplo, azul de metileno e resazurina utilizados na avaliacdo da qualidade do
sémen de touro e javali, respectivamente (AZIZ, AHLSWEDE & ENBERGS, 2005).

O ensaio de MTT, através da avaliacao da analise da atividade de desidrogenases
mitocondriais, quantifica o dano ocasionado no metabolismo celular de glicideos. Sendo
assim, este ensaio ¢ consideravelmente utilizado devido sua sensibilidade na determinacao
de agentes potencialmente citotoxicos. A respeito do seu protocolo para a utilizacao, ¢
recomendado, primeiramente que as células sejam plaqueadas em placas de 96 pogos, e
apos 48 horas de tratamento com os compostos de interesse, descarta-se esses tratamentos
com o uso da pipeta multicanal, e depois esses pogos serdao lavados com solugdo de PBS.
ApoOs alavagem, adiciona-se 100 uL. de MTT na concentragao de 0,5 mg/mL em cada poco,

em que a placa ficard em incubagao por trés horas, a 37°C e 5% de CO». Apos esse periodo,
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o MTT sera descartado e sera adicionado 100 pL. de DMSO (dimetilsulféxido) por pogo.
Por fim, serd realizada a leitura em absorbancia da placa com o filtro de 540 nm em

espectrofotdmetro de microplacas (Figura 4) (MAGALHAES, THA & LEME, 2018).

Figura 4: Esquema ilustrativo do ensaio de MTT.

. 4
Realizar os tralamenlos dos \ 1

compostos a serem estudados ’
e

T @mMnoen

Apds 48 h. descartar os
tratamentos e lavar o

Plagucar 1x10" eélulus por pocos com FBS Ix Adicionzn 100 L/ pugo da

pogo e mcubar a placa por solugdo de M1'T a2 0.5 mg/mL
48 h

Apds 3 h. descartar o MTT e
adicionar 100 pL. de DMSO/pogo

Leitura da placa am
absorbancia em 510 nm

Fonte: MAGALHAES, THA & LEME, 2018.
Feito pelo proprio autor no Canva.

Nanomateriais sao utilizados em diferentes aplicacdes, como por exemplo, na
medicina, biologia e quimica. Com essa utilizagdo, a toxicidade de nanoparticulas nao ¢
amplamente conhecida, o que justifica a busca pela seguranga ocupacional, principalmente
para identificar os possiveis riscos pela exposi¢do de trabalhadores de industrias as
nanoparticulas. Alguns ensaios foram utilizados para identificar essas possiveis
interferéncias das nanoparticulas, como por exemplo, vermelho neutro, Alamar Blue, WST-
1 (2-(4-i0dofenil)-3-(4-nitrofenil )-5-(2,4-dissulfofenil)-2H-tetraz6lio), e MTT (brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazélio). No estudo de Almutary & Sanderson
(2016), foram testados dois tipos de ensaios de citotoxicidade (MTT e cristal violeta) para
averiguar a interferéncia de oito nanoparticulas, dentre elas, nanoparticulas de ouro, negro
de fumo, diéxido de silicio, oligomérico poliédrico e pontos quanticos de sulfeto de
cadmio. Com isso, observa-se a versatilidade da utilizagao do ensaio de MTT. No entanto,

¢ necessaria uma escolha criteriosa do método a ser utilizado, tendo em vista que, no caso
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deste estudo, houve alteragcdes nas medi¢cdes de densidade Optica pela presenga de
determinadas nanoparticulas (ALMUTARY & SANDERSON, 2016).

Além disso, o MTT pode ser utilizado em protocolos para avaliagao microbiologica,
como por exemplo, avaliacdo da formagao de biofilme, avaliacdo indireta da quantificacao
de compostos antibacterianos, bem como a determinag¢ao de bactérias multirresistentes. Ou
seja, a aplicacdo deste teste permite aumentar a sensibilidade, assim como pode ser um
método adicional, ou até mesmo alternativo, para a avaliacdo da concentragao inibitoria
minima, em que o MTT poderia ser adicionado em medi¢des de turbidez padrao. Também
pode ser empregado na avaliacdo do crescimento de microrganismos em meios
solidificados, em que posteriormente, as zonas de inibi¢do poderiam ser medidas, com
exatidao pela intensidade de saturacdo do formazan na cultura (GRELA, KOZLOWSKA
& GRABOWIECKA, 2018).

No entanto, utilizando os protocolos atuais no ensaio de MTT, células normais e
sem tratamento, apresentam granulos intracelulares de formazan, além disso, depdsitos
extracelulares de formazan podem induzir resultados falso-positivos, com graves erros na
avaliacdo da viabilidade das células. Estudos anteriores demonstraram, através de
microscopia confocal com deteccao por luz retroespalhada, que a membranas plasmatica,
reticulo endoplasmatico, e o citosol sdo possiveis sitios de redu¢do do MTT em células de
mamifero, ou seja, a maior parte dos depdsitos de formazan ndo se localizavam nas
mitocondrias (STOCKERT et al., 2018).

A respeito dos mecanismos de reducdo e compartimentalizagdo intracelular dos sais
de tetrazodlio, estudos anteriores constataram a participacao de diferentes organelas, como
lisossomos, mitocondrias, membrana plasmatica e endossomos, demonstrando que ndo ¢
um processo exclusivo de um unico compartimento celular. Embora o formazan derivado
do MTT nao apresenta fluorescéncia detectavel em determinados solventes organicos,
observa-se emissdao significativa quando o composto se encontra em meios de maior
viscosidade. A natureza lipofilica do formazan de MTT favorece sua associagdo a
compartimentos ricos em lipidios. Foi demonstrada captagao do formazano em goticulas
lipidicas e no aparelho de Golgi em células HeLa tratadas com emulsado de 6leo de girassol
(STOCKERT et al., 2018).

No estudo de Pascua-Maestro e colaboradores (2018), foi demonstrada a utiliza¢ao
do MTT em experimentos in vivo, com larvas de Drosophila. Primeiramente, os autores

estudaram a evolugao temporal da acumulacao e localizac¢ao intracelular do MTT, através
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da microscopia confocal. Apos detectarem a formagdo de formazan com citdmetro de
fluxo, determinaram o estado metabdlico de diferentes populagdes de células submetidas
ao estresse oxidativo. Posteriormente, aplicaram o ensaio em larvas de Drosophila
melanogaster, em que foi observado o acimulo restrito ao corpo gorduroso das larvas, cujo
acumulo ndo afetou o fornecimento de energia do 6rgdo, bem como no funcionamento
metabolico. Com isso, o ensaio de MTT poderia ser utilizado na avaliagdo de efeitos de
modificagdes genéticas que modificam processos bioldgicos pertinentes (Pascua-Maestro
etal., 2018).

O ensaio de viabilidade celular com MTT também ¢ utilizado na determinagao de
perfis de quimiossensibilidade em pacientes com neoplasias hematologicas quanto na
triagem inicial de potenciais agentes quimioterapicos. A quimioterapia citotdxica
permanece como principal estratégia terapéutica para neoplasias hematologicas. Nesse
contexto, ensaios baseados em sais de tetrazdlio vém sendo utilizados para avaliar a
sensibilidade de blastos leucémicos a agentes antineoplésicos, além de desempenharem
papel relevante na triagem pré-clinica de compostos em linhagens celulares. O ensaio
colorimétrico com MTT, ao comparar com outras metodologias classicas, apresenta
rapidez, simplicidade e facil adaptabilidade. Assim, o estudo de Marks e colaboradores
(1992) indicou 0o MTT como uma ferramenta valida para avaliacdo de quimiossensibilidade
em modelos de neoplasias hematoldgicas, mesmo na presenca de casos de resisténcia a
farmacos, sendo mediados — ou ndo — por glicoproteina P (Marks et al., 1992).

Portanto, ¢ possivel observar que os ensaios de viabilidade celular utilizando MTT
e resazurina continuam como ferramentas aplicadas na pesquisa biotecnologica,
farmacoldgica e toxicoldgica, sendo alternativas acessiveis, reprodutiveis e sensiveis para
a avaliagdo da atividade metabolica celular. A resazurina destaca-se por sua baixa
toxicidade, apresentar versatilidade analitica, além de nao apresentar caracteristica
destrutiva. Enquanto o MTT, apesar de sua grande aplicabilidade, apresenta carateristicas
relacionadas a formagdo do formazan que podem impactar na coleta dos dados. Contudo,
a escolha do método a ser utilizado deve ser feita de forma criteriosa e consciente das

vantagens e desvantagens de cada método (Quadro 1).
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Quadro 1. Caracteristicas dos ensaios de Resazurina e MTT.

Ensaio Vantagens Desvantagens
Sensibilidade alta
NNdo toxico Sensibilidade 4 luminosidade
Escalonavel

~ . . Necessidade de equipamentos especificos
Nao ocasiona lise celular

Resazurina . . para leitura
Leitura por absorbancia e/ou
A Os compostos a serem testados podem
fluorescéncia . . e .
ce . . interferir na sensibilidade do ensaio
Utilizacdo em diferentes tipos
celulares
Econdmico Induz lise celular
Utilizavel em diversos tipos celulares| Necessario equipamento para leitura
MTT Simples Apresenta componentes toxicos
Sensibilidade as mudangas Os compostos a serem testados podem
metabolicas celulares interferir na sensibilidade do ensaio

Fonte: Guterres et al. (2024).
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RESUMO

A avaliacdo da citotoxicidade celular € uma etapa importante em estudos in vitro, especialmente
na analise de farmacos, toxinas, nanoparticulas e novos compostos bioativos. Entre os métodos
que sao mais utilizados, destacam-se a técnica de liberacao da lactato desidrogenase (LDH) e o
ensaio de captagdo de iodeto de propideo (PI), ambos baseados na integridade da membrana
plasmatica como marcador de viabilidade celular. O ensaio de LDH ocorre quando ha liberagao
da enzima lactato desidrogenase para o meio extracelular apés o comprometimento da
membrana plasmatica. A LDH ¢ uma enzima citosoélica estavel, presente em praticamente todos
os tipos celulares, e sua detec¢do no sobrenadante indica dano celular ou morte celular tardia.
A quantificacdo ocorre por meio de uma rea¢dao enzimatica que converte lactato em piruvato,
resultando em um produto colorimétrico que ¢ proporcional a quantidade de LDH liberada. E
um método amplamente utilizado por sua simplicidade, reprodutibilidade e aplicabilidade em
ensaios de alto rendimento. Entretanto, o ensaio de LDH nao permite distinguir tipos
especificos de morte celular e pode sofrer interferéncias relacionadas a liberacdo basal da
enzima ou a estabilidade da LDH no meio de cultura. Por sua vez, o ensaio com iodeto de
propideo (PI) baseia-se no uso de um corante fluorescente impermeavel a membrana plasmatica
integra. O PI se liga ao DNA por intercalagdo entre as bases nitrogenadas, emitindo
fluorescéncia intensa apenas em células cuja membrana foi comprometida. Dessa forma, o
ensaio permite a identificagdo direta de células mortas. A andlise pode ser realizada por
microscopia de fluorescéncia, citometria de fluxo ou sistemas automatizados de imagem,
possibilitando a avaliacdo célula a célula e a combinagdo com outros marcadores, como
Annexina V. De forma complementar, os ensaios de LDH e PI fornecem informagdes
consistentes sobre a citotoxicidade celular. Enquanto o LDH oferece uma visao global do dano
celular em populacdes celulares, o PI permite a identificagdo direta e individualizada de células
com perda de integridade de membrana. Assim, a utilizacdo combinada dessas técnicas
contribui para uma analise mais robusta e confidvel dos efeitos citotoxicos induzidos por
diferentes agentes experimentais.

1 INTRODUCAO

A citotoxicidade refere-se a capacidade de um agente fisico, quimico ou biolégico
de induzir efeitos prejudiciais sobre as células, comprometendo sua viabilidade,
integridade estrutural e/ou funcionalidade. Esse conceito ¢ empregado na toxicologia, para
a avaliacdo da seguranca e dos potenciais efeitos adversos de farmacos, compostos

quimicos, biomateriais e substidncias bioativas. A andlise da citotoxicidade permite
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compreender como diferentes estimulos interferem na homeostase celular e nos
mecanismos responsaveis pela manutencao da sobrevivéncia celular (Jiang et al., 2022).

A exposi¢ao das células a agentes citotoxicos pode desencadear uma série de
alteragdes bioquimicas e morfologicas, que desencadeiam em processos de morte celular.
A apoptose ¢ caracterizada como um processo de morte celular programada e altamente
regulada, no qual a célula ativa vias especificas que resultam em condensacdo da
cromatina, fragmentacdo do DNA e formacdo de corpos apoptoticos, geralmente sem
provocar resposta inflamatoria significativa. Em contraste, a necrose ocorre como
consequéncia de danos celulares severos e irreversiveis, levando a perda abrupta da
integridade da membrana plasmatica, liberacdo do contetdo intracelular e ativacdo de
processos inflamatorios no tecido adjacente. A necroptose ¢ uma forma regulada de morte
celular que compartilha caracteristicas morfolégicas com a necrose, mas ¢ mediada por
vias moleculares especificas, envolvendo principalmente as proteinas RIPK1, RIPK3 e
MLKL. Por sua vez, a piroptose ¢ uma forma inflamatéria de morte celular programada,
comumente associada a ativacao do inflamassoma e das caspases inflamatorias, como a
caspase-1. Esse processo leva a formagao de poros na membrana plasmatica por meio da
agao da gasdermina D, resultando em inchago celular, lise e na liberacao de citocinas como
IL-1B e IL-18, que sdo pro-inflamatdrias (Gabriel et al., 2017; Patologia basica p.1;
Grivicich et al., 2007).

Os ensaios in vitro consistem na avaliacdo da citotoxicidade, que ¢ uma etapa
fundamental para determinar a seguranca de substancias antes de sua aplicagao em modelos
mais complexos. Sdo experimentos realizados fora do organismo vivo, em que se utiliza
cultura de células e tecidos controlados em placas, garrafas ou outros recipientes adequados
para cultura celular. Sao técnicas que simulam processos biologicos e apresentam
vantagens importantes, como maior controle das condigdes experimentais,
reprodutibilidade, menor custo e alternativa ética, possibilitando redugdo de animais. Esses
métodos baseiam-se na andlise de diferentes parametros celulares, permitindo a detec¢do
precoce ou tardia de danos celulares induzidos por agentes citotoxicos (Rogero et al., 2003;
Doke e Dhawale, 2015)

Os métodos in vitro para avaliacdo da citotoxicidade podem ser classificados de
acordo com o mecanismo celular avaliado. Ensaios baseados na atividade metabdlica,
como MTT, XTT, WST-1 e resazurina, avaliam a capacidade das células vidveis de reduzir

substratos, refletindo a integridade funcional das mitocondrias. J& os ensaios que avaliam a
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integridade da membrana plasmatica, como a liberacdo da enzima lactato desidrogenase
(LDH) e a captagdo de iodeto de propidio (PI), sdo mais utilizados para detectar perda de
permeabilidade da membrana, caracteristica de necrose ou morte celular tardia. De maneira
visual, a figura 1 proporciona uma explicacdo visual dos métodos in vitro de ensaios

citotoxicos e onde atuam nos componentes celulares.

Figura 1: Representacdo esquematica de ensaios que avaliam citotoxicidade in vitro colorimétricos. Os seguintes
ensaios atuam em diferentes componentes celulares. MTT, MTS e ALAMAR BLUE/RESAZURINA com
atividade metabolica mitocondrial; LDH atividade enzimatica; VERMELHO NEUTRO pela integridade
lisossomal; SULFORODAMINA B pelo conteudo proteico total.
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Fonte: GUTERRES et al., 2024

A avaliacdo da citotoxicidade in vitro possibilita uma compreensao dos mecanismos
de agao de diferentes agentes sobre as células, permitindo a distingdo entre alteragdes
funcionais reversiveis e danos celulares irreversiveis. Além disso, cada método de
avaliacdo apresenta limitagdes especificas, como a incapacidade de diferenciar os tipos de
morte celular ou a susceptibilidade a interferéncia de compostos testados. Dessa forma, a
utilizagdo combinada de diferentes ensaios € recomendada para uma andlise mais
abrangente e confiavel da citotoxicidade. Essa abordagem integrada permite uma melhor
compreensao dos efeitos celulares induzidos e contribui para o alcance de resultados mais

especificos e interpretaveis.
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2 ENSAIO DE LIBERACAO DA LACTATO DESIDROGENASE (LDH)

A enzima intracelular Lactato Desidrogenase (LDH), ¢ expressa em células
sanguineas e cardiacas, por exemplo, € em casos de dano a membrana celular, sao liberadas
para o meio extracelular. Essa enzima ¢ importante no processo de producao de energia no
organismo animal e ¢ composta por quatro subunidades que formam 5 isoenzimas. Como
observado na figura 2, estruturalmente, possuem subunidades diferentes. A subunidade H
(cardiaca) e M (muscular), e sdo encontradas em tecidos diferentes, o que facilita o

diagnostico da origem de lesdes teciduais (Torres et al., 2009).

Figura 2: Demonstragdo das 5 isoenzimas de LDH e os tecidos onde sdo encontradas

ISOENZIMA FONTE PRIMARIA
LDH 1 (HHHH) Musculo cardiaco e Eritrocito
LDH 2 (HHHM) Sistema reticuloendotelial
LDH 3 (HHMM) Pulmoes

LDH 4 (HMMM) Placenta, pancreas ¢ rins
LDH 5 (MMMM) Flgado e musculo esquelético

Fonte: Criada pelo autor pela plataforma de designer, CANVA. Adaptado de BIOMEDICINA PADRAO, 2014.

Na figura 3 demonstra a reacdo que ocorre no ensaio de LDH, em que mede a
atividade total da enzima lactato desidrogenase a fim de observar dano celular. O ensaio ¢
realizado por kits bioldgicos e seguido o protocolo, para avaliar a conversao de lactato em
piruvato na presenca da enzima com reducao paralela de NAD (Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo), e a formag¢ao de NADH (Nicotinamida Adenina Dinucleotideo reduzido).
Um sal de tetrazolio, o INT (2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-fenil-2H-tetrazolio), ¢
convertido em formazan vermelho, gerando um produto colorido solavel em agua, sendo
quantificada espectrofotometricamente a 490 nm. A quantidade de produto formado ¢
proporcional a concentragdo de LDH liberada no meio de cultura (Decker & Lohmann-

Matthes, 1988; P. Kumar et al., 2018; Parhamifar et al., 2019).
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Figura 3: Esquematiza¢do de como ocorre a reagdo enzimatica de LDH, ensaio utilizado para avaliacdo de
citotoxicidade in vitro. Uma célula com membrana danificada, libera a enzima lactato desidrogenase (LDH) que
catalisa a conversdo da lactato em piruvato, promovendo entdo a redugdo de NAD* em NADH. Posteriormente,
na presenca da enzima diaforase, o NADH reduz o sal tetrazdlio (INT), formando o produto colorido INT-
formazan, cuja intensidade ¢ proporcional a quantidade de LDH liberada e, consequentemente, ao grau de dano

celular.
Lactate INT
/” NAD+
LDH Diaphorase
LDH NADH w
Pyruvate

Fonte: FOREST, Valérie, et al., 2015.

O método de LDH ¢ uma técnica simples e rapida, onde as células em cultura sdo
expostas a substancia ou ao farmaco em teste. Apos o periodo de exposi¢ao, uma aliquota
do meio de cultura ¢ coletada. A reagao enzimatica ¢ iniciada pela adigao de substrato e
cofatores enzimaticos. Apos o tempo de incubacgao, a reacao € interrompida e a absorbancia
¢ medida em um espectrofotdmetro. A absorbancia medida ¢ diretamente proporcional a
quantidade de LDH liberada, quanto maior a absorbancia, maior a citotoxicidade avaliada.
A depender do kit utilizado, os tons podem variar para vermelho ou amarelo (Kumar et al.,
2018; Parhamifar et al., 2019).

O ensaio de LDH oferece diversos beneficios na avaliacdo da citotoxicidade em
culturas celulares e na pesquisa biotecnologica. Alguns dos principais beneficios incluem
simplicidade e facilidade de execucdo, sensibilidade, reprodutibilidade, avaliagdo
quantitativa e baixo custo. E a aplicacdo do ensaio pode variar, além de servir para
avaliacdo da citotoxicidade celular, pode servir em pesquisas de cancer, estudos

inflamatorios e avaliagdo de peptideos bioativos (Decker & Lohmann-Matthes, 1988).

3 ENSAIO DE CAPTACAO DE IODETO DE PROPIDEO (PI)

O iodeto de propideo (PI) ¢ um corante fluorescente intercalante de acidos
nucleicos, pertencente a classe dos compostos fenantridinicos. E uma molécula catidnica,
hidrofilica e de alto peso molecular. Tais caracteristicas impedem sua entrada através da

membrana plasmatica, contudo, uma vez no interior da célula, o PI se intercala entre as
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bases nitrogenadas do DNA e do RNA. Quando ligado aos acidos nucleicos, o PI apresenta
um aumento significativo de fluorescéncia, emitindo luz quando excitado, na figura 4 ha
uma esquematizagao de como ocorre essa captagao da molécula de iodeto de propideo pelo
DNA. Essa propriedade torna o PI particularmente util como marcador de células mortas,
uma vez que apenas células com membranas comprometidas permitem sua entrada e
consequente ligacdo ao material genético (Mullen, 2004; Yang; Xiang; Xu, 2025).

O ensaio de PI ¢ amplamente utilizado na area de toxicologia, sendo considerado
um método para a identificagdo de morte celular ou dano irreversivel a membrana. O
principio fundamental deste ensaio baseia-se no fato de que células vidveis apresentam
membranas plasmaticas integras, as quais atuam como barreira seletiva, impedindo a
entrada de moléculas hidrofilicas e carregadas, como o PI. Contudo, células que sofreram
danos estruturais na membrana, caracteristica comum em processos de necrose, apoptose
tardia e outros tipos de morte celular, tornam-se permeaveis para a entrada desse corante
no interior da célula. Assim, a captacao do PI ocorre exclusivamente em células com perda
de integridade da membrana plasmatica, permitindo a distincdo entre cé€lulas viaveis e
c¢lulas inviaveis. Pode ainda ser combinado com outros marcadores, como anexina V, para
uma caracterizacao mais detalhada dos mecanismos de morte celular envolvidos (Crowley,

et al., 2016a; Crowley, et al., 2016b)

Figura 4: Esquema do ensaio de viabilidade celular com iodeto de propideo (PI). A molécula de PI éum
corante intercalante de DNA que ndo consegue atravessar a membrana plasmatica de células integras. Assim, em
células viaveis, ndo ha reacdo e contato do PI com o DNA. Em células ndo vidveis, cuja membrana plasmatica
estd comprometida, o corante consegue se ligar a0 DNA e emite fluorescéncia. A intensidade do sinal
fluorescente entdo, sera proporcional ao nimero de células com perda na integridade da membrana, fornecendo a
informacao de forma quantitativa da morte celular.
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Fonte: DUARTE, Samia Sousa; GONCALVES, Juan Carlos Ramos., 2020.
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Inicialmente, as células sdo cultivadas em condi¢des adequadas de temperatura,
atmosfera e meio de cultura, de acordo com o tipo celular utilizado. Apos atingirem a
densidade desejada, as células sdo submetidas aos tratamentos experimentais, sendo entao
expostas a agentes citotoxicos, farmacos, nanoparticulas, peptideos, compostos quimicos
ou estimulos inflamatorios, por periodos previamente determinados. Apos o tratamento, o
iodeto de propideo ¢ adicionado e incubado por um curto periodo, normalmente entre 5 e
15 minutos, protegida da luz, para evitar a fotodegradacio do corante. E importante
ressaltar que controles adequados devem ser incluidos para validar a interpretagao dos
resultados, como o uso de controle negativo, sendo células nao tratadas, e controle positivo,
sendo células expostas a um agente citotoxico. A leitura das células coradas com PI ¢
avaliada em comprimentos de onda que podem variar entre os valores 300-600 nm para
excitagao e 600-700 nm para emissao (Crowley, et al., 2016a; Freshney, 2010).

A interpretacdo dos resultados do ensaio de captacdo de PI baseia-se na relagdo
direta entre a fluorescéncia detectada e a integridade da membrana plasmatica. Células que
nao apresentam fluorescéncia vermelha sdo consideradas viaveis, enquanto aquelas que
exibem marcacdo positiva para PI sdo classificadas como invidveis ou em estagios
avancados de morte celular. Os dados podem ser expressos como porcentagem de células
PI-positivas em relacdo ao total de células analisadas, o que permite comparagdes entre
diferentes condi¢des experimentais. Um aumento significativo na captagdo de PI indica
maior citotoxicidade do agente testado e maior comprometimento da membrana celular
(Silva et al., 2019; Santos et al., 2018; Riccardi, Nicoletti, 2006).

O ensaio de captacdo de iodeto de propideo apresenta diversas vantagens que
justificam sua ampla utilizagdo em estudos de citotoxicidade. Entre elas, destaca-se sua
simplicidade metodologica, rapidez de execucao e baixo custo, quando comparado a
ensaios mais complexos. Possui também uma alta sensibilidade para detecgdao de danos a
membrana plasmaética, permitindo a identificacdo clara de células invidveis. Além disso, o
PI ¢é compativel com diferentes técnicas analiticas, como microscopia, citometria de fluxo
e leitura fluorimétrica, oferecendo grande versatilidade experimental (Marsh, 2007).

Uma desvantagem desse ensaio ¢ sua incapacidade de detectar eventos iniciais de
apoptose, uma vez que o PI s6 penetra em células com membrana comprometida. Dessa
forma, células em apoptose precoce sdo classificadas como viaveis, o que pode subestimar
a citotoxicidade real de um tratamento. Além de ter possibilidade de interferéncias

experimentais, especialmente em estudos envolvendo nanoparticulas, compostos
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fluorescentes ou materiais que alteram a permeabilidade da membrana de forma transitoria.
O PI se liga tanto ao DNA quanto ao RNA, o que pode gerar superestimacdo da
fluorescéncia caso nao haja controle adequado, como o uso de RNase em determinadas

aplicagdes (Rieger ET AL., 2011; Crowley et al., 2016b).

4 COMPARACAO ENTRE OS ENSAIOS DE LDH E PI

No quadro apresentado abaixo, observa-se uma comparagao entre dois métodos
utilizados para avaliagdo de morte celular: o ensaio de liberacao de lactato desidrogenase
(LDH) e o ensaio com iodeto de propideo (PI). Como indicador da viabilidade celular,
ambos se baseiam pela integridade da membrana plasmatica, contudo os principios, forma
de deteccao e aplicacao experimental sao diferentes.

No ensaio de LDH quantifica a liberagao da enzima lactato desidrogenase para o
meio extracelular apds dano a membrana celular. Como a LDH ¢ uma enzima citosolica,
sua preseng¢a no sobrenadante reflete perda de integridade da membrana, sendo medida por
absorbancia em ensaios colorimétricos. E uma abordagem simples, rapida e de facil
execucao, utilizada para triagem de citotoxicidade em diferentes tratamentos. No entanto,
apresenta limitagdes, como a possivel interferéncia de LDH pré-existente no meio € a
incapacidade de distinguir estagios iniciais de morte celular.

O ensaio com iodeto de propideo (PI) ¢ um método direto baseado na penetragao de
um corante fluorescente em células com a membrana plasmatica comprometida. O PI se
intercala ao DNA, emitindo fluorescéncia proporcional ao dano celular, o que permite
analise em nivel individual, frequentemente por citometria de fluxo ou microscopia. Esse
método ¢ mais especifico para deteccao de células mortas ou em estagios avancados de
morte, embora também ndo consegue diferenciar, isoladamente, entre apoptose tardia e
necrose.

Resumidamente, enquanto o ensaio de LDH fornece uma medida mais ampla de
citotoxicidade no meio extracelular, o ensaio com PI permite uma avaliagdo mais detalhada
e quantitativa em nivel celular. A escolha entre os métodos, ou a utilizagdo combinada de
ambos, vai depender do objetivo experimental, sendo comum sua aplicagdo complementar

para uma analise mais especifica da viabilidade e morte celular.
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Quadro 1: Comparacdo dos ensaios de avaliacao da toxicidade celular, in vitro, a técnica de liberagdo de LDH e
0 ensaio com PL

Ensaio da Lactato Desidrogenase

LDH

Mede a liberagao de LDH pela célula

para o meio extracelular, indicando

Ensaio com Iodeto de Propideo (PI)

Corante que se liga a0 DNA em células com
Principio basico

membrana comprometida, sinalizando morte
dano ou ruptura da membrana. celular.
. Enzimatico (atividade enzimatica de .
Tipo de marcador ( Corante fluorescente (intercala o DNA).
LDH no sobrenadante).
. Absorbancia (teste enzimatico o . . .
Resultado obtido . . ( . ) Fluorescéncia por célula pela intensidade de PI.
proporcional & quantidade de LDH.
Sensibilidade ao . .
. Detecta células que perderam a Detecta comprometimento da estrutura da
estagio de morte . .
integridade da membrana. membrana.
celular
o . Sim, para diferenciar célualas viaveis vs. ndo
Necessita células vivas ~ . . L
intactas? Nao, mede LDH liberado no meio. |viaveis (comega a marcar quando a membrana
) estd rompida).
Simples e rapida. Nao requer
Vantagens principais

equipamento sofisticado e pode ser
feita em placas de 96 pogos.

T T Pode ser influenciada por LDH

Limitacdes principais L . . o e

extracelular pré-existente comprometida (ndo distingue apoptose precoce)

L Avaliar citotoxicidade induzida por Avaliar morte celular em populagdes

Aplicacdes comuns . , - . h .

drogas, toxinas, tratamentos especificas, analise por citometria ou imagem

Permite discriminagdo célula a célula e possui
alta especificidade para morte celular.

S detecta células com membrana
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1 O PARADIGMA DA ESTABILIDADE GENOMICA E A NECESSIDADE
DE MONITORAMENTO EM NIVEL CELULAR

A integridade do material genético ¢ a fundacdo da funcionalidade e da
sobrevivéncia celular, atuando como o pilar mais critico da homeostase de organismos
multicelulares. O DNA, na sua estrutura de dupla hélice, ¢ continuamente desafiado por
um vasto espectro de insultos que ameagam a precisdo da replicagdo e a estabilidade
cromossdmica. A origem desses agentes genotoxicos ¢ bifasica: por um lado, o
metabolismo celular gera subprodutos reativos, € por outro, o organismo ¢ exposto a
estressores ambientais e terapéuticos. O acimulo de danos nao reparados resulta em
instabilidade gendmica, um fendmeno intrinsecamente ligado a carcinogénese, as doengas
neurodegenerativas e ao envelhecimento prematuro (Hanahan and Weinberg 2011; Moraes
2012). Portanto, a capacidade de detectar, mapear e quantificar o dano ao DNA em tempo
real e em nivel de célula tnica tornou-se indispensavel para a toxicologia preditiva, o
biomonitoramento e a oncologia translacional.

A Dentre os danos mais criticos induzidos endogenamente, destacam-se as lesdes
oxidativas, primariamente geradas pelas Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)
provenientes da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial. A 8-oxo-7,8-diidroguanina
(8-0x0QG) ¢ a lesdo prototipica dessa classe, reconhecida por sua alta propensao a induzir
transversoes G:C -> T: A se ndo for prontamente corrigida pelo Reparo por Excisao de Base
(BER). Similarmente, a hidrolise espontanea da ligagao N-glicosidica resulta na formagao
de sitios apurinicos/apirimidinicos (APs), regides desprovidas de base que comprometem
a integridade da fita. Exogenamente, a exposicao a radiacdo ionizante (RI) impde o dano
mais deletério, as Quebras de Fita Dupla (DSBs), que se caracterizam pelo rompimento
simultaneo de ambas as fitas de DNA e sdo significativamente mais dificeis de reparar do

que as Quebras de Fita Simples (SSBs). A complexidade do cenario de dano exige
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metodologias que ndo apenas quantifiquem as quebras, mas também as diferenciem em
termos de sua natureza quimica e do seu impacto bioldgico no destino celular, sendo os
ensaios Cometa ¢ TUNEL os pilares desta analise dual (Figura 1) (Chen et al., 2024;
Moraes, 2012).

Figura 1: A imagem ilustra o mecanismo fundamental e as principais adaptacdes metodologicas do Ensaio
Cometa. Parte A (O Principio): Apresenta o fluxo de trabalho vertical para a execucdo basica do ensaio 1.
Célula Isolada em agar: Representacdo da imobilizagdo de uma célula individual em uma matriz de agarose. 2.
Lise: Ilustracao da desintegracdo das membranas celular e nuclear por acdo de detergentes e alta concentragao
salina. Este processo remove a maioria das proteinas (ex: histonas), resultando na formagdo do Nucleiode, uma
estrutura de DNA desnudado e super-enrolado ancorado & matriz nuclear residual. 3. Eletroforese: Demonstragao
da aplicagdo de um campo elétrico. Fragmentos de DNA com carga negativa migram em diregdo ao polo
positivo (+). O DNA intacto permanece no nucleoide (cabega), enquanto o DNA quebrado migra, formando a
“cauda” do cometa. 4. Apresentagdo de uma micrografia representativa em falsa cor (verde sobre fundo preto),
evidenciando a morfologia tipica de um cometa com as legendas indicando a Cabega (DNA Intacto) e a Cauda
(Fragmentos de DNA). Parte B (Variantes do ensaio Cometa): Exibe trés colunas comparativas que detalham
as diferentes condicdes experimentais para detectar tipos especificos de dano ao DNA. Cada coluna inclui um
diagrama molecular do DNA, uma micrografia representativa do cometa resultante e a lista de danos detectados.
Cometa Alcalino (pH > 13): Utiliza condigdes de pH extremo para induzir a desnaturacdo do DNA (separagio
em fita simples). Esta condi¢do permite a detecgdo de Quebras de Fita Simples (SSBs), Quebras de Fita Dupla
(DSBs) e a conversdo de Sitios Labeis a Alcali (APs) em quebras adicionais. O cometa resultante tipicamente
apresenta uma cauda longa devido a alta densidade de quebras detectadas. Cometa Neutro (pH ~ 8): Realizado
em pH fisiologico, mantendo a estrutura de dupla hélice do DNA (sem desnaturagdo). Esta variante € calibrada
para a detec¢@o predominante de Quebras de Fita Dupla (DSBs), resultando em cometas com caudas menores em
comparagdo ao protocolo alcalino. Cometa Enzimatico (FPG): Demonstra o uso de enzimas de reparo como
sondas moleculares. O diagrama mostra a enzima Formamidopirimidina-DNA Glicosilase (FPG) reconhecendo e
clivando uma lesdo oxidativa especifica (ex: 8-0xoG, esfera vermelha), criando um sitio AP que ¢
posteriormente convertido em quebra. O cometa resultante apresenta uma cauda aumentada em relagdo ao
controle sem enzima, quantificando a frequéncia de lesoes oxidativas especificas.

Parte A (O Principio) Parte B Variantes do Ensaio Cometa
1. Célula isolada em 4gar - Cometa Alcalino Cometa Neutro Cometa Enzimatico
(pH 213) (pH ~8) (FPG)
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gar (Fita Simples) com Dupla) com DSB
Quebras .

I
2. Lise (remogao de membranas e proteinas)
v Membrana Nuclear Rompida
‘ gﬁﬂ/-,- Proteinas Removidas
g =2 (ex: histonas)
K Nucleoide (DNA
- superenrolado ancorado)

= rQuebras de
&/ Fita Simples
¢~ _/ (SSB)

Quebras de
Fita Dupla
(DSB)

Quebra de Enzima FPG
Fita Dupla

(DsB AP site

Sitio Labil a
3. Eletroforese VL Migragdo do DNA Alcali (AP)
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' — e -, s
—" 7 .
: S
Campo - *+———F—— Formagdo da Cauda
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(DNA Intacto)
Couda Detecta: Detecta: Detecta:
(Fragmentos de DNA) SSBs, DSBs, Predominantemente: Lesdes Oxidativas
E———
Eletroforese Sitios APs DSBs Especificas

Imagem criada pela autora no site Canva.com.
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2 O ENSAIO COMENTA (SINGLE-CELL GEL ELETROPHORESIS):
DISSERTANDO A INTEGRIDADE GENOMICA PELA ELETROFORESE

O Ensaio Cometa, ou Eletroforese em Gel de Célula Unica (SCGE), ¢ a técnica de
referéncia na genotoxicologia para a medi¢ao de danos primarios ao DNA, incluindo SSBs,
DSBs, e sitios labeis a alcalis, com uma sensibilidade notavel que permite a deteccao de
aproximadamente uma SSB por 10° pares de bases (Langie et al. 2015). O principio do
ensaio reside na migracao eletroforética de fragmentos de DNA a partir de um nucleo
desnudado e descompactado, cujas caracteristicas formam uma imagem reminiscente de
um cometa: uma "cabeca" de DNA intacto e uma "cauda" de DNA quebrado. A cinética
dessa migragdo ¢ determinada pelo tamanho e pelo nimero de quebras, estabelecendo uma

relagdo de proporcionalidade direta entre o dano e a extensao da cauda (Pu et al., 2015).

3 DA CELULA A LISE: A GENESE DO NUCLEOIDE ANCORADO

O procedimento do SCGE comega com a imobilizacdo de células em uma fina
camada de agarose de baixo ponto de fusdo (LMPA) sobre uma lamina de microscopia
especialmente tratada. A etapa critica subsequente ¢ a lise celular, onde as células sao
submetidas a uma solu¢do de alta concentragdo salina, frequentemente contendo 2.5 M de
cloreto de sodio, 100 mM de Na;EDTA e detergentes como Triton X-100, mantida em
ambiente frio (tipicamente 4°C). O objetivo desta lise ¢ desintegrar as membranas celular e
nuclear, removendo a vasta maioria das proteinas celulares, incluindo as histonas e outras
proteinas nao-histonas que organizam a cromatina. O resultado desta digestao ¢ a formacgao
do nucleoide, uma estrutura de DNA desnudado que, embora desproteinizado, mantém uma
conformacao de loop super-enrolado ancorada a matriz nuclear residual. A integridade
estrutural e o grau de super-helicoidizacio do DNA neste nucleoide definem sua

capacidade de resistir a migragao eletroforética subsequente (Pu et al., 2015).

4 O PROTOCOLO ALCALINO (PH >13): A CHAVE DA SENSIBILIDADE
E O REPARO POR EXCISAO DE BASE

A alta sensibilidade do SCGE ¢ atribuida, sobretudo, ao protocolo alcalino, que
requer a incubag¢do do nucleoide por um periodo estendido (geralmente 20 a 60 minutos)
em uma solu¢do alcalina forte (NaOH e Na;EDTA com pH tipicamente > 13). Esta
exposic¢ao a alcalinidade extrema cumpre duas fungdes bioquimicas vitais para a detec¢ao

de danos: (Pu et al., 2015; Azqueta and Collins, 2013).
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Em primeiro lugar, o ambiente alcalino provoca a desnaturagao do DNA, resultando
na separacao das duas fitas. Nas regides onde existia uma Quebra de Fita Simples (SSB)
ou uma Quebra de Fita Dupla (DSB), o desenrolamento das fitas expde os fragmentos de
fita simples. Em segundo lugar, ¢ de maior importancia mecanistica, a alcalinidade
promove a conversao de sitios labeis a alcalis em SSBs (Collins 2004). Os sitios abasicos
(APs), formados pela perda de bases por hidrolise ou pela acdo de DNA glicosilases (como
a OGG1 no inicio do BER), sdo instaveis e prontamente clivados sob pH > 13. Desta forma,
o SCGE alcalino nao apenas quantifica as quebras preexistentes, mas também estima a
densidade de sitios APs, que sdo intermediarios chave do reparo do DNA.
Consequentemente, a cauda do Cometa alcalino representa a soma de SSBs, DSBs ¢ a

concentragao de sitios labeis a alcalis (Bankoglu et al., 2021; Lorenzo et al., 2013).

5 O PROTOCOLO NEUTRO (PH ~ 8): ESPECIFICIDADE PARA
QUEBRAS DE FITA DUPLA

Em contraste com a multifuncionalidade do protocolo alcalino, o SCGE neutro,
realizado em tampdes de pH fisioldgico (tipicamente pH 7.4 a 8.0), € especificamente
calibrado para a deteccdo predominante de Quebras de Fita Dupla (DSBs). Neste protocolo,
a dupla fita do DNA ndo ¢ desnaturada pela alcalinidade; as pontes de hidrogénio sdo
mantidas. A migragdo eletroforética seletiva sob condi¢des neutras ¢ creditada a separagao
de fragmentos lineares de DNA de dupla fita resultantes de DSBs (Speit and Hartmann
2012). Embora a sensibilidade seja intrinsecamente menor que a do protocolo alcalino —
dada a menor frequéncia de DSBs em comparacdao com SSBs e sitios APs —, o SCGE
neutro ¢ indispensavel em estudos de radiotoxicologia ou na avaliacdo da eficacia de
inibidores de reparo de DSBs (como o NHEJ), fornecendo uma medida direta do dano mais

letal (Speit and Rothfuss, 2012).

6 O COMETA ENZIMATICO: DECIFRANDO A QUALIDADE DO DANO
OXIDATIVO

A versatilidade do SCGE ¢ ampliada pela incorporagao de enzimas que agem como
sondas de danos quimicos especificos. O Cometa Enzimatico permite o mapeamento
quantitativo de lesdes de base que nao sdo quebras per se, mas que sdo substratos para
enzimas de reparo. A técnica mais empregada nesta variante envolve a

Formamidopirimidina-DNA Glicosilase (FPG), que possui a capacidade bifuncional de
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reconhecer purinas oxidadas (como a 8-0xo0G) e, subsequentemente, clivar o esqueleto
fosfodiéster no sitio AP resultante. O aumento da cauda do Cometa observado apos o
tratamento com FPG, em comparagdo com um tratamento de controle sem a enzima,
corresponde diretamente a frequéncia de lesdes oxidativas. De forma andloga, a
Endonuclease III (Nth) pode ser utilizada para detectar pirimidinas oxidadas. Esta
abordagem enzimatica transforma o SCGE de um mero contador de quebras em uma
poderosa ferramenta para a avaliagdo da qualidade do dano, essencial para estudos de

estresse oxidativo e biomonitoramento (Collins 2004).

7 A CINETICA DO REPARO: O SCGE COMO CRONOMETRO
CELULAR

A aplicacdo do SCGE para o estudo da cinética de reparo ¢ talvez a sua maior
contribui¢do para a biologia do dano ao DNA. Ao expor as células a um agente genotoxico
e, em seguida, permitir a recuperagdo celular em meio fresco por periodos definidos (e.g.,
0, 10, 30, 60 minutos), o ensaio registra a redugdo progressiva do comprimento e do
Momento da Cauda. Essa diminui¢ao da cauda reflete diretamente a selagem de SSBs e de
sitios APs (intermediarios do BER) pela maquinaria de reparo, notavelmente as DNA
polimerases e DNA ligases. Taxas de reparo lentas ou ineficientes identificam populagdes
celulares com potencial de instabilidade gendmica aumentada, fornecendo insights
preditivos cruciais em oncologia, onde a deficiéncia no reparo pode ser explorada

terapeuticamente, um conceito conhecido como letalidade sintética (Li et al. 2021).

8 O ENSAIO TUNEL: A SONDA ENZIMATICA DA APOPTOSE E DA
FRAGMENTACAO LETAL

O Ensaio TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End
Labeling) ¢ uma metodologia de marcacdo de quebras de DNA que, embora tecnicamente
capaz de identificar Quebras de Fita Simples (SSBs), ¢ classicamente empregada como um
biomarcador robusto e quantitativo da morte celular programada (apoptose). O TUNEL ¢
um ensaio de resultado, avaliando o estagio final da cascata de degradagao do DNA, e nao

o dano primario em células viaveis (Figura 2) (Moore et al., 2021).
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Figura 2: A imagem ilustra a base bioquimica e a aplicacdo pratica do ensaio TUNEL (7Terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End Labeling), uma metodologia para detectar a fragmentagdo maciga
do DNA que ocorre durante a morte celular programada (apoptose). Lado Esquerdo (Contexto Celular):
Apresenta uma célula em estagios avangados de apoptose. O nucleo central é mostrado sofrendo picnose
(condensagdo extrema da cromatina) e fragmentag@o, formando multiplos corpos apoptoticos que brotam da
célula. Uma lupa amplia a borda de um nucleo condensado, revelando a Cromatina Condensada densamente
compactada. Lado Direito (Mecanismos Molecular): Um diagrama de fluxo vertical detalha o processo em
nivel molecular. 1. Clivagem por CAD (DNAse Ativada por Caspases): Mostra a dupla hélice de DNA sendo
cortada pela enzima CAD (uma endonuclease ativada pela cascata de caspases durante a apoptose). CAD realiza
clivagens internucleossomais, gerando multiplos fragmentos de DNA com extremidades 3’-OH livres. 2. Ac¢do
da Tdt (Terminal Deoxinucleotidil Transferase): Demonstra a atividade da enzima TdT, uma polimerase de
DNA nao-dependente de molde. A TdT ¢ mostrada adicionando ativamente nucleotideos marcados (dUTP-
Fluoroéforo, representados por esferas verdes brilhantes) especificamente nas extremidades 3°-OH livres expostas
pela CAD. Painel Inferior (Resultado Visivel): Duas micrografias simuladas de microscopia de fluorescéncia
demonstram a interpretagdo do ensaio. Célula Viavel (TUNEL Negativa): Mostra nicleos integros ¢ ovais
corados em azul pelo contracorante nuclear (ex: DAPI), sem sinal verde. Isso reflete o bachkground da técnica,
onde nicks isolados de reparo geram sinal insignificantes. Célula Apoptica (TUNEL Positiva): Mostra nicleos
fragmentados e condensados brilhando intensamente em verde. A alta densidade de quebras satura o nucleo com
fluoréforo, indicando Alta Fragmentagdo de DNA, o marcador determinante do destino celular apoptético.
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Fita Dupla
de DNA u
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= Ffagme“tﬁﬂga" d (DNAse ptiveda : ! :rT-OH Fragmentos de DNA
por Caspasss) SO 3 'OHA com extremidades
3'-OH livres
Nucleos
Apopticos ¥, fCﬁdUTP Fluoréforo
Acao da TdT Q + dt:, (dUTP FITC)
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Imagem criada pela autora no site Canva.com.

9 O PRINCIPIO CATALITICO DA TDT E A CLIVAGEM
INTERNUCLEOSSOMAL

O mecanismo central do ensaio TUNEL reside na atividade da enzima Terminal
Deoxinucleotidil Transferase (TdT). Esta polimerase de DNA nao-dependente de molde
possui a capacidade tnica de adicionar desoxinucleotideos a extremidade 3'-hidroxila (3'-
OH) livre de uma fita de DNA. O mecanismo central do ensaio TUNEL reside na atividade
da enzima Terminal Deoxinucleotidil Transferase (TdT). Esta polimerase de DNA nao-
dependente de molde possui a capacidade tnica de adicionar desoxinucleotideos a

extremidade 3'-hidroxila (3'-OH) livre de uma fita de DNA.

64



Durante a fase de execucao da apoptose, a ativagdo da cascata de caspases culmina
na ativacdo da DNAse Ativada por Caspases (CAD). A CAD migra para o nucleo e cliva o
DNA em sitios especificos entre os nucleossomos, resultando em fragmentos de DNA de
tamanho regular, tipicamente multiplos de 180 pares de bases. Este evento de clivagem
internucleossomal gera uma enorme quantidade de extremidades 3'OH livres. No protocolo
TUNEL, estas extremidades 3'OH servem como substrato para a TdT, que catalisa a
incorporacao de dUTP que foi previamente marcado com um fluoréforo (e.g., FITC) ou
biotina. A alta densidade de quebras na célula apoptdtica satura o nucleo com
fluorescéncia, permitindo uma quantificagdo inequivoca por microscopia de fluorescéncia

ou citometria de fluxo (Moore et al., 2021; Ribeiro et al., 2017).

10 DIFERENCIACAO BIOQUIMICA: NICK FISIOLOGICO VS.
FRAGMENTACAO LETAL

A distingdo entre o sinal Cometa e o sinal TUNEL ¢ fundamental para a
interpretacdo mecanistica. Embora a TdT possa, teoricamente, marcar qualquer SSB (o
nick), o nick temporario e isolado gerado pela via do Reparo por Excisdao de Base (BER)
em uma célula viavel resulta em um sinal TUNEL insignificante, que geralmente se perde
no background da técnica. O sinal TUNEL positivo e clinicamente relevante reflete a
fragmentagdo macica e letal do DNA catalisada pela CAD, que indica um ponto de ndo
retorno no destino celular (Naselli et al. 2024).

Portanto, o TUNEL ndo ¢ um ensaio de genotoxicidade primaria, mas sim um
marcador de citotoxicidade por apoptose. Sua aplicagdo ¢ inestimavel na avaliagdo da
eficaicia de agentes indutores de morte celular, como quimioterdpicos, € na area de
toxicologia reprodutiva, onde a integridade do DNA em espermatozoides ¢ um indicador
critico da qualidade gamética. A alta fragmentacdo do DNA espermatico, detectada pelo
TUNEL, correlaciona-se com infertilidade e falhas no desenvolvimento embrionario inicial

(Moore et al., 2021).

11 O CENARIO INTEGRADO: SINERGIA METODOLOGICA E
DISCRIMINACAO MECANISTICA

A anilise combinada e coordenada dos ensaios Cometa e TUNEL em um mesmo
sistema experimental fornece uma resolucao bioldgica muito superior aquela obtida com o

uso isolado de qualquer uma das técnicas. Essa sinergia permite a discriminagao entre o
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dano inicial (genotoxicidade) e as consequéncias celulares (citotoxicidade) em funcao da

dose e do tempo de exposigao (Figura 3) (Naselli et al., 2024).

Figura 3: A imagem ilustra a sinergia metodologica entre o ensaio Cometa ¢ o ensaio TUNEL, demonstrando
como a analise combinada permite discriminar entre o dano inicial ao DNA (genotoxicidade) e as consequéncias
celulares finais (citotoxicidade por apoptose) em fungdo da dose e do tempo de exposi¢ao. Grafico conceitual
(Painel Inferior): Apresenta o mapeamento da resposta celular no espago dose-tempo. A linha vermelha
representa o sinal do Ensaio Cometa (Momento da Cauda), um marcador de dano primario ao DNA. O sinal sobe
rapidamente em doses baixas, refletindo a inducao de SSBs e sitio APs, atinge um patamar e pode cair
ligeiramente em doses letais. A linha verde representa o sinal do Ensaio TUNEL (Porcentagem de Células
Positivas), um biomarcador de morte celular programada (apoptose). O sinal permanece baixo em doses baixas e
sobe drasticamente em doses altas (letais), indicando fragmentagdo maciga do DNA. Os eixos sdo rotulados
como “Intensidade do Sinal (Porcentagem)” (Y) e “Dose / Tempo de Exposi¢do” (X). Cenarios
Representativos (Painel Superior): Mostra micrografias simuladas em falsa cor de células correspondentes a
diferentes pontos do grafico. 1. Controle: Células néo tratadas, mostrando um nutcleo de Cometa sem cauda e
um nucleo de TUNEL negativo (corado em azul pelo contracorante nuclear, ex: DAPI). 2. Dano Genotéxico
Primario (Baixa Dose): Corresponde ao ponto de divergéncia entre as curvas. Observa-se um cometa com cauda
evidente (alto Momento da Cauda), indicando indugdo de quebras, mas um nucleo de TUNEL negativo. Este
cendrio representa Dano Reparavel / Ativagdo do Reparo (DDR), onde a célula esta engajada na resposta ao
dano. 3. Dano Critico / Apoptose (Alta Dose): Corresponde a zona de dominancia do sinal TUNEL. Observa-se
um comenta tipo “ouri¢o” (hedgehog), onde quase todo o DNA migrou para a cauda. O nticleo correspondente
no ensaio TUNEL ¢ fortemente positivo (brilhando em verde, ex: FITC), indicando Fragmentagdo Letal / Morte

Celular.
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Imagem criada pela autora no site Canva.com.

12 MAPEAMENTO DA RESPOSTA CELULAR NO ESPACO DOSE-
TEMPO

A genotoxicologia moderna utiliza a dualidade Cometa-TUNEL para criar um mapa
de destino celular que se desenrola no espago dose-tempo. Em concentragdes baixas e
tempos curtos, um agente tipicamente induz um aumento significativo no Momento da

Cauda do Cometa (refletindo SSBs e sitios APs), enquanto o sinal TUNEL permanece ao
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nivel basal. Este € o cenario de Dano Genotdxico Primario e Ativacdo do Reparo. A célula
estd engajada na DDR e ¢ potencialmente capaz de reverter o dano (Moore et al., 2021;
Mitchell et al., 2011; Santonastaso et al., 2019; Naselli et al., 2024).

A medida que a dose ou o tempo de exposi¢cdo aumentam, pode-se observar uma
progressiva diminui¢do da capacidade de reparo (SCGE de Reparo), acompanhada por um
aumento incipiente na positividade do TUNEL. Este cenario indica que o dano atingiu o
limiar de Dano Critico e Transigao para Apoptose. O acumulo de dano irreversivel ou a
falha do checkpoint do ciclo celular levam a ativagdo da via intrinseca de morte (Bankoglu
et al. 2021).

Em concentragdes letais, o resultado ¢ dominado por um alto sinal TUNEL (alta
porcentagem de células apoptoticas). Curiosamente, o padrao do Cometa pode, nesta fase,
mudar para o tipo "ourigo" (onde quase todo o DNA migra para a cauda), mas a
interpretacao desse Cometa ¢ dominada pelo fato de a célula estar morta, e ndo pelo dano
primario. A alta intensidade do TUNEL, nestes casos, ¢ o marcador determinante do
destino celular (Santonastaso et al., 2019; Naselli et al., 2024).

A descorrelagdo mais informativa ocorre quando se observa um Cometa
persistentemente alto (deficiéncia de reparo) em células que permanecem TUNEL
negativas (sobreviventes). Este resultado aponta para células com falhas no checkpoint
apoptotico ou com vias de reparo comprometidas, que sobrevivem com uma carga
genomica danificada, o que € um fator de risco primario para a transformagao maligna

(Moore et al., 2021; Mitchell et al., 2011).

13 O DUO COMETA-GAMA H2AX: A TRIANGULACAO DO DANO

Para refinar a detecg¢dao e o reparo de Quebras de Fita Dupla (DSBs) em células
viaveis, a estratégia mais avangada ¢ combinar o SCGE alcalino ou neutro com a marcagao
de y-H2AX (fosforilagdo da histona H2AX). A histona H2AX ¢ fosforilada na serina 139
em megabases de DNA adjacentes a uma DSB pela agdo das quinases ATM e ATR. Esses
focos de y-H2AX sao facilmente visualizados por imunofluorescéncia e atuam como
andaimes para o recrutamento de proteinas do DDR.

A combinagdo fornece uma triangulacao: o SCGE (Eletroforese) mede a migragao
total do DNA quebrado; a contagem de focos de y-H2AX (Imunofluorescéncia) mede o
numero de DSBs (dano qualitativo); e o TUNEL (Marcagao Enzimatica) mede o destino

celular. Uma célula com cauda de Cometa e focos de y-H2AX, mas TUNEL negativa, esta
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viva e reparando ativamente. Uma célula com alto TUNEL e y-H2AX pode estar em
apoptose induzida por DSBs, com a fragmentagao sobrepujando o reparo. Esta sinergia de
técnicas biofisicas, enzimdaticas e imunologicas estabelece o padrao-ouro na

genotoxicologia mecanistica (Chen et al. 2024).

14 PERSPECTIVAS DE ALTO RENDIMENTO E IMPLICACOES
TRANSLACIONAIS

Apesar da sua robustez estabelecida, o futuro dos ensaios Cometa ¢ TUNEL
depende da superagdo das suas limitagdes histéricas e da integracdo em fluxos de trabalho
de alta produtividade para atender as demandas da toxicologia regulatoria e da medicina

personalizada (Figura 4).
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Figura 4: Este infografico ilustra a evolucdo tecnologica e a aplicagdo clinica do ensaio Cometa, destacando
como a automatizagdo e a analise digital estdo transformando a técnica em uma ferramenta robusta para a
medicina personalizada. Se¢do A (High-Throughput — HT): Demonstra a transi¢do de métodos manuais para
plataformas de alta produtividade. Esquerda: Representacdo do “gargalo historico”. Um icone de uma lamina de
microscopio Manuel com um “X” vermelho, rotulada como Manual/Subjetivo, simbolizando o viés significativo e
a baixa taxa de rendimento da pontuagéo visual tradicional. Seta de Transicéio: Indica a evolugdo para a
automatizacdo. Direita: Ilustracdo de uma plataforma de High-Throughput (HT). Um brago robotico ¢ mostrado
processando uma placa de 96 pogos, automatizando a preparagdo de células e a eletroforese. Abaixo, uma tela
representa um software de andlise de imagem automatica que utiliza algoritmos de visdo computacional para
identificar contornos digitais coloridos ao redor da cabega e da cauda de multiplos cometas simultaneamente.
Esta padronizagao estrita de protocolos e métricas resulta no SCGE de Alto Rendimento e Padronizado. Se¢do B
(Aplicacées na Medicina de Precisdo): Apresenta o fluxo horizontal do aplicagdo clinica do ensaio Cometa
para guiar o tratamento do cancer. 1. cones do Paciente: Inicia com o paciente com cancer. 2. Biépsia: Seta
para o icone de uma amostra de tecido e tubo de sangue, representando a coleta de Bidpsia / Células Tumorais
Circulantes. 3. Teste Laboratorial: Seta para um icone de placa de 96 pogos com um grafico de linhas ¢ DNA,
rotulado como Cinética de Reparo ex vivo (Ensaio Cometa). Este teste mede a “assinatura de reparo” individual
do paciente, validando o SCGE como uma ferramenta ex vivo. 4. Resultados e Tratamento: Uma seta direcional
aponta para dois caminhos terapéuticos possiveis com base na cinética de reparo: Caminho 1: Reparo
Eficiente: Seta para um icone de tratamento padrao, com a legenda indicando o tratamento padrdo. Caminho 2:
Reparo Deficiente (ex: BRCA mutado): Seta para um icone detalhado de uma pilula especifica (ex: inibidor de
PARP), indicando que o reparo deficiente de DSBs torna os tumores hipersensiveis a essa terapia. A legenda final
resume este conceito com Letalidade Sintética Guiada por Biomarcador.

Segao A (High-Throughput — HT)

‘Automated image analyis software

Automacgao e
Padronizagao

Za [i—

Andlise Manual/Subjetiva SCGE de Alto Rendimento e Padronizado

Segao B (Aplicagoes na Medicina de Precisdo) J
= R v
R / nrere s | ,QL

[116] =
Tratamento Padrao

Reparo j & @
Deficiente

Paciente com Biopsia/ Células  Cinética de Reparo ex vivo (ex: BRCA mutado) Pilula Especifica
Cancer Tumorais Circulantes (Ensaio Cometa) (ex: Inibidor de PARP)

Letalidade Sintética Guiada por Biomarcador
Imagem criada pela autora no site Canva.com.

15 AUTOMATIZACAO E ANALISE DIGITAL DO ENSAIO COMETA
Historicamente, o principal gargalo do Ensaio Cometa era a subjetividade da
pontuagdo visual e a baixa taxa de rendimento. A analise manual de imagens introduzia um
viés significativo, e a variagdo inter-laboratorial era uma preocupacao constante. A resposta
a este desafio reside na adocdo de plataformas de automatizagdo completas. O
desenvolvimento de softwares de anélise de imagem baseados em algoritmos avangados de
visdo computacional, capazes de identificar automaticamente as fronteiras da cabega e da
cauda, e calcular métricas como a Porcentagem de DNA na Cauda (métrica considerada a

mais robusta) e o Comprimento da Cauda, revolucionou a reprodutibilidade.
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Plataformas de High-Throughput (HT) agora permitem o processamento robotizado
de laminas de 96 pocos, onde a preparacdo das células e a incorporacdo na agarose sao
automatizadas. O SCGE de HT permite o escaneamento e a analise de milhares de células
por experimento em curtos periodos de tempo, aumentando o poder estatistico e validando
a utilizagdo do ensaio em triagem de compostos genotoxicos e na avaliacdo de grandes
coortes de biomonitoramento humano (Langie et al. 2015). A padronizacdo estrita de
protocolos e métricas, liderada por grupos internacionais, garante que o SCGE continue a

ser uma técnica insubstituivel.

16 O REFINAMENTO DO TUNEL E AS NOVAS SONDAGENS DE
REPARO

O ensaio TUNEL também encontra refinamento ao ser integrado com citometria de
fluxo. A combinacdo do sinal de fluorescéncia do TUNEL com o corante de exclusdo de
viabilidade (como o lodeto de Propidio) e a marcagdo de anticorpos contra proteinas de
reparo permite a classificagdo em quadrantes de células viaveis, apoptoticas precoces,
apoptoticas tardias e necroticas. A diferenciacdo entre apoptose e necrose ¢ crucial, pois a
necrose, uma forma de morte celular desregulada, induz a lise celular e a degradagao do
DNA sem a clivagem internucleossomal caracteristica, mas resultando em nicks que podem
ser marcados. O TUNEL de alto sinal, contudo, permanece o marcador mais forte da
apoptose mediado pela CAD (Moore et al. 2021).

As fronteiras atuais da genotoxicologia exploram o conceito de sondagem de danos
especificos para além do Cometa Enzimatico. O desenvolvimento de sondas fluorescentes
que se ligam especificamente a adultos de DNA ou a intermedidrios de reparo permite a
visualizacao in vivo da localizagdo e da progressao do reparo, fornecendo uma camada de

detalhe que complementa a quantificagdo de quebras dos ensaios SCGE e TUNEL.

17 IMPACTO NA MEDICINA DE PRECISAO E NA CARCINOGENESE
Em ultima andlise, o valor mais proeminente da dupla Cometa-TUNEL reside na
sua aplicagao na medicina de precisao. A capacidade de medir a capacidade individual de
reparo de um paciente — a sua "assinatura de reparo" — tem um impacto direto no
tratamento do cancer. Tumores que apresentam um reparo deficiente de DSBs (e.g.,
mutagdes em BRCA1/BRCA?2) sdo hipersensiveis a inibidores de PARP, o que leva a

letalidade sintética. O SCGE tem sido validado como uma ferramenta ex vivo para prever
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essa sensibilidade, expondo células tumorais circulantes ou linfocitos a agentes
quimioterapicos e avaliando a cinética de reparo antes de iniciar o tratamento in vivo.

A compreensdao da dindmica entre o dano primario (Cometa), o mecanismo de
reparo (SCGE de Reparo, Cometa Enzimatico) e o destino celular (TUNEL) ¢ essencial
para o desenvolvimento de terapias que visam o DDR. Tais terapias representam a proxima
geracdo de abordagens oncologicas, onde o dano ¢ induzido e o reparo ¢ intencionalmente
bloqueado para empurrar as células cancerosas para a morte celular, transformando os
ensaios Cometa e TUNEL de meras ferramentas de diagndstico em guias estratégicos para
a terapia (Alhmoud et al. 2020). Estes ensaios, portanto, ndo sao reliquias metodoldgicas,
mas sim pilares dindmicos da pesquisa em genotoxicologia, constantemente aprimorados

e integrados para desvendar as complexas vias que governam a vida e a morte celular.
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1 INTRODUCAO: O REFINO QUIMICO DA NATUREZA

Diferente dos animais, as plantas enfrentam o desafio da imobilidade (BORGES &
AMORIM, 2020; ZANETTI, 2024). Para sobreviverem a estresses bidticos (herbivoros e
patdégenos) e abidticos (seca, radiacdo UV e variagdes térmicas), elas converteram
limitagdes fisicas em virtudes quimicas (BORGES & AMORIM, 2020; REZENDE et al.,
2016). Este fendmeno ¢ orquestrado pelo metabolismo secundéario, ou metabolismo
especializado, que, ao contrario do primario — focado em fungdes vitais basicas como
respiragdo e crescimento —, expressa a individualidade biologica de cada espécie (TAIZ &
ZEIGER, 2006; BORGES & AMORIM, 2020; REZENDE et al., 2016)

Historicamente, o ser humano aprendeu a decifrar esse codigo quimico
(VIOLANTE, 2008; ZANETTI, 2024). Desde os papiros de Ebers no Antigo Egito, que
descreviam o uso da hortela-pimenta (Mentha piperita), até os tratados médicos indianos
da medicina Ayurvédica, os Oleos essenciais (OEs) tém sido pilares da farmécia natural
(CARVALHO, 2016). Hoje, esses "principios ativos" representam a vanguarda da
biotecnologia, atuando como elos entre a biodiversidade e a inovagao industrial (BORGES,

2013; SILVA, 2016; ZANETTI, 2024).

2 ARQUITETURA BIOQUIMICA: A ROTA DOS TERPENOS

Os 6leos essenciais sao misturas complexas de substancias volateis e lipofilicas,
predominantemente compostas por terpenoides, uma classe quimica vasta com mais de 55
mil moléculas identificadas (BORGES & AMORIM, 2020; ZANETTI, 2024).
Estruturalmente, eles sdo construidos a partir de unidades basicas de cinco carbonos (C5),
conhecidas como isopentenil difosfato (IPP) (BORGES & AMORIM, 2020; VIZZOTTO et
al., 2010). A biossintese dessas moléculas ocorre em compartimentos celulares especificos

e segue duas rotas metabdlicas principais (Figura 1) que se comunicam entre si (BORGES

& AMORIM, 2020; REZENDE et al., 2016):
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Rota do Acido Mevaldnico (MVA): localizada no citoplasma, utiliza o Acetil-CoA
como precursor para formar sesquiterpenos e triterpenos (como as saponinas, conhecidas
por suas propriedades detergentes e de defesa).

Rota do Metileritritol Fosfato (MEP): ocorre nos cloroplastos e plastideos,
partindo de intermediérios da glicélise para sintetizar monoterpenos (0s componentes mais

comuns dos aromas) ¢ carotenoides.

Figura 1: Esquema simplificado das duas vias biossintéticas responsaveis pela formagao de terpenoides: a via do
acido mevalonico (MVA), que ocorre no citosol, e a via do metileritritol fosfato (MEP), localizada nos
plastideos. Ambas convergem para a produgdo dos precursores universais pirofosfato de isopentenilo (IPP) e
dimetilalil pirofosfato (DMAPP), que atuam como unidades basicas de cinco carbonos para a sintese e
diversificacdo estrutural dos terpenoides.
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Essa dualidade permite que a planta gerencie suas defesas de forma dinamica
(REZENDE et al., 2016; BORGES & AMORIM, 2020). Os monoterpenos (C10), por
exemplo, sdo leves, volateis e que podem ser extraidos de glandulas secretora presentes na
superficie de folhas e flores ou no interior de raizes, caules e talos de espécies vegetais
(Figura 2) (VIZZOTTO et al., 2010; BORGES & AMORIM, 2020). Essa classe de
substancias ¢ ideal para a sinalizagdo aérea ou repeléncia imediata de insetos (VIZZOTTO

et al., 2010; TAIZ et al., 2017), enquanto substiancias mais complexas, como as saponinas
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(triterpenos), atuam na destruicdo de membranas de invasores microbianos (VIZZOTTO

et al., 2010; ZANETTI, 2024).

Figura 2: Micrografias de glandulas de 6leo essencial. Os 6leos essenciais sdo liberados dessas glandulas por
estruturas ou tubos semelhantes a cabelos, 3 medida que a parte da planta é tocada ou estimulada.
i i ] S =

Fonte: Komehsa essentials.

Essas rotas nio apenas produzem o odor caracteristico das plantas (SIMOES, 2003;
PICHERSKY, 2002; BORGES & AMORIM, 2020), mas funcionam como uma
"modelagem molecular evolucionaria" (WINK & SCHIMMER, 1999), onde cada
molécula, como o mentol ou o limoneno, desempenha um papel ecoldgico estratégico, seja
atraindo polinizadores ou repelindo invasores (VIZZOTO et al., 2010) por meio de

toxicidade seletiva (BORGES & AMORIM, 2020).

3 OLEOS ESSENCIAIS COMO RESPOSTA A ESTRESSES

A produgao de OEs ¢ altamente dindmica e sensivel ao ambiente (FIGUEIREDO et
al., 2008; GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Pesquisas com o género FEucalyptus, por
exemplo, demonstram que condi¢des de estresse hidrico alteram significativamente o
metaboloma das raizes e folhas (BORGES, 2013; VALDES et al., 2013). Em situagoes de

seca, as plantas podem aumentar a concentragao de metabolitos secundarios para realizar
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0 ajuste osmotico, protegendo as membranas celulares contra danos oxidativos (TAIZ &
ZEIGER, 2006; BORGES & AMORIM, 2020; SHVALEVA et al., 2005).

Além disso, os OEs atuam como fitoalexinas, antibidticos naturais produzidos em
resposta a infecgdes microbianas (VIZZOTTO et al.,, 2010; REZENDE et al., 2016).
Substincias como os piretroides, presentes em certas flores, sdo inseticidas naturais
poderosos devido a sua baixa persisténcia ambiental e toxicidade reduzida para mamiferos,
tornando-os ideais para uma agricultura biorracional (BORGES & AMORIM, 2020;
KHAN et al., 2018; VIZZOTTO et al., 2010).

4 NORMATIZACAO E RIGOR TECNICO: O PAPEL DA ISO

Para que um extrato vegetal seja internacionalmente aceito como "6leo essencial",
ele deve seguir padrdes rigorosos (ISO 9235:2021). De acordo com a norma ISO 9235, um
OE ¢ estritamente o produto obtido por destilacdo a vapor, destilagdo a seco ou processos
mecanicos (como a prensagem a frio de cascas de citricos) (ISO 9235:2021; BIZZO &
REZENDE, 2022). Extratos obtidos por solventes ou fluidos supercriticos possuem outras
denominacgdes técnicas e nao devem ser confundidos com o6leos essenciais puros (ISO
9235:2021).

A padronizagdo internacional (especialmente as normas ISO 3218 e ISO 4720) ¢
essencial para evitar equivocos comerciais e garantir que o produto rotulado como "Oleo
de Lavanda" (Lavandula angustifolia) nao contenha variacdes de outras espécies ou
quimiotipos ndo autorizados (ISO 3218:2014; ISO 4720:2018; ISO 3515:2002; BIZZO &
REZENDE, 2022).

No Brasil, o setor enfrenta o desafio da auséncia de normas nacionais vigentes, ja
que as diretrizes da ABNT foram canceladas entre 2010 e 2011 (ABNT, 2022; BIZZO &
REZENDE, 2022). Isso exige que produtores sigam rigorosamente os padroes
internacionais (ISO 3218 e 4720) para garantir a uniformidade qualitativa e quantitativa,
evitando que variagdes edafoclimaticas (solo e clima) comprometam a aceitagdo do
produto no mercado externo (FIGUEIREDO et al., 2008; DA SILVA etal.,2016; BIZZO &
REZENDE, 2022).

5 O CENARIO ECONOMICO: BRASIL E O MERCADO GLOBAL
O mercado de oleos essenciais vive um momento de expansao acelerada. Em 2021,

o comércio internacional foi avaliado em U$10,3bilhdes, com projecdo de atingir US 16

bilhdes até o fim de 2026 (BIZZO & REZENDE, 2022).
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Embora os EUA ¢ a Franga sejam atores historicos, a india assumiu a lideranga
global em valor de exportacao desde 2017, impulsionada pelo 6leo de menta japonesa
(BIZZO & REZENDE, 2022).

O Brasil mantém uma posicao estratégica ambivalente:

Lideranca em Volume: Somos o maior exportador mundial em quantidade, gracas
ao dominio absoluto do 6leo de laranja, que € um subproduto da industria de sucos.

Competicdao em Valor: Em termos de faturamento, o Brasil ocupa a quinta posi¢ao
global. Curiosamente, a India superou os EUA desde 2017 como maior exportadora em
valor, impulsionada pelo 6leo de Mentha arvensis.

As principais tendéncias que impulsionam o crescimento sdo a substituicdo de
aditivos sintéticos por naturais em alimentos ¢ o "boom" da aromaterapia, que cresce
cerca de 10% ao ano (BIZZO & REZENDE, 2022; BAIN & COMPANY, 2014). No
entanto, a concentracdo da producdo em poucos paises e as mudancas climaticas
representam riscos constantes ao fornecimento (BIZZO & REZENDE, 2022; HITCHEN &
BRUD, 2019).

6 PERFIL DOS OLEOS ESSENCIAIS LIDERES DE MERCADO (DADOS
IFEAT)

Abaixo, detalham-se os Oleos mais comercializados globalmente, conforme a
International Federation of Essential Oils and Aroma Trades (IFEAT) (Anexo 1)
(HITCHEN & BRUD, 2019; BIZZO & REZENDE, 2022):

Laranja (Citrus sinensis): Lider absoluto com 50.000 a 55.000 toneladas anuais.
Rico em limoneno e linalol, possui propriedades relaxantes e ¢ amplamente usado em
bebidas e aromatizantes.

Menta Japonesa (Mentha arvensis): Movimenta entre 25.000 e 40.000 toneladas,
sendo a principal fonte de mentol natural.

Eucalipto (Eucalyptus globulus): Comercializa-se entre 5.000 e 11.000 toneladas,
com foco em usos medicinais devido ao alto teor de 1,8-cineol.

Limao Siciliano (Citrus limon): Com 7.000 a 7.500 toneladas, destaca-se na
industria de bebidas e cosméticos.

Hortela-pimenta (Mentha x piperita): Entre 4.000 e 4.500 toneladas destinadas a
higiene oral e farmacéutica.

Cravo, folhas (Syzygium aromaticum): Volume de 2.500 a 4.000 toneladas, com

alto teor de eugenol.



Citronela (Cymbopogon winterianus): Com 1.500 a 3.000 toneladas, ¢ o repelente

natural por exceléncia, rico em citronelal e geraniol.

7 ESTUDOS DE CASO E BIOPROSPECCAO NACIONAL

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades do mundo, o que abre portas para
novos produtos biotecnoldgicos (SILVA, 2016; MORALIS et al., 2018). A Pimenta Longa
(Piper hispidinervum), endémica da Amazonia, ¢ uma alternativa sustentavel para a
extracao de safrol, essencial para fixadores de fragrancias e pesticidas biorracionais (Anexo
1) (PIRES & ALLEMAN, 2015; BIZZO & HOVELL; REZENDE, 2009).

Outro destaque ¢ a Guapeva (Pouteria torta), espécie do Cerrado cujas folhas
produzem compostos volateis como o acido linoleico, com potencial antimicrobiano e
farmacologico promissor (Anexo 1) (MORAIS et al., 2018). O Brasil também possui alta
produtividade em espécies exoticas adaptadas (Eucalipto, Citronela e Capim-Limao)
(BAIN & COMPANY, 2014). No caso do eucalipto, foram alcancados rendimentos
foliares expressivos (1,0 a 1,6%), atendendo tanto o setor medicinal quanto o de perfumaria
(BIZZO & HOVELL; REZENDE, 2009).

Entretanto, o caso do Pau-rosa (4niba rosaeodora) serve como alerta. A exploragdo
predatdria do lenho levou a espécie a lista de ameagadas, impulsionando pesquisas para a
extracdo do oOleo a partir de podas de folhas e ramos, garantindo a renovacdo da fonte

(BIZZO & HOVELL; REZENDE, 2009; BIZZO & REZENDE, 2022).

8 GESTAO INDUSTRIAL E OTIMIZACAO ECONOMICA

A viabilidade de uma destilaria de 6leos essenciais nao depende apenas da planta,
mas da eficiéncia do processo (LEAL, 2008; SILVA, 2016). O uso de ferramentas
computacionais, como a Programacao Linear (Solver) e softwares de suporte a decisao
como o EssentialWeb, permitem que o produtor maximize lucros ajustando variaveis de
custos agrondémicos e tempo de extracao (SILVA, 2016).

Simulagdes computacionais demonstram que, ao ajustar variaveis como tempo de
extracao e custos agrondmicos complementares, € possivel aumentar a receita bruta em até
2,9% e identificar "folgas" produtivas que poderiam ser convertidas em novos subprodutos,
como o hidrolato (dgua floral) (SILVA, 2016). A comercializagdo do hidrolato pode
representar um incremento direto de 20% sobre o valor do 6leo principal, tornando o

negodcio mais resiliente (SILVA, 2016).
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A analise de pimenta longa, por exemplo, demonstrou que a otimizagdo pode
aumentar a receita em 2,9% apenas pelo melhor aproveitamento das horas de produgdo

(SILVA, 2016).

9 CONCLUSAO

A biotecnologia dos 6leos essenciais representa uma ponte entre a preservagao
ambiental e a inovacdo economica (BIZZO & REZENDE, 2022). Ao compreendermos
como as plantas utilizam os Oleos essenciais para sua propria defesa contra estresses
hidricos e térmicos (BORGES & AMORIM, 2020; REZENDE et al., 2016), podemos
aplicar esses compostos como pesticidas naturais de baixa toxicidade para humanos
(BORGES & AMORIM, 2020; VIZZOTTO et al., 2010). O futuro do setor no Brasil reside
em superar gargalos logisticos e de padronizacdo (SILVA, 2016; BIZZO & REZENDE,
2022), transformando nossa megadiversidade em cadeias de valor sustentaveis e

competitivas no cenario global (BIZZO & REZENDE, 2022).
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ANEXO 1: FICHAS TECNICAS DOS PRINCIPAIS OLEOS ESSENCIAIS

~ Laranja Doce

Nomenclatura Botlnica: Citrus sinensis (Linnaeus) Osbeck
Nomenclatura Vulgar: Laranja doce

Técnica de Extracho: Processos mecénicos de prensagem
a no do epicarpo

Parte da Planta: Casca do frulo

Compostos Majoritarios: Decanal. octanal.  Inalol e
limonena

Propriedades Terapéuticas: Conhecido coma "6lec da
alegria”, possul aco relaxante, auxiia no tratamento de
insdnia, combate toxinas & atua como tdnico digestivo e
diurético

Aplicagles Biotecnologicas: Agente de controle contra
fungos ftopatogénicos, bacténas @ insetos, o limoneno &
amplamente utilizado como solvente biodegradavel

Foime A Botioa Orghnion,

» Menta Japonesa

Nomenclatura Botanica: Mentha arvensis Linnaeus
Nomenclatura Vulgar: Menta japonesa ou menta do
campo

Técnlca de Extragdo: Destilagéio a vapor

Parte da Planta: Folhas

Compostos Majoritérios: Mentol, mentona e neomentol
Propriedades Terapéuticas: Auxilia o sistema digestivo
(alivio de flatuléncia e nauseas); no trato respiratorio, atua
como expectorante em casos de bronquite e sinusite;
possui efeito estimulante mental

Aplicagdes Biotecnoldgicas: Principal fonte mundial

» Eucalipte (Tipo Cineol)

Nomenclatura Botanica: Eucalyptus globuius Labill
Nomenclatura Vulgar: Eucalipto

Técnica de Extracdo: Destilacdo a vapor

Parte da Planta: Folhas e ramos novos

Compostos Majoritarics: 1.8-cineol (eucaliptol) e a-|
pineno

Propriedades Terapéuticas: Poderoso

g descongestionante e expeclorante; possul a;ﬂu

i | analgésica para dores musculares e articulares; auxilia no
foco e revitalizacdo mental

Aplicagoes BIO”#HDI&HEBE: Uso em medicamentos e
higiene oral. biopesticida e repelente natural de insetos

Forne: Garden Plants Online
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» Limao Siciliano

Nomenclatura Botinica: Citrus limon (Linnaeus) Burm.

1.

Nomenclatura Vulgar: Liméo siciliano

Técnica de Extragdo: Prensagem a frio

Parte da Planta: Casca

Compostos Majoritirios: Limoneno, f-pineno, Y-

‘ terpineno e a-terpineol
. Propriedades Terapéuticas: Benefico para o sistema

~ 9 circulatério (auxilia a pressdo arterial) estimulante
imunoldgico; antisséptico para peles oleosas e acneicas
Aplicagdes Biotecnolégicas: Aromatizante para bebidas
@ alimentos; controle de patdgenos em ambientes

» Hortela-Pimenta

Nomenclatura Botdnica: Mentha x piperita Linnasus
Nomenclatura Vulgar: Hortela-pimenta

Técnica de Extragdo: Destilagéic a vapor

Parte da Planta: Folhas

Compostos Majoritirlos: Mental, mentona, mentofurano
@ pulegona

Propriedades Terapéuticas: Promove clareza mental e
concentragdo. combate sintomas de rinite e alergias
respiratdrias; acdo antisséptica ¢ antibacteriana
Aplicagdes Blotecnologicas: Atvidade ovicida e
larvicida contra nematodeos gastrointestinais  (uso
veterinario), combate fungas fitopatogénicos

» Cravo (Folhas e Botoes)

Nomenclatura Botinica: Syzygium  aromaticum|
(Linnaeus) Merr. & L.M.Parry
Nomenclatura Vulgar: Cravo-da-India
Técnica de Extracédo: Destilagdio a vapor
Parte da Planta: Folhas (mercado internacional) oul
botdes florais

Compostos Majoritarios: Eugenol, acetileugenol e p-
cariofilena

Propriedades Terapéuticas: Energizante e revigorante;
acdo analgésica (especialmente para dores de dente e
cabeca), eficaz contra micoses persistentes nas unhas
Aplicagées Blotecnolégicas: Agente antifingico e
antibactenano potente; conservante natural na industria

alimenticia
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Forte: Borsa BCI.

Fonte: Ekonstiva

~ Horteld Verde

Nomenclatura Botdnlca: Mentha spicata Linnaeus
Nomenclatura Vulgar: Hortela verde ou levante

Técnica de Extragdo: Destilacdo a vapor

Parte da Planta: Folhas

Compostos Majoritirlos: Carvona, imoneno e 18-
cineol

Propriedades Terapéuticas: Calmante suave; auxilia na
digestao e cicatrizacao de feridas; usado tradicionalmente
confra verminoses

Aplicagbes Blotecnoléglicas: Bioinseticida; estudos
indicam potencial atividade confra linhagens de células|
cancerigenas

» Cedro da Virginia

Nomenclatura Botanlca: Juniperus virginiana Linnasus
Nomenclatura Vulgar: Cedro

Técnica de Extragido: Destilacio a vapor

Parte da Planta: Madeira, casca e serragem

Compostos Majoritirios: o-cedreno, thujopseno e cedrol
Propriedades  Terapéuticas: Promove  equilibrio
emocional e sensagdo de estabildade; auxiia na
meditacac; reduz ansiedade e estresse

Aplicacdes Biotecnologicas: Fixador na perfumaria fina;
repelente de tragas e insetos de madeira

» Citronela

Nomenclatura Botinica: Cymbopogon wintenanus,
Jowitt ex Bor

Nomenclatura Vulgar: Citronela de Java

Técnica de Extracdo: Destilagdo a vapor

Parte da Planta: Fclhas

Compostos Majoritarios: Citronelal e geraniol
Propriedades Terapéuticas: Ctnergizante; amplamente|
utiizada como repelente natural de insetos: purificadoral
de ambienles
Aplicacd Bi logicas:  Afividade  contra

\p

helmintos, carrapatos e fungos; propriedades
antioxidantes e ant-inflamatdrias documentadas
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» Pimenta Longa

Nomenclatura Botanica: Piper hispidinervum C.DC
Nomenclatura Vulgar: Pimenta longa

Técnica de Extragdo. Deslilagéio por arraste a vapo
Parte da Planta: Parles aéreas secas (folhas e ramos
finos)

Compostos Majoritdrios: Safrol (teores acima de 90%)
Propriedades Terapéuticas: Uso etnofarmacologico em
ulceras, diabetes e como analgeésico

Aplicacdes Blotecnoldgicas: Matéria-prima essencial
para a produgdo de heliotropina (fixador de fragrancias) e
butoxido de piperonia (sinergista de inseticidas
biodegradaveis)

Forte: Viveiro *&e; do Cermado

» Guapeva

Nomenclatura Botanlca: Pouteria torta (Mart.) Radlk
Nomenclatura Vulgar: Guapeva ou grao-de-galo
Técnica de Extragdo: Hidrodestilacio em aparelho tipo
Clevenger

Parte da Planta: Folhas secas e trituradas

Compostos Majoritarios: Acido linoleico (16,16%), metil
linoleato (5,49% ) e etil hexadecanoato (4,82%)
Propriedades Terapéuticas: Uso popular como
analgésico, estimulante da lactacdo e no tratamento de
nauseas e vomitos

Aplicacdes Biotecnoldgicas: Potencial antimicrobiano &

citotoxico, base para esludos de padronizagdo de

matérias-primas da flora nativa
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NAFTOQUINONAS: DA BIOPRO,SPECCAO A NANOTERAPIA -
OTIN,[IZACAO BIOTECNOLOGICA DE METABOLITOS
SECUNDARIOS COM ACAO REDOX E ANTI-TOPOISOMERASE

[sabelle Soares Menezes

Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Aplicadas a Produtos para Saude (PPG-CAPS),
Faculdade de Farmacia, Universidade Federal Fluminense, Santa Rosa — Niteroi 24241-000,
RJ, Brasil.

Laboratorio de Avaliagdo e Promocao da Satide Ambiental (LAPSA), Instituto Oswaldo Cruz,
Fiocruz, Rio de Janeiro 21040-360, RJ, Brasil.

1 INTRODUCAO
1.1 O PAPEL CENTRAL DOS PRODUTOS NATURAIS NA DESCOBERTA DE
FARMACOS

A crise de saude global contemporanea, marcada pelo aumento da resisténcia a
multiplos farmacos (MDR) em bactérias, fungos e células cancerosas, exige uma
reavaliacdo das fontes de protdtipos de farmacos. Neste contexto, os produtos naturais
mantém sua relevancia inquestiondvel, servindo como uma biblioteca quimica de
diversidade estrutural inigualavel, a qual inspirou cerca de metade dos agentes terapéuticos
aprovados nas ultimas décadas. A transicdo da medicina tradicional para a moderna
bioprospecg¢ao reafirma a importancia de investigar sé€ries quimicas com potencial bioativo
[1-5].

Entre os metabolitos secundarios de origem vegetal e microbiana, as naftoquinonas
(NQs) representam uma classe de compostos dicetonicos aromaticos derivados do ntcleo
naftalénico. Sua presenga em familias botdnicas como Bignoniaceae (7abebuia) e
Plumbaginaceae (Plumbago) (Figura 1) atesta sua importancia ecoldgica como defesa
quimica. Estruturalmente, a 1-4-naftoquinona ¢ o arcaboug¢o mais comum e reativo,
caracterizado por uma conformacado que facilita a ciclagem redox, o ponto focal de sua
notével e promissora atividade biologica [6-9].

Este capitulo oferece um panorama detalhado da aplicagdo das naftoquinonas na
saude, explorando seus mecanismos de acdo molecular contra patologias complexas e
delineando o papel transformador das aplicagdes biotecnoldgicas na otimizagdo de sua
producao e eficéacia terapéutica.

As naftoquinonas representam uma classe proeminente de compostos fenolicos,
abrangendo derivados de origem natural e analogos sintéticos, cuja arquitetura molecular €

definida por um nucleo dicetonico fundamentado na estrutura do naftaleno. Quimicamente,
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destacam-se as 1,4-naftoquinonas, as quais se distribuem amplamente na biosfera,
ocorrendo em espécimes do reino vegetal, fungos e bactérias. Nestes organismos,  tais
moléculas exercem funcgdes fisioldgicas criticas, atuando predominantemente
como transportadores de elétrons em sistemas bioenergéticos, como as cadeias
fotossintéticas e respiratorias. Esta competéncia funcional ¢ intrinsecamente ligada as suas
propriedades redox peculiares, viabilizadas pela presenca do grupamento dicetdnico no
anel naftalénico, o que permite a interconversao eficiente entre estados de oxidagao e
reducao [10-11].

Para além do seu papel metabolico central na bioenergética celular, as
naftoquinonas sdo classificadas como metabdlitos secundarios essenciais aos mecanismos
de defesa quimica. No contexto ecoldgico e evolutivo, estes compostos operam como
agentes de protecao contra fitopatdogenos, inibindo a proliferacao de bactérias, fungos e
microrganismos deletérios a integridade vegetal. A literatura cientifica corrobora essa
multifuncionalidade bioldgica, evidenciando que as atividades antibacteriana, antifungica e
antiparasitaria das naftoquinonas transcendem o ambito botdnico. Tais propriedades
conferem a essas moléculas um expressivo potencial farmacologico, demonstrando
eficacia ndo apenas contra patdogenos vegetais, mas também frente a agentes etiologicos de
doencas que acometem seres humanos e animais [12-13].

Estruturalmente, as naftoquinonas sao classificadas de acordo com o
posicionamento dos grupos carbonila no anel benzénico, sendo os isdmeros mais comuns

a 1,4-naftoquinona (para-naftoquinona) e a 1,2-naftoquinona (orto-naftoquinona) [14].

1.2 CLASSIFICACAO E TIPOS PRINCIPAIS
Para uma compreensdao taxondmica e quimica, as naftoquinonas podem ser
agrupadas em subcategorias baseadas em seus substituintes e fontes:

a) Lapachonas: Derivadas principalmente de cerne de arvores do género tabebuia
(Ipés). Destacam-se o Lapachol e a B-Lapachona, conhecidos por suas potentes
atividades antitumorais e antivirais [9].

b) Plumbaginas: Encontradas em plantas da familia Phumbaginaceae. A
Plumbagina ¢ notdéria por induzir estresse oxidativo e apoptose em células
neoplasicas [6].

¢) Junglonas: Tipicas de espécies da familia Junglandaceae Nogueiras). A Junglona ¢

um exemplo cléssico de aleloquimico com propriedades antimicrobianas [6].
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d) Vitaminas K: Representam naftoquinonas essenciais para a coagulagdo sanguinea
humana, sendo a vitamina K1 (filoquinona) de origem vegetal e a K2

(menaquinona) produzida por microrganismos [15].

Figura 1: Diagrama ilustrativo das estruturas quimicas de naftoquinonas proeminentes (Lapachol, B-Lapachona,
Plumbagina e Juglona) e suas respectivas fontes biologicas (ex: Tabebuia spp. ¢ Plumbago spp.), destacando as
posi¢des de substituicdo mais relevantes (C-2, C-3).

NAFTOQUINONAS: ESTRUTURAS QUIMICAS E FONTRES BIOLOGLICAS

Lapachol B-Lapachona Plumbagina Juglona

OH, o] HO © OH;

e soWlie:

@ © oH
Fonte: Tabebuia spp. Fonte: Tabebuia spp. Fonte: Plumbago spp. Fonte: Juglania spp.

|

Possicoes de Subsituacdo Relevatentes: C-2, 3
(destaciada em rerdod)

2 ESPECTRO DE ATIVIDADES BIOLOGICAS E MECANISMOS
QUIMICO-ESTRUTURAIS

A funcionalidade dicetdica do anel quindnico confere as naftoquinonas uma
proeminente reatividade eletrofilica e a capacidade de sofrer multiplas transformagdes in

vivo, resultando em um amplo leque de atividades farmacologicas [16-18].

2.1 ACAO ANTINEOPLASTICA SELETIVA

O principal foco do estudo das naftoquinonas ¢ a oncologia. Sua citotoxicidade ¢
frequentemente seletiva para células tumorais, o que € atribuido primariamente ao seu
mecanismo de ciclagem redox. As células cancerosas exibem um metabolismo alterado,
com niveis elevados de certas enzimas redutoras (como a NAD(P)H quinona
oxidorredutase 1, NQOI). A NQOI1 pode reduzir a naftoquinona ao, radical livre
semiquinona, que, na presenca de oxigénio molecular, rapidamente se reoxida, gerando
Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), notadamente o anion superoxido (O °) [19-21].

O actimulo descontrolado de EROs supera a capacidade de desintoxicacdo das

c¢lulas cancerosas, levando ao estresse oxidativo e a subsequente disfuncao mitocondrial.
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Este dano mitocondrial ¢ o principal gatilho para a via apoptoética intrinseca, que culmina

na morte celular programada [22-23].

2.2 MODULACAO DA INTEGRIDADE DO DNA

As naftoquinonas e seus derivados, como a -lapachona, também s3o reconhecidos
como venenos de topoisomerases. Elas se interagem com o complexo covalente formado
pelas enzimas Topoisomerase I e Il e o DNA. Ao estabilizar este complexo de clivagem, as
naftoquinonas impedem a religagao das fitas de DNA, resultando em quebras de fita dupla.
Esse dano gendmico massivo, ndo reparavel pela célula, ¢ um potente sinal de inducao de
apoptose, crucial para combater linhagens tumorais com mecanismos de reparo hiperativos

[24-25].

2.3 ATIVIDADES ANTIMICROBIANA E ANTIPARASITARIA
Além da oncologia, o esqueleto quinénico demonstra potente acdo contra agentes
infecciosos (Figura 2). A atividade antimicrobiana (antibacteriana, antifingica e antiviral) e
antiparasitaria (antimalarica, antileishmania) das naftoquinonas sdo igualmente ligadas a
sua capacidade de [26]:
e Inibir Enzimas Essenciais: Interromper vias metabolicas criticas do patdgeno, como
a sintese de acidos nucleicos ou a respiracao [26].
e Gerar EROs: O estresse oxidativo ¢ altamente toxico para parasitas e
microrganismos. O Mebendazol, por exemplo, atua contra 7ypanosoma cruzi em

parte através da indu¢do de EROs mediada pelo anel quindnico [26].
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Figura 2: Fluxograma detalhando a naftoquinona induzindo a morte celular por duas vias principais: (A) Geracao
de EROs viaNQOI, levando a disfun¢do mitocondrial e apoptose intrinseca; (B) Estabiliza¢do do complexo
Topoisomerase-DNA, resultando em quebras de fita dupla e sinalizagdo para apoptose.

Naftoquinona (NQ)

(A) (B)
NQO1 Estabiizacao do

Complexo
Topoisomare-DNA

¥ ¥

(Quinona Redutate)

_ Geracao de Quebras de Fita
g % Especies Dupla
'( ) de Oxoigino de DNA
(EROS)

'] ) 4

Sinalizacao para

Apoptose Intrinisca
(Morte Celular (Morte Celular

Programada) Programada)

3 A BIOTECNOLOGIA COMO PILAR PARA A OTIMIZACAO
TERAPEUTICA

Apesar de seu vasto potencial, as naftoquinonas enfrentam obstdculos no
desenvolvimento farmacéutico, notadamente a baixa solubilidade aquosa, a instabilidade
metabolica e a toxicidade ndo-seletiva em altas doses. A biotecnologia moderna oferece as

ferramentas necessarias para contornar estas barreiras [27-28].

3.1 PRODUCAO SUSTENTAVEL E ENGENHARIA METABOLICA
A extracdo de naftoquinonas de fontes naturais € frequentemente insustentavel e de
baixo rendimento. A biotecnologia aborda esta limitacao através de [29]:
e Culturas de Células Vegetais: O estabelecimento de culturas de células e 6rgdos em
biorreatores permite a producdo de metabolitos secundarios em condigdes

controladas e escalaveis [29].
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e Engenharia Metabodlica Microbiana: Esta técnica de biotecnologia moderna (ainda
uma crianca em termos de potencialidade, conforme a literatura) consiste na
manipulagdo genética de microrganismos hospedeiros (como Escherichia coli ou
leveduras) para que produzam as naftoquinonas de interesse. A insercdo de vias
biossintéticas completas permite o fornecimento de compostos puros, constantes e

em larga escala [30-32].

3.2 DESIGN RACIONAL E BIOTRANSFORMACAO
A quimica combinatoria aliada ao rastreio de alto rendimento (HTS) e a modelagem
in silico (QSAR) permite a rapida identificacao de analogos otimizados de naftoquinonas. A
biotransformagao, por sua vez, utiliza enzimas especificas ou microrganismos para realizar
modificacdes quimicas precisas no esqueleto da naftoquinona (ex: hidroxilagdo ou
glicosilagao). Estas modificagdes sao estratégicas para [33-35]:
e Aumentar drasticamente a solubilidade aquosa e, consequentemente, a
biodisponibilidade.
e Aumentar a seletividade pelo alvo molecular, reduzindo a toxicidade.

e Melhorar a estabilidade do composto no ambiente bioldgico.

3.3 NANODIRECIONAMENTO E ENTREGA SELETIVA
A nanobiotecnologia ¢ essencial para a translagdo clinica das naftoquinonas pouco
soluveis. O encapsulamento em nanossistemas (nanoparticulas lipidicas, micelas
polméricas ou lipossomas) permite [36-38]:
e Protecdo: Blindagem contra a degradacao metabdlica.
e Direcionamento Passivo: O acumulo preferencial no tecido tumoral,
explorando o Efeito de Permeabilidade e Retencdo Aumentada (EPR). Essa
abordagem localiza a agao citotoxica, minimizando a toxicidade sistémica do

composto.

4 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS
As naftoquinonas representam uma classe quimica de extrema relevancia, com
mecanismos de agcdo bem estabelecidos contra patdégenos e células tumorais (Figura 3),

principalmente através do desequilibrio redox e da interveng¢do na integridade do DNA. No
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entanto, sua plena realizacao terapéutica depende intrinsecamente do avanco das técnicas
biotecnologicas.

A integragdo da engenheira metabolica para producdo em escala e da
nanotecnologia para entrega direcionada esta superando as barreiras de solubilidade e
toxicidade. O futuro da pesquisa em naftoquinonas focar-se-4 na identificacdo de
biomarcadores que prevejam a resposta terapéutica (principalmente em relagao a expressao
de NQO1) e no desenvolvimento de nanossistemas inteligentes, capazes de liberacao
controlada do farmaco. Tais esfor¢os sao cruciais para transformar esses promissores

produtos naturais em agentes quimioteraopéuticos clinicamente aprovados.

Figura 3: Diagrama ilustrativo do fluxo mostrando a integragdo das fases: (A) Bioprospecgao/Extracédo; (B)
Engenharia Metabolica para Producao Sustentavel; (C) Biotransformagdo/QSAR para otimizacao; (D)
Nanodirecionamento via Efeito EPR, culminando na Aplicagao Clinica.
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RESUMO

As infecgdes fungicas invasivas (IFIs) ganharam grande relevancia nas ultimas décadas, pois
estdo associadas a altos niveis de mortalidade devido ao aumento de pacientes com algum tipo
de imunossupressao. Adicionalmente, o uso extensivo de moléculas antifingicas na agricultura
e o aquecimento global tém influenciaram o aumento de casos de resisténcia as moléculas
convencionais e o surgimento de cepas emergentes de dificil diagndstico e tratamento. A IFI
mais comum ¢ a candidiase invasiva. Candida albicans continua sendo o agente etioldgico mais
prevalente gragas a fatores de viruléncia, como o dimorfismo, que lhe conferem a capacidade
de colonizar os tecidos do hospedeiro e causar infeccdo generalizada. Para o tratamento da
candidiase invasiva, a sele¢dao de antifingicos concentra-se em trés familias: azois, polienos e
equinocandinas. Moléculas de tltima geracdo como anfotericina B lipossomal, posaconazol e
caspofungina sao caras e seu acesso ¢ limitado. Portanto o fluconazol ainda ¢ o antifingico mais
utilizado como primeira escolha no tratamento. No entanto, as taxas de resisténcia sao
frequentes. Na busca por terapias antifungicas alternativas, os produtos naturais fitoterapicos e
seus derivados tém ganhado grande interesse, contudo, seu mecanismo de acdo antifingico
ainda deve ser explorado. No presente capitulo abordamos generalidades sobre a candidiase,
seu tratamento e fitoterapicos com uso potencial para o tratamento da infec¢do fungica.

1 INTRODUCAO

Os fungos estdo amplamente distribuidos na natureza, a maioria deles vivem como
saprofitos. Estudos moleculares indicam que existem mais de 1,5 milhdes de espécies de
fungos na natureza, das quais apenas 300 espécies t€ém a capacidade de infectar humanos
(Blackwell, 2011; Garcia-Solache & Casadevall, 2010; Kohler et al., 2017). Portanto,
podemos afirmar que os fungos raramente acometem humanos. Para isso, eles precisam
atravessar as barreiras fisicas como a pele e as mucosas, ter a capacidade de se adaptar a
temperatura corporal, evadir o sistema imune e poder secretar fatores de viruléncia no
interior do hospedeiro (Kohler et al., 2017). Geralmente, este cenario, acontece
principalmente em individuos imunossuprimidos. Quando o fungo com potencial
patogénico consegue entrar na corrente sanguinea, desencadeia um amplo espectro de
manifestagdes clinicas, que vao de quadros leves até invasivos, com potencial risco de 6bito.

Anualmente, as infec¢des fungicas invasivas (IFIs) sao responsaveis pela internacao

de mais de um milhao de pacientes nos servigos de saude em todo o mundo. Além disso,
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IFIs estao associados a altas taxas de mortalidade oscilando entre 40-60% (Mane et al.,
2016; Peng et al., 2012; Perlin et al., 2017; Robbins et al., 2016; Sanguinetti & Posteraro,
2015). Para o seu tratamento, existe uma gama reduzida de antifingicos pertencentes a 3
familias: (i) azois, que bloqueiam a enzima lanosterol 14-a-demetilase, inibindo a sintese
de ergosterol, (ii) polienos, que se ligam irreversivelmente ao ergosterol, formando poros
na membrana celular e (iii) equinocandinas que bloqueiam a enzima B-(1,3)-D-glucana
sintase causando uma ruptura da parede celular (Ferreira et al., 2017; Mesa-Arango et al.,
2014; Pfaller et al., 2007).

Nas ultimas duas décadas, o numero de casos aumentou drasticamente,
principalmente em pacientes imunossuprimidos devido a fatores predisponentes, como
internagdo prolongada em UTI, cirurgias intra-abdominais, quadros avancados de
HIV/AIDS, uso de dispositivos médicos para nutrigdo parenteral € o uso indiscriminado de
antibidticos de amplo espectro (Arendrup et al., 2011; Calabrese et al., 2013; Pfaller et al.,
2007). Estas ultimas, afetam a microbiota nativa do individuo causando o surgimento de
patogenos oportunistas de origem endogena e exogena. Estima-se que o Brasil e a
Colombia tém a maior taxa de incidéncia de IFIs na América Latina, com uma taxa de 1,96
casos por 1.000 internagdes, acima das relatadas nos Estados Unidos, com 0,96 casos, e na
Europa, com 0,38 casos por 1.000 internagdes (Nucci et al., 2013). Candida albicans
continua sendo a espécie predominante, sendo isolada em 43,6% dos casos, seguida por C.
tropicalis (23,4%), C. parapsilosis (13,9%), C. glabrata (9,5%), C. guilliermondii (3,6%),
C. krusei (3,3%) e outros (2,7%) (Zuluaga Rodriguez et al., 2010). Ressalta-se que as
espécies ndo-albicans representam mais do 50% dos isolamentos, constituindo um grave
problema para a saude publica. Diante desse cenario, ¢ necessario identificar até nivel de
espécie os agentes etiologicos das candidiases e verificar os perfis de suscetibilidade desses
isolamentos clinicos aos antifingicos disponiveis, pois isso poderia otimizar a terapia

antifungica.

2 CANDIDEMIA E CANDIDIASE

O género Candida spp compreende cerca de 150 espécies onde Candida albicans
tem sido historicamente relatada como a espécie mais predominante em isolamentos
clinicos de pacientes com micose invasiva, com uma taxa entre 45-65% (Antinori et al.,
2016; Nucci et al., 2013). Nos Estados Unidos, a candidemia € considerada a quarta causa
mais comum de doengas da corrente sanguinea adquiridas em hospitais (Sanguinetti &

Posteraro, 2015; Williams & Lorenz, 2020)
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A candidemia ocorre quando leveduras do género Candida entram na corrente
sanguinea, de onde podem se espalhar para qualquer oOrgdo, causando candidiase
disseminada ou invasiva que muitas vezes leva a infec¢des abdominais e peritoneais,
meningites e endocardites. A fonte de infec¢do pode ser enddgena, da microbiota
gastrointestinal, da colonizacdo mucocutinea, e exogena, das maos ou de objetos
contaminados (Cortés et al., 2020; Paramythiotou et al., 2014). Os neutréfilos
desempenham um papel importante na IFI, pois, diante de um aumento da carga fungica
ou ruptura tecidual, os neutrofilos sdo recrutados para esses locais de infec¢do para
atacarem as leveduras por meio de diferentes mecanismos, como fagocitose, degranulacao
para liberagdo de mediadores toxicos, producdo de ROS (espécies reativas de oxigénio) e
formagao de armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs), portanto, a neutropenia € um

dos principais fatores predisponentes para o estabelecimento da candidiase invasiva (CI).

3 Candida albicans

C. albicans ¢ encontrada como uma levedura comensal pertencente a microbiota
das membranas mucosas, do trato gastrointestinal e do trato (Gongalves et al., 2016; Kohler
etal.,2017; Richardson et al., 2018). No entanto, diante uma queda na imunidade € ela pode
proliferar e penetrar nos tecidos do hospedeiro, tornando-se um patdégeno oportunista. C.
albicans ¢ capaz de causar infecgdes superficiais localizadas das membranas mucosas,
como candidiase oral e candidiase vulvovaginal, que comumente progridem para formas
recorrentes e cronicas (Gongalves et al., 2016).

C. albicans possui multiplos fatores de viruléncia: O dimorfismo, ou transi¢do de
levedura para hifa, ¢ a propriedade mais importante para sua patogenicidade. Essa transi¢ao
¢ favorecida por fatores externos como pH neutro, hipoxia e N-acetil-D-glucosamina
(Honorato et al., 2022; Kim et al., 2019). Além disso, a secre¢ao de enzimas extracelulares
como fosfolipase e proteases aumentam sua capacidade para aderir-se ao epitélio, penetrar
e colonizar nos tecidos do hospedeiro. A secrecao da toxina candidalisina causa injuria
tecidual severo, desencadeando uma resposta inflamatoéria que recruta as células fagociticas
(Moyes et al.,2016). Contudo, o contetdo hidrofobo da membrana celular da a propriedade
de sobreviver a fagocitose promovendo o desenvolvimento de lesdes cronicas nos tecidos

(Van Ende et al., 2019).
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4 ABORDAGENS BIOTECNOLOGICAS
4.1 TRATAMENTOS BASEADOS EM PRODUTOS NATURAIS

O desenvolvimento de um agente antifingico ¢ um desafio porque ha poucos alvos
potenciais de acdo que ndo sejam compartilhados pelo fungo e a espécie humana. O
antifungico ideal deve causar poucas interagdes medicamentosas, ser seguro em doses
eficazes, ter baixo custo-beneficio ¢ mostrar uma viabilidade farmacocinética alta nos
parametros de absor¢ao, distribui¢ao, metabolismo, excregao e toxicidade (Ahn, 2017). Na
busca por novos farmacos, as plantas constituem um grande recurso, pois estima-se que
uma alta propor¢do da populagdo mundial ainda utilize plantas ou seus derivados para o
tratamento de doencas (Newman et al., 2015). No Brasil, ¢ uma pratica antiga introduzida
desde os primordios dos povos indigenas e africanos (Oliveira et al., 2009).

Os principais compostos bioativos sao polifenois, flavonoides triterpenos,
fitoesterois, terpendides, polissacarideos, capsaicinoides, carotendides, tocoferois,
alcaloides e glucosinolatos (Camara et al., 2021, Talero et al., 2015). A maioria destas
moléculas agem como imunomoduladores na defesa contra infecgdes por C. albicans.
Participando na modulagao das vias inflamatoérias e oxidativas e a capacidade de inibir a
liberagao de IL-6, TNF-a e outros fatores inflamatoérios (Cardona et al., 2013, Michelle et
al., 2017). Recentemente foi descrita a producao de ROS exacerbado e dano oxidativo como
mecanismo de agdo contra C. albicans em extratos ricos em flavonoides a partir de caju e
manga ¢ em derivados purificados da planta Citrus grandis e Kalopanax pictus. A tabela

1, mostra alguns extratos de plantas e derivados ja testados in-vitro em C. albicans.

Tabela 1. Antecedentes sobre estudos da atividade antifungica de extratos de planta.

Planta / Composto isolado Parte Solvente MIC Referéncia

Extrato de folhas Hidroalcoolico 400 pg/mL (ROZyOOI gt) al,,
Anacardium occidentale Extrato de folhas etanolico 62,5 pg/mL (Queée(l)c;i)e tal.,
1 16 -32 (Ayepolaetal.,

Extrato de folhas Metanélico mg/mL 2009)
Artemisia annua Partes aéreas Etandlico 120 pg/mL (Kha;(())(ig)et al,,
Fruto Metanolico 1 pg/mL (Alj u2h 51 ;1;)6 tal,
Carica papaya YeuTa

Oleo essencial do carogo NA ug;mL (He et al., 2017)

Extraido do 6leo essencial de
canela (Cinnamomum sp.), cravo

Eugenol (Syzygium aromaticum), manjericao NA 500 pg/mL | (Loneetal., 2020)

(Ocimum basilicum) ¢ louro
(Laurus nobilis)

160 pg/mL

Hydrastis canadensis Extrato de folhas Metanodlico al., 2009)

40 pg/mL

(Kolaczkowski et
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Kalopanaxsaponin A Saponina ext;a;lc(izb:le Kalopanax NA 16 pg/mL (Lietal., 2020)
Carotenoide de Citrus grandis (Choi & Lee,
Lycopene Obeck NA 5 pg/mL 2015)
. . - (Bravo-Chaucanés
Piper nigrum Extrato de fruto Etandlico 2048 pg/mL etal., 2022)

3.2 ESTUDOS DE ALVOS TERAPEUTICOS USANDO CEPAS MUTANTES

Os estudos de genoma completo permitiram criar bases de dados com informagao da
funcdo de genes essenciais € ndo esséncias no modelo de levedura em S. cerevisiae
(Saccharomyces Genome database) e C. albicans (Candida Genome database). A partir
dessas plataformas, na atualidade existem bibliotecas de cepas com delecdo de genes
disponiveis para o estudo de novos alvos terapéuticos. Esta ferramenta fornece informacgoes
abrangentes sobre a ontologia de genes e proteinas, o que possibilita ensaios de letalidade
sintética e haploinsuficiéncia facilitando a pesquisa para a descoberta de novos alvos
terapéuticos e novos farmacos antifungicos (Robbins et al., 2016; Van den Broeck, 2015;
Zimmermann et al., 2018). Para abordar a letalidade sintética, trata-se de testar um novo
composto candidato. Este composto deve ser capaz de inibir o crescimento da levedura
selvagem, no entanto, a traves da colecdo de mutantes ¢ possivel observar leveduras
modificadas que ndo foram mortas pelo composto. Desta maneira € possivel observar
fenotipos de suscetibilidade e resisténcia a um mesmo composto. Por exemplo, C. albicans
usa bomba de efluxo para resistir a acdo dos antifingicos, usando mutantes incapazes de
expressar os genes das bombas de efluxo € possivel observar se o composto perde eficacia

na cepa selvagem devido a este mecanismo (Yamawaki et al., 2019).
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1 INTRODUCAO

Dor e inflamacao sao fendmenos centrais na pratica clinica e na pesquisa biomédica.
Do ponto de vista biologico, elas funcionam como ferramentas vitais para a nossa
sobrevivéncia: a dor atua como um alarme, sinalizando dano tecidual real ou potencial,
enquanto a inflamagao organiza a defesa e a reparagdo frente a agressoes fisicas, quimicas
ou infecciosas. Entretanto, quando esses processos se prolongam ou perdem o equilibrio,
deixam de ser protetores e passam a contribuir para a instalacdo de doengas cronicas,
incapacidade funcional e importante perda de qualidade de vida [1].

A atual defini¢do de dor, revisada pela International Association for the Study of
Pain em 2020, descreve a dor como uma “experiéncia sensorial e emocional desagradavel
associada, ou semelhante a associada, a dano tecidual real ou potencial”. Essa defini¢ao
destaca trés elementos fundamentais: primeiro, que a dor ¢ uma experiéncia sentida pelo
individio, ndo apenas um disparo elétrico nos nervos. Ela envolve também componentes
emocionais e cognitivos. Além disso, reconhece que a dor pode existir mesmo na auséncia
de lesao evidente, desde que os circuitos que a geram estejam alterados. Isso abre caminho
para a compreensao de sindromes dolorosas complexas e “invisiveis” ao exame fisico
tradicional [2,3].

Atualmente, a inflamacgao € hoje entendida ndo apenas como o classico conjunto de
sinais rubor, calor, tumor, dor e perda de funcao. Ela ¢ vista como um conjunto de respostas
celulares e moleculares extremamente organizado, que trabalha em total sintonia com o
nosso sistema de defesa [4]. Nessa visdo, a inflamag¢ao aguda bem resolvida é benéfica,
mas a inflamag¢do cronica, muitas vezes de baixo grau e persistente, estd implicada em
doencgas reumatologicas, neurodegenerativas, metabolicas, psiquiatricas € em grande parte
dos quadros de dor cronica [5].

Mesmo com tudo o que ja descobrimos sobre como o sistema nervoso € o

imunologico processam a dor, tratar sindromes cronicas na pratica ainda ¢ um grande
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desafio. A dissociagdo frequente entre intensidade da dor e grau de lesdo tecidual, bem
como a participacdo de circuitos neurais e vias inflamatdrias complexas, desafia modelos
terapéuticos tradicionais [2,6]. Analgésicos convencionais, anti-inflamatérios e opioides
continuam amplamente utilizados, mas apresentam eficacia varidvel e importantes riscos
associados ao uso prolongado. Diante disso, torna-se imprescindivel explorar estratégias
terapéuticas fundamentadas em mecanismos moleculares especificos [7].

E dentro desse cendrio que a biotecnologia se torna a base da inovagdo farmacéutica.
Hoje, ela consegue unir ferramentas avangadas, como a edigdo de genes, o uso de
anticorpos monoclonais e as ciéncias Omicas, para transformar a pesquisa de novas
terapias. Ao somar a inteligéncia artificial a biologia sintética e aos modelos que imitam o
corpo humano, os cientistas conseguem nao apenas encontrar novos alvos, mas projetar

farmacos de maneira muito mais estratégica e precisa [8,9].

2 CONCEITOS FUNDAMENTAIS DA DOR
2.1 NOCICEPCAO E EXPERIENCIA DOLOROSA

Entender a diferenca entre nocicepgao e dor ¢ hoje um dos pontos fundamentais para
quem estuda o tema. Embora no senso comum as pessoas tratem as duas como a mesma
coisa, biologicamente elas ocupam papéis bem distintos. A nocicepcdo refere-se ao
processamento neural de estimulos potencialmente lesivos por vias sensoriais
especializadas. J& a dor corresponde a experiéncia perceptiva consciente que surge da
integragdo desses sinais com redes corticais associadas a emog¢ao, cognicao e significado
que damos ao que estamos sentindo [3,10].

A redefinigdao proposta pela IASP em 2020 consolidou essa distingdo ao afirmar
explicitamente que dor e nocicepgao nao sao fenomenos equivalentes e que a dor ndo pode
ser inferida exclusivamente a partir da atividade de neurdnios sensoriais [3].

Do ponto de vista fisioldgico, a nocicep¢do tem inicio na periferia, por meio da
ativacdo de nociceptores, que sdo terminagdes nervosas livres sensiveis a estimulos
térmicos, mecanicos € quimicos, € envolve condugao aferente até o corno dorsal da medula
espinhal, seguida de proje¢des ascendentes do cérebro, como o tdlamo e o cortex. Esse
processo constitui a base neurobioldgica do sinal nociceptivo. Entretanto, a experiéncia
dolorosa propriamente dita surge apenas quando essas informagdes sdo integradas em redes
cerebrais complexas, que envolvem a insula, cortex cingulado anterior, cortex pré-frontal
e estruturas limbicas. E nessas areas que o estimulo deixa de ser apenas um dado técnico e

recebe uma carga emocional, contextual e motivacional do individuo [2].
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Essa integracao explica por que um mesmo estimulo nocivo pode ser percebido de
maneira distinta entre individuos, ou até pelo mesmo individuo em contextos diferentes.
Fatores como atencdo, expectativa, aprendizagem prévia, estado emocional, estresse e
contexto social influenciam a atividade das vias descendentes moduladoras da dor e alteram
a percepgao final do estimulo [11].

Além disso, em estados de dor persistente, alteracdes plasticas no sistema nervoso
central podem manter a experiéncia dolorosa independentemente da presenca continua de
dano tecidual periférico. Esse fenomeno, descrito como sensibilizacao central, constitui
base fisiopatologica para sindromes dolorosas nas quais nao ha lesdo detectavel ao exame

fisico tradicional [12].

2.2 DOR AGUDA, DOR PERSISTENTE E DOR CRONICA

A dor pode ser conceitualmente subdividida em dor aguda e dor cronica com base
em sua duracdo, mecanismos envolvidos e de como ela afeta o funcionamento do corpo. A
dor aguda ¢ uma resposta adaptativa imediata a uma agressao tecidual ou nociva, e
geralmente esté ligada a um dano fisico que conseguimos identificar claramente. Sua fungao
bioldgica € proteger o organismo, orientando comportamentos de evasdo e facilitando a
reparacao tecidual. Por outro lado, a dor cronica ¢ caracterizada por sua persisténcia por
periodos prolongados, sendo definida tecnicamente por uma durag¢ao superior a trés meses,
e frequentemente persiste mesmo apos a resolucao da lesdo inicial ou na auséncia de dano
tecidual continuo aparente [13,14].

A transi¢do da dor aguda para a dor cronica, ndo estamos falando apenas de um
sintoma que durou mais tempo, mas um processo dindmico que envolve alteragdes tanto
periféricas quanto centrais. Mecanismos como sensibilizacdo periférica, sensibilizagao
central, plasticidade sinaptica e disfunc¢ao dos sistemas moduladores de dor contribuem
para essa cronificagdo. A sensibilizagdo central, em particular, refere-se a amplificagao da
resposta neural dentro do sistema nervoso central, resultando em hipersensibilidade a dor
(hiperalgesia) e em resposta dolorosa a estimulos normalmente ndo dolorosos (alodinia)
[12,13]. Esse fendmeno pode ser observado em diversos estados de dor persistente em que
ndo ha uma lesdo fisica visivel ou ativa, como em sindromes dolorosas nociplasticas e
muitas condi¢des musculoesqueléticas cronicas [13].

Do ponto de vista clinico, o reconhecimento dessa transicdo exige uma mudanga
profunda na forma de diagnosticar e tratar o paciente. Enquanto na dor aguda o foco ¢

resolver a lesdo e a inflamagdo inicial, na dor crénica o objetivo ¢ lidar com um sistema
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nervoso que se remodelou de forma prejudicial, incluindo modula¢do dos mecanismos de
sensibilizagdo, oscilagdes emocionais e fatores cognitivos que influenciam o
processamento da dor [15,16]. Além disso, fatores emocionais e cognitivos modulam de
forma significativa o processamento da dor persistente, influenciando sua intensidade e
manutengao [2,17]. Essa compreensao justifica a necessidade de intervengdes que vao além
das medidas centradas apenas na lesdo, integrando abordagens farmacoldgicas,

comportamentais e neuromoduladoras [7,13].

2.3 MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS DA DOR

A dor ¢ uma experiéncia complexa, mas para facilitar o entendimento, a medicina a
organiza em trés categorias principais com base em sua etiologia, fisiopatologia e padroes
clinicos: nociceptiva, neuropatica e nociplastica. Essa classificacdo, que integra critérios
clinicos com os mecanismos biologicos, ¢ fundamental para orientar tanto a compreensao

cientifica quanto a abordagem terapéutica de diferentes sindromes dolorosas [18,19].

2.3.1 Dor nociceptiva

A dor nociceptiva ¢ desencadeada pela ativagdo de nociceptores periféricos em
resposta a estimulos que podem causar dano ou por uma inflamagao em areas como a pele,
os musculos e os oOrgdos internos. Esses sinais sdo codificados por vias aferentes
especializadas que sinalizam perigo ao sistema nervoso central. Esse tipo de dor geralmente
¢ proporcional a intensidade do estimulo nocivo e tende a cessar com a resolugdo da lesdo
ou agressao inicial. Por isso, na pratica clinica, ela é vista como aquela dor aguda, localizada

e relacionada a fungdo protetora do organismo frente ao dano tecidual [19].

2.3.2 Dor neuropatica

Diferente da dor nociceptiva, que depende de estimulos periféricos de risco tecidual,
a dor neuropatica decorre de lesdo ou disfungdo no proprio sistema nervoso
somatossensorial, podendo atingir tanto os nervos periféricos quanto o sistema central.
Essa condicdo pode surgir por diversos motivos, como trauma nervoso, compressao,
doencas metabolicas (como diabetes), infecgdes virais (como herpes zoster) ou até reagdes
autoimunes. Esses eventos podem causar uma desordem na sinaliza¢cdo nervosa, gerando
disparos anormais e tornando as vias de dor extremamente sensiveis. Clinicamente, ¢
frequentemente descrita como dor em queimagao, choque elétrico, formigamento ou dores

que surgem espontaneamente em areas ligadas a nervos especificos [19,20].
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2.3.3 Dor nociplastica

A dor nociplastica representa uma categoria mais recente € mecanisticamente
distinta. Ela serve para explicar aqueles casos em que o sistema de alerta do corpo sofre
uma alteragdo funcional, mas ndo conseguimos encontrar uma lesao 6bvia nos tecidos ou
um dano real nos nervos. Em outras palavras, a dor ocorre apesar da auséncia de estimulo
nocivo continuo ou de lesdo nervosa, refletindo disfungdo no processamento central de
sinais sensoriais. Esse quadro reflete uma desregulagdo nos circuitos de dor, quase sempre
ligada ao fendmeno da sensibilizacdo central. Esse tipo de dor ¢ frequentemente observado
em pacientes com fibromialgia, sindrome de dor miofascial, cefaleias cronicas e dor lombar
inespecifica, nas quais os pacientes costumam apresentar aquela dor espalhada pelo corpo
e uma sensibilidade muito alta ao toque, sintomas tipicos de um processamento sensorial

que perdeu o equilibrio [20,21].

2.3.4 Integracao de mecanismos e relevancia clinica

Na pratica clinica, ¢ fundamental entender que os trés mecanismos de dor, raramente
aparecem isolados. Na verdade, o que vemos com frequéncia sao pacientes com quadros
mistos, em que mecanismos nociceptivos, neuropaticos e nocipléasticos coexistem ou se
alternam para compor o nivel de sofrimento da pessoa. Isso acontece muito em casos de dor
cronica persistente, em que, por exemplo, uma lesao inicial pode desencadear sensibilizacao
central mantida mesmo ap6és a resolugio do estimulo periférico. E por isso que olhar para a
dor de forma ampla e entender como ela funciona mecanicamente ¢ o que permite ao
profissional escolher o caminho terapéutico correto, unindo medicamentos, técnicas de

neuromodulacao e o suporte de uma equipe multidisciplinar [20].

3 NEUROFISIOLOGIA DA NOCICEPCAO
3.1 TRANSDUCAO PERIFERICA

O processo da nocicep¢do tem inicio nas terminagdes nervosas dos neurdnios
sensoriais que se distribuem pela pele, musculos, articulagdes e visceras. Esses
nociceptores, sao equipados com um conjunto altamente especializado de receptores e
canais 10nicos, capazes de detectar estimulos térmicos, mecanicos € quimicos
potencialmente lesivos. Entre eles destacam-se os canais da familia TRP (como TRPVI,
sensivel ao calor e a capsaicina), canais sensiveis a protons (ASICs), canais

mecanossensiveis como Piezol e Piezo2, além dos receptores purinérgicos P2X ativados
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por ATP extracelular e os receptores acoplados a proteina G, que respondem a mediadores
inflamatérios como a bradicinina e as prostaglandinas [22,23].

Quando ocorre lesao tecidual, células danificadas liberam ions hidrogénio, ATP,
potassio e mediadores inflamatérios que interagem com esses sensores moleculares,
promovendo despolarizagdo da membrana neuronal. Se o limiar € atingido, canais de sodio
voltagem-dependentes (particularmente Nav1.7, Nav1.8 e Nav1.9) sdo ativados, iniciando
o potencial de agdo (Figura 1). Alteragdes funcionais nesses canais estdo fortemente
associadas a sindromes dolorosas humanas, mutagdes no gene SCNI9A (que codifica
Navl.7) podem causar tanto insensibilidade congénita a dor quanto quadros de dor

extrema, evidenciando seu papel critico na excitabilidade nociceptiva [24].
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Figura 1: Sensores Moleculares e o Inicio do Potencial de A¢do no Nociceptor Periférico. Detalhamento da
terminacdo nervosa livre expressando o repertdrio de canais idnicos responsaveis pela transducdo. Estdo
representados os canais TRPV1 (calor/capsaicina), ASICs (protons), e os mecanossensiveis Piezo2. A figura
enfatiza o papel critico dos canais de s6dio voltagem-dependentes Nav1.7, Nav1.8 e Nav1.9 no disparo do
potencial de agdo apos a despolarizagdo inicial mediada por ATP, bradicinina e ions H+.
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3.2 CONDUCAO E ORGANIZACAO DAS VIAS NOCICEPTIVAS

Assim que o sinal de alerta ¢ disparado na periferia, ele viaja até o sistema nervoso
central através de diferentes tipos de fibras, que variam tanto em espessura quanto em
velocidade de conducgao. As fibras Ao, por exemplo, possuem uma fina camada de mielina
e sdo as responsaveis por transmitirem sinais de dor rdpida e bem localizada,
frequentemente descrita como “aguda” ou “em pontada”. Por outro lado, as fibras C nao
possuem essa protecao e sao mais lentas. Elas transmitem uma sensa¢ao de dor mais difusa

e profunda, como uma “queimag¢do”, muitas vezes associada a componente afetiva da

experiéncia dolorosa [25].
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Ao chegarem a medula espinhal, especificamente nas laminas I, II e V do corno
dorsal, essas fibras liberam neurotransmissores como glutamato, substancia P e CGRP.
Essa liberagdo ativa receptores importantes nos neurénios de segunda ordem, como o
AMPA e o NMDA, impulsionando o sinal para o cérebro. A partir dai, os sinais sobem
pelos tratos espinotalamicos e espinorreticulares até o tdlamo, tronco encefalico e diversas
regides corticais, incluindo cortex somatossensorial, insula e cortex cingulado anterior,
onde o cérebro termina de processar a experiéncia, dando a dor sua localizacao fisica, seu

peso emocional e seu sentido cognitivo [16,26].

3.3 MODULACAO DESCENDENTE

O sistema nervoso central ndo € um receptor passivo de sinais periféricos. Ele exerce
um controle ativo por meio de varias vias que descem de regides cerebrais especificas,
como a substincia cinzenta periaquedutal, o nicleo magno da rafe e a formacgao reticular,
para ajustar como esses sinais sdo processados na medula. Esses sistemas utilizam
neurotransmissores inibitdrios como a serotonina, a noradrenalina, € 0s nossos proprios
opioides endogenos para reduzir a excitabilidade de neurdnios nociceptivos, exercendo
func¢ao inibitoria fisiologica [27].Contudo, em condi¢des de estresse cronico, depressao ou
inflamacao persistente, essas vias podem tornar-se disfuncionais, reduzindo a inibig¢do e/ou
aumentando a facilitagdo descendente. Isso contribui para o fendmeno de sensibilizagao
central, em que o sistema nervoso passa a responder de forma exagerada a estimulos

dolorosos ¢ até a estimulos normalmente in6cuos [15].

3.4 SENSIBILIZACAO CENTRAL E PLASTICIDADE SINAPTICA

A sensibilizagao central funciona como uma espécie de reprogramagao do sistema
nervoso, onde os neuronios da medula e do cérebro se tornam excessivamente sensiveis de
forma duradoura. A ativacao sustentada de receptores NMDA por glutamato leva a influxo
de célcio e ativagdo de cascatas intracelulares que recrutam enzimas como CaMKII e ERK,
modulam canais i6nicos e¢ promovem alteragdes de expressdao génica. Em termos
funcionais, isso se traduz em amplificagdo da resposta a estimulos, as areas de dor se
espalham e os caminhos que transmitem o sofrimento ficam facilitados. Pesquisas recentes
destacam que entender esses mecanismos ¢ a chave para decifrar como a dor deixa de ser
um alerta temporario e se transforma em uma condic¢ao crdonica [93].

Além de neurdnios, cé¢lulas gliais, especialmente microglia e astrécitos,

desempenham papel central nesse processo. Quando ativadas por lesdo nervosa, infeccao
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ou inflamagao sistémica, essas células mudam de fen6tipo e passam a expressar mediadores
pro-inflamatérios como TNF-a, IL-103, IL-6, além de liberarem moléculas moduladoras
como o BDNF. Esses sinais gliais alteram o equilibrio excitacdo/inibigao nos circuitos

espinhais, favorecendo a manutenc¢ao da dor cronica [28].

4 INFLAMACAO E RESPOSTA IMUNE NA GENESE DA DOR
4.1 INFLAMACAO AGUDA: RESPOSTA ADAPTATIVA

A inflamagdao aguda ¢ desencadeada por agressdes teciduais ou infecciosas e
caracteriza-se por vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular e migracdo de
leucocitos para o foco de lesdo. Neutrofilos, monocitos/macréfagos e mastdcitos liberam
mediadores como prostaglandinas, leucotrienos, histamina, bradicinina, TNF-a, IL-1p e IL-
6. Esses mediadores ndo s6 coordenam a defesa contra patégenos, mas também sensibilizam
nociceptores, diminuindo seu limiar de ativagdo. E o que explica, por exemplo, a
hipersensibilidade dolorosa de um tecido inflamado [29,30].

Em condigdes fisioldgicas, mecanismos pro-resolu¢ao, mediados por lipoxinas,
resolvinas e maresinas, atuam para interromper a resposta inflamatoria, promover a
fagocitose de detritos celulares e restaurar a homeostase. Esse processo ¢ comandado por
um grupo especial de mediadores de gordura conhecidos como mediadores lipidicos pro-
resolugao ou specialized pro-resolving mediators (SPMs). Essas moléculas promovem a
fagocitose de detritos, a remog¢ao de células inflamatoérias e o retorno a homeostase, sem
simplesmente suprimir a resposta imune. Esse equilibrio entre pré-inflamagdo e pro-

resolucdo ¢ essencial para que a dor inflamatoria aguda seja transitoria [31,32].

4.2 INFLAMACAO CRONICA E DOR PERSISTENTE

A inflamacao cronica se instala quando o corpo ndo consegue resolver a agressao
inicial, seja porque o agente agressor continua presente, porque os mecanismos de limpeza
e resolugdo falharam ou porque o proprio sistema imune perdeu o equilibrio. Nessa fase,
hé predominio de macréfagos, linfocitos T e B e formagdo de tecido de granulagao. A
produgao continua de citocinas pro-inflamatérias € quimiocinas contribui para um estado
de inflamacdo de baixo ou alto grau, que pode perdurar por anos, como observado em
doencas como artrite reumatoide, doengas inflamatodrias intestinais, lipus e outras
condig¢des autoimunes e cronicas [29,33].

Do ponto de vista da dor, a inflamacao cronica mantém a sensibilizagao periférica

(por acgao repetida de mediadores sobre nociceptores) e alimenta a sensibilizacdo central,
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ja que sinais nociceptivos persistentes reforcam as alteracdes plasticas no sistema nervoso
central. O que as pesquisas mais recentes tém destacado ¢ que o problema vai mais além,
pois a propria neuroinflamacao, isto €, a resposta inflamatoria dentro do proprio sistema
nervoso, ¢ um dos principais fatores na manutencao da dor crénica, combinando ativacao
de glia, infiltracdo de células imunes e alteracdo de barreiras hematoencefalicas [34].
Nesse cenario, a neuroinflamag¢do mobiliza varias células, incluindo a micréglia, os
astrocitos e as células endoteliais, que vao trabalhar em conjunto com o infiltrado imune
para manter o sistema nervoso em alerta maximo. A alteracdo que essas células provocam
na barreira hematoencefalica enchem o ambiente com citocinas produzidas localmente e o
efeito disso, ¢ um ajuste fino na excitabilidade neuronal, deixando os neurdnios em um
estado de prontidao exagerada que impede o sistema de desligar o sinal de dor, tornando o

quadro persistente [35].

4.3 INTERFACE NEUROIMUNE: DIALOGO BIDIRECIONAL

Atualmente, a ciéncia enxerga a dor crénica como um fendémeno neuroimune.
Neuronios sensoriais expressam receptores para citocinas e padrdes moleculares
associados a dano (DAMPs), enquanto células imunes e gliais expressam receptores para
neuropeptideos e neurotransmissores. Essa interagao faz com que o sistema imune module
a excitabilidade neuronal, e o sistema nervoso, por sua vez, regule fungdes imunes [36,37].

Esse eixo neuroimune foi detalhado em revisdes recentes, que mostram como
interacdes locais entre fibras nervosas, macrofagos, mastocitos e linfocitos podem
determinar se um quadro de dor serd autolimitado ou evoluird para cronico [38,39]. Essas
descobertas abriram novas frentes terap€uticas: interferir em receptores purinérgicos, em
vias de TLRs ou em moléculas de adesdao celular, por exemplo, pode modular

simultaneamente inflamacao ¢ dor [36,37].

5 ABORDAGENS FARMACOLOGICAS CONVENCIONAIS E SUAS
LIMITACOES
5.1 ANALGESICOS E ANTI-INFLAMATORIOS NAO ESTEROIDES (AINES)

Na pratica clinica, os AINEs estido entre os medicamentos mais prescritos no manejo
da dor aguda e inflamatodria, tanto em contexto ambulatorial quanto hospitalar. Seu
principal mecanismo de acao € a inibi¢ao das ciclo-oxigenases (COX-1 e COX-2), que sao
enzimas responsaveis pela sintese de prostaglandinas a partir do acido araquidonico. A

reducdo de prostaglandinas, em especial PGE,, atenua a vasodilatacdo, o aumento de
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permeabilidade vascular e a sensibilizagdo de nociceptores, o que diminui clinicamente o
edema ¢ a sensagao de dor [40,41].

No entanto, a inibicdo de COX-1, constitutiva, esta associada a efeitos adversos
gastrointestinais (gastrite, ulcera, sangramento) e renais, enquanto inibidores seletivos de
COX-2, embora reduzam eventos gastrointestinais, podem aumentar o risco
cardiovascular. Em contextos de uso cronico, como em doencas reumatologicas, essas
limitagdes sdao particularmente relevantes [40].

Ja a supressao seletiva de COX-2, embora tenham sido criados com a intengao de
proteger a mucosa gastrica, o uso clinico mostrou-se associado a aumento do risco de
problemas cardiovasculares maiores, como infarto agudo do miocardio e insuficiéncia
cardiaca, especialmente em doses elevadas e uso prolongado [42,43]. Meta-andlises e
revisOes recentes reforgam que tanto AINEs tradicionais quanto inibidores seletivos de
COX-2 podem aumentar o risco cardiovascular, o que exige uma avaliagao individualizada
de risco/beneficio, sobretudo em pacientes com doenga cardiovascular ou renal prévia
[40,42].

Em contextos de uso crénico, como em doengas reumatoldgicas, essas limitagoes
sdo particularmente relevantes. A necessidade de analgesia e controle inflamatoério de longo
prazo entra em tensdo com o risco cumulativo de eventos gastrointestinais, renais e
cardiovasculares, o que frequentemente obriga a reducao de dose, rotatividade de farmacos
ou associagao com gastroprotetores, sem necessariamente resolver o problema de base

[40,41]

5.2 OPIOIDES

Os opioides como morfina, oxicodona, fentanil, ainda sao os recursos terapéuticos
mais importantes da medicina para dor aguda intensa, pos-operatoria, traumatica e dor
oncoldgica moderada a grave. Seu principal mecanismo de acdo envolve a ativagdo de
receptores p-opioides em neurdnios periféricos, espinhais e supramedulares, levando a
inibicdo da liberagcdo de neurotransmissores excitatorios, como glutamato e substancia P e
hiperpolarizacao de neurdnios nociceptivos [44].Embora sejam extremamente eficazes no
curto prazo, o uso prolongado de opioides esta associado a uma série de problemas sérios
como tolerancia, dependéncia, constipacdo severa, depressdo respiratoria e risco de
overdose. Adicionalmente, h4 evidéncias de que a exposi¢ao cronica a opioides pode levar
a hiperalgesia induzida por opioides (opioid-induced hyperalgesia, OIH), em que a

exposicao prolongada pode paradoxalmente aumentar a sensibilidade a dor. A chamada

115



“crise dos opioides”, particularmente evidente em paises de alta renda, deixa claro os limites

de se basear o manejo da dor cronica em opioides sistémicos [44—47].

5.3 CORTICOSTEROIDES E IMUNOSSUPRESSORES

Os corticosteroides sintéticos, como prednisona, metilprednisolona e dexametasona,
mimetizam os efeitos dos glicocorticoides enddgenos. Eles possuem a capacidade de
assumir um amplo controle sobre a expressao de genes envolvidos em inflamacao e
resposta imune. Ao interagir com receptores glicocorticoides nucleares, esses farmacos
modulam a transcri¢do de citocinas, moléculas de adesdo, de enzimas pré-inflamatorias
como a COX-2 e mediadores da resposta imune, produzindo potente efeito anti-
inflamatoério e imunossupressor [40,48].

Apesar da eficacia, o uso cronico de corticosteroides estd associado a um amplo
espectro de eventos adversos dependentes de dose e duracdo de tratamento, incluindo
osteoporose e fraturas, ganho de peso, hipertensdo, hiperglicemia e diabetes, supressao
adrenal, maior suscetibilidade a infecgdes, catarata, glaucoma, alteragdes de humor e
alteragOes cutaneas [48]. Estudos observacionais e revisoes sistematicas recentes reforcam
que mesmo doses baixas por periodos prolongados podem resultar em complicagdes
metabodlicas e esqueléticas significativas, o que limita o emprego sustentado desses
farmacos em doencas inflamatoérias crénicas [49,50]

O uso de imunobioldgicos e imunossupressores convencionais (como metotrexato,
ciclosporina, anti-TNF) mudou completamente o cenario para quem convive com doengas
inflamatorias, mas também exigem monitorizagdo cuidadosa e ndo sdo desenhados
especificamente para modular mecanismos finos da dor. Ensaios clinicos e diretrizes
internacionais mostram que esses farmacos sdo capazes de alterar o curso da doenga,
reduzir dano estrutural articular e melhorar de forma substancial a fungao e a qualidade de
vida [51,52].

No entanto, essas terapias também exigem monitorizagdao cuidadosa de seguranga,
uma vez que podem aumentar o risco de infecgdes graves, reativagao de tuberculose e
hepatite B, eventos hematolégicos e, em situagdes especificas, complicagdes
cardiovasculares ou gastrointestinais [52]. Além disso, embora modulem de maneira eficaz
vias inflamatdrias centrais, muitos desses agentes nao foram desenvolvidos primariamente
para interferir de forma especifica em mecanismos de transdu¢dao e modulagdo da dor, e

sim na atividade global da doenga [53].
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Assim, o cendrio atual aponta para uma necessidade clara de novas terapias com
moléculas mais especificas, com perfis de seguranga mais favoraveis, e que sejam capazes
de interromper os mecanismos que sustentam a transi¢cao da dor aguda para a dor cronica,
incluindo sensibilizagdo periférica e central, neuroinflamacdo e disfuncdo das vias
moduladoras descendentes. Esse contexto impulsiona o desenvolvimento de terapias alvo-
dirigidas, anticorpos monoclonais, pequenas moléculas seletivas e abordagens baseadas em

biotecnologia para dor e inflamacgao [53-55].

6 BIOTECNOLOGIA NA DESCOBERTA DE NOVOS FARMACOS PARA
DOR E INFLAMACAO
6.1 CIENCIAS OMICAS E MEDICINA DE PRECISAO

O avango das tecnologias conhecidas como “Omicas” (gendmica, epigendmica,
transcriptomica, protedmica, metabolomica) permitiu mapear de forma muito clara redes de
genes e proteinas envolvidas na nocicep¢ao, neuroinflamacao e inflamagao sistémica. Em
dor cronica, estudos de transcriptomica de alto rendimento em ganglios da raiz dorsal,
medula espinhal e estruturas corticais permitiu identificar assinaturas especificas
associadas a diferentes sindromes dolorosas, incluindo dor neuropatica, inflamatoéria e
nociplastica (por exemplo, sindromes de dor musculoesquelética cronica) [19,56].

Analises de transcriptoma em nivel de célula tnica e de nacleo unico revelaram
subpopulacdes de neurdnios sensoriais com perfis moleculares distintos, distinguindo
fibras nociceptivas especificas para estimulos térmicos, mecénicos ou quimicos, bem como
neurdnios particularmente propensos a sensibilizagdo em estados de dor persistente. Essas
abordagens permitiram a consolidacdo do conceito de que “tipos de dor” podem
corresponder a assinaturas moleculares especificas, o que abre espaco para classificagoes
mecanisticas mais refinadas e para uma medicina personalizada, onde o tratamento ¢
escolhido com base no perfil de expressdo génica de cada paciente [19,57].

Na prética de descoberta de farmacos, dados dmicos sao utilizados para trés frentes
principais:

e Identificagdo de novos alvos terapéuticos — canais i0nicos (por exemplo, Nav1.7—
Navl.9), receptores purinérgicos, moléculas da via inflamasoma e mediadores
neuroimunes superexpressos em neuronios ou células gliais de individuos com dor

cronica [19,58].
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e Descoberta de biomarcadores — moléculas mensurdveis em sangue, liquor ou outros
fluidos bioldgicos que permitam estratificar pacientes, prognosticar risco de
cronificagdo ou prever resposta a terapias especificas [19].

e Apoio a medicina de precisdo — integracdo de dados gendmicos, transcriptomicos e
clinicos para selecionar terapias com base no perfil molecular do paciente, em
oposicao a estratégias “tamanho Unico” que ignoram heterogeneidade bioldgica

[56,59].

Revisdes recentes em farmacologia da dor mostram que a combinagdo de
abordagens oOmicas com modelos experimentais mecanisticos vem acelerando a
identificacdo de alvos e refinando a compreensao de como neuroinflamagao, plasticidade

sinaptica e alteragdes de canais i0nicos sustentam a dor croénica [19,56,59].

6.2 EDICAO GENICA E CRISPR

A tecnologia CRISPR-Cas transformou a biologia experimental ao permitir a edi¢ao
precisa de genes em cé€lulas e organismos. Na pesquisa em dor, CRISPR tem sido utilizado
para inativar genes especificos (como canais Nav, receptores de citocinas, receptores
purinérgicos) em modelos animais, permitindo avaliar diretamente sua contribui¢io para a
nocicepgao e a dor cronica [58,60].

Mais recentemente, combinagdes de CRISPR com bibliotecas genéticas de larga
escala viabilizam “screens” funcionais que avaliam, em paralelo, centenas ou milhares de
genes quanto ao seu impacto em fenotipos relacionados a dor, inflamagao e sobrevivéncia
celular. Tais “screens” permitem priorizar alvos com base em evidéncias funcionais em
modelos celulares e animais, antes de avancar para validagao pré-clinica aprofundada
[60,61].

No campo translacional, a aprovacdo de terapias baseadas em edi¢do génica para
doengas como anemia falciforme, utilizando reativagao de hemoglobina fetal via CRISPR,
demonstra que essa tecnologia deixou de ser apenas experimental e entrou na clinica,
estabelecendo um precedente para futuras aplicagdes em doengas inflamatoérias e talvez, no
futuro, em sindromes dolorosas genéticas. Em 2023, a U.S. Food and Drug Administration
aprovou o uso clinico de exagamglogene autotemcel (Casgevy), primeira terapia baseada
em CRISPR/Cas9 aprovada para tratar doencga falciforme e beta-talassemia, demonstrando
que a edi¢do precisa de células-tronco hematopoéticas ¢ vidvel e segura em humanos

quando criteriosamente controlada [62,63].
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6.3 BIOINFORMATICA E INTELIGENCIA ARTIFICIAL APLICADAS A DESCOBERTA
DE FARMACOS
A descoberta tradicional de farmacos ¢ um processo longo, caro e com alta taxa de
fracasso. Em resposta, a ci€éncia tem apostado cada vez mais no uso da bioinformatica e na
inteligéncia artificial (IA) em todas as etapas, desde a identificagdo de alvos até o desenho
de moléculas e a andlise de ensaios clinicos, vem crescendo exponencialmente. O
diferencial vem do uso de ferramentas de aprendizado de maquina e deep learning que
conseguem integrar e interpretar dados estruturais de proteinas, perfis de expressao génica,
resultados de triagens de compostos e informagdes clinicas, permitindo [64,65]:
e Priorizar alvos com base em multiplas camadas de evidéncia;
e Realizar triagem virtual de bibliotecas imensas de moléculas, reduzindo o
numero de compostos que precisam ser testados em bancada;
e Prever propriedades farmacocinéticas, toxicidade e interagdes off-target;
e Apoiar o reposicionamento racional de farmacos para condi¢des inflamatdrias e

dolorosas complexas [64,65]

Estudos recentes descrevem como IA vem sendo aplicada especificamente a
descoberta de farmacos anti-inflamatorios, ao modelar vias como NF-«kB, JAK/STAT,
COX-2 e IL-6, com potencial de identificar novos moduladores com melhor perfil de
seguranca [64,65]. Em paralelo, plataformas de IA comegam a ser aplicadas ao campo da
dor, integrando dados dmicos, clinicos e de neuroimagem para sugerir novos candidatos

terap€uticos e subgrupos de pacientes com maior probabilidade de resposta [19,59].

6.4 ORGANOIDES, ORGAOS-EM-CHIP E OUTROS MODELOS HUMANIZADOS

Um dos problemas mais comuns na criagao de novos medicamentos ¢ a dificuldade
de traduzir o que vemos em testes com animais para o que realmente acontece no corpo
humano. Para superar esse obstaculo, a biotecnologia vem desenvolvendo modelos
complexos baseados em células humanas, como os organoides, tecidos bioimpressos e
“orgdos-em-chip”. A grande vantagem desses sistemas ¢ que eles mimetizam de forma
mais fiel a fisiologia humana, permitindo testar fArmacos em contextos que reproduzem
melhor a microarquitetura de tecidos-alvo, por exemplo, microambiente extracelular e, em

alguns casos, até o fluxo de fluidos e multiplos tipos celulares [66,67].
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Na area de dor e inflamagao, ja estamos vendo o uso pratico de organoides neurais,
culturas trilaminares (neurdnios, astrécitos, microglia) e modelos de sinovidcitos humanos
sobre chips microfluidicos para estudar mecanismos de neuroinflamacao, barreira
hematoencefalica, toxicidade de farmacos e efeitos de novos candidatos analgésicos e anti-
inflamatorios. Esses modelos humanizados tém se mostrado promissores para melhorar a
predi¢ao de eficacia e segurancga, reduzindo falhas nas etapas finais do desenvolvimento
clinico [67,68].

Embora ainda coexistam com modelos animais, a tendéncia é de uso
progressivamente maior de organoides e “6rgdos-em-chip” como plataformas de triagem,
especialmente em doencas neurodegenerativas, reumatoldgicas e intestinais inflamatorias,
nas quais a interagdo entre células imunes, neurdnios e cé¢lulas estruturais (como

sinoviocitos ou enterocitos) ¢ central para a génese da dor cronica [66,69].

6.5 ANTICORPOS MONOCLONAIS E TERAPIAS BIOLOGICAS

Os anticorpos monoclonais representam uma das classes de farmacos
biotecnoldgicos de maior sucesso nas ultimas décadas. Na interface entre dor e inflamacao,
destacam-se anticorpos anti-TNF, anti-IL-6 e anti-IL-17, amplamente utilizados em artrite
reumatoide, espondiloartrites e doengas inflamatoérias intestinais [59,70].

Embora sejam descritos principalmente como moduladores de atividade de doenga,
sua acao sobre citocinas-chave reduz dor articular e melhora fung¢ao fisica, mostrando como
a modulagdo imune pode ter efeito indireto, porém robusto, sobre a experiéncia dolorosa
[70].

Mais recentemente, anticorpos dirigidos ao peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP) e ao seu receptor foram aprovados para prevencao de crises ocasionais
de enxaqueca e cronica. Esses biologicos atuam diretamente em vias neurovasculares
envolvidas na geragdo da crise, constituindo um exemplo claro de como o entendimento de
mecanismos moleculares especificos pode resultar em terapias altamente direcionadas
[71,72].

Ensaios clinicos com anticorpos anti-NGF (fator de crescimento nervoso)
mostraram potente efeito analgésico em dor osteoarticular, mas foram limitados por
eventos adversos articulares graves em alguns pacientes, ilustrando que mesmo terapias

“alvo-especificas” podem interagir com fungdes fisioldgicas importantes [70,73].
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6.6 TERAPIA GENICA E CELULAR EM CONDICOES INFLAMATORIAS E
DOLOROSAS

A terapia génica busca introduzir, remover ou modular a expressao de genes
terap€uticos em células do paciente, utilizando vetores virais (como AAV, lentivirus) ou
sistemas de entrega ndo virais. Em modelos experimentais, estratégias de terapia génica tém
sido utilizadas para aumentar a expressdo de moléculas anti-inflamatoérias (como IL-10) ou
de analgésicos endogenos, reduzir a expressao de receptores pro-nociceptivos ou canais
16nicos envolvidos em sensibilizagao, ou ainda para modular vias de neuroinflamacao por
meio da regulacdo de mediadores como TNF-a ou IL- [61,74].

RevisOes recentes detalham o wuso de ferramentas inovadoras, como
oligonucleotideos antisense, siRNA, e técnicas como a optogenética, quimiogenética € o
CRISPR, todas direcionadas a neurdnios sensoriais primarios, c€lulas gliais ou condrécitos,
visando a analgesia sustentada e mais especifica. Os vetores AAV, em particular, tém se
destacado como plataforma promissora para terapia génica em dor, pela capacidade de
transduzir neurdnios e células ndo-neuronais com relativa seguranca e duracao prolongada
de expressao [61,75].

Jano campo das terapias celulares, as atengdes estdo voltadas para o uso das células-
tronco mesenquimais (MSCs) e suas vesiculas extracelulares, que exibem propriedades
imunomoduladoras e pro-regenerativas. Estudos pré-clinicos mostram que MSCs e seu
secretoma conseguem aliviar a dor inflamatoria, neuropatica e relacionada ao cancer por
meio da modulagdo de respostas imunes e da neuroinflamagao [76—78]. No entanto, quando
levamos esses achados para a pratica clinica, especialmente em osteoartrite e outras
doencgas musculoesqueléticas, o cenario ¢ mais complexo. Embora existam sinais de
melhora modesta da dor e da fun¢ao em alguns contextos, a ci€ncia ainda lida com dados
muito variados e resultados conflitantes sobre magnitude e durabilidade do efeito analgésico

[79-81].

6.7 BIOLOGIA SINTETICA, VACINAS E NANOTECNOLOGIA

A biologia sintética combina principios de engenharia com biologia para projetar
circuitos genéticos e sistemas celulares com fungdes desejadas. Na area de farmacos, isso
inclui a produgdo de moléculas terapéuticas por microrganismos geneticamente
modificados, desenvolvimento de biossensores para detec¢ao de mediadores inflamatérios
e construcao de sistemas de liberagao inteligentes de drogas que respondem a pH, citocinas

ou outros marcadores de inflamagao [82,83].
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As plataformas de vacinas de DNA e RNA, amplamente consagradas durante a
pandemia de COVID-19, demonstraram que ¢ possivel desenhar rapidamente moléculas
informacionais capazes de induzir respostas imunes especificas. Em teoria, abordagens
semelhantes poderiam ser usadas para tumores, para modular respostas imunes em doencas
inflamatoérias cronicas, ou até para induzir tolerancia a autoantigenos [84,85].

A nanotecnologia, por fim, traz um recurso inovador ao possibilitar que farmacos
sejam encapsulados em nanoparticulas, garantindo que cheguem com precisao aos tecidos
que realmente precisam de tratamento. Nanocarregadores podem atravessar barreiras
biologicas, o que permite reduzir a dose sistémica necessaria e minimizar efeitos adversos,
além de permitir combinac¢des de moléculas com diferentes mecanismos em um tUnico
sistema de entrega [86—88].

Avancos na nanomedicina tém viabilizado o desenvolvimento de sistemas baseados
em nanomateriais para a liberagdo direcionada de anestésicos locais, AINEs e fitoterapicos
em modelos de dor, com prolongamento significativo da analgesia e redugdo de
neurotoxicidade e inflamacao local [88—90]. Ao mesmo tempo, a convergéncia entre
biologia sintética e nanomedicina vem gerando plataformas hibridas em que células ou
vesiculas derivadas de células sdo combinadas com materiais nanoestruturados para obter
respostas mais precisas ¢ adaptativas em doengas inflamatorias [91,92].

Embora muitas dessas abordagens ainda estejam predominantemente em estagios
pré-clinicos, o conjunto de evidéncias aponta para um cenario em que biologia sintética,
vacinas de nova gera¢do e nanotecnologia tendem a se integrar a farmacoterapia da dor e
da inflamacdo, seja como terapias autdbnomas, seja como plataformas de liberagdo para

moléculas ja conhecidas.

7 DESAFIOS E PERSPECTIVAS NO DESENVOLVIMENTO DE
FARMACOS

Apesar dos grandes avangos em biotecnologia, criar novos medicamentos para a dor
ainda ¢ um grande desafio. Estudos recentes de patologia da dor e em transi¢cdo da dor aguda
para a cronica deixam claro que a dor persistente nao € uma condi¢ao tnica, mas um mosaico
de sindromes com origens muito diferentes, nas quais interagem variagdes genéticas e
epigenéticas, remodelacdo neuroplastica, fatores psicossociais € comorbidades sistémicas.
Assim, um alvo molecular que se mostra promissor em determinado subgrupo de pacientes

pode ser irrelevante em outro [19,93,94].
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Além disso, muitos candidatos a farmacos falham em fases avancadas de ensaios
clinicos por falta de eficacia ou seguranga insuficiente, apesar de resultados pré-clinicos
encorajadores. No campo da dor, temos exemplos importantes, como antagonistas de NK 1
e moduladores de TRPV 1, que exibiram resultados robustos em modelos animais, mas nao
se traduziram em beneficio clinico significativo. Esses episddios evidenciam os limites dos
modelos animais tradicionais e reforcam a importancia de modelos humanizados e de
estratégias de medicina de precisao [95-97].

Do ponto de vista ético e regulatério, as terapias génicas e celulares, bem como
intervengdes baseadas em edi¢do génica, trazem desafios adicionais. Esses produtos exigem
monitorizac¢ao de longo prazo, particularmente em relagao a efeitos tardios, genotoxicidade,
alteragdes germinativas potenciais e impactos inesperados na saude global do paciente.
Paralelamente, surge um debate necessario sobre economia e bioética: o custo altissimo
dessas inovagdes pode aprofundar as desigualdades no acesso a saude, tanto entre paises
quanto dentro de um mesmo sistema, colocando em tensdo o potencial transformador

dessas tecnologias e a capacidade real de incorpora-las de forma justa e duradoura [98,99].

8 CONSIDERACOES FINAIS

Dor e inflamagdo deixaram de ser compreendidas como fendmenos simples,
lineares, ou exclusivamente periféricos e passaram a ser compreendidas como expressoes
de redes neuroimunes complexas, sujeitas a modulagdo por fatores genéticos, epigenéticos,
psicossociais e ambientais [19,93,94]. Essa mudanga de paradigma tem consequéncias
diretas para a farmacologia: analgésicos e anti-inflamatérios tradicionais continuam
importantes, mas sao claramente insuficientes para lidar com a carga global de dor cronica
e doengas inflamatorias [59,95,100].

Ao unir campos tao distintos e avangados como a bioinformatica, as terapias génicas
e a biologia sintética, a biotecnologia nos entrega hoje um conjunto de ferramentas sem
igual para explorar novos alvos e estratégias terapéuticas. Ao mesmo tempo, esse avango
tecnologico impoe o desafio de traduzir descobertas sofisticadas em intervengdes seguras,
acessiveis e efetivas para populagdes diversas, evitando que terapias altamente inovadoras
fiquem restritas a centros de satde privilegiados, garantindo que o progresso cientifico se
traduza em um beneficio real para todos os pacientes [101-103].

Nesse contexto, o futuro da farmacologia da dor e da inflamacgdo dependera nao
apenas de avancos tecnoldgicos, mas também de escolhas regulatérias, politicas e éticas

que favoregam modelos de desenvolvimento mais transparentes, colaborativos e
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inclusivos, de forma a garantir que os beneficios da biotecnologia cheguem de maneira

equanime aos pacientes que mais deles necessitam.
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RESUMO

O aparecimento de doengas parasitirias estd diretamente associado as condigdes de vida
precarias, especialmente a auséncia de saneamento basico e as desigualdades socioecondmicas.
Entre essas doencas negligenciadas destaca-se a esquistossomose, causada por parasitas do
género Schistosoma, cujo ciclo de vida envolve moluscos como hospedeiros intermediarios,
etapa essencial para a infec¢do humana. Trata-se de uma das parasitoses mais disseminadas no
mundo, presente em 78 paises, sobretudo nas regides das Américas, Africa e Asia. Brasil é o
pais mais afetado, com cerca de 1,5 milhao de casos, concentrados principalmente no Nordeste.
No contexto epidemioldgico brasileiro, as espécies Biomphalaria tenagophila, Biomphalaria
straminea e Biomphalaria glabrata, destacam-se como os principais hospedeiros intermediérios
envolvidos na transmissdo. Atualmente, a niclosamida ¢ o tinico moluscicida comercialmente
disponivel e aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), porém seu
uso apresenta limitagdes operacionais € ambientais. Diante disso, pesquisas tém investigado
alternativas baseadas em produtos naturais, como extratos brutos, fragdes, 6leos essenciais e
compostos isolados. Apesar do potencial bioldgico, muitos desses compostos apresentam baixa
solubilidade em &gua, volatilidade e instabilidade, dificultando sua aplicagdo em ambientes
aquaticos. Nesse cendrio, as nanoemulsdes emergem como uma estratégia promissora, pois
possibilitam a incorporagdo e estabilizagdo de substancias hidrofobicas em matrizes aquosas,
aumentando sua biodisponibilidade, estabilidade e eficacia bioldgica. Atualmente, foi possivel
observar evidéncias de nanoformulagdes que podem atuar tanto sobre o molusco hospedeiro
quanto sobre as formas infectantes do parasito, contribuindo para a interrupgao da transmissao
da esquistossomose. Dessa forma, a nanoformulagdo apresenta uma alternativa inovadora e
potencialmente essencial para o manejo integrado e o controle dessa importante parasitose.

1 INTRODUCAO

O aparecimento de doengas parasitarias estd relacionado as condi¢oes de vida
precarias da populagao, especialmente a falta de saneamento bdasico e as condig¢des
inadequadas de moradia, refletindo diretamente o baixo nivel de desenvolvimento
economico (Pereira, 2013; Miller et al., 2024; Ministério da satde, 2024). Tais doengas
representam um problema de satide publica, atingindo milhdes de pessoas ao redor do

mundo (Melo et al., 2019).
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A esquistossomose, por exemplo, ¢ a segunda doenga parasitaria mais significativa
em termos de impacto na saude publica, estando atrds apenas da malaria (Rocha et al.,
2016). O agente etiologico da esquistossomose foi identificado em 1852 pelo pesquisador
Theodor Bilhar, e a doenga tem suas origens nos rios Nilo, na Africa, e Yangtze, na Asia
(Artal, 2012).

Essa doenca negligenciada ¢ causada por parasitas do género Schistosoma, que
utilizam moluscos como hospedeiros intermediarios na forma infectante, facilitando assim
a transmissao para os seres humanos (Katz, Peixoto, 2000; Klohe et al., 2021; Rangel et
al., 2023). Popularmente conhecida como doenga do caramujo, bilharziose, xistose ou
barriga d'agua, a esquistossomose representa um grande problema de satde publica no
Brasil ha décadas, conforme indicam os dados da Organizagdo Mundial da Satde (OMS)
(Rangel et al., 2023).

Embora o diagndstico e o tratamento da esquistossomose sejam relativamente
simples e eficazes quando realizados precocemente, a doenga pode agravar para formas
clinicas mais graves na auséncia de uma assisténcia qualificada. Dentre essas
manifestacoes, destaca-se a esquistossomose hepatoesplénica, caracterizada pelo aumento
progressivo do figado e do bago, podendo ocasionar complicagdes clinicas significativas e
comprometer a vida dos individuos afetados (Katz; Almeida, 2003; Rodrigues et al., 2021).

O medicamento para o tratamento dessa doenga parasitaria ¢ o praziquantel (Figura
1), comercializado sob o nome Biltricide®. Este farmaco apresenta baixa toxicidade e alta
eficacia, sua administracdo ocorre por via oral utilizando a dose tnica de 40 mg/kg. No
Brasil, o medicamento apresenta taxa de cura em torno de 78%, enquanto em paises
africanos, utilizando a dose de 60 mg/kg, os indices de cura variam entre 70% e 100%.
Apesar de sua ampla eficacia, o praziquantel pode causar efeitos colaterais como nausea,
diarreia, urticaria e cefaleia, além de apresentar limitagdes importantes, pois ndo ¢ capaz
de eliminar formas imaturas do helminto e ndo previne reinfec¢des (Rey, 2008; Luna;

Campos, 2020; Klohe et al., 2021).
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Figura 1: Férmula estrutural quimica do Praziquantel. Nome IUPAC: 2-(Cicloexilcarbonil)-1,2,3,6,7,11b-
hexaidro-4H-pirazino[2,1-a]isoquinolin-4-ona

(http://www.uft.edu.br/parasitologia/pt BR/farmacos/praziquantel/qu%C3%ADmica/index.html).

A esquistossomose, doenga endémica, ¢ transmitida pelo contato com agua doce
contaminada por cercarias de Schistosoma mansoni, a forma larval infectante do parasita
(Rocha et al., 2016). Os focos de transmissao geralmente ocorrem em areas de baixo nivel
socioecondmico, tanto em regides urbanas quanto rurais, onde ha auséncia de saneamento
bésico e agua tratada (Coura, 2008; Rangel et al., 2023).

O ciclo se inicia quando individuos infectados eliminam ovos do parasita nas fezes,
que, ao entrarem em contato com a agua, liberam miracidios, primeira forma larval. Esses
miracidios infectam moluscos hospedeiros intermediarios, nos quais se desenvolvem por
cerca de duas a cinco semanas até originar cercarias. Liberadas pelo molusco em ambiente
aquatico com luz e calor adequados, as cercarias penetram ativamente na pele de humanos,
completando a infec¢ao do hospedeiro definitivo (Figura 2) (Coura, 2008; Rangel et al.,
2023; Ministério da Satude, 2024).
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Figura 2: Representacdo esquematica do ciclo bioldgico de Schistosoma.
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A doenga ¢ considerada uma das parasitoses mais disseminadas mundialmente,
estando presente em 78 paises, sobretudo nas Américas, Africa e Asia. Segundo dados da
Organizacao Mundial da Satide (OMS) cerca de 258 milhdes de pessoas estejam infectadas,
sendo que 52 desses paises apresentam transmissao moderada a alta (OMS, 2020). Nas
Américas, o Brasil ¢ o pais mais afetado, com aproximadamente 1,5 milhdo de casos,
concentrados principalmente na regido Nordeste (Ministério da Saude, 2014).

No Brasil, a esquistossomose apresenta elevados indices endémicos, especialmente
nos estados de Pernambuco, Bahia, Alagoas e Sergipe, além de areas das regides Sudeste
e Sul (Figura 3). De acordo com o Manual de Vigilancia da Esquistossomose, entre 2010
e 2012 foram registrados 1.464 oObitos e 941 internacdes para cada 100 mil habitantes

infectados por S. mansoni (Rocha, 2016; Katz, 2018).
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Figura 3: Distribui¢do da esquistossomose de acordo com as areas de endemicidade —Brasil, 2019.
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Fonte: Sistema de Informacao do Programa de Vigilancia e Controle da Esquistossomose (SISPCE/SVS/MS).
Dados acessados em: 28/11/2023.

Um estudo realizado em 2013 estimou que os custos sanitarios € ndo sanitarios
associados aos casos graves de esquistossomose no Brasil alcangaram aproximadamente
R$ 1.010.278,79. Essa estimativa considerou, principalmente, os gastos decorrentes das
internacdes hospitalares, que representam uma das maiores parcelas do 6nus econdmico da
doenca, especialmente nos casos em que ha evolucdo para formas clinicas mais severas.
Esses dados evidenciam o impacto significativo da esquistossomose sobre o sistema de
saude publica, assim como custos relacionados a falta de produtividade e a necessidade de
cuidados prolongados (Nascimento, 2013).

Posteriormente, em 2015, outra pesquisa analisou de forma mais abrangente os
principais gastos relacionados a esquistossomose, incluindo casos positivos, formas graves
da doencga, internagdes e Obitos. Os custos diretos em saude foram estimados em
aproximadamente US$ 2,1 milhdes, enquanto o tratamento das formas graves representou
cerca de US$ 147.513,24. Ao considerar tanto as despesas diretas quanto as indiretas, o
impacto economico total da esquistossomose no pais atingiu aproximadamente US$ 41,7
milhdes, reforgando a relevancia da doenga como um problema ndo apenas de saude

publica, mas também de ordem socioecondmica (Nascimento et al., 2018).
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2 HOSPEDEIRO INTERMEDIARIO

Os hospedeiros intermedidrios de S. mansoni pertencem a familia Planorbidae,
classe Gastropoda e subclasse Heterobranchia. As espécies Biomphalaria tenagophila,
Biomphalaria glabrata e Biomphalaria straminea sao as trés representantes do género
Biomphalaria de maior importancia epidemioldgica. Esses moluscos sdo encontrados
naturalmente infectados em cole¢des hidricas Iénticas de 4gua doce, como lagos, pantanos,
rios de baixa correnteza, reservatorios artificiais e pequenos acudes, desempenhando papel
fundamental no ciclo de transmissao da esquistossomose (Ministério da Sauade, 2024;
Farias Gomes et al., 2025).

A espécie Biomphalaria glabrata é considerada o hospedeiro intermediario mais
importante das Américas, em razao de sua elevada compatibilidade com o parasita, o que
favorece a manuten¢ao do ciclo de transmissao (Matos et al., 2019; Rangel et al., 2023).
No Brasil, essa espécie apresenta ampla distribuicdo geografica, sendo registrada em 16

estados (Figura 4), conforme dados do Ministério da Saude (2014, 2024).

Figura 4: Distribuigdo espacial da Biomphalaria glabrata no Brasil.
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Fonte: (BRASIL, 2024).
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A espécie Biomphalaria straminea apresenta menor suscetibilidade a infec¢ao por
S. mansoni quando comparada a Biomphalaria glabrata. No entanto, devido a sua ampla
distribuicdo geografica, pode ser responsavel por mais de 50% dos casos de infeccao
humana em determinadas regidoes do Nordeste brasileiro. Destaca-se por sua elevada
capacidade de adaptacdo a diferentes condi¢des climaticas. De acordo com dados do
Ministério da Saude (2014, 2024), a espécie foi registrada em 24 estados brasileiros (Figura

5) e em 1.280 municipios distintos.

Figura 5: Distribuigdo espacial da Biomphalaria straminea no Brasil.
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Fonte: (BRASIL, 2024).

A espécie Biomphalaria tenagophila ocorre predominantemente nas regides
Sudeste e Sul do Brasil, sendo responsdvel pela transmissdo da esquistossomose,

especialmente nos estados de Sao Paulo e Santa Catarina. De acordo com dados do
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Ministério da Saude (2014, 2024), essa espécie foi registrada em 10 estados brasileiros

(Figura 6) e em 562 municipios.

Figura 6: Distribui¢do espacial da Biomphalaria tenagophila no Brasil.
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Fonte: (BRASIL, 2024).

De acordo com a OMS, a tnica substancia atualmente recomendada para o controle
de moluscos vetores da esquistossomose ¢ o moluscicida sintético Niclosamida,
comercialmente conhecido como Niclocide. Entretanto, o uso dessa substancia tem gerado
preocupagdes quanto a sua toxicidade para organismos nao alvo, a baixa seletividade, ao
potencial de contaminac¢do ambiental e ao desenvolvimento de resisténcia por caramujos da

espécie Biomphalaria glabrata (Costa, 2015; Amaral et al., 2022).
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As substincias empregadas no controle desses moluscos, denominadas
moluscicidas, devem apresentar caracteristicas essenciais para garantir eficacia e
seguranca. Segundo o Ministério da Saude (2008), no ambito do Programa de Vigilancia e
Controle da Esquistossomose, esses produtos devem ter baixo custo, ser eficazes em baixas
concentragdes, nao apresentar toxicidade para seres humanos, animais niao alvo e para o
meio ambiente, além de serem de facil aplicacdo e manejo.

Ao longo do tempo, diversos compostos com potencial moluscicida foram avaliados
em campo; contudo, o Unico produto que permanece disponivel comercialmente e possui
aprovacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) ¢ a Niclosamida®
(Figura 7), cujo nome IUPAC ¢ 5-cloro-N-(2-cloro-4-nitrofenil)-2-hidroxibenzamida
(Brasil, 2008). Apesar de sua reconhecida eficacia, a niclosamida apresenta limitagdes

relacionadas a toxicidade e contaminagao ambiental (Costa, 2015; Aula et al., 2021).

Figura 7: Férmula estrutural da Niclosamida® . Nome [UPAC: 5-Chloro-N-(2-chloro-4-nitrophenyl)-2-
hydroxybenzamide

H Cl
O~ __N

H
O NO,

Cl

(http://www.mpbio.com/images/productimages/molecular-structure/02 155827 .png).

Diante desse cendrio, torna-se necessaria a busca por alternativas, especialmente
produtos naturais com atividade moluscicida comprovada. Essas novas substancias devem
apresentar maior seletividade para o género Biomphalaria, reduzido impacto ambiental e
auséncia de toxicidade para organismos nao alvo, contribuindo para um controle mais
seguro e sustentavel da esquistossomose.

Embora diversas espécies vegetais apresentem atividade moluscicida, nenhuma
delas reune, até o momento, os requisitos fundamentais para viabilizar sua aplicagao em
larga escala industrial, conforme preconizado pelo Ministério da Saude (2008). Esse
cenario refor¢a a necessidade de intensificar a busca por novos farmacos que aliem eficacia
no controle dos hospedeiros intermediarios da esquistossomose a seguranca ambiental. O

desenvolvimento de compostos capazes de interferir diretamente no ciclo bioldgico desses
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moluscos, sem provocar impactos negativos ao ecossistema, constitui uma estratégia
promissora para reduzir a transmissdo dessa doenca endémica.

Nesse contexto, diversos estudos tém investigado o potencial de produtos naturais
como fontes de substancias moluscicidas. Farias Gomes (2025), por exemplo, avaliou a
bioatividade moluscicida do 6leo essencial de Cymbopogon winterianus, enquanto Rangel
e colaboradores (2023) realizaram uma revisao abordando diferentes substancias isoladas
de origem natural que demonstraram atividade contra Biomphalaria glabrata. Entre os
compostos destacados estdo o a&cido benzoico, a 2°,4’,6’-triidroxidihidrocalcona, o acido
divaricatico, a piplartina e a 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (lapachol), os quais demonstraram
resultados promissores em ensaios laboratoriais.

Muitos pesquisadores tém explorado diferentes abordagens para avaliar a atividade
moluscicida de produtos naturais, incluindo o uso de extratos brutos, fragdes, Oleos
essenciais e substincias isoladas. No entanto, essas substincias apresentam limitagoes,
como baixa solubilidade em 4gua, volatilidade ou instabilidade, o que dificulta sua aplicagdo
em ambientes aquaticos. Para superar essas restrigdes, as nanoemulsdes surgem como uma
estratégia promissora, pois permitem a incorporagdo e estabilizagdo desses compostos em
matrizes aquosas, aumentando sua biodisponibilidade e eficiéncia biologica (Tomiotto-
Pellissier et al., 2017; Paiva Machado et al., 2024).

As nanoemulsdes sao sistemas dispersos cineticamente estaveis, formados por duas
fases imisciveis, cuja principal caracteristica distintiva em relagdo as emulsoes
convencionais, geralmente instaveis, ¢ o tamanho reduzido das goticulas, que varia
aproximadamente entre 20 e 200 nm. Essa propriedade confere maior estabilidade, melhor
biodisponibilidade e potencial aumento da atividade bioldgica, o que explica sua ampla
aplicagdo em diversos segmentos industriais ao longo dos anos (Jaiswal et al., 2015;
Marhamati et al., 2021; Paiva Machado et al., 2024) (Figura 8). Na Tabela I, sdo

apresentados critérios e parametros relevantes para a caracterizagdo de nanoemulsdes.
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Figura 8: Esquema ilustrativo de nanoemulsdo 6leo/agua com tensoativo e sua preparagdo por agitagdo em
vortex (baixo aporte energético).

P

\ i -
Nanoemulsao Preparagdo da nanoemulsdo

+

sistemo de oleo em
agua com adicdo de

surfactante

Tabela 1: Critérios de caracterizacdo de nanoemulsdes:

Critério Nanoemulsao

Tamanho das goticulas 20 — 200 nm
Estabilidade Cinética (estavel por tempo prolongado, mas ndo permanente)

Aspecto visual Translucido ou transparente
Uso de tensoativos Presenca de tensoativos (surfactantes) para estabilizacao
Aplicagdes comuns Farmacos, cosméticos, alimentos

Nesse contexto, destaca-se como exemplo de aplicagdo da nanoemulsao um estudo
que avaliou a formulacao do 6leo essencial extraido das folhas de Neomitranthes obscura
quanto ao seu potencial moluscicida. A nanoemulsdo demonstrou atividade letal contra
moluscos jovens (6—8 mm) e adultos (10—12 mm) de Biomphalaria glabrata, apresentando
valores de CLoo de 25,05 ppm e 55,4 ppm apds 48 horas de exposi¢do, respectivamente.
Também foi observada acdo sobre as desovas da espécie, com CLoo de 66,25 ppm no
mesmo periodo (Rangel et al., 2023).

Adicionalmente, a formulacao exibiu elevada eficacia contra a forma infectante do
parasita Schistosoma mansoni, alcangando CLoo de 11,5 ppm apds 4 horas. Ressalta-se que
a nanoemulsdo ndo apresentou toxicidade para moluscos do género Melanoides. Esses
achados evidenciam o potencial dessa nanoformulacdo como uma estratégia promissora
para o controle de Biomphalaria glabrata e, consequentemente, para a redugao da
transmissdo da esquistossomose (Rangel et al., 2023).

Outro exemplo relevante ¢ a nanoformulacao obtida a partir do 6leo essencial das

folhas de Myrciaria floribunda, que também demonstrou atividade moluscicida. Essa
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formulagao apresentou concentragao letal 50 (CLso) de 47,02 pg/mL para moluscos adultos
e 29,66 pg/mL para moluscos jovens da espécie Biomphalaria glabrata, apds 48 horas de
exposi¢dao. Em embrides, a CLso foi de 48,11 pg/mL no mesmo periodo. Além disso, a
nanoemulsdo exibiu efeito sobre cercarias de Schistosoma mansoni, com CL50 de 83,88
pg/mL (Machado et al., 2023).

Esses achados reforcam que a nanoemulsdo constitui uma estratégia promissora para
o controle da espécie Biomphalaria glabrata e para a interrupcdo da transmissdao da
esquistossomose, uma vez que atua tanto sobre o hospedeiro intermediario quanto sobre a
forma infectante do parasito. Dessa forma, a nanoformulacdo destaca-se como uma
alternativa importante e potencialmente essencial para o manejo integrado e o controle

dessa parasitose.
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