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Dourados

Prof? Dr® Regiane Luz Carvalho - Centro Universitario das Faculdades Associadas de Ensino
Prof® Dr* Renata Mendes de Freitas - Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof® Dr* Vanessa Lima Gongalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

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

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

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

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

Prof? Dr* Carmen Lucia Voigt - Universidade Norte do Parana

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

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

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

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

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

Prof? Dr? Luciana do Nascimento Mendes - Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia
do Rio Grande do Norte

Q\tena

Editora

Ano 2021


http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4267496U9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4773603E6
http://lattes.cnpq.br/5082780010357040
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4574690P9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4751642T1
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4125932D9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4707037E3
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?metodo=apresentar&id=K4721661A9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4730006H5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4730006H5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4799345D2
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4421455Y9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4777457H7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4732623J3&tokenCaptchar=03AGdBq24iB-Pof08yPIxT6yxqim-Gnz-Y1IERLxwCNF6X8B9QzolzMoUtSDkPD6WZqA3yZ9AocEA-Ms1KKdTiOsRHg3DhIQwGo4ezaV3L0m_jo_oNAt2bpDjn-YYZVFAVh_wflb5D7E2YzRSy1Owzi0PkDAULG_dxn3s8nGd7OI4JiQUTInBUYirVwP-tlf_CP0AcGDIRSR6_ywnG_r5InTp1TG4mF2qZpMSWM8YklIs672ldbN7qYBYirnIjtrefebeiYbxomms41FywGx-yEcO10Ztb8x6DRdgHU_a6cXS8Z5k5ISxMK1MurH5TXXMv9GTYdgr_kZ6P2pZflXWlKOY_cNoCwIwSPAUTQ1VJR-fpO869k8oAgy1VpCxPKUoVcP6Vb9d4XrDijweLhiAXfO1_iH0V6LyUyw
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4730979Y6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4770360J4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4177965H7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4762258U7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4769144H2&tokenCaptchar=03AGdBq24Yxzjqjp7LskrufFVo0QrNAEv_wS-y9Yis7IH_xN8FImtn8T7wzW4CuISziPu87d95GO0da-CoAH7yG2-Z2mAJEQjgvyA7RGZsPKjEBx32rZJKmJkeRFMazOtWfpab87pjaC_XpeRceOifpsHXhAnXcuOqREUS4W1iUHMb0B_kvJKY7FRdnJRer3EHn5Ez_79p0cFso7UE5Ym0ET4ptZXWlpQ4RcrS0hQDiJS-IDoKSOxiaCZF9pFNEWki2O6bRejqfEqUlEGc3UTwcq_vkXTUgvNSnjeSCGbS09fo5UGVZP1Q1YNrzuIHhujGsB_BvTjjlC7fLNxfU2r2qpuzV9xULL7P5sLJPBFGqY_mZQuN-2tBIEujGguY81LwJm0GB4sgtmYJDc-JU-tiU1QrsExBI9_OKg
http://lattes.cnpq.br/1353014365045558
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4417033E2
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4723835T5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4208877H4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4467061D7&tokenCaptchar=03AGdBq267s04IEVTMOWiqwurh_lBmUoi-vS7BW6P--0eLLmrOX3otZcGuK9_kzkerITV0xTmMad5fjY73BQjeAr5HU9a3VsN-BCAhIdFq3Bt2GghD1Sac4QbYFTuCxGCEajtFe9GBasPKJhvDIpQspDMnFXYyXhHAERpCeeFfUl-iWYu92wzV213OW5WT39pXNY-Eox-fBJemXlD4lUsNjSNqJhZOaj3MQ-6ZihaP2Bg1nKJ0H9sKrRw-M0ZFfilSGsFeVwe3HiyIPVrLdZmeB7rN1ldWt1HHwAcgJKtUFD_QaprpSqT135HrPW6GG3n5UBd7lKNvk0MnETJZHSV49UlnpJDy3cXwa7ZZu2KGU4X3fIN6o1YHVJzMsQXodx0lT8nC0uhPIUElyD694XgZv0L-mmWMl1PrDw
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4208106A6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4465502U4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4728374J9&tokenCaptchar=03AOLTBLSd782i965vCUhSY1Tf89Z5X-2c8WmQvb5mB04zomll-Y2szBLd81HYsfkufWR-gBq5feMUL2LWVFOYezaaB_N8HJrg444SriTsScGQwNgFRlNqEFWVKgyr2LcdZC3TwBSOhFrHcx-fB9E_MLK9TEcuTIrweDsrLptGONUQHuGFs0w5Tq8zQpUJ1oBPW9PWJ8VOWknBRF_vyVj1043dMF4u7HT9lUeOC53CV1mxxrgJEBlXqXYuUVzFKRNUjZtRAg0W3aGDTT2BjW1kOtBkozSKnk_ZrFpMuxqzujBD_5zoN8hKsmKWbn3uvYuw3FAHhvtXhc6GbwtFn3NTSeOo1d4iFG-ODet7uvVFJJSRSVuPPDEtHMRVcm082SntHNs8rB_cBPJmK54nRqSxougSpTfA7kq3Zjn_SoOeKo22R-2b_C9U4nAfxhKkzip5nV4cA1A13DrZ2vOSMGmMiBVqvhhr5ywn6Quy_pPEuWwca5XKP15frqfeIQiObr5VsyngYyyE7JyIDfhQ1UDigdsGHLGH2ZEl_Y1Mf83-z6bui470oWfCD8hBgg9UBOgnyvJ91B6S1qDi
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4750685J6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4750685J6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4773701H6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4496674E1
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4708470J3
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4273971U7
http://lattes.cnpq.br/4403141053026782
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4276371U0
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4257027Z4&tokenCaptchar=03AOLTBLRQwYrpUQNUiVQs5GKnu0UEeohCfS4gh6VQg4m9OCJBJGP1ipscv6rWqdQAm2ekIryWPICw4nrsj8zRvhV4KOCu_O7fKg8x16A4Q0frQhC4eXdGXjdlfaKY5_iCNOSxZdXwJf6mvSt7LxNHGYgrH3nvQ2GW02NNUnMijTh0P3XD2EKSRa6CPw-zJpSyX79my81mz0XfDpmLx1gKrLlyJOkZoxVmwZiB8Ef2UhunxkIromTYDmWKj1WB7amYH6FeKqP2g_CrxeS9rrMUCSa_TBvxDeuCGoS639pvbI96P_J6DrHpqui_qr2lwFwRESn0FURO5I0vvaS_eoBsIw0NpHkYMlacZ3AG5LBQ6dZCocE8fSPnNTEYLZ920AIxxvFsOztg4UlnlCxNtyQAlLK8yuUExFbn4w
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4138744E2
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4798868A0
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4252050Z6&tokenCaptchar=03AGdBq26OwUjfczJgpok-DhR78-_tg8mCtuc_kzOdu3fww-XkFeIGpZcxeQYR_lQjlru2zoBp9MaSwp6X-5o2KOEi_vtmcyIPkAOaR-MapG54dWG6zdfo1Am2FWOz1PLOuLmRiuW47XqJnozK7mGtmFri7W6RDjlyxm9gEHId_EG1bhArFgeqBA610tCpbHN9QsbtXAhrYqZkvRe4_gd77e_huLOm8x9zsu0tW2qJ6W6D8Y2GP66SDaz1Yh_QKnR8_TZlh9QtcC-OTeKPi3NB06bIFQNdSxHwLmb5B3ZYCiJ3k4p2cpPl6LkeIreU92cL5nLWqC2yOkPsupmW8RZR8Q0lkAleKMY9Hd3XlmAITir63s6d95SHqdoLA75owrR0nma3vrXxQgT9pkc1QvdCr5-B9vQupl7AAg
http://lattes.cnpq.br/0245575611603731
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4463907J8
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4759660E9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4760729J2
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4760729J2

)
R

oa Sa

-

/éncias Biologicas e

C

Prof. Dr. Marcelo Marques - Universidade Estadual de Maringa

Prof? Dr* Neiva Maria de Almeida - Universidade Federal da Paraiba
Prof? Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte
Prof® Dr? Priscila Tessmer Scaglioni - Universidade Federal de Pelotas
Prof. Dr. Takeshy Tachizawa - Faculdade de Campo Limpo Paulista

Linguistica, Letras e Artes

Prof? Dr* Adriana Demite Stephani - Universidade Federal do Tocantins

Prof? Dr* Angeli Rose do Nascimento - Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro

Prof? Dr? Carolina Fernandes da Silva Mandaji - Universidade Tecnolégica Federal do Parana
Prof? Dr® Denise Rocha - Universidade Federal do Ceara

Prof. Dr. Fabiano Tadeu Grazioli - Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das
Missoes

Prof. Dr. Gilmei Fleck - Universidade Estadual do Oeste do Parana

Prof2 Dr® Keyla Christina Almeida Portela - Instituto Federal de Educacéao, Ciéncia e Tecnologia
do Parana

Prof? Dr® Miranilde Oliveira Neves - Instituto de Educacgéo, Ciéncia e Tecnologia do Para

Prof® Dr* Sandra Regina Gardacho Pietrobon - Universidade Estadual do Centro-Oeste

Prof® Dr* Sheila Marta Carregosa Rocha - Universidade do Estado da Bahia

Conselho Técnico Cientifico

Prof. Me. Abraao Carvalho Nogueira - Universidade Federal do Espirito Santo

Prof. Me. Adalberto Zorzo - Centro Estadual de Educagao Tecnoldgica Paula Souza
Prof. Dr. Adaylson Wagner Sousa de Vasconcelos - Ordem dos Advogados do Brasil/Seccional
Paraiba

Prof. Dr. Adilson Tadeu Basquerote Silva - Universidade para o Desenvolvimento do Alto Vale
do Itajai

Prof. Me. Alexsandro Teixeira Ribeiro - Centro Universitario Internacional

Prof. Me. André Flavio Gongalves Silva - Universidade Federal do Maranhao

Prof? Ma. Andréa Cristina Marques de Araujo - Universidade Fernando Pessoa

Prof? Dr* Andreza Lopes - Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento Académico

Prof? Dr* Andrezza Miguel da Silva - Faculdade da Amazbnia

Prof® Ma. Anelisa Mota Gregoleti - Universidade Estadual de Maringa

Prof® Ma. Anne Karynne da Silva Barbosa - Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Antonio Hot Pereira de Faria - Policia Militar de Minas Gerais

Prof. Me. Armando Dias Duarte - Universidade Federal de Pernambuco

Prof* Ma. Bianca Camargo Martins - UniCesumar

Prof® Ma. Carolina Shimomura Nanya - Universidade Federal de Sao Carlos

Prof. Me. Carlos Antdnio dos Santos - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Ma. Claudia de Araljo Marques - Faculdade de Mdusica do Espirito Santo

Prof? Dr? Claudia Tais Siqueira Cagliari - Centro Universitario Dindmica das Cataratas
Prof. Me. Clécio Danilo Dias da Silva - Universidade Federal do Rio Grande do Norte
Prof. Me. Daniel da Silva Miranda - Universidade Federal do Para

Prof? Ma. Daniela da Silva Rodrigues - Universidade de Brasilia

Prof? Ma. Daniela Remido de Macedo - Universidade de Lisboa

Prof* Ma. Dayane de Melo Barros - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Me. Douglas Santos Mezacas - Universidade Estadual de Goias

Q\tena

Editora

Ano 2021


http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4751834Y8
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4235887A8
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4465502U4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4465502U4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4425040A8
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4730619E0
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4703046Z8
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4751950T8
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4272309Z6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4592190A8
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4592190A8
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4774983D5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4537843A7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4537843A7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4217820D9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4770908P1
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4544802Z1
http://lattes.cnpq.br/5005628126062414
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4295460E9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4497379Y3
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4497379Y3
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4359535T4&tokenCaptchar=03AGdBq27khgBFrJzh16qVhiMpKMfC1eWbkOJUAujLNUoriYLNmERo4rPRuiY2Stpyzemt8cz6sFmvtlecWftNLFxnSOedpDsJs-aVaWlu5VPRDdWFajEic14nM8l9v_fl2-NZ7hwLGLzQrIkDESqvcvOrp68W7sAhSWRNCzRgUnzR5rVoxqBRswHtgnH8AgLkmAmh9gjxisnNSdGQF_puAKK3r19KBOaS-eepj7FhdctvV5a1UHWpMFD0-otdGJun2MjqzZCWT0PDGVVTdA3iuX7EKaj8n4MkPv3ldyBei3t0MXFpUCZ-QOHxWJKLea6o-wHKD54-9Lp6NrhIKNkKZZ1QNcMBInR-RC2Mu3EEtcBK5kMVYHethXdobMK2ZR8aYe517Qvc1jIJJ9cVl8SbeBTXX9oYUcM_oq-GXdgae2FAE78ElmhkFcA
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4359535T4&tokenCaptchar=03AGdBq27khgBFrJzh16qVhiMpKMfC1eWbkOJUAujLNUoriYLNmERo4rPRuiY2Stpyzemt8cz6sFmvtlecWftNLFxnSOedpDsJs-aVaWlu5VPRDdWFajEic14nM8l9v_fl2-NZ7hwLGLzQrIkDESqvcvOrp68W7sAhSWRNCzRgUnzR5rVoxqBRswHtgnH8AgLkmAmh9gjxisnNSdGQF_puAKK3r19KBOaS-eepj7FhdctvV5a1UHWpMFD0-otdGJun2MjqzZCWT0PDGVVTdA3iuX7EKaj8n4MkPv3ldyBei3t0MXFpUCZ-QOHxWJKLea6o-wHKD54-9Lp6NrhIKNkKZZ1QNcMBInR-RC2Mu3EEtcBK5kMVYHethXdobMK2ZR8aYe517Qvc1jIJJ9cVl8SbeBTXX9oYUcM_oq-GXdgae2FAE78ElmhkFcA
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4497379Y3
http://lattes.cnpq.br/3183648591219147
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4734644D8
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?metodo=apresentar&id=K4201779E4
http://lattes.cnpq.br/6334484586597769
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K8016705H3
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4307215P6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?metodo=apresentar&id=K4201779E4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4307215P6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4448242T2
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4491266T7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/busca.do
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4437237Z2
http://lattes.cnpq.br/8949660236009657
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4492888Z7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4138280A2
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4886360Y9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?metodo=apresentar&id=K8056622U4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4282776U5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4763908Y6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K8586057P0
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K8470639U6

)
R

oa Sa

-

/éncias Biologicas e

C

Prof. Me. Edevaldo de Castro Monteiro - Embrapa Agrobiologia

Prof. Me. Eduardo Gomes de Oliveira - Faculdades Unificadas Doctum de Cataguases

Prof. Me. Eduardo Henrique Ferreira - Faculdade Pitagoras de Londrina

Prof. Dr. Edwaldo Costa - Marinha do Brasil

Prof. Me. Eliel Constantino da Silva - Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita

Prof. Me. Ernane Rosa Martins - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Goias
Prof. Me. Euvaldo de Sousa Costa Junior - Prefeitura Municipal de Sdo Jodo do Piaui

Prof® Ma. Fabiana Coelho Couto Rocha Corréa - Centro Universitario Estacio Juiz de Fora

Prof. Me. Felipe da Costa Negrao - Universidade Federal do Amazonas

Prof® Dr* Germana Ponce de Leon Ramirez - Centro Universitario Adventista de Sao Paulo
Prof. Me. Gevair Campos - Instituto Mineiro de Agropecuaria

Prof. Me. Givanildo de Oliveira Santos - Secretaria da Educacao de Goias

Prof. Dr. Guilherme Renato Gomes - Universidade Norte do ParanaProf. Me. Gustavo Krahl -
Universidade do Oeste de Santa Catarina

Prof. Me. Helton Rangel Coutinho Junior - Tribunal de Justica do Estado do Rio de Janeiro
Prof® Ma. Isabelle Cerqueira Sousa - Universidade de Fortaleza

Prof® Ma. Jaqueline Oliveira Rezende - Universidade Federal de Uberlandia

Prof. Me. Javier Antonio Albornoz - University of Miami and Miami Dade College

Prof. Me. Jhonatan da Silva Lima - Universidade Federal do Para

Prof. Dr. José Carlos da Silva Mendes - Instituto de Psicologia Cognitiva, Desenvolvimento
Humano e Social

Prof. Me. Jose Elyton Batista dos Santos - Universidade Federal de Sergipe

Prof. Me. José Luiz Leonardo de Araujo Pimenta - Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria Uruguay

Prof. Me. José Messias Ribeiro Jdnior - Instituto Federal de Educagdo Tecnoldgica de
Pernambuco

Prof® Dr® Juliana Santana de Curcio - Universidade Federal de Goias

Prof® Ma. Juliana Thaisa Rodrigues Pacheco - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Dr* Kamilly Souza do Vale - Nucleo de Pesquisas Fenomenolégicas/UFPA

Prof. Dr. Karpio Marcio de Siqueira - Universidade do Estado da Bahia

Prof? Dr® Karina de Araujo Dias - Prefeitura Municipal de Floriandpolis

Prof. Dr. Lazaro Castro Silva Nascimento - Laboratério de Fenomenologia & Subjetividade/UFPR
Prof. Me. Leonardo Tullio - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Ma. Lilian Coelho de Freitas - Instituto Federal do Para

Prof® Ma. Liliani Aparecida Sereno Fontes de Medeiros - Consércio CEDERJ

Prof® Dr? Livia do Carmo Silva - Universidade Federal de Goias

Prof. Dr. Lucio Marques Vieira Souza - Secretaria de Estado da Educagao, do Esporte e da
Cultura de Sergipe

Prof. Me. Luis Henrique Almeida Castro - Universidade Federal da Grande Dourados

Prof. Dr. Luan Vinicius Bernardelli - Universidade Estadual do Parana

Prof. Dr. Michel da Costa - Universidade Metropolitana de Santos

Prof. Dr. Marcelo Maximo Purificacdo - Fundacao Integrada Municipal de Ensino Superior

Q\tena

Editora

Ano 2021


http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4470682T6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4979780Y5
http://lattes.cnpq.br/4783541845025512
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4259861T1
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4839801D4&tokenCaptchar=03AOLTBLQM1ZipXR_MJvPX5MSnhYhYot5CabSNm80qd5BGTv7vqNl4oaUr-JUpFjVSZ0n8KcQ92IHSYjuQhmJbuDVctt44z5K9vEFqG2T0roCQauVZC2UI-Ii-2IRaQY8PtPTkBu1wBd4KcEwqtBasGGxMng9zUveNfoLS8zBrRQKpRQAnPqKh0-FxL3sFCI8XL8L0pKFUQosfT3SP2ggVNg0XGDBQBjW_BZcSZeJJ5SIkndoZG6T7iMCjP6rlm9j4p_wegGYUtUdxVhu0_XKylnztGkdZ34S6eK6rU_bS6ECgJl1GAMOdENbCikKSGH0PKyoYmT3jyxSB06f_r51UxUh1JgAS126zHgg5Abgz2O7ZCywXO9bYkSQt9LLgqZ4s01KZvlECB7F0EeZREJBopDiCi86dOUjDqA
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4480565Y0
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4975756J0
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4357284D4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4497682E5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4763671Y6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4365660U8
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4233218A4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4453764Z7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4439743H2
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4439743H2
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4735966E6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4737779T8
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4493972A4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4493972A4
https://www.imdb.com/name/nm9018102/
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4493972A4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4441901H8
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K2779342Z3
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K2779342Z3
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4371010P3
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4305522U3
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4305522U3
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4559325D0&tokenCaptchar=03AOLTBLTcA0MwrlpuNpnwH2OyjlogqwB0-ljb3WQDs1cY87o-TfAS17sei2xWjTSnqi3P4C4q4o3fOU4urO3Xu-UDacr1Z0Hh2k7PSvLIOdP2a2WP6GDT3IkhA86lMS_PZ5V-jIQo01VAVApP25xaFNtFz3LHBwIPYnD86EoNn60EJW8Pr4dlHt6jY8KDVhtL3ZUK9Phl6Z42uJb6oMNItPUdsmSgzY_678pZRPya28ypSZUDYUWi811HIQPHNTxU5CC2ILMXlpoj3G1HW2T57lRnKd3t3jrd6431FmUMEQMXi92qGUb32uIHEDr56LBqtvGcHyDaFg0WC9XX4Spl0myrcBXUWg6oBQ
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4559325D0&tokenCaptchar=03AOLTBLTcA0MwrlpuNpnwH2OyjlogqwB0-ljb3WQDs1cY87o-TfAS17sei2xWjTSnqi3P4C4q4o3fOU4urO3Xu-UDacr1Z0Hh2k7PSvLIOdP2a2WP6GDT3IkhA86lMS_PZ5V-jIQo01VAVApP25xaFNtFz3LHBwIPYnD86EoNn60EJW8Pr4dlHt6jY8KDVhtL3ZUK9Phl6Z42uJb6oMNItPUdsmSgzY_678pZRPya28ypSZUDYUWi811HIQPHNTxU5CC2ILMXlpoj3G1HW2T57lRnKd3t3jrd6431FmUMEQMXi92qGUb32uIHEDr56LBqtvGcHyDaFg0WC9XX4Spl0myrcBXUWg6oBQ
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4469747P8
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4212726A6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4424414A2
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4131916A6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4775647E6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4459751H3
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4493972A4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4759243T2
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4130034U6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4227371A7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4219049D1
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4219049D1
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4240672U0&tokenCaptchar=03AOLTBLTSYW5AKjQyx0ofjWa4OcVJGW2iqIqiMAZ8hJzG702r5ZLOL5r_52O-RMZm8dCUAndUUdxMzZSv-tLcueJlCVb11RMfHmTyJAUfjqPVZ0LtWVir80bSSYKl2dAdRhhz-pIRGIbSpqCWM9QrGT6sn6FeB4SkpERjQd8vjmzF-EGT7HkXjoQubh6fPcTooV4dpVTunGIMzE9yC6zpuI7m_kOA5bGCRu2PrnC5cIVcvTLY0JXdGxo91J-zOftYeOUVuCo_uNzIcr1YeXAaMF_jHga-tseI7di3yJ1KAVrp5mYOnfGEZxuxEMf66_ewz4ySLgh1k16GgHF8q6pTwXfLcGb1_IdatGopmTyEJit7Za2AXsOlvK8WwWItjbouJ3xdGpsrUzOsrcPpDnZS_cgP6zKQptcscyl_bEK5Z3pSkA_vnk4Mu9UxwrOMc7zn-u7bV4-Pi3b4_eoYjc3DcBNRMKVOjPkIDO5BeuNcg3CL-Unxp0L2oisMqC4R4dvlC43c5xJf3-UbEG17V3MK0QcFNScw1z02eKjRO8ttmW_HG1QBy-Q2mviuYF3MZKVmamX2OPZnEIAP
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4820977E9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4256212J6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4231030U6

Prof. Me. Marcos Aurelio Alves e Silva - Instituto Federal de Educacéao, Ciéncia e Tecnologia de
Sao Paulo

Prof? Ma. Maria Elanny Damasceno Silva - Universidade Federal do Ceara

Prof® Ma. Marileila Marques Toledo - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e
Mucuri

Prof. Me. Ricardo Sérgjo da Silva - Universidade Federal de Pernambuco

Prof® Ma. Renata Luciane Polsaque Young Blood - UniSecal

Prof. Me. Robson Lucas Soares da Silva - Universidade Federal da Paraiba

Prof. Me. Sebastiao André Barbosa Junior - Universidade Federal Rural de Pernambuco

Prof® Ma. Silene Ribeiro Miranda Barbosa - Consultoria Brasileira de Ensino, Pesquisa e
Extensao

Prof® Ma. Solange Aparecida de Souza Monteiro - Instituto Federal de Sao Paulo

Prof. Me. Tallys Newton Fernandes de Matos - Faculdade Regional Jaguaribana

Prof® Ma. Thatianny Jasmine Castro Martins de Carvalho - Universidade Federal do Piauf

Prof. Me. Tiago Silvio Dedoné - Colégio ECEL Positivo

Prof. Dr. Welleson Feitosa Gazel - Universidade Paulista

)
N

da Sa

-

/éncias Biologicas e

C

Q\tena

Editora

Ano 2021



http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4366045T7&tokenCaptchar=03AHaCkAZNEeFcH5uXKRvmzLDc1cJw-3e0bNyCFYRDw8lKMaYjF0UZAhmLqBCcCoMs39oc13bK5O_P5FyNrwiclCD73k5w30moB8dYuUvoJYEEoqjmyj_awnBvv7s1cNGkcAwo3WjMTYSbwsKJkcjm-BT8nenyIVspkfm5SRsTuyYKHNTpLJgxun622JDvQRaVG-zkf0xjaA3vc-63kHpyi0vSDJduSrQUQENXfGh5KVWEPBN4hEQUJ9Du28KWoesysw2g_nhRj5n7IVNfz3-uZ_MoRLw_gxLbOViZlBL21g29sSPkhpdVuEpI0XxNYA2XH1qJ-jjgCzn8OQmbAV8mdMcvh4s7hnWdU44z3n6GC1THy43keV8mGkDnpIsifx6bA0x0cgv7ovZALH1sWvdlYebo8EBCKEIYzw
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4366045T7&tokenCaptchar=03AHaCkAZNEeFcH5uXKRvmzLDc1cJw-3e0bNyCFYRDw8lKMaYjF0UZAhmLqBCcCoMs39oc13bK5O_P5FyNrwiclCD73k5w30moB8dYuUvoJYEEoqjmyj_awnBvv7s1cNGkcAwo3WjMTYSbwsKJkcjm-BT8nenyIVspkfm5SRsTuyYKHNTpLJgxun622JDvQRaVG-zkf0xjaA3vc-63kHpyi0vSDJduSrQUQENXfGh5KVWEPBN4hEQUJ9Du28KWoesysw2g_nhRj5n7IVNfz3-uZ_MoRLw_gxLbOViZlBL21g29sSPkhpdVuEpI0XxNYA2XH1qJ-jjgCzn8OQmbAV8mdMcvh4s7hnWdU44z3n6GC1THy43keV8mGkDnpIsifx6bA0x0cgv7ovZALH1sWvdlYebo8EBCKEIYzw
http://lattes.cnpq.br/3908893257768267
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4227371A7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4496394Z0
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4496394Z0
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4956155E1
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4130859H1
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K8782113A9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4200977A4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K412580
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K412580
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K8780379P6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4066757H6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4436131Y3
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4270209Z4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4493972A4

Dinamismo e clareza no planejamento em ciéncias da salde 2

Editora Chefe: Prof® Dr* Antonella Carvalho de Oliveira
Bibliotecéria: Janaina Ramos
Diagramagdo: Luiza Alves Batista
Corregdo: Flavia Roberta Barao
Edicdo de Arte:  Luiza Alves Batista
Revisdo: Os Autores
Organizador: Luis Henrique Almeida Castro

Dados Internacionais de Catalogacao na Publicagéo (CIP)

)
N

D583 Dinamismo e clareza no planejamento em ciéncias da salde
2 / Organizador Luis Henrique Almeida Castro. - Ponta
Grossa - PR: Atena, 2021.

Formato: PDF

Requisitos de sistema: Adobe Acrobat Reader
Modo de acesso: World Wide Web

Inclui bibliografia

ISBN 978-65-5706-938-7

DOI 10.22533/at.ed.387210604

da Sa

1. Salde. |. Castro, Luis Henrique Aimeida
(Organizador). Il. Titulo.
CDD 613

Elaborado por Bibliotecéaria Janaina Ramos - CRB-8/9166

-

/ogicas e

Bio

I

Atena Editora

Ponta Grossa - Parana - Brasil
Telefone: +55 (42) 3323-5493
www.atenaeditora.com.br
contato@atenaeditora.com.br

. A

1e11CIas

C

Q\tena

Editora

Ano 2021



http://www.atenaeditora.com.br/

)
N

da Sa

-

Ogicas e

f(e)/

B

I

. A

1e11CIas

C

DECLARACAO DOS AUTORES

Os autores desta obra: 1. Atestam nao possuir qualquer interesse comercial que constitua um
conflito de interesses em relacédo ao artigo cientifico publicado; 2. Declaram que participaram
ativamente da construcao dos respectivos manuscritos, preferencialmente na: a) Concepcao do
estudo, e/ou aquisigao de dados, e/ou andlise e interpretacao de dados; b) Elaboragao do artigo
ou revisao com vistas a tornar o material intelectualmente relevante; c) Aprovagao final do
manuscrito para submissdo.; 3. Certificam que os artigos cientificos publicados estado

completamente isentos de dados e/ou resultados fraudulentos.

Q\tena

Editora

Ano 2021



APRESENTACAO

Este e-book, como seu proprio titulo explicita, tem como foco o planejamento de
acoes nas ciéncias da saude. Nao obstante, planejar denota preparar um trabalho, ou
um objetivo, de forma sistematica; ademais, a etiologia da palavra também conota uma
acao, pratica e/ou um resultado. Diante disso, a organizagdo desta obra ndo poderia
desconsiderar o contexto que envolve o planejamento estratégico em salde; desta
forma, os 106 trabalhos aqui contidos estao dispostos em 5 volumes que levam em conta
justamente o processo construtivo de um plano: a andlise cientifica e literaria do caminho
percorrido nas ciéncias da saude até o momento esta representada nos trés primeiros
volumes que, por sua vez, englobam estudos de reviséo, relatos de caso e de experiéncia,
além de pesquisas epidemioldgicas; ja os ultimos dois volumes trazem ao leitor trabalhos
que fornecem novas perspectivas de acdo em saude, desde a atengéo basica até novos
métodos de diagnéstico e tratamento, além de pesquisas qualitativas que tratam da
sociologia inerente a pratica em saude, principalmente no Brasil.

Em nome da Atena Editora, agradece-se o empenho dos autores na construgao
dessa obra e explicita-se o desejo de que esta leitura contribua para a ampliacdo do
conhecimento cientifico no intuito de inspirar novos estudos que tragam ainda mais
resultados para o dinamismo e para a clareza no planejamento em ciéncias da saude.

Boa leitural!

Luis Henrique Almeida Castro
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RESUMO: Resultados recentes tém demonstrado
que a aplicagdo tdpica de nanocurcumin no
tecido gengival de ratos, diminuiu a reabsorcao
0ssea e 0 processo inflamatério em um modelo
de progressdo da doenca periodontal induzida
por LPS. Estudos em andamento do nosso grupo
de pesquisa revelaram que o0 nhanocurcumin
favoreceu o reparo 6ésseo em um modelo de
reparo periodontal experimental em ratos,
entretanto, seus efeitos sobre o tecido conjuntivo
ndo mineralizado ainda estdo sendo investigados.
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Para isso, avaliou-se o efeito do curcumin sobre
a proliferacdo, migracéo e expressao génica de
marcadores relacionados ao reparo tecidual em
fibroblastos do ligamento periodontal de murinos.
Os resultados demonstraram que o curcumin
aumentou a migragdo celular na concentragdo
de 2,5 yM, no periodo de 24h (p<0,0003), mas
ndo alterou a proliferacdo quando comparado
ao controle. Em relagdo a expressa@o génica,
interessantemente a maior concentracdo de
curcumin (10 pyM) estimulou a expressao de
Mmp13 (aprox. 0,6-fold, p<0,0046) e reduziu a
expressao de Fnt (aprox. 0,3-fold, p<0,0001) e
Col1A1 (aproximadamente 0,4-fold, p<0,0001)
emrelagao ao controle. Isso sugere que o estimulo
reparador do curcumin sobre a populagdo de
células avaliadas é dose-dependente.
PALAVRAS-CHAVE: Curcumin,
fibroblastos.

reparo,

EFFECT OF CURCUMIN ON
PERIODONTAL REPAIR. IN VITRO STUDY

ABSTRACT: Recent results have demonstrated
that the topical application of nanocurcumin in the
gingival tissue of rats, decreased bone resorption
and the inflammatory process in a model of
progression of periodontal disease induced by
LPS. Ongoing studies by our research group
revealed that nanocurcumin favored bone repair
in an experimental periodontal repair model in
rats, however, its effects on non-mineralized
connective tissue are still being investigated. For
this, the effect of curcumin on the proliferation,
migration and gene expression of markers related
to tissue repair in murine periodontal ligament
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fibroblasts was evaluated. The results showed that curcumin increased cell migration at a
concentration of 2.5 yuM, over a 24h period (p <0.0003), but did not alter proliferation when
compared to control. Regarding gene expression, interestingly the higher concentration of
curcumin (10 pyM) stimulated the expression of Mmp13 (approx. 0.6-fold, p <0.0046) and
reduced the expression of Fn1 (approx. 0.3-fold , p <0.0001) and Col1A1 (approximately 0.4-
fold, p <0.0001) in relation to the control. This suggests that the healing stimulus of curcumin
on the population of cells evaluated is dose-dependent.

KEYWORDS: Curcumin, repair, fibroblastes.

11 INTRODUGAO

A Curcuma longa € uma planta herbacea da familia do gengibre (Zingiberaceae)
cultivada em paises do sudeste asiatico, onde é comumente utilizada como uma especiaria
(AMMON et al., 1991).

Devido ao seu potencial terapéutico associado aos seus efeitos bioldgicos diversos,
o curcumin tem sido alvo de inUmeras pesquisas com diferentes modelos animais, e
estudos clinicos para o tratamento de condi¢des diversas incluindo diabetes, distarbios
neurolégicos, cancer, além de doencas inflamatérias crénicas como uveite cronica, doenca
de Crohn, psoriase, artrite reumatoide e doenca periodontal (GUPTA SC et al., 2012;
CHAINANI-WU N et al., 2012; GUIMARAES MR et al., 2011; GUIMARAES MR et al., 2012;
ELBURKI MS et al., 2017; CHENG AL et al., 2001; LAO CD et al., 2006).

Estudos clinicos em humanos demonstraram sua seguranca, tolerabilidade e
auséncia de toxicidade em doses diarias de até 12g (CHENG AL et al., 2001; LAO CD et al.,
2006). No entanto, apesar de seus beneficios no tratamento de diversas doencgas estarem
bem estabelecidos, o curcumin apresenta algumas desvantagens que limitam sua aplicagdo
terapéutica. Aprincipal delas é a baixa biodisponibilidade, resultante da fraca solubilidade em
meio aquoso, fraca absorcao gastrointestinal, rapida metabolizagéo e eliminagéo sistémica
(ANAND P et al., 2007). Tém-se buscado modificar essas caracteristicas farmacocinéticas
através de diferentes abordagens, como uso de adjuvantes como o piperine, ou através
da formulacdo do composto em lipossomas, micelas, complexos fosfolipidicos e em
nanoparticulas (SHOBA G et al., 1998; SASAKI H et al., 2011; GOTA VS et al., 2010).

As nanoparticulas (NPs) séo tipicamente caracterizadas como materiais com uma
de suas dimensbes na escala de 0,1-100 nm. Um importante aspecto relacionado ao
uso das NPs é sua habilidade em agir como um carreador efetivo para uma miriade de
drogas, protegendo-as de condices fisiologicas indesejaveis e permitindo sua liberagéo
controlada e seletiva nos sitios alvos (STEVENSON R et al., 2011; ULBRICH W et al., 2010,
LAMPRECHT A et al., 2005). Além disso, um aumento na eficacia de drogas conjugadas
as NPs tem sido determinado por um maior e mais rapido reconhecimento celular
principalmente por células imunes ativadas, e retencéo intracelular sustentada da droga
encapsulada em comparacédo a agentes farmacoldgicos em solugéo ou ndo conjugados a
NPs (CHAKRABORTY M et al., 2011; DOBROVOLSKAIA MA et al., 2008).
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Especificamente em relagéo as pobres propriedades farmacoldgicas do curcumin, sua
incorporacdo em nanoparticulas aumenta sua solubilidade e, portanto, biodisponibilidade;
potencializando seus efeitos por promover a liberagéo controlada da droga e permitindo a
utilizagéo de doses terapéuticas reduzidas (NAKSURIYA O et al., 2014). Foi demonstrado
clinicamente que a sua administragdo oral em uma disperséao coloidal de nanoparticulas,
aumentou em 27X sua concentracdo plasmatica em comparagéo com a formulagéo em po
(XIE X et al., 2011).

Resultados recentes tém demonstrado que a aplicacdo tépica de nanocurcumin
no tecido gengival de ratos, diminuiu a reabsorcdo 6ssea e 0 processo inflamatério em
um modelo de progressdo da doenca periodontal induzida por LPS. Baseados nestes
resultados, n6s temos nos dedicado a avaliar o efeito do nanocurcumin sobre o reparo
periodontal. Estudos em andamento revelaram que 0 nanocurcumin favoreceu o reparo
6sseo em um modelo de reparo periodontal experimental em ratos, entretanto, seus efeitos
sobre o tecido conjuntivo ndo mineralizado ainda estdo sendo investigados. Diante destas
informacdes, com objetivo de complementar os experimentos in vivo, este estudo se
propdem a investigar o potencial reparador do curcumin in vitro em uma linhagem murina de
fibroblastos de ligamento periodontal. A hipétese deste projeto é que o curcumin favorece
o reparo periodontal através do estimulo a proliferacdo e migragéo celular, e produgéo de

mediadores relevantes no processo de reparo tecidual.

21 OBJETIVO

Avaliar o efeito do nanocurcumin sobre a proliferacéo, migracéo e expressao génica
de marcadores relacionados ao reparo tecidual em fibroblastos do ligamento periodontal
de murinos.

31 MATERIAL E METODOS

Ao decorrer dos primeiros experimentos realizados, optou-se por nao utilizar
0 nanocurcumin (curcumin com adicdo de nanoparticulas), pois com ele houveram
alteracbes na morfologia e fisiologia das células, como o crescimento nao adequado e
morte; prejudicando o andamento da pesquisa. Atribuiu-se esses fatos as nanoparticulas
e, desta forma, utilizou-se o curcumin livre (sem adi¢cdo de nanoparticulas), ndo havendo
assim alteragbes indesejadas nas células de fibroblastos, podendo dar continuidade aos
experimentos com segurancga.

Fibroblastos de ligamento periodontal de camundongos (mPDL) foram cultivados
em DMEM suplementado com 100 pg/mL de streptomicina, e 10% de soro fetal bovino
inativado pelo calor e mantidos em atmosfera imida a 37°C e 5% CO2.
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3.1 Teste de viabilidade celular

1 x 10%células foram plagueadas com meio DMEM 10% FBS + 1% P/S em cada
poco de placas de cultura de 96 pogos. Aguardou-se 6 horas para trocar o meio por
DMEM 0,3% FBS + 1% P/S para que houvesse assim a desindu¢é@o das células. Apés
18 horas, manteve-se 0 mesmo meio e o curcumin foi adicionado ao meio de cultura em
varias concentragdes (2,5 yM, 5 yM, 10 uM, 20 yM e 40 yM) para um experimento dose-
resposta e as células incubadas por 24 horas. Para a adigcéo de curcumin, foram realizadas
previamente as seguintes diluicbes: Estoque 10 mM = 3,68 mg + 1 ml de DMSO. Estoque

1 mM =1 ul 10mM + 9 yl DMSO — 1 ul do estoque 1TmM/pogo com 100 pl de meio = 10 yM.
Estoque 2 mM =2 pyl 10mM + 8 ul DMSO - 1 pl do estoque 2mM/pogo com 100 ul de meio
=20 pyM. Estoque 4 mM= 4 pl 10mM + 6 yl DMSO - 1 pl do estoque 4mM/pogo com 100 pl
de meio = 40 yM. Estoque 0,5 mM=1 pyl 10 mM + 19 yl DMSO - 1 ul do estoque 0,5mM/
poco com 100 ul de meio = 5 yM. Estoque 0,25 mM =1 pl 10 mM + 39 pl DMSO - 1 ul do
estoque 0,25mM/pogo com 100 pl de meio = 2,5 uM

Apds as 24 horas, controles foram representados por células contendo meio sem
adicao do composto. Foi removido 0 meio presente nos pocos e adicionado 90 pl de PBS ou
meio puro + 10 pl do reagente contendo o sal tetrazolico (MTT) a cada pogo e incubado por
2 horas. Apés 2 horas, o MTT foi removido e acrescentado 50 ul de isopropanol acidificado.
Os resultados foram obtidos através da medigédo da absorbancia a 490 nm em um leitor de
microplacas (Spectramax L, Molecular Devices). O nUmero de células viaveis nos pogos

tratados com curcumin foi estimado em relagéo ao controle néo tratado.

3.2 Teste de proliferacao celular

O ensaio de proliferacdao foi realizado através da contagem de células (totais
viaveis, segundo o ensaio de exclusdo do corante azul de trypan) no periodo de 24, 48
e 72 horas. As células foram plaqueadas numa concentracdo de 1x10° células/poco, em
placas de 96 pocos. Apds confirmar a adesdo das células, diversas doses de curcumin
foram adicionadas ao meio de cultura. DMSO na concentragcéo de 5 pl/poco foi utilizado
como controle negativo e células ndo tratadas como controle positivo. A proliferagéo
celular foi avaliada por contagem direta de células viaveis em hemocitometro, realizada
por examinador treinado e sem conhecimento das condicdes experimentais. Ao final do
periodo experimental, 50yl do reagente enzimatico de dissociagdo foram acrescentados
a cada pogo e apds 6 minutos de incubacao a 25°C foram transferidos para um tubo de
microcentrifuga. Ap6s lavagem em PBS a 4°C, as células foram ressuspendidas em PBS
e duas aliquotas diluidas na proporgcédo 1:1 em azul de trypan 0.4% foram contadas em
hemocitdmetro. Estes experimentos foram realizados em duplicata e repetidos 3 vezes de
forma independente.

Dinamismo e Clareza no Planejamento em Ciéncias da Saude 2 Capitulo 9 “



3.3 Teste de migracéo celular

Para avaliar o efeito do curcumin sobre a migracédo celular foi utilizado o método
Scratch, baseado na criagdo de uma interrupgéo de continuidade de uma monocamada
celular, ou ferida, e o acompanhamento do fechamento desta ferida por observacéao
em microscopio invertido de fase. 5 x 10° células foram cultivas em placa de 60 mm, e
incubadas durante 24 horas em estufa de CO2 a 37°C. Apés a constatacdo da confluéncia
da monocamada as células foram tratadas com doses néo citotoxicas de curcumin e entéo
foi realizado o ensaio de Scratch fazendo a ferida, ou seja, uma linha reta na placa com a
ponta da pipeta p200. A seguir, os debris formados foram removidos, lavando-se a placa
uma vez com 1 ml de meio fresco e em seguida, as placas receberam 2ml de meio fresco
(Grupo controle) ou meio contendo doses néo citotdxicas do curcumin. O teste de migracao
foi realizado nos tempos 0, 12, 24 e 48 horas. As imagens foram capturadas (6 fotos/placa),
nos periodos citados, com camera digital acoplada ao microscopio invertido de fase, e
sempre do mesmo campo de visao da ferida, criando pontos de referéncia na parte externa
da placa e na platina do microscépio com marcadores de ponta fina. Posteriormente, foi
calculado a porcentagem da area coberta pelas células em cada tempo experimental.

3.4 Expressao génica (qPCR)

Para este experimento 3 x 10° células foram plaqueadas, e ap6s adeséo celular foram
desinduzidas em meio de cultura contendo 0.3% de soro fetal bovino e tratadas com doses
nao citotdxicas de curcumin por 24h. RNA total das células e foram extraidos com o reagente
Trizol de acordo com as instru¢des do fabricante. 700 ng de RNA total foram utilizados para
a sintese de cDNA utilizando random hexamers como primers e seguindo as instru¢des do
fornecedor dos reagentes. A expressdo dos genes inflamatoérios selecionados (MMP-13,
Col1A1 e Fn1 (Fibronectin 1)) foi determinada por RT-gPCR tempo real usando sondas
e reagentes Tagman (TagMan Gene Expression Assays, TagMan Universal master mix,
Applied Biosystems) em um sistema de PCR Tempo Real StepOne (Applied Biosystems).
Para cada amostra, as andlises da expressao génica foram realizadas em duplicata. Para
normalizar a quantidade de cDNA total presente em cada reagéo, a expressao de GAPDH,
foi usada como controle endégeno por ser um gene constitutivo. Para comparar os niveis
de expressao entre as diferentes amostras, o nivel de expressao relativa dos genes foi
calculado usando o método comparativo ACT utilizando o software da termocicladora.
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41 RESULTADOS

4.1 Viabilidade Celular
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Figura 1: Teste de viabilidade celular realizado com células mPDL avaliando o nimero de

células viaveis nos pogos tratados com curcumin em relagéo ao controle ndo tratado em um
periodo de 24 horas.

4.2 Proliferacao Celular
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Figura 2: Numero total de células viaveis (mPDL) apds tratamento com diferentes
concentragdes de curcumin e DMSO em relagdo ao grupo controle.
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4.3 Migracéo Celular
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Figura 3: Avaliagcdo do efeito do curcumin sobre a migragéo celular atraves do método Scratch.
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Figura 4: Porcentagem da area coberta pelas células nos tempos experimentais de Oh, 12h,
24h e 48h.
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4.4 Expressao Génica (QPCR)
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Figura 5: Expressao do gene inflamatorio
MMP-13 em relacédo ao controle
endogeno.

Figura 6: Expressao do gene inflamatério
Fn1 em rela¢é@o ao controle endégeno.
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Figura 7: Expressao do gene
inflamatorio Col1A1 em relagéo ao
controle endbgeno.

51 DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que o curcumin aumentou a migragédo celular na
concentragédo de 2,5 yM, no periodo de 24h (p<0,0003), mas nao alterou a proliferagéo
quando comparado ao controle (células nédo tratadas). Em relagdo a expresséao génica,
interessantemente a maior concentragdo de curcumin (10 yM) estimulou a expresséo de
Mmp13 (aprox. 0,6-fold, p<0,0046) e reduziu a expressao de Fn1 (aprox. 0,3-fold, p<0,0001)
e Col1A1 (aproximadamente 0,4-fold, p<0,0001) em relacdo ao controle.

61 CONCLUSAO

Os resultados sugerem que o estimulo reparador do curcumin sobre a populagéo de

células avaliadas € dose-dependente (concentracbes menores podem favorecer a migragéo
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celular, enquanto concentragcbes maiores podem reduzir a expressdo de marcadores do
reparo tecidual).
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