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APRESENTACAO

Atecnologia esta ganhando cada dia mais espaco na vida das pessoas e em tudo
que as cerca. Compreende-se por tecnologia todo o conhecimento técnico e cientifico
e sua aplicacao utilizando ferramentas, processos e materiais que foram criados e
podem ser utilizados a partir deste conhecimento. Quando, para o desenvolvimento
da tecnologia estédo envolvidos sistemas biol6gicos, seres vivos ou seus metabdlitos,
passa-se a trabalhar em uma area fundamental da ciéncia, a Biotecnologia.

Toda produgéo de conhecimento em Biotecnologia envolve areas como Biologia,
Quimica, Engenharia, Bioquimica, Biologia Molecular, Engenharia Bioquimica,
Quimica Industrial, entre outras, impactando diretamente no desenvolvimento das
Ciéncias Biologicas e da Saude. A aplicagéo dos resultados obtidos nos estudos em
Biotecnologia esta permitindo um aumento gradativo nos avancgos relacionados a
qualidade de vida da populacéo, preservacéo da saude e bem estar.

Neste ebook & possivel identificar varios destes aspectos, onde a produgao
cientifica realizada por pesquisadores das grandes academias possuem a proposta
de aplicagdes que podem contribuir para um melhor aproveitamento dos recursos
que a natureza nos oferece, bem como encontrar novas solugcdées para problemas
relacionados a manutencéo da vida em equilibrio.

No volume 2 sao apresentados artigos relacionados a Bioquimica, Tecnologia em
Saude e as Engenharias. Inicialmente é discutida a producéo e acao de biocompostos
tais como acido hialurénico, enzimas fungicas, asparaginase, lipase, biossurfactantes,
xilanase e eritritol. Em seguida sdo apresentados aspectos relacionados a anélise
do mobiliario hospitalar, uso de oxigenoterpia hospitalar, engenharia clinica, e
novos equipamentos utilizados para diagnéstico. Também sdo apresentados artigos
que trabalham com a tecnologia da informacdo no desenvolvimento de sistemas e
equipamentos para o tratamento dos pacientes.

No volume 3 estao apresentados estudos relacionados a Biologia Molecular
envolvendo a leptospirose e diabetes melitus. Também foram investigados alguns
impactos da tecnologia no estudo da microcefalia, agregacéo plaquetéaria, bem como
melhorias no atendimento nas clinicas e farmacias da atencao basica em saude.

Em seguida discute-se a respeito da utilizagcdo de extratos vegetais e fungicos
na farmacologia e preservagcdo do meio ambiente. Finalmente sdo questionados
conceitos envolvendo Educacdo em Saude, onde sao propostos novos materiais
didaticos para o ensino de Bioquimica, Biologia, polinizagao de plantas, prevencédo em
saude e educacgao continuada.

Christiane Trevisan Slivinski
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CAPITULO 16

AVALIACAO DOS EFEITOS DE EXTRATO
VEGETAL DE Cymbopogon winterianus SOBRE O
DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO INICIAL DE AVE

Gabrielly Cristina Galvao
Universidade Tecnolégica Federal do Parana —
UTFPR

Dois Vizinhos — Parana
Juliana Marceli Hofma Lopes

Universidade Tecnolégica Federal do Parana —
UTFPR

Dois Vizinhos — Parana
Leticia Mencatto Bueno

Universidade Tecnolégica Federal do Parana —
UTFPR

Dois Vizinhos — Parana
Patricia Franchi de Freitas

Universidade Tecnolégica Federal do Parana —
UTFPR

Dois Vizinhos — Parana

RESUMO: A presente pesquisa tem o objetivo
de investigar o efeito do extrato vegetal de
Cymbopogon winterianus (citronela) sobre o
desenvolvimento embrionario de ave (Gallus
gallus), para avaliar o risco de exposicao na
fase inicial do desenvolvimento. Quarenta ovos
fertilizados de Gallus gallus foram igualmente
divididos em um grupo controle - CF: ovos
nao injetados, e trés grupos tratados - ovos
injetados na cémara de ar com 100ul de
solucao de extrato vegetal de Cymbopogon
winterianus (EVC) em soro fisiolégico em trés
concentracbes diferentes: EVC 2,5%, EVC
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5%, e EVC 10%. Apds as injecdes, 0S 0vOs
foram incubados por trés dias e entédo abertos.
Quando continha embrido, este foi observado
para verificar se estava vivo (batimentos
cardiacos), e contabilizado para a analise de
mortalidade. Em seguida, os embriées vivos
foram eutanaziados, coletados e preparados
através da técnica de montagem total em I[amina
histolégica para a analise morfologica. Essa
analise, juntamente com a tomada fotografica,
foi realizada sob estereomicroscopio. Dos
quarenta ovos incubados, vinte continham
embrides, destes, 20 estavam vivos no momento
da abertura do ovo, sendo seis do grupo CF,
sete do grupo EVC 2,5%, dois do grupo EVC 5%
e cinco do grupo EVC 10%. Foram observadas
malformagbes apenas em trés embrides dos
grupos tratados com o EVC, sendo um embrido
malformado para cada uma das concentracoes
de EVC. Apesar de constituirem resultados
preliminares, pois 0 projeto possui etapas ainda
nao realizadas, os dados obtidos até o presente
momento indicam que o EVC apresenta efeito
teratogénico para embrides de ave.

PALAVRAS-CHAVE: Cymbopogon winterianus,

extrato vegetal, embrido de ave

ABSTRACT: The objective of the research
is investigating the effects of plant extract of
Cymbopogon winterianus (citronella) on the
embryonic development of fowl (Gallus gallus),
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to evaluate the risk of exposure in the early stages of development. Forty fertilized
eggs of Gallus gallus were equally divided into a control group - CF: uninjected eggs,
and three treated groups - eggs injected into the air chamber with 100 ul of solution
of Cymbopogon winterianus plant extract (EVC) in saline solution in three different
concentrations: EVC 2.5%, EVC 5%, and EVC 10%. After the injections, the eggs were
incubated for three days and then opened. When there was embryo, this was observed
to verify if it was alive (heart beats), and accounted for the analysis of mortality.
Afterwards, live embryos were euthanized, collected and prepared using the technique
of total histological slide assembly for morphological analysis. This analysis, together
with the photographic acquisition, was performed under stereomicroscope. Of the forty
eggs incubated, twenty contained embryos, of these 20 were alive at the time of egg
opening, being six of the CF group, seven of the EVC group 2.5%, two of the EVC
group 5% and five of the EVC group 10%. Malformations were observed only in three
embryos of the groups treated with the EVC, being a malformed embryo for each of the
concentrations of EVC. Although preliminary results are obtained, since the project has
stages not yet performed, the data obtained until the present moment indicate that the
EVC has a teratogenic effect for avian embryos.

KEYWORDS: Cymbopogon winterianus, plant extract, avian embryo

11 INTRODUCAO

Aintensa utilizacao dos produtos fitossanitarios sintéticos tem causado a selecéo
de populagdes de pragas resistentes, eliminacéo de inimigos naturais, contaminacao
de alimentos, do solo e da 4gua, além de intoxicacao direta do homem (GALLO et al.,
2002; GLIESSMAN, 2005). E cada vez mais frequente a procura por alimentos mais
“limpos” e saudaveis, de forma que os sistemas alternativos de producdo ganham
cada vez mais espacgo no cenario agricola nacional, inclusive como parte integrante
de politicas governamentais.

Na embriotoxicologia, a utilizacdo do embrido de ave tem sido fortemente
ampliada, pois seu desenvolvimento externo evita que determinadas analises, como
a exposicao a contaminantes, possam sofrer alteracdes devido a interacado embriao/
progenitor (MATTSON et al., 2015). Além disso, alguns aspectos favorecem o uso
dos embrides de aves como modelo de estudo em toxicologia: (1) os ovos sédo do tipo
megalécito (dispondo de reservas nutricionais e nao dependendo do ambiente externo
ou organismo materno para o desenvolvimento ocorrer); (2) apresentam membranas
envoltorias resistentes; (3) o tempo total de desenvolvimento é curto (21 dias); (4) os
embrides desenvolvem-se na auséncia do organismo materno e na regiao superior
do ovo permitindo que o desenvolvimento embrionario possa ser acompanhado
diariamente em laboratério (SCHOENWOLF, 1999) e, (5) seu desenvolvimento é muito
bem documentado (HAMBURGER e HAMILTON, 1951).

O presente trabalho utilizou 0 embrido de galinha (Gallus gallus) como modelo
para avaliar os efeitos toxicos do extrato vegetal de Cymbopogon winterianus utilizado
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como insumo agricola sobre o desenvolvimento embrionario. Foram analisadas a taxa
de mortalidade e de anormalidades, e as malformacdes anatémicas encontradas.

2| METODOS

Quarenta ovos fertilizados de Gallus gallus foram utilizados para a realizagéo
do experimento. Estes foram igualmente divididos em um grupo controle (CF) - ovos
nao injetados, e trés grupos tratados - ovos injetados na camara de ar com 100ul
de solucéo de extrato vegetal de Cymbopogon winterianus (EVC) em soro fisioldgico
em trés concentracdes diferentes: EVC a 2,5%, EVC a 5% e EVC a 10%. Apos as
injecdes, os ovos foram incubados por 3 dias (em incubadora Chocmaster Juli 70) e
entao abertos.

Quando continha embrido, este foi observado para verificar se estava vivo
(batimentos cardiacos), e contabilizado para a anélise de mortalidade. Em seguida,
0s embrides vivos foram eutanaziados, coletados e preparados através da técnica de
montagem total em lamina histolégica para a analise morfolégica segundo Hamburger
e Hamilton (1951). Essa analise, juntamente com a tomada fotogréfica, foi realizada
sob estereomicroscépio (Medlux).

3| RESULTADOS

Foram incubados por trés dias 40 ovos, sendo 10 ovos para cada um dos grupos
experimentais (CF, EVC 2,5%, EVC 5%, e EVC 10%). No momento da coleta, foi
realizada a andlise da mortalidade através da visualizagcao da presenca de embrido
e de batimentos cardiacos. Os dados desta anélise estao expressos na Tabela 1 a

seqguir.
SITUACAO CF EVC 2,5% EVC 5% EVC 10%
Incubados 10 10 10 10
Vivos 6 7 2 5
Mortos 4 3 2 5
N&o desenvolvidos - - 6 -

Tabela 1 - Mortalidade
Fonte: Autoria prépria (2017).

Os vinte embrides que estavam vivos foram coletados e preparados pela
técnica de montagem total. Os embrides obtidos por essa técnica foram analisados
morfologicamente e tiveram seus estagios determinados em estereomicroscopio
(Medilux), levando em consideracdo alguns aspectos de desenvolvimento, como o
tamanho e forma dos brotos dos membros, curvatura do corpo e tamanho e forma das
vesiculas encefalicas, conforme descrito por Hamburger& Hamilton (1951).

Impactos das Tecnologias nas Ciéncias Biologicas e da Saude 3 Capitulo 16




Foram encontrados seis embrides no estagio 17 e cinco no estagio 18. Dois
embrides apresentavam caracteristicas compartilhadas entre dois estagios sucessivos:
16/17 e 17/18. (Tabela 2)

16/17 - 1 - -
17 1 2 2 1
17/18 - 1 - -
18 2 - - 3
Indeterminados™ 3 3 - 1

Tabela 2 — Estagios de Desenvolvimento
Fonte: Autoria prépria (2017).

* N&o foi possivel a determinacéo dos estagios devido as malformagées ou a perda do embrido no momento da
montagem.

Dentre os vinte embrides analisados, trés apresentaram malformacdes (MF),
sendo um embrido para cada grupo experimental injetado com EVC (Tabela 3).

CF - -

EVC 2,5% 1 Indeterminado
EVC 5% 1 17

EVC 10% 1 18

Tabela 3 - Malformagdes
Fonte: Autoria prépria (2017).

No grupo CF néo foi encontrado embridao com malformacéo (Figura 1a). O embrido
que recebeu o EVC 2,5% apresentou agenesia caudal e de brotos de membros e
regido cefalica totalmente alterada. (Figura 1b). Na concentracédo EVC 5% o embrido
apresentou falha no fechamento do tubo neural na regido cefalica (Figura 1c). A
malformagdo encontrada no embrido injetado com EVC 10% foi o encurtamento na
regiao facial e o tubo neural na regidao do romboencéfalo aberto. (Figura 1d).
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Figura 1 - EmbriGes de ave (Gallus gallus) de trés dias preparados por montagem total. a)
Embrido do grupo controle fechado: ndao apresentou malformacao. b) Embrido do grupo EVC
2,5%: apresentou malformacgao nas vesiculas encefalicas e agenesia caudal e de brotos de
membros. ¢) Embrido do grupo EVC 5%: apresentou falha no fechamento do tubo neural e,

consequentemente, na segmentacao das vesiculas encefalicas. d) Embrido do grupo EVC

10%: apresentou atrofia da regido facial e falha no fechamento do tubo neural na regido do

romboencéfalo.

Fonte: Autoria Propria (2017).

4 | DISCUSSAO

Até o momento ndo existe embasamento tedrico em relagcéo aos efeitos do extrato
vegetal de citronela (EVC) no desenvolvimento embrionario de Gallus gallus, portanto,
h& indicios de possiveis alteracbes no desenvolvimento dos embrides de ave, com
base nos resultados ja obtidos.

51 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de constituirem resultados parciais e preliminares, pois o0 projeto possui
etapas ainda néo realizadas, os dados obtidos até o presente momento indicam que o
EVC apresenta efeito teratogénico para embrides de ave.

REFERENCIAS

BOSVELD, A.T.C. Species differences for in vitro cytochrome P450 1A1 induction by
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin and various polychlorinated biphenyls in hepatocytes from the
common tern, the black-headed gull, the herring gull, and the chicken. In: Effects of polyhalogenated
aromatic hydrocarbons on piscivorous avian wildlife (thesis), University Utrecht, the Netherlands,
1995.

Impactos das Tecnologias nas Ciéncias Biologicas e da Saude 3 Capitulo 16




ENGWALL, M.; BRUNSTROM, B.; JAKOBSSON, E. Ethoxyresorufin O-deethylase (EROD) and aryl
hydrocarbon hydroxylase (AHH)-inducing potency and lethality of chlorinated naphtalenes in chicken
(Gallus domesticus) and eider duck (Somateriamollissima) embryos. Archives of Toxicology 68 37-
42,1994,

FARHAT, A. et al. In Ovo effects of two organophosphate flame retardants -TCPP and TDCPP- on
pipping success, development, mRNA expression, and thyroid hormone levels in chicken embryos.
Toxicological sciences, v. 134, n. 1, p. 92-102, 2013.

GALLO, D.; NAKANO, O.; SILVEIRANETO, S.; CARVALHO, R.P.L.; BAPTISTA, C.G.; BERTI-FILHO,
E.; PARRA, J.R.P.; ZUCCHI, R.A.; ALVES, S.B.; VENDRAMIM, J.D.; MARCHINI, L.C.; LOPES, J.R.S.;
OMOTO, C. Entomologia Agricola, v.10. Piracicaba: FEALQ, 2002, 920p.

GLIESSMAN, S.R. Agroecologia: processos ecoldogicos em agricultura sustentavel. 3. ed. Porto
Alegre: Editora da UFRGS, 2005.

HAMBURGER, V.; HAMILTON, H. A series of normal stages in the development of the chick embryo.
Journal of Morphology, 88: 49-92, 1951.

MATTSSON, A. et al. Metabolic Profiling of Chicken Embryos Exposed to Perfluorooctanoic Acid
(PFOA) and Agonists to Peroxisome Proliferator-Activated Receptors. PloS one, v. 10, n. 12, p.
0143780 1-20, 2015.

SANDERSON, J.T.; BELLWARD, G.D. Hepaticmirosomalethoxyresorufin-O-deethylase-
inducingpotency in ovo andcytosolic Ah receptor bindingaffinityof 2,3,7,8,-tetrachlorodibenzo-pdioxin:
comparisonof four avianspecies. ToxicologyandAppliedPharmacology132 131-145, 1995.

SCHOENWOLF, G. C. The avian embryo: a model for descriptive and experimental embryology.
In: MOODY, S. A. Cell lineage and fate determination. San Diego: Academic Press, 644p, 1999.

SHARP, A. A.; FEDOROVICH, Y. Teratogenic effects of pyridoxine on the spinal cord and dorsal root
ganglia of embryonic chickens. Neuroscience, v. 289, n. 4, p. 233—241, 2015.

Impactos das Tecnologias nas Ciéncias Biologicas e da Saude 3 Capitulo 16



SOBRE A ORGANIZADORA

CHRISTIANE TREVISAN SLIVINSKI Possui Graduagdo em Licenciatura em Ciéncias
Biol6gicas pela Universidade Estadual de Ponta Grossa (2000), Mestrado em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos pela Universidade Estadual de Ponta Grossa (2007) e Doutorado em
Ciéncias - Bioquimica pela Universidade Federal do Parana (2012). Tem experiéncia na area
de Bioquimica, com énfase em Biotecnologia, atuando principalmente nos seguintes temas:
inibicdo enzimatica; fermentacdo em estado solido; producao, caracterizagcao bioquimica
e purificagdo de proteinas (enzimas); e uso de residuo agroindustrial para producdo de
biomoléculas (biossurfactantes). E professora na Universidade Estadual de Ponta Grossa
nas disciplinas de Bioquimica e Quimica Geral desde 2006, lecionando para os cursos de
Bacharelado e Licenciatura em Ciéncias Biologicas, Farmacia, Educacéo Fisica, Enfermagem,
Odontologia, Quimica, Zootecnia, Agronomia, Engenharia de Alimentos. Também leciona no
Centro de Ensino Superior dos Campos Gerais — CESCAGE desde 2012 para os cursos
de Fisioterapia, Odontologia, Farmacia, Nutricdo, Enfermagem e Agronomia, nas disciplinas
de Bioquimica, Fisiologia, Biomorfologia, Genética, Metodologia Cientitica, Microbiologia
de Alimentos, Nutricdo Normal, Trabalho de Conclusédo de Curso e Tecnologia de Produtos
Agropecudrios. Leciona nas Faculdades UNOPAR desde 2015 para o curso de Enfermagem
nas disciplinas de Ciéncias Celulares e Moleculares, Microbiologia e Imunologia.

Impactos das Tecnologias nas Ciéncias Biologicas e da Saude 3 Sobre a organizadora 273



Agéncia Brasileira do ISBN
ISBN 978-85-7247-037-7

7885727470377





