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APRESENTACAO

As Ciéncias Biologicas estéo relacionadas a todo estudo que envolve os seres
vivos, sejam eles micro-organismos, animais ou vegetais, bem como a maneira
com que estes seres se relacionam entre si e com 0 ambiente. Quando se fala em
Ciéncias da Saude faz-se mencao a toda area e estudo relacionada a vida, saude
e doenca. Neste sentido, fazem parte das Ciéncias Bioldgicas e Saude areas como
Biologia, Biomedicina, Ciéncias do Esporte, Educacéao Fisica, Enfermagem, Farmacia,
Fisioterapia, Fonoaudiologia, Medicina, Medicina Veterinaria, Nutricdo, Odontologia,
Saude Coletiva, Terapia Ocupacional, Zootecnia, entre outras.

Apreservacao do meio ambiente, a manutengao da vida e a saude dos individuos é
foco principal dos estudos relacionados as Ciéncias Biol6gicas, onde pode-se navegar
por um campo bem abrangente de pesquisas que vai desde aspectos moleculares
da composicéo quimica dos organismos vivos até termos médicos utilizados para
compreensao de determinadas patologias.

Neste ebook é possivel observar essa grande diversidade que envolve os aspectos
da vida. A preocupacéo de profissionais e pesquisadores das grandes academias em
investigar formas de viver em equilibrio com o meio ambiente, bem como aproveitando
da melhor forma possivel os beneficios ofertados pelos seres vivos.

Inicialmente sdo apresentados artigos que discutem os cuidados de enfermagem
com os seres humanos, desde acidentes com animais peconhentos, cuidados com
a dengue, preenchimento de prontuarios, cuidados com a higiene, atendimento de
urgéncia e emergéncia e primeiros socorros, doengas sexualmente transmissiveis e
hemodialise.

Em seguida sao apresentados alguns estudos relacionados a intoxicacdo com
drogas e alcool, bem como aspectos envolvendo a farmacologia. Caracterizacao
bioguimica de enzimas e sua relacado com infarto, insegurancga alimentar e obesidade
infantil.

Ainda podem ser observados artigos que relatam sobre aspectos antimicrobianos
e antioxiodantes de vegetais e micro-organismos. Presenca de fungos plantas.
Caracterizacado do solo e frutas. Doencas em plantas. E para terminar, vocé ira
observar algumas discussdes envolvendo a fisioterapia no desenvolvimento motor de
criangas, os beneficios da caminhada, além de tratamentos estéticos para o controle
de estrias.

Christiane Trevisan Slivinski
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O IMPACTO DAS MICOTOXINAS NA SEGURANCA ALIMENTAR

Jakeline Luiz Corréa
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Saude, Universidade Estadual de Maringa — PR

Isabella Leticia Esteves Barros
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RESUMO: As micotoxinas sdo metabdlitos
secundarios produzidos por uma variedade de
fungos, especialmente porespécies dos géneros
Aspergillus, Fusarium e Penicillium, dentre as
quais destacam-se as aflatoxinas e ocratoxinas,
que apresentam alta toxicidade tanto em
humanos quanto em animais, mesmo quando
ingeridosouinalados empequenas quantidades.
Sendo assim, o objetivo da presente pesquisa
foi realizar um levantamento bibliografico para
evidenciar a importancia dos fungos produtores
de micotoxinas e seu impacto na seguranca
alimentar. A presenca de micotoxinas nos
alimentos representam um amplo espectro
de maleficios, podendo inclusive levar ao
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desenvolvimento de cancer e nefropatias nos
casos de intoxicagdes crbnicas. Os principais
fatores que propiciam o desenvolvimento dos
fungos e consequentemente a possibilidade
de desenvolvimento de micotoxinas s&o
as condicbes as quais os alimentos sao
submetidos, como: alta umidade relativa do
ar, teor de agua do substrato, temperatura e
armazenamento. Ainda que a presenca de
fungos e micotoxinas em alimentos representam
sérios riscos a saude, grande parte da populagao
desconhece tais perigos, logo, programas de
monitoramento para manter os alimentos dentro
dos limites legais sdo de extrema importéncia
para a saude publica, pois diminui os riscos da
exposicdo humana aos fungos e micotoxinas.

PALAVRAS-CHAVE:

Contaminacao; Toxinas; Toxinfec¢ao alimentar.

Fungos;

ABSTRACT:
metabolites produced by a variety of fungi,
especially by species of the genus Aspergillus,
Fusarium and Penicillium, such as aflatoxins

Mycotoxins are secondary

and ochratoxins, which present high toxicity both
in humans and in animals, even when ingested
or inhaled in small quantities. Therefore, the
aim of the present research was to carry out a
bibliographic survey to highlight the importance
of mycotoxin-producing fungi and their impact
on food safety. The presence of mycotoxins in
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food represent a wide spectrum of maladies, and may even lead to the development of
cancer and nephropathies in cases of chronic intoxication. The main factors that favor
the development of fungi and consequently the possibility of developing mycotoxins
are the conditions under which food is submitted, such as: high relative humidity,
substrate water content, temperature and storage. However the presence of fungi and
mycotoxins in foods pose serious health risks, a large part of the population is unaware
of these dangers, so monitoring programs to keep food within legal limits are extremely
important for public health because it reduces the risks of human exposure to fungi and
mycotoxins.

KEYWORDS: Fungi; Contamination; Toxins; Food poisoning.

11 INTRODUCAO

As micotoxinas sdao metabdlitos secundarios produzidos por uma variedade de
fungos, especialmente por espécies dos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium.
Caracterizam-se por sua alta toxicidade tanto em humanos quanto em animais,
mesmo quando ingeridos ou inalados em pequenas quantidades (BENTO et. al, 2012;
IMAMURA et. al, 2014). Podem estar presentes em varios produtos alimenticios e
muitas vezes s&o deglutidos involuntariamente quando produtos de origem vegetal
contaminados sdo consumidos. Nesses casos, raramente sao encontradas em
quantidades suficientes para constituir um verdadeiro risco para a saude, destacando-
se dentre as mais relevantes: as aflatoxinas (AFs), ocratoxina A (OTA), patulina (PAT),
fumonisinas (FUM), zearalenona (ZEA) e desoxinivalenol (DON) (PITT; HOCKING,
2009).

Por serem contaminantes naturais, ndo é possivel eliminar as toxinas fungicas
completamente dos alimentos, entretanto a reducdo de seus niveis faz-se necessaria
para que nao representem riscos para a saude publica. Por isso, a maior parte dos
paises seguem legislacdes pertinentes, que estabelecem limites maximos para a
presenca e deteccao de certas micotoxinas em alimentos (BENNETT; KLICH, 2003).

Em 2011 foi publicada uma nova Resolucédo pela ANVISA, RDC n° 07, a qual
estabelece que alimentos comercializados no Brasil deverao respeitar o limite maximo
de deteccéo para a presenca de micotoxinas. Contrariamente a essa resolucéo, estudos
comprovam que muitos alimentos, racdes e outros apresentam niveis de contaminacéao
superiores ao permitido por esta legislacédo, bem como pela internacional (BRASIL,
2011). O Brasil tem encontrado dificuldades para implementar tais leis para controle
de micotoxinas em produtos, em virtude de sua grande extensao territorial e variacao
climética, os quais propiciam o crescimento de fungos (BRASIL, 2011; MARINS, 2014).

As intoxicagbes alimentares apresentam um amplo espectro de maleficios
gerados por microrganismos infectantes, causando desde uma simples indisposicao
ou urticaria, no caso de intoxicacdo aguda, até o possivel desenvolvimento de
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cancer e nefropatias, no caso de intoxicagdes cronicas. Sendo assim, devido as suas
propriedades toxicas e estabilidade ao tratamento térmico, a presenca de micotoxinas
nos alimentos pode ser considerada um problema mundial (OLIVEIRA et. al, 2015).
Diante deste contexto, o objetivo deste estudo consiste na realizagdo um levantamento
bibliografico para evidenciar a importancia dos fungos produtores de micotoxinas e
seu impacto na seguranca alimentar.

2| METODOLOGIA

Realizou-se uma pesquisa bibliografica da literatura nacional e internacional em
plataforma, PUBMED, Google Académico e Legislacdo. Considerou-se 13 artigos
na busca da literatura, desde 2007 até 04 de outubro de 2016. Os termos utilizados
para pesquisa no PUBMED foram “mycotoxins; foodborne diseases; fungi”, os filtros
aplicados foram “10 years; abstract; english”, foram excluidos artigos de revisao
e a partir de entdo foi possivel recuperar 48 artigos, porém 3 foram condizentes e
selecionados para o estudo. Ja no Google Académico, o termo utilizado foi “Micotoxinas
em alimentos”, propiciando a selecao de 10 artigos de interesse.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios toxicos produzidos por fungos
filamentosos que podem entrar na cadeia alimentar humana e animal por meio de
contaminacao direta ou indireta (BENTO et al, 2012). A contaminacao indireta de
alimentos e ragdes ocorre quando um ingrediente foi previamente contaminado por um
fungo toxigénico, mesmo que o fungo tenha sido eliminado durante o processamento,
uma vez que as micotoxinas ainda permanecerao no produto final (MAZIERO;
BERSOT, 2010). Exemplo disso é que pode-se encontrar micotoxinas o qual foi
utilizado como matéria-prima (TROMBETE et.al, 2013). A contaminacéo direta, por
outro lado, ocorre quando o produto, alimento ou ragado, torna-se contaminado por
fungo toxigénico, com posterior formacao de micotoxinas (MAZIERO; BERSOT, 2010).
Este caso € comumente descrito em ragdes, graos de milho, amendoins, arroz, entre
outros (BENTO et. al, 2012; CARDOSO FILHO, 2013; IMAMURA et. al, 2014).

Fatores que propiciam o desenvolvimento de fungos e consequentemente a
possibilidade de desenvolvimento de micotoxinas sdo as condicdes as quais 0s
alimentos sé&o submetidos, sendo as principais: alta umidade relativa do ar, teor de 4gua
do substrato e temperatura de armazenamento. Neste contexto, é importante destacar
que a colonizacdo alimentar por fungos produtores de micotoxinas pode ocorrer
durante os periodos de pré-colheita, colheita ou armazenamento, e a contaminacao
com micotoxinas pode ocorrer simultaneamente com a colonizacéo fungica, ou em
uma fase posterior (BENTO et.al, 2012; MARINGE, et. al 2016).

| 3
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O teor de umidade tanto quanto a temperatura influenciam no crescimento
de fungos toxigénicos em mercadorias armazenadas, promovendo a producao de
micotoxinas. No entanto, em estudo realizado por Taye et al, (2016), ndo houve
correlacado clara entre a temperatura, umidade relativa e armazenamento com
a producdo de micotoxinas, considerando que além das variagdes climaticas, a
contaminagao por toxinas pode ser atribuida também a variacéo genotipica dos fungos.

E possivel perceber que dentre os fungos produtores de micotoxinas, os mais
encontrados em alimentos sdo dos géneros Fusarium, Aspergillus e Penicillium
(BENTO et.al, 2012; MARQUES et.al, 2009) e observa-se também que estes se
comportam de maneira diferenciada quando expostos a determinadas condi¢cdes, por
exemplo umidade nos graos de milho. Entretanto a organizacao climatica da colheita,
seguida da secagem imediata das sementes pode assegurar a qualidade sanitaria
do produto e reduzir a probabilidade de contaminacéo fungica e producéo de toxinas
(MARQUES et.al, 2009).

Existem diversos tipos de micotoxinas, e dentre elas destacam-se aflatoxinas
e ocratoxinas. A ocratoxina A € comumente encontrada em uvas, 0 que destaca o
cuidado com o consumo direto dessa fruta, entretanto de acordo com o estudo
realizado por Hoeltz et. al (2012) ha uma baixa ocorréncia dessa micotoxina nas
amostras de vinhos analisadas, garantindo a qualidade dessa bebida e a saude de
seus consumidores. Em outra pesquisa realizada por Franco et. al (2014), foi possivel
detectar a presenca de ocratoxina A em quatro de vinte amostras de café, por meio
da técnica de enzimaimunoensaio (ELISA), destas apenas trés encontraram-se acima
dos limites maximos permitidos pela Unido Europeia, que é 5 pg/kg. Gherbawy et. al
(2012), analisou tdamaras da Arabia Saudita e, ainda que em uma pequena amostra,
também detectou presenca de ocratoxina. Sendo assim, com estes estudos nota-se
baixos niveis dessa micotoxina nos alimentos, garantindo a qualidade dos produtos e
a saude da populagéo consumidora.

As aflatoxinas sdo comumente encontradas em diversos gréaos, tendo destaque
no amendoim. Quando comparando a presenca dessa micotoxina em safras de
amendoim de anos diferentes, Imamura et. al (2014) notou que ndo houve diferenca
significativa quanto a sua deteccdo. Cardoso Filho et. al (2013), analisou amostras
de racao de peixe e detectou elevada presenca de Aspergillus flavus, entretanto as
cepas encontradas ndo eram produtoras de aflatoxinas, ou seja, a presencga do fungo
no alimento ndo necessariamente indica a presenca de micotoxinas.

Franco et. al (2014) e Santos et. al (2014) avaliaram a presenca de aflatoxinas em
café e leite, respectivamente. Na analise do café, os niveis de aflatoxinas encontradas
estavam abaixo do permitido pela Uniao Europeia, e na do leite nao houve deteccao
em nenhuma amostra, consequentemente, concluiram que os produtos apresentavam
boas condi¢cbes para o comércio e consumo. Diferente disso, Maringe et. al (2016)
ao estudar alimentos produzidos por pequenos agricultores detectou altos niveis
dessa micotoxina em leguminosas no periodo de pés-colheita. O mesmo ocorreu
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com Gherbawy et. al (2012) quando estudou toxinas em tdmaras na Arabia Saudita,
notando a necessidade de auxiliar esses agricultores a desenvolver estratégias de
controle de colheita para reduzir a contaminag¢ao de aflatoxinas em alimentos.

A partir dessas informacgdes, evidencia-se que 0s niveis de contaminacao
alimentar por estas micotoxinas devem ser baixos. Para isso, o controle de qualidade
dos insumos, desenvolvimento de estratégias de controle de contaminacéao e producéo
de micotoxinas, além de acdes governamentais na avaliacdo da qualidade destes
produtos sao indispensaveis para evitar riscos a saude do consumidor e prejuizos
econdémicos. (SILVA et.al, 2013).

41 CONCLUSAO

Conclui-se que a presenca de fungos e micotoxinas em alimentos representam
sérios riscos a saude, ainda assim, grande parte da populagdo desconheca a natureza
patogénica desse, o que € altamente prejudicial ao organismo humano e animal.
Sendo assim, programas de monitoramento para manter os alimentos dentro dos
limites legais sdo de extrema importancia para a saude publica e representam uma
ferramenta fundamental para fornecer subsidios e informacgdes aos 6rgaos do governo
e setores envolvidos na implantacéo de agdes corretivas, a fim de diminuir os riscos da
exposicao humana aos fungos e micotoxinas.
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RESUMO: De acordo com a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitéria,
preparacdes que consistem em substancias

cosméticos sao

naturais ou sintéticas, para uso externo em
diferentes partes do corpo humano, com a
finalidade de limpa-las, perfumar, mudar sua
aparéncia e/ou corrigir odores corporais,
proteger ou manté-los saudaveis. Entre os
varios testes de controle de qualidade, é
realizada a analise microbiolégica da agua
utilizada na fabricacdo desses produtos. Neste
trabalho foram analisadas seis amostras de
agua potavel e vinte e trés de agua purificada.
Destas, quinze foram purificadas por osmose
reversa e oito por troca idnica, no periodo de
julho/2015 a maio/ 2016, coletadas de uma
industria de cosméticos e de duas farmacias
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COSMETICOS

de manipulagéo localizada na Regido Oeste do
Parana. Coliformes Totais e Termotolerantes
foram contados para a determinacédo do
numero mais provavel (NMP), pelo método de
tubos multiplos nas amostras de agua potavel,
e a contagem de bactérias mesofilicas em agua
destilada e deionizada, conforme preconizado
pela (2010). As
amostras de 4&gua potavel apresentaram

Farmacopéia Brasileira
resultados satisfatérios, uma vez que estavam
de acordo com os parametros microbiolégicos
estabelecidos e por apresentarem potabilidade,
ou seja, auséncia de coliformes totais e
termotolerantes em 100 mL de agua,ou seja
inferior a 100 CFU/mL. No entanto, as amostras
de agua deionizada apresentaram resultados
insatisfatérios, pois apresentaram um numero
de bactérias mesobfilas variando de 1,58 x 10% a
8,21 x 108 UFC / mL, portanto, estavam acima
do maximo recomendado pela Farmacopéia
Brasileira (2010). As oito amostras de agua

purificada por deionizagcdo apresentaram
resultados ndo-conformes.
PALAVRAS-CHAVE: Saude Publica,

Contaminacao, Microbiologia.

ABSTRACT: According to the
Agency of Sanitary Surveillance cosmetics are

National

preparations consisting of natural or synthetic
substances, to external use in different parts of
the human body, with the purpose of cleaning
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them, perfuming them, changing their appearance and or correcting body odors and or
protecting or keep them healthy. Among the several quality control tests, microbiological
analysis of the water used in the manufacture of these products is carried out. In this
study six samples of potable water and twenty-three samples of purified water, from
July /2015 to May / 2016, harvested from a cosmetics industry and two compounding
pharmacies located in the Western region of Parana. Total and Thermotolerant Coliforms
were counted for the determination of the most probable number (MPN), by the multiple
tubes method in the potable water samples, and the Count of Mesophilic Bacteria
in distilled and deionized water, as recommended by the Brazilian Pharmacopoeia
(2010). The distilled water samples presented satisfactory results, once they were
in agreement with the established microbiological parameters and because they
presented potability, that is, absence of total and thermotolerant coliforms in 100 mL
of water. However, the samples of purified deionized water presented unsatisfactory
results because they had a number of mesophilic bacteria ranging from 1.58 x 102 to
8.21 x 10® CFU / mL, therefore, they were above the maximum recommended by the
Brazilian Pharmacopoeia (2010). The eight samples of purified water by ion exchange
presented nonconforming results.

KEYWORDS: Public Health, Contamination, Microbiology.

11 INTRODUCAO

Os produtos cosméticos sao definidos como preparagdes constituidas por
substancias naturais ou sintéticas, de uso externo nas diversas partes do corpo
humano que tém o objetivo exclusivo ou principal de limpar, perfumar, alterar aparéncia,
corrigir odores corporais e/ou proteger (BRASIL, 2015). Cosméticos sao usados desde
a antiguidade e, inicialmente as fontes de seus ingredientes eram essencialmente
plantas, animais e minerais. No entanto, o avanco da tecnologia resultou na incluséo de
muitas substancias quimicas sintéticas na formulacao desses produtos. Atualmente, a
variedade de produtos com diferentes finalidades de uso, principalmente produtos de
higiene, € ampla e atinge um grupo populacional cada vez maior (LEONARDI, 2004).

A qualidade de um produto ou servi¢o ajuda a orientar, com eficacia, qualquer
empresa que objetive crescimento de mercado e lucratividade, pois € um modo de
gerenciar organizacdes, melhorando os negdcios e as atividades técnicas. A eficiéncia
das empresas nos negdécios depende de seus produtos ou servicos, que devem ser
confidveis e consistentes (BORTOLOTTI; De SOUSA; De SOUSA JUNIOR, 2009).
Sendo assim, os fabricantes de produtos cosméticos e de medicamentos vém se
preocupando com a contaminagdo e qualidade microbiolégica (FIORENTINO et al.,
2008), pois pode constituir risco para a saude do consumidor, principalmente em se
tratando de micro-organismos patogénicos (SOUZA, et al.,1994).

A evolucgéo tecnoldgica no desenvolvimento e produgdo de cosméticos exige o
cumprimento de diretrizes regulamentadas para evitar e prevenir os riscos na qualidade
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e segurancga dos produtos (YAMAMOTO et al., 2004). Para garantir que a qualidade
final do produto ou a seguranga do paciente ndo seja comprometida, é necessario
um controle de qualidade onde a carga microbiologica seja identificada e quantificada
(PINTO et al., 2010).

Atualmente, o controle microbioloégico ndao € somente associado a produtos
estéreis, pois se verificou a necessidade de realiza-lo em produtos nao-estéreis
(BUGNO; BUZZO; PEREIRA, 2003). A carga microbiana elevada pode comprometer
a estabilidade do produto, degradar o principio ativo ou alterar o pH, o que pode
resultar em faixas de coloracdo distintas do corante ou precipitacdes; producdo de
gases, provocando odor desagradavel; acdo enzimatica promovendo degradacao
de tensoativos ou macromoléculas, levando a quebra de emulsées ou alteragdes da
viscosidade de géis (PINTO et al., 2010).

Matérias-primas utilizadas na produ¢éo de medicamentos e/ou cosméticos podem
tornar-se substrato para o crescimento microbiano, uma vez que podem ser utilizadas
como fonte de carboidratos, aminoacidos, proteinas, vitaminas, sais organicos, agua,
entre outros (PINTO et al., 2010). As matérias-primas podem ser de origem natural ou
sintética, as de origem natural favorecem o desenvolvimento dos micro-organismos
devido a capacidade de reter agua (SILVA; SILVA, 2017).

A Resolucao de Diretoria Colegiada - RDC n° 48, de 25 de outubro de 2013,
que aprova o regulamento técnico de Boas Praticas de Fabricagdo para produtos
de higiene pessoal, cosméticos e perfumes, define contaminagcdo como sendo a
introducéo indesejada de impurezas de natureza fisica, quimica e/ou microbiologica
na matéria-prima, material de embalagem/envase, produto intermediario, e/ou produto
acabado durante a fabricacao, estabelecendo o controle de qualidade para os produtos
gue tenham uma especificagcdo microbioldgica, em que a contagem total de micro-
organismos deve estar em conformidade com a legislagcéo vigente (BRASIL, 2013).

Ja a RDC n° 481 de 23 de setembro de 1999, estabelece os paréametros de
controle microbioldgico para os produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes.
Para produtos susceptiveis a contaminacdo microbioldégica, o numero de micro-
organismos mesofilos aerdbios totais, ndo podera estar acima de 5,00 x 102 UFC/g ou
mL. Também s&o exigidos: Auséncia de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus e coliformes totais e fecais em 1g ou mL e auséncia de Clostridios sulfito
redutores em 1 g (exclusivamente para talcos) (BRASIL, 1999).

O armazenamento em condi¢cées adequadas é muito importante, pois minimiza
a ocorréncia de alteracées no produto. Assim, € importante que 0 nUmero de micro-
organismos encontrados seja 0 menor possivel, uma vez que, se as condicoes
ambientais forem adequadas, eles podem se multiplicar e, posteriormente, causar
alteracbes nas propriedades organolépticas, perda de estabilidade e a atividade do
principio ativo (DE LA ROSA; DEL ROSARIO; VIVAR, 1995).

A 4gua provavelmente seja o principal insumo utilizado em industrias de
cosméticos e farmacias de manipulacdo. Para contribuir com uma reduzida
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carga microbiana nos produtos cosméticos, a empresa deve definir claramente as
especificagdes fisico-quimicas e microbiolodgicas da agua utilizada na fabricagao dos
produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes, devendo atender no minimo aos
padrées microbioldgicos de potabilidade. Somente a agua dentro das especificacdes
estabelecidas deve ser utilizada na fabricagdo dos produtos de higiene pessoal,
cosméticos e perfumes (BRASIL, 2013).

A agua potavel fornecida pelo abastecimento urbano apresenta moléculas
organicas, ions inorgénicos, particulas, coloides, gases e bactérias (MENDES, et
al., 2011) sendo assim, s6 pode ser usada na producdo de cosméticos ap0s passar
pelo processo de purificacdo. A agua purificada é obtida por uma combinacédo de
sistemas de purificacdo, tais como multipla destilacéo; troca ibnica; osmose reversa;
eletrodeionizacao; ultrafiltracéo, ou outro processo capaz de atender, com a eficiéncia
desejada, aos limites especificados para os diversos contaminantes.

Segundo a Portaria do Ministério da Saude N°2.914, de 12 de dezembro de
2011, que dispde sobre os procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da
agua para consumo humano e seu padréao de potabilidade, o conceito legal de agua
potavel é “...que atenda ao padrao de potabilidade estabelecido nesta Portaria e que
nédo ofereca riscos a saude humana”. Ja o padrao de potabilidade € “o conjunto de
valores permitidos como parametro da qualidade da agua para consumo humano,
conforme definido nesta Portaria...”. (BRASIL, 2011).

Usualmente, as industrias de cosméticos obtém a agua pura para seus processos
de fabricacdo de diferentes maneiras, pode-se citar: a agua deionizada, em que o
processo de deionizacao geralmente € feito em coluna de troca ibnica. Nestas colunas,
ha microesferas que ao entrarem em contato com a agua, liberam ions de hidrogénio
(H*), resina cationica e hidroxilas (OH"), resina anidnica, ligados de forma instavel,
pelos ions mais carregados presentes na agua, como ion calcio (Ca?"), ion magnésio
(Mg?*) que se unem com mais firmeza as resinas. Resultando como consequéncia na
remocao dos cations e anions dissociados na agua. A agua destilada € um processo
bem conhecido e amplamente utilizado, e consiste em mudancas de fase da agua
por aquecimento, onde a partir de seu estado liquido a agua é aquecida a 100 °C
evaporando e resfria ocorrendo uma condensacao, tornando-a liquida novamente.
Isso permite eliminar os contaminantes bioldgicos. A agua obtida por osmose reversa
ocorre de modo geral pela passagem através de membranas semipermeaveis, por
meio de uma pressao gerada por bomba mecéanica a 4gua atravessa e € removido
o material particulado, micro-organismos, material insolivel e materiais organicos
e inorganicos em geral, é considerado atualmente o mais eficiente e talvez o mais
utilizado (MENDES et al., 2011).

E importante verificar a condicdo de armazenamento da agua imediatamente
apo6s a saida do destilador, pois, esta é uma etapa critica para a contaminagéo da
agua apds o processo de purificacao.

Para o setor produtivo também é importante a questao dos custos. Nesse sentido,
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cabe ao profissional responsavel técnico pela instituicao avaliar a relagédo custo/
beneficio de cada método, definindo o volume de agua utilizado nas preparacoes.

Como descrito acima, o uso da agua por industrias de cosméticos e farmacias
de manipulacdo exige cuidados de forma a evitar a contaminacdo quimica e
microbiolégica. Segundo a Farmacopéia Brasileira, os parametros microbiol6gicos
criticos sugeridos sdo: Contagem total de bactérias < 100 UFC/mL e auséncia de
Pseudomonas aeruginosa e outros patogénicos (BRASIL, 2010).

O presente trabalho objetivou avaliar a qualidade microbiol6gica de agua potavel
e purificada, de uma industria de cosméticos e de duas farmacias de manipulagéao
da regido Oeste do Parana. Estes resultados servirdo de subsidios para a melhoria
continua destas empresas, prevenindo prejuizos e garantindo a satisfacéo e seguranca
dos consumidores.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostragem

Foram analisadas seis amostras de agua potavel e vinte e trés de agua purificada.
Destas, quinze foram purificadas por osmose reversa e oito por troca inica, no periodo
de julho/2015 a maio/2016, coletadas de uma industria de cosméticos e de duas
farméacias de manipulagcao localizadas na Regido Oeste do Parana. Foi realizada a
contagem de Coliformes Totais e Termotolerantes para a determinagdo do numero mais
provavel (NMP), pelo método dos tubos multiplos nas amostras de agua potavel, e a
Contagem de Bactérias Mesofilas em agua potavel e purificada, conforme preconizado
pela Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2010).

2.2 Analise Microbiolégica da Agua Potavel

As amostras forma coletadas ao longo do periodo de junho/2015 a julho/2016.
No minimo 200 mL de amostra foi coletada em frascos previamente esterilizados. A
desinfeccéo das torneiras dos pontos de coleta foi realizada com solug¢do de alcool a
70%, por meio de pulverizacao por dentro e por fora e deixando-se a agua escorrer por
alguns minutos. As amostras de agua potavel foram submetidas as analises: Contagem
Total de Bactérias Mesbfilas e Contagem de Coliformes Totais e Termotolerantes
conforme descritos abaixo.

2.3 Contagem de Bactérias Mesoéfilas

Foram transferidos 10 mL de amostra para 90 mL de solu¢do salina a 0,9%.
Foram preparadas mais duas diluicdes decimais sucessivas com o mesmo diluente.
Foram adicionados 1 mL das diluicdes em Placa de Petri e entdo vertidos 15 mL de
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Agar Caseina Soja mantidos a 45-50 °C. Foram utilizadas duas placas para cada
diluicdo. As placas foram entéao incubadas a 35-37 °C por 24-48 horas (BRASIL, 2010).

2.4 Contagem de Coliformes Totais e Termotolerantes

A determinacdo do numero mais provavel de coliformes pelo método dos tubos
multiplos foi realizada utilizando caldo Lauril Sulfato de Sédio (CLS) com tubos de
Durhan invertidos. A primeira série de tubos contendo 10 mL de CLS em concentracao
dupla, na segunda série, 9 mL e na terceira, 9,9 mL e adicionados 10; 1,0 e 0,1 mL de
amostra, respectivamente. Os tubos foram incubados a 35-37 °C durante 24 e 48 h.
Para a determinacéo de coliformes termotolerantes, uma alcada de cada tubo de CLS
gue apresentar crescimento e producao de gas sao semeados em tubos contendo 10
mL de Escherichia coli (EC), com tubos de Durham invertidos. Estes forma incubados
por 24 e 48 h a 45°C em banho-maria. A formacéao de gas nos tubos de CLS indica a
presenca de coliformes totais, sendo o resultado expresso em NMP de coliformes totais
por mL de agua. Os tubos positivos em caldo EC indicam a presenca de coliformes
termotolerantes. Para contagem de E. coli, os tubos de caldo EC com crescimento
e gas foram repicados para placas contendo Agar Eosina Azul de Metileno (BEM) e
incubadas a 35°C. Ap6s 24 h, colbnias negras com ou sem brilho metélico, suspeitas
de serem E. coli, foram identificadas bioquimicamente. As placas de EMB positivas
para E. coli, correspondentes aos tubos de EC positivos com gas, foram consideradas
para o célculo de E. coli por mL de agua (APHA, 2005).

2.5 Analise Microbiolégica da Agua Purificada

Esta analise foi realizada mensalmente e as amostras foram coletadas logo ap6s
o processo de purificacdo. Foram coletadas no minimo 200 mL de amostra em frascos
estéreis. As amostras foram submetidas a contagem de bactérias meséfilas conforme
ja descrito.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as amostras de agua potavel apresentaram resultados satisfatérios,
por estarem de acordo com o0s parametros microbioldgicos estabelecidos e por
apresentarem padrdo de potabilidade, ou seja, auséncia de coliformes totais e
termotolerantes em 100 mL de agua. As quinze amostras de agua purificada por
osmose reversa apresentaram resultados satisfatorios, sendo que os valores
encontrados foram inferiores a 10,0 UFC/mL. Porém as oito amostras de agua
purificada deionizada apresentaram resultados insatisfatérios por apresentarem
numero de bactérias mesofilas entre 1,58 x 102 & 8,21 x 103 UFC/mL, portanto,
estavam acima do limite maximo preconizado pela Farmacopéia Brasileira (BRASIL,
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2010) cuja contagem total de bactérias deve ser inferior a 100 UFC/mL. Quando os
resultados indicavam condi¢cées ndo-adequadas para o uso, a empresa de onde foi
feita a coleta da amostra era imediatamente informada para que as acgdes corretivas
fossem aplicadas, corrigindo-se o desvio, além de a agua nédo ser empregada nas
preparacoes até que o problema da contaminacé&o microbiana fosse resolvido.

41 CONCLUSAO

As oito amostras de agua purificada por troca idnica utilizada pela industria
de cosmeéticos ndo estavam de acordo com os parametros microbioldgicos, porém
as demais amostras de agua analisadas apresentaram resultados satisfatérios. As
andlises microbiolégicas realizadas auxiliaram tanto a industria quanto as farméacias
de manipulacdo na melhoria continua das etapas de producéo, prevenindo prejuizos
financeiros, como também colaborando com a saude e satisfacéo de seus clientes. Os
resultados sé&o similares aos encontrados no estudo de Valentini e Vieira (2017).

Vale ressaltar que estudo adicionais e complementares sdo necessarios para
estudar mais este importante tema.
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RESUMO: De acordo com as Boas Praticas de
Manipulagédo em farmacias, os medicamentos
nao-estéreis e cosméticos devem possuir
qualidade especificacdes
determinadas por codigos oficiais nacionais,

conforme

visando a seguranca e eficacia do seu
uso. Os contaminantes microbianos em

medicamentos e/ou cosméticos podem
resultar em alteracdes fisico-quimicas, além
de poder influenciar na acéo terapéutica, bem
como a aceitacdo do mesmo pelo consumidor.
O presente trabalho teve como objetivo realizar
analises
qualidade de bases galénicas preparadas por

duas farmacias de manipulagéo do municipio de

microbiolégicas para verificar a

Cascavel, uma localizada no centro e a outra na
periferia do municipio. Foram coletadas dezoito
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amostras contendo aproximadamente 30 g,
entre o periodo de agosto/2015 a junho/2016.
As andlises microbiolégicas consistiram em:
Contagem Total de Bactérias Mesbfilas e de
Bolores e Leveduras e na pesquisa de micro-
patogénicos:  Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosae Escherichia

organismos

coliconforme descrito por Carturan e Hansen
(2014).
todas encontravam-se dentro dos

Das dezoito amostras analisadas,
limites
da Farmacopeia Brasileira (2010) na qual
determina: Até 2,00x10%® UFC/g para bactérias
mesofilas e até 2,0x102 UFC/g para bolores e
leveduras. Os resultados encontrados tanto
para bactérias mesdfilas quanto para bolores
e leveduras variaram entre <30 e 6,00x10'
UFC/g. Em relagdo a pesquisa de micro-
organismos patogénicos, estes nao foram

encontrados nas amostras analisadas. Os
resultados obtidos foram satisfatorios para
farmacias.

ambas as Estas avaliagbes

microbiolégicas sao de suma importancia,
pois indicam parémetros quanto a qualidade
produtos

garantindo assim a eficacia e seguranga no

microbiolégica de farmacéuticos,

uso pelos consumidores.
PALAVRAS-CHAVE: Controle de qualidade
microbiolégico, farmacia de manipulagao,

bases galénicas

ABSTRACT: According to the Good Practices
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of Handling in pharmacies, non-sterile and cosmetic medicines must have quality
according to specifications determined by official national codes, aiming at the safety
and effectiveness of their use. Microbial contaminants in medicines and / or cosmetics
can result in physico-chemical alterations, in addition to being able to influence in
the therapeutic action, as well as the acceptance of the same by the consumer. The
present work had as objective to carry out microbiological analyzes to verify the quality
of galenic bases prepared by two pharmacies of manipulation of the municipality of
Cascavel, one located in the center and the other in the periphery of the municipality.
Eighteen samples containing approximately 30 g were collected between August /
2015 and June / 2016. Microbiological analyzes consisted of: Total Count of Mesophilic
Bacteria and Mold and Yeast and in the research of pathogenic microorganisms:
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli as described
by Carturan and Hansen (2014). From the eighteen analyzed samples, all were within
the limits of the Brazilian Pharmacopoeia (2010) in which it determines: Up to 2.00x103
CFU/g for mesophilic bacteria and up to 2.0x10? CFU/g for molds and yeasts. The
results found for both mesophilic bacteria and for molds and yeasts ranged from > 30
to 6.00x10" CFU/g. Regarding the research of pathogenic microorganisms, these were
not found in the analyzed samples. The results obtained were satisfactory for both
pharmacies. These microbiological evaluations are of paramount importance, as they
indicate parameters regarding the microbiological quality of pharmaceutical products,
thus guaranteeing the efficacy and safety in the use by the consumers.

KEYWORDS: Microbiological Quality Control; pharmacy of manipulation; galenic bases

11 INTRODUCAO

De acordo com a legislacéo nacional atual, considera-se como base galénica:
“Preparacdao composta de uma ou mais matérias-primas, com foérmula definida,
destinada a ser utilizada como veiculo/excipiente de preparac¢des farmacéuticas "
(BRASIL, 2013); ou ainda sao considerados como “veiculos de natureza liquida ou
semissoOlida destinados a incorporacao de substancias ativas” (BRASIL, 2012).

A farmacia magistral &€ considerada como um importante segmento do mercado
brasileiro de medicamentos (BONFILIO et al., 2010). Avantagem de se adquirir produtos
manipulados seria o custo bem menor quando comparado ao industrializado, porém,
deve-se garantir sua qualidade microbiolégica para que o consumo ocorra de
forma segura (CARVALHO ; MARTINI; MICHELIN, 2011)

A Resolucao de Diretoria Colegiada — RDC n°. 67, de 8 de outubro de 2007
estabelece as Boas Praticas de Manipulagdo de preparacdes magistrais e oficinais
para uso humano em farmacias desde a manipulacdo, conservagao e dispensacao
de preparac¢des magistrais e oficinais, bem como para aquisicao de matérias-primas e
materiais de embalagem (BRASIL, 2007).

Aadeséaodosfuncionarios dafarmaciamagistral, as Boas Praticas de Manipulacéo,
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juntamente com as especificacbes das matérias-primas e caracterizacdo do produto
durante o desenvolvimento, sdo considerados como os trés fatores-chave para garantir
a qualidade dos medicamentos ou cosméticos (HIYAMA, 2010).

A farmacia deve assegurar a qualidade fisico-quimica e microbiolégica de todos
os produtos que sao, de alguma maneira, manuseados antes da sua dispensacao.
(BRASIL, 2007).

Os medicamentos e cosméticos constituem-se como fontes de nutrientes e
condi¢cdes que favorecem o crescimento microbiano. Produtos que apresentam um
alto teor de 4gua na sua constituicdo seriam os mais criticos, ja que a contaminagéo
podera vir das diferentes etapas do preparo e/ou das matérias-primas. (LUCENA,
2014).

Os limites microbianos estabelecidos para as bases galénicas séo: Até 2,00 x
102UFC/g para a contagem total de bactérias mesofilas, até 2,00 x 10> UFC/g para
a contagem de bolores e leveduras e auséncia dos patdgenos: Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus em 1 g ou 1 mL e auséncia de
Salmonella spp. em 10 g ou 10 mL (BRASIL, 2010).

As farmacias magistrais devem se preocupar com a qualidade dos produtos
estéreis, uma vez que os desvios da qualidade podem ter como consequéncias
prejuizo ao usuario, podendo desenvolver patologias severas, dependendo do seu
estado imunolégico (MOTA; OSHIRO JUNIOR; CHIARI-ANDREOQ, 2012).

O objetivo deste trabalho foi analisar a qualidade microbiolégica de amostras de
bases galénicas manipuladas por duas diferentes farméacias magistrais do municipio
de Cascavel, PR.

2| MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta das Amostras de Bases Galénicas

No periodo de julho de 2016 a agosto de 2017, foram coletadas dezoito amostras
de bases galénicas proveniente de duas farmacias de manipulagéao localizadas no
municipio de Cascavel, Parana. Uma delas se localizava no centro e a outra, na
periferia da cidade.

2.2 Analises Microbioldgicas de Bases Galénicas

Foram analisados um total de dezoito amostras de bases galénicas. Foram
coletados 30 g de cada amostra em frascos estéreis. As analises microbiologicas
consistiram em: Contagem de Bactérias Mesofilas, Bolores e Leveduras conforme
descrito na Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010) e pesquisa de micro-organismos
patogénicos: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli
conforme descritos por Carturan e Hansen (2008).
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das analises microbiolégicas realizadas nas bases galénicas:
Contagem de bactérias mesofilas aerdbias, contagem de Bolores e Leveduras e
pesquisa de bactérias patogénicas: S. aureus. E. coli e P. aeruginosa estao descritas
abaixo (tabela 1).

Os resultados da contagem de bactérias mesofilas variaram de < 30 UFC/g a
6,00 x 10" UFC/g e a contagem de bolores e leveduras, de < 30 a 1,00 x 102 UFC/g.
A pesquisa de micro-organismos patogénicos indicou auséncia de S. aureus, P.
aeruginosa e E. coliem 1 g de todas as bases galénicas analisadas. Estes resultados
demonstraram que, pelos parametros microbiolégicos analisados, os produtos
encontravam-se dentro dos limites estabelecidos por 6rgéos oficiais.

As formas farmacéuticas sélidas apresentam baixa atividade de agua, que nao
favorecem a proliferacdo microbiana (VO; LOU; KUPIEC, 2014). Por outro lado, os
produtos liquidos e semi-solidos, por exemplo, as bases galénicas, por terem maiores
valores de atividade de agua, sédo mais criticos em relagcao ao controle microbioldgico.
Porém, apesar disso, o presente estudo demonstrou que a qualidade microbiol6gica
das bases galénicas encontravam-se dentro dos parametros preconizados pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Estes resultados indicam que,
provavelmente, as duas farmacias com manipulacdo, das quais foram coletadas
as amostras, vem cumprindo com as normas de boas praticas de manipulacéo de
medicamentos e/ou cosméticos, pois, conforme Vo, Lou e Kupiec (2015) o controle
da contaminacdo é uma atividade preventiva que envolve adesdo consciente dos
colaboradores as Boas Praticas de Manipulacéo.

Contagem Totalde = Contagem de Bo- Pesquisa de

Amostras Bactérias Mesofilas lores e Leveduras Bactérias Pato-

Aerébias (UFC/g) (UFC/g) génicas*em1g
Base Xalifin 15 <30 <30 Ausentes
Creme Base c"or:l)lAdlpol e Celu- <30 6,00 x 10" Ausentes
Base 25 Polawax nao-iénica 3,00 x 10! <30 Ausentes
Base 29 nao-ibnica <30 <30 Ausentes
Creme Hidratante de Aveia <30 <30 Ausentes
Base Aristoflex Gel 3,00 x 10! <30 Ausentes
Pomada Lano Vaselina <30 <30 Ausentes
Gel Aristoflex 1% <30 <30 Ausentes
Sabonete liquido cremoso <30 3,00 x 10 Ausentes
Base Hostacerin Saf Gel Creme <30 <30 Ausentes
Base 29 Crer(’qnlinnoar:)alomco Hidro- <30 <30 Ausentes
Base Carbopol <30 <30 Ausentes
Base 42 Natrozol 2% <30 <30 Ausentes
Base 25 CR n&o-i6nico Polawax <30 <30 Ausentes
Creme Hidratante de Aveia 6,00 x 10! <30 Ausentes
Base Aristoflex gel <30 <30 Ausentes
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Base 25 Polawax n&o-ibnico <30 <30 Ausentes
Base 29 nao-ibnica <30 1,00 x 102 Ausentes

Tabela 1 — Resultados das analises microbiol6gicas das bases galénicas

*S. aureus, P, aeruginosa e E. coli

Na literatura, encontram-se poucos trabalhos relacionados e com resultados
inadequados quanto ao controle microbiolégico, quando comparados com os resultados
obtidos no presente trabalho.

Carvalho, Martini e Michelin (2011), apds analisarem sete amostras de filtro
solar em gel adquiridas de farmacias de manipulagdo do municipio de Araras, SP,
observaram que aos menos uma das sete amostras analisadas foi reprovada, devido
ao crescimento de micro-organismos totais ser superior ao limite permitido e por
apresentar patégenos.

Ao analisar uma amostra de creme hidratante manipulada por trés diferentes
farmacias magistrais do municipio de Palmas, TO, Santos (2015) verificou que uma
das amostras encontrava-se inadequada para o consumo por estar contaminada por
mesofilos totais acima do estabelecido pela legislacao.

Conforme descrito no Guia de Controle de Qualidade de Cosméticos (BRASIL,
2008), a verificacdo da qualidade microbiologica para determinar os pontos criticos
de contaminacgéo e estabelecer normas constitui-se em um dos atributos essenciais
para o desempenho adequado, seguranca, eficacia e aceitabilidade dos produtos
cosméticos ou medicamentos. Alegislacéo atual preconiza que a avaliagcao da qualidade
microbiolégica de bases galénicas seja realizada por meio de monitoramento mensal
de ao menos uma base e por rodizio considerando-se base e manipulador e todos os
tipos de base devem ser analisados anualmente (BRASIL, 2007).

Estudos posteriores devem ser realizados envolvendo principalmente as analises
de controle de qualidade microbiolégico de produtos liquidos e semi-solidos, para
monitorar a qualidade e garantir a eficacia e a seguranca dos consumidores.

41 CONCLUSAO

Das dezoito amostras de bases galénicas coletadas de duas farmacias de
manipulagcdo do municipio de Cascavel, PR, todas apresentavam-se dentro dos
parametros microbiologicos estabelecidos pelos cddigos oficiais nacionais. Estes
resultados indicam que as normas de Boas Praticas de Manipulagéo estdo sendo
cumpridas garantindo eficacia, seguranca e aceitabilidade dos produtos pelos seus
consumidores.
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RESUMO: A acne vulgar é uma doencga
dermatoldgica bastante comum, caracterizada
por comedbes abertos ou fechados e por
papulas inflamatorias, pustulas e nodulos,
resultantes de processo inflamatorio associado
a processo infeccioso causado principalmente
pelas bactérias  Propionibacterium  acne,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis.  Pelargonium  graveolens é
conhecida popularmente como “malva” e
possui propriedades antimicrobianas e anti-
inflamatérias  descritas  popularmente e
reportadas na literatura. Este trabalho buscou
avaliar a capacidade in vitro dos extratos de P.
graveolens na inibicdo de bactérias causadoras
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da acne vulgar, P. acnes, S. aureus e S. epidermidis. Foram realizados extratos da
planta em cinco solventes diferentes: etanol 100%, etanol 50%, etanol 70%, metanol
100% e acetona 100%. Os extratos foram dissolvidos em 25, 50 e 100uL em suspenséao
bacterianas em caldo nutriente e triptico de soja 5%. Todas as amostras foram
incubadas por um periodo de 24 a 48 horas e depois analisadas em espectrofotdmetro
na absorbancia de 546nm. Através da analise em cromatografia de camada delgada foi
possivel observar a presenca de terpenos, principal classe de metabdlitos secundarios
ativos nessas plantas. Além disso, € possivel observar a presenca de outras substancias
no extrato acetdnico, sugestivo de taninos, saponinas, glicosideos e/ou antraquinonas.
O extrato mais ativo é o acetdnico, com inibicdo maxima de 27% para S. aureus, 56%
para o S. epidermidis e 82% para o P. acnes, principal agente causal da acne vulgar.
Estudos de quimicos, de toxicidade e a seguranca dessa planta sdo necessarios para
a confirmacgéo das identidades quimicas presentes e determinacéo da seguranca no
uso dermatologico do extrato de P. graveolens.

PALAVRAS-CHAVE: Pelargonium  graveolens.  Propionibacterium  acnes.
Straphylococcus epidermidis. Staphylococcus aureus. Acne vulgar.

ABSTRACT: Acne vulgaris is a common dermatological disease characterized by
open or closed comedones and inflammatory papules, pustules and nodules, resulting
from an inflammatory process associated with an infectious process caused mainly
by the bacteria Propionibacterium acne, Staphylococcus aureus and Staphylococcus
epidermidis. Pelargonium graveolens is popularly known as “Rose Geranium” and it
has antimicrobial and anti-inflammatory properties, popularly described and reported in
the literature. This work aimed to evaluate the in vitro inhibition of acne vulgaris on P,
acnes, S. aureus and S. epidermidis, by P. graveolens extracts. Extracts were made in
five different solvents: 100% ethanol, 50% ethanol, 70% ethanol, 100% methanol and
100% acetone. Extracts were dissolved in 25, 50 and 100 L in bacterial suspension in
nutrient broth and 5% soybean triptych. All samples were incubated for a period of 24 to
48 hours and analyzed in a spectrophotometer at the absorbance of 546 nm. Through
the analysis in thin layer chromatography it was possible to observe the presence of
terpenes, major class of active secondary metabolites in these plants. In addition, it is
possible to observe the presence of other substances in the acetone extract, suggestive
of tannins, saponins, glycosides and / or anthraquinones. The most active extract is
acetone, with a maximum inhibition of 27% for S. aureus, 56% for S. epidermidis and
82% for P. acnes, the main causative agent of acne vulgaris. Chemical, toxicity and
safety studies of this plant are necessary for the confirmation of the chemical identities
present and determination of the safety in the dermatological use of the extract of P,
graveolens.

KEYWORDS: Pelargonium graveolens. Propionibacterium acnes. Straphylococcus
epidermidis. Staphylococcus aureus. Acne vulgaris.

As Ciéncias Biolégicas e da Saude e seus Parametros 2 Capitulo 4




11 INTRODUCAO

A acne vulgar € uma patologia crénica muito comum que acomete a pele,
principalmente de jovens e adultos, e por apresentar uma grande influéncia estética,
aumenta a procura por diversos tratamentos (BHATE; WILLIAMS, 2013). A patologia
cursa com o acometimento dos foliculos pilossebaceos unicelulares, caracterizada
por seborreia, lesées inflamatdrias e ndo inflamatérias e diferentes graus de reparo e
cicatrizacao (WILLIAMS; DELLAVALLE; GARNER, 2012). Estas alteracbes podem ser
mediadas por andrdgenos, 0 que explicaria a prevaléncia em jovens e adolescentes,
hiperqueratinizacdo folicular, desequilibrio, inflamacéo e infec¢do bacteriana externa
(VORA; SRIVASTAVA; MODI, 2018).

A acne vulgar é resultante da interacdo de varios fatores patogénicos,
principalmente a producdo excessiva de sebo folicular resultante das mudancas
hormonais, alteragcdes da microbiota da pele, fatores imunologicos e inflamatérios
(DEGITZ et al., 2007). O aumento da queratinizacao mediada pelo acumulo de sebo
resulta em um ambiente favoravel para o supercrescimento de propionibactérias,
pertencentes a flora cutanea, e que em circunstancias normais ndo se apresentam
patogénicas. O metabolismo bacteriano resulta em substancias distintas, tais como o
acido propibdnico, que atua como agente quimiotaxico, levando a formacao de lesdes
papulopustosas (GOLLNICK; DRENO, 2015).

O Propionibacterium acnes é o fator causal central no desenvolvimento da acne
vulgar, porém existem numerosas observacdes e inconsisténcias nesses processos.
Trata-se de um bastonete Gram positivo, anaerobio, fermentador de acucar e
produtor de acido propiénico como resposta final do seu metabolismo (NAKATSUJI
et al., 2009). Além deste, existem outros microrganismos associados a patologia, tais
como Staphylococcus epidermidis e Malassezia furfur (HASSANZADEH; BAHMANI;
MEHRABANI, 2008).

O Staphylococcus epidermidis € um coco Gram positivo, anaerdbio facultativo
e que apresenta biofilme como fator de viruléncia. E uma bactéria comensal que em
determinadas condi¢cées pode apresentar-se como oportunista, causando infeccoes
de pele, correlacionada gravemente com infeccoes hospitalares (MACK et al., 2013).

Outro microrganismo oportunista que apresenta evidéncias patogénicas na acne
vulgar é o Staphylococcus aureus, onde cerca de 43% dos pacientes com a doenca
apresentam coinfec¢cao com S. aureus (KHORVASH et al., 2012). Este microrganismo é
uma bactéria Gram positiva, aerdbia ou anaerébia facultativa e que se torna facilmente
resistente a antibioticos, o que seria um dos motivos da preocupacao para o tratamento
dos pacientes (FANELLI et al., 2011).

A triagem de substdncias com capacidade antimicrobiana representa um
problema de saude emergente, devido a alta capacidade adaptativa e mutagénica
de bactérias frente a antimicrobianos (LUEPKE et al., 2017; SPELLBERG, 2014).
Pesquisas demonstram que nos ultimos 30 anos foram descobertas cerca de 118
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moléculas com potenciais aplicagdes antibioticas (NEWMAN; CRAGG, 2012), porém
poucos medicamentos antimicrobianos foram inseridos no mercado, sendo necessarias
novas abordagens investigando produtos naturais para a ampliagcao e otimizagao do
processo de triagem antimicrobiana (GUIMARAES; DA SILVA MOMESSO; PUPO,
2010).

Aplanta Pelargonium graveolens L'Hér. &€ conhecida popularmente no Brasil como
malva, ou ainda malva-cheirosa-roxa pertence a familia Geraniaceae. Esta apresenta
cerca de 800 representantes, sendo que o género Pelargonium é responsavel pela
composicao aproximada de 280 espécies (BAKKER et al., 2004; PRICE; JEFFREY D.
PALMER, 1993).

Nativas da Africa do Sul, porém disseminadas no mundo todo (BAKKER et
al., 2004), sao utilizadas na fabricacdo de fragrancias, condimentos e conservantes
de alimentos (LIS-BALCHIN, 2002). Etnofarmacologicamente, sao utilizadas para
o tratamento de inflamacdes, feridas, abscessos, febre, cOlica, entre outras acdes
(SARASWATHI et al., 2011). Apresentam atividades cicatrizantes e antimicrobianas
topicas, frente as bactétrias Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa
e Haemophilus influenzae (LALLI et al., 2008).

Do ponto de vista fitoquimico, apresenta cerca de 120 terpenos, sendo o linalol
(6,54%), citronelol (27,53%), geraniol (25,85%), Formiato de citronelila (8,75%)
e A-Selinene (8,15%) os constituintes majoritarios (HSOUNA; HAMDI, 2012;
SARASWATHI et al., 2011), porém podem ser encontrados flavonoides, substéancias
fendlicas, taninos, saponinas, glicosideos e antraquinonas (PRADEEPA; KALIDAS;
GEETHA, 2016).

De acordo com os dados presentes na literatura e conhecimentos
etnofarmacologicos a respeito de P. graveolens, este estudo teve por objetivo avaliar
a atividade antibacteriana in vitro de diferentes extratos sobre microrganismos
causadores da acne vulgar, correlacionando com os resultados obtidos a respeito do
perfil fitoquimico obtido por cromatografia de camada delgada.

2 | MATERIAL E METODOS

2.1 Processamento do material vegetal

As folhas de Pelargonium graveolens foram coletadas no horto municipal de
Cacador — SC (26°44’14.64”S, 50°59'45.45”0), sendo posteriormente lavadas em
agua corrente e secas em estufa de ar circulante 40+5 °C, durante quatro dias.

Ao cumprir as exigéncias do Herbario do Instituto de Biociéncias (ICN) da
Universidade Federal Do Rio Grande Do Sul (UFRGS) uma exsicata foi depositada
sob o voucher numero 186053.
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Apos secagem, foram preparados extratos a partir de 30 g das folhas trituradas e
distribuidas em 500 mL de diferentes solventes: Etanol 100% (EtOH 100%), Etanol 50%
(EtOH 50%), Etanol 70% (EtOH 70%), Metanol 100% (MeOH 100%) e Acetona 100%
(ACO 100%). Os extratos entao foram protegidos da luz, mantendo-se a temperatura
6+2 °C durante sete dias. Foram filtrados e o solvente retirado através de pressao
reduzida com auxilio de rotaevaporador.

2.2 Perfil fitoquimico em cromatografia de camada delgada

O rastreamento de terpenos deu-se através de cromatografia em camada delgada

sendo utilizado para isso placas de DC Silicagel 60 F,_, (Merck & Co., Inc. Kenilworth,

254 (
EUA). Volumes iguais (5 pL) dos extratos dissolvidos em metanol foram aplicados em
placa de CCD. As placas foram eluidas com diclorometano, secas e observadas em
camara de luz UV no comprimento curto e longo (254/365nm), sendo posteriormente
reveladas através da exposicao com vapores de iodo. Posteriormente, apos reverséo
dos complexos com iodo, as placas foram reveladas utilizando-se vanilina sulfurica,
observando-se as manchas caracteristicas para a deteccao de terpenos, classe em
que os principios ativos geraniol e citronelol sdo encontrados. Para cada etapa os

indices de retencéao (Rfs) foram calculados (SILVA et al., 2009).

2.3 Delineamento experimental

2.3.1 Preparo do inéculo

N preparo da suspensao bacteriana utilizou-se caldo nutriente e caldo triptico de
soja 5% previamente esterilizados, até obtencao de turvacéo equivalente a escala 0,5
de McFarland (contendo aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL). Verificou-se em leitura
espectrofotométrica (625 nm) para confirmagao da concentragdo de micro-organismos
(ABS = 0,08 — 0,1) (CLSI, 2012). Como controle negativo foram utilizadas o meio
de cultura contendo somente a bactéria, € como controle positivo para inibicdo do
crescimento, ciprofloxacino na concentracéo de 5 yg/mL. Para o experimento, 25, 50
e 100 pg/mL dos extratos nas respectivas concentragdes finais foram diluidos em 250
pL da suspensao bacteriana.

2.3.2 Determinacao da Concentragéao Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo
Bactericida Minima (CBM)

A CIM foi determinada de acordo com a metodologia descrita na norma M07-A09
do Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow
Aerobically (CLSI, 2012) para as bactérias aerdbicas.

Os tubos contendo o caldo (5mL), o microrganismo (250uL) e os extratos (25,
50 e 100 pg/mL) foram incubados em estufa a 37°C por 24 horas para as bactérias
Staphylococcus aureus ATCC 6538 e Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e 48
horas para o Propionibacterium acnes ATCC 11827.
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Ao término do tempo, o contetido do tubo foi semeado em placa contendo Agar
Mueller Hington para confirmacdo da auséncia de crescimento e determinagdo da
concentragao bactericida minima (CBM) conforme proposto por, Ostrosky et al., 2008,
com algumas modifica¢cdes. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e
validados ap0s a revelacao do controle positivo e negativo para ambos os patégenos.

2.4 Analise Estatistica

Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata. Os resultados obtidos
nos experimentos foram expressos em média + desvio padrdao (DP) e significancia
p<0,05, analisados estatisticamente pela analise de varidancia com comparagdes
multiplas (ANOVA) e, sendo utilizado como pés-teste o método de Tukey (ZAR, 2010),
utilizando-se o software “Statistica® para sistema operacional Windows 10 (64 bits)”,
2011, versao 10 (Statsoft Inc., Tulsa, USA). As estruturas quimicas foram delineadas
através do download dos arquivos *.mol no site ChemSpider (2007), com edi¢cao no
software MarvinSketch® para sistema operacional Windows 10 (64 bits), 2018, versao
18 (ChemAxon, Budapest, HU).

31 RESULTADOS

Para determinacédo qualitativa da classe dos terpenos, foi realizado o estudo
dos extratos através cromatografia em camada delgada. Apés eluicdao da placa em
diclorometano, observou-se, em diferentes reveladores (vapores de iodo, luz UV e
vanilina sulfarica), manchas caracteristicas da presenca de substancias terpendides,
sendo que no extrato ACO 100% foi possivel observar um maior niumero de manchas
caracteristicas, indice de retencéo calculado foi de 0,75 para a mancha violeta. Ainda
€ possivel observar que no extrato acetdnico diferentes substancias foram extraidas,
de acordo com as diferentes colora¢des apresentadas na CCD (Figura 1).

Figura 1. Cromatografia em camada delgada de extratos de P. graveolens visualizados em luz
visivel

Fonte: Os autores
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Os resultados obtidos foram calculados para determinacdo da concentracéo
inibitéria minima em porcentagens (Tabela 1).

Extratos S. aureus S. epidermidis P. acnes
EtOH 100% - 25uL - - 40%
EtOH 100% - 50pL - 6% 38%
EtOH 100% - 100uL - 19% 36%
EtOH 50% - 25uL - 13% 50%
EtOH 50% - 50uL - 16% 58%
EtOH 50% - 100pL - - 39%
EtOH 70% - 25uL - 6% 51%
EtOH 70% - 50uL - 13% 59%
EtOH 70% - 100uL - - 46%
ACO 100 % - 25uL - 7% 59%
ACO 100% - 50uL 25% 36% 77%
ACO 100% - 100uL 27% 56% 82%
MeOH 100% - 25uL - - 52%
MeOH 100% - 50uL - - 59%
MeOH 100% - 100uL - - 66%

Tabela 1. Porcentagens da concentracao inibitéria minima dos extratos da planta P. graveolens

(-): Nao houve inibigéo do crescimento dos microrganismos.

MIC%: Concentracao inibitéria minima em relagcdo extratos X microrganismos.

Para o microrganismo Staphylococcus aureus, apenas os extratos de acetona 50puL
e 100uL mostraram-se capazes de inibir 25% e 27% das bactérias respectivamente.
As outras amostras que se apresentaram superior ao branco foram consideradas
insignificantes, pois ndo desenvolveram inibicdo do crescimento bacteriano.

Japara o patdégeno Staphylococcus epidermidis a quantidade de extratos capazes
de inibir o crescimento bacteriano foi maior. O solvente etanol variou a inativacdo das
bactérias de 6% da concentracéo de 50uL a 18% para o etanol 100uL. O EtOH 50%
obteve uma variagao de 12% a 15% de inibicao para as concentragcdes de 25uL e
50uL respectivamente. O EtOH 70% mostrou essa capacidade com 6% a 13% de
inibicdo bacteriana para os extratos de 25uL e 50uL.

A acetona foi o extrato com maior capacidade de inibicdo do S. epidermidis.
As concentragdes de 50uL e 100uL apresentaram uma capacidade de inativagéo do
crescimento microbiano de 36% e 56% respectivamente, sendo que em ambas as
concentragbes de metanol ndo se mostraram capazes de exercer tal funcao.

Em relacdo a P. acnes, principal patbgeno causador da acne vulgar, os extratos
mostraram-se mais eficientes, sendo que houve inibicdo do desenvolvimento do
microrganismo por parte de todos os extratos testados.

A acetona, como nos outros patdgenos também foi o extrato que apresentou
maior indice de inibicdo que variou entre 59%, 77% e 82% para as concentragdes de
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25uL, 50uL e 100pL respectivamente.

De uma maneira geral, avaliando a relevancia da inibicao dos extratos através
da analise de variancia, com post test de Tukey, em relacdo a cada microrganismo
testado e desconsiderando as concentracdes utilizadas (Tabela 2) obtém-se que para
o S. aureus os extratos EtOH 100%, 70 % e 50%, e MeOH 100% mostraram-se com o
mesmo grau de significancia na inibicao, diferindo apenas da ACO 100%.

Para o S. epidermidis os extratos que apresentaram o mesmo efeito foram EtOH
100%, 70 % e 50%, diferentemente do MeOH 100% e da ACO 100% sendo que esta
ultima se apresentou com maior relevancia de inibicéo (33%).

Com relagdo a P. acne os unicos extratos que tiveram a mesma significancia na
capacidade de inibicao foram EtOH 70% e EtOH 50%, os outros (EtOH 100% e MeOH
100%) inibiram quantidades diferentes, sendo que a ACO 100% obteve uma média de
inibicdo de 72,66%, sendo o extrato mais relevante.

Extrato Bactéria X Inibicao (%)
EtOH 100% P. acnes 38,00¢
EtOH 100% S. aureus 0,002
EtOH 100% S. epidermidis 8,33°
EtOH 50% P. acnes 50,66
EtOH 50% S. aureus 0,002
EtOH 50% S. epidermidis 9,66°
EtOH 70% P. acnes 52,00f
EtOH 70% S. aureus 0,002
EtOH 70% S. epidermidis 6,33°
ACO 100% P. acnes 72,66"
ACO 100% S. aureus 17,33¢°
ACO 100% S. epidermidis 33,00¢
MeOH 100% P. acnes 59,00¢
MeOH 100% S. aureus 0,002
MeOH 100% S. epidermidis 0,002

Tabela 2. Analise da capacidade de inibicdo bacteriana desconsiderando a concentragéo de
extrato

Variacao da Inibicao (%) (Bactérias) Grupos homogéneos desconsiderando a concentragcdo empregada. a = 0,05
df =105,00.

4 | DISCUSSAO

Dentre os principais patdégenos envolvidos na progressao e estabelecimento da
acne vulgar encontram-se Propionibacterium acnes, Straphylococcus epidermidis e
Staphylococcus aureus. Estes agentes patogénicos atuam por acentuarem lesdes em
foliculos pilossebaceos, o processo seborreico, inflamagao e diminuir os processos de
reparo tecidual (BHATE; WILLIAMS, 2013; VORA; SRIVASTAVA; MODI, 2018).
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A presenca de leucdcitos circundantes dos foliculos, especialmente os linfocitos T
(CD3+ e CD4+) sao os responsaveis pelo inicio e manutencao do processo inflamatoério
através da producao de citocinas, principalmente IL-1a e B (KISTOWSKA et al., 2014).
Mediadores lipidicos derivados de neutrdfilos, tais como o LTB4, realizam up regulation
do metabolismo lipidico na pele e ligam-se a receptores proliferadores peroxissomais,
aumentando ainda mais o acumulo de sebo e inflamagéao (DEGITZ et al., 2007). Mais
recentemente, foi descoberta a participacéo de receptor Toll-like 2, na ativacéo de AP-
1, resultando na cascata jusante de macréfagos e neutréfilos através da liberagao de
IL-10 (GOLLNICK; DRENO, 2015).

Ainda, em resposta a agentes patogénicos, ocorre a ativagao de receptor ativado
por proteases (PPAR-2) nos queratinécitos, que podem resultar no aumento da
transcricao de citocinas pro-inflamatérias, incluindo IL-1a, IL-18 e TNF-a, bem como
metaloproteinases e LL-37, que é o gene que codifica o Unico membro da familia da
catelicidina humana (TANGHETTI, 2013).

Os extratos obtidos por diferentes solventes apresentaram diferencas no perfil
de substancias extraidas. E possivel observar que os extratos EtOH 50%, 70%, 100%
e MeOH 100% extrairam as substancias de interesse, os terpenos, porém em menor
grau que o extrato ACO 100%. Ainda, com base nos achados fitoquimicos, é possivel
concluir que as substancias extraidas em EtOH 50%, 70%, 100% e MeOH 100%
apresentam de média a alta polaridade, tendo em vista que nédo interagiram com o
solvente apolar (diclometano) utilizado como fase mével. Além disso, o extrato ACO
100% apresenta maior complexidade de substancias extraidas, principalmente de
baixa e média polaridade.

E possivel afirmar que as manchas violetas presentes sdo pertencentes a
substancias da classe dos terpenos, tendo em vista que atingiu o mesmo Rfde 0,75,
obtido em estudos anteriores (SILVA et al., 2009) na investigacdo da presenca de
terpenos. As demais manchas séo sugestivas da presenca de substancias de média
polaridade, tais como flavonoides, porém necessitam de maiores investigacoes para a
confirmacgéo de sua presenca (PRADEEPA; KALIDAS; GEETHA, 2016).

Estas informagdes sugerem que os extratos apresentem componentes com
atividades antimicrobianas, tais como o citronelol e geraniol (HSOUNA; HAMDI, 2012;
LALLI et al., 2008) (Figura 2).

A B
)\/\)\/\OH )\/\/'\/\OH

Figura 2. Representacéo estrutural 2D dos terpenos (A) citronelol e (B) geraniol, constituintes
majoritarios encontrados em P. graveolens

Fonte: adaptado de chemspider.com com o uso do software MarvinSchetck
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A presenca de outras substancias, tais como as observadas no extrato ACO
100%, demonstram que efeitos sinérgicos sdo benéficos na resolugcdo de processos
infecciosos, associados a atividades anti-inflamatérias e antioxidantes apresentadas
pelas substancias presentes no extrato de P. graveolens (CAVAR; MAKSIMOVIC, 2012;
KALEMBA; KUNICKA, 2003; LIS-BALCHIN et al., 1998; NAZEMIYEH; LOTFIPOOR,;
DELAZAR, 2011).

Além dos monoterpenos citronelol e geraniol, sdo descritos 0os sesquiterpenos
pineno, felandreno, mirceno, limoneno, germacreno, cariofileno entre outras
substancias organicas, principalmente substéncias fendlicas, tais como acido
clorogénico, cafeico e p-cumérico (LIS-BALCHIN, 2002; LIS-BALCHIN et al., 1998).
Outras classes como flavonoides, taninos, cumarinas e substancias glicosiladas estao
presentes (SARASWATHI et al., 2011).

Dos métodos de investigacédo da atividade antimicrobiana, a determinacé&o do
CIM e CBM ¢ valido devido a facil implementacéo da técnica (BONA et al., 2014). As
substancias quimicas presentes em P. graveolens, contidas em diferentes extratos
foram capazes de inibir o crescimento microbiano no experimento, confirmando
com dados presentes na literatura (LALLI et al., 2008; LIS-BALCHIN et al., 1998;
PRADEEPA; KALIDAS; GEETHA, 2016; VORA; SRIVASTAVA; MODI, 2018).

Portanto, substancias fendlicas tais como acidos organicos, flavonoides e taninos
podem apresentar outras acoes, tais como atividades antioxidantes e anti-inflamatérias
que resultam em agdes sinérgicas diminuindo o processo inflamatério originado pela
infeccdo das bactérias envolvidas na acne vulgar (PRADEEPA; KALIDAS; GEETHA,
2016).

51 CONSIDERACOES FINAIS

A resisténcia antimicrobiana e o aumento de cepas multirresistentes séo alguns
dos fatores que levam a realizacdo de muitos estudos na investigacdo de novos
tratamentos antibacterianos.

Neste trabalho, o extrato acetbénico de P. graveolens demonstrou maior atividade
antibacteriana frente aos microrganismos P. acnes, S. aureus e S. epidermidis,
patdbgenos envolvidos no estabelecimento da acne vulgar. Esta inibicdo ocorreu de
forma concentracdo dependente, e demostrando-se promissor para o tratamento da
doenga acne vulgar que atualmente atinge milhares de jovens e adultos.

Estes dados em correlacdo com a literatura sugerem que metabdlitos da classe dos
terpenos, flavonoides e taninos sejam os responsaveis pela atividade antimicrobiana.
Ainda, essa atividade pode ser associada a efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios
que podem contribuir para a diminuicdo da formacéo das lesoes.

Estudos conclusivos sobre a seguranca e eficacia, bem como quanto a identidade
estrutural das substancias presentes no extrato aceténico estdo sendo conduzidos
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em nossos laboratérios, afim de promover o uso de P. graveolens como possivel
dermocosmético no tratamento da acne vulgar.
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RESUMO: O Sorgo [Sorghum bicolor (L.)
Moench] € utilizado na producdo de farinha
para panificacdo, amido e alcool. A palhada
formada pelos restos culturais do sorgo é usada
como cobertura verde e além de contribuir na
melhoria das caracteristicas fisicas, quimicas e
biol6gicas do solo, manutencao da temperatura
e umidade do mesmo, também possui uma
alta capacidade antioxidante. Pode ser um
importante instrumento para auxiliar no controle
das plantas invasoras. O sorgo apresenta
elevada concentracdo de compostos fendlicos
como, por exemplo, os acidos fendlicos,
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antocianinas e taninos. Esses compostos
presentes nas diversas partes do sorgo podem
o que

pode diminuir 0 estresse oxidativo de outras

apresentar atividade antioxidante,
plantas utilizadas em consorcio ou rotacao de
culturas. O objetivo desse trabalho foi analisar
a atividade antioxidante do sorgo. Sendo
assim, os experimentos foram realizados no
laboratério de Farmacognosia da Unicesumar
utilizando espectrofotdmetro, com o intuito de
determinar a relagdo entre o teor de polifendis e
a capacidade antioxidante nas fragdes liquido-
liqguido do sorgo. Os resultados mais expressivos
foram observados com as fracbes acetato de
etila e diclorometano, verificando CI50 igual a
74,55 ug mL" e 85,08 ug mL" respectivamente.
PALAVRAS-CHAVE: DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil), Polifenéis, Sorghum bicolor (L.)
Moench.

ABSTRACT: Sorghum [Sorghum bicolor (L.)
Moench] is used in the production of flour for
starch and alcohol. The sorghum
is used as a green cover and in addition to

baking,

contributing to the improvement of the physical,
chemical and biological characteristics of the
soil, maintaining its temperature and humidity,
it also has a high antioxidant capacity. It can be
an important tool to aid in the control of invasive
plants. Sorghum has a high concentration
of phenolic compounds, such as phenolic
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acids, anthocyanins and tannins. These compounds present in different parts of the
sorghum may have antioxidant activity, which may reduce the oxidative stress of
other plants used in a consortium or crop rotation. The objective of this work was to
analyze the antioxidant activity of sorghum. Thus, the experiments were carried out
in the Unicesumar Pharmacognosy laboratory using a spectrophotometer, in order to
determine the relationship between the polyphenol content and the antioxidant capacity
in the liquid-liquid fractions of sorghum. The most significant results were observed
with ethyl acetate and dichloromethane fractions, with an 1IC50 of 74.55 ug mL ' and
85.08 ug mL ' respectively.

KEYWORDS: DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), Polyphenols, Sorghum bicolor
(L.) Moench.

11 INTRODUCAO

Radicais livres sao moléculas produzidas endogenamente, as quais apresentam
um ou mais elétrons nao pareados, isto €, estdo desestabilizados eletricamente. As
ininterruptas tentativas de estabilidade molecular fazem com que os radicais livres se
tornem instaveis. (BERGEROT; BERGEROT, 2006; BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Para o controle desses radicais livres, todo organismo possui mecanismos de
defesa antioxidantes, inibindo ou reduzindo os danos que eles podem causar (BARBOSA
et al., 2010). Os antioxidantes sdo compostos capazes de retardar ou bloquear a
oxidacao de moléculas, evitando assim o inicio ou até mesmo o desenvolvimento
das reacbes em cadeia de oxidacdo, e sao classificados em antioxidantes naturais
e sintéticos. Os antioxidantes sintéticos sao aqueles produzidos artificialmente para
diminuir a etapa de proliferacdo de reacédo de oxidagdao. Enquanto que os naturais
séo produzidos e extraidos de plantas. (ANTUNES e CANHOS, 1984; BRENNA e
PAGLIARINI, 2001; ZHENG e WANG, 2001; FENNEMA, 1993; SIMAO, 1985).

Os antioxidantes sdo divididos em dois grupos: sistema enzimatico e nao-
enzimatico. No sistema antioxidante enzimatico, a acdo enzimatica ocorre através
de mecanismos preventivos, limitando ou impedindo a formacao de radicais livres,
com o intuito de diminuir a ocorréncia de lesdes oxidativas (BARBOSA et al. 2010).
O sistema ndo-enzimatico é composto por antioxidantes fornecidas pela alimentacgéao.
(SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

Ha varios cereais com alta taxa de capacidade antioxidante, entre eles o Sorgo
[Sorghum bicolor (L.) Moench], o qual se destaca como o quinto cereal de maior
producdao no mundo e o quarto no ranking de producéao brasileira (FAOSTAT, 2010;
IBGE, 2010). E utilizado como principal fonte de alimento em grande parte dos paises
da Africa, Sul da Asia e América Central e importante componente da alimentacéao
animal nos Estados Unidos, Australia e América do Sul. Os graos, também, podem
ser utilizados na producéo de farinha para panificagdo, amido industrial, alcool e sua
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palhada é utilizada como forragem ou cobertura de solo (TARDIN, 2016).

Essa cobertura do solo é fundamental pois diminui o uso indiscriminado de
agrotoxicos que favorece os impactos ambientais devido a contaminacao dos recursos
naturais e atingem de forma direta e/ou indireta na saude humana causando diversos
efeitos negativos. Além de contribuir na melhoria das caracteristicas fisicas, quimicas
e biolégicas do solo e na manutencao da temperatura e da umidade do mesmo, pode
ser um importante instrumento para auxiliar no controle das plantas invasoras (NOCE
et al., 2008).

O sorgo apresenta-se com uma elevada concentracdo de compostos fendlicos
como, por exemplo, os 4cidos fendlicos, antocianinas e taninos (AWIKA et al., 2005).
A capacidade antioxidante dos compostos fenélicos provenientes do sorgo tem sido
comprovada em diversos estudos in vitro (AWIKA et al., 2009; GULCIN et al., 2010),
porém, ainda nao tenha sido elucidada na literatura por modelos experimentais in vivo.

Os compostos fenodlicos do Sorgo, correspondem a produtos secundarios do
metabolismo das plantas ou integram o metabolismo celular. Além disso, o conteudo
de fotoquimicos presente nesse cereal vem despertando o interesse de pesquisadores
por exercerem atividade antioxidante nos organismos, como por exemplo, contribuindo
para doencas cronicas como diabetes, doencas cardiovasculares, entre outras (AWIKA
e ROONEY, 2004; BRALLEY et al., 2008; DYKES et al., 2009).

Os principais fendélicos encontrados nos cultivares do sorgo sao os derivados
do &cido hidrobenzoico e do acido hidrocinamico e os flavonoides, englobando as
antocianinas e os taninos (AWIKA e ROONEY, 2004).

O &cido fendlico hidrobenzoico é derivado do acido benzbico, que inclui o acido
galico, p-hidroxibenzoico, vanilico, siringico e o acido protocatequinico, entre outros.
Esses acidos fendlicos presentes no sorgo auxiliam as plantas na defesa contra pragas
e fitopatégenos. Geralmente, os niveis de acidos fenélicos do sorgo sdo compativeis
com os dos demais cereais (AWIKA e ROONEY, 2004) e podem ser encontrados no
sorgo na forma livre ou em associagéo com outros componentes (DYKES e ROONEY,
2006).

A concentracdo de compostos fendlicos do sorgo é determinada por fatores
genéticos, porém métodos de processamento da matéria-prima pode alterar suas
concentracoes (AWIKA et al., 2003; AWIKA e ROONEY, 2004). Estudos relataram
que pode haver destruicdo de fendlicos antioxidantes em altas temperaturas. O
processamento térmico pode liberar esses compostos fendlicos associados com o
rompimento dos constituintes celulares (DEWANTO et al., 2002).

Diante do que foi apresentado, este trabalho teve por objetivo avaliar e determinar a
atividade antioxidante do sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench]. Sendo que substéncias
antioxidantes s&o encontradas e distribuidas em concentragées variadas em diferentes
partes da planta e durante seu ciclo de vida. Desse modo, este projeto investigou o
potencial antioxidante de fragdes (extrato bruto, hexanico, diclorometano, acetato de

etila, butanolico, hidrometanolico) obtidas pela particéo liquido-liquido do sorgo.
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2| MATERIAL E METODOS

A atividade sequestradora de radicais livres foi determinada pelo teste DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil) segundo Brand-Williams (1995), com algumas modificacdes.
Primeiramente foi realizada a particao liquido-liquido da palhada de Sorghum bicolor (L.)
Moench e obtido o extrato bruto e as fragbes (extrato bruto, hexanico, diclorometano,
acetato de etila, butanolico, hidrometanolico) de sorgo. Cada amostra foi preparada
na concentracéo de 2 mg mL" e entdo foi pipetado em cubetas descartaveis varios
volumes em uL (20, 40, 60, 80, 100, 150, 200, 300), de modo a obter-se diferentes
concentragcbes. Em seguida adicionou-se 2 mL de uma solugcéo metandlica de DPPH
(0,397 mmol L"), sendo as cubetas protegias da luz por 30 min. A coloragao roxa
do DPPH é alterada na presenca de um antioxidante tornando-se amarela (Figura
1), alterando assim a absorbéncia, a qual foi monitorada espectrofotometricamente
a 515,5 nm. Utilizou-se como branco uma cubeta com metanol e uma cubeta com a
solugéo metandlica de DPPH como controle negativo. Todo o experimento foi realizado

em triplicata.
3,0 A
N- NH
0-N NO, +  AH  —— O,N NO, + A°
NDE ND:
DPPH (Violeta) DPPH-H {Amarelo)

Figura 1: Reacdo do DPPH em contato com um antioxidante.

A atividade antioxidante foi calculada por meio da porcentagem de inibicdo do
DPPH, usando a equacéo (1):

1% = Ag— A 100
0 0 x X (1)

Ao

Onde: 1% = porcentagem de inibi¢do, A = absorbancia media da solugédo de DPPH (controle
negativo) no fim da reacéo e Ax = absorbancia media da solu¢do de DPPH com as amostras
testadas no fim da reacgéo.

A concentracdo na qual ocorre cinquenta por cento de inibicao, CI50, foi calculada
através do grafico de inibicdo (%) versus concentragdo (mg mL™)

A baixa absorbéncia e o aumento da porcentagem de inibicdo indicam atividade
sequestrante de radicais livres.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliagdo da atividade antioxidante foi realizada para o extrato bruto (E.
Bruto) e as fragdes: hexano (F. Hex), diclorometano (F. DM.), acetato de etila (F.A.E.),
butandlica (F.H.M.) e hidrometandlica (F.H.M).

Os resultados mais expressivos foram observados para as fragoes acetato de
etila e diclorometano, com CI50 igual a 74,55 ug mL" e 85,08 ug mL™" respectivamente,
apresentando uma atividade antioxidante moderada. Ja as fragbes hexanica e butandlica
com CI50 de 182,63 yg mL" e 103,47 ug mL" respectivamente apresentaram uma
atividade considerada fraca. O extrato bruto e a fracao hidrometandlica apresentaram
um CI50 superior a 200 yg mL™, sendo considerados, portanto, inativas (Tabela 1).

Fracbes Cl,, (ug mL")

E. BRUTO 598,90 + 0,8014
F. HEX. 182,63 + 1,1954
F. DM. 85,08 + 1,7674
F.A.E. 74,55 +1,9702
F.B. 103,47 + 1,4851
F. HM. 649,19 + 0,3052
BHT 18,452 + 0,782
Acido Ascorbico 6,480 +1,968
Rutina 11,584 + 0,955

Tabela 1: Valores de Cl,, da atividade antioxidante para o extrato bruto e fragdes do sorgo.
Os dados estao representados como média =+ erro padrao.

Cultivares de sorgo apresentam compostos fendlicos que correspondem
a produtos secundarios do metabolismo das plantas ou integram os componentes
celulares. O conteudo de fitoquimicos no sorgo tem despertado interesse de
profissionais de diversas areas por exercerem atividade antioxidante (QUEIROZ e
SCHAFFERT, 2011).

Pantelidis et al. (2007) também avaliaram a capacidade antioxidante do sorgo,
analisando varias partes da planta que apresentam compostos fendlicos com acao
antioxidante. Este cereal apresentou excelente atividade antioxidante proveniente de
acidos fendlicos, antocianinas e taninos.

A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente as suas
propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham um
papel importante na neutralizagcao ou sequestro de radicais livres, agindo tanto na
etapa de iniciagdo como na do processo oxidativo. (SOUSA et al., 2007)

Estes compostos fendlicos apresentam diversas funcdes de defesa para as
plantas, ndo somente contra agentes do meio ambiente (luz, temperatura e umidade),
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mas também em relagdo a fatores internos incluindo diferengas genéticas, nutrientes,
hormonios, contribuindo para a sua sintese. (AHERNE e O’BRIEN, 2002).

Nesta perspectiva, existe um grande estimulo relacionado a busca por novas
substéancias obtidas de plantas com potencial antioxidante. Além disto, o interesse pela
avaliacao do potencial antioxidante da fracao de acetato de etila e diclorometano com
alto potencial oxidativo. A atividade proporcionada por estes metabdlitos secundarios
ocorre pela capacidade que estes compostos apresentam de neutralizar ou eliminar os
radicais livres (GARG et al., 2012)

Andrade et al. (2007) realizaram estudos com o extrato etandlico bruto e as
fracbes diclorometano e acetato de etila, obtidos das flores de Acacia podalyriifolia,
os dados obtidos demonstraram que o conteudo de compostos fendlicos foi mais
elevado nas fracdes de diclorometano e acetato de etila, 0 que explicaria a maior acao
antioxidante, demonstrada pela atividade captadora de radical.

Os antioxidantes séo capazes de estabilizar ou desativar os radicais livres antes
que ataquem os alvos biolodgicos nas células (ATOUI et al., 2005; BARREIROS et al.,
2006). No que se refere aos cereais, o sorgo tem sido mencionado como fonte de
compostos fendlicos, sendo que todas as espécies de sorgo contém acidos fendlicos
e a maioria contém flavonoides, com sua atividade antioxidante, evitando a producao
de radicais livres. (DYKES; ROONEY, 2006).

41 CONSIDERACOES FINAIS

Compostos fenodlicos presentes nas diversas partes do sorgo podem apresentar
atividade antioxidante, o que pode diminuir o estresse oxidativo de outras plantas
utilizados em consorcio ou rotagcéo de culturas combinado com o sorgo.

Essa atividade antioxidante pode evitar a producao de radicais livres que quando
em excesso na planta causa a morte celular, a necrose de raiz e caule e aumentam a
produtividade, podendo favorecer a cultura seguinte.
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RESUMO: O Brasil possui grande destaque
na producao de laranja em escala mundial,
entretanto, todos os anos registram-se perdas
consideraveis relacionadas a doencas e pragas
nos pomares. Uma das principais doencas
que atacam citros € o cancro citrico causado
pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri.
Atualmente o combate ao cancro citrico é
feito principalmente com o uso de defensivos
agricolas quimicos a base de cobre. Tendo em
vista o impacto ambiental envolvido no uso de
metais pesados, é fundamental a busca por
alternativas sustentaveis de combate a doenca.
Novas pesquisas apontam o potencial de
metabdlitos secundarios parafins fitossanitarios,
principalmente metabdlitos originados de
microrganismos em condicoes extremas, como
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€ 0 caso da Antartica. Esse trabalho avaliou a
atividade antibacteriana contra Xanthomonas
citri subsp. citri de 24 extratos produzidos por
12 fungos isolados de solo antartico. Dez dos
isolados produziram extratos que inibiram em
pelo menos 85% o crescimento do fitopatdogeno.
Os resultados indicam o potencial de producao
de compostos bioativos por fungos oriundos da
Antartica para o combate ao cancro citrico.
PALAVRAS-CHAVE: Citros, Antartica, cancro
citrico, fungos, metabdlitos secundarios.

ABSTRACT: Brazil has great importance in the
world production of citrus, however, every year
there are considerable losses related to plant
diseases and pests in the orchards. One of the
main diseases that attack citrus is citrus canker
caused by the bacteria Xanthomonas citri subsp.
citri. Currently citrus canker disease control
is done mainly with the use of copper based
chemical pesticides. In view of the environmental
impact involved in the use of heavy metals it is
essential to search for sustainable alternatives
to combat the pathology. Recent research
indicates the potential of secondary metabolites
for phytosanitary purposes, mainly metabolites
originating from microorganisms under extreme
conditions, such as Antarctica. This study
evaluated the antibacterial activity against
Xanthomonas citri subsp. citri of 24 extracts
produced by 12 fungi isolated from Antarctic
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soil. Ten of the isolates produced extracts that inhibited phytopathogen growth by at
least 85%. The results indicate the potential for the production of bioactive compounds
by fungi from Antarctica to combat citrus canker.

KEYWORDS: Citrus, Antarctic, citrus canker, fungi, secondary metabolites.

11 INTRODUCAO

Desde a década de 60 o Brasil tem se tornado destaque na agricultura em escala
mundial, principalmente apds uma série de incentivos na area de ciéncia e tecnologia
agricola que permitiu melhor aproveitamento de sua extenséo territorial. Na década de
80 o pais se tornou poténcia na citricultura, principalmente por conta de suas condi¢coes
climaticas favoraveis ao plantio de citros. A producéo ainda hoje é a maior do mundo,
segundo dados do Fundo de Defesa da Citricultura (Fundecitrus) a safra 2017/2018
de laranja foi de aproximadamente 398,35mi de caixas, ou seja, mais de 16mi de
toneladas da fruta, safra 62% maior que a producéo 2016/2017.

Infelizmente, a citricultura, assim como outras culturas de interesse econémico,
€ constantemente afetada por doencas e pragas que diminuem a produtividade dos
pomares (SANCHES et al., 2014) e causam impactos tanto na rentabilidade para o
produtor quanto na economia do pais como um todo. No Brasil, um dos problemas
fitossanitarios relacionados a citricultura € o cancro citrico (SANCHES et al., 2014;
CABI, 2017; EPPO, 2017), doenca causada pela bactéria Xanthomonas citri subsp.
citri (Figura 1).

Figura 1. Leséo eruptiva causada pelo Cancro Citrico na laranja (Fonte: FUNDECITRUS)

A primeira detec¢ao no estado de Sdo Paulo ocorreu em 1957 e desde entdo ha
um esforco para a contengcdo da doencga. Sua disseminacao ocorre de forma natural
por meio de sementes contaminadas, chuva, vento, insetos, podas, nebulizacéo de
canteiros, além da manipulacédo de mudas e equipamentos contaminados. A entrada
da bactéria na planta hospedeira ocorre através de aberturas naturais dos tecidos,
sejam estomatos, hidatédios ou ferimentos (GOTTWALD et al., 2002), e a multiplicagéo

ocorre em espacos intercelulares (JACOB, 2009) como mesofilo e parénquima.
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As lesbes causadas pelo cancro citrico séo circulares, corticosas, salientes, de
coloragcao castanha e aspecto eruptivo/necrotico (BITANCOURT, 1957; ROSSETTI,
1981; ROSSETTI, 1993; NAMEKATA, 1991) (Figura 1). As feridas ocorrem apenas no
local de insercéo da bactéria no hospedeiro, e podem ocorrer nos mais diversos tecidos
vegetais como folhas, ramos e frutos (AMARAL, 2003). Ha relatos de contaminagao
via ferimentos de raizes, por espécies de Xanthomonas que sobrevivem no solo em
associagcao com material vegetal morto (RYAN et al., 2011)

A bactéria causadora do cancro citrico pertence ao género Xanthomonas
(do grego, “xantus” = amarelo, “monas” = unidade) que sdo bactérias aerdbicas
obrigatérias, possuem formato de bastonete, um Unico flagelo polar (TESSMANN,
2002) e nao formam esporos. Além disso, séo bactérias Gram negativas, ou seja, suas
paredes celulares sao mais delgadas e apresentam uma membrana de lipoproteinas,
polissacarideos e fosfolipidios que Ihes confere maior complexidade e seletividade
de captacéo de recursos externos, de modo a serem mais resistentes a antibiéticos e
defensivos quimicos (TORTORA et al., 2012).

Em 2016 a legislagéo brasileira referente ao cancro citrico foi alterada e as
areas de cultivo passaram a ser categorizadas em relacéo a incidéncia da doenca.
Atualmente as medidas contra o cancro citrico incluem o uso de mudas sadias, uso de
guebra vento, uso de espécies e variedades menos suscetiveis, além de aplicagao de
defensivos agricolas com base de cobre durante o manejo.

O cobre, bem como outros metais pesados, é altamente toxico e se acumula
facilmente ao longo de cadeias tréficas (ROCHA e AZEVEDO, 2017), afetando sistema
nervoso central, sistema hepatico, renal e até esquelético (SEGURA-MUNOZ, 2002)
dos seres vivos. Tendo em vista o impacto ambiental que agroquimicos de base cuprica
podem causar torna-se extremamente necessaria a busca por medidas alternativas e
sustentaveis de combater o cancro citrico.

Uma alternativa ao uso de agrodefensivos e produtos quimicos atualmente
utilizados no combate aos fitopatégenos, principalmente os de interesse econémico,
sdo os produtos naturais. Essas substéncias, produzidas por diversos organismos
como animais, plantas e micro-organismos, apresentam um menor impacto em relacao
aos bactericidas quimicos sintéticos, sendo mais facilmente degradaveis além de nao
se acumularem no ambiente e oferecerem um menor risco para o desenvolvimento
de fitopatdégenos resistentes (PEIXOTO NETO et al.,, 2002; DAYAN et al., 2009).
Neste sentido surgem novas pesquisas na area da biotecnologia com uso de micro-
organismos.

Conhecidos produtores de compostos com atividade antimicrobiana, os fungos
filamentosos tem sido alvo de estudos frequentes desde a descoberta da penicilina
e sao considerados uma importante fonte de novos compostos antimicrobianos
devido a grande diversidade de espécies e diversificacao das estruturas quimicas dos
metabdlitos secundarios produzidos (NIGAM e SINGH, 2014).

Dentre esses micro-organismos os extremofilos constituem um grupo
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relativamente pouco explorado, mas no qual o interesse como fonte de metabdlitos
secundarios tem aumentado, pois séo fortes potenciais para produzirem compostos
bioativos com estruturas quimicas unicas (FURBINO et al., 2014; CHEUNG et al.,
2014, TIAN et al., 2017). Estudos prévios em organismos provenientes da regiao
Antartica revelaram diversos compostos bioativos produzidos pelos isolados como
alcaloides, &cidos, ésters e actinomicinas (GONCALVES et al., 2015; SVAHN et al.,
2015; IVANOVA, 2007).

Bactérias isoladas na regido demonstraram atividade antimicrobiana contra
diversas bactérias e fungos como Staphylococus aureus, Escherichia coli, Aspergillus
fumigatus e Candida albicans (ROJAS et al., 2009; SHEKH et al., 2011).

Os fungos filamentosos oriundos d a Antartica também tem mostrado potencial
como nova fonte de compostos e moléculas com propriedades antimicrobianas (DE
OLIVEIRAetal., 2011; GONCALVES, et al., 2015; HENRIQUEZ, et al., 2014). Em 2015,
Goncalves e colaboradores produziram extratos etandlicos de fungos filamentosos
isolados de solo da Antartica que apresentaram atividade antifungica e antimicrobiana.
Em outro estudo, extratos fungicos produzidos por 101 isolados foram avaliados quanto
ao potencial antimicrobiano e mais de 50% dos extratos apresentaram bioatividade
(HENRIQUEZ, et al., 2014)

Recentemente tem sido relatada atividade de metabdlitos produzidos por micro-
organismos do ambiente antartico contra diferentes espécies do género (X. axonopodis
pv. glycines, X. campestris, X. vesicatoria, X. euvesicatoria). (ENCHEVA-MALINOVA
et al., 2015; HENRIQUEZ et al., 2014; SILBER, et al., 2013)..

Em 2002, Moncheva e colaboradores relataram atividade de actinobactérias
isoladas de solo antartico em X. axonopodis pv. glycines, X. euvesicatoria, X.
axonopodis pv. phaseol, causadoras de doencas nas culturas de soja, tomate e feijao,
respectivamente (MONCHEVA et al., 2002). A atividade de fungos associados a
esponjas coletadas na Antartica contra X. campestris foi constatada por Henriquez et
al. (2014). Estudos conduzidos em 2014 e 2015 apontam atividade de extratos brutos
produzidos por micro-organismos de solo antartico contra as espécies X. vesicatoria,
X. euvesicatoria e X. gardneri, responsaveis pela mancha-bacteriana nas culturas de
tomate e pimentdo (ENCHEVA-MALINOVA et al., 2014; ENCHEVA-MALINOVA et al.,
2015).

Tendo em vista a substituicado de produtos cupricos para minimizagdo de danos
ao ambiente e considerando a necessidade de medidas alternativas para o controle de
fitopatdbgenos como X.citri subsp. citri, o trabalho contribui para a busca de compostos
bioativos produzidos por fungos isolados da Antartica no combate ao cancro citrico
em frutas citricas. Para tal, extratos produzidos pelos isolados foram avaliados em
triagem quanto a atividade antibacteriana contra X. citri subsp. citri, causadora do
cancro citrico.
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2 | MATERIAIS E METODOS

2.1. Recursos Microbianos

Os fungos filamentosos utilizados nesse estudo (12) foram cedidos pela Prof.2
Dr.2 Lara Duraes Sette (UNESP, Rio Claro), tendo sido coletados na llha Deception na
Antartica e isolados de solos abaixo de madeira podre durante expedicdo PROANTAR
(OPERANTAR XXXIl) em novembro/dezembro de 2013 no dmbito do projeto INCT
Criosfera (Coordenado pelo Prof. Jefferson Simdes, UFRGS). Os isolados atualmente
fazem parte do acervo de fungos da colecao de pesquisa da Central de Recursos
Microbianos da UNESP (CRM-UNESP).

O fitopatdgeno causador do cancro citrico, X. citri subsp. citri, linhagem selvagem
306, foi disponibilizado pelo Prof. Dr. Henrique Ferreira da UNESP de Rio Claro.

2.2. Extratos metaboélicos brutos

Para a producdo dos metabdlitos secundarios os fungos foram cultivados
em meio de cultura agar malte 2% a 15°C por 7 dias. ApOs crescimento discos de
aproximadamente 5 mm contendo agar e micélio foram inoculados em erlenmeyers
contendo meio de cultura malte 2% liquido e colocados sob agitagéo a 15°C e 150 rpm
por 20 dias.

ApOs separacgéao entre biomassa e fase liquida por filtracéo a vacuo, os metabdlitos
secundarios foram extraidos do meio extracelular com acetato de etila por extracao
liquido-liquido e do meio intracelular via rompimento celular em almofariz na presenca
de metanol, As fracdes organicas obtidas foram concentradas em evaporador rotativo.

2.3. Atividade antibacteriana dos extratos

A avaliacdo da atividade antibacteriana dos extratos foi feita pelo método
Resazurin Microtiter Assay (REMA) que se baseia na reducdo da resazurina (corante
azul), quando ha metabolismo celular, para a substancia resorufina, que apresenta cor
rosa e € altamente fluorescente (SILVA et al., 2013).

Os extratos brutos secos foram dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO) 10%
para concentracéo final de 30 mg/mL e em seguida diluidos para 2,1 mg/mL em meio
de cultivo NYG (0,3% de extrato de levedura; 0,5% de peptona bacteriologica e 2% de
glicerol). A partir dessa concentracéo partiu-se a microdiluicdo seriada em microplaca
de 96 pocos até 0,016 mg/mL.

O ensaio seguiu o protocolo de Silva et al. (2013) com algumas modificacdes.
Para controle positivo (CP) do teste foi utilizado uma solugédo de canamicina a 20
pg/mL em NYG preparada a partir de solugédo estoque a 20 mg/mL. Uma solucéo
de DMSO 1% preparada em meio NYG foi usada como controle do veiculo (CV). O
controle negativo (CN) foi feito diretamente na microplaca.

O inéculo bacteriano foi cultivado em meio NYG liquido a 29 °C e 200 rpm
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overnight até densidade optica (D.O. ) de 0,8 (10" UFC/mL) e ent&o diluido 1:10 em
meio NYG e 10 pL foram adicionados em cada poco (10° UFC/poco). A microplaca foi
incubada a 29 °C por 18h, em seguida 15 pL de uma solucéo de resazurina 0,01%
(w/v) foi adicionada e a placa novamente levada para incubacao a 29 °C por 1 h e trinta
minutos.

Apos o periodo de incubacgao a fluorescéncia apresentada foi mensurada a 530
nm (excitacdo) e 590 nm (emissao) usando um espectréometro de fluorescéncia Biotek
Synergy HIMFD. A porcentagem de inibicao (%) de cada extrato foi determinada pela

féormula abaixo, onde UF sao as Unidades de Fluorescéncia.

[(Média UF de CN) — (UF do extrato)]|
X

100
Média UF de CN

Consideraram-se efetivas as amostras cuja porcentagem de inibicao foi igual ou
superior a media do controle positivo, 87%.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme descrito anteriormente, 12 fungos foram avaliados quanto a producéo
de metabdlitos secundarios com acéo antibacteriana. Esses isolados deram origem
a 24 extratos, 12 extratos extracelulares e 12 extratos intracelulares, os quais foram
testados quanto a atividade em Xanthomonas citri subsp. citri. A Tabela 1 apresenta a
média de inibicdo dos extratos avaliados em 2,1 mg/mL.
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Isolado Extrato* Média** de Inibicao (%)
i 92,00
3MP
e 89,00
i 93,00
5MP
e 00,00
i 85,00
6MP
e 93,00
i 00,00
IMP
e 00,00
i 92,00
10MP
e 00,00
i 90,00
10.1MP
e 00,00
i 93,00
10.4MP
e 90,00
i 92,00
10.5MP
e 00,00
i 00,00
10.7MP
e 00,00
i 89,00
10.8MP
e 00,00
i 93,00
CMP
e 95,00
i 00,00
FMP
e 89,00
Controles
CP Canamicina 20 pg/mL 87,00
cv DMSO 1% 0,00
CN X. citri subsp. citri 0,00

Tabela 1 — Média de inibicdo do crescimento de Xanthomonas citri subsp. citri por extratos

produzidos por fungos filamentosos de solo antartico

*ir intracelular e: extracelular. **Média de triplicata.

Como mostra a Tabela 1, 10 isolados produziram pelo menos um extrato com

atividade antimicrobiana em Xanthomoas citri subsp. citri. Dentre os 24 extratos, 10

inibiram em 90% ou mais o crescimento bacteriano, 4 extratos apresentaram inibicao

entre 85 e 89% e 10 extratos n&o inibiram o crescimento de Xanthomonas citri subsp.

citri. Treze dos 24 extratos testados apresentaram inibicdo superior ao controle positivo

(87%), sendo 8 extratos de origem extracelular e 5 extratos intracelulares.

O extrato extracelular produzido por CMP apresentou a maior inibicdo do

fitopatdégenos, 95%, seguido do extrato extracelular produzido pelo isolado 6MP e dos

extratos intracelulares obtidos do cultivo de 5MP, 10.4MPi e CMPi, todos com 93% de

inibicao.

A atividade inibitoria de extratos extracelulares condiz com resultados de

estudos anteriores em extratos organicos de fungos da Antéartica. Em 2014, Furbino
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e colaboradores relataram atividade de extratos de fungos associados a macroalgas
em Candida albicans, Candida krusei e Cladosporium sphaerosperum. Outros estudos
denotam atividade antifungica e antibacteriana de extratos de fungos isolados de solo
e outros substratos (GONCALVES et al., 2015; ENCHEVA-MALINOVA et al., 2015).

Embora grande parte das pesquisas em atividade antimicrobiana seja centralizada
em moléculas encontradas no meio extracelular devido a facilidade do acesso a esses
compostos sem a necessidade de quebra da parede celular, a atividade antimicrobiana
ndo se restringe aos compostos excretados, englobando também moléculas néo
secretadas, como evidenciam o0s extratos intracelulares ativos em Xanthomonas citri
subsp. citri.

A triagem de extratos bioativos iniciada nesse trabalho teve continuidade para
comprovacao dos resultados em estudo posterior envolvendo isolados de solo
e sedimentos marinhos da regido da Antartica e outros fitopatdgenos de interesse
agroecondémico como Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae e Xanthomonas
euvesicatoria em adigao aos testes envolvendo Xanthomonas citri subps. citri, sendo
que estes resultados foram recentemente publicados (VIEIRA, et al., 2018; PURIC, et
al., 2018).

41 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram o potencial biotecnolégico dos fungos de
ambientes extremos como fonte de moléculas naturais com propriedades bioativas
assim como a capacidade dos fungos de solo antartico de produzirem compostos
capazes de inibir o crescimento de Xanthomonas citri subsp. citri, fitopatbgeno
causador do cancro citrico.
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11 INTRODUCTION

Endophytic fungi are endosymbionts that
live within plants for at least part of their life
cycle without causing apparent disease. These
microorganisms have been widely studied due
their ability to produce bioactive metabolites
with several applications on industry, agriculture
and medicine (Strobel et al., 2004). Those
compounds may be alkaloids, terpenoids
and sterols (Joseph and Priya, 2011), as well
antibiotics as penicillin, cephalosporin (Miller
et al., 2012), anticancer compounds as taxol,
among others (Strobel et al., 2004). They

are also able to produce similar metabolites
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CHAM.: A MOLECULAR OVERVIEW

produced by their plants hosts (Abrah&o et al,,
2013).
this type of fungal community is very important,

For this reason, the knowledge about

even more on plants with medicinal properties.

Aristolochia triangularis vine is largely
used in Brazilian folk medicine due its anti-
inflammatory, antiseptic, emmenagogue and
antipyretic properties. This plant is used to
treat diseases as rheumatism, wounds, skin
diseases, among others (Correa & Biasi, 2003).
Therefore, to evaluate the molecular diversity
of endophytic fungi present on this plant, the
Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis
(ARDRA) technique was used.

ARDRA is widely used to molecularly
group microorganisms, due to its efficacy, simple
methodology and because it is cheaper than
other methodologies (LV et al., 2015). Microbial
diversity of several sources may be evaluated
by ARDRA, and this technique is considered
valuable to group and characterize fungi and
bacteria (Redecker et al., 1997; Verma et al.,
2016). Thus, in this work, we evaluated the
molecular diversity of endophytic fungi isolated
from A. triangularis grown at Atlantic Forest
region (Almirante Tamandaré, PR, Brazil).
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2| MATERIAL AND METHODS

First, we proceeded the isolation of culturable fungal endophytes from different
plant tissues like vine, fruit, stem, adult and young leaves. We obtained two hundred
and sixty two isolates which were submitted to DNA extraction and PCR targeting the
internal transcribed spacer (ITS) region of rDNA (V9G: TTACGTCCCTGCCCTTTGTA;
LS266-R: GCATTCCCAAACAACTCGACTC). ARDRA was proceeded using Mbo |
and Hae Ill enzymes. Fungal isolates who presented equal profile in both enzymatic
analyses were grouped together.

3 | RESULTS AND DISCUSSION

ARDRA identified 26 different fungal haplotypes isolated from A. triangularis,
named 1 — 26 (Fig 1).

These results show important diversity of endophytes isolates from A. triangularis,
significantly more than found by Stuart et al. (2010). They founded 14 different haplotypes
in endophytes isolated from sugar cane. This difference may be associated with kind of
culture (monoculture in this case), local of collection, soil chemistry, humidity (Giauque
& Hawkes, 2016) and agrochemical application (Bale et al., 2008).
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Mbo | Hae Il

—— 1 290 250 200 290 250 150
—— 2 290 200 250 250 150

3 2%0 200 250 250 150 50
—— 5 290 350 200 300 250 150
— & 230 200 300 250 150
— 4 250 250 130 250 250 150

— 13 250 250 200 130 500 250 150 100

—— 7 250 200 500 250 150
— 8§ 290 200 500 250 150 50
—— 9 290 200 150 500 250

— 10 250 200 150 500 250 150 100
— 11 250 200 100 500 150

— 12 250 200 150 130 500 150

14 320 250 200 500 200 150
15 2%0 200 150 250 170 50
—— 16 320 250 200 130 350 170 50
17 320 250 200 130 290 170 150
— 19 320 250 200 130 350 300 150 50
——— 20 320 230 200 350 150
a 18 290 200 150 130 2590 150 50
—— 21 320 230 200 350 300 250
——— 23 320 290 200 700 290 250
22 320 250 200 500
—— 24 400 250 200 250 170 150
25 250 200 150 350 300 150 50
2 26 320 200 150 700

Fig. 1 Dendrogram of haplotypes obtained with ARDRA and its different molecular weights after
ITS gene restriction with Mbo | and Hae Il enzymes.
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The most representative haplotypes were 12, with 36% of the isolates, haplotype
1 with 20%, 4 with 15%, 19 with 5%, 6 with 4% and 2 with 3%. Other haplotypes,
together, represents 17% of the isolates (Fig 2.).

W Haploype 12
B Haplotype 1
H Haplotype 4

M Haplotype 19

3%
W Haplotype 6 -
Haplotype 2
w Other haplotypes

Fig 2. Representative haplotypes obtained with ARDRA. In “Other haplotypes” are the
haplotypes 3, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 20, 21, 22, 23, 24, 25 and 26 that were
individually responsible for 0 — 2% of the isolates.

Based on the identified haplotypes, Shannon diversity index (H’) was calculated,
for the fungal community in each plant tissue. Shannon index indicated that vine has
the greatest diversity of isolates (H’= 2.3393), followed by stem (H’= 1.8843), young
leaves (H’= 1.6756), adult leaves (H’= 1.8415) and fruit (H’= 1.3718). Many studies
show that diversity of endophytes founded in a plant, depends of several factors as
plant age (Taylor et al., 1999), isolation tissue, collection season, temperature (Wang
& Guo, 2007), among others.

41 CONCLUSIONS

ARDRA provided us important data about diversity of endophytes community of
A. triangularis, showing big diversity in all the plant tissue tested. However, must be
associated to other molecular techniques, as genomic sequencing, to identify these
organisms at species level, and for a better knowledge of this communities.
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RESUMO: Os fungos endofiticos habitam
o interior de plantas de forma harmoniosa,
protegendo-as contra fitopatdgenos e induzindo-
as a resisténcia a pragas. Estudos mostram o
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MEDICINAIS

potencial de protecdo da planta hospedeira,
produzindo compostos tais como enzimas,
alcalbides e antibibticos. As plantas medicinais
tém sido alvo de isolamento, caracterizacdo e
analise da diversidade de fungos endofiticos,
devido o seu potencial. Desse modo, o objetivo
deste trabalho é o isolamento de fungos
endofiticos em plantas medicinais coletadas no
municipio de ltambé-Bahia. Foram utilizadas
trés folhas saudaveis de cada planta (Lavandula
angustifolia  Mill  (Alfazema), Plectranthus
barbatus (Boldo), Plectranthus amboinicus
(Hortela Grosso), Citrus cf aurantium (Laranja)
) e esterilizadas por imersdo em alcool 70%,
NaClO 3% e etanol 70%. Feita a assepsia,
cortou-se com bisturi, fragmentos de 1cm e
inseridas em placas de Petri contendo meio
BDA (Batata-Dextrose-Agar) com 0,2% de
extrato de levedura e 100 pyg/ml de Tetraciclina,
além do controle negativo com aliquotas com
agua estéril. As placas foram identificadas e
incubadas em BOD a temperatura de 28° a 30°,
durante 7 dias. Em seguida os fungos crescidos
foram repicados em BDA e acondicionados sob
mesma temperatura e periodo, posteriormente
foi feita a caracterizagcdo macroscopica e
microscépica. Obteve-se um total de 11
fungos endofiticos isolados, sendo 1 fungo
da Lavandula angustifolia Mill, 4 fungos do
Plectranthus barbatus, 1 fungo do Plectranthus
amboinicus e 5 fungos do Citrus cf aurantium.
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Devido a auséncia de estruturas de esporulacéo n&o foi possivel identificar os fungos
isolados, sendo necessario novos isolamentos dos mesmos para identificagéao.
PALAVRAS-CHAVE: Plantas medicinais. Isolamento fungico. Boldo. Hortela Grosso.
Laranja.

ABSTRACT: Endophytic fungiinhabit the interior of plants harmoniously, protecting them
against phytopathogens and inducing them to resistance to pests. Studies show the
protective potential of the host plant, producing compounds such as enzymes, alkaloids
and antibiotics. Medicinal plants have been subjected to isolation, characterization
and analysis of endophytic fungi diversity, due to their potential. Thus, the objective
of this work is the isolation of endophytic fungi in medicinal plants collected in the
municipality of també-Bahia. Three healthy leaves of each plant were used (Lavandula
angustifolia Mill (Alfazema), Plectranthus barbatus (Boldo), Plectranthus amboinicus
(Horteld Grosso), Citrus cf aurantium (Laranja) ) and sterilized by immersion in 70%
alcohol, 3% NaClO and 70% ethanol. Aseptically, 1-cm-length fragments were inserted
into Petri dishes containing BDA (Potato-Dextrose-Agar) with 0.2% of yeast extract
and 100 pg / ml of Tetracycline, in addition to the negative control with aliquots of
sterile water. Plates were identified and incubated in BOD at 28° to 30° for 7 days. After
that, the fungi were grown in BDA and conditioned under the same temperature and
period, after which the macroscopic and microscopic characterization was done. A total
of 11 isolated endophytic fungi were obtained, 1 fungus from Lavandula angustifolia
Mill, 4 fungi from Plectranthus barbatus, 1 fungus from Plectranthus amboinicus and 5
isolates from Citrus cf aurantium. Due to the absence of sporulation structures it was
not possible to identify the isolated fungi, and new isolates of the same are necessary
for identification.

KEYWORDS: Medicinal plants. Fungal isolation. Boldo. Horteld Grosso. Orange.

11 INTRODUCAO

Os fungos séo organismos eucaribticos, heterotréficos, aclorofilados, unicelulares
ou pluricelulares, de tamanhos e formas variadas, desde muito pequenos visto apenas
em microscopios até as formas vistas a olho nu. Em sua maioria sdo aerdbicos,
entretanto, alguns sdo anaerdbios obrigatérios ou facultativos e se reproduzem por
via sexuada ou assexuada (MAIA; CARVALHO JUNIOR, 2010; VIEIRA; QUEIROZ,
2012). Estéao dispostos no ambiente de forma geral, seja no ar, no solo, na agua,
sobre plantas e animais vivos ou matéria orgénica morta por isso € considerados
como cosmopolitas (MORAES; PAES; HOLANDA, 2009), além disso, encontram-se
na natureza em temperaturas variadas desde as mais elevadas até as muito inferiores,
contam com uma larga distribuicao, bem como um numero enorme de espécies em
seu grupo sendo este de 200.000 espécies (COSTA; PEREIRA; JORGE, 2012).

O reino Fungi abrange todos os fungos, isto porque os mesmos foram separados
em um grupo devido a falta de caracteristicas semelhantes as plantas, dentre as
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quais estao a auséncia de pigmento fotossintético, tecidos verdadeiros, dentre outros
(COSTA; PEREIRA; JORGE, 2012). Conhecidos como bolores, mofos, os fungos em
sua grande maioria sao populares apenas pelos danos que causam aos humanos,
seja causando danos a saude a exemplo de doencas, tais como as micoses, alergias
dentre outras; seja prejudicando a agricultura, levando a morte de algumas plantas
devido a infeccbes nos seus tecidos, ou ainda perda de grande parte da lavoura, ja que
a presenca dos fungos nao se limita apenas a determinada produ¢do em sua maioria,
inclusive podendo atacar os gréos ja em estoque; ou também leva a destruicdo de
objetos, como obras de arte (SILVA; COELHO, 2006; MORAES; PAES; HOLANDA,
2009).

Entretanto, os fungos apresentam varios beneficios, sendo estes em industrias
alimenticias na producao de queijos e paes; na industria de bebidas a como cerveja
e vinho, ou também no consumo direto, como os cogumelos que estdao sendo
amplamente consumidos principalmente em paises orientais (SILVA; COELHO, 2006).
Sao responsaveis pela manutencdo da biosfera em conjunto com as bactérias, pois
0S mesmos realizam a atividade de decomposicdo de matérias organicas (COSTA;
PEREIRA; JORGE, 2012).

Além dos beneficios supracitados os fungos sao importantes na area médica,
a exemplo do medicamento penicilina, que é produzido a partir do fungo Penicillium
chrysogenum; na biotecnologia, muitas enzimas de fungos estdo sendo exploradas;
no controle de pragas via producéo de inseticidas, na area farmacéutica, na area da
nutricdo, na agricultura, na fitopatologia e em outras areas (SILVA; COELHO, 2006;
MORAES; PAES; HOLANDA, 2009).

Dados baseados em inferéncias mostram que temos cerca de 99.000 espécies
de fungos descritas no mundo, destas aproximadamente 13.800 ocorreriam no Brasil,
e tém-se cerca de 584 espécies descritas na Bahia, sendo o quarto estado com maior
namero de espécies descritas (MAIA; CARVALHO JUNIOR, 2010).Uma parcela dos
microrganismos, principalmente bactérias e fungos, habitam o interior das plantas, que
séo os enddfitos.

Os microrganismos endofiticos vivem entre as células dos tecidos vegetais, e
nao provocam maleficios aos tecidos. Este comportamento dos endofitos auxilia no
controle bioldégico de patdgenos e pragas, uma vez que, onde eles vivem poderiam
disputar por espaco e nutrientes com os patdgenos e assim produzirem substancias
toxicas contra tais patégenos ou ainda, induzir a planta a desenvolver resisténcia as
doencas (BIZI, 2016).

Varios fungos endofiticos associados a plantas produzem substancias que
servem de repelentes naturais contra insetos e nematicidas, auxiliando assim, a
planta. Portanto, mesmo com a comprovacao da existéncia da microbiota endofitica,
demais pesquisas deverdao ser executadas em relacdo a aspectos ecoldgicos,
genéticos e fisiologicos dessa interacdo. Porém, antes disto, é importante conhecer a
diversidade, presenca, frequéncia e fungcbes destes microrganismos, isto porque néao
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se tem informagdes para esclarecer a base biologica dessas interagdes, € devido ao
fato destes microrganismos serem vantajosos no sentido da producéo de substancias
(PEIXOTO NETO; AZEVEDO; ARAUJO, 2002).

De acordo com seu crescimento em meio de cultura, sao classificados em
cultivaveis ou nao cultivaveis (LACAVA; SEBASTIANES; AZEVEDO, 2010). Para
Azevedo (1998), de maneira geral, os endofiticos se aderem a planta por aberturas
naturais, como estdématos e ferimentos. Apds a penetracéo, os fungos se disseminam
de maneira sistémica, para diversas partes da planta, podendo habitar de forma ativa o
apoplasto, vasos condutores e ainda em alguns casos ocorre colonizac¢ao intracelular.
Os enddfitos sdo de extrema importancia biotecnoldgica, devido a ampla fonte de
produtos, sendo uteis na agricultura e na industria, principalmente na alimenticia e
farmacéutica, também podem ser utilizados como vetores para a introducao de genes
de interesse nas plantas, como agentes inibidores de pragas e patdogenos, além
de apresentarem ampla aplicacdo como antibibticos, antiparasitarios, antifungicos,
antitumorais, entre outras aplicagcbes (LACAVA; SEBASTIANES; AZEVEDO, 2010).
Plantas medicinais tem sido alvo de isolamento, caracterizacdo e andlise da diversidade
de fungos endofiticos, pois representam um consideravel reservatédrio de endofiticos
com potencial para descobertas de novas moléculas bioativas (PEIXOTO NETO;
AZEVEDO; ARAUJO, 2002).

Portanto, as plantas medicinais sao assim denominadas por possuirem
tradicdo em uso por comunidades e pelo potencial de cura ou reducéo de doencas
(TORQUATTO, 2013). O uso destas plantas apresenta relevancia inesquecivel para
as transformacbes da terapéutica, no que se refere ao uso das plantas medicinais
para fabricacdo de produtos farmacos, e também no uso dos seus principios ativos
isolados para uso como, por exemplo, de fitoterapicos (SIMAO, 2013), além do fato de
que as plantas medicinais sédo utilizadas na medicina popular desde tempos remotos
(CARVALHO, 2012; SIMAO, 2013; OLIVEIRA et al., 2006).

No Brasil, as plantas medicinais sdo amplamente utilizadas em todo o territorio,
mesmo em regides distintas. Este uso se justifica ndo somente por estas plantas
apresentarem baixo custo quando comparados aos medicamentos alopaticos, mas
por questdes culturais (SILVA; SILVA; ANDRADE, 2007). O conhecimento sobre essas
plantas surgiu a partir dos saberes populares (BOSCOLO; SENNA VALLE, 2008),
assim muitas comunidades tradicionais as utilizam como recurso terapéutico de forma
hereditaria, pelo fato de apresentarem uma ampla farmacopeia natural (LOPES;
PANTOJA, 2012).

Provavelmente, todas as plantas apresentam em seu interior microrganismos
endofiticos, até mesmo diversas espécies em um unico hospedeiro. Algumas sao mais
frequentes em determinado tipo de vegetal, designadas dominantes, em contraposicao
a outras mais raras, chamadas de secundarias. Em alguns casos, constata-se
uma especificidade endofito- hospedeiro, em que poucas espécies de fungos séao
encontradas, enquanto na maioria dos casos, como em Stylosanthes e Musa, uma
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variedade enorme de géneros e espécies € observada (PEREIRA; AZEVEDO;
PETRINI, 1993; GLIENKE, 1995; AZEVEDO, 1998).

A ocorréncia de endéfitos varia bastante de acordo com o clima da regido onde
foi realizado o isolamento. A maioria dos estudos descreve a microbiota de vegetais
isolados de regides de clima temperado, que se revela bastante diversa das espécies
encontradas em regides tropicais, tanto em termos quantitativos quanto qualitativos
(RODRIGUES; PETRINI, 1997).

Diante do exposto, considerando a presenca de fungos endofiticos em plantas; a
importéncia das plantas medicinais, 0 seu uso tradicional ser de longa data e de facil
acesso, bem como a associacao de fungos endofiticos em plantas medicinais, este
trabalho teve por objetivo isolar fungos endofiticos das plantas: Lavandula angustifdlia
Mill (Alfazema), Plectranthus barbatus (Boldo), Plectranthus amboinicus (Hortela
Grosso), Citrus cf aurantium (Laranja) de caracter medicinal.

2| METODOLOGIA

A coleta das folhas das plantas: Lavandula angustifolia Mill (Alfazema),
Plectranthus barbatus (Boldo), Plectranthus amboinicus (Hortelda Grosso), Citrus cf
aurantium (Laranja), foi realizada no municipio de Iltambé - Bahia (Latitude: 15° 14’
42" S; Longitude: 40° 37’ 28” W). Posteriormente foram levadas ao Laboratério de
Microbiologia Geral e Aplicada da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia para
isolamento dos fungos.

Trés folhas saudaveis de um mesmo individuo de cada uma das espécies
estudadas foram esterilizadas por imersédo em alcool 70%, hipoclorito de soédio 3%
e etanol 70%. Feita a assepsia, cortou-se com bisturi fragmentos de 1cm e inseridas
em placas de Petri contendo meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) com 0,2% de extrato
de levedura e 100 pg/ml de Tetraciclina, além do controle negativo com aliquotas com
agua estéril. As placas foram identificadas e incubadas em BOD a temperatura de 28
a 30°C, durante 7 dias.

Em seguida os fungos crescidos foram repicados em BDA e acondicionados
sob mesma temperatura e periodo. Para a caracterizacdo macroscépica avaliou-
se parametros como cor, dimenséao (didmetro do halo), elevacdo e margem. Para a
caracterizagcdo microscépica realizou-se microcultivo a partir da raspagem do fungo
e seu esfregaco em meio BDA presente numa lamina, onde foi acondicionada a
temperatura de 28 a 30°C por sete dias, com intuito de obter e identificar as estruturas
de esporulacéo dos endofiticos.

Os fungos isolados foram preservados em agua destilada contida em frascos de
vidro com tampa de borracha e armazenados em temperatura ambiente, de acordo
com a metodologia de Castellani (1939).
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31 RESULTADOS E DISCUSSOES

N&o houve crescimento fungico epifitico, pois 0 método de desinfestacéo das
folhas foi eficiente, sendo assim obteve-se um total de 11 fungos endofiticos isolados,
sendo 5 isolados do Citrus cf aurantium (Laranja), 4 fungos isolados do Plectranthus
barbatus (Boldo), 1 isolado do Plectranthus amboinicus (Hortela Grosso) e 1 fungo
isolado da Lavandula angustifélia Mill (Alfazema). Quanto as caracteristicas dos fungos
de cada uma das plantas, pode-se observar na Tabela 1.

Planta Caracteristicas macroscépica N° de isolados

1: Cor rosé. Brilho opaco. Margem inteira.
Textura aveludada. Elevagéo plana. Compr.
5,60cm/ Larg. 3,90cm.

2: Cor rosé. Brilho opaco. Margem ondulada.
Textura aveludada. Elevagéo plana. Compr.
4,00cm/ Larg. 3,80cm.

3: Cor rosé. Brilho opaco. Margem ondulada.
Laranja Textura aveludada. Elevagéo plana. Compr.
(Citrus cf aurantium) 4,20cm/Larg. 3,40cm.

4: Cor rosé. Brilho opaco. Margem inteira.
Textura aveludada. Elevagéo plana. Compr.
5,50cm/Larg. 5,40cm. 5
5: Cor rosé. Brilho opaco. Margem ondulada.
Textura aveludada. Elevagéo plana. Compr.
4,30cm/Larg. 3,30cm

1: Cor Branca. Brilho opaco. Margem ondulada.
Textura aveludada. Elevacéo plana. Compr.
4,00cm/Larg. 3,40cm.

2: Cor preta. Brilho opaco. Margem ondulada.
Textura aveludada. Elevagéo elevada. Compr.
1,80cm/ Larg. 1,90cm.

3: Cor branca. Brilho opaco. Margem ondulada.
Textura aveludada. Elevagéo elevada. Compr.
Boldo 4,80cm/ Larg. 4,80cm 4
(Plectranthus barbatus) | 4: Cor branca. Brilho opaco. Margem inteira.
Textura aveludada. Elevacéo plana. Compr.
4,90cm/ Larg. 4,90cm.

Cor branca. Brilho opaco. Margem inteira.

Hortela grosso Textura aveludada. Elevagdo mamelonada.
(Plectranthus Compr. 6,00cm/ Larg. 5,80cm. 1
amboinicus)
Cor preta. Brilho Opaco. Margem ondulada.
Alfazema Textura aveludada. Elevagéo elevada. Compr.
(Lavandula angustifélia | 1,00cm/Larg. 0,80cm. 1
Mill)
Total 11

TABELA 1. Caracteristicas morfoldgicas dos fungos endofiticos obtidos dos repliques.

As plantas que apresentaram mais de um fungo endofitico isolado foram Laranja
(Citrus cf aurantium) e Boldo (Plectranthus barbatus), sendo que para a Laranja
(Citrus cf aurantium), os 5 (cinco) fungos isolados apresentaram as caracteristicas
macroscopicas de cor, brilho, textura e elevacado semelhantes para todos (rosé, opaca,
aveludada e plana), bem como comprimento e largura médias de 4,72 e 3,9 cm,
respectivamente, e margem ondulada. Em relagdo as caracteristicas microscopicas,
os isolados apresentaram em geral hifas cenociticas (Figura 1).
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Figura 1. Aspecto macroscopico e microscédpico (aumento de 40x) dos 5 isolados fungicos
obtidos da Laranja (Citrus cf aurantium), representados, respectivamente, em A, B, C,D e E.

Ja os fungos isolados encontrados no Boldo (Plectranthus barbatus),
apresentaram variagdo quanto as caracteristicas macroscopicas de cor, forma,
margem e comprimento. Em relacdo as caracteristicas microscopicas, os isolados
apresentaram em geral hifas cenociticas (Figura 2).

Figura 2. Aspecto macroscopico e microscédpico (aumento de 40x) dos 4 isolados fungicos
obtidos do Boldo (Plectranthus barbatus), representados, respectivamente, em A, B, C e D.

As plantas Hortela grosso (Plectranthus amboinicus) e Alfazema (Lavandula
angustifolia Mill) apresentam apenas um fungo endofitico isolado cada uma. Os dados
macroscopicos observados podem ser observados na Tabela 1 e Figuras 3a e 4a.
Quanto as hifas, Hortelad grosso apresentam hifas cenociticas (Figura 3b), enquanto
que Alfazema apresentaram hifas septadas (Figura 4b).
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Figura 3. Aspecto macroscopico (A) e microscopico (B, aumento de 40x) do fungo endofitico do
hortela grosso (Plectranthus amboinicus).

Figura 4. Aspecto macroscopico (A) e microscépico (B, aumento de 40x) do fungo endofitico da
Alfazema (Lavandula angustifélia Mill).

Com base nas informacdes obtidas das caracteristicas macroscopicas obtidas
da Laranja (Citrus cf aurantium) podemos inferir que os fungos endofiticos isolados da
Laranja trata-se de um fungo de mesmo género, ja que todos os isolados apresentaram
as mesmas caracteristicas macroscopicas.

Entretanto, para as demais plantas testadas, ndo se pode fazer a mesma
inferéncia pois houve diferenca entre as caracteristicas macroscopicas no Boldo
(Plectranthus barbatus) para cada isolado obtido e nas demais plantas, hortela grosso
(Plectranthus amboinicus) e Alfazema (Lavandula angustifolia Mill) apenas um isolado
de cada planta foi obtido.

Portanto, torna-se necessario a realizacédo de métodos moleculares para a real
identificacdo dos fungos isolados obtidos, ja que as estruturas de esporulacdo que
tornam possivel a identificacdo se encontram escassas nos isolados obtidos.

O Brasil detém cerca de 20% da biodiversidade mundial, no entanto apesar
da imensa diversidade biolégica, as espécies de microrganismos e suas relacbes
filogenéticas séo pouco conhecidas, muito menos as suas interacées com outros seres
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(MANFIO, 2002). Em outros trabalhos também houve a auséncia de identificacéo
baseada nos dados microscopicos dos fungos endofiticos devido a escassez de
estruturas de esporulacéo (SILVA, 2017; PAUL, 2014; PIMENTEL; FIGURA; AUER,
2010).

Bary (1866) foi quem realizou a primeira descricdo destes microrganismos,
entretanto houve uma grande pausa, cerca de mais de um século no que se refere
a identificacdo dos mesmos, ja que o conhecimento que se tinha ndo era téo
consideravel e também por estes organismos serem endofitos e ndo expor suas
estruturas visivelmente dificultava, tanto a identificacdo quanto os estudos (PEIXOTO
NETO; AZEVEDO; ARAUJO, 2002), com base nisso pode-se inferir que a pequena
quantidade de estudos sobre estes microrganismos se devem pela dificuldade de
analise dos mesmos.

41 CONSIDERACOES FINAIS

Mediante a metodologia utilizada,11 fungos endofiticos foram isolados das
plantas medicinais analisadas, porém nédo foi possivel realizar a classificacdo dos
mesmos. Assim, faz-se necessario o isolamento de fungos endofiticos de Lavandula
angustifélia Mill (Alfazema), Plectranthus barbatus (Boldo), Plectranthus amboinicus
(Hortela Grosso) e Citrus cf aurantium (Laranja) para a identificacdo dos mesmos,
e associado a isso, avaliar o potencial biotecnolégico desses fungos, como acgéo
antagonica frente a fungos/bactérias patogénicos de interesse agricola e médico, na
producéo de enzimas e corantes, dentre outras atividades.
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RESUMO: Escherichia coli patogénica aviaria
(APEC) é o agente etiologico da colibacilose
aviaria, responsavel por grandes perdas na
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DE COLIBACILOSE EM AVESTRUZ

industria de aves, incluindo a estrutiocultura.
O objetivo desse trabalho foi avaliar o perfil
de viruléncia por meio da investigacdo de
genes de viruléncia presentes em E. coli
patogénica extraintestinal (ExPEC) e E. coli
diarreiogénica (DEC), e o perfil resisténcia aos
antimicrobianos em amostras de APEC isoladas
de colibacilose em avestruz. Nossos resultados
demonstraram uma elevada frequéncia dos
5 genes relacionados a viruléncia de ExPEC,
na qual todas amostras apresentavam o gene
hlyF, quase todas as amostras apresentaram
os genes iroN e ompT (90.9%), 19 amostras
(86.36%),
amostra apresentou o gene iutA (4.54%). Duas

apresentaram iss e apenas 1
amostras também apresentaram o gene eae
(relacionado a DEC), sendo essa amostra
classificada como uma amostra de E. coli
enteropatogénica atipica.
o perfil de resisténcia aos antimicrobianos,

De acordo com

a maioria das amostras estudadas foram
classificadas como multirresistentes (81.8%),
sendo as maiores frequéncias de resisténcias
relacionadas atetraciclina (86.4%), sulfonamida,
sulfametoxazol+trimetoprim e ampicilina
(81.8%). Nosso trabalho demonstra que a
maioria das nossas amostras de APEC isoladas
de colibacilose em avestruz apresentam uma
alta frequéncia de resisténcia, demonstrando a
necessidade de um constante monitoramento
quanto a presenca de E. coli e seus fatores de
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viruléncia e resisténcia aos antimicrobianos, visando o controle da disseminacéo de
patdgenos multirresistentes na estrutiocultura.
PALAVRAS-CHAVE: colibacilose, APEC, avestruz, multirresisténcia.

ABSTRACT: Avian pathogenic Escherichia coli (APEC) is the etiological agent
of avian colibacillosis, responsible for large losses in the poultry industry, including
the strutioculture. The objective of this work was to evaluate the virulence profile by
investigating virulence genes present in extraintestinal pathogenic E. coli (EXPEC) and
diarrheogenic E. coli (DEC), and the antimicrobial resistance profile in APEC samples
isolated from colibacillosis in ostrich. Our results demonstrated a high frequency of
the 5 genes related to the virulence of EXPEC, in which all samples harbored the hlyF
gene, almost all samples harbored the iroN and ompT genes (90.9%), 19 samples
had iss (86.36%), and only 1 sample had the iutA gene (4.54%). Two samples also
presented the eae gene (related to DEC), being this sample classified as a atypical
enteropathogenic E. coli. According to the antimicrobial resistance profile, the majority
of the studied samples were classified as multiresistant (81.8%), with the highest
frequencies to tetracycline (86.4%), sulfonamide, sulfamethoxazole + trimethoprim and
ampicillin (81.8%). Our work demonstrates that most of our APEC samples isolated
from ostrich colibacillosis present a high frequency of resistance, demonstrating the
need for constant monitoring of the presence of E. coli and its virulence factors and
antimicrobial resistance, aiming at the control dissemination of multiresistant pathogens
in the strutioculture.

KEYWORDS: colibacillosis, APEC, ostrich, multiresistance.

11 INTRODUCAO

A estrutiocultura é designada como a criacdo de avestruzes, sendo a sua
comercializacdo no mundo destinada principalmente a producdo de carne, mas
também a producéo de couro, 6leo e plumas. A criacdo de avestruz iniciou-se no
Brasil na década de 90, com rapida expansao desta atividade, devido as condi¢des
climaticas favoraveis. No entanto, existe uma preocupacdo com relacédo ao estado
sanitario dessas aves, pois pouco se conhece em relacdo a participacdo desses
animais como reservatorios de microrganismos. Assim, essas aves sao suscetiveis a
diversas doencas infecciosas, entre elas a colibacilose (KNOBL; FERREIRA, 1999).

A colibacilose, causada por Escherichia coli patogénica aviaria (APEC), é
responsavel por altos prejuizos para a industria aviaria. A doenca ocorre em aves nas
formas septicémicas causando principalmente lesbes de aerossaculite, pericardite,
peritonite, salpingite e localizada, provocando celulite, sindrome da cabeca inchada e
onfalite (BRITO, 2012).

As linhagens patogénicas de Escherichia colipodem ser classificadas em ExPEC
(Escherichia colipatogénica extraintestinal), naqual APEC faz parte, e DEC (Escherichia
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coli diarreiogénica), a qual apresentam genes codificadores de fatores de viruléncia
especificos e manifestagbes clinicas distintas (JOHNSON; RUSSO, 2002; KAPER;
NATARO; MOBLEY, 2004). A presenca ou auséncia dos marcadores moleculares
caracteriza DEC em diferentes categorias: EPEC (E. coli enteropatogénica), ETEC (E.
colienterotoxigénica), EIEC (E. colienteroinvasora), EHEC (E. colienterohemorragica),
STEC (E. coli produtora de toxina Shiga), EAEC (E. coli enteroagregativa) e DAEC (E.
coli de adesao difusa) (GOMES et al., 2016; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

Com o propoésito de reduzir os prejuizos devido as doengas infecciosas a
pratica do uso de antimicrobianos durante a criacdo das aves tornou-se bastante
utilizada com a finalidade de prevenir a ocorréncia de infeccbes bacterianas. Varios
estudos tém demonstrado que amostras de E. coli isoladas da producdo de aves
apresentam diferentes perfis de resisténcia multipla aos antimicrobianos, os quais sao
frequentemente resistentes a mais de um antimicrobiano (HASAN et al., 2012; KOGA
et al., 2015a).

A elevada taxa de resisténcia aos antimicrobianos, associada a diversos fatores
de viruléncia tornaram E. coli um problema para a avicultura, devido aos prejuizos
acarretados na industria avicola. No entanto pouco se conhece a respeito do perfil de
viruléncia e resisténcia em E. coli isolados de infeccbes em avestruzes. Este trabalho
tem a finalidade de avaliar a presenca de fatores de viruléncia e resisténcia aos
antimicrobianos em amostras de APEC isolados de colibacilose em avestruz, visando
o controle da disseminacéo de patdogenos multirresistentes na estrutiocultura.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Isolamento das Amostras

Foram estudadas 22 amostras de APEC isoladas de colibacilose em avestruzes.
Essas amostras foram isoladas das aves nas agroindustrias do Parand, no periodo de
2011 a 2014. Essas amostras pertencem a bacterioteca do Laboratério de Saude das
Aves e Inovacgao Tecnoldgica do Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor.

2.2 Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos

O perfil de sensibilidade a antimicrobianos foi determinado pelo método qualitativo
de disco difusdo de Kirby-Bauer (1996), seguindo as recomendacoes do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008; CLSI, 2018).

Os seguintes antimicrobianos foram testados: ampicilina (10 pg), cefoxitina (30
uqg), ceftazidima (30 pg), cefotaxima (30 pg), cloranfenicol (30 pg), gentamicina (10 pg),
tetraciclina (30 pg), nitrofurantoina (300 pg), acido nalidixico (30 pg), ciprofloxacina
(5p9), norfloxacina (10 pg), enrofloxacina (10 pg), sulfonamida e sulfametoxazol —
trimetoprim (1.25/23.75 ug) (Oxoid Ltd., Basingstoke, Hants, Reino Unido).
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2.3 Pesquisa de Genes de Viruléncia

Areacédo em cadeia da polimerase (PCR) foi utilizada para a pesquisa de genes
codificadores de fatores de viruléncia de EXPEC e DEC, e também para a realizagdo da
classificacao filogenética. O tamanho e a sequéncia dos iniciadores s&o apresentados
na Tabela 1.

O método de PCR multiplex empregado para a detec¢ao dos genes de viruléncia
de DEC foi descrito por Aranda et al. (2007) e Paton e Paton (2008), com algumas
modificacdes. Nessa metodologia utilizou-se 2.5 ul de DNA em 25 pl de mistura de
reacao, a qual foi adicionado 1.5 U Taqg polimerase (Invitrogen®, Carlsbad, CA), 0.2
mM de cada desoxirribonucleotideo trifosfatado (ANTP, Invitrogen®, Carlsbad, CA), 2.5
mM MgCl, e 2.5 pl de tamp&o de PCR 10X (Invitrogen®, Carlsbad, CA) e os primers
apropriados (Tabela 1). As amostras foram submetidas em um termociclador (Applied
Biosystems®), nas temperaturas de anelamento 52°C e 65°C, conforme descrito por
Aranda e colaboradores (2007) e Paton e Paton (2008), respectivamente.

Ja para a deteccédo dos genes de viruléncia de EXPEC, a metodologia adotada é
a descrita por Johnson e colaboradores (2008). Foram utilizados tampao (1x), 0.2 mM
de dNTP, 2.5 mM de MgCl,, 1 uM dos iniciadores, 1.25U de Taqg polimerase (Invitrogen®,
Carlsbad, CA) e 1.5 uL de DNA. O material foi submetido a um ciclo de 94°C por 2
minutos, seguido de 25 ciclos de 94°C por 30 segundos, 63°C por 30 segundos, e
68°C por 3 minutos, e uma extensao final de 72°C por 10 minutos.

Além disso, as amostras foram classificadas em 4 grupos filogenéticos (A, B1, B2
ou D), baseando-se na presenca ou auséncia dos genes chuA e yjaA, e um fragmento
de DNA (TSPE4.C2), seguindo o método de Clermont e colaboradores (2000). Para
a reacdo da PCR foram utilizados 1x de tamp&o, 2.5mM de MgCl,, 0.2mM de dNTP,
1uM de cada iniciador; 1.25U de Taq polimerase (Invitrogen®, Carlsbad, CA) e 2.5 pL
de DNA. Esse material foi submetido a um ciclo de 94°C por 4 minutos e 30 ciclos de
5 segundos a 94°C, 10 segundos a 54°C, e uma extensao final de 5 minutos a 72°C.

Posteriormente, o produto de amplificacdo da PCR de cada metodologia foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 2% e visualizado em transiluminador UV.
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Fragmento

Referéncia
(pb)

Gene Sequéncia dos iniciadores (5’ a 3’)

N AAT CCG GCAAAG AGACGAACCGCCT 553
Iro
GTT CGG GCAACC CCTGCTTTGACTTT

T TCATCCCGGAAGCCTCCCTCACTACTAT 496
om
P TAGCGTTTGCTGCACTGGCTTCTGATAC

Johnson et al.,
GGCCACAGTCGTTTAGGGTGCTTACC
hlyF 450 2008
GGCGGTTTAGGCATTCCGATACTCAG

. CAG CAACCC GAACCACTT GAT G 493
ISS
AGC ATT GCC AGA GCG GCA GAA

UtA GGC TGGACATCATGG GAACTG G 302
ua
CGT CGG GAACGG GTAGAATCG

eaeA  CTGAACGGCGATTACGCGAA 917
CCAGACGATACGATCCAG
bfoA  AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC 326

GCCGCTTTATCCAACCTGGTA

elt GGCGACAGATTATACCGTGC 450 Aranda et al.,
CGGTCTCTATATTCCCTGTT 2004
est ATTTTTMTTTCTGTATTRTCTT 190
CACCCGGTACARGCAGGATT
ipaH GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC 600

GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC

six GAGCGAAATAATTTATATGTG c1a Toma et al.,,
TGATGATGGCAATTCAGTAT 9003
eaeA  GACCCGGCACAAGCATAAGC 384
CCACCTGCAGCAACAAGAGG
six1 ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC 180
AGAACGCCCACTGAGATCATC Paton e Paton,
StX2  GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 255 1998

TCGCCAGTTATCTGACATTCTG

eMxA  GCATCATCAAGCGTAGCTTCC 534
AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT

GAC GAACCAACG GTC AGG AT

chuA 279
TGC CGC CAG TAC CAAAGACA
A TGAAGT GTC AGG AGACGC TG 211 Clermont et al.,
a
< ATG GAG AAT GCG TTC CTC AAC 2000
GAG TAATGT CGG GGC ATT CA
TSPE4.C2 152

CGC GCC AAC AAAGTATTACG

Tabela 1 - Genes pesquisados para EXPEC, DEC e classificagao filogenética, com seus
respectivos iniciadores e tamanho
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

No Brasil, estima-se que o0s prejuizos decorrentes da colibacilose aviaria na
cadeia produtiva das aves ultrapassem a soma de cem milhdes de dolares por ano
(BRITO, 2012). E. coli € uma das bactérias que tem tido sua viruléncia associada ao
uso de antimicrobianos na avicultura (MANGES; JOHNSON, 2012; MELLATA, 2013).
Porém, ainda ha poucos estudos sobre o papel de E. coli como importante patbgeno
em infeccdes em avestruzes.

De acordo com Clermont e colaboradores (2000), E. colipatogénica extraintestinal
(ExPEC) normalmente pertencem ao grupo filogenético B2 e com uma menor frequéncia
ao grupo D, enquanto amostras comensais normalmente pertencem aos grupos A e
B1. No entanto, amostras de APEC normalmente pertencem aos grupos filogenéticos
A, B1 e D (JOHNSON et al., 2008). Nossos resultados corroboram com esses dados,
na qual o grupo mais prevalente nas amostras de avestruz pertenceram aos grupos
comensais B1 (77.27%) e A (13.63%), ao contrario do grupo mais virulento D (9.09%)
(Tabela 2). Esses dados também corroboram com dados sobre APEC isolados de
colibacilose em galinhas, como o trabalho publicado por Kobayashi e colaboradores
(2011), na qual a maioria das amostras de APEC pertencem aos grupos filogenéticos
B1 (30.8%) e A (27.6%).

Johnson e colaboradores (2008) demonstraram que amostras de APEC podem
ser distinguidas de E. coli de origem fecal em aves por meio da pesquisa de 5 genes
codificadores de fatores de viruléncia, normalmente presentes em plasmidios (iutA,
hlyF, iss, iroN e ompT). Nossos resultados demonstraram a elevada frequéncia dos
5 genes de viruléncia de EXPEC pesquisados, a qual todas amostras apresentavam
0 gene hlyF, a maioria das amostras apresentaram o gene iroN e ompT (90.9%), 19
amostras apresentaram iss (86.36%), e apenas 1 amostra apresentou o gene JutA
(4.54%). Em um trabalho realizado por Knébl e colaboradores (2001) de 8 amostras
de APEC isolados de pneumonia caseosa em avestruz, nenhuma amostra apresentou
o gene hly. Vérias trabalhos realizados com APECs isolados de infec¢des em frangos
demonstraram uma alta frequéncia desses genes de viruléncia (KOBAYASHI et al.,
2011; SOLA-GINES et al., 2015; SUBEDI et al., 2018).

Estudos demonstrando a co-existéncia de fatores de viruléncia de APEC e DEC
na mesma amostra ja foram relatados (RAMADAN; AWAD; ATEYA, 2016; MOHAMED
et al.,, 2017). Assim, quanto a pesquisa de genes codificadores de fatores de
viruléncia de DEC, somente 9.09% das amostras continham o gene eae (que codifica
a intimina, responsavel pela aderéncia intima da bactéria a célula do hospedeiro),
sendo caracterizadas como EPEC (GOMES et al., 2016; ARANDA et al., 2007). A
presenca ou auséncia do gene bfpA, subclassifica esta linhagem em EPEC tipica
e EPEC atipica (GOMES et al., 2016; ARANDA; FAGUNDES-NETO; SCALETSKY,
2004; TOMA et al., 2003). Nossas amostras nao continham o gene bfpA, portanto nao
possuem o plasmideo EAF (EPEC adherence factor) o qual é caracteristico de EPEC
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tipica (ARANDA et al., 2007).

Os demais genes de viruléncia pesquisados (elt, est - enterotoxinas de ETEC;
ipaH - antigeno de plasmideo de invasao H encontrado em EIEC e Shigella; stx1, stx2
- Shiga toxinas 1, 2 de STEC; ehxA - enterotoxina de EHEC), ndo foram encontrados
em nenhuma das amostras.

Genes Expec Gene DEC
Amostras CFs
hiyF jutA iss ompT iroN eaeA

B1 + - - + + -
B1 + - + + + -
B1 + - + + + -
B1 + - + + + -
B1 + - + + + -
B1 + + + + + +
B1 + - + + + +
B1 + - + + + -
A + - + + + -
B1 + - + + + -
D + - + + + -
B1 + - + + + -
B1 + - + + + -
B1 + - + + + -
B1 + - + + + -
B1 + - - + + -
B1 + - + + + -
+ - - - - -

+ - + + + -

+ - + - - -

B1 + - + + + -
B1 + - + + + -
Total 22 1 19 20 20 2

Tabela 2 — Pesquisa de genes codificadores de fatores de viruléncia de EXPEC e DEC entre
as amostras de E. coliisoladas de avestruz.

aCF: classificagéo filogenética

Aterapia antimicrobiana é uma importante ferramenta na redugéo da incidéncia e
mortalidade associados a colibacilose aviaria (SCERBOVA; LAUKOVA, 2016). Além da
finalidade terapéutica, varias pesquisas evidenciaram os beneficios promovidos pela
utilizagdo de antimicrobianos na alimentagéo animal, sendo estes administrados como
aditivos em ragcdo ou na agua de beber das aves de granja, em doses subterapéuticas
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(GASKINS; COLLIER; ANDERSON, 2002; PHILLIPS et al., 2004; BRUMANO;
GATTAS, 2009). Porém, o uso indiscriminado de antimicrobianos tem levado & selegao
de bactérias resistentes. Em relacéo a resisténcia antimicrobiana, as amostras isoladas
de avestruz apresentaram uma alta frequéncia de resisténcia, sendo que 18 amostras
apresentaram um perfil de multirresisténcia, sendo resistente a 3 ou mais classes de
antimicrobianos. Em um trabalho realizado na Eslovaquia encontraram 90% de E. coli
isolada de fezes de avestruz resistente a 3 ou mais antimicrobianos (SCERBOVA;
LAUKOVA, 2016).

Nossosresultados apresentaram umaaltafrequénciade resisténcia principalmente
para tetraciclina (86,4%), seguido de sulfonamida, sulfametoxazol + trimetoprim e
ampicilina (81,8%) (Figura 1). Todas as amostras foram sensiveis para amoxicilina +
acido clavulanico, cefotaxima, ceftazidima e cefoxitina. Estudos também realizados no
norte do estado do Parana tem relatado perfil semelhante de multirresisténcia a estes
antibioticos em E. coli isolada de carcagas de frango de granja (KOGA et al., 2015a;
KOGA et al., 2015b). Isso sugere uma possivel semelhancga entre a criacdo e manejo
de avestruzes com outras aves de corte.

oo -

AMP CFZ MAL CIP NOR ENR MNIT TET CLO CN SUL SUT

g &

&

Frequéncia de resisténcia (%)

Figura 1 — Frequéncia de resisténcia aos antimicrobianos das amostras isoladas de avestruz.

AMP, ampicilina; CFZ, cefazolina; NAL, acido nalidixico; CIP, ciprofloxacina; NOR, norfloxacina; ENR,
enrofloxacina; NIT, nitrofurantoina; TET, tetraciclina; CLO, cloranfenicol; CN, gentamicina; SUL, sulfonamida; SUT,
sulfametoxazol+trimetoprim

41 CONSIDERACOES FINAIS

Nossos resultados indicam que amostras de APEC isolados de colibacilose
em avestruz apresentam um perfil de alta frequéncia de resisténcia e genes de
viruléncia. Uma vez que sao poucos os trabalhos relacionados ao perfil de viruléncia
e resisténcia em agentes patogénicos na producado de avestruzes, nosso trabalho
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mostra a importancia do monitoramento e controle quanto ao uso de antimicrobianos
na producéo aviaria, a fim de obter éxito no tratamento da colibacilose e evitar gastos
e perdas na estrutiocultura.
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RESUMO: A raiva é uma zoonose viral, que se
caracteriza como uma encefalite progressiva
aguda e letal. A transmiss&o da doenca ocorre
quando o virus contido na saliva e secrecdes
do animal infectado penetra no tecido do
hospedeiro. A importancia da conscientizacéo
da populacéo sobre a profilaxia e transmisséo da
doenca se deve pelo virus levar a uma resposta
imunoldgica precaria e tardia, favorecendo sua
replicacdo e disseminacéo. Esse trabalho tem
como objetivo identificar dentro da populacéo
que possui o cao como animal doméstico as
possiveis formas de transmissdo do virus da
raiva, visto que a transmissdo por céaes foi
responsavel por 75% dos casos de raivahumano
notificados no Brasil de 1991 a 2007. Para isso,
foi realizada revisdo de artigos cientificos a
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PARA O SER HUMANO

respeito do virus rabico, nas bases de dados
SCIELO, Bireme e PubMed, e em seguida
foi aplicado questionario para a supracitada
populacéo, verificando a consciéncia desta
sobre a necessidade de vacinagao profilatica
e as formas de transmissdo da doenca.
Sendo assim, a tal populagao ficara mais bem
informada sobre o assunto, tendo uma maior
capacidade de se prevenir e detectar casos de
raiva quando estas ocorrerem.
PALAVRAS-CHAVE: Virus rabico; Raiva; Raiva
humana; Raiva canina; Cao doméstico.

INTRODUCAO

A raiva € uma zoonose viral, que se
caracteriza como uma encefalite progressiva
aguda e letal. O virus rabico pertence a ordem
Mononegavirales, familia Rhabdoviridae e
género Lyssavirus, e pode infectar todos os
mamiferos, desde animais silvestres até caes
domésticos. E um virus de carater neurotropico,
e sua agcao no sistema nervoso central é
decorrente da sua replicagcdo nos neurénios.
(VIEIRA et al., 2011)

A transmissao da doencga ocorre quando
o0 virus contido na saliva e secrecdes do animal
infectado penetra no tecido do hospedeiro.
A mordedura € a principal forma, mas pode
ocorrer também pela arranhadura e lambedura
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de mucosas ou pele descontinuada. O controle da raiva é efetuado essencialmente
através da profilaxia sanitaria e varia de acordo com a regidao do mundo e os hospedeiros
reservatorios. (VIEIRA et al., 2011)

O virus rabico ocorre em todo o Mundo, com algumas excec¢des, como o Japao,
Reino Unido, Nova Zelandia, Antartida, e outras pequenas ilhas como o Havai, onde
foi erradicada. A transmissao por animais domésticos € real, sendo criado no Brasil,
em 1973, o programa Nacional de Profilaxia da Raiva, visando atuar na promoc¢éo e
protecéo a saude da populagéo. (MOUTINHO; NASCIMENTO; PAIXAO, 2015)

Segundo dados do Ministério da Saude, no periodo de 1990 a 2009, foram
registrados no Brasil 574 casos de raiva humana, nos quais, ate 2003, a principal
espécie transmissora foi o cao. (QUEIROZ et al., 2009)

A importancia da conscientizacédo da populagao sobre a profilaxia e transmisséo
da doenca se deve pelo virus levar a uma resposta imunoldgica precaria e tardia,
favorecendo sua replicacdo e disseminacdo. Nesse contexto, o conhecimento a
respeito da vacina e do soro anti-rabico também sao de extrema importancia, devido
a suas peculiaridades, com destaque no fato de que ambos ndo tém efeito apds o
aparecimento dos sintomas neurologicos. (MOUTINHO; NASCIMENTO; PAIXAO,
2015)

OBJETIVO

Esse trabalho tem como objetivo identificar dentro da populagédo que possui o0
cao como animal doméstico as possiveis formas de transmissdo do virus da raiva,
com o intuito de educar a sociedade sobre 0 virus rabico, para que se torne possivel
uma profilaxia adequada e evite uma contaminacao generalizada.

JUSTIFICATIVA

Dos 1.271 casos de raiva humano notificados no Brasil de 1991 a 2007, a
transmissdo por caes foi responsavel por 75% desse numero. Isso ocorre devido
a falta de informacéo da populacéo a respeito da doenca, sua transmisséo e seus
fatores de risco. Além disso, a evasao de animais silvestres infectados para o meio
urbano, devido a devastacao dos seus habitats naturais, contribui para que os mesmo
transmitam o virus para os animais domésticos.

HIPOTESE

Através das informagdes contidas no respectivo artigo e no questionario distribuido
na populagéo, é possivel informar os individuos sobre os métodos de contagio da
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doenca rabica, bem como seu meio de transmissao e sua profilaxia. Sendo assim, a
populacéo ficara mais bem informada sobre o assunto, tendo uma maior capacidade
de se prevenir e detectar casos de raiva quando estas ocorrerem.

METODOLOGIA

A metodologia do projeto consistira na revisdo de diversos artigos cientificos a
respeito do virus rabico, no que diz respeito a sua crescente presengca em caninos
encontrados em areas de risco. Também serdo utilizados artigos cientificos que abordem
a Raiva no geral, incluindo suas manifestacdes, tratamento e sua epidemiologia em
animais silvestres e domésticos, para fins de comparacao e informacao. As bases
de dados utilizadas para a pesquisa dos artigos serdo SCIELO, Bireme e PubMed.
Seréo aplicados entao 50 questionarios para determinada populagdo que possui o cao
como animal doméstico, em trés bairros da cidade de Volta Redonda. Tal questionario
verificara a consciéncia dessa populacéo sobre a necessidade de vacinacgéao profilatica
e as formas de transmissao da doencga, sendo nove (9) questionarios no bairro Jardim
Norméndia, de caracteristica classe alta; dezoito (18) questionarios no bairro Jardim
Tiradentes, de caracteristica classe baixa; e vinte e trés (23) questionarios no bairro
Jardim Belvedere, de caracteristica classe média.

RESULTADO

Ao distribuir os questionarios no bairro Jardim Tiradentes, cuja populacao é
predominantemente de classe baixa, foi avaliado que 83,3% das residéncias com
animais de estimacao possuem um ou dois caes e apenas 16,6% possuem trés ou
mais. Todavia, apenas 38,8% destes sao castrados.

No estudo, foi possivel perceber que todos os cdes foram vacinados, mas
apenas 66,6% tinham todas as vacinas em dia. 72,2% foram vacinados em clinicas,
22,2% em campanhas e 5,5% em outros locais. 55,5% desses animais séo levados
periodicamente ao veterinario, e o restante apenas quando ha uma comorbidade.
55,5% tem costume de passear sozinho na rua. Em 77,7% dos casos, o animal nao
tem costume de lamber a mucosa dos individuos. 61,1% das pessoas relataram que
tem muitos caes soltos na rua, mas apenas 45,4% destes referem incbmodo com isso.

Ao ser questionado o conhecimento da populac¢do sobre araiva, 89% da populacéo
dizem que é possivel a transmissao do virus rabico canino para o ser humano, mas
5% dizem que isso ndo € possivel e 6% dizem nédo saber sobre o assunto. Todavia,
56% dos individuos que acreditam que a transmissao ocorra, relatam que o contagio
¢ feita apenas com a mordedura, sendo que 0s outros 44% acham que a arranhadura
também é fator de risco.
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Jardim Tiradentes - Caes e gatos podem transmitir raiva para as
pessoas?

uSim
mNao

“N&ao sei

Jardim Tiradentes - De que maneira ocorre a transmissao?

u Mordedura
wArranhadura
" Mordedura e arranhadura

© Qutros

Percebeu-se também um impasse, em que 50% das pessoas acreditam que a

raiva tem cura, e a outra metade discorda. 56% ja foram mordidos por caes, sendo

que todos procuraram assisténcia medica. As avaliagdes mostraram que o meio de

informacao mais utilizado € a internet, com 88,8%, seguida do radio, com 11,1%.
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Jardim Tiradentes - Alguém da sua familia ja foi mordido ou ferido por
cao?

= Sim

=" Nao

Jardim Tiradentes - A raivatem cura?

uSim
mNao

mN&ao sei

4

Jardim Tiradentes - Procurou ajuda médica apés o acidente?

= Sim

= Nao

ke
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No bairro Jardim Norméandia, onde se tem uma populagdo majoritariamente de
classe alta, foram distribuidos questionarios para moradores que possuiam o cao
como animal de estimacao, sendo que 100% alegaram possuir de 1 a 2 caes.

Quanto a castracdo dos mesmos, 77,7% das pessoas afirmaram que seus
animais sao castrados. Em relagdo a vacinagéo, foi observado que a grande maioria
(88,8%) desses animais de estimacéo foram vacinados contra raiva e outras vacinas
no ultimo ano, enquanto 11,1% nao tomou nenhuma vacina nesse mesmo periodo.
77,7% dos individuos afirmaram que vacinam seus animais em clinicas, 11,1%
administram vacinas por conta propria e 11,1% nao vacinam os caes. Quanto aos
habitos dos animais, temos que 77,7% desses caes saem a rua; 55,5% séo levados
ao veterinario periodicamente, enquanto 44,4% s6 buscam o servico apenas quando
o animal adoece; 33,3% do caes possuem o costume, ao brincar, de lamber regiao de
mucosa dos moradores.

Das moradias pesquisadas, 66,6% das pessoas afirmaram que existem
muitos cées soltos na rua no bairro Jardim Normandia, porém nenhuma delas se
sente incomodado com a presenca destes animais. Nas perguntas que avaliaram o
conhecimento da populagcédo sobre a existéncia da cura da doenca abordada, houve
45% nas respostas “sim” e 44% nas respostas “néao”, com o restante tendo afirmado
nao saber a resposta, mostrando certo desconhecimento da populacéo sobre a raiva.
Quanto a possibilidade de caes e gatos transmitirem a raiva para humanos, a grande
maioria (78%) respondeu corretamente que sim, é possivel; e quanto ao modo de
transmissdo, a maioria (61%) também respondeu corretamente, através de mordedura
e arranhadura, com 24% tendo respondido apenas por mordedura e 15% afirmando
nao saber a resposta.

Jardim Normandia - De que maneira se da a transmissao?

® Mordedura
mArranhadura
" Mordedura e arranhadura

N&o sei
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Jardim Normandia - Caes e gatos podem transmitir raiva para as
pessoas?

uSim
mNao

“N&ao sei

Jardim Normandia - A raiva tem cura?

uSim
mNao

mN&ao sei

Ao serem indagados se alguém da familia ja foi mordido ou ferido por céo, 67%
dos residentes entrevistados afirmaram que néo; ja os que afirmaram que sim em
sua totalidade responderam que buscaram ajuda médica ap6s o ocorrido. Por fim, ao
serem questionados sobre o meio de informagdo mais utilizado na moradia, 55.5%
responderam Internet, 11,1% revistas e jornais e 11,1% radio.
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Jardim normandia - Alguém da sua familia ja foi mordido ou ferido
por cao?

E Sim

m"Nao

Jardim Normandia - Procurou ajuda médica apos o acidente?

E Sim

= Nao

L
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Para tentarmos ter uma visdao socioeconOmica mais fidedigna em nossa
pesquisa, optamos também pela distribuicdo dos nossos questionarios no Bairro
Jardim Belvedere, com predominancia em moradores classe média, ja que 0 nosso
objetivo é o contraponto proposto nos trés bairros. Foram distribuidos 23 questionarios
as moradias que abrigavam o cachorro como animal de estimagao.

Neste bairro pudemos observar, nas casas que possuem céaes, que 82,6% delas
abrigam de 1-2 desses animais, e apenas 17,3 possuem trés ou mais; sendo que
43,4% sao castrados e 56,5% néo. Quanto a vacinagao, 73,9% foram vacinados tanto
pela vacina da raiva quanto por outras neste ultimo ano, apenas a vacina da raiva
foram 8,6% e 17,3% nao foram vacinados. O interessante € que dentre o universo dos
caes vacinados todos foram imunizados com a vacina antirrabica. Os participantes da
pesquisa que vacinaram seus animais de estimacédo informaram que 72,8% dessas
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vacinas foram administradas numa clinica veterinaria e 13% deles informaram que
utilizavam outros métodos (né&o incluido a campanha e vacinacdo administrada pelo
préprio dono em sua residéncia).

43,4% dos entrevistados informaram néo permitir que seu animal saia a rua,
enquanto o restante, 56,5% permitiam. Os animais em sua grande maioria sdo levados
periodicamente ao veterinario, correspondendo 73,9%, 4,3% nunca sao levados e 21,7
so6 frequentam quando adoecem.

Em relacédo ao dono-animal de estimacéo, 17,3% dos participantes permitem a
lambedura por seus cées em suas regides de mucosas -boca, nariz, olhos-, enquanto
82,6% nao permitem.

Foi indagado aos participantes se haviam muitos caes soltos em sua rua, 35,7%
informaram que sim, enquanto 65,2% ndo se encontravam na mesma situacao.
Quanto ao incOmodo causado pela presenca desses animais, houve um empate, 50%
sentiam-se incomodada e a outra metade, ndo.

Quanto a possibilidade de cées e gatos transmitirem a raiva para humanos,
a totalidade respondeu corretamente que sim, é possivel; e quanto ao modo de
transmissdo, a maioria (57%) respondeu incorretamente (apenas por mordedura),
enquanto 43% respondeu corretamente (mordedura e arranhadura).

I N |

Jd. Belvedere - "[...] de que maneira (se da a tranmissao)?"

m Mordedura e arranhadura

= Mordedura
wArranhadura
QOutros
k d
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Jd. Belvedere - "Cées e gatos podem transmitir raiva para as
pessoas?"

= Sim
“Nao

“N&ao sei

Num direcionamento maior em nossa pesquisa, dosando o conhecimento geral da
populacao sobre a raiva, podemos perceber que apenas 26% sabiam que a raiva nao
tem cura, os outros 74% informaram erroneamente que esta doenca tem tratamento
curativo. 22% dos participantes ja foram e/ou tiveram algum parente mordido por céo,
78% relatam n&o sofrer nenhum ataque; no universo dos que sofreram mordedura
80% procuraram ajuda médica em seguida, 20% julgou nao ser necessario.

Jd. Belvedere - "Alguem da sua familia ja foi mordido ou ferido por
cao?"

HSim

“Nao
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Jd. Belvedere - "A raiva tem cura?"

= Sim
mNao

“N&ao sei
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Jd. Belvedere - "[...] procurou ajuda medica (apos o acidente com
cao)?"

= Sim

©“Nao

L A

A populagao entrevistada do bairro Jd. Belvedere utiliza principalmente a internet
como meio de informagao, com um total de 82,6%; utilizam a radio 8,6%, a TV 4,3% e
outros meios 4,3%.

DISCUSSAO

Ao comparar os trés bairros, podemos perceber que a maioria dos individuos
opta por ter um ou dois cées, sendo que no bairro Jardim Normandia essa escolha
foi unanime. A grande maioria deles, todavia, ndo sdo castrados, com excec¢ao do
bairro Belvedere, em que quase metade (43,4%) sdo. Ao analisar 0 numero de vacinas
feitas, verificamos que apesar do bairro Tiradentes abrigar uma classe econémica
inferior as demais, todos os animais foram vacinados, seja s6 pela vacina da raiva ou
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por outras. Isso nao ocorre no bairro Jardim Normandia e Jardim Belvedere, em que
11,1% e 17,3% dos caes, respectivamente, ndo se vacinaram de nenhuma forma, o
que sado numeros altos. Isso pode ser causado pelo fato das pessoas mais humildes
se prontificarem a ir a campanhas de vacinagao e acabam se informando mais sobre
as doencgas como a proépria raiva.

A grande maioria dos individuos buscam na clinica veterinaria o meio de vacinar
seus bichos de estimacdo. Sendo assim, &€ de extrema importancia que o local
mantenha a sociedade informada sobre as doencas e seus meios de transmisséo,
evitando assim, o contagio destas, inclusive a raiva, para a populac¢éo. O bairro Jardim
Norméandia é o local onde os animais mais saem as ruas, evidenciando uma area
de risco a enfermidades, ja que ha baixa adesdo a vacinacéo canina, aumentando a
probabilidade de uma transmisséao cao-céo, cao-ser humano.

No bairro Jardim Belverere verificamos uma contradicdo; apesar de 78,2% dos
animais serem vacinados em clinica, 4,3% dos individuos nunca levaram seu animal
ao veterinario. Um dos fatores que pode explicar este fendbmeno é a falta de informacgéao
de alguns individuos sobre o risco que correm quando seu céo esta desprotegido, bem
como 0s meios de contagio da doencga. Ao analisar os dados, mais da metade da
populacédo do bairro Jardim Normadia relata que o animal tem costume de lamber a
mucosa e rosto das pessoas. Ainda neste local, 66 moradores dizem que tem bastante
céao solto a rua, mas ninguém se diz incomodado. Ja em Jardim Tiradentes, apesar de
terem relatos de abundantes animais na rua (61,1%), 45,4% se sentem perturbados
com isso. Em Jardim Belverere, 35,7% dos caes estéo soltos, mas a grande maioria
da populacéo se incomoda com isso.

Ao avaliarmos o conhecimento geral das populacdes analisadas sobre a
doenca rabica através das questdes de numero 4 e 5 do questionario distribuido,
observamos algumas discrepancias. No que diz respeito a possibilidade de caes e
gatos transmitirem a doenca para humanos, nos trés bairros pesquisados a maioria
das moradias respondeu corretamente, isto é, que essa transmisséao € possivel; sendo
valido destacar que no bairro Jardim Belvedere, de caracteristica classe média, 100%
dos moradores respondeu corretamente, enquanto nos bairros restantes (classe alta
e classe baixa) a minoria se dividiu entre as respostas “ndao” e “nao sei”. Quanto ao
modo de transmissao, o que se observou foi que nos bairros de classe média e classe
baixa a maioria respondeu incorretamente: que essa transmisséo é feita apenas pela
mordedura. Tal dado se contrastou com o obtido no bairro de classe alta, onde a
maioria respondeu corretamente, ou seja, que a transmissao pode ocorrer tanto por
mordedura quanto por arranhadura. Esse resultado mostrou que, de uma maneira
geral, a populacéo esta bem informada sobre a transmissao da doenca, com excecao
apenas no que diz respeito da possibilidade de transmissao por arranhadura, cujo
conhecimento foi menor nos bairros Jd. Belvedere e Jd. Tiradentes. Podemos dizer
que 54% da populacéo entrevistada nao tem informacao correta sobre a transmisséo
do virus. Através disso percebemos que as campanhas nao estdo sendo tao eficientes
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quanto deveriam, faltam informagcdes sobre a raiva em colégios e locais publicos,
assim como agentes de saude que informem a populagcéo sobre 0s riscos.

Em relagdo a existéncia de uma cura para a raiva, curiosamente foi detectada
semelhanga nos bairros de classe alta e classe baixa, onde houve empate entre as
respostas correta (“n&ao”) e incorreta (“sim”), com apenas uma resposta “néao sei”, no
bairro Jd. Norméndia. Ja no bairro de classe média (Jd. Belvedere), a grande maioria
respondeu incorretamente, que havia cura. Confirma-se, entdo, ap6s a observacéo
desse resultado, a existéncia de uma importante desinformagao, em torno de 40%, a
respeito da possibilidade de cura da doenca, em todos os trés bairros pesquisados.
Durante a pesquisa de campo ficou claro a desinformacéo sobre a funcionalidade
da vacina antirrabica, levando-nos a crer que a populacao entende que a vacina é
curativa, nao so paliativa.

Ao ser questionado sobre algum familiar mordido ou ferido por céo, os bairros
Jd. Norméandia e Jd. Belvedere (classes alta e média, respectivamente) obtiveram
resultados semelhantes, em que a maioria negou tal acidente. Resultado este que se
contrastou com o obtido no bairro de classe baixa, onde a maioria afirmou que ja foi
lesionado por algum céao, o que mostra uma relagao entre classe e ocorréncia desse
tipo de acidente. J4 no que diz respeito a busca de ajuda médica ap0s tais ocorridos,
houve homogeneidade nas respostas: 0os moradores buscaram ajuda especializada.

Por fim, em relagcdo aos meios de informagcdo mais utilizados nas residéncias,
observamos um grande predominio do uso da internet em todos os bairros pesquisados,
sendo o radio o segundo meio mais utilizado.

CONCLUSAO

Ao findar de nossas pesquisas podemos concluir que o nivel social da populacéo
criou um contraponto emrelagdo ao conhecimento geral sobre araiva; entretanto, alguns
desses dados fugiram um pouco do esperado. Pode-se notar que individuos de classe
social mais alta desconhecem mais do que os economicamente desfavoraveis, talvez
pelo fato da maior porcentagem de mordeduras na classe baixa e consequentemente,
maior procura por ajuda médica.

Podemos concluir que o conhecimento sobre essa patologia esta distribuido de
forma difusa e parcial na populagéo. Muitos n&do sabem como ela é transmitida, e outros
desconhecem a possibilidade de adquiri-las. Hodierno ainda é comum o convivio dos
seres humanos com animais domésticos, ressaltando a necessidade de uma efetiva
campanha sobre a raiva, para que essa populagcao possa se prevenir de forma correta.
Vale ressaltar que a importancia de maior informacao sobre a doenca deve abranger
nao somente a classe mais pobre, como também a mais rica, pois essa é uma doenca
negligenciada que esta dispersa na populagdo como um todo.

As Ciéncias Biolégicas e da Saude e seus Parametros 2 Capitulo 10



REFERENCIAS

MOUTINHO, Flavio Fernando Batista; NASCIMENTO, Elmiro Rosendo do; PAIXAO, Rita Leal.
Raiva no Estado do Rio de Janeiro, Brasil: andlise das agbes de vigilancia e controle no ambito

municipal. Ciénc. saude coletiva, Rio de Janeiro, v. 20, n. 2, p. 577-586, fev. 2015 . Disponivel
em <http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1413-81232015000200577&Ing=pt&nrm=

iso>. Acessoem 1 out 2015.

QUEIROZ, Luzia Helena et al . Perfil epidemioldgico da raiva na regido Noroeste do Estado de

Sao Paulo no periodo de 1993 a 2007. Rev. Soc. Bras. Med. Trop., Uberaba, v.42,n. 1, p.
9-14, fev. 2009 . Disponivel em <http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0037-

86822009000100003&Ing=pt&nrm=iso>. Acesso em 1 out. 2015.

VIEIRA, Luiz F. P et al . Detection of rabies virus nucleoprotein-RNA in several organs outside the

Central Nervous System in naturally-infected vampire bats. Pesq. Vet. Bras., Rio de Janeiro, v.
31, n. 10, p. 922-925, out. 2011 . Disponivel em <http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_

arttext&pid=S0100-736X2011001000014&Ing=pt&nrm=iso>. Acesso em 1 out. 2015.

As Ciéncias Biolégicas e da Saude e seus Parametros 2 Capitulo 10



CAPITULO 11
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RESUMO: O cultivo de plantas medicinais
com a finalidade de cura de algumas doencas
ja existe ha varios anos, tendo em vista o
menor tempo para se chegar ao produto final
que a planta medicinal oferece, a praticidade
e principalmente, o baixo custo, sendo dessa
forma acessivel a todas as classes sociais.
E neste contexto que a Horteld se destaca
como uma importante planta para utilizacdo na
fitoterapia. A Mentha sp assim como algumas
outras plantas € uma fonte promissora de
antioxidante natural. Foi com o intuito de buscar
mais informacdes sobre a producao em escala
comercial de plantas medicinais que esta
pesquisa foi realizada, onde teve como objetivo
analisar a producédo de biomassa vegetal. O
projeto foi desenvolvido na fazenda Biotec, no
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DE SEU SISTEMA PRODUTIVO

Centro Universitario de Maringa — Unicesumar,
localizada no municipio de Maringa-PR, o
delineamento foi inteiramente casualizados
com 15 repeticbes para cada tratamento.
Concluiu-se que a planta medicinal Hortela
responde significativamente ao fornecimento
de adubacdes,
produtividade das plantas e que

adubacdes durante o cultivo de Hortelda é uma

gerando um aumento de
realizar

alternativa interessante para o produtor visando
atender em escala comercial a demanda por
compostos fitoterapicos.

PALAVRAS-CHAVE: Biomassa, Nitrogénio, e
Oleo Essencial.

ABSTRACT: The cultivation of medicinal plants
for the purpose of curing some diseases has
existed for several years, taking into account
the shortest time to reach the final product that
the medicinal plant offers, the practicality and
especially the low cost, and is thus accessible
to all social classes. It is in this context that the
Hortela stands out as an important plant for use
in phytotherapy. Mentha sp as well as some
other plants is a promising source of natural
antioxidant. It was with the intention of seeking
more information on the commercial scale
production of medicinal plants that this research
was carried out, where it had as objective to
analyze the production of vegetal biomass. The
project was developed at the Biotec farm, in the
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University Center of Maringa - Unicesumar, located in the municipality of Maringa-
PR, the design was completely randomized with 15 replicates for each treatment. It
was concluded that the medicinal plant Hortela responds significantly to the supply
of fertilizers, generating an increase of productivity of the plants and that to make
fertilizations during the cultivation of Hortela is an interesting alternative for the producer
aiming to meet on a commercial scale the demand for phytotherapeutic compounds.
KEYWORDS: Biomass, Essential Oil, Nitrogen.

11 INTRODUCAO

Nos primérdios da humanidade o homem provavelmente observou os animais
algumas vezes e em outras fez uso da sua prépria intuicdo para usar uma ou outra
planta como agente curativo. Freire (2004) aborda que o que parecia surtir efeito
positivo era divulgado e reproduzido por pessoas da comunidade, dando inicio assim
ao inicio do uso de plantas medicinais com o objetivo de combater doencas.

Segundo Ferreira (2003), o cultivo de plantas medicinais com a finalidade de cura
de algumas doencas ja existe ha varios anos, tendo em vista o0 menor tempo para se
chegar ao produto final que a planta medicinal oferece, a praticidade e principalmente,
o baixo custo, sendo dessa forma acessivel a todas as classes sociais.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude em 2012 estima-se que 70 a
90% da populagao mundial preferiam o uso das plantas medicinais ou seus extratos nos
cuidados a saude, e que 80% nao tinham acesso aos medicamentos industrializados.
Em muitos casos, Rates (2001) aborda que a adeséo as plantas medicinas natural
ocorre por curiosidade, cultura familiar ou ainda pela insatisfacdo com as praticas
convencionais.

E neste contexto que a Horteld se destaca como uma importante planta para
utilizacao na fitoterapia. A Mentha sp assim como algumas outras plantas é uma fonte
promissora de antioxidante natural, pelo fato de possuir uma infinidade de compostos,
além disso pode servir como vermifugo entre outras fungdes. Chagas (2013) menciona
gue 0s maiores interesses econémicos nas espécies de Mentha ocorrem devido a
exploracao comercial dos 6leos essenciais, substancias complexas com polimorfismo
quimico.

Com a crescente demanda pela procura das plantas medicinais, iniciaram-se os
estudos para aumentar sua produtividade, e uma das formas estudadas para que isso
ocorra é a aplicagao de adubagdes minerais, organicas e organominerais, como fontes
de nutrientes para as mesmas.

Segundo Corréa et al (1998) o cultivo, quando mal conduzido, pode gerar plantas
de uso medicinal com produtos ativos em quantidades pequenas, tornando a sua
comercializacao inviavel por incrementar as quantidades de substancias consideradas
toxica.
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A realidade € que muito ja se sabe em termos de producdo de alimentos, mas
muito pouco sobre cultivo de plantas medicinais. Ha muito que aprender, sendo um
campo fértil para estudos futuros. As poucas informacgdes existentes denotam uma
grande diversidade de reacbes, algumas plantas respondem positivamente, algumas
sao indiferentes, enquanto outras aumentam o nivel de determinada substancia e
diminuem de outras no mesmo individuo.

Foi com o intuito de buscar mais informagdes sobre a producédo em escala
comercial de plantas medicinais que esta pesquisa foi realizada, onde teve como
objetivo analisar a produgao de biomassa vegetal mediante a aplicagao dos tratamentos
contendo adubos nitrogenados, avaliar qual a melhor fonte de nitrogénio a ser utilizado,
avaliar a producéo de 6leo essencial no caule e nas folhas das plantas mediante os
tratamentos realizados.

2| MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida na fazenda Biotec, localizada no municipio de Maringa-
PR, na &rea destinada ao cultivo de plantas medicinais. Maringad possui um clima
chamado de subtropical, tendo média anual de 22°C; e semi-Umido, com média de
1.590 mm anuais de chuva. As temperaturas mais baixas sao entre os meses de maio
a julho, enquanto as temperaturas mais altas sao entre novembro a marco (Koppen &
Geiser 1928).

. A semeadura das plantas de Horteld foram plantadas em vasos de plastico
de coloracéo preta, com capacidade de 8 dm® de solo, constituindo uma unidade
experimental. Constituindo os seguintes tratamentos:

Tratamento 1 — Testemunha (sem adic&o de adubos)

Tratamento 2 — Adubacao Orgéanica (100 kg.ha' de Nitrogénio, pela aplicacao de
10 t.ha' de cama de frango)

Tratamento 3 —Adubacgao organomineral (100 kg.ha' de Nitrogénio, pela aplicacao
de 5 t.ha'de cama de frango + 238 kg.ha' do adubo Sulfato de Aménio)

Tratamento 4 — Adubacédo Mineral (100 kg.ha' de Nitrogénio, pela aplicacao de
476,20 kg.ha' do adubo Sulfato de Aménio)

A dosagem dos tratamentos foi definida tendo como base a necessidade
nutricional da planta de Hortela em relacdo ao nitrogénio, que se satisfaz com 100
kg.ha (Correa Junior. et al., 1991).

O Delineamento foi inteiramente casualizado com 15 repeticbes para cada
tratamento.

O solo trabalhado presente no vaso foi coletado na prépria fazenda, onde o
mesmo apresenta a seguinte classificagcao: Latossolo Vermelho acrico distrofico, com
200, 200 e 600 g kg-1 de areia, silte e argila, respectivamente (Embrapa 2013).

Os tratamentos foram separados em canteiros para facilitar o manejo dos vasos
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e das plantas, totalizando 4 canteiros de 25m? com 15 vasos cada. Os vasos foram
colocados sobre estes canteiros, onde se deu o cultivo das plantas por quatro meses,
sendo que apos o fim desse periodo foi feito a coleta das plantas para avaliacdo da
producao de biomassa e de 6leo essencial.

Segundo analise quimica realizada na cama de frango, a mesmo apresenta como
principal caracteristica o teor de 1% de nitrogénio.

Durante seu cultivo, verificou-se a ocorréncia de algumas pragas como a
vaquinha (Diabrotica speciosa), falsa medideira (Trichoplusia ni) e lagarta-militar
(Spodoptera frugiperda). Ambas as pragas foram combatidas com caldas orgénicas
feitas caseiramente e aplicadas através de um pulverizador costal. As duas caldas
utilizadas foram respectivamente feitas com extrato de pimenta e de cebola.

Os valores de biomassa seca utilizados para analise estatistica foram obtidos
através da pesagem da parte aérea da planta que foi levada para secar em estufa com
circulagdo forgada de ar a 65 graus Celsius até atingir peso constante.

Os valores de 6leo essencial foram obtidos através do equipamento SOHX LET
por um sistema de refluxo que teve como solvente o alcool. Conforme o alcool ia
lavando a planta, o 6leo retirado das folhas e do caule ficava retido em um Becker.
A pesagem da amostra de planta utilizada foi feita antes e apds o processo e com
a diferenca obteve-se o valor de 6leo produzido por amostra, depois de feito isso,
através de uma regra de trés simples chegou-se na quantidade de 6leo produzida por
planta

Seréarealizada a andlise de variancia dos dados obtidos (p<0,05) e aplicado o teste
de Scott Knott a 5% de probabilidade, para as variaveis respostas que apresentarem
diferencas significativas (Banzatto e Kronka, 2008). Sendo analisadas através do
programa estatistico Sisvar (Ferreira, 2011).

3 | RESULTADOS E DISCUSSOES

As caracteristicas avaliadas no projeto foram teor de 6leo essencial no caule das
plantas de horteld, teor do 6leo essencial nas folhas das plantas de hortela e massa
seca das plantas de hortela. Os resultados estdo apresentados na tabela 1.
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Tratamentos Biomassa® Teor de Oleo*essen- Teor de Oleo essen-
cial nas folhas cial nos caules

Tratamento 1 2,432919 d 2,314608 b 1,972437 b
Tratamento 2 4,477313 ¢ 3,621700 b 3,190341 b
Tratamento 3 8,092365 b 8,033127 a 6,609661 a
Tratamento 4 11,321306 a 8,290068 a 8,089976 a
Teste F 78,355* 89,447* 38,348*

CV(%) 14,48 11,58 18,75

Tabela 1. Caracteristicas no desenvolvimento de Hortela (Mentha sp.)

As letras sdo referentes a analise estatistica e ao teste Scott-Knott.

O * é referente a transformacgéo dos dados feita no Sisvar pela formula (x*0.5)

Com relagdo a producdo de dleo essencial no caule ndao houve diferenca
significativa entre o fornecimento do adubo mineral pelo tratamento 4 e o tratamento
3 de esterco bovino, porem, ambos aumentaram significativamente a producéo de
Oleo essencial no caule das plantas de hortela em comparagdo com o tratamento 1
e 2. Provavelmente esse aumento de produtividade se deu devido a baixa relagéo
C/N (8,6/1) do tratamento 3, que esta relacionado a velocidade da liberacéo e
disponibilidade dos nutrientes contidos no adubo para as plantas absorverem em um
processo conhecido como mineralizacdo. Essa pequena relagcao C/N do tratamento
3 faz com que os nutrientes sejam disponibilizados para planta em torno de 20 dias
apos sua aplicacdo e considerando o tratamento 4, por ser um adubo mineral, ele
disponibiliza os nutrientes para as plantas absorverem em poucos dias (Possato 2010).

Resultados semelhantes a estes foram encontrados por outros pesquisadores,
Stevenson (1982) e Shalaby & Khattab (1993) demonstraram que doses elevadas da
combinacdo NPK aumentaram o teor de 6leo das plantas em funcdo do aumento do
diametro das glandulas de éleo.

Materiais com alta concentragdo de carbono, mas pouco nitrogénio (alta
relacdo C/N) geralmente sdo lentamente mineralizados e induzem deficiéncia de
nitrogénio as plantas ou baixa disponibilidade deste nutriente para as mesmas, pois
0Ss microrganismos absorvem grande parte do N disponivel, o qual s6 volta a ser
disponibilizado ap6s a decomposi¢cao do material adicionado, enquanto que materiais
com baixa relagéo C/N sdo rapidamente mineralizados e disponibilizados para a planta
absorver (Mielniczuk 1999).

Outro fator que pode ter resultado no aumento de produtividade das plantas é
o fornecimento de enxofre juntamente com nitrogénio, uma vez que a fonte mineral
fornecida foi o sulfato de aménio contendo 24% de S. A relag@o entre nitrogénio e
enxofre foi tratada, entre outros por Guedes et al. (2000) e Braga (2001), possibilitando
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ganho na producédo e na qualidade das plantas. Estes autores ressaltaram que a
utilizacdo eficiente do nitrogénio esté relacionada ao uso de adubos portadores de
enxofre e mostraram a importéncia do equilibrio entre as quantidades de nitrogénio e
enxofre no crescimento e no estado nutricional das plantas.

O tratamento 2 nao apresentou diferenca significativa em comparacdo com o
tratamento 1, provavelmente devido sua relacdo C/N (14,7/1) no adubo organico,
fazendo com que a velocidade de liberagdo dos nutrientes para as plantas seja menor
do que a dos tratamentos 3 e 4, demorando assim para liberar os nutrientes para as
plantas absorverem por volta de 40 dias apds sua aplicagédo. Contudo, Morais (2006)
ao utilizar diferentes doses de cama de frango no cultivo de Ocimum basilicum verificou
alteracdo no teor de linalol em comparagdo com sua testemunha.

Se tratando do 6leo essencial avaliado das folhas de horteld, o tratamento 3
néo teve diferencga significativa em comparagdo com o tratamento 4, porem, ambos
aumentaram significativamente a producéo de Oleo essencial nas folhas de hortela
em comparag¢ao com o tratamento 2 e o tratamento 1. Isso provavelmente esta ligado
a velocidade de liberacdo dos nutrientes contidos nesses adubos para as plantas
absorverem, conforme ja foi explicado da discussao dos resultados da extracdo do
6leo essencial do caule.

Do ponto de vista econ6mico e ambiental, o tratamento 3 € uma alternativa
interessante para o produtor, tendo em vista que ele usa 50% do adubo mineral
utilizado no tratamento 4 e que os outros 50% sé&o fornecidos através do esterco
bovino encontrado em propriedade rural, dando desta forma um destino correto a um
dos residuos do sistema produtivo.

O tratamento 2 apesar de ter apresentado menores resultados do que os
tratamentos 3 e 4, apresentou um aumento significativo em comparacdo com o
tratamento 1. Seus baixos valores provavelmente se deram devido a lenta liberagdo
dos nutrientes para as plantas. Uma vez que, embora a relacdo C/N seja baixa, a
disponibilizagdo dos nutrientes provavelmente ocorreu cercade 30 dias apOs a aplicagéo
do esterco, enquanto que o adubo mineral provavelmente liberou os nutrientes para as
plantas em poucos dias.

Augusto et al., (2015) encontraram resultados semelhantes, onde 0 manjericao
aumentava significativamente a producéo de 6leo essencial com a adicao de cama
de aviario. Pode haver incremento no rendimento de 6leo essencial por planta com o
aumento dos niveis de nutrientes disponiveis no solo (SILVA et al., 2006). Entretanto,
esta resposta varia de acordo com a espécie, pois em Achillea millefolium nao houve
alteracéo do rendimento de 6leo essencial com as doses de adubo organico (Ming,
1998).

Um fator que pode ter contribuido para que os resultados de produtividade nao
fossem ainda maiores € o fato de que a planta medicinal de Hortela € uma planta
rustica, com pouca interferéncia do melhoramento genético.

Por fim ao avaliar a massa seca obteve-se que a fonte que proporcionou os
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resultados mais altos para a planta de horteld foi o adubo mineral do tratamento 4
devido a velocidade de liberagdo dos nutrientes para as plantas. Berté et al. (2010)
comprovaram que a liberacdo de N é mais rapida na adubacédo mineral do que em
materiais organicos sélidos, quando comparou adubacbes organicas e minerais na
cultura do milho (Zea mays L.). Os autores salientam que, para ocorrer a liberacao de
nutrientes, no caso da adubacao orgénica solida, existe a necessidade de mineralizacéo
desses compostos, s6 apos o0 que, entdo, havera a disponibilidade para as culturas.

Emrelacéo ao tratamento 3, Albuquerque et al. (2010) comentam que a associagcao
das adubacdes mineral e organica € uma pratica que contribui para a otimizacéo da
adubacao das culturas.

O tratamento 2 apesar de apresentar resultados mais baixos que o tratamento 3
e 4, teve resultados significativos em comparac¢ao com o tratamento 1. Para pequenos
produtores que nao tem condi¢cbes de investir dinheiro com uma adubac&o mineral,
a utilizacéo do esterco bovino, que é um subproduto da bovinocultura, se torna uma
alternativa interessante.

Segundo Pinto et al. (2001), a pratica da adubacao organica, além de fornecer
nutrientes as plantas, proporciona melhoria das propriedades fisicas do solo, como
aumento da retencéo de agua, reducao de erosao, controle biol6gico devido a maior
populacdo microbiana e melhoria da capacidade tampao do solo. Também aumenta
a CTC, eleva o pH e mantém processos dindmicos responsaveis pela producao
de hormodnios vegetais e outras substancias estimuladoras do desenvolvimento e
resisténcia das plantas. No entanto, a adubacéo orgénica tem a desvantagem de, ao
ser usado em grande quantidade (nos primeiros anos), tornar oneroso o processo de
producéo.

Resultados semelhantes ao do tratamento 4 foram encontrados por outros
autores, Arabacy & Bayram (2004) avaliando o efeito da fertilizagao nitrogenada e
diferentes densidades de plantas sobre as caracteristicas agronémicas e tecnologicas
de O. basilicum, verificaram que a fertilizagdo nitrogenada elevou a massa seca foliar.
Ferreira et al (2016) encontraram resultados positivos elevando-se a dosagem de
nitrogénio para a cultura de Ocimum basilicum L.

41 CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que a planta medicinal Hortela responde significativamente ao
fornecimento de adubacdes, gerando um aumento de produtividade das plantas.
Realizar adubacdes durante o cultivo de Horteld é uma alternativa interessante para o
produtor visando atender em escala comercial a demanda por compostos fitoterapicos.

O fornecimento de nutrientes para a planta (principalmente nitrogénio) resultou
em um aumento na producédo de massa seca da planta (folhas e caule) e um aumento

As Ciéncias Biolégicas e da Saude e seus Parametros 2 Capitulo 11




de producédo de 6leo essencial tanto do caule quanto das folhas. Além disso, para
aplicagdo do nitrogénio na cultura da Horteld, recomenda-se a utilizacdo do adubo
organomineral, que apresentou os melhores resultados.
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CAPITULO 12

AVALIACAO ESPACO-TEMPORAL DE CARACTERISTICAS
FISICO-QUIMICAS E MICROBIOLOGICAS DE SOLO ALUVIAL
AS MARGENS DO RIO UVU, CURITIBA-PR

Victoria Stadler Tasca Ribeiro
Pontificia Universidade Catolica do Parana

Curitiba-PR

Silvia Schmidlin Keil

Pontificia Universidade Catolica do Parana
Curitiba-PR

RESUMO: Solos aluviais sao pouco
desenvolvidos e constituidos por depoésitos
de sedimentos fluviais recentes. O rio Barigui
tem parte de seu percurso situado em Curitiba,
percorrendo 18 bairros, entre eles, Santa
Felicidade. O bairro € banhado pelo rio Uvu,
que desagua na bacia do Barigui, exercendo
influéncia sobre a poluicdo hidrica da mesma,
também interferindo em paréametros do solo nas
proximidades do rio. Objetivou-se analisar as
propriedades fisico-quimicas e microbiolégicas
do solo aluvial do rio Uvu, verificando os
indices de atividade, diversidade, uniformidade
e riqueza dos microrganismos desse solo e a
influéncia da sazonalidade. Foram realizadas
10 coletas (5 no verao e 5 no inverno de 2015),
em 4 pontos distintos do rio, em profundidade de
0-5 cm. Amostras do solo foram cultivadas em
agar nutriente e agar Sabouraud e submetidas
a analises de atividade respiratoria, pH,
matéria organica e textural. Os microrganismos
cultivados foram separados em morfoespécies
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e em agrupamentos para contagem. Os maiores
valores de abundancia de bactérias foram no
ponto Uvu IV, 56,7.10° UFC g™ solo (no inverno)
e no ponto Uvu |, 52.10° UFC g™ solo (no verao).
Ja para fungos, os maiores valores foram
38,7.10° UFC g solo no ponto Uvu | e 36,5.10°
UFC g™ solo no ponto Uvu IV, ambos no verao.
Constatou-se que as comunidades microbianas
podem ter sido afetadas pela sazonalidade e
interferéncia antropica, ocorrendo em menores
quantidades no inverno, possivelmente
associadas a localizagdo dos pontos com
melhor conservacéo de vegetacdo e maiores
indices de matéria organica no solo.

PALAVRAS-CHAVE: Matéria organica do solo.

Microrganismos do solo. Sazonalidade.

ABSTRACT: Alluvial soils are poorly
developed and are made up of deposits of
recent fluvial sediments. The Barigui river has
part of its route located in Curitiba, covering
18 neighborhoods, among them, Santa
Felicidade. The neighborhood is sorrounded
by the Uvu river, which flows into the Barigui
wathershed, exerting influence on its water
pollution, also interfering with soil parameters
in the proximity of the river. The objective of
this study was to analyze the physico-chemical
and microbiological properties of alluvial soll

of the Uvu river, verifying the activity, diversity,

Capitulo 12




uniformity and richness index of the microorganisms of this soil and the seasonality
influence. Ten samples were collected (5 in the summer and 5 in the winter of 2015), in
4 distinct points of the river (at 0-5 cm depth). Soil samples were cultivated on nutrient
agar and Sabouraud agar and submitted to respiratory, pH, organic matter and textural
analyzes. Cultivated microorganisms were separated into morphospecies and groups
for counting. The highest values of abundance of bacteria were at Uvu IV, 56.7.10°
UFC g™ soil (winter) and at Uvu I, 52.10° UFC g soil (summer). For fungi, the highest
values were 38.7.10° UFC g™ soil at Uvu | (summer) and 36.5.10° UFC g soil at Uvu
IV (summer). It was observed that microbial communities may have been affected
by seasonality and anthropic interference, occurring in smaller amounts in the winter,
possibly associated to the location of points with better conservation of vegetation and
higher levels of organic matter on the soil.

KEYWORDS: Soil organic matter. Soil microrganisms. Seasonality.

11 INTRODUCAO

O solo é constituido por partes soélidas, liquidas e gasosas, contendo matéria viva
e podendo ser vegetado na natureza onde ocorrem ou modificados por interferéncia
humana (EMBRAPA, 2013). Solos aluviais sao pouco desenvolvidos, com depdsitos de
sedimentos fluviais recentes, periodicamente depositados durante as inundagdes nas
margens de rios. Caracteristicas fisico-quimicas sao muito dependentes da textura e da
mineralogia. Solos de textura arenosa geralmente so inférteis, enquanto os aluviais,
de textura média a argilosa, apresentam boa fertilidade natural. Contanto, para melhor
compreender este tipo de solo, é necessaria a sua classificacdo e propriedades fisicas,
quimicas e microbioldgicas (EMBRAPA, 2004).

Um dos principais rios da cidade de Curitiba € o rio Barigui, que é um afluente do
rio Iguacu. Com 66 quilémetros de extenséo, € o principal rio da bacia hidrogréafica que
leva 0 seu nome. Sua nascente esta localizada no municipio de Almirante Tamandaré
e tem sua foz no municipio de Araucaria. Em seu percurso atravessa também Curitiba,
percorrendo 18 bairros, dentre eles, Santa Felicidade. Este bairro € conhecido pela sua
colonizagdo italiana, intenso movimento turistico e gastronémico e esta em constante
desenvolvimento urbano. Santa Felicidade é banhada pelo rio Uvu, que possui uma
extensao total de aproximadamente 6 quildbmetros. Cruzando 3 bairros, o rio Uvu é
um dos principais afluentes do rio Barigui, que desagua em sua margem direita e
ajuda a formar a lagoa do Parque Barigui (PREFEITURA MUNICIPAL DE CURITIBA,
2011). Ainda, as aguas do rio Barigui estédo classificadas como Classe 2 a montante
do Parque Barigui, e a jusante como Classe 3 (Portaria 20/1992 da Superintendéncia
de Recursos Hidricos e Meio Ambiente). Portanto, o bairro de Santa Felicidade tem
grande influéncia sobre a poluicao hidrica do mesmo, sendo que a acao antropica
pode vir a influenciar alguns parametros do solo e, consequentemente do rio (MELZ &
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TIAGO, 2009).

As analises fisico-quimicas e microbiologicas tém como intenc&o avaliar
a qualidade do solo aluvial sob a influéncia da sazonalidade, uma vez que o solo
como habitat € um sistema heterogéneo, descontinuo e estruturado, formado por
micro-habitats, onde células, populacbes microbianas sdo encontradas (MOREIRA
& SIQUEIRA, 2006). Nesse contexto, tem-se como hipbétese que a sazonalidade e
acOes antrdpicas podem causar alteracoes na dinamica do solo e espera-se que 0s
indicadores microbianos e fisico-quimicos possam avaliar esse impacto.

Neste contexto, objetivou-se pesquisar as propriedades fisico-quimicas e
microbiolégicas de solos aluviais as margens do rio Uvu, assim como, analisar a
influéncia da sazonalidade nas estagdes verdo e inverno do ano de 2015, além de
estimar os indices de atividade, diversidade, uniformidade e riqueza de bactérias e
fungos desses solos.

2| METODOLOGIA

Foram realizadas 10 coletas, sendo 5 no verao e 5 no inverno do ano de 2015. O
solo aluvial foi coletado as margens do rio Uvu, na profundidade de 0-5 cm, localizado
no bairro Santa Felicidade, Curitiba-PR (figura 3), que tem como caracteristica clima
temperado (Cfb) segundo a classificacao de Képpen-Geiger (ALVARES et al., 2013).

As amostras foram coletadas numa delimitacdo de até 1 metro da margem do
rio, em 4 pontos distintos ao longo do rio Uvu. S&o eles: Uvu | (Nascente do rio): Rua
Joaquim Fressato (figuras 1 A e B); Uvu Il: Rua Joéo Azolin (figuras 1 C e D); Uvu llI:
Rua Angelo Trevisan (figuras 2 F e G) e Uvu IV (Foz do rio): Rua José Lass (figuras
2 H e 1). A distancia do ponto 1 ao ponto 2 é de aproximadamente 3 quildmetros, do
ponto 2 ao ponto 3, 2 quildmetros, enquanto que a distancia do ponto 3 ao ponto 4 é
de aproximadamente 1,5 quildmetro, perfazendo um percurso de aproximadamente
6 quildmetros. Também foram considerados indices de pluviosidade e temperatura
média das estacdes de verdo e inverno do ano de 2015, de acordo com dados da
Estacéo de Curitiba do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE).
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Figura 1 - Foto e localizagdo no mapa de cada ponto de coleta, respectivamente. A e B: Ponto
Uvu I. C e D: Ponto Uvul IlI.

Fonte: As autoras, 2015 e IPPUC, 2013
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Figura 2 - Foto e localizagéo no mapa de cada ponto de coleta, respectivamente. F e G: Ponto
Uvu lll. H e |: Ponto Uvu IV.

Fonte: As autoras, 2015 e IPPUC, 2013
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Figura 3 — Esquerda: Brasil, Estado do Parana e a capital, Curitiba. Direita: Cidade de Curitiba,
regido metropolitana e o bairro Santa Felicidade em vermelho.

Fonte: IPPUC, 2013

A coleta de solo foi realizada com pas para jardim (Vonder, Brasil), as quais
foram lavadas e esterilizadas com alcool 70% a cada coleta. Foram coletadas
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aproximadamente 500 gramas de amostras, que foram identificadas e armazenadas
para analise em laboratério, onde foram mantidas sob refrigeracéo 2-8°C.

As analises fisico-quimicas foram realizadas no laboratoério de analises de solos da
Universidade Federal do Parana, no campus Agrarias. Foram analisados pH, Carbono,
Matéria Orgéanica Total e granulometria. A analise microbiologica foi concentrada em
atividade respiratoria, uniformidade, riqueza e diversidade microbiana. Essas analises
foram realizadas no laboratério de microbiologia e pedologia da Pontificia Universidade
Catélica do Parana, no campus Curitiba.

Para a realizagéo da analise de atividade respiratoria microbiana, foi utilizado o
método de avaliagéo da evolugao de Didxido de Carbono (CO,), onde ha incubagéo de
uma amostra de solo com uma solug¢éo de hidréxido de sédio. Durante o periodo de
incubagéo, o CO, liberado reage com a solugéo de Hidroxido de Sodio (NaOH) e tem-se
uma solugao composta de hidrdxido de sédio e carbonato de sédio. Esse carbonato €
precipitado pela adi¢cao de cloreto de bario, formando o carbonato de bario. A dosagem
do hidroxido de s6dio em excesso na solugdo é medida pela neutralizagdo com acido
cloridrico. A quantidade de carbono liberado na forma de CO2z do solo € obtida a partir
da diferenca entre o resultado de um ensaio em branco e o resultado da solugéo das
amostras incubadas com o solo (STOTZKY, 1965).

Para a avaliacao da diversidade microbiana, as col6nias foram agrupadas em
morfoespécies de acordo com suas caracteristicas morfolégicas, como forma, borda,
brilho e cor (SILVA et al., 2001), onde 10 gramas de cada amostra de solo foram
submetidas a diluicdo seriada em salina estéril, seguida de plaqueamento em Agar
Nutriente (AN), para quantificacdo de bactérias, e em Agar Sabouraud (AS), para
quantificacdo de fungos (RIBEIRO & SOARES, 2002). Realizaram-se os Indices:
diversidade de Shannon, uniformidade de Pielou e riqueza de Margalef, através do
programa PAST 3.0 (HAMMER et al., 2001). Utilizaram-se estes indices tendo em
vista que os microrganismos representam cerca de 60% a 80% da fragao viva e mais
ativa da matéria organica do solo, sendo o principal componente de fertilidade dos
solos tropicais (THENG et al., 1989).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi registrado para o veréo de 2015 (entre janeiro e marco) indice de pluviosidade
de aproximadamente 420mm e temperatura média de aproximadamente 20°C,
enquanto que para o inverno de 2015 (entre junho e setembro), a temperatura média foi
de aproximadamente 14°C e precipitacdao de aproximadamente 350mm (INPE,2015).

Em todos os dados obtidos foi realizada a média aritmética dos valores
encontrados em cada ponto coletado, separado pelo periodo sazonal.

As médias de UFC (unidades formadoras de colbnias) para cada ponto foram

As Ciéncias Biolégicas e da Saude e seus Parametros 2 Capitulo 12




tratadas como abundancia de UFC (média da quantidade de todos os individuos para
cada ponto). Os maiores valores de abundancia para bactérias foram identificados
no ponto Uvu IV, 56,7.10° UFC g™ de solo (no inverno) e no ponto Uvu |, 52.10° UFC
g ' de solo (no veréo). Ja para fungos, os maiores valores observados foram 38,7.10°
UFC g de solo no ponto Uvu | (no verao) e 36,5.10° UFC g™ de solo no ponto Uvu IV
(no verao) (tabela 1).

Bactérias (UFC x 10°g"' de solo) Fungos (UFC x 10°g" de solo)

Ponto / - ~
~ Verao Inverno Verao Inverno
Estacao
Uvul l 52.0 8.9 38.7 8.3
Uvu ll 11.4 11.0 26.3 1.5
Uvu lll 38.2 33.8 21.6 9.3
Uvu IV 42.9 56.7 36.5 8.0

Tabela 1 - Abundéancia de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) de bactérias e fungos de
amostras do solo aluvial dos pontos Uvu |, Uvu I, Uvu lll e Uvu IV nas estacdes verdo e inverno

Fonte: As autoras

Notou-se que a abundéancia de bactérias e fungos foi afetada pelas estacoes,
ocorrendo em menores quantidades, em média, no inverno, também estando
associada a localizacdo dos pontos (nascente e foz) com maior conservacao de mata
e vegetacao, e, consequentemente, com maiores indices de matéria organica.

Observou-se que no inverno no ponto Uvu I, houve uma redugé&o no numero de
bactérias em relacdo ao verdao de aproximadamente seis vezes, enquanto no ponto
Uvu IV houve aumento de 32%, local onde ha elevada vegetacéo e o solo encontra-se
mais protegido das oscilacdes térmicas, contribuindo pela maior presenca de matéria
organica (tabela 2). Ao analisar as UFC de fungos, foi observado que no ponto Uvu
Il no inverno, uma reducéo de aproximadamente dezessete vezes o numero de UFC
em relacdo ao verdo. O numero mais elevado de UFC no veréo pode também estar
associado a maior umidade, o que beneficia esses organismos.

O pH encontra-se num intervalo praticamente neutro (6,4 a 7,3) e moderadamente
alcalino (7,4 a 8,3) (EMATER, 1979). Geralmente, os fungos sdo mais adaptados a
valores de pH menores que 5.0 (acidofilos) e as bactérias, a valores de pH entre 6.0 e
8.0 (neutrdfilos e basofilos) (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).
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pH Matéria Organica (g/kg™')

Ponto / - -
~ Verao Inverno Verao Inverno
Estacéo
Uvul i 7.4 7.3 21.6 33.1
Uvu ll 7.8 7.8 15.6 19.1
Uvu Il 7.7 71 11.3 20.4
Uvu IV 7.4 7.2 16.5 29.8

Tabela 2 - pH e Matéria organica (g/kg™') de amostras do solo aluvial dos pontos Uvu I, Uvu l,
Uvu lll e Uvu IV nas estagdes verdo e inverno

Fonte: As autoras

Observou-se que os pontos Uvu | e Uvu IV, no verdo, possuem em média, 0os
maiores indices de abundancia de UFC. Esses pontos apresentam melhor conservacao
do solo em seu entorno, sendo observada mata ciliar na nascente (Uvu I) e na foz (Uvu
IV). Nos pontos Uvu Il e lll encontram-se entre casas, restaurantes e pavimentacao,
sofrendo grande influéncia de residuos sélidos e depésito dos mesmos. A diferenca de
unidades formadoras de colbnia entre inverno e veréo, também podem ser justificadas
pela temperatura e precipitacdo mais elevadas nesta estacdo do ano, assim como a
alteracdo do pH, que também pode ter interferido na populagéo microbiana.

O acumulo de matéria orgénica no solo favorece o crescimento e a atividade
microbiana na camada superficial do solo, relacionado com areas com presenca de
vegetacao, que exerce influéncia sobre os microrganismos e a quantidade de carbono
presente (GONCALVES et al., 1999; VARGAS & SCHOLLES, 2000).

Verificou-se através dos teores de matéria organica (figuras 4 e 5 e tabela 2)
influéncia entre os pontos de coleta e as estacdes. No verao, verificou-se menor teor
de matéria organica, enquanto que no inverno, o teor foi maior. Os maiores valores
registrados foram 33,161 g/kg™ no ponto Uvu | e 29,824 g/kg™ para o ponto Uvu |V,
ambos no inverno. Entretanto, as menores temperaturas e umidade, provavelmente
colaboraram para a diferenca das populacbes microbianas. Residuos provenientes
da deposicao de serapilheira e o aumento da atividade microbiana, uma vez que
0S microrganismos utilizam componentes organicos em seus metabolismos, estao
relacionados com a reducdo do aporte de matéria organica no solo (MARCHIORI
JUNIOR & MELO, 2000).

Ao associar a matéria organica e a atividade respiratéria (tabela 3, figuras 4 e 5),
observou-se que no inverno ha maior teor de matériaorgénica e atividade respiratoria mais
baixa. No verao, foi observado que ha menor teor de matéria organica e maiores indices
de atividade respiratoria. No inverno, os valores de matéria organica apresentam-se

As Ciéncias Biolégicas e da Saude e seus Parametros 2 Capitulo 12



mais altos pelo acumulo de folhagens e reducéao nas atividades microbianas.
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Grafico 1 - Abundancia de Unidades Formadoras de Col6nias de bactérias e fungos (em UFC
x 10° g de solo) e matéria organica na estacao inverno/2015 relacionadas com o ponto de
coleta.

Fonte: As autoras
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Gréfico 2 - Abundéancia de Unidades Formadoras de Coldnias de bactérias e fungos (em UFC x
10° g de solo) e matéria organica na estacao verao/2015 relacionadas com ponto de coleta.

Fonte: As autoras
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Atividade Respiratéria (mg/100g C-CO,)

Ponto / Estagéo Verao Inverno
Uvu | 3.1 2.6
Uvu Il 4.8 3.6
Uvu Il 3.9 2.8
Uvu IV 3.1 2.7

Tabela 3 - Médias da Atividade Respiratoria (mg/100g de C-CO,) de amostras do solo aluvial
dos pontos Uvu I, Uvu II, Uvu Il € Uvu IV nas estagdes verdo e inverno

Fonte: As autoras

Durante a decomposicao da matéria organica, seja ela existente ou adicionada
no solo, a microbiota presente inicialmente oxida os compostos mais facilmente
degradados (GRAY & WILLIAMS, 1975), sendo que através do processo de atividade
respiratéria, ocorre a disponibilizacdo de nutrientes aos vegetais e manutencao do
conteudo de matéria organica no solo, ap0s reac¢des de oxirredugcdo que levam a
formacao de compostos orgéanicos estaveis.

O metabolismo aerdbio e anaerdbio da comunidade microbiana é refletido
através da liberagao de CO, e a absor¢édo de O, pelos fungos, bactérias e algas do
solo (ANDERSON, 1982). Adicionalmente, as oscilagdes térmicas sazonais afetam
as comunidades biolégicas do solo e suas atividades, estando relacionadas com
condi¢cbes adversas para seu desenvolvimento (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Corroborando com os autores acima mencionados, observa-se na tabela 4,
a variacao de morfoespecies com a sazonalidade, ou seja, foram observadas 39
morfoespécies de bactérias no verao e 18 no inverno (tabela 4). No verao, o ponto
gue mais apresentou morfoespécies de bactérias foi o Uvu | (nascente), enquanto no
inverno, os pontos Uvu | e Uvu IV (foz) apresentaram maior numero.
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Bactérias Total de indice de indice de indice de
Morfoespécies Diversidade Equitabilidade Riqueza
Ponto~/ Verdao Inverno | Verdao Inverno | Verdo Inverno | Verao Inverno
Estacéo
Uvul i 11 5 1.69 0.82 0.70 0.51 1.56 0.72
Uvul ll 10 4 1.67 0.82 0.72 0.59 1.53 0.52
Uvu lll 10 4 1.50 1.04 0.65 0.75 1.52 0.50
Uvu IV 8 5 1.53 0.96 0.73 0.60 1.16 0.62

Tabela 4 - Total de morfoespécies, indice de diversidade, equitabilidade e indice de riqueza de
bactérias de amostras do solo do Rio Uvu, nas estacdes verao e inverno

Fonte: As autoras

Para fungos, foram identificados um total de 53 morfoespécies no verao e 36 no
inverno (tabela 5). Os pontos que apresentaram maiores numeros no verao foram o
Uvu Il e Uvu IV, e no inverno, o ponto com maior abundancia foi o Uvu I.

Fungos Total de indice de indice de indice de
Morfoespécies Diversidade  Equitabilidade Riqueza
Ponto~/ Verao Inverno | Verao Inverno | Verdo Inverno | Verao Inverno
Estacao
Uvul 13 10 1.97 1.86 0.76 0.81 2.09 1.85
Uvu ll 14 9 1.60 1.71 0.60 0.78 2.28 1.97
Uvu lll 12 8 1.85 1.88 0.74 0.90 2.02 1.42
Uvu IV 14 9 1.98 2.01 0.75 0.91 2.31 1.71
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Tabela 5 - Total de morfoespécies, indice de diversidade, equitabilidade e indice de riqueza de
fungos de amostras do solo do Rio Uvu, nas estacdes verdo e inverno

Fonte: As autoras

A maior concentracdo de morfoespécies nos pontos Uvu | e Uvu IV, em média,
podem ter relacdo com as caracteristicas texturais desses solos (tabela 6), uma vez
que sao mais argilosos, o que possibilita reter mais agua, matéria organica, e mais
nutrientes, o que também pode ter favorecido a microbiota da area. indices menores
nos pontos Uvu Il e Il podem estar associados a agbes antrépicas proximas ao rio. E
relatado que as reagdes quimicas do solo e as transformag¢des microbianas podem ser
alteradas conforme o manejo do solo (THEODORUO et al., 2003).
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A analise granulométrica (tabela 6) indica que o solo do ponto Uvu | é classificado
como textura média, e os pontos Il e Ill como arenosos, enquanto o ponto IV é
classificado como argiloso, de acordo com o triangulo textural (EMBRAPA, 2006).

Um fator que pode estar associado aos indices de diversidade, equitabilidade
e riqueza mais elevado é a quantidade de matéria organica presente nesses
solos. Também nesses pontos, sdo encontradas caracteristicas como mata ciliar e
melhor conservagdo do rio e do solo, com pouca agéo antropica. Areas sob acdes
antrépicas frequentes apresentam indices de diversidade, equitabilidade e riqueza de
microrganismos menores quando comparadas com areas com melhor preservacéo.
Ainda, em areas com melhor preservacdo é observada maior abundancia do
morfoespécies de microrganismos (MELZ & TIAGO, 2009).

Ponto / Argila Silite Areia total Areia Areia fina
Caracteristica a/kg™ o/kg™ g/kg™’ groks;? g/ g/kg™
Uvul 338 200 463 360 103
Uvulll 63 25 913 783 130
Uvu il 75 13 913 803 110
Uvu IV 350 213 438 219 218

Tabela 6 - Caracteristicas texturais de amostras do solo dos pontos Uvu |, Uvu I, Uvu Il € Uvu
v

Fonte: As autoras

Tanto para morfoespécies de bactérias quanto de fungos, os indices de
diversidade foram baixos, visto que este indice varia de 1 a 5, onde 1 é o menor e 5
o maior indice de diversidade de espécies. Para equitabilidade (ou uniformidade de
Pielou), que indica a distribuicdo de morfoespécies nas amostras do solo, os resultados
apresentaram-se em intervalos de 0,1 a 1,0, onde o valor maximo representa espécies
equitativamente abundantes. Observa-se heterogeneidade para esse indice, visto que
em certos pontos houve elevada concentracao de morfoespécies, com ocorréncia em
quantidades diferentes entre as estagoes.

Para o indice de riqueza de Margalef, foi observado um baixo indice, em ambas
as estacoes, para as duas classes de microrganismos, uma vez que areas com valores
abaixo de 2.0 sao consideradas de baixa diversidade, e valores acima de 5.0 sao
considerados como indicador de grande diversidade. Dentre os pontos, o que melhor
apresentou indice de diversidade para bactérias foi o ponto Uvu |, no verdao e Uvu llI
no inverno. Ja os maiores indices de equitabilidade, para UFC de bactérias, foram
observados nos pontos Uvu IV no verao e Uvu lll, no inverno.

Quanto ao indice de riqueza, os maiores valores foram observados durante o
verdo. Para os fungos, o ponto que apresentou maior indice de diversidade foi o ponto
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Uvu IV, tanto no verao quanto no inverno. Ja no aspecto equitabilidade, o ponto Uvu |
apresentou maior indice no verao e o ponto Uvu IV no inverno. No indice de riqueza, o
ponto que apresentou maior valor foi o Uvu IV, no verao, e no inverno, o ponto Uvu Il

A diversidade vegetal altera a composicao da comunidade microbiana, onde
observa-se o0 estimulo da biodiversidade microbiana (VARGAS & SCHOLLES,
2000). Adicionalmente, o aumento da atividade microbiana do solo € influenciado
por parametros como temperatura e maior conteudo de agua do solo em periodos
de precipitacdo (CORREIA et al., 2009). Observou-se que quando ocorre elevada
diversidade, a média da uniformidade apresenta-se em cerca de 80 (ODUM, 1988), o
que demonstra que entre os pontos estudados houve baixa diversidade e equitabilidade.

41 CONCLUSAO

As estacdes de veréo e inverno e atividades antropicas podem exercer influéncia
nas comunidades de bactérias e fungos do solo estudado ao longo do rio Uvu. No
inverno houve drastica reducéo na atividade e abundancia de bactérias e fungos. Os
indices de diversidade, equitabilidade e riqueza apresentaram-se baixos, sendo 0s
pontos Uvu Il e Ill os com menores indices, estando relacionado as caracteristicas
texturais, quimicas e antropicas desses pontos. Observou-se que os melhores indices
nos pontos Uvu | e IV estdo associados a sua melhor conservagao, onde indices de
matéria organica e atividade respiratoria corroboram com uma maior diversidade.
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RESUMO: O consumo regular de frutas esta
associado a varios beneficios para a saude
humana, como o combate e prevencédo de
doencas crbnicas e degenerativas, tais como
hipertensao, diabetes tipo 2, céncer, doenca
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NATIVAS E EXOTICAS

de Alzheimer, entre outras. O Brasil possui
uma diversidade de frutas nativas e exoticas,
porém muitas delas foram pouco ou ainda
nao estudadas em relacdo ao seu potencial
Baseado nisso, neste trabalho
composicao
mineral e lipidica em diferentes partes das

nutricional.
determinou-se a proximal,
frutas cereja-do-mato, saraguaji e mamey. Os
resultados mostraram que, entre as partes das
frutas analisadas, as sementes apresentaram
os teores maiores de minerais e proteinas,
enquanto que as concentragdes mais elevadas
dos acidos graxos linoleico e alfa-linolénico
foram encontradas nas sementes da saraguaji
e nas polpas da cereja-do-mato e do mamey.
Com excecéo da polpa e da semente da cereja-
do-mato, todas as demais partes das frutas
em estudo apresentaram razbes Omega-6/
Omega-3 abaixo de 4, indicando que as mesmas
apresentam um perfil lipidico adequado para a
manutencdo de uma boa saude. Desta forma,
as diferentes partes das frutas avaliadas podem
ser boas alternativas para uma alimentagcao
mais completa e balanceada.
PALAVRAS-CHAVE: Composicao proximal;
frutas; lipidios; minerais, acidos graxos.

ABSTRACT: The regular consumption of fruits
is associated with several benefits to human
health, such as combating and preventing
chronic and degenerative diseases, such as
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hypertension, diabetes type 2, cancer, Alzheimer’s disease and others. Brazil has a
diversity of native and exotic fruits, however several of them have been little or not
studied in relation to their nutritional potential. So, in this work the proximal, mineral
and lipidic composition from different parts of the fruits cereja-do-mato, saraguaji and
mamey were determined. The results showed that, among the fruits parts analyzed,
the seeds presented the highest levels of minerals and proteins. On the other hand, the
highest concentration levels of linoleic and alpha-linolenic fatty acids were found in the
seeds of saraguaji and pulps of cereja-do-mato and mamey. With exception of pulp and
seeds of cereja-do-mato, all other parts of the fruits under study presented omega-6/
omega-3 ratios lower than 4, indicating that they have an adequate lipid profile for the
maintenance of a good health. Thus, the different parts of the fruits evaluated can be
good alternatives for a more complete and balanced diet.

KEYWORDS: Proximal composition, fruits, lipids, minerals, fatty acids.

11 INTRODUCAO

Diversas fontes, como frutas, legumes, cereais, sementes e castanhas vém sendo
estudadas devido a sua composi¢cao rica em micronutrientes importantes para saude
humana (OROIAN e ESCRICHE, 2015). Dentre estas fontes, as frutas vém ganhando
destaque por apresentarem também quantidades elevadas de agua, fibras, vitaminas
e minerais. E, além disso, por serem alimentos consumidos geralmente como lanches
ou parte das refeicbes principais, e por apresentarem uma diversidade de aplicacées
na industria de alimentos como a fabricagdo de bebidas, licores, sorvetes, entre outras
(VAUZOUR et al., 2010).

Estima-se que, atualmente, sejam produzidas por ano 800 milhdes de toneladas de
frutas frescas no mundo (Agrostat Brasil/MAPA, 2018). O Brasil, com aproximadamente
43 milhdes de toneladas produzidas em 2014, € o terceiro maior produtor, atras da
China e da india (REETZ, 2015). As regides Sudeste, Nordeste e Sul correspondem
as principais regides produtoras de frutas no Brasil, tendo como destaque, os estados
de Sao Paulo, Bahia e Rio Grande do Sul. Dentre as frutas mais produzidas, estao
a laranja, o mamao, a manga, a banana, o abacaxi e a uva (REETZ, 2015). Entre
as frutas que o Brasil mais importa destacam-se a pera, o péssego, as cerejas e
as ameixas (Agrostat Brasil/MAPA, 2018). Perspectivas para o aumento da producao
de frutas estédo previstas, e isto se deve aos investimentos maiores em tecnologia e
ampliacdo de areas produtivas (OECD/FAOQO, 2015).

Apesar da preferéncia mundial estar voltada para o consumo de frutas mais
comuns, como a macéa, a banana e a laranja; outras frutas menos conhecidas e/ou
consumidas vém despertando interesse comercial tanto no mercado interno quando
no mercado externo. Dentre estas frutas, a manga, a goiaba, o kiwi e 0 mamao vém
sendo exportadas para os Estados Unidos e a Europa (Agrostat Brasil/MAPA, 2018).

Além disso, ha um outro mercado em expansao a nivel mundial que corresponde
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ao mercado das frutas nativas e exéticas. As frutas nativas correspondem as frutas
que sao produzidas em seu pais de origem e as frutas exdticas correspondem as
frutas que se adaptaram e sé&o produzidas em um pais distinto em relagdo ao de
origem (DAWSON; MAUREL; KLEUNEN, 2015).

Por ser um mercado em expansao, diversas frutas nativas e exéticas foram pouco
ou ainda n&o estudadas. Desta forma, investigar a composicéo dessas frutas, é de
grande relevancia, uma vez que esses estudos podem contribuir para a divulgacéo e
para despertar o interesse pelo consumo e pela producéo das mesmas. Dentro desse
contexto, a cereja-do-mato, a saraguaji e 0 mamey sao frutas que carecem de estudos
de caracterizag&o quimica.

A cereja-do-mato (Eugenia involucrata) (Figura 1A) € uma planta nativa, silvestre,
ornamental e frutifera, presente no Sul e Sudeste do Brasil (CARVALHO, 2008). Os
frutos apresentam coloracéo avermelhada intensa podendo ser consumidos in natura
ou na forma de sucos e licores (LORENZI, 1992). Cole et al. (2007), publicaram um
estudo que mostrou que os Oleos essenciais extraidos de sete espécies do género
Eugenia apresentaram uma diversidade de monoterpenoides e derivados de acidos
graxos.

A fruta nativa saraguaji (Rhamnidium elaeocarpum) (Figura 1B) esta presente no
Brasil, do estado de Pernambuco até o Rio Grande do Sul (OLIVEIRA et al., 2010).
Os frutos sao roxos, com casca fina e com polpa liquida. A fruta € muito apreciada in
natura e suas sementes sdo também comestiveis. Segundo Oliveira et al. (2010), as
folhas e cascas da Rhamnidium elaeocarpum sao utilizadas popularmente no Brasil
para reduzir o prurido das gengivas de criancas no inicio da denticdo e para dores
estomacais. Extratos metanoélicos das folhas apresentaram quantidades significativas
de flavondides, alcal6ides, saponinas e taninos.

A planta exética mamey (Pouteria sapote) (Figura 1C) é melhor adaptada
em regidbes com clima tropical, sendo tolerante a temperaturas elevadas, porém
nao tolerante ao frio, e estd presente nas regides centrais da América (BALERDI;
CRANE; MAGUIRE, 2005). Os frutos do mamey sao do tipo baga, a polpa tem uma
coloracao laranja, e possuem somente uma semente grande e escura (BALERDI;
CRANE; MAGUIRE, 2005). Esses frutos apresentam uma diversidade de compostos
antioxidantes, tais como os acidos fendlicos, flavonoides e carotenoides (TORRES-
RODRIGUEZ et al., 2011).

1.1 Caracterizacdo Quimica de Alimentos
1.1.1 Composicdo Centesimal e Minerais

A composicéo centesimal fornece informacdes dos principais constituintes
presentes nos alimentos, dentre eles, umidade, cinzas, proteinas totais e lipidios
totais (LT), e desta forma, esta relacionada com diversas propriedades sensoriais e

nutricionais dos alimentos.
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A umidade € um fator que esta relacionado diretamente com a estabilidade
quimica, microbioldgica e textural dos alimentos, sendo a avaliagdo deste parametro
essencial para que haja um condicionamento e processamento adequado dos mesmos
(OZILGEN, 2011).

(A)

(B}

=

Figura 1: Arvore e frutos da Cereja-do-mato (A), Saraguaji (B) e Mamey (C). (Fonte: fotografias
e http://www.colecionandofrutas.org)
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O ensaio de cinzas é importante para caracterizar a parte inorganica do alimento,
a qual é constituida pelos minerais (CECCHI, 2003). Os minerais apresentam diversas
funcbes vitais nos processos metabdlicos, sendo que o ferro, magnésio, cobre,
manganés e zinco se destacam, pois estes sao cofatores das enzimas superéxido
dismutase, as quais sdo responsaveis por catalisar a dismutacao do superdxido de
oxigénio em peréxido de hidrogénio (DOMKE et al., 2006). A falta destes minerais pode
resultar em uma reducdo da atividade dessas enzimas, podendo diminuir a defesa
antioxidante enddgena frente as espécies reativas de oxigénio (DOMKE et al., 2006).

As proteinas e os lipidios exercem um papel fundamental na alimentagédo humana
e, também, sdo componentes importantes na composicdo das frutas, fornecendo
algumas propriedades tais como textura, viscosidade e sabor (FENNEMA, 1985). A
quantidade destes macronutrientes em frutas geralmente é baixa, e a composicao
€ dependente de varios fatores, tais como condi¢cdes climaticas, fatores genéticos,
estagio de maturacao, entre outros (DAVIS e PONELEIT, 1974, TRABELSI et al., 2012,
TLILI et al., 2014).

O teor lipidico das frutas é geralmente menor quando comparado a alimentos
de origem animal, pois parte dos lipidios sintetizados pelos vegetais sao precursores
de compostos que conferem o aroma e o sabor dos frutos durante a maturacao
(GHOLAP e BANDYOPADHYAY, 1980). Dentre os compostos presentes na porcao
lipidica, destacam-se o0s acidos graxos poli-insaturados, alfa-linolénico (18:3n-3)
e linoleico (18:2n-6), pois sao necessarios para manter sob condi¢cdes normais, as
membranas celulares, as funcdes cerebrais e a transmisséo de impulsos nervosos.
Adicionalmente, atuam como precursores para a sintese de outros importantes acidos
graxos no organismo humano (MARTIN et al., 2006; GRAMLICH et al., 2015). Os
acidos alfa-linolénico e linoleico sao considerados estritamente essenciais, pois nao
séo sintetizados pelo organismo humano sendo obtidos exclusivamente pela dieta
(RIBEIRO et al., 2013).

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostragem

As frutas saraguaji e mamey foram colhidas no Sitio de Frutas Raras, na cidade
de Campina do Monte Alegre-SP (23° 35’ 31” S, 48° 28’ 38” W) no més de janeiro
de 2014 e fevereiro de 2015. A cereja-do-mato foi colhida no més de setembro no
ano de 2013 na cidade de Paranavai-PR (23° 04’ 22" S, 52° 27’ 54" W). As frutas
frescas foram lavadas em agua corrente, separadas manualmente em casca, polpa
ou casca+polpa e semente, embaladas a vacuo e mantidas a temperatura de -20 °C.
As analises da composi¢ao centesimal, acidos graxos e minerais foram realizadas nas
diferentes partes da fruta in natura, sendo essas homogeneizadas em processador
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antes de cada analise.

2.2 Composicao Centesimal, Acidos Graxos e Minerais

As andlises de umidade, cinzas e proteina bruta foram realizadas conforme as
técnicas descritas pela Association of Official Analytical Chemists para anélise de
alimentos (AOAC, 1998).

O teor de umidade foi determinado gravimetricamente por aquecimento em estufa
(105 °C) durante 4 h. O teor de cinzas foi determinado por aquecimento em forno mufla
(600 °C) durante 6 h. Posteriormente, para a analise da composi¢cao mineral, as cinzas
ja obtidas foram solubilizadas empregando-se uma solugédo de acido nitrico (5% v/v),
conforme as normas da AOAC (1998). Os minerais (cobre, ferro, manganés e zinco)
foram quantificados por um espectrometro de absor¢cao atémica e os resultados foram
expressos em mg de minerais por kg de amostra (mg kg'). A analise de proteina bruta
foi realizada através do método semi-micro Kjedahl e os resultados foram expressos
em porcentagem de proteina bruta.

Os lipidios totais foram determinados gravimetricamente a partir da extracéo
segundo a metodologia desenvolvida por Bligh e Dyer (1959). Ap6s a extracdo, os
lipidios foram esterificados e transesterificados segundo Hartman e Lago (1973).
Os ésteres metilicos de acidos graxos (EMAG) foram separados e analisados em
um cromatodgrafo a gas acoplado ao detector por ionizagdo em chama (CG-DIC). As
vazOes dos gases foram de 1,2 mL min” para o gas de arraste (H,); 30 mL min™
para o gas auxiliar (N,) e 35 e 350 mL min™ para o H, e para o ar sintético da chama,
respectivamente, para a chama do detector. O volume de injecédo foi de 2 L e a razéo
de divisdo da amostra (split) foi de 1/80. As temperaturas do injetor e do detector foram
respectivamente de 200°C e 240°C. Os analitos foram separados em uma coluna
capilar de silica fundida CP-7420 (Select FAME, 100 m de comprimento, 0,25 mm de
diametro interno e 0,25 um de cianopropil). A identificagcdo dos ésteres metilicos dos
acidos graxos foi realizada pela comparacédo com os tempos de retencédo de padrbes
de ésteres metilicos (padrao 189-19, Sigma-USA). A quantificacdo dos ésteres de
acidos graxos foi realizada por padronizagao interna e com uso de fatores de correcéo
segundo Visentainer (2012) e os resultados foram apresentados em mg g de lipidios
totais.

As Ciéncias Biolégicas e da Saude e seus Parametros 2 Capitulo 13




3| RESULTADOS E DISCUSSAQO

3.1 Composicao Centesimal e Minerais

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados da composicdo centesimal das
diferentes partes das frutas analisadas. Dentre as partes das frutas estudadas, as
cascas e/ou casca+polpa apresentaram as porcentagens de umidade maiores em
comparagdo com as sementes, com destaque para a fruta cereja-do-mato. Esses
resultados indicam que essas partes das frutas requerem um melhor armazenamento
para a conservagcao das mesmas.

Analisando-se o teor de cinzas das diferentes partes das frutas, pode-se observar
que as sementes apresentaram os teores mais elevados. Isso esta de acordo com
outros trabalhos que analisaram o teor de cinzas de diferentes frutas e suas partes
(MARTINEZ et al., 2012; LIMA et al., 2014; BERTO et al. 2015).

Comumente, os vegetais apresentam teores de proteinas baixos em comparacao
com os alimentos de origem animal. De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA, 2005), a ingestéo diaria recomendada (IDR) de proteinas para
um individuo adulto € de 50 g. Dentre os vegetais, a soja se destaca por apresentar
um teor de proteinas de 16% (ALMEIDA et al., 2013). Em comparagdo com a soja,
o teor de proteina bruta de todas as partes das frutas analisadas foi inferior, ndo as
caracterizando como fontes proteicasimportantes. Entre as partes das frutas analisadas,
as sementes da cereja-do-mato e da sarguaji apresentaram as porcentagens maiores
de proteina bruta. Pode-se observar também, que as partes das frutas com teor de
umidade menor foram as que apresentaram o teor de cinzas e proteina bruta maior, o
que também foi reportado por Berto et al. (2015).

A porcentagem lipidica foi menor que 1,5% para todas as partes das frutas
analisadas, exceto para a casca+polpa da saraguaji, ndo caracterizando essas frutas
como fontes importantes de lipidios quando comparadas a alimentos de origem animal,
bem como, quando comparadas a alimentos de origem vegetal ricos em lipidios, como
as castanhas e as nozes (VENKATACHALAM e SATHE, 2006).

Umidade Cinzas Proteina Bruta Lipidios totais
Cereja-do-Mato
Casca 82,0%+0,2 0,268°+0,06 2,0°£0,1 0,408°+0,03
Polpa 89,0%+0,3 0,60°+0,04 2,5°+0,8 0,06P+0,01
Semente 39E+2 0,90*8+0,05 4,68+0,6 0,50%°+0,03
Saraguaji
Casca+Polpa 708+6 0,848+0,2 3,3%¢+0,6 1,50%+0,07
Semente 50PE+1 1,224+0,03 7,14+0,7 0,30°+0,03
Mamey
Casca 638C+2 0,7A8C+0,2 2,4°+0,3 0,508+0,04
Polpa 58ECD+1 0,98+0,4 2,40°+0,08 0,40°+0,04

Tabela 1: Composi¢céo centesimal (%) das diferentes partes das frutas cereja-do-mato,
saraguaji e mamey.

Dados expressos em média+estimativa de desvio padrdo, n=3. Letras mailsculas na mesma coluna representam
diferencas significativas entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Adicionalmente, foi determinada a composicao dos minerais ferro, cobre,
manganés e zinco e os resultados da concentracéo destes minerais encontrada em
cada uma das partes das frutas estudadas estao apresentados na Tabela 2. O ferro
foi o mineral determinado em concentracdo maior em todas as partes das frutas, com
destaque para a casca+polpa da saraguaji e a casca do mamey. Segundo a ANVISA
(2005), a IDR de ferro, zinco, cobre e manganés em adultos deve corresponder a 14, 7,
0,9 e 2,3.10° mg dia", respectivamente. Considerando os resultados apresentados na
Tabela 2, a quantidade de ferro e zinco poderia ser facilmente suprida com o consumo
diario de uma por¢céo de apenas 21 g da casca do mamey e 37 g da semente da cereja-
do-mato, respectivamente. Por outro lado, o cobre e 0 manganés, foram determinados
em concentracées menores, podendo complementar a recomendacao diaria desses
minerais. Cabe destacar ainda, que de uma forma geral, as partes das frutas que
geralmente sdao descartadas ou nao consumidas (cascas e sementes) foram as
partes das frutas que apresentaram as quantidades maiores dos minerais analisados,
sinalizando que esses residuos podem ser aproveitados no desenvolvimento de novos
produtos pela industria de alimentos.

Cu (mg kg™ Fe (mg kg”)  Mn (mg kg") Zn (mg kg™')

Cereja-do-Mato

Casca 56,5°+1,5 221815 36°+4 110°P+5
Polpa 38,2°+6,5 153,2F+11,7 10°+2 728+4
Semente 138%+4 241PE+8 72AB£2 181416
Saraguaji
Casca+Polpa 675°5 3985+8 558C+6 123°x14
Semente 75845 350°+8 69,148x0,5 1578+1
Mamey
Casca 38,8°+8,2 684,3/+22 84217 105°P+11
Polpa 83,45+8,8 268°+8 548C+7 92PEx10

Tabela 2: Concentragbes dos minerais Cu, Fe, Mn, Zn (mg kg™') nas diferentes partes das frutas
cereja-do-mato, saraguaji e mamey.

Dados expressos em média+estimativa de desvio padrao, n=3. Letras maiUsculas na mesma coluna apresentam
diferencas significativas entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.2 Composicao Lipidica

Na Tabela 3 esta apresentada a composi¢cdo em 4acidos graxos determinada nas
diferentes partes das frutas em estudo. Pode-se observar que em todas as partes das
frutas, foram identificados e quantificados sete acidos graxos, sendo trés saturados
(16:0, 18:0 e 20:0), dois monoinsaturados (16:1n-7 e 18:1n-9) e dois poli-insaturados
(18:2n-6 e 18:3n-3).

Dentre as partes das frutas analisadas, o teor maior de acidos graxos saturados
foi encontrado na polpa da cereja-do-mato e na semente da saraguaji. Além
disso, a semente da saraguaji apresentou a concentracao maior de acidos graxos




monoinsaturados, com destaque para o acido oleico (18:1n-9). Estudos tém mostrado
gue o acido oleico apresenta propriedades biolégicas, como efeito anti-inflamatério e
anti-apoptético (CHEN et al., 2018; CONNOR, 2000; HOSTMARK e HUANG, 2013;
KiM et al., 2015). Com relagao aos acidos graxos poli-insaturados, as polpas da cereja-
do-mato e do mamey apresentaram as concentracbes maiores dos acidos linoleico
(6mega-6) e alfa-linolénico (bmega-3), respectivamente. De acordo com Coimbra e
Jorge (2012), a presenca de acidos graxos poli-insaturados, com destaque a classe
dos 6mega-3 e 6mega-6, sao de grande importancia para sautde humana por serem
acidos graxos essenciais. Outro parametro que avalia a qualidade dos acidos graxos
presentes € a razdo 6mega-6/6mega-3. Conforme Simopoulos (2002), a razdo 6tima
entre a classe destes acidos graxos é entre 1 e 4. Com excec¢do da polpa e da semente
da cereja-do-mato, todas as demais partes apresentaram as razdes recomendadas,
sendo, portanto, alimentos indicados para uma dieta equilibrada. Outras frutas nativas
e ex6ticas apresentaram perfil lipidico similar ao encontrado neste trabalho, tais como
a aracga-boi, a siriguela e o murici (RIBEIRO et al., 2013).

Cereja-do-mato Saraguaji Mamey
Casca Polpa Semente Cas- Semente Casca Polpa
Acido Graxo ca+Polpa
16:00 57,8°£9,4 297,8°+59 69,7°+5,8 11,18£2,5 181,58+1,4  34,1°+4,0 72,0°%3,1
16:1n-7 1,8°+0,5 32,5%+4,0 1,0°+0,4 0,4°+0,1 3,85+1,4 0,365+0,04 0,385+0,04
18:00 10,9°+2,5 26,25+53 12,4°P+4.6 3,16x2,0 66,2/+5,1 7,17+1,5 19,9¢x1,1
18:1n-9 11,5840, 1 8,216,2 18,7°+1,0 15,1PE+34 168,7°+4,0 34,8°+3,9 83,7%+4,7
18:2n-6 65,5P+8,8 190,3"+6,5 111,1°+4,9 7,65+3,2 124,65+1,4 8,9+1,4 13,1527
18:3n-3 40,38+7,9 32,8514 2 16,8°+1,3 5,6°+0,1 42,7842 6 31,7826  85,5°+3,7
20:00 2,10°+0,6 3,48+0,5 2,68°+0,4 0,157+0,07 5,96*+0,08 1,28+0,08 2,5610,1
ZSaturados 70,9 327,5 84,7 14,3 253,7 42,4 94,5
ZMonoinsaturados 13,4 40,8 19,7 15,5 172,5 35,2 84,1
2Poliinsaturados 105,8 223,1 127,9 13,3 167,4 40,6 98,6
n-3 40,3 32,8 16,8 5,6 42,7 31,7 85,5
n-6 65,5 190,3 11,1 7,6 124,6 8,9 13,0
n-6/n-3 1,6 5,8 6,6 1,3 29 0,3 0,1

Tabela 3: Composicao em acidos graxos (mg g de lipidios totais) das diferentes partes das
frutas cereja-do-mato, saraguaji e mamey.

Dados expressos em médiazdesvio padrio, n=3. Letras mailsculas na mesma linha apresentam
diferencas significativas entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

41 CONCLUSAO

Os resultados de composicao centesimal mostraram que as frutas avaliadas néo
sao fontes proteicas e lipidicas importantes, uma vez que apresentaram valores de
proteina bruta e lipidios totais inferiores a 7,1 e 1,5%, respectivamente. Por outro
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lado, algumas partes das frutas estudadas apresentaram quantidades significativas
de minerais. A casca do mamey, casca+polpa da saraguaji e as sementes da cereja-
do-mato, apresentaram 241+8, 398+8 e 684,3+22 mg kg de ferro, respectivamente e
18146, 123+14 e 105+11 mg kg™ de zinco, respectivamente.

A partir da determinacao da composi¢cao em acidos graxos das diferentes partes
das frutas, pode-se observar a presenca do acido oleico, um importante acido graxo
monoinsaturado, e dos acidos graxos poli-insaturados, linoleico e alfa-linolénico,
em todas as partes das frutas avaliadas. As concentracdes mais elevadas do acido
oleico foram encontradas nas sementes da saraguaji (168,73+3,9 mg g' de LT) e
na polpa do mamey (83,76+4,7 mg g' de LT). As sementes da saraguaji também se
destacaram em relacao a quantidade de &cido linoleico, assim como a polpa da cereja-
do-mato, as quais apresentaram concentracées de 124,67+1,4 e 190,37+6,5 mg g' de
LT, respectivamente. E, em relacédo ao acido alfa-linolénico, a concentracédo maior foi
encontrada na polpa do mamey (85,55+3,7 mg g de LT).

De acordo com os resultados apresentados, pode-se concluir que todas as frutas
avaliadas podem contribuir para as recomendacgdes diarias de proteinas, minerais e
acidos graxos, com destaque para os acidos graxos oleico, linoleico e alfa-linolénico,
trazendo beneficios para a saude humana. Cabe ressaltar ainda, que as sementes
apresentaram as quantidades mais elevadas de proteinas, as cascas e as sementes
apresentaram as quantidades mais elevadas da maioria minerais avaliados e as
sementes da saraguaji e da cereja-do-mato apresentaram quantidades elevadas de
acidos graxos poli-insaturados. Assim, pode-se concluir que as cascas e as sementes,
que sao as partes das frutas que geralmente sdo descartadas ou ndo consumidas, séo
também fontes importantes de nutrientes.
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RESUMO: A incidéncia de doengas e
pragas € um dos maiores problemas do
cultivo do morangueiro, cultura de grande
importéancia sécio-econbmica no Brasil. A
mariposa Duponchelia fovealis (Lepidoptera:
Crambidae) € uma praga de dificil manejo
devido as altas infestacGes ao longo de todo o
ano e aos danos causados pela lagarta. Assim,
o controle bioldgico surge como uma alternativa,
em contraponto ao uso de pesticidas, pois
possui alta especificidade e ndo apresenta
danos colaterais. Para o desenvolvimento de
novos métodos de controle, o conhecimento
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EM CULTIVO DE MORANGUEIRO

da microbiota fungica associada a insetos
€ relevante sob o0s aspectos ecologicos e
agricolas. Dessa forma, o objetivo desse
trabalho foi verificar a diversidade de fungos
provenientes de insetos coletados da cultura do
morangueiro e avaliar o potencial dos isolados
de Beauveria bassiana no controle da praga D.
fovealis. Foram coletados insetos pertencentes
as ordens Lepidoptera, Coleoptera, Hemiptera,
Hymenoptera e Diptera. A partir
insetos, as espécies
oxysporum, Beauveria bassiana, Penicillium
chrysogenum e Mucor fragilis foram isoladas
com maior frequéncia. Quando testadas
contra D. fovealis, as linhagens de B. bassiana
apresentaram mortalidade variando entre 0 a
67%. A avaliacdo da patogenicidade de fungos
entomopatogénicos presentes na cultura do
morangueiro sobre D. fovealis pode viabilizar
0 uso de micro-organismos promissores e
adaptados as condicdes climaticas e ambientais
das regides produtoras de morango no Brasil.
PALAVRAS-CHAVE: Fungoentomopatogénico,
controle biolodgico, Beauveria bassiana

desses

fungicas Fusarium

ABSTRACT: The incidence of diseases and
pests is one of the major problems of strawberry
cultivation, a culture of great socio-economic
expression in Brazil. The moth Duponchelia
fovealis (Lepidoptera: Crambidae) is a pest
difficult to manage due to high infestations
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throughout the year and damage caused by the larvae. Thus, biological control is an
alternative, in opposition to the use of pesticides, since it has high specificity and does
not present collateral damages. For the development of new control methods, the
knowledge of the fungal microbiota associated to insects is relevant under ecological
and agricultural aspects. Thus, the objective of this work was to verify the diversity of
fungi from insects collected from the strawberry crop and to evaluate the potential of
the Beauveria bassiana isolates in the control of the pest D. fovealis. Insects belonging
to the orders Lepidoptera, Coleoptera, Hemiptera, Hymenoptera and Diptera were
collected. From these insects, the fungal species Fusarium oxysporum, Beauveria
bassiana, Penicillium chrysogenum and Mucor fragilis were isolated more frequently.
When tested against D. fovealis, B. bassiana strains showed mortality varying from 0
to 67%. The evaluation of the pathogenicity of entomopathogenic fungi present in the
strawberry crop on D. fovealis can make feasible the use of promising microorganisms
adapted to the climatic and environmental conditions of the strawberry producing
regions in Brazil.

KEYWORDS: Entomopathogenic fungi, biological control, Beauveria bassiana

11 INTRODUCAO

O morangueiro (Fragaria x ananassa Duchesne) &€ uma cultura de grande
importancia socioeconémica no Brasil (CARVALHO, 2011). A incidéncia de doencas e
pragas € um dos maiores problemas de seu cultivo, sendo necessario o desenvolvimento
de metodologias para o controle de tais patdgenos e insetos-praga (OSHITA; JARDIM,
2012). O controle biolégico utilizando fungos entomopatogénicos surge como uma
alternativa a ser considerada no manejo integrado, em contraponto ao uso excessivo
de pesticidas, pois possui alta especificidade e baixa contaminacdo (VAN LENTEREN,
2012).

A lagarta Duponchelia fovealis (Lepidoptera: Crambidae) é uma praga polifaga
presente em varios paises da Europa, Asia, Africa e América do Norte. No Brasil, foi
detectada pela primeira vez em areas de morangueiro em 2008 no Parana, sendo
verificada sua rapida disperséo para outras regides produtoras (ZAWADNEAK et al.,
2016). Devido as altas infestacbes ao longo de todo o0 ano e aos danos causados
pela lagarta, tem sido utilizados inseticidas quimicos ndo autorizados de forma
indiscriminada, uma vez que no Brasil ndo ha registro de pesticidas que podem ser
utilizados para o controle desta praga (MAPA, 2018).

Assim, o conhecimento da microbiota fungica associada a insetos € relevante
sob os aspectos ecolbgicos e agricolas para o desenvolvimento de novos métodos
de controle (SUN; LIU, 2008). Neste estudo, o objetivo foi verificar a diversidade de
fungos provenientes de insetos da cultura do morango e selecionar a linhagem de
Beauveria bassiana com maior potencial entomopatogénico sobre D. fovealis.
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2| MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta de insetos e isolamento fungico

Insetos sintomaticos ou mortos por fungos entomopatogénicos foram coletados
em areas comerciais de morangueiro no estado do Parana entre maio de 2014 e
fevereiro de 2015. Em cada area 50 plantas foram vistoriadas e os insetos encontrados
foram individualizados em tubos esterilizados. Em laboratorio, os insetos passaram por
desinfeccéo externa (ALVES, 1998). Para o isolamento dos fungos entomopatogénicos
foram utilizados os protocolos descritos por Tuininga et al. (2009).

2.2. Identificacao dos isolados fungicos

Os isolados foram identificados por macro e micromorfologia (BARNETT;
HUNTER, 1972; DE HOOG et al, 2000; ROSSMAN; PALM; SPIELMAN, 1987) e por
sequenciamento da regiao ITS ribossomal (WHITE et al., 1990).

2.3. Criacao e manutencao de insetos em laboratério

Adultos de D. fovealis foram coletados em areas de cultivo de morangueiro e
mantidos em laboratério em condi¢ées controladas de 25 + 2°C, Umidade Relativa de
60 + 10% e fotofase de 14 horas, sendo alimentados por dieta artificial (ZAWADNEAK
et al., 2017).

2.4. Testes de patogenicidade contra Duponchelia fovealis

Folhas de morangueiro passaram por desinfecgdo superficial (ARAUJO et al.,
2002) e posteriormente tiveram seus peciolos envoltos em algodao e colocados em
um tubo de vidro com agua destilada esterilizada e isolados em placas acrilicas. Sobre
cada folha foram transferidas 10 larvas de 3° instar de D. fovealis, sendo posteriormente
pulverizadas com 1 mL de uma suspensao na concentracéo de 1,5 x 107 conidios/
mL + Tween80 (0,01%). Ap6s a pulverizacéo as folhas permaneceram em condi¢des
controladas (25 + 2°C, UR 60 + 10% e fotofase: 12 horas).

Para obtencéo das suspensbdes os fungos foram inoculados em placas de Petri
com meio niger e mantidos a 28°C por 14 dias. Apds este periodo micélios e esporos
foram retirados das placas e transferidos para tubos com solugéo salina (0,85% NacCl
+ Tween80). Estes tubos foram agitados, as suspensdes foram filtradas e ajustadas a
1,5 x 107 conidios/mL por meio de um hemocitémetro.

As avaliagdes de mortalidade foram realizadas apos cinco dias, sendo considerado
morto o inseto que ndo respondeu ao estimulo do toque de um pincel de cerdas finas.
Os insetos mortos foram mantidos em placas de Petri com papel filtro umedecido até
a exteriorizacdo dos micélios para confirmacao do agente causal. O delineamento
experimental adotado foi o inteiramente casualizado, sendo cada fungo considerado
um tratamento com cinco repeticbes. Como controle foi empregando agua destilada
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esterilizada + Tween80. Os dados de mortalidade foram corrigidos em relacéo a
mortalidade do controle (ABBOTT, 1925). Quando houve diferenga significativa entre
os diferentes tratamentos foram realizadas comparagcdes multiplas (Tukey, p<0,05)
com o software estatistico R versdo 2.15.1.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Insetos

Foram coletados 160 insetos pertencentes as ordens Lepidoptera (40.6%),
Coleoptera (30.8%), Hemiptera (9.8%), Hymenoptera (9.8%) e Diptera (9.0%),
normalmente associadas a cultura de morangueiro (BERNARDI et al., 2015). Um
quarto destes insetos era adulto ou larvas de Duponchelia fovealis, praga que tem
causado perdas significativas aos produtores (ZAWADNEAK et al., 2017).

3.2. Identificacao dos isolados fungicos

Metade dos insetos coletados mostrou crescimento de fungos quando cultivados
em agar, em um total de 80 isolados de 26 diferentes espécies (Figura 1). Fusarium
oxysporum (22.8%) e Beauveria bassiana (16.3%) foram as espécies mais encontradas.
O unico género de fungo entomopatogénico conhecido foi Beauveria, e 13 linhagens
encontradas foram isoladas de Coledpteros das familias Reduviidae (38,6%),
Chrysomelidae (38,6%) e Nitidulidae (7,6%), Hymenopteros (7,6%) e lepidopteros
(7,6%).
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Acremoninm sp.

Alternarin alternara
Asperpillus flavipes
Aspergiliug iizikae
Heauveria hassiana
fiemeciria ochroleuca
Chaetomiim globosium
Cladpsporiam cladosporioides
Cladesporiim sphaerosperonim
Fusarinm chlamydpsporim
Flrisarinm equiseti
Flisarinm graminearum
Fusarinm oxpsparin
Fuisarinm sofani

Muigcor circinelloides
Mucor fragilis

Miubcenr midiceda
Opliosiomataceae 5p.
Penicilitam adamersioides
Penicilliam chrysogenum
Penicilifume citrirm
Peniciliium mallochii
Fhadeforula mpcilaginesa
Serroclodinm sp.
Trichederma afroviride
Trichaderma Rarzionum

0,0% 7,5% 15,0% 22.5% 30,0%

Figura 1. Frequéncia de fungos isolados de insetos em cultivo de morangueiro.

A ocorréncia destas espécies pode estar ligada a diversidade de hospedeiros
(URIBE; KHACHATOURIANS, 2004) e a adaptacdao a regiao de ocorréncia
(ZIMMERMANN, 2007). Além disso, praticas agricolas como adubacao quimica, uso
de pesticidas e os sistemas de cultivo influenciam a diversidade da microbiota de
areas agricolas (JARONSKI, 2007).

3.3. Testes de patogenicidade contra Duponchelia fovealis

A mortalidade de larvas de D. fovealis ap6s 5 dias variou de 0 a 67%
(Figura 2). Os isolados SA1I5F5 e SA1I11F4 foram os Unicos que se diferenciaram
significativamente dos demais (F=17.36, g..=13,56, P<0,0001), com mortalidade de
66 e 67%, respectivamente. Ja os demais isolados causaram uma mortalidade inferior
a 27%, com SA1I5F2 n&o afetando nenhuma larva. Essa variacao é um indicativo de
variabilidade genética (OLIVEIRA et al., 2004; VALERO-JUMENEZ et al., 2016). A alta
mortalidade causada por SA111F5 e SA111F4 pode ser um indicativo de uma rapida
germinacao, formacéao do apressoério (SHANG et al., 2015), rompimento do tegumento
e colonizagcao do hospedeiro (FAN et al., 2012).
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Figura 2. Mortalidade de larvas de terceiro instar de Duponchelia fovealis pulverizadas com
suspensao de esporos de Beauveria bassiana na concentracdo de 1,5 x 107 conidios/mL.

A mortalidade confirmada, verificada pela extrusdo de micélios dos cadaveres
dos insetos que permaneceram em camara umida, foi significativamente diferente
entre os isolados (F=17.48, g.1.=13,56, P<0,0001). A diferenca entre a mortalidade
e a mortalidade confirmada foi de apenas 13 % para o isolado SA1IF5 e 11% para
SA1I5F4, para os demais isolados as diferencas entre mortalidade e mortalidade
confirmada variou entre 20 e 100%. Apesar dos isolados SA1I15F2 e SA1I11F1 terem
100% de mortalidade confirmada nao foram selecionados devido a mortalidade sobre
larvas de 3° instar de D. fovealis ser inferior a 10% (Figura 2).

41 CONCLUSAO

O conhecimento da diversidade de fungos que incidem em areas de morangueiro
€ importante para o desenvolvimento de estratégias de conservagdo. Além disso, 0
direcionamento de pesquisas para selecao e conhecimento do potencial de destes
micro-organismos pode disponibilizar linhagens promissoras para emprego em
programas de controle biologico.
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CAPITULO 15
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RESUMO: O teste de esforco submete o
individuo a um estresse fisico programado
podendo ser utilizado para avaliar a capacidade
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funcional, destacando-se entre eles o Teste
da caminhada dos seis minutos(TC6m) e
o Incremental Shutlle Walk test(Shuttle). O
objetivo foi comparar o TC6m e o Shutlle sob
as variaveis hemodinamicas em adultos jovens
saudaveis. Estudo analitico observacional
de carater transversal. A coleta de dados foi
realizada em dois dias distintos, com sujeitos
de ambos os géneros acima de 18 anos,através
da antropometria, perfil de atividade
fisica(IPAQ),TC6m e Shutlle. Foram avaliados
50sujeitos [25 Mulheres(GF) e 25 Homens(GM)].
Observamos diferencas estatisticas
significativas(p<0.05)nomomentopré-teste para
as seguintes variaveis: altura,peso,frequéncia
cardiaca(FC) de repouso,pressao arterial(PA)
sistdlica e PA diastdlica. Para a distancia
predita caminhada em ambos os testes, tanto
o GF como o GM apresentaram maiores
valores para o TCém (GF: TCém vs Shutlle,
90.2+13.7 vs 82.2+11.8, p =0.04; GM:TC6m
vs Shutlle, 96.4+10.5 vs 65.5+16.9,p<0.0001).
Os individuos demonstraram maiores valores
atingidos para FC no TC6m quando comparado
ao  Shutlle|GF:diferencas  estatisticamente
significativas(p<0.05) na FC (1°, 2°, 3° e 4°
min), FC final e FC de recuperagcdao no 2°
minuto pds teste; GM:diferencas significativas
a FC(1° e 2° min), FC de recuperacédo no 1°
minuto po6s teste(FC recup 1° min), e o delta
de recuperacao da FC no primeiro minuto
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pés teste(A FCrecup1),p<0.05]. A comparacao do Shutlle com o TC6m mostra que
os dois testes assumem valores semelhantes ao seu final, com valores de distancia
caminhada, FC e sensacéao de dispneia superior no TCé6m.

PALAVRAS-CHAVE: teste de esforco, Fisioterapia, caminhada, hemodinamica,
aptidéo cardiorrespiratéria.

ABSTRACT: The stress test submitted the subjectto a scheduled physical stresspodcast
was used to evaluate a functional capacity, such as the Six-minute Walk Test(6MWT)
and Incremental Shutlle Walk Test(Shutlle). The aim was to compare 6MWT and
Shuttle under hemodynamic variables in healthy young individuals. A Cross-sectional
observational analytical study. Data collection was performed on two distinct days,
with subjects of both genders over 18 years of age, through anthropometry, physical
activity profile(IPAQ), 6MWT and Shuttle. Fifty subjects were evaluated [25 women
(GF) and 25 men (GM)]. We observed significant statistical differences (p <0.05) at the
pre-test for the following variables: height, weight, rest heart rate(HR), systolic blood
pressure(BP) and diastolic BP. For the predicted walking distance in both tests, both
GF and GM presented higher values for SBMWT (GF: TC6m vs Shutlle, 90.22+13.76 vs
82.17+11.86, p=0.04; GM: TC6m vs Shutlle, 96.36+10.55 vs 65.52+16.93, p <0.0001).
The individuals showed higher values achieved for HR on 6MWT when compared to
Shutlle [GF: statistically significant differences (p <0.05) in HR (1%, 2", 39and 4™ min),
final HR and recovery HR In the 2nd minute post test; GM: significant differences in HR
(1%t and 2" min), recovery HR at 1 min post test (HR recovery 1 min), and HR recovery
delta in the first minute post test (AFCrecovery 1), p<0.05]. Comparison of Shuttle with
the BMWT shows that the two tests assume values similar to their end, with values of
walking distance, HR and sensation of upper dyspnea in the 6MWT.

KEYWORDS: stress test, Physical Therapy, hiking, hemodynamics, cardiorespiratory
fitness.

11 INTRODUCAO

A baixa capacidade fisica, associada ao sedentarismo, tem uma importante
relacdo com alta morbimortalidade e diminuicdo da qualidade de vida em individuos
saudaveis. Deste modo, € essencial atentar-se para modos de avaliar a capacidade
fisica, e assim identificar individuos que precisem de intervengdes com a finalidade de
trazer melhoras da toleréncia ao exercicio (Aquino et al., 2010).

O teste de esforco submete o individuo a um estresse fisico programado
e personalizado podendo ser utilizado para avaliar a capacidade funcional (CF), a
resposta clinica, hemodinamica e metabdlica ao esfor¢o. Visto que o ato de andar
€ uma das principais atividades da vida diaria (AVD’s), os testes de caminhada tém
sido propostos para medir 0 estado ou a capacidade funcional de pacientes. Dentre
0s principais testes de esforco podemos citar o teste de caminhada de seis minutos
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(TC6m) e o Incremental Shuttle Walk Test (ISWT). Nos ultimos anos, o uso de testes de
exercicio é reconhecido como um método conveniente na avaliagdo de alteragdes que
ocorrem em nosso organismo em fungdo da necessidade de se conhecer as reservas
de varios sistemas corporais (Roberta et al., 2012)

O TCeém foi originalmente desenvolvido para avaliar a CF, monitorar a efetividade
de tratamentos diversos e estabelecer o prognostico de pacientes com doencas
cardiorrespiratérias, que apresentam intolerancia ao exercicio fisico devido ao mau
funcionamento dos sistemas respiratorio e/ou cardiovascular e a disfuncdo dos
musculos esqueléticos periféricos e respiratorios (Dourado, 2011). O consumo de
oxigénio durante o TC6m corresponde a um exercicio submaximo, tendo em vista que
esse consumo atinge um indice alto, mas que ndo chega ao valor maximo. Além disso,
o mesmo reflete de maneira mais acurada as limitagdes as AVD'’s, ja que caminhar é
uma atividade que quase todos 0s pacientes sdo capazes de realizar, exceto aqueles
mais afetados por alguma doenca (Aquino et al., 2010; Soaresa et al., 2011).

O ISWT, ou Shuttle, foi desenvolvido para avaliar a CF de exercicio em individuos
com Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC). O carater incremental do
Shuttle produz respostas fisioloégicas proximas as observadas no teste de exercicio
cardiopulmonar (TECP), e tem se mostrado Util para quantificar os beneficios de
programas de caminhada desenvolvidos para individuos saudaveis. Apesar da ampla
utilizacdo do Shuttle em ambientes clinicos, poucos estudos avaliaram valores de
referéncia e respostas fisiologicas ao teste (Roberta et al., 2012). Além de ser simples
e de baixo custo, o Shuttle também tem se mostrado util para quantificar os beneficios
de programas de caminhada desenvolvidos para individuos saudaveis (Rondelli et al.,
2009).

Alguns autores ja demonstraram que o Shuttle exige um maior esfor¢o do sujeito,
aproximando-se mais das respostas observadas no TECP, enquanto que o TC6ém se
apresenta como um teste submaximo pelo fato de cada sujeito ditar seu préprio ritmo.
Porém a literatura ainda é escassa de estudos que comparem os dois testes quanto
a repercussao hemodinamica em sujeitos saudaveis (Rondelli et al., 2009; Lima et
al., 2013; Britto et al., 2006). Portanto, o objetivo do presente estudo foi realizar uma
comparacao entre o teste da caminhada de seis minutos (TC6m) e o Incremental
Shuttle Walk test (ISWT) sob as variaveis hemodinamicas em individuos saudaveis:

2| METODOLOGIA

Estudo analitico observacional de carater transversal para avaliar as variaveis
hemodindmicas (presséo arterial, frequéncia cardiaca e saturacdo periférica de
oxigénio) emindividuos saudaveis submetidosao TC6m e 0 ISWT. Seguindo aresolucao
de n° 466/12 do Conselho Nacional de Saude, o presente estudo foi aprovado pelo
comité de ética em pesquisa da Universidade Paulista (UNIP), parecer n° 1.731.087,
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todos os sujeitos foram informados sobre o objetivo do estudo, e assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE).

2.1 Selecao da Amostra

O recrutamento da amostra aconteceu por conveniéncia entre alunos de uma
instituicdo de ensino superior, pertencentes a ambos 0s géneros, divididos em grupo
feminino e masculino, e submetidos a coleta de dados de identificagcéo, antropometria e
Questionario internacional de atividade fisica (IPAQ), validado para populagao brasileira
(Pardini et al., 1997). Para a coleta de dados de identificacdo e antropométricos foi
utilizado um questionario elaborado pelos pesquisadores.

Como critérios de inclusdo, foram adotados: individuos acima de 18
anos, autodeclarados como saudaveis, sem diagnéstico prévio de patologias
cardiorrespiratérias e/ou ortopédicas, nao tabagistas e que nao fagcam uso de drogas
ilicitas. Foram excluidos do estudo os individuos que apresentaram quaisquer
dificuldades de deambulacao e que desistiram durante os procedimentos de coletas.

2.2 Questionario Internacional de Atividade Fisica (IPAQ)

O IPAQ foi utilizado para avaliar o nivel de atividade fisica dos voluntarios do
estudo. Trata-se de um instrumento de facil aplicacdo, boa precisdao e baixo custo.
Oferece dados sobre duragao da atividade, frequéncia, intensidade etipo de atividade,
sendo possivel classificar as atividades em leves, moderadas e vigorosas.

Averséo curtado IPAQ é composta por quatro questdes abertas e suas informacgdes
permitem estimar o tempo despendido, por semana, em diferentes dimensdes de
atividade fisica (caminhada e esforcos fisicos de intensidades moderada e vigorosa) e
de inatividade fisica (posi¢cao sentada) (Pardini et al., 1997).

2.3 Teste da Caminhada dos Seis minutos (TC6m)

O TCém foi realizado em um ambiente fechado, plano em toda sua extensao de
30 m de comprimento, demarcados de 3 em 3 m, superficie resistente e raramente
percorrida para que nao houvesse interrupgoes. O momento de fazer a curvafoimarcado
com um cone que estava localizado meio metro antes do inicio e final do percurso. O
individuo realizou o teste duas vezes (com intervalo de 30 minutos) (Singh et al., 2014),
sendo considerado para analise aquele com maior distancia percorrida, e foi orientado
a caminhar em ritmo proprio o mais rapido que pudesse sem correr, durante 0s seis
minutos, sendo permitido andar devagar, parar, relaxar quando necessario e retornar
a caminhada quando sentir-se apto a reassumir o ritmo. O avaliador demonstrou o
percurso antes de iniciar o teste e observou o individuo parado ao lado do corredor do
teste, sem acompanhamento (Aquino et al., 2010; Dourado, 2011).

Ao final do teste a distancia total percorrida foi anotada e calculada, os resultados
foram comparados comvalores de referéncia para adultos utilizando a equacgao proposta
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por lwama et al. (2009) com base em estudo prévio para a populagéo brasileira.

2.4 Incremental Shuttle Walk Test (ISWT)

O ISWT foi realizado no mesmo local que o TC6m. O percurso foi demonstrado
ao avaliado pelo examinador antes de iniciar o teste, e cada individuo realizou o
teste apenas uma vez. Para a realizacdo do teste o sujeito foi instruido a caminhar
indo e vindo em uma pista plana de 10m de comprimento com aumentos progressivos
de cadéncia até néo ser mais capaz de manter o ritmo. O inicio e final do percurso
assim como o momento de realizar a curva foram marcados com um cone que
estava localizado meio metro antes do inicio e final do percurso. A cadéncia do sujeito
avaliado foi determinada pela emissao de um sinal sonoro, que indicou 0 momento
em que o individuo deveria estar no cone e trocar de direcao e, consequentemente, a
cadéncia também seria alterada. Os sinais sonoros foram gravados em um pen drive e
reproduzidos antes do teste para os avaliados (Rondelli et al., 2009; Lima et al., 2013).
O teste foi interrompido quando o individuo ndo conseguia dar a volta no cone antes
do sinal sonoro, por duas vezes consecutivas.

Os valores preditos foram calculados utilizando a equacao de referéncia para a
populacao brasileira proposta por Jirgensen et al. (2011).

2.5 Desenho do estudo

Apos a leitura e assinatura do TCLE os individuos, divididos em grupo feminino e
grupo masculino, foram orientados quanto aos procedimentos da coleta. Na avaliacao
inicial registrou-se idade, altura, peso, relacdo cintura- quadril(C/Q) e o indice de
massa corporal (IMC) aplicando valores de corte recomendados pela Organizacao
Mundial de Saude (OMS, 2007). O peso foi verificado em balanca digital da (Marca
FILIZOLA®), a alturaobtida por meio de fita antropométrica(Marca Sanny medical de
2m®). Antes e apos cada teste foi avaliada a saturagéo periférica de oxigénio (SpO,)
e a frequéncia cardiaca (FC) por meio de um pulsioximetro de dedo (Fingertip Pulse
Oximeter®), a pressao arterial (PA) com auxilio de esfigmomandmetro (Marca PA.
MED, Modelo Premium®), e de estetoscopio (Marca Spirit, Modelo deluxe series®), e
a fadiga e dispneia por meio da Escala de Borg modificada.

Ao final de cada teste, anotou-se o valor das mesmas variaveis, numero de voltas
dadas, assim como 0 numero de metros da ultima volta e fadiga e dispneia por meio da
a Escala de Borg (Noseda et al., 1992).

2.6 Analise Estatistica

Os dados foram apresentados em média e desvio-padrao. O teste de Kolmogorov-
Sminorv foi aplicado para verificar a normalidade dos dados, seguido pelo teste t de
Student para comparar as variaveis antropométricas e dos valores alcancados em
ambos os testes de caminhada. Correlagéo de Pearson foi usada para determinagéo
de correlacéo entre as variaveis distancia caminhada, relacéo cintura-quadril e indice
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de massa corpérea (IMC). O valor de p<0,05 foi considerado como critério para
significancia estatistica. O programa GraphPad Prism 5.0® foi usado para todas as
analises (GraphPad software, San Diego, California/lUSA). O tamanho da amostra foi
calculado usando o software G*Power (G*Power 3.1.9.2, Kiel, Germany).

31 RESULTADOS

A amostra final foi composta por 50 sujeitos (25 mulheres e 25 homens), que
realizaram em dois dias distintos o TCém e o ISWT. A média e o desvio- padrao da
distancia caminhada no TC6m e Shuttle foram considerados para calcular o tamanho
da amostra. Foi encontrado um d de Cohen de 1.42, considerando um a menor que
0.05 (p<0,05) com 0.99 de poder. O resultado encontrado indica um efeito muito grande
(Cohen, 1988). A amostra ideal calculada para o presente estudo foi de 17 sujeitos em
cada grupo.

Todos os participantes toleraram bem os testes, sem nenhuma desisténcia durante
o procedimento de coleta. Com relacdao aos dados antropométricos, observamos
diferencas estatisticas significativas apenas para as variaveis: altura (p<0,0001), peso
(p=0,01), frequéncia cardiaca de repouso (FC) [p=0,01], pressao arterial sistélica (PAS)
[p=0,007] e pressao arterial diastolica (PAD) [p=0,003], como descrito na tabela 1.

Variaveis Mulheres (n=25) Homens (n=25) p valor
Idade (anos) 23,36 + 4,72 22,48 + 3,98 0,63
Altura (m) 1,62 + 0,07 1,73 +0,07 <0,0001 *
Peso (kg) 65,48 + 12,61 74,5 +11,8 0,01*
IMC (kg/m?) 24,65 + 3,75 25,33 + 3,68 0,52
c/Q 0,77 +£0,07 0,80 + 0,05 0,20
SpO, (%) 99,08 + 1,15 98,72 + 0,98 0,11
FC (bpm) 84,56 + 7,57 78,44 +9,89 0,01~
PAS (mmHg) 116,8 £ 8,52 122,4 £5,23 0,007 *
PAD (mmHg) 78,8 + 9,71 86 +5,77 0,003 *

Tabela 1. Dados antropométricos e caracterizacdo da amostra total.

Valores expressos em média + desvio-padrdo. IMC: indice de massa corpdrea; C/Q: relagado cintura-quadril;
SpO,: Saturagéo periférica de oxigénio; FC: frequéncia cardiaca; PAS: Presséo arterial sistolica; PAD: presséo
arterial diastolica; p < 0,05 (Teste t de student ndo pareado e Mann-Whitney).

Os individuos do género feminino (GF) caminharam, em média, 591 + 60,6
metros no TC6m, contra 450,24 + 91,77 metros no Shuttle (p = 0,0001). J& os do
género masculino caminharam em meédia, 604,6 + 12 metros no TC6m, contra 481
+ 27,36 no Shuttle (p= 0,0001). Quando analisada a distancia predita (Dist. % pred)
caminhada em ambos os testes, tanto o grupo feminino como o grupo masculino (GM)
apresentaram maiores valores para o TC6m (GF: TC6m versus Shuttle, 88,29 + 12,31
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vs 73,99 +15,34, p =0,0007; GM: TC6m versus Shuttle, 94,48+ 9.53 vs 59,77 + 16,69,
p<0,0001), como observado nas tabelas 2 e 3.

Os individuos demonstraram, ao final dos dois testes, maiores valores atingidos
para FC no TC6m quando comparado ao Shutlle. Com relacdo ao GF observou-se
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) na FC (1°, 2°, 3°,4°, 5° e 6° min),
como também na FC média, FC final e no delta de recuperagéo d FC no 1° e 2° minuto
poés teste [Tabela 2]. Ao compararmos a pressao arterial (PA) antes e ap0s a realizacéo
dos testes, foi observado diferenca estatistica significativa apenas no GM para PAD
ap6s o TC6m (p = 0,02) [Tabela 2 e 3].

Variaveis TC6m ISWT p valor
Distancia (m) 591 + 60,6 450,24 + 91,77 0,0001*
Dist. (%pred) 88,29 + 12,31 73,99 + 15,34 0,01*
Dispneia (inicial) 0,08 £0,4 0,00 £ 0,00 >0,999
Dispneia (final) 5,36 +2,5 4,40 = 2,50 0,180
Fadiga (inicial) 0,0 £0,0 0,00 + 0,00 >0,999
Fadiga (final) 4,80 + 2,06 3,76 +1,83 0,06
SpO, (inicial) 98,48 +1,72 98,24 + 0,93 0,06
PAS inicial (mmHg) 116,8 8,5 115,2 £ 5,1 0,424
PAS final (mmHg) 128,4 £ 9,4 124,4 +9,6 0,180
PAD inicial (mmHg) 79,2 +9,5 82 +8,6 0,282
PAD final (mmHg) 0 =+5 87,2x54 0,08
C (inicial) 89,36 + 10,3 83,08 + 8,06 0,02
C (1° min) 113,96 + 14,23 95,8 + 10,81 <0,0001*
C (2° min) 119,24 + 25,14 102,84 + 11,93 0,004*
C (8° min) 123,04 + 16,64 106,24 + 13,76 <0,0001*
C (4° min) 126,52 + 17,61 111,64 + 16,29 0,001*
C (5° min) 127,40 + 28,56 117,96 + 20,31 0,009*
C (6° min) 135,72 + 12,88 122,80 + 21,72 0,01*
C (Média) 121,76 + 13,86 111,44 + 17,63 0,02*
C (Final) 135,56 + 13,31 119,16 +£ 19,42 0,001*
C (Recup 1° min) 104,44 + 10,93 99,92 + 11,62 0,162
FC (Recup 2° min) 94,64 £9,15 92,08 + 10,53 0,478
A FCrecup, 31,12 + 9,48 19,24 + 16,42 0,002*
A FCrecup, 40,92 + 10,46 27,08 + 17,28 0,001*

Tabela 2. Comparacgéo do Teste da caminhada dos seis minutos (TC6m) com Incremental
Shuttle Walk Test (ISWT) no grupo feminino.

Valores expressos em média + desvio-padrdo. IMC: indice de massa corpérea; C/Q: relagao cintura-quadril;
SpO,: Saturagéo periférica de oxigénio; FC: frequéncia cardiaca; PAS: Press&o arterial sistélica; PAD: presséo
arterial diastolica; * p < 0,05 (Teste tde student ndo pareado e Mann-Whitney).
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Variaveis

TC6m

ISWT p valor
Dist. (m) 604,6 +12 481 + 27,36 0,0001*
Dist. (%pred) 94,48 + 9,53 59,77 + 16,69 0,0001*
Dispneia (inicial) 0,0+0,0 0,0 +0,0 >0,999
Dispneia (final) 3,72 +0,39 4,08 £0,48 0,56
Fadiga (inicial) 0,0+0,0 0,00 + 0,00 >0,999
Fadiga (final) 3,12+0,44 3,76 + 0,43 0,30
SpO, (inicial) 98,5+0,8 98,36 + 0,9 0,57
PAS inicial (mmHg) 122 £5,2 123 +7,2 0,747
PAS final (mmHg) 133 +5,4 136 +12,3 0,293
PAD inicial (mmHg) 86 +5,8 86 +7,6 0,666
PAD final (mmHg) 95+5,1 90+7,6 0,027
C (inicial) 86,68 + 11,4 78,36 + 9,01 0,006
C (1° min) 113 +18 94,68 + 13,12 0,0001*
C (2° min) 119,8 +20,5 99,84 + 12,03 0,0001*
C (3°min) 122,3 +20,9 105,2 + 13,79 0,001*
C (4° min) 126 +22,7 110,6 + 17 0,009*
C (5° min) 126,3 £ 22,1 114,3 £ 19,28 0,04
C (6° min) 129,2 + 24,3 118,7 + 23,46 0,12
C (Média) 119,6 + 18,3 107,8 £ 16,71 0,02*
C (Final) 129 £+ 244 120,2 + 26,44 0,22
C (Recup 1° min) 100,4 + 24,3 90,72 + 15,94 0,10
FC (Recup 2° min) 89,92 + 17,6 84,8 + 13,41 0,25
A FCrecup, 28,7 £ 16,8 29,52 + 22,67 0,88
A FCrecup, 39,12 15,5 35,44 + 24,88 0,53

Tabela 3. Comparagéo do Teste da caminhada dos seis minutos (TC6m) com o Incremental

Shuttle Walk Test (ISWT) no grupo masculino.

Valores expressos em meédia + desvio-padréo. FC: Frequéncia cardiaca; SpO,: Saturagéo periférica de oxigénio;
FC: frequéncia cardiaca; A FCrecup,: delta da frequéncia cardiaca no primeiro minuto pos teste menos a

frequéncia cardiaca final; A FCrecup,: delta da frequéncia cardiaca no segundo minuto pés teste menos a
frequéncia cardiaca final; * p < 0,05 (Teste t de student ndo pareado).
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Durante o teste e o delta de recuperacéo da frequéncia cardiaca no primeiro (A
FCrecup,) e segundo minuto (A FCrecupz) pos teste, com p<0,05 [Tabela 3]. Nao houve
qualquer complicagcao percebida durante a realizacdo dos testes de campo, referente
a sintomas que pudessem interromper a realizacdo dos mesmos e interferir nos
resultados (mal-estar, sincope, dor precordial ou outros referidos espontaneamente
pelos individuos).

Ao analisarmos a distancia caminhada com a relagao cintura-quadril, observamos
que existe correlacdo negativa entre a distancia caminhada em porcentagem do
predito apenas no GF (r =-0,5; p = 0,01; correlagdo moderada) [Figura 1.B]. Podemos
observar que os individuos com menor relacdo C/Q, apresentam uma tendéncia a
caminharem mais metros, quando comparados com 0s que apresentaram uma relacao
C/Q maior no GF, o que néo apresentou uma mesma tendéncia para o GM.

Porém, quando analisamos as mesmas distancias caminhadas com o IMC dos
sujeitos, observamos que tanto o GF como o GM apresentaram correlagéo negativa
entre o IMC e distancia caminhada em metros no TCém (r=-0,5 e p=0,01;r=-0,4¢
p =0,03; Figura 2.A e 2.E, respectivamente). E adicionalmente, o GF ainda apresentou
correlacdo negativa entre o IMC e a porcentagem do predito para os metros caminhados
no TC6m (r=-0,4; p=0,03) [Figura 2.B]. Nenhuma diferenca estatistica significativa foi
encontrada para o Shuttle.
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Figura 1. Correlacao entre a distancia caminhada em metros e porcentagem do predito para
ambos os testes, nos grupos feminino e grupo masculino, e relagéo cintura-quadril (C/Q).

Dist. TC6m (m): Distancia caminhada no teste da caminhada dos seis minutos em metros; Dist. TC6m (%pred):
porcentagem do predito da distancia caminhada no TC6m; Dist. Shuttle (m): Distancia caminhada no teste
da caminhada com carga progressiva em metros; Dist. Shuttle (%pred): porcentagem do predito da distancia
caminhada no Shutlle; r: correlagdo de Pearson; p < 0,05.
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Figura 2. Correlacao entre a distancia caminhada em metros e porcentagem do predito para
ambos os testes, nos grupos feminino e grupo masculino, e indice de massa corporal (IMC).

Dist. TC6m (m): Distancia caminhada no teste da caminhada dos seis minutos em metros; Dist. TC6m (%pred):
porcentagem do predito da distadncia caminhada

no TC6m; Dist. Shuttle (m): Distancia caminhada no teste da caminhada com carga progressiva em metros; Dist.
Shuttle (%pred): porcentagem do predito da distancia caminhada no Shutlle; r: correlagéo de Pearson; p < 0,05.

Em relacdo aos resultados obtidos apds aplicacao do IPAQ, observamos que
no GF 68% dos individuos foram classificados como ativos e 32% sedentarios, ja no
GM 52% foram classificados com ativos e 48% sedentarios [Figura 3]. Desta forma
o GF possui um maior numero de individuos ativos, comparado com o GM, porém
esses dados nao prejudicaram nosso estudo, tendo em vista que o GF apesar de ser
mais ativo que o masculino, ndo obteve maior desempenho em relacdo a distancia
percorrida nos dois testes realizados.
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Figura 3. Classificacéo dos sujeitos quanto ao nivel de atividade fisica pelo questionario IPAQ.
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4 | DISCUSSAO

O TC6m €& uma forma de avaliacéo clinica realizada por meio de um esforco
submaximo, visto que os individuos escolhem a sua proépria intensidade de exercicio e
nao alcangcam a capacidade maxima, refletindo melhor a CF para as AVD’s (Morales-
Blanhir et al., 2011). Ja o Shuttle foi desenvolvido para avaliar a CF de exercicio em
pacientes com DPOC e é considerado um teste incremental maximo, pois o paciente
€ impelido a andar de acordo com velocidades crescentes padronizadas, em niveis,
com duracé&o de um minuto em cada nivel, impostas por um sinal sonoro ao redor de
um circuito de dez metros em cada sentido (Pires et al., 2007).

Quando comparado o GF com o GM, as diferencas antropométricas observadas
ja eram esperadas, no que diz respeito a altura e peso corporal. Os individuos de
ambos os grupos também foram classificados como eutréficos quando descrito o IMC,
ja esperada por se tratar de uma populagéo saudavel.

Corroborando com estudo de Rosa et al (2008) que avaliaram 24 sujeitos (17
homens) com doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), no qual os individuos tanto
do grupo masculino como feminino, caminharam uma maior distancia no TCém em
comparacdo ao Shuttle, podendo-se afirmar que o TC6m apesar de ser classificado
como teste submaximo possui uma boa aplicabilidade e facil aprendizado quando
comparado ao Shuttle.

O Shuttle é, classicamente, caracterizado como um teste incremental que assume
valores muito préximos ao maximo. No mesmo estudo Rosa et al. (2008), citado
anteriormente, os autores demonstraram que ao final dos dois testes, 0s sujeitos
atingiram maiores valores no TC6m, em comparacdao com o Shuttle, com relacédo a
FC. Esses achados corroboram com 0s nossos resultados em relacao aos valores da
FC obtidos pos teste em ambos os individuos.

Fernandes et al. (2012) em um estudo no qual avaliaram 28 estudantes (22
mulheres) entre 20 e 30 anos que realizaram o TC6m observaram que os individuos
de ambos os géneros, obtiveram um baixo desempenho comparado com a distancia
predita indicada pelas equacgdes de referéncia e a distancia percorrida. Contrariamente
a este estudo que mostra que todos os individuos obtiveram bom desempenho na
realizacédo do TC6m.

A recuperacao da frequéncia cardiaca apés uma atividade aerdbica é mediada
pela reativacdo do componente vagal e decréscimo do sistema simpéatico (Lima et
al., 2013; Almeida e Araujo, 2003). Ja esta descrito que a taxa de recuperagao da FC
parece ser um reflexo de uma recuperacédo mais rapida do drive simpatico necessario
durante o exercicio e sabe-se que um aumento da atividade vagal associado a rapida
recuperacéo da FC tem sido demonstrado com um decréscimo do risco de morte (Rosa
et al., 2008; Hull et al., 1995). No presente estudo, todos os individuos de uma forma
geral apresentaram uma boa recuperagcdao da FC em ambos os testes, sugerindo um
6timo equilibrio simpato-vagal.
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Gomes et al. (2010) em um estudo com amostra de 149 mulheres entre 30 e
49 anos, onde avaliou aptidao cardiorrespiratéria(AC) com a realizacdo do TC6m,
relacionando com a relagéo cintura/quadril(RCQ), mostraram que os individuos com
menor relacdo C/Q desenvolveram ndo s6 uma maior AC, como também uma disténcia
maior no TC6m, quando comparado com 0s que apresentaram uma relacao C/Q maior.
Em outro estudo Cavaglieri et al. (2006) avaliaram diferentes programas de exercicio,
com mulheres com excesso de peso, onde os resultados também foram similares.
Esses resultados corroboram com os do presente estudo, no qual foi observado que
os individuos com menor relagéo C/Q, apresentam uma tendéncia a caminharem mais
metros, quando comparados com 0s que apresentaram uma relagdao C/Q maior, tanto
para o TC6m(m), como para o TC6m(%pred), especialmente no GF, que apresentou
uma correlacdo negativa estatisticamente significativa (r= -0,5; p = 0,01) quando
comparado TC6m (%pred) com a relagcao C/Q(Figura 1.B).

Analisando os 50 individuos do nosso estudo foi possivel observar que aqueles
que apresentaram um maior indice de massa corporal (IMC) apresentaram uma
tendéncia a caminharam menos metros. Pires et al. (2007) em um estudo com 122
brasileiros saudaveis, ao avaliar o desempenho de individuos com diferentes IMC
durante o TC6m, mostrou que os individuos que aprestaram um IMC maior caminharam
um numero menor de metros, dos que apresentaram um IMC menor. Esses achados
corroboram com os resultados apresentados neste trabalho, tanto para o GM quanto
para o feminino. Pode—se sugerir que um maior IMC interfira na biomecéanica dos
membros inferiores do individuo, diminuindo o tamanho da passada ou seu rendimento
em relagéo a pratica da caminhada.

Ao analisar a classificacao do IPAQ observou-se que 0 GF possui um maior nUmero
de individuos ativos, comparado com o GM, porém esses dados ndo prejudicaram
nosso estudo, tendo em vista que o grupo feminino apesar de ser mais ativo que
o masculino, ndo obteve maior desempenho em relagao a distancia percorrida nos
dois testes realizados. Corroborando com estudo de Fernandes et al. (2012) onde
foi aplicado o questionario IPAQ em 28 individuos, e foi observado que 4 individuos
eram sedentérios, e 24 ativos, mostrou que a diferenca do nivel de atividade fisica
nao influéncia no desempenho. Tendo em vista que o grupo ativo ndo obteve maiores
resultados na realizagao dos testes.

A principal limitacdo do presente estudo foi a amostra, e 0 pouco tempo para a
realizacao da pesquisa, que néo nos permitiu recrutar um numero maior de individuos
para o estudo e também a escassez de estudos publicados na literatura abordando o
Shutlle e suas repercussoes fisioldgicas. Tivemos o cuidado de incluir apenas individuos
saudaveis que nao estavam envolvidos em esportes ou atividades fisicas vigorosas,
bem como a divisdo em dois grupos, masculino e feminino, em igual quantitativo.
Desta forma tornando os nossos resultados mais fidedignos. Sugerimos que novos
estudos abordando o TC6m e ISWT sejam realizados, com intuito de investigar suas
repercussdes hemodinamicas e obter resultados mais fidedignos quanto a capacidade
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funcional de individuos saudaveis, tendo em vista a importancia da avaliagcao precoce
dessa populagdo, como acdo preventiva quanto a complicacdes futuras, ja que o
sedentarismo é importante fator de risco para doencas crdnicas, em especial as
doencas cardiovasculares.

51 CONCLUSAO

Podemos concluir que tanto o Shuttle com o TC6m podem ser utilizados na
avaliacao da capacidade funcional de exercicio em individuos saudaveis, sendo eles
testes incrementais de campo, de facil aplicagcdo e baixo custo. A comparag¢ao do
Shuttle com o TC6m mostra que os dois testes assumem valores semelhantes ao seu
final, com valores de distancia caminhada, FC e sensacédo de dispneia superior no
TC6m. A implicagéo clinica das diferengas entre a utilizagdo destes dois testes, como
proposta de carga de treinamento para programas de reabilitagao mais simples, deve
ser avaliada em estudos futuros, bem como a avaliagdo mais detalhada das diferencas
metabdlicas no desempenho entre os dois.
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RESUMO: O presente estudo teve como
objetivo verificar os efeitos da intervencéo
fisioterapéutica no desenvolvimento motor
de escolares com Desordem Coordenativa
Desenvolvimental. Foram selecionadas 30
criancas de escolas publicas e privadas
de Maringa identificadas com a desordem,
com faixa etaria de 7 a 10 anos, de ambos
0s géneros, sendo excluidos do estudo
individuos que apresentaram além do DCD,
outros disturbios de natureza neuropsiquiatrica
e os deficientes visuais e mentais. Para a
identificacdo e selecdo dessas criancas foi
realizada uma triagem com pais e professores,
utilizando o questionario checklist “Movement
Assessment Battery for Children-2”, composto
de 43 questdes. Apos a aplicacdo do Checklist,
as criangas que apresentaram risco ou suspeita
do transtorno, passaram por uma avaliacao do
desempenho motor utilizando o instrumento
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“Movement Assessment Battery for Children”
(MABC-2), na sequéncia, iniciaram o tratamento
fisioterapéutico, o qual constou de 10 sessdes,
realizadas 2 vezes por semana, com duragcéao
de 50 minutos, utilizando a psicomotricidade.
Apdés os atendimentos, foi aplicado o mesmo
instrumento de avaliagdo para comparacéao
dos resultados pré e pés intervencéo. Conclui-
se, portanto que a fisioterapia foi efetiva no
tratamento das criangas identificadas com
Desordem Coordenativa Desenvolvimental.
PALAVRAS-CHAVE: fisioterapia; motricidade;
tratamento.

ABSTRACT: This study aimed to verify the
effect of physical therapy intervention in schools
engine development with Developmental
Disorder coordination. We selected 30 children
from public and private schools in Maringa
identified with the disorder, aged 7-10 years, of
both genders, being excluded from the study
subjects who had beyond the DCD, other
neuropsychiatric nature of disorders and the
disabled visual and mental. For the identification
and selection of these kids a screening was held
with parents and teachers, using the checklist
questionnaire “Movement Assessment Battery
for Children-2” composed of 43 questions. After
applying the Checklist, children who had risk or
suspected disorder, underwent an assessment
of motor performance using the tool “Movement
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Assessment Battery for Children” (MABC-2) and, as a result, began physical therapy,
which It consisted of 10 sessions, held 2 times per week, lasting 50 minutes, using
psychomotor. After the visits, the same evaluation tool for comparing the pre and post
intervention was applied.lt follows therefore that physical therapy was effective in the
treatment of children identified with Developmental Disorder coordination.
KEYWORDS: physiotherapy; traction; treatment.

11 INTRODUCAO

A coordenacado, equilibrio e esquema corporal aprimoram-se através das
experiéncias motoras e 0 desenvolvimento desses componentes da motricidade é
fundamental durante a infancia para a aquisicao da independéncia funcional e para o
desenvolvimento das diversas habilidades motoras basicas, essenciais durante toda a
vida, como andar, correr, saltar, galopar, arremessar e rebater (PAPEST E MARQUES,
2010).

A Desordem Coordenativa Desenvolvimental € derivada do termo em
inglés “Developmental Coordination Disorder (DCD)” (PELLEGRINI et al., 2008) e
constitui uma alteracdo com prevaléncia estimada em 6 % sendo a maioria meninos
em idade escolar (APA, 2010).

Segundo a American Psychiatric Association (APA, 2003) tal desordem ocorre
por um prejuizo no desenvolvimento da coordenacédo motora, sendo diagnosticada
somente quando esse prejuizo interfere nas atividades escolares e cotidianas. Sua
gravidade varia de moderada a severa, manifestando-se de forma isolada ou associada
a outras dificuldades, tais como: déficits de linguagem, leitura e escrita.

As causas da DCD ainda nao foram totalmente esclarecidas e diferentes
teorias tém sido propostas, desde o desenvolvimento anormal do cérebro, disturbio
no mecanismo sensoOrio motor (Visser, 2003), fatores genéticos, intrauterinos e
insufuciéncia de estimulos ambientais, que podem comprometer o desenvolvimento
motor resultando em habilidades com baixo rendimento (Maldonado-Duran e Glinka,
2005).

Devido aos prejuizos acarretados pela desordem, mencionados anteriormente,
salienta-se a necessidade do diagnéstico e tratamento precoce, visando proporcionar
a esta populacdo uma melhor qualidade de vida.

Dessa forma, esta pesquisa teve como objetivo verificar os efeitos que a
intervencao fisioterapéutica pode ter no desenvolvimento motor de escolares com
desordem coordenativa desenvolvimental (DCD).
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2| METODOLOGIA

O presente estudo caracterizado como quase experimental foi realizado na
Clinica Escola de Fisioterapia do Centro Universitario de Maringa apds a aprovagao do
Comité de Etica em Pesquisa do CESUMAR (CEP). Foram selecionadas 30 criancas
identificadas com DCD, com faixa etaria variando de 7 a 10 anos, sendo 15 do género
masculino e 15 do género feminino. Foram excluidos do estudo individuos que
apresentaram além do DCD, outros disturbios de natureza neuroldgica ou psiquiatrica,
além dos deficientes visuais e mentais. Para a identificacdo e selecéo dessas criangas,
foi respondido pelos pais e professores o questionario checklist “Movement Assessment
Battery for Children-2, composto de 43 questbes, envolvendo situacdes cotidianas da
performance motoradacrianca, como abotoararoupa, recortarcomtesouras, pegaruma
bola, entre outras para identificar desordens da coordenagéo motora. O desempenho
da crianca foi pontuado pelo cuidador da crianga analisando o quao eficiente a tarefa
foi executada, sendo as categorias de resposta as op¢des: “nem um pouco”(0), “um
pouco”(1) “bom” (2) e “muito bom”(3). Esta pontuagcao foi somada para fornecer um
escore total, que foi mapeado em um sistema de “Semaforo” onde os scores indicaram
se a crianga se encontrava nos parametros normais da idade esperada (zona verde)
, S€ possuia atraso ou alguns pequenos problemas de movimento que necessitam
ser monitorados (zona amarela), ou ainda um sério problema de movimento (zona
vermelha). Apés a aplicagcao do Checklist , as criangcas que se enquadraram na zona
amarela e vermelha do questionario, passaram por uma avaliagdo do desempenho
motor utilizando a versao 2 do “Movement Assessment Battery for Children” (MABC-
2), que avalia habilidades como: destreza manual, atividades de lancar e receber e
equilibrio, com escore padrao variando de 0 a 19 pontos, sendo que quanto maior a
pontuacao, melhor o resultado. Os escores relacionados a cada uma das habilidades
motoras avaliadas s&o somados para a obtencdo do escore total do teste, que por
sua vez € convertido no percentil correspondente. Escores abaixo do 5° percentil séo
indicativos de significante dificuldade motora, entre o 6° e 15° percentil representam
um possivel risco no desenvolvimento e acima do 16° percentil indicam que a crianga
€ normal em termos de desempenho motor.

As tarefas de destreza manual envolvem atividades de velocidade e precisao, as
de langar e receber compreende tarefas de exatidao no langcamento e recebimento de
objetos, enquanto o equilibrio estatico e dindmico compreende tarefas de preciséo e
concentragao.

Ao término das avaliagdes, as criangcas que apresentaram escores abaixo do
5° percentil e com percentis variando de 6° e 15° foi feito contato com os pais e
ou responsaveis e solicitada a autorizacdo para participacdo no estudo, mediante
a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido e participaram de um
programa de tratamento realizado através da psicomotricidade que constou de 10
sessoes, realizadas 2 vezes por semana, com duragdo de 50 minutos, sendo nestas
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sessoes enfocadas as necessidades individuais psicomotoras apresentadas por cada
paciente. Posteriormente, foi reaplicada a mesma escala de avaliagcéo inicial para
efeitos de comparacao dos resultados pré e pos-intervencgao fisioterapéutica e, na
sequéncia, os dados foram analisados estatisticamente através dos testes T-student
e Qui-quadrado, sendo em ambos os testes adotados como nivel de significancia 5%.

31 RESULTADOS

) . PERCENTIS
HABILIDADES AMOSTRA MINIMO MAXIMO P-VALOR
1° Quartil Mediana 3° Quartil
Des”eﬁé'v'a”“a' 30 0,1 84,0 1,0 2,0 10,8 *0,001
Destreza Manual 30 1,0 84,0 5,0 25,0 50,0
pos
La”‘?arp";éRerer 30 1,0 91,0 5,0 20,5 37,0 *0,001
Lancar e REcber 30 1,0 84,0 228 56,5 75,0
pos
Equilibrio pré 30 0,1 37,0 2.0 5,0 9,0 *<0.001
Equilibrio pos 30 2,0 75,0 16,0 37,0 50,0

Das 30 criancas que passaram pela intervencédo, 16 tinham idade entre 7-8
anos (53,4%), enquanto as demais eram de 9-10 anos (46,7%), sendo que 50%
das criancas investigadas eram do género feminino e 50% do masculino. Quanto as
variaveis motoras, ao comparar o desempenho das criangas pré e poés-tratamento,
verificou-se resultados estatisticamente significantes em todas as habilidades motoras
analisadas, conforme indica a tabela 1.
01 — Comparagéo das habilidades pré e pés tratamento.

*Diferenca estatisticamente significante p< 0,05, pelo teste Wilcoxon

Ao comparar o desempenho motor entre 0os géneros, considerando o pré e pos-
tratamento fisioterapéutico, verificou-se diferenca estatisticamente significante apenas
na habilidade de langar e receber, sendo este resultado mais favoravel nas meninas
(Tabela 02).

02- Comparacao das habilidades quanto ao género.

) i i PERCENTIS
HABILIDADES GENERO AMOSTRA MINIMO MAXIMO P-VALOR
1° Quartil Mediana 3° Quartil
Des"ezparé'v'a””a' Feminino 15 0,5 50,0 1,0 2,0 9,0 0,882
Masculino 15 0,1 84,0 1,0 1,0 16,0
Destreza Manual -
Pos Feminino 15 1,0 84,0 2,0 16,0 50,0 0,544
Masculino 15 2,0 63,0 5,0 25,0 50,0
Langar & Receber  £omining 15 5,0 91,0 16,0 25,0 50,0 *0,002

Pré
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Masculino 15 1,0 37,0 5,0 5,0 25,0

Lancar e Receber

Pos Feminino 15 5,0 84,0 16,0 50,0 75,0 0,916
Masculino 15 1,0 75,0 25,0 63,0 75,0

Equilibrio Pré Feminino 15 0,5 37,0 2,0 5,0 16,0 0,374
Masculino 15 0,1 37,0 2,0 5,0 5,0

Equilibrio Pés Feminino 15 2,0 75,0 16,0 37,0 50,0 0,785
Masculino 15 9,0 63,0 16,0 37,0 50,0

*Diferenca estatisticamente significante p<0,05, pelo teste Mann-Whitnney

Quanto ao desempenho motor, pela analise das medianas, a destreza manual,
foi a habilidade em que as criancas demonstraram maior déficit, seguida do equilibrio.

4 | DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que a intervencéao
fisioterapéutica teve efeitos satisfatérios no desempenho motor das criangcas com
Desordem Coordenativa Desenvolvimental, 0 que vai ao encontro de uma reviséo
bibliografica, realizada por Willriche et al. (2008), os quais concluiram que as
intervencdes motoras contribuem para o desenvolvimento infantil e evitam fracassos e
frustracGes em criangas que possuem atraso motor.

Um programa de intervencdo motora realizado por Silva et al. (2011) com 6
escolares com indicativo de TDC na faixa etaria de 10 anos, utilizando o MABC-2 como
critério de avaliacao e a abordagem da educacéo fisica desenvolvimentista, reforca os
resultados do presente estudo, pois revelou que a intervengcédo motora foi eficaz para a
melhora do desempenho motor das criangas com indicativo de TDC. No entanto, vale
considerar uma limitacéo no estudo, pois a amostra investigada por esses autores foi
bastante reduzida, com apenas 6 individuos.

Outra pesquisa que reforca os resultados positivos da intervencdo motora e
corrobora com os achados evidenciados no estudo atual, foi realizada por Braga et al.
(2009), utilizando a bateria de testes TGMD-2, em 60 escolares de ambos 0s géneros,
com faixa etaria de 6 e 7 anos, através de um programa de intervencao de 24 sessoes.

No referente a habilidade motora em que as criancgas obtiveram pior desempenho,
verificou-se pior performance na execugao de tarefas relacionadas a destreza manual,
0 que esta em conformidade com os resultados obtidos por Pellegrini et al. (2008) o
qual em seu estudo obteve também resultados menos favoraveis nas habilidades de
destreza manual.

Por outro lado Silva (2009), ao avaliar 406 escolares de ambos 0s sexos,
utilizando também o mesmo método de avaliacdo, em uma escola municipal de Séao
José contradiz 0os nossos resultados, uma vez que estes revelaram que a destreza
manual foi a habilidade em que as criancas apresentaram melhor desempenho.
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No entanto, variacdes de resultados podem ocorrer, visto que ndo existe um
consenso estabelecido na literatura de qual seja a habilidade que criangas com
atrasos motores apresentam maior dificuldade ou um maior dominio, pois existem
varios fatores como diferengas étnicas e culturais que interferem nos habitos de vida
dessas criancas, 0 que ajuda a explicar os resultados distintos nas discussoes.

O pior desempenho motor do sexo masculino na amostra investigada, vai ao
encontro da literatura, pois relata que a DCD é trés ou quatro vezes mais frequente
em meninos do que em meninas (Maldonado-Duran e Glinka, 2005) porém né&o foram
encontradas validagdes que argumentem esse predominio, existindo apenas estudos
gue apontam ser mais comum a ocorréncia do transtorno em criangas nascidas de baixo
peso e prematuras, sendo que 0s meninos nascidos nestas condicées apresentam
maiores riscos de danos neuroldgicos, o que talvez seja uma possivel explicacao para
a maior prevaléncia desta desordem em criangas do sexo masculino.

Vale ressaltar que o meio ambiente e o estilo de vida afetam de modo
significativo o desenvolvimento global do individuo. Dessa forma, devido ao fato do
aumento da violéncia, as criancas normalmente ficam mais confinadas dentro de casa,
exploram pouco as habilidades motoras grossas em seus momentos de brincadeiras
e exploram mais habilidades digitais devido ao estimulo desencadeado por jogos
eletrénicos (ASSIS MARTINS & OLIVEIRA, 2008).

Diante disso, considera-se que essas criangas sejam estimuladas por meio de
atividades escolares e domiciliares, para que tenham autossuficiéncia na execucgéao
das atividades que lhe forem propostas, proporcionando através dessa estimulagéao
plenitude e o bem-estar dessas criangcas ao desempenharem suas tarefas diarias ou
escolares.

Os estudos abrangendo a identificacdo da DCD ainda sédo escassos no Brasil,
algumas publicagbes nacionais estao surgindo, divulgando este assunto que afeta um
percentual relevante do publico infantil (PELLEGRINI et al., 2008).

Desse modo ressaltamos a necessidade de novas pesquisas voltadas a esse
assunto, para que assim criangcas que sofram dessa desordem sejam reconhecidas
e estimuladas precocemente, potencializando suas habilidades no desempenho das
suas atividades diarias e de a&mbito escolar.

Sugere-se que outros estudos sejam realizados, levando em consideracao o estilo
de vida e as experiéncias motoras desses individuos, para que possa ser investigado
se estes aspectos estdo interferindo ou até mesmo agravando o desempenho motor
dessas criancgas.

51 CONCLUSAO

Através desta pesquisa, constatou-se que o programa de intervengao motora foi

As Ciéncias Biologicas e da Saude e seus Parametros 2 Capitulo 16 157



efetivo para a melhora do desempenho motor das criangas com DCD, influenciando
positivamente nas habilidades de destreza manual, lancar e receber e equilibrio.

No entanto, esses resultados ndo podem ser generalizados em virtude da
amostra reduzida e da exiguidade de trabalhos que abordam os efeitos da intervencao
psicomotora nos déficits motores apresentados nos individuos com DCD. Assim,
salienta-se a necessidade de novas pesquisas com maior numero de participantes,
com intuito de favorecer a elaboracao de estratégias de intervencéo mais efetivas para
a respectiva desordem.
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CAPITULO 17

O MICROAGULHAMENTO ASSOCIADO AO PEELING QUIMICO
NO TRATAMENTO DE ESTRIAS CORPORAIS
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RESUMO: O presente estudo tem por objetivo
verificar os efeitos do tratamento de estrias
a partir da terapia de inducdo de colageno
com a associacdo do peeling quimico. Foram
selecionados seis pacientes, do sexo feminino,
raca branca, com idade entre 18 a 30 anos
que apresentem diagnostico de estrias. Foram
realizadas duas sessOes de microagulhamento
associado ao peeling quimico. Inicialmente foi
realizado o registro fotografico padronizado,
assim como uma escala de satisfacdo pessoal
para determinar o quanto a alteracéo estética
interfere na vida do individuo. Iniciou-se a
sessdo com anestesia tdpica por um periodo
de 30 minutos, seguida de assepsia da pele
com clorexidine a 2%, tratamento com o
microagulhamento por toda a &rea estriada,
limpeza com soro fisioloégico e aplicagdo do
acido conjugado mandélico (Tulipia), que foi
mantido na pele por 08 horas. Os resultados
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foram comparados com os obtidos antes
do inicio do tratamento, demonstraram uma
melhora na coloragao da pele e na quantidade
de estrias (50%), muita melhora na espessura
das estrias (44%) e no aspecto geral da pele
(89%), no item tamanho das estrias o resultado
de melhora foi de 33,33%. Pode-se concluir
que o microagulhamento associado ao peeling
quimico foi eficaz para diminuir a quantidade
e espessura das estrias e na melhorar da
coloracao e aspecto geral da pele. Conclui-se
que o microagulhamento é um recurso eficiente
no tratamento de estrias corporais, no entanto
depende de mais estudos com maior quantidade
de pacientes para uma resposta mais conclusiva
sobre os resultados alcancados.
PALAVRAS-CHAVE: Dermatofuncional;
Fisioterapia; Pele; Terapéutica de inducéo de
colageno.

ABSTRACT: The present study has the
objective to verify the effects of strech marks
treatment from collagen induction therapy with
the association of chemical peeling. Six patients
were selected, of the female gender, white race,
aged between 18 and 30 years who presents
diagnosis of stretch marks. Were performed
two sessions of microneedling associated with
chemical peeling. Initially was accomplished a
standerdized photographic record, as well as
a scale of personal satisfaction to determine
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how much the esthetic alteration interferes in the life of the individual. The session
started with topical anesthetic for a period of 30 minutes, , followed by skin asepsis
with chlorhexidine at 2%, treatment with the microneedling throughout the all the
stretched mark area, cleaning of the area was made with saline solution and with an
application of mandelic conjugate acid (Tulipia), which was maintained on the skin for 8
hours. The results were compared with those obtained before the start of the treatment,
demonstrating an improvement on the colouration of the skin and on the quantity of
stretch marks (50%), agreat improvement on the thickness of the stretch marks (44%)
and in the general aspect of the skin (39%), on the item the size of the stretch marks
the results of improvement was of 33.33%. Can be concluded that microneedling
associated with chemical peeling was effective in the decrease of the amount and the
thickness of the stretch marks and in the improvement of the clouration and overall
appearance of the skin. Concluides that microneedling is an efficient resource in the
treatment of body stretch marks, however it depends on more studies with a bigger
quantity of paticients for a more conclusive answer on the results achieved.
KEYWORDS: Dermato-functional; Physiotherapy; Skin; Collagen induction therapy.

11 INTRODUCAO

A pele é o maior érgéo do corpo humano e uma estrutura que esta em constante
contato com o0 meio externo, ela representa 12% do peso seco corporal. Em trés
centimetros de diametro, a pele apresenta mais de trés milhdes de células, estando
entre elas as glandulas sudoriparas, terminagbes nervosas, vasos sanguineos e
receptores sensoriais (GUIRRO e GUIRRO, 2002).

A diviséo da pele é realizada a partir de duas camadas, sendo elas a epiderme
que é a camada superficial composta de células intimamente unidas, e a derme,
camada mais profunda composta de tecido conjuntivo denso e irregular. A epiderme é
constituida por um epitélio estratificado e queratinizado composto por cinco camadas:
camada germinativa, camada espinhosa, camada granulosa, camada lucida e a
camada cérnea, que é a mais superficial (RIBEIRO, 2010).

De acordo com Matos (2014), algumas lesbes podem ocorrer na camada
dérmica, sendo uma delas a estria, lesdo oriunda do rompimento das fibras colagenas
e de elastina. Quando no estado recente a sua ruptura, as estrias apresentam
uma coloragdo avermelhada por ainda estarem no processo inflamatério, sendo a
intervencéo estética mais facil nessa fase pelo fato das fibras estarem tentando se
reorganizar. Passado um tempo apés a sua ruptura, as estrias adquirem uma coloracéao
branco-nacaradas pela formacao de cicatrizes atroficas que representam uma sequela
no processo cicatricial, com perda de melandcitos e comprometimento da circulacéo
local.

A terapia de inducdo de colageno (TIC) é um tratamento eficaz que vem
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sendo utilizado desde 1995 para melhora de cicatrizes e rugas a partir da geragéo
de micropunturas que atingem a derme e desencadeiam um sangramento com um
estimulo inflamatorio que resultard na producao de colageno. Essa ruptura do coladgeno
subepidérmico ir4 causar a substituicdo de novas fibras de coldgeno e elastina,
melhorando o aspecto da pele (LIMA et al., 2013).

Fabroccini et al. (2009), acreditam que a TIC provoque a remog¢ao do colageno
danificado e induza a producdo de mais colageno logo abaixo da epiderme, sendo
esse procedimento realizado sob anestesia topica, rolando o aparelho sobre a pele
para frente e para tras, com a mesma pressao, em varias direcdes, para que se
obtenha uma distribuicdo uniforme dos furos. A epiderme € perfurada pela trajetéria
gue as agulhas de aproximadamente 1,5 a 2 milimetros realizam na pele, ocasionando
a separacgao das células, enganando o corpo com a simulacédo de uma lesao para que
inicie o processo de inflamag¢éo que culminara na cicatrizagdo e na produ¢céo do novo
colageno.

A cicatrizacdo po6s microagulhamento é composta por trés fases: inflamacgao,
formacédo do tecido de granulacdo e remodelamento da matriz. Na primeira fase
ocorre a vasoconstricao seguida por vasodilatacao que sera responsavel pelo eritema,
ocorrendo a ativagcdo dos neutrofilos, fibroblastos, linfocitos e granulécitos com
estimulo de mediadores inflamatérios, preparando o local para formacao do tecido de
granulacdo. A segunda fase € composta pela reparacdo dos tecidos lesados e formacgéo
de novos capilares e substituicdo dos neutrofilos por monécitos que estimulam o fator
de crescimento dos fibroblastos e induz a producéo de colageno, que inicialmente
€ do tipo lll. Ja& na Ultima fase, fibroblastos e queratindcitos produzem enzimas que
determinam a arquitetura da matriz celular, resultando na cicatrizacdo e maturacao do
colageno de tipo lll para o tipo | que € mais duradouro (CACHAFEIRO, 2015).

O peeling é um processo quimico usado no tratamento para estrias, onde os
processos de renovacao celular sdo acelerados, causando mudanca na pele por
meio de alguns mecanismos que irdo realizar a remog¢do das células danificadas
atingindo camadas especificas, realizando a inducéo dos processos inflamatorios
até a necrose celular, estimulando a producdo de colageno (BORELLI, 2007).

Segundo Rotta (2008), o peeling quimico consiste na aplicacéo de agentes que
irdo provocar a destruicdo controlada de partes da epiderme ou derme, seguindo uma
forma acelerada de esfoliagdo capaz de provocar uma maior formacéo de tecido novo.

Sabe-se também, que o peeling pode ser classificado de acordo com a
profundidade que ir4 atingir na pele, podendo ser dividido em superficiais, médios e
profundos, sendo capaz de ter efeitos totalmente diversos com os mesmos agentes
(BORELLI, 2007).

Segundo Velasco et al. (2004), o peeling superficial € geralmente epidérmico e
nao apresenta complicacdes ao paciente, pode ser utilizado em todos os tipos de pele
e em qualquer area do corpo. O peeling médio tem acédo na derme papilar e o peeling
profundo tem agdo na derme reticular. E permitido ao fisioterapeuta realizar apenas o
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peeling superficial.

Sendo a estria uma alteragcé@o na pele decorrente de um processo de estiramento
e rompimento da derme reticular, sera que a terapia de inducdo de colageno (TIC)
associada ao peeling quimico é realmente capaz de melhorar o aspecto macroscopico
da estria?Parte superior do formulario

Parte inferior do formulario

Parte superior do formulario

Parte inferior do formulario

O presente estudo tem por objetivo verificar os efeitos do tratamento de estrias a
partir da terapia de inducéo de colageno com a associagcao do peeling quimico.

2| DESENVOLVIMENTO

O presente estudo foi conduzido de Agosto de 2016 a Setembro de 2017 no
Centro Universitario Cesumar (UNICESUMAR), na clinica escola de fisioterapia
dermatofuncional desta instituicdo, apds ter sido encaminhado para a plataforma Brasil
e aprovado pelo comité de ética em pesquisas envolvendo seres humanos.

Foram selecionados seis pacientes, do sexo feminino, raga branca, com idade
entre 18 a 30 anos que apresentaram diagnostico de estrias. As estrias tratadas
estavam tanto em seu estagio inicial (rosadas) quanto mais desenvolvidas (brancas
ou nacaradas). Foram realizadas duas sessbes de microagulhamento associado ao
peeling quimico. Os critérios de excluséo estao listados na tabela 01.

Tabela | — Critérios de exclusédo

- Formas raras e severas de cicatrizes queloidianas
- Diabetes

- Doenca neuromuscular

- Distarbio hemorragico

- Doenca vascular do colageno

- Corticoterapia aguda ou crénica

- Terapéutica aguda ou crénica com anticoagulante
- Presenca de céanceres de pele

- Verrugas

- Ceratose solar

- Infeccdo cutanea

- Gravidez

Tabela 01: Critérios de exclusdo para a realizacao do estudo.

Depois de realizada a selecdo das pacientes, as mesmas foram esclarecidas
sobre todos os detalhes do estudo e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE).




As pacientes foram inicialmente avaliadas através do registro fotografico
padronizado, respeitando a mesma distancia e luminosidade. As fotos foram sempre
realizadas no mesmo local, com cor de fundo azul, utilizando a mesma camera digital e
um avaliador independente, que nao participou do tratamento e analise dos resultados.

Uma escala de satisfacdo pessoal foi aplicada para determinar 0 quanto a
alteracéo estética interfere na vida do individuo. A escala € composta por uma linha
reta, numerada de 0 a 10, onde o0 zero representa nenhuma satisfacédo e o numero 10
representa o maximo de satisfacéo.

Durante a primeira sessao, cada paciente foi preparada de forma semelhante a
um procedimento cirdrgico: a pele do local a ser tratado foi lavada com um sabonete
pré-peeling, desinfetada com clorexidine a 2%, em seguida o anestésico dermomax foi
aplicado uniformemente sobre a pele, deixando agir por 30 minutos. Cada paciente foi
tratada com um cilindro rolante, equipado com 560 agulhas em oito fileiras. As agulhas
usadas possuem 1,5 mm de comprimento e 0,25 mm de didmetro. O rolamento foi
realizado com movimentos em quatro diregOes: verticalmente, horizontalmente,
diagonalmente para a direita e para a esquerda, garantindo um padrao de perfuracoes
uniforme. Durante o procedimento, ocorreu um leve sangramento, que foi removido da
superficie da pele com solugao salina estéril.

Apdés o término do microagulhamento e limpeza da pele, foi aplicado o peeling
quimico conjugado mandélico (Tulipia). As pacientes foram orientadas a permanecerem
com o composto acido no corpo durante 08 horas, sem exposicao a luz solar.

A segunda sessdo do tratamento foi realizada quatro semanas depois da
primeira. Antes da segunda intervencéo, novas fotografias digitais de cada paciente
foram obtidas, mantendo-se idénticas as configuracbes da camera, iluminacéo e
posicionamento dos pacientes. Essas fotografias serdao arquivadas e comparadas com
as obtidas antes do primeiro tratamento.

A Ultima avaliagdo foi conduzida quatro semanas ap6s o segundo tratamento.
Novas fotografias foram tiradas e os pacientes serdo questionados através da escala
de satisfacdo pessoal. Os resultados serao comparados com os obtidos antes do inicio
do tratamento.

As fotografias foram submetidas a analise cega, que conta com a ajuda de trés
professores do curso de fisioterapia do Centro Universitario Cesumar (UNICESUMAR),
independente de sua especialidade. Na avaliagdo, utilizou-se a Escala de Melhora
Estética Global — Global Aesthetic Improvement Scale (GAIS), conforme a tabela 02.
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Tabela Il — Escala de Melhora Estética Global (GAIS)

Classificacao Descricao

Muito melhor Resultado cosmético 6timo para TIC nesse paciente

Bem melhor Melhora acentuada na aparéncia desde a condicao inicial, mas
nao totalmente 6tima para esse paciente

Melhor Melhora ébvia na aparéncia desde a condic¢éo inicial, mas o
retratamento € indicado

Sem alteracéo Aparéncia essencialmente igual a condicao inicial

Pior Aparéncia pior que a condicao inicial

Tabela 02: Escala de melhora estética global (GAIS)

Apoés a avaliacéo das imagens no estagio final do tratamento das pacientes, os
resultados foram analisados estatisticamente e tabulados para verificar sua significancia
estatistica. Os resultados foram expressos em forma de graficos e tabelas.

31 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com a presente pesquisa, pode-se notar o resultado apdés duas
sessdes de microagulhamento em seis pacientes com estrias nacaradas ou violaceas,
tendo resultados no tamanho, espessura, quantidade e coloracao das estrias, assim
como na coloragao e aspecto geral da pele.

As fotos de cada paciente foram analisadas por trés professoras e os resultados
foram expressos em porcentagem de acordo com a andlise realizada pelas
mesmas. Durante o tratamento, as pacientes n&o apresentaram complicagbes como
hiperpigmentacao e infecgao.

Houve uma melhora na coloragao da pele e na quantidade de estrias de 50%, em
contrapartida tiveram como resultado de muita melhora na espessura das estrias de
44% e no aspecto geral da pele de 39%. Ja no tamanho das estrias o resultado ficou
empatado em 33,33% na melhora, muita melhora e pouca melhora. Como resultado
geral obteve-se muita melhora em 33%, melhora de 40% sobressaindo sobre muita
melhora e pouca melhora de 27%, demonstrando que o trabalho obteve resultados
significativos na melhora das estrias, assim como demonstrado na tabela 1.
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Paciente 1- Apresentou muita melhora nos quesitos espessura das estrias, coloracdo da pele e
aspecto geral da pele (67%) pouca melhora no tamanho das estrias (67%).

Paciente 2- Apresentou melhora na quantidade de estrias, tamanho das estrias, coloracdo da
pele e aspecto geral da pele (100%), na espessura das estrias houve melhora (67%).

Atécnica de inducéo de colageno utilizando o microagulhamento, de acordo com
Lima et al., (2013) é eficaz e possui vantagens como permitir o estimulo do colageno
sem remover a epiderme, tempo de cicatrizacdo mais curto e pode ser indicado a
todas as cores de pele, assim como as utilizadas nesse estudo, sendo utilizadas pele
branca e morena. Classifica que a injuria provocada por uma agulha de 1,5mm é uma
injuria moderada e indicada para rejuvenescimento da pele, apresentando assim uma
boa resposta terapéutica.

O microagulhamento pode ter o seu efeito intensificado ainda mais pela
utilizacao de acidos, segundo Borges (2006) o termo peeling em inglés (to peel) significa
descamar, produzindo uma renovacéo celular da epiderme, tendo um procedimento
mais penetrante. Corroborando com o presente estudo que utilizou o microagulhamento
associado peeling quimico conjugado mandélico (Tulipia), intensificando assim a

renovacao celular.
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De acordo com Lange, Costa e Bueno (2013), a associagéo do microagulhamento
com fatores de crescimento nas estrias atroficas obtiveram um resultado positivo
depois de realizadas nove sessdes, mostrando-se eficaz também na melhora da pele.
Os autores verificaram a técnica de inducao de colageno associada ao Oleo rosa de
mosqueta nas estrias, uma vez que esse 6leo possui propriedades regenerativas e
cicatrizantes. ApOs seis sessodes, observaram que a utilizacéo do 6leo junto a técnica
promoveu melhora consideravel no aspecto da pele.

Aust, Knobloch e Vogot (2010), utilizaram vinte e duas mulheres para o tratamento
de inducéo de colageno utilizando a técnica isolada de indugdo de colageno em estrias.
Obteve como resultados uma melhora da neovascularizagdo e na aparéncia geral
da pele, considerando a técnica como sendo promissora. Concordando assim com o
presente estudo que demonstrou uma melhora geral de 50% na coloracéo da pele.

Os resultados obtidos com o presente estudo demonstraram uma diminui¢cao
na espessura das estrias grossas, mas nao seu desaparecimento e um resultado mais
satisfatorio em estrias finas, melhorando também o aspecto geral da pele. Concordando
com os achados, Luz (2014), relata que estrias mais grossas tratadas com a indugéao
de coldgeno ndao somem totalmente, mas reduzem consideravelmente de tamanho,
ja as estrias mais finais demonstram um resultado mais satisfatério por reduzirem em
quantidade e melhorarem o aspecto da pele em geral.

Os resultados encontrados demonstram melhora na éarea estriada sendo
perceptivel aos pacientes, que relataram a partir da escala de satisfacédo de 1 a 10
onde as maiorias das pacientes relataram estarem satisfeitas com o tratamento depois
de realizadas duas sessées. Concordando com os achados, Bandeira de Mello (2014),
em estudo com 10 sessdes de microgalvanopunturado e microagulhamento, relataram
que todas as pacientes apresentaram satisfacdo em relacao ao tratamento observando
alteracéo visual do aspecto da pele.

Apesar de o autor (BANDEIRA DE MELLO, 2014) ter utilizado técnicas
diferentes como quantidade de sessGes maiores e somente 0 microagulhamento
sem a associacao de acido ou associado a outros tipos de componentes, 0s mesmo
demonstraram resultados semelhantes com o presente estudo, onde a maioria obteve
melhora do aspecto geral da pele e melhora na espessura das estrias, demonstrando
gue o microagulhamento é um tratamento eficaz para estrias nacaradas e rosadas.
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Porcentagem geral

Kelhora
o7, Multa mealhora
& Pouca melhora
40 # Nenhuma melhora

335

Grafico |- Porcentagem geral nos aspectos quantidade, tamanho e espessura das estrias, assim como
na coloracao e aspecto geral da pele apds realizadas duas sessbes com microagulamento associado ao
peeling quimico.

N° DA QUESTAO Melhora Muita melhora | Pouca melhora  Nenhuma melhora
Que_stao 1- Quantidade de 50% 209, 28% 0
estrias

Questao 2- Tamanho das | 53 330, 33 339, 33,33% 0
estrias

ngstao 3- Espessura das 8% 44% 28% 0
estrias

Questao 4- Coloracao da 50% 8% 29, 0
pele

Questao 5- Aspecto geral 399% 39% 599, 0
da pele

RESULTADO GERAL 40% 33% 27% 0

Tabela |- Porcentagem dos resultados em relacéo a avaliacdo das estrias considerando todas
as pacientes tratadas.

41 CONCLUSAO

Com o presente estudo de caso pode-se evidenciar que o microagulhamento,
considerado uma técnica nova e promissora na area de tratamentos estéticos,
apresentou um bom resultado quando utilizado no tratamento de estrias corporais
associado ao uso de peeling quimico.

Com os resultados evidenciados a partir da finalizacdo do tratamento com as
pacientes, pode-se concluir que o microagulhamento associado ao peeling quimico
foi eficaz para diminuir a quantidade e espessura das estrias assim como também foi
eficaz na melhora da coloracéo e aspecto geral da pele. Ja para o tamanho das estrias
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o resultado nao foi muito eficaz, necessitando de um maior niumero de sessdes para
um resultado mais satisfatoério.

Nota-se que o microagulhamento é um tratamento eficaz que depende de mais
estudos com maior quantidade de pacientes para uma resposta mais conclusiva sobre
os resultados alcancados.
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