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APRESENTACAO

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

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

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

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

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

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

Christiane Trevisan Slivinski
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CAPITULO 1

A SOS BOX PATTERN FOR LEPTOSPIRA SPP.

Livia de Moraes Bomediano
Centro de Engenharia, Modelagem e Ciéncias
Sociais Aplicadas — UFABC

Santo André — SP

Renata Maria Augusto da Costa

Centro de Ciencias Naturais e Humanas — UFABC
Santo André — SP

Ana Carolina Quirino Simoes

Centro de Engenharia, Modelagem e Ciéncias
Sociais Aplicadas — UFABC

Santo André — SP

ABSTRACT: Leptospirosis is an important
zoonosis classified as a neglected tropical
disease, responsible for serious public health
problems resulting in costs to the economy. The
disease is caused by pathogenic bacteria of
the Leptospira genus which comprehends both
pathogenic species and saprophytic ones. The
SOS response is a bacteria defense mechanism
against DNA damage caused by ultraviolet
radiation, high concentrations of O, and Fe
inside the cell and antibiotics. This system is
well studied in Escherichia coliwhere more than
40 genes, including recA, dinP, uvrA and recN
genes, were found to be involved in this kind
of response and regulated by lexA and recA
regulators. In Leptospira spp this response is
not well characterized, especially regarding the
saprophytic species. This study characterized

Impactos das Tecnologias nas Ciéncias Biologicas e da Saude 3

a SOS box motif in three leptospira species
using genes regulated by lexA previously
studied in Leptospira interrogans with ChIP-Seq
experiment (chromosome immunoprecipitation
sequencing
culture of

coupled with massive parallel

experiment) when exponential
bacteria were irradiated (IR) or not (NI) to a
UV-C germicidal lamp (254nm), to a dose known
to kill 50 - 60\% of cells. MEME generated the
SOS box motif that was subsequently used
within MAST to search for this pattern in the
genomes of Leptospira borgpetersenii serovar
serovar bovis, Leptospira interrogans serovar
Copenhageni Fiocruz and Leptospira biflexa
serovar Patoc Patoc Ames 1. The SOS box
motif retrieved genes known to be regulated
by lexA, therefore indicating that the SOS box
identified can be used to identified other genes
involved in the SOS response.

KEYWORDS: SOS

Leptospira spp.

genomics, response,

11 INTRODUCTION

Considered as an emerging zoonotic
disease, leptospirosis is caused by pathogenic
bacteria of the genus Leptospira. It is an
endemic disease throughout the world with the
highest incidence in tropical regions where the
climate, hot and humid, is ideal for the survival
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and reproduction of leptospira bacteria (Haake, 2015). The disease is maintained in
nature by chronic infection in renal tubules of animal hosts, also called reservoirs or
maintenance hosts.

The leptospiral major reservoirs are small mammals and rodents. These can be
infected by the bacteria still in the growth phase and expelling leptospires in their urine
for life (Haake, 2015). The leptospirosis infection involves a complex pathogen-host
relationship. The host activates its immunological response while the pathogen uses
its virulence factors to overcome the challenge of the immune defense of the host in an
attempt to colonize the tissue. The pathogen interaction with the host in leptospirosis is
not well known and there is no explanation for the development gap and aggressiveness
of the disease in some patients while others are completely asymptomatic. It is very
important to study the many forms that these bacteria can defense itself from the stress
agents that can lead them to cell death.

The bacteria in general have a defense mechanism to DNA damage and injury
called SOS response. A variety of stress agents can activate such response, for
example, ultraviolet radiation, high oxygen and iron concentrations inside the cell,
antibiotics, among others. The DNA lesion lead to blockage of the replication fork,
since the DNA polymerase is unable to handle this kind of damage (Friedberg, 2006).
The SOS response aims to start DNA replication before the cell dies. It has been well
studied Escherichia coli and 40 genes were found to be involved in this response
(Courcelle, 2001).

The expression of these genes is regulated by the lexA repressor and the
recombinase recA. In Escherichia coli, genes regulated by the lexA are involved with the
inhibition of cell division, translesion synthesis and excision repair. The lexA repressor
is bound to the promoter region, also called SOS box region of the genes that belongs
to the system, repressing the transcription of these genes. In a situation of stress which
causes DNA damage, blockage of replication fork leads to the formation of single
stranded DNA (ssDNA). The recombinase recA then links itself up with these single
stranded DNA, changing its conformation to the active state. This new conformation
of the recombinase recA, activated, binds to the lexA repressor leading to its auto
cleavage, releasing the SOS box region and allowing transcription of the genes that
composes the system.

After the repair of DNA damage, recA levels in their active conformation fall and
it sets lexA free to repress again the genes and the system returns to its non-induced
state. The activation of the SOS system leads to the freezing of the cell cycle for the
translesion synthesis and repair of DNA lesion to occur. These events can increase the
number of mutations, gene rearrangements and activation of virulence genes and its
very important to be studied in pathogenic and saprophytic organisms.

Impactos das Tecnologias nas Ciéncias Biologicas e da Saude 3 Capitulo 1




2| MATERIALS AND METHODS

Selection of genomic regions of the training set to MEME — A previous work
from our group (Fonseca, 2015). found which genes are regulated by lexA in Leptospira
interrogans serovar Copenhageni Fiocruz L1-130 by ChIP-Seq (chromosome
immunoprecipitation coupled with massive parallel sequencing experiment) when
exponential culture of bacteria were irradiated (IR) or not (NI) to a UV-C germicidal
lamp (254nm), to a dose known to kill 50 - 60% of cells (5 J.m?). The cross-linked
lysates preparation and immunoprecipitation were performed as described by Lins
and Grossman (Alseth, 2006) and immunoprecipitation were performed with anti-
LexA1 mouse serum (Fonseca, 2015). Sequencing was performed in a HiSeq 2500
(Hlumina) platform. The peak-calling tool from CisGenome (Hedge, 2010) was used to
define enriched regions in each immunoprecipitated sample, using the total sample as
background control. Only regions with fold enrichment of at least 2-fold, present in both
immunoprecipitated samples and absent from total samples were selected. The most
enriched binding sites for lexA were selected to continue the investigation of the SOS
box. These sequences were used as a training set to the MEME Suite (Bailey, 2015) to
identify a consensus SOS motif.

Identification of the SOS box in Leptospiragenomes — FASTA sequences from
these genes were submitted to the software and the resulting matrix with the SOS box
pattern was submitted to the MAST (Bailey, 2015) software to find homologous pattern
in genes of the other three species of leptospira, i.e., Leptospira biflexa serovar Patoc
Patoc 1 Ames, Leptospira biflexa serovar Patoc strain ‘Patoc 1 (Paris)’, Leptospira
interrogans serovar Lai str. 56601, Leptospira interrogans serovar Copenhageni str.
Fiocruz L1-130 and Leptospira borgpetersenii serovar hardjo bovis.

31 RESULTS

The strategy to define SOS box from Leptospira interrogans revealed one motif
considered for further studies, shown in Figure 1. This motif had the best score and
p-value which is a measure of significance of a data set used to evaluated how significant
is that data in compare to other results. The lower the p-value, the more significant is
the data. In this case, the motif shown in figure 1 had the lowest p-value and was
chosen as a model for the search in the other species aside Leptospira interrogans.

Figure 2 shows how conserved is the SOS box motif in all the species studied
for the main genes of the system which are the two regulators lexA and recA and recN
and dinP genes, involved with the DNA repair. It also shows that there is the same
number of spacers between the most conserved parts of the box. For example, from
the first cytosine (blue) to the adenine (red), number seven of the moitif, there is a great
degeneration (spacers) in these nucleotides in all studied genes.
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Figure 1: The best SOS box pattern found in the analysis. In the x axis is the position of the
bases in the motif and in the y axis is the number of bits, representing the logo (graphical

representation of the sequence conservation of nucleotides) during the scan for the consensus
motif by MEME.

-

Name Strand
recACopenhageni - TAAAATATAT CTAACTATTTSTATAC CAAARATTTG
lexAdmes + CGCCCATTTC CTATTTATCTGTTTAG TATGAAAGAC
lexAHardjo - CATTTATTCA CTACTAAGTTGTTTAG TATGAAAGAT
lexACopenhageni + CATCTATTCA CTACTAAGTTGTTTAG TATGAAAGAC
recAHardjo . TAAAATATAT GTAATTATTTGTATAC CAAAAATTTG
rechbiflexadmes - TACAAGTAGT CAATAAARATTTTTTAG AAAACTTAAR
rechNCopenhageni + ARARATGATT CCAATCATTTCSTATAC CAATTAAATA
dinPFiocruz i TTGAARAAGA CATTACARATGTTTAG CTATTTATARA
racibiflaxaieas & TAARAAAATA CTATACAAGTACTTAC ATTTTGTTTA
uviAbiflexaAmes - TATCGTGTTT CGAATTCTTTTTTTAC TTCTTTTTTT

Figure 2: The SOS box found present in the main genes studied in Leptospira species with
conserved regions alongside their promoter region.

Another important result is presented in figure 3. It shows the position of the motif
found in each studied gene in the studied species. The recA, recN and lexA SOS boxes
are well conserved in the studied species.

Gene
recABiflexa
recAHardjo
recACopen
recNBiflexa
recNCopen
lexABiflexa
lexACopen
lexAHardjo

Figure 3: Position of the SOS box pattern in the genome for the studied species for the main
genes of the SOS system. The horizontal line represents the genome length and the circled
areas show the conservation of the position of the pattern for each gene among the species.

The homologous pattern found for SOS box in the studied genomes through
MAST software are shown in Figure 4. The horizontal line represents the entire length
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of the genome of the bacteria. The black blocks represent the positions where the
software found the studied SOS box homologue. Each black block has a p-value that
corroborate with each position. The start and end positions of the pattern in the genome
is also shown alongside with length of the genomes.

Leptospira biflexa (Ames)

I+“" 1 1 I T W T | 1 1 [T 1] [T 1 (| Ll 1 w1

L L R L R S DL S B R |
0 360000 720000 1080000 1440000 1800000 2160000 2520000 2880000 3240000 36000
Leptospira biflexa (Paris)
I+l||l 1 1 Luoe e | I - 1 1 1 1l L e 1 Lin Ll n | N |
L e e . ) R N L N |
0 358000 716000 1074000 1432000 1790000 2148000 2506000 2864000 3222000 358000

Leptospira interrogans (fiocruz)

I+III n | B 1L L1 i o 1 ) I | n 1 | . ] L | - 1 L I -]

. e e e O e R B N |
0 426000 852000 1278000 1704000 2130000 2556000 2982000 3408000 3834000 426000
Leptospira interrogans (lai)

I+||l [T | (| L LT T T | n L ] e 1 [ W] [N T T T

DL N L L B UL R DAL AR DL AL L L B LR LI UL AL N TN S BT L R T |
0 432000 864000 1296000 1728000 2160000 2592000 3024000 3456000 3888000 432000

Figure 4: Homologous pattern found for SOS box in the studied genomes through MAST
software.

4 | DISCUSSION

The motif found by MEME software with the best p-value based on the list of the
genes regulated by lexA in Leptospira interrogans is CTAAGAAGAATTAG. Figure 2
shows the promoter region of the main genes (lexA, recA, recN and dinP) of the SOS
system for the studied species. There are conserved nucleotides alongside the promoter,
as well as conserved spacers between these nucleotides. This is an important result
because it confirms the presence of the pattern in the Leptospira studied genomes.

For lexA and recN genes the SOS box position in different species remained
conserved. The analysis revealed a downstream position for the motif for lexA, recN,
uvrA and dinP genes and an upstream position for recA gene. The position of the
motif found among species also appear, in general, very similar and it infers that this
region remained conserved and that there was no significant breaks or insertions in the
Leptospira species studied, which could alter the regulation of transcription of these
genes in lexA.

Saprophytic bacteria showed a similar distribution of the studied SOS box pattern
and it was found 44 locations (figure 4) where the same pattern appears. As for
pathogenic bacteria, the distribution of the pattern is different in some positions, but it
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has the same number of positions where the pattern appears in a total of 47 (figure 4).
These positions with the motif, as well as their p-values were well annotated and stored
for future reference.

51 CONCLUSION

The computational analysis and experimental validations performed so far
confirm the existence of a SOS box pattern between these three species of the genus
Leptospira: Leptospira borgpetersenii serovar serovar bovis, Leptospira interrogans
serovar Copenhageni Fiocruz and Leptospira biflexa serovar Patoc Patoc Ames 1. The
box in these species remained well preserved, consisting in a motif and characterized
region where lexA can bind to regulate the SOS system genes. A further study using
the MAST tool with the SOS box used for this study may reveal other genes involved
with the SOS response for these Leptospira species.
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RESUMO: As respostas de plantas ao estresse
abiético sdo muitas vezes complexas, por isso,
nos ultimos anos, muito se tem feito para isolar
genes induzidos durante o déficit hidrico, a fim
de estudar a funcao de produtos génicos e os
caminhos que conduzem a indug&o. Analisar
in silico a expressao de genes pode contribuir
de forma expressiva para elucidar as rotas de
defesa das plantas, contribuindo sobremaneira
para o melhoramento da cultura. O estudo
teve como objetivo compreender in silico a
relacdo da proteina LTP e a tolerdncia ao
estresse por seca. A sequéncia do gene LTP foi
adquirida no BCCCenter e o sequenciamento
foi realizado para confirmacéo e caracterizacéo
da molécula de interesse. A analise in silico foi
realizada mediante utilizacdo dos softwares
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ABIOTICO

de bioinformatica. O sequenciamento resultou
em mais de 1200 bp, com o frame 1 (+)
apresentando o dominio da proteina, que
contempla proteinas de transferéncia lipidica.
E classificada no cla protéico da prolamina. A
estrutura secundaria da proteina compreende
em grande parte folhas beta (79), seguido por
hélices alfa (50). De acordo com o “software
Aramemnon” a inducdo do gene LTP em
Arabidopsis na condicao de estresse osmoético
acontece por toda a planta, incluindo sistema
radicular, hipocétilo e folhas, com indugéo
maxima para os tempos analisados em 12 e 24
horas. A proteina LTP em condi¢cdes de estresse
por seca, possivelmente esta envolvida com a
transferéncia de lipidios para a contribuicao da
tolerancia das plantas ao estresse.
PALAVRAS-CHAVE: estresse abibtico, in
silico, gene.

ABSTRACT: Plant responses to abiotic stress
are often complex, so in recent years much has
been done to isolate genes induced during water
deficit in order to study the function of gene
products and the pathways leading to induction.
Analyzing in silico the expression of genes can
contribute in an expressive way to elucidate
the routes of defense of the plants, contributing
greatly to the improvement of the culture. The
objective of this study was to understand in silico
the relationship of LTP protein (Lipid Transfer
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Protein) and the tolerance to drought stress. The LTP gene sequence was purchased
from BCCCenter and sequencing was performed for confirmation and characterization
of the molecule of interest. The in silico analysis was performed using the bioinformatics
software BlastX, Bioedit, Pfam 30.0, SMART, CFSSP, Aramemnon 8.1. Sequencing
resulted in more than 1200 bp, with frame 1 (+) showing the protein domain, which
contemplates lipid transfer proteins. It is classified in the prolamin protein clan. The
secondary structure of the protein largely comprises beta sheets (79), followed by alpha
helices (50). According to the “Aramemnon software” the induction of the LTP gene in
Arabidopsis in the osmotic stress condition occurs throughout the plant, including root
system, hypocotyl and leaves, with maximum induction for the analyzed times in 12
and 24 hours. The LTP protein under drought stress conditions is possibly involved with
lipid transfer to the contribution of plant tolerance to stress.

KEYWORDS: abiotic stress, in silico, gene.

11 INTRODUCAO

O rendimento das culturas é influenciado negativamente por varios fatores
ambientais, como a seca, salinidade, temperatura e toxicidade por aluminio (LAWLOR
e CORNIC, 2002). Estima-se que os estresses em geral podem reduzir a produtividade
em até 70% (MAYBANK et al., 1995). O estresse abibtico afeta a planta em diferentes
niveis, como promovendo a redugéo das taxas de assimilagdo de CO,, o tamanho das
células de folhas, a taxa de transpiracéo, a taxa de crescimento das plantas, entre
outros (SOLARI et al., 2006).

Muitos estudostemisolado genesinduzidos durante o déficithidrico, principalmente
porque se objetiva compreender a funcdo de produtos génicos e os caminhos que
conduzem essa inducdo. As mudancas na expressao génica sao fundamentais para
as respostas que ocorrem durante o estresse (BRAY, 1993).

Essas mudancgas em resposta ao estresse hidrico podem promover a capacidade
da planta de responder adequadamente a esse efeito deletério, promovendo a
qualificacdo das fung¢des desta para sua sobrevivéncia. No entanto, a inducdo de
genes especificos pode ser enganadora, uma vez que é possivel que as alteracoes
de expresséo possam ser resultado de danos celulares, devido ao fato de que plantas
submetidas ao estresse hidrico sofrem uma ruptura nos processos fisioldégicos e
metabdlicos que pode ser interpretada como uma resposta a injuria. Essas alteragdes
podem levar a inducéo de genes especificos que nao estdo envolvidos na promog¢éo
da adaptacdo ao estresse (BRAY, 2002). De maneira geral, os produtos génicos
induzidos pelo estresse podem ser classificados de dois modos: genes que protegem
a planta diretamente contra o estresse e genes que regulam a expressao de outros
genes (BRAY, 1997; SHAO et al., 2007).

E possivel observar que genes apresentam perfis de expressdo distintos, ou
seja, mMRNAs de genes estresse-induzidos diminuem quando as plantas sao liberadas
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das condi¢des de estresse. No entanto, os padrées de expressédo desses genes sdo
complexos, com alguns genes respondendo muito rapidamente ao déficit hidrico e
outros que séo induzidos lentamente depois do acumulo de ABA (acido abscisico)
(SHINOZAKI e YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 1996).

Por meio de andlises in silico resultados bastante satisfatérios sdo obtidos
a respeito de um gene. Estudos in silico podem ser ferramentas adicionais para a
compreensao da funcionalidade, isolamento e posterior anélise génica (SOUSA, 2012).
Essas ferramentas auxiliam na caracterizagcdo de um gene, fornecendo informacgdes
acerca da sua estrutura, funcéo, localizagao celular, expressao diferencial e outras
caracteristicas (HULM et al., 2017).

As proteinas de transferéncia de lipidos de plantas, também conhecidas como
LTPs, sdo um grupo de proteinas altamente conservadas de cerca de 9kDa encontradas
em tecidos de plantas superiores. Como o proprio nome indica, as proteinas de
transferéncia lipidica séo responsaveis pelo transporte de fosfolipidos e outros grupos
de &cidos graxos entre as membranas celulares, sendo também capazes de ligar
grupos acilo (KADER, 1996).

Normalmente, a maioria dos lipidos nao saem espontaneamente das membranas
porque a sua hidrofobicidade as torna pouco solUveis em agua. Os LTPs facilitam o
movimento de lipidos entre membranas por ligacéo e solubilizacéo. Essas proteinas
apresentam tipicamente especificidade larga do substrato e assim podem interagir
com uma variedade de lipidios diferentes (CHENG et al., 2004). Tais proteinas podem
estar envolvidas na biossintese de cutina, formacao de cera superficial, crescimento
mitocondrial, reacdes de defesa de patdbgenos e adpatacdo as mudancgas ambientais
(KADER, 1997).

Embora sejam necessarios testes biologicos e funcionais da proteina para
entender como os nsLTPs estdo ligados as respostas de estresse por seca, alguns
estudos relacionam a expressdo do gene em resposta a esse estresse abibtico, entre
eles podemos citar: Hincha et al., (2001) relatam que nsLTPs purificados confirmaram
seu papel na toleréncia ao estresse abibtico assim como o0 aumento nos niveis de
transcricao de nsLTPs em resposta a seca, sal e frio detectado em outros estudos
(JUNG et al., 2003). A estabilizacao das membranas, deposi¢cao da cuticula e/ou
alteracbes na organizagdo da parede celular também tém sido reivindicadas como
suas funcdes putativas nas respostas a esses fatores de estresse.

Em tabaco, genes nsLTP induzidos durante a seca promoveram a deposicao
de cera cuticular (CAMERON et al., 2006), assim como a superexpressdo do gene
calLTP1da pimenta em Arabidopsis aumentou sua tolerancia ao NaCl e seca em varios
estadios vegetativos de crescimento (SAROWAR et al., 2009).

O trabalho teve como objetivo analisar in silico a sequéncia do gene Lipid Transfer
Protein (LTP) de cana-de-agucar e compreender sua relacédo com o estresse por seca.
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2| MATERIAL E METODOS

O clone da sequéncia LTP selecionado foi adquirido do Centro Brasileiro de
Estocagem de Genes (BCCCenter) e posteriormente sequenciado para confirmacao
do mesmo. O sequenciamento foi feito em sequenciador automatico pelo método
de terminacdo de cadeia por dideoxinucleotideo, no CREBIO — Centro de Recursos
Biologicos, UNESP, Jaboticabal.

A andlise in silico foi realizada mediante utilizacado dos softwares de bioinformatica
BlastX, Bioedit, Pfam 30.0 (EMBL-EBI, 2016 - http://pfam.xfam.org/), SMART (2017
- http://smart.embl-heidelberg.de/), CFSSP (2017 - http://www.biogem.org/tool/chou-
fasman/index.php), Aramemnon 8.1 (2017 - http://aramemnon.uni-koeln.de/).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Obtencao e sequenciamento do gene LTP

O clone de Escherichia coli portadora do plasmideo pSPORT1 contendo o
gene LTP completo (amostra 5, Figura 1) foi obtido do “BCCCenter”, quantificado e a
integridade foi averiguada por eletroforese em gel de agarose 1%.

Figura 1. Integridade do clone LTP obtido do BCCCenter. Gel de agarose 1%. (1) - Cinnamoyl-
CoA reductase; (2) - S-adenosylmethionine decarboxylase (SAM); (3) - Pyruvate kinase; (4) —
calmodulina; (5) - Lipid Transfer protein (LTP); (6) - Ubiquitina (UBQ).

A quantificacao da amostra 5 foi feita por espectrofotémetro GeneQuant™ 1300
(GE Healthcare, USA) resultando em 125 ng/ul de DNA. O resultado do sequenciamento
e da analise realizada estao apresentados na Figura 2. Na Figura 2a esta apresentada
a sequéncia de nucleotideos obtida bem como seu eletroferograma (Figura 2b).
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(@)

Primer (24mer) — Amostra 5-M13R-24

NMNMNNTNMMANNTNNNTCTCACTATAGGGAAGCTGGTACGCCTGCAGGTACCGGTCCGGAAT
TCCCGGGETCGACCCACGCGTCCGGAGTCACACCCACCACTAGCTACACTCCACACTCACA
CACGTCTCGGACTCTCGGTCAGGGCAACGACGACAACGACGATGGCTGTGCTGAACAGCA
GCAGGAAGACGGTGGTGGCCCTGGECCETGETGGTGGECEGCEECEGCGETGCTGECGTC
GTCCGCGTCGGCGGECGATCACTTGCGGGECAGGTGGGGTCGTCGCTGGCGLCGTGCATCE
CGTACGCGACGGGGAGGGCCAGCACGCTTCCCGCCTCGTGCTGCTCCGGCGTGCGCAG
CCTCAACAGCGCGGCGCGGACCAGCTCCGACCGCCAGGCGGCGTGCCGCTGCCTCAAG
AGCCTCGCCAACAGCGTCAAGAGCGTCAACATGGGCACCGTCGCCACCATCCCCGGCAA
GTGCGGCGTCTCCGTGGGCTTCCCCATCAGCATGTCCACCGACTGCAACAAGGTCAGCTA
AATGATGAAATCTACGACGTTAGTACCAGTGCACGTGATGAAGCTATCAAGCCAGGAAAATA
AAATAAATTGTGGTAACAGGAGGAGCAGCATGCATGCGGTATCTATATAGTATTACAGAGTATT
ATATGTAAAACCGTGTGCACTGTGTATGTGGGCATATACATGGCTATATGTATGTGTGGCTTG
CAGTGCTACCTAGCTAGCTTCTCATCATGTGCTCATGTATGCGGGTGTTGTGTGTGTGAACA
GCCAGTACACTGTTGACTGTTCAGTGGCTTCGATCGACCTACTTGTTCGGATAGTTAATGGT
TTGCTATATAGTGGTGCTTGCTATTAATCNGANNTAAAAAAATAATNNTAAAAGAATAACATAAT
ATTAAAAAATAAAAACAATAATAACATATATATTGGGGGCGGCCCGCTTCTAGAAGAATCCAAG
CTTACGTTACGCCGTGCATGGCGACGTCAATAGCTTCTTTCTAATAGTGGTCACCTAAATTCA
ATTCACTGGGCGGTCGTTTTAACAACGTCGTGGACTGGGNAAACCCTTGGCGTTACCCAAC
TTAATCGCCTTGCAGCACAATTCCCCTTCNNNGCTGGGCGTAATAGCGAAGAAGCCCGCAA
CGATCGCCTTTCCAACAGTTGGCCCANCCTNAATGGNANNNNNCNNCCNGNNNNNNNATN
NNMNNNNNTGNNGTTACGCAACNNNAGCNNNNMNNMNCANGGGCCCCNN

N Selected none | S2mpl=: S-MI3F-20 |File: C:iUserslalunobio dppDataL ocal TompiTemp1_03-04-15 2ipi09-14-15SEQ-A529_C04_5-M13F-20_028 b1

160 170 180 190 200 210 220 230 240
AAGCCCCCCTTTTTAGCAAACCATTAACTTTCCGAAAAAATAGGCCCC(TCGAAGCCACTGAAAAGTCAAAAGGGGACTGGGTGT

|, B43: 237

i Mlm.‘ll“l lm".. L ’“h ) Im

7 ‘m Wi,

Figura 2. Resultado do sequenciamento da amostra 5 (confirmagéo do gene LTP). (a)
Sequéncia obtida utilizando o primer 24mer; (b) Eletroferograma do sequenciamento do gene
LTP. Fonte: BlastX (2016) e Bioedit (2016).

3.2 Caracterizacao in silico do gene LTP e proteina

A sequéncia codificadora do gene LTP apresenta seis frames. O frame 1 (+)
apresenta o dominio da proteina, pertencente a familia Tryp_alpha_amyl (PF00234),
gue contempla proteinas de acao inibitéria de proteases, de reserva (armazenamento
de sementes) e de transferéncia lipidica. E classificada no cla proteico da prolamina
(CL0482) (Figura 3).
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Frame (sense) Familia Descricao Cla

1(4) Try_alph_amyl Inibidor de protease/  Prolamina (CL0482)
(PF00234) reserva/LTP
#HMM CrdvllgcspvavalapcgeldgsscaaponotCaglkal. .. ...... peqerCeairaivesiilaggglagleeirskaaqtlipsminynvpp
#MATCH C++yr +lapc ++ #++++++ 00+ 1 +++crC + g++ + e+ HrrTap +0HUHY 4
#PP AAA84 L., Ao FFEF R F R R R R R R R R R R R R R R R R R R ¥ O RO OO R R T 77 7AG . . v v s v s nnm e FEESEESESEE SRR s dr T
sseq (G EAPCTRVATGHASTIPASCCSOUASIESe eSS OGRS,

Figura 3. Frame identificador do dominio da proteina de LTP, familia e cla proteico. (a) Frame
identificado correspondente ao dominio da proteina; (b) Familia e cla da proteina; na caixa cinza
esta representado o alinhamento realizado pelo software para identificacéo da familia e cla.
Fonte: software Pfam 30.0 (EMBL-EBI, 2016). Fonte: Hulm et al. (2017).

Em se tratando do cla, o grupo prolamina, representa as principais proteinas de
armazenamento de sementes (como no milho e sorgo). Sdo proteinas hidrofébicas
ricas em prolina e glutamina (GIBBON; LARKINS, 2005).

Visto que as plantas possuem uma cuticula na superficie de suas folhas que
fornece uma barreira protetora contra as adversidades ambientais, como o estresse
pela seca, o acumulo de lipidios cuticulares pode estar contribuindo para a tolerancia
de plantas ao estresse por deficiéncia hidrica. Ou seja, a expressao do gene LTP e
consequentemente a presenca da proteina, esta estritamente relacionado ao estresse
por seca. No trabalho de Wei e Zhong (2014) o gene ZmLTP1.2 foi significativamente
induzido no meristema de folhas estressado pela seca, assim como, um gene de
stress-resposta, ZmLTP1.1, também aumenta seu nivel de expressdo no meristema
de folhas estressado pela seca.

Analisando a sequéncia de aminoacidos da LTP, a estrutura secundaria da
proteina compreende em grande parte folhas beta (79), seguido por hélices alfa (50)
(Figura 4). O modelo tridimensional de Arabidopsis (AtDIR1) segue a dobra geral de
nsLTPs com cinco hélices alfa estabilizadas por ligacées dissulfeto em torno de uma
cavidade central. As estruturas cristalinas dos LTPs das plantas sao constituidas por
quatro ou cinco hélices alfa, com uma cavidade hidrofébica central onde ocorre a
ligacéo lipidica (MALDONADO et al., 2002; NIEUWLAND et al., 2005; LASCOMBE et
al., 2008).
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Figura 4. Estrutura secundaria da proteina LTP (cana-de-agUcar). Fonte: andlise realizada pelo

software CFSSP (2017).

Utilizando-se o software Aramemnon 8.1, que com base em trabalhos publicados

indica a expressdo de genes em determinadas condi¢des, foi possivel averiguar a
expressao do gene LTP em Arabidopsis na condicao de estresse osmoético, induzido
por manitol. De acordo com o proposto por Kilian et al. (2007) e Winter et al. (2007),

observa-se que em experimentos de estresse osmaotico (300 mM de manitol) o gene

LTP é induzido por toda a planta de Arabidopsis, incluindo sistema radicular, hipocétilo

e folhas, com indugcdo maxima para os tempos analisados em 12 e 24 horas (Figura 5).

O] (300 mM Mannitol) Asolte
1697 29
shoot [ 1527 51
1357 78
SN 1188 08
f*—‘ 101634
- s45.62
| BrEag
) 50917
339.44
169.72

0 Hour 0.5 Hour 1 Hour 3 Hours 12 Hours 24 Hours 0.0

Figura 5. Expresséo do gene LTP em Arabidopsis. Planta submetida ao estresse osmotico,

induzido por manitol. Fonte: analise pelo software Aramemnon 8.1 (2003).

41 CONCLUSOES

O gene LTP e seu produto génico foram caracterizados por softwares e indicam

que a proteina atua no meio extracelular, potencialmente promovendo o acumulo

de lipidios cuticulares. A expresséao diferencial desse gene pode estar associado ao

estresse osmoético, ou seja, aindugao ou repressao do gene LTPpode estar contribuindo

para a tolerancia das plantas ao estresse por deficiéncia hidrica, seca, entre outros.
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RESUMO: Diabetes mellitus (DM) € uma
doenca que acomete grande parte da
populagcdo mundial. Podendo apresentar
como causa trés fatores principais: estilo de
vida, exposicdo ambiental e suscetibilidade
genética. Para os fatores genéticos, pode-
se observar que o0s polimorfismos séao
capazes de exercer grande influéncia para o
desenvolvimento desta doenga. A Glutationa
S-Transferase (GST), por estar envolvida
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na biotransformacdo de xenobidticos e
produtos reativos de processos intracelulares
responsaveis pelo estresse oxidativo, podem
estar associados com DM tipo 2 (DM2). Ha
evidéncias de que a auséncia de uma ou mais
formas de GST estejam associadas a reducao
daproducéo de insulina e do mau funcionamento
das células B pancreaticas. Assim, o objetivo do
trabalho foi a investiga¢do do polimorfismo dos
genes GSTM1 e GSTT1 e DM. Foram avaliados
78 idosos, comidade igual ou superior a 60 anos.
O perfil genético foi analisado através reacao
em cadeira da polimerase (PCR) seguida de
eletrofore. Como resultado, pudemos observar
que para o gene GSTM1 notou-se auséncia
deste em 9 individuos diabéticos do total
portador da doenca, 47,4%; no entanto, 18 dos
individuos com esta mesma alteracéo, mas sem
diabetes apresentaram 46,2%; p=0,239. Para o
gene GSTT1 observou-se auséncia em 10 dos
individuos diabéticos, 52,6%; para os individuos
nao diabéticos, 9 ndo apresentaram a delecao
deste gene, 23,1%; p=0,080. Concluimos, que
apesar do estudo néo ter apresentado resultado
significante, notou-se que a delecdo de tais
genes possui associacao do polimorfismo com
a susceptibilidade ao DM2; sendo necessario
ampliacao da amostra.
PALAVRAS-CHAVE: Diabetes
polimorfismo, GSTM1, GSTT1.

mellitus,
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ABSTRACT: Diabetes mellitus (DM) is a condition that affects a large part of the
world population. It can present as cause three main factors: lifestyle, environmental
exposure and genetic susceptibility. For the genetic factors, it can be observed that
the polymorphisms are capable of exerting great influence for the development of this
disease. Glutathione S-Transferase (GST), being involved in the biotransformation of
xenobiotics and reactive products of intracellular processes responsible for oxidative
stress, may be associated with type 2 DM (DM2). There is evidence that the absence
of one or more forms of GST is associated with reduced insulin production and
malfunctioning of pancreatic B cells. Thus, the objective of the work was to investigate
the polymorphism of genes GSTM1 and GSTT1 and DM. A total of 78 elderly
individuals, aged 60 years or over, were evaluated. The genetic profile was analyzed
through polymerase chain reaction (PCR) followed by electrophoresis. As a result, we
could observe that for the GSTM1 gene, it was observed absence of this in 9 diabetic
individuals of the total disease carrier, 47.4%; however, 18 of the individuals with this
same alteration, but without diabetes presented 46.2%; p = 0.239. For the GSTT1
gene, absence was observed in 10 of the diabetic subjects, 52.6%; for non-diabetic
subjects, 9 did not present the deletion of this gene, 23.1%; p = 0.080. We conclude
that although the study did not present a significant result, it was noted that the deletion
of such genes has an association of the polymorphism with the susceptibility to DM2;
being necessary to increase the sample.

KEY WORDS: Diabetes mellitus, polymorphism, GSTM1, GSTT1.

11 INTRODUGCAO

Diabetes mellitus (DM) é uma grande adversidade enfrentada pela saude publica,
uma vez que apresenta altos indices de morbimortalidade, atingindo diversas pessoas
e apresentando como causa fatores tanto genéticos, como ambientais.®

Devido aos sintomas brandos da DM, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)?°,
aponta que aproximadamente 50% das pessoas que possuem diabetes nao receberam
diagnostico no inicio da doenca; e segundo SILVA'®: “O diagnostico de diabetes é feito
com um atraso médio de quatro a sete anos”.

Esta doenca ocorre devido a uma ma atividade metabdlica cronica do pancreas,
de natureza hiperglicemiante, com alteracbes metabdlicas de carboidratos, proteinas
e lipidios, resultantes de uma anormalidade na secrecdo de insulina, na acao da
mesma, ou em ambas as condi¢des’.

Qualificado como uma alteracdo heterogénica, Diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
apresenta reducdo da sensibilidade tissular a insulina e implicancia na producéao.
A possibilidade para o desenvolvimento desta enfermidade aumenta em individuos
sedentérios, obesos, com hipertenséo arterial, glicemia plasméatica de jejum = 100 mg/
dl, dieta inadequada, envelhecimento, além da heranga genética'’.

Sabe-se que os cromossomos homologos sao bastantes semelhantes entre si,
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mas em certo local do cromossomo (/oci) pode ocorrer uma variacdo na sequéncia
do DNA (Acido desoxirribonucleico). Assim, se essa variabilidade for notada em
uma frequéncia maior que 1% da populagcédo, pode ser chamado esse ocorrido de
polimorfismo genético."

Esta alteracao genética envolvendo genes relacionados a detoxificacao celular
pode contribuir no desenvolvimento da DM. Neste sentido, o gene Glutationa S -
transferase (GST) pode estar relacionado a suscetibilidade ao Diabetes mellitus (DM)
quando mutado, por codificar uma proteina com perda de sua atividade enzimatica.
Esta enzima, estd associada a mecanismos antioxidantes protetores do organismo;
ou seja, participam do sistema de defesa celular que combate o estresse oxidativo
detoxificando o organismo através da eliminacao de radicais livres e intermediarios
reativos de oxigénio®.

A grande familia da Glutationa S—transferase pode ser subdividida nas seguintes
classes: alpha, mu, kappa, 6mega, pi, sigma, theta e zeta. Estas classes se encontram,
ainda, subdividas respectivamente por: GSTA, GSTM, GSTK, GSTO, GSTP, GSTS,
GSTT e GSTZ."

Dentre as principais classes existentes, destacam-se; a classe y (mu), GSTM,
apresenta, ao menos, 5 diferentes genes: GSTM1, GSTM2, GSTM3, GSTM4 e GSTM5;
visto que s&o encontrados no bragco do cromossomo 1; e a classe theta, observado
apenas dois genes, GSTT1 e GSTT2; encontrados no cromossomo 22q."°

BID* et al afirmam que o:

“Diabetes mellitus esta associada a um aumento da producé&o de espécies reativas
de oxigénio e uma reducdo na defesa antioxidante. O estresse oxidativo torna-se
evidente, como resultado da acumulacao de EROs em condicdes de inflamacao e
Diabetes mellitus tipo 2.”

Como a GST apresenta enzimas que atuam na desintoxicacdo multifuncional,
preservando as células propensas ao estresse oxidativo'; o mesmo grupo, GST,
pode apresentar-se também polimérfico, devido a variacées genéticas proprias na
acao metabdlica enzimatica levando a producédo de substancias danosas ao DNA;
assumindo a possivel causa de nocividade ao estresse oxidativo nas célula B."

Reis™® explica a respeito do gene GSTM1 em relagcdo sua localizagéo e
polimorfismo da seguinte forma:

“...situado no l6cus 1p13.1(...) possui dois alelos funcionais (GSTM1*A e GSTM1*B)
e eficientes na atividade metabdlica. (...) O gene GSTM1 pode apresentar um
polimorfismo genético caracterizado pela delecéo total, resultando no gendtipo
homozigoto nulo GSTM1*0 (nulo 0/0), caracterizando um individuo sem atividade
enzimatica.”

Da mesma forma como ocorre a delecao total do gene GSTM1; ocorre também
a do gene GSTT1, sendo observado entdao gendtipo GSTT1 nulo ou 0/0 e por
consequéncia também se apresenta sem atividade enzimatica.'

Pinheiro' descreve as funcdes exercidas tanto dos genes GSTM1 quanto do

GSTTH1:
|18
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“Os alelos funcionais de GSTM1 s&o ativos na destoxicac&o de diversas substancias
presentes da fumacga do cigarro, (...) que sdo agentes oxidantes potencialmente
genotoxicos, enquanto GSTT1 apresenta importante atividade na destoxicacdo de
lipidios peroxidados e produtos de oxidacdo do DNA.”

Entre as classes humanas primarias do sistema, os genes GSTM1 e GSTT1
exibem uma delecéo polimorfica que leva a uma falta de isoformas ativas quando em
homozigose, conhecido como o gendtipo nulo. No caso de GSTT1 nulo a delecédo em
homozigose é observada em uma frequéncia entre 20-70% em diferentes populacoes,
ja para GSTT1 a frequéncia apresentada esta entre 11-38%?2.

Sabendo-se a respeito de acdo dos genes e o polimorfismo que os mesmos
podem apresentar, entende-se que a delecdo de uma ou mais formas de GST pode
levar a célula a uma maior propensao ao estresse quimico e oxidativo; alterando entéao,
a acéao celular. Desta forma, um polimorfismo génico assume grande importancia na
predisposicao a diversas patologias’™.

2 | MATERIAIS E METODOS:

A amostra foi obtida através Projeto EELO (Estudo do Envelhecimento e
Longevidade), um estudo transversal, realizado entre setembro de 2009 a janeiro
de 2013 realizado na Universidade do Norte do Parand (UNOPAR) que teve como
objetivo avaliar fatores sociodemograficos e indicadores das condicbes de saude da
populacéo idosa em Londrina, Paran4, Brasil. Mais informacgdes estao disponiveis na
pagina http://www2.unopar.br/sites/eelo. O projeto EELO possui uma amostra total de
506 idosos, sendo, portanto, representativo da populagao total de 43.610 idosos de
Londrina.

A amostra do Projeto EELO foi alcangada com base nos cadastros individuais do
Programa de Saude da Familia (PSF) em 38 Unidades Basicas de Saude (UBSs) da
zona urbana de Londrina/PR. A partir da populacéo de pessoas idosas do municipio,
levando em consideracdo um intervalo de confianca de 95% e erro amostral de 5%.
A classificacdo dos idosos foi definida de forma aleatoria sistematica estratificada
considerando-se 0 género e as cinco regides do municipio, sendo: 15% da regiao
central, 27% da regiao norte, 23% da regiao sul, 19% da regiao leste e 16% da regiao
oeste. Os idosos que nao participaram de todas as coletas, cujas variaveis eram
necessarias a esta investigacado foram excluidos desta analise. Assim, foi realizado
inicialmente um estudo piloto com 78 idosos com idade igual ou superior a 60 anos,
que fossem considerados fisicamente independentes, nao importando o género; além
de participarem do estudo de forma voluntaria.

Todos participantes da pesquisa assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido seguindo a resolu¢cao CNS n°466/12. O Projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da UNOPAR (Universidade Norte do Parana) certificado pelo
Conselho Nacional de Saude (PP/070/09).
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Para o diagnéstico de Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) foram coletados relatos dos
préprios participantes e realizadas analises de prontuario; assim como também por
meio de exames sanguineos (glicemia de jejum e hemoglobina glicada).

De acordo com os valores estabelecidos pela Sociedade Brasileira de Diabetes
(2014)'® foram analisados os dados obtidos; sendo que os idosos foram subdivididos
em trés grupos: aqueles nao diabétidos (glicemia < 99 mg/dL e hemoglobina glicada <
6,5%), os idosos pré-diabéticos (glicemia entre 100 mg/dL e 125 mg/dL) e por fim, os
diabéticos (glicemia = 126 mg/dL e hemoglobina glicada > 6,5%).

A partir de uma selecéo aleatoria, obtivemos um grupo de 78 idosos subdivididos
em trés grupos: nao diabéticos (n=39), pré-diabéticos (n=20) e diabéticos tipo 2 (n=19).

A obtencado do DNA foi realizada a partir de leucécitos do sangue periférico por
puncdo venosa em tubos contendo EDTA (0,6%) e fazendo uso do kit de extracéo de
DNA Pure Link Genomic DNA (Invitrogen, Carlsbad, EUA), seguindo as orientagdes
fornecidas pelo fabricante. Os DNAs extraidos foram armazenados em um ultrafreezer
a-80°C até que fossemrealizadas as analises do polimorfismo. Aqualidade e quantidade
de DNA foi mensurada por meio da analise de absorbéncia em espectrofotometro
(NanoDrop 2000 — Thermo Scientific) a 260nm e 280nm. Em seguida, realizou-se a
diluicao do DNA em &gua ultra pura Milli-Q® para que se obtivesse uma concentracao
final de 30ng/uL.

Foi realizada a reacédo em cadeia da polimerase PCR — Multiplex com o volume
final de 15uL e contendo: 100ng de DNA da amostra, tampéao de reacéo 1X (Tris-HCL
20mM pH8,4; KCI 50mM), 2mM MgCl2, 2mM de cada dNTP, 10pMol de cada primer,
1U de AmpliTag Gold DNA polimerase, H20 ultrapura estéril. Controle negativo da
reagdo (H,O ultrapura estéril) e positivo (gene CYP1A1) formando uma fragéo néo
polimorfico de 312pb. Condi¢des: 94°C por 5 minutos para pré-desnaturagao, 30 ciclos
de 94°C por 5 minutos; 59°C por 1 minutos e 72°C por 1 minuto, e 72°C por 1 minuto
para extensao final.

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em (gel de agarose
(2%) e corados com (Sybr Safe). As fracdes de 215pb e 480pb foram observadas e
anotadas como GSTM1 e GSTT1 positivo, respectivamente. Auséncia de amplificacao
das variantes, com controle interno (312pb), indicou genétipos nulos para cada variante
ou ambas. Os resultados foram processados para confecgédo de um banco de dados.

Foi utilizado o pacote estatistico Statistical Package for Social Science -SPSS,
versao 20, com digitacdo Unica, propiciando a pesquisa uma maior fidedignidade e
confiabilidade a pesquisa; e foi adotado o nivel de significancia de 5% e intervalo de
confianga de 95%.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO:

Dos 78 individuos avaliados, 63 eram mulheres e 15 homens (Figura 1). A
presenca de DM foi observada em 19 individuos sendo 20 individuos pré-diabéticos e
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auséncia de diabetes em 39 participantes a pesquisa (Figura 2). Em relacdo a idade:
46,2% apresentaram idade <65 anos, 35,9% estavam com idade entre 65-74 anos e
17,9% tinham idade superior a 74 anos.

A presenca dos genes GSTM1 e GSTT1 foram mais prevalentes na populacéo
estuda (59% e 67%, respectivamente) como pode ser observado nas figuras 3 e 4.

Quanto a distribuicdo dos gendtipos para os genes GSTM1 e GSTT1 em relacéo
a DM2 pode ser observado que para o gene GSTM1 notou-se auséncia deste em 9
individuos diabéticos (47,4%); no entanto 46,2% dos individuos com gendétipo nulo
estavam livres da doenca (p=0,239). Para o gene GSTT1 observou-se o genétipo nulo
em 10 dos individuos diabéticos, 52,6%; para os individuos ndo diabéticos e 23,1%
nao apresentaram a delecao deste gene (p=0,08). A relac&o entre tais genes e 0 sexo
dos individuos ndo apresentou significancia estatistica.

Figura 1. Figura 2.
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Figura 1. Distribuicdo do género na
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Figura 3.

Negativo
m Positivo

Figura 3. Frequéncia dos gendtipos do gene
GSTM1.

Figura 2. Distribuicdo do DM2 na
populacéo estudada.

Figura 4.
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Figura 4. Frequéncia dos genétipos do
gene GSTT1.

Em relacdo aos polimorfismos; existem diversos estudos comprovando a relacéo
existente entre tais genes alterados e o DM2.13.1523

Raza' et al afirmam em seus estudos que a dele¢ao do polimorfismo de GSTT1
e GSTM1, tem sido associada ao diabetes tipo 2 e que tais gendtipos nulos estéao
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associados ao desenvolvimento de tal doenca.

Em uma meta-analise realizada por Zhang® et al, é relatado que tanto o gene
GSTT1 como o GSTM1 nulos, sédo considerados fatores de risco para a evolu¢ao do
DM.

Na analise feita por Amer' et al, observa-se uma consideravel significancia
na frequéncia de polimorfismos de GSTM1 e GSTT1, sendo p=0.003 e p=0.027
respectivamente, em pacientes portadores de Diabetes mellitus tipo 2 em relagao ao
grupo controle do trabalho realizado; comprovando mais uma vez a associagéo do
polimorfismos destes genes com DM.

Em um estudo realizado na populacao Iraniana, aponta que o polimorfismo
de delecao do gene GSTT1 aumenta a suscetibilidade ao Diabetes mellitus tipo 2;
esclarecendo também que ha uma maior frequéncia de gendétipos nulos em individuos
com a patologia adquirida em comparacéo a pessoas saudaveis'.

Para Pinheiro™, em seu trabalho realizado com 120 individuos diabéticos
consegue apresentar, também, a associacdo do polimorfismo de GSTT1 e o DM2,
apresentando um resultado significante de p<0,01; porém para a dele¢cao de GSTM1,
nao apresentou um resultado de significancia sugerindo maiores estudos para que se
possa determinar esta associagao.

J& em um estudo realizado na populagcéo turca a respeito da delecédo de
GSTM1, Yalin?! et al. afirma que este polimorfismo seria de grande importancia para a
identificacéo de uma predisposicdo ao Diabetes mellitus tipo 2.

Outros trabalhos também apontam esta associacdo do polimorfismo, seja do
gene GSTT1 ou GSTM1, por vezes de ambos os genes; ao Diabetes mellitus tipo 2,
como por exemplo o de Burin®, o de Colombo’ e D’Alo®, entre outros.

Sabendo que a DM pode acarretar uma série de complica¢cdes, uma meta-analise
sugere que ha um risco significativamente aumentado para nefropatia diabética para
0 gendtipo nulo GSTM1, bem como a combinacgéo de alelos nulos para GSTM1 e T1'3,

Yang?? et al ainda afirmam que o gendétipo nulo GSTT1 apresentou maior risco
de desenvolver nefropatia diabética (OR = 2,18, p = 0,004) do que individuos com
hipertensao.

Além disso, um estudo mexicano relatou que o polimorfismo de delecédo de
GSTM1 parece estar envolvido com doenca renal em estagio final™.

A correlagdo da associacao de variaveis clinicas com o polimorfismo GST em
pacientes diabéticos mostrou que o gendétipo GSTT1-nulo se relaciona com niveis
maiores de triglicerideos e colesterol de muito baixa densidade (VLDL), enquanto
0 geno6tipo GSTM1-nulo se correlaciona com um aumento de hemoglobina glicada,
glicemia de jejum e sistolica; e niveis pressoéricos diastolicos quando comparados ao
presente gendtipo. Permitindo entdo dizer que a auséncia de GSTM1 e GSTT1 pode
contribuir para complica¢des decorrentes diabetes tipo 2, como dislipidemia (GSTT1),
descompensacao glicémica e até mesmo para hipertensao (GSTM1)™.
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41 CONCLUSAO

Embora os resultados do presente estudo n&o tenham atingido significancia
estatistica, notou-se que a delecao de tais genes possui associacédo do polimorfismo
com a susceptibilidade ao DM2 sendo necessario ampliagdo do tamanho amostral
para estudos futuros confirmarem estes achados.
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RESUMO: A CRISPR/cas9
(Agrupamentosregularmente interespagadosde
pequenas repeticdes palindrbmicas associados
a endonuclease Cas9) é relativamente recente
e tem se mostrado muito promissora para
edicdo do DNA de vérios organismos. O sistema
CRISPR/Cas9 foi descrito originalmente
como “sistema imune adaptativo” de alguns
procariotos, defendendo estes de virus e
plasmideos invasores. Esta técnica permite a
clivagem especifica de uma determinada regiéo
da dupla cadeia de DNA com grande eficiéncia,
permitindo assim, a insercdo ou delecdo de
sequéncias de DNA alvo. Recentemente sua
aplicabilidade foi extendida a edicdo génica.
Este trabalho tem como objetivo revisar
alguns aspectos da tecnologia CRISPR/Cas9,

técnica de
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DE EDICAO GENICA

descrevendo sua importancia e utilizagao
como ferramenta de edicdo do DNA. A técnica
CRISPR/Cas9 promete grandes avancos na
terapia génica e no tratamento contra infec¢des
de alguns patdgenos. Sua capacidade de edi¢ao
do DNA possibilita remover genes causadores
de uma determinada anomalia ou até mesmo,
substitui-los por genes saudaveis. Além disso,
pesquisas apontam para a possibilidade do
uso desta tecnologia na producéo de modelos
plantas

tratamento de doencas genéticas hereditarias,

animais de estudo, transgénicas,
terapia do cancer, entre outros. Outra aplicagéo
abordada neste trabalho, & sua utilizagcdo na
remogdo do provirus em pessoas infectadas
pelo HIV (Human Immunodeficiency Virus),
agindo principalmente nos reservatérios virais.
Contudo, apesar de uma técnica extremamente
a CRISPR/Cas9 ainda requer
grandes estudos com o intuito de avaliar seus

inovadora,

efeitos a longo prazo tanto no individuo quanto
em sua linhagem germinativa e garantir que
n&o ocorra uma clivagem inespecifica do DNA.
PALAVRAS-CHAVE: CRISPR/Cas9, Terapia
Génica, ferramenta de edicao do DNA.

ABSTRACT: The CRISPR/Cas9 (Clustered
Regularly
Repeatsassociatedwiththe Cas9endonuclease)

Interspaced Short Palindromic

technique is relatively recent and has been
promising for DNA editing of several organisms.
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CRISPR/Cas9 system was originally described as an adaptive immune system of
some prokaryotes, due to the defense against invasive viruses and plasmids. This
technique allows the specific cleavage of a specific region of the double strand of DNA
with great efficiency, thus allowing the insertion or deletion of DNA target sequences.
Its applicability, recently, has been extended to genic edition. This study aims to review
some aspects of CRISPR/Cas9 technology, describing its importance and use as
a DNA editing tool. The CRISPR/Cas9 technique promises great advances in gene
therapy and in treatment of some pathogens infections. The CRISPR/Cas9 ability to
edit DNA makes it possible to remove genes that cause a particular anomaly or even
replace them with healthy genes. In addition, researches indicates the possibility of
to use this technology in production of animal models, transgenic plants, treatment of
hereditary genetic diseases, cancer therapy, and others aplications. Another application
discussed in this paper is the use of CRISPR/Cas9 in the removal of provirus in people
infected with HIV (Human Immunodeficiency Virus), acting mainly in viral reservoirs.
However, despite an extremely innovative technique, CRISPR/Cas9 technology still
requires large studies in order to evaluate their long-term effects in both individual and
germ line and to ensure that a nonspecific DNA cleavage does not occur.
KEYWORDS: CRISPR/Cas9, Gene Therapy, DNA editing tool.

11 INTRODUCAO

CRISPR/Cas9 é uma promissora ferramenta de edicdo do DNA que permite clivar
especificamente uma determinada regido da dupla cadeia de DNA com maior rapidez,
eficiéncia, relativafacilidade de manipulagao e baixo custo quando comparadaatécnicas
anteriormente utilizadas como ZFNs (Zinc-finger nucleases) ou TALENs (transcription
activator-like effector nucleases). O sistema CRISPR/Cas9 é um conjunto formado por
uma endonuclease denominada Cas9, cuja funcéo é cortar a dupla cadeia de DNA em
um local especifico, e uma sequéncia de RNA que age como um guia, direcionando a
endonuclease para o local onde deve ocorrer a clivagem (SHUI et al., 2016).

Naturalmente, CRISPR/Cas9 faz parte do “sistema imune adaptativo” de alguns
procariotos, defendendo estes de virus ou plasmideos invasores. Assim, provavelmente
sua eficacia advém do fato de que este nao foi um sistema criado em laboratério
mas, um sistema naturalmente desenvolvido e aprimorado ao longo da evolucéo por
bactérias e archaeas, ou seja, resultado milhées de anos de adaptagcao (SHUI et al.,
2016).

Esta ferramenta promete avancos promissores em terapia génica, sendo capaz
de corrigir falhas genéticas no DNA, editando-o. Através desta técnica, € possivel, por
exemplo, remover genes causadores de uma determinada anomalia e substitui-los por
genes saudaveis. Estudos recentes apontam para a possibilidade de uma utilizacéo
futura desta tecnologia em casos como, corre¢ao da distrofia muscular de Duchenne,
ou silenciamento de genes especificos do Aedes aegypti (LI et al., 2015; LONG et al.,
2016; JUPATANAKUL et al., 2017).

EX
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Outro exemplo de aplicagdo bastante interessante é o uso do complexo CRISPR/
Cas9 para remogao do genoma viral inserido no genoma do hospedeiro em pessoas
infectadas pelo HIV (provirus), agindo principalmente nos reservatorios virais onde
antirretrovirais ndao atuam efetivamente. Estima-se que tal reservatério de células
latentes infectadas pode permanecer neste estado por décadas, constituindo a maior
barreira para a cura efetiva da infeccdo pelo HIV. Assim, avaliar novas estratégias
promissoras que busquem solucionar este problema, é imprescindivel (JEROME,
2016).

Porém, apesar de uma técnica extremamente inovadora, interessante e
promissora, ainda sao necessarios maiores estudos para avaliar, principalmente os
efeitos a longo prazo da utilizagcao do sistema CRISPR/Cas9 na edicao de genomas
humanos (WANG et al., 2016).

2| OBJETIVO

Apresentar a tecnologia CRISPR/Cas9 descrevendo sua importancia e crescente
utilizacdo como ferramentade edicdo do DNA, bem como suas principais aplicabilidades.

31 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Técnicas de edicao do genoma

Aterapia génica é baseada no principio da manipulagéo genética de RNA ou DNA
para a prevencgao e tratamento de doencas humanas. Esta abordagem permite inserir,
deletar, substituir ou silenciar genes, e diferentes técnicas podem ser empregadas.
A primeira técnica de edicao génica amplamente utilizada foi baseada no uso das
endonucleases de restricao Fokl, denominadas Zinc-finger nucleases (ZFNs) (BHAKTA
et al., 2013; CATHOMEN; JOUNG, 2008; GONZALEZ et al., 2010; KIM et al., 2011;
KIM; CHA; CHANDRASEGARAN, 1996; TOWNSEND et al., 2009; WOOD et al., 2011).

Em seguida, com uma abordagem ndo muito diferente, foram desenvolvidas
as Nucleases Efetoras Ativadoras de Transcricdo (TALENs) (BOCH et al., 2009;
BRIGGS et al., 2012; CERMAK et al., 2011; DENG et al., 2012; KIM et al., 2013;
MOSCOU; BOGDANOVE, 2009; REYON et al., 2012; SCHMID-BURGK et al., 2013).
E recentemente, foi descoberto o sistema CRISPR/Cas9, que forneceu uma alternativa
para ZFNs e TALENs na edicdo de genomas (PENNISI, 2013). Quanto a fung¢éo, os
trés sistemas sao similares, pois todos séo capazes de induzir quebras na dupla fita
de DNA direcionadas que ativam vias de resposta a este dano, permitindo alteracoes
personalizadas do genoma. Porém, quanto ao modo de acao, o sistema CRISPR/Cas9
age de forma bastante diferente dos dois anteriores (ZHANG; WEN; GUO, 2014).

Em ambos, ZFNs e TALENS, as proteinas precisam ser construidas para clivar
especificamente uma dada regido do DNA alvo. Ou seja, a cada regiéo que se objetive
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editar, sera necessario todo o processo de engenharia, selecédo e validagéo de tais
proteinas. Porém, o sistema CRISPR/Cas é muito mais simples, ja que, sempre sera
utilizada a mesma endonuclease para cortar a dupla fita de DNA, a Cas. O que sofrera
modificacao, de acordo com a regido especifica a qual se tencione clivar, sera o0 RNA
guia (gRNA), uma sequéncia simples de RNA que é desenhada para ser exatamente
complementar a regido do genoma a qual se deseja editar. Assim, esta sequéncia
sera responsavel por guiar a endonuclease até a regido correta, sendo sua construgdo
relativamente barata, simples e rapida. Como apenas o RNA programavel € necessario
para gerar especificidade de sequéncia, o CRISPR/Cas9 é facilmente aplicavel e
menos dispendioso de tempo e custo (ZHANG; WEN; GUO, 2014).

Assim, a principal vantagem do sistema CRISPR/Cas9 é esta simplicidade,
comparando as ZFNs ou TALENSs, nas quais a engenharia € muito mais complexa,
demorada e dispendiosa. Além disto, outro fator fundamental a se considerar, é que
o sistema CRISPR/Cas9 possibilita 0 uso de varios gRNAs com diferentes alvos,
permitindo modifica¢cdes genéticas simultdneas em multiplos sitios alvos diferentes
(CONG et al., 2013).

Outra particularidade do sistema CRISPR/Cas é que, apesar de aprimorado
em laboratorio, é proveniente do sistema natural de defesa bacteriano, portanto,
resultado de milhares de anos de evolucéo. O que faz dele, um sistema muito seguro e
intensamente testado pela natureza (WIEDENHEFT; STERNBERG; DOUDNA, 2012).

Existem diferentes tipos de sistema CRISPR/Cas que utilizam diferentes proteinas
Cas e moléculas de gRNA, podendo ser divididos em duas classes principais, classes
1 e 2. O sistema de classe 1 refere-se a utilizacao de multiplos complexos protéicos
para a edi¢cdo, enquanto que o sistema de classe 2 refere-se ao uso de uma unica
nuclease. Estas classes ainda podem ser subdivididas em diferentes tipos de acordo
com as proteinas especificas que sdo usadas. Por exemplo, no sistema de classe 2
tipo V é utilizada a nucleasse Cpf para realizar a clivagem, enquanto que o tipo Il utiliza
a Cas9. Porém, dentre todos os sistemas, CRISPR/Cas9 € o mais bem caracterizado e,
portanto, amplamente utilizado (MAKAROVAetal.,2011; WIEDENHEFT; STERNBERG;
DOUDNA, 2012).

Além da Cas9 e do gRNA, este sistema necessita de um terceiro elemento; uma
pequena sequéncia de nucleotideos denominada Motivo Adjacente ao Protoespacgador
(PAM) que auxilia o reconhecimento do local de clivagem. Outra peculiaridade é que
o gRNA, apesar de ser uma sequéncia continua, é formado por duas regides com
funcbes bem distintas. Existe uma parte que se liga a endonuclease, CRISPR RNA
(crBNA), enquanto a outra parte da sequéncia, o crRNA trans — ativador (tracRNA), ira
direcionar a Cas9 para a regiao especifica de interesse no genoma ou na sequéncia
de DNA. Esta interacdo entre o complexo Cas9/gRNA com a sequéncia de DNA
alvo, promove a alteracdo conformacional na Cas9 capaz de ativar a endonuclease,
induzindo a quebra da dupla fita de DNA (JINEK et al., 2012).

O aparecimento destas técnicas de edicdo do genoma tem contribuido para o
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estudo e possivel tratamento de varias doencas, tanto virais quanto genéticas, como
sera apresentado ao longo deste trabalho. Porém, muitos sdo os problemas que
necessitam ser resolvidos até que se consiga aprimorar estas técnicas de edicéo
de genoma suficientemente para sua aplicacdo segura em seres humanos (HSU;
LANDER; ZHANG, 2014).

3.2 Principais aplicabilidades do sistema CRISPR/Cas9

3.2.1 Desenvolvimento de modelos animais de estudo

Um campo de estudo onde se observa uma crescente utilizacdo da tecnologia
CRISPR/Cas9 € em modelos animais de estudo. Esta ferramenta tem permitido
promover modificagdes no genoma em linhagens germinais de diversos modelos
animais como mosca das frutas, zebrafish, nematddeos, sapos, salamandras e até
organismos mais complexos como porcos e macacos. Em camundongos, esta técnica
tem sido amplamente utilizada com o intuito de gerar modelos murinos humanizados
(a partir da insercao de genes humanos) o que possibilita estudos mais aprofundados,
com uma resposta mais préxima do que seria observado em humanos. Assim,
esta tecnologia permitiu enormes avangos no campo da biologia experimental que
poucos anos atras, seriam impensaveis (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014). A partir
do continuo aprimoramento da técnica, € possivel observar o crescente aumento da
eficacia da edigéo génica nestes modelos animais. Como exemplo, podemos analisar
o estudo de Bassett e colaboradores (2013), no qual foi utilizado um sistema CRISPR/
Cas9 melhorado baseado em injecao de RNA, que foi altamente eficiente para criar
a mutagénese desejada no genoma de Drosophila melanogaster. Neste experimento,
através da injecéo direta do gRNA e de mRNA de Cas9 no embrido, os pesquisadores
induziram mutagénese nos locais-alvo em até 88% das moscas injetadas. Além
disto, as mutac¢des geradas foram transmitidas de forma estavel para 33% da prole
total através da linhagem germinativa. Este sdo resultados bastante promissores no
gue concerne a modificacbes génicas em modelos animais, quando comparado as
técnicas anteriores utilizadas para este fim (BASSETT et al., 2013). Assim, a tecnologia
CRISPR/Cas9 representa uma maneira rapida e facil de gerar animais geneticamente
modificados, principalmente em modelos murinos, promovendo um avanco significativo
de achados imunoldgicos, ramo de pesquisa altamente dependente de modelos
animais sofisticados (HOCHHEISER et al., 2018).

3.2.2 Tratamento de algumas doengas

Além do uso da tecnologia CRISPR/Cas9 em modelos animais, outra relevante
area onde a aplicagéo deste sistema vem sendo avaliado, € no tratamento de algumas
doencgas. Estudos recentes tém demostrado a possibilidade de uma utilizacéo futura
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desta tecnologia em varias doencgas hereditarias e infecciosas por meio de diferentes
abordagens. Como, por exemplo, a correcéo da distrofia muscular de Duchenne (LI
et al., 2015; LONG et al., 2016), manipulacao de genes especificos do Aedes aegypti
(JUPATANAKUL et al., 2017), doencas hematologicas (CANVER et al., 2015; LIU et al.,
2017), tratamento da infeccéo pelo HIV (EBINA et al., 2013), entre outros. Citaremos
algumas destas utilizagdes ao longo deste texto.

3.2.2.1 Doencgas genéticas hereditarias

Algumas aplicagcbes da tecnologia CRISPR/Cas9 com relevancia para a saude
humana incluem a capacidade de corrigir mutacées genéticas responsaveis por
doencas hereditarias. Alguns exemplos que serdao abordados no texto, onde o uso
desta técnica vem sendo avaliado com tal propésito, sdo no tratamento de anemia
falciforme, distrofia muscular de duchene, fibrose cistica e algumas doencas oculares.

Duas estratégias tém sido utilizadas para o tratamento da anemia falciforme
usando o sistema CRISPR/Cas9: a correcdo da mutacdo que ocasiona a doencga
ou a inducao da expressao de hemoglobina fetal (HbF). Na correcdo da mutacgéao,
a abordagem utilizada € o uso do sistema CRISPR/Cas9 para alteracao de células-
tronco hematopoiéticas que apds a modificagcdo sdo transplantadas para o paciente
(DEVER et al., 2016). Ja a segunda estratégia, inducao da expresséo de HbF, envolve
o BCL11A, um regulador transcricional que age como um forte silenciador deste tipo
de hemoglobina. Assim, a supressao de BCL11A por meio do sistema CRISPR/Cas9,
pode levar ao aumento na producéo de HbF, sendo, portanto, uma possivel estratégia
no tratamento da anemia falciforme (CANVER et al., 2015; LIU et al., 2017). Ja as
abordagens utilizadas para tratar a Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) incluem:
correcao de mutagdes pontuais, remocado completa do éxon alterado ou ainda a
restauracéo do quadro de leitura (EL REFAEY et al., 2017; Ll et al., 2015; ZHU et al.,
2017). Recentemente, Li et al. (2015) demonstraram a corre¢ao precisa da distrofia
muscular de Duchenne em células-tronco pluripotentes induzidas humanas (iPSC)
com o uso das tecnologias de edicao génica TALEN e CRISPR/Cas9 (LI et al., 2015).

No que concerne a outras patologias, estudos envolveram o uso da tecnologia
CRISPR/Cas mediada por HDR no tratamento da Fibrose Cistica (FC), e apresentaram
resultados promissores. Tais estudos objetivavam corrigir em iPCS, a mutagdo DF508
no gene CFTR (Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) presente em
90% dos pacientes com FC (FIRTH et al., 2015).

Nas doencas oculares, a catarata foi o primeiro disturbio editado pelo sistema
CRISPR/Cas9 para fins terapéuticos. Wu e colaboradores (2013) corrigiram uma
mutagcdo dominante no gene Crygc, em camundongos, via modificacdo de alelos
mutantes, mediada por recombinagcdo homologa direta (HDR). Além desta, outras
patologias como Degeneracdo Macular Relacionada a Idade (DMRI), Distrofia
Corneana Epitelial de Meesmann (MECD), e Retinite Pigmentosa (RP) vem sendo
estudadas e avaliadas quanto a possivel utilizacao da tecnologia CRISPR/Cas9 para
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seus respectivos tratamentos (PEDDLE; MACLAREN, 2017).

3.2.2.2 Combate as infecgbes virais

Dentre as muitas outras pesquisas que envolvem o uso da tecnologia CRISPR/
Cas9, podemos destacar o trabalho de combate a transmissao da dengue desenvolvido
por pesquisadores da Universidade Estadual Paulista (Unesp). Este estudo identificou,
no mosquito Aedes aegypti, genes que podem estar ligados a resisténcia a dengue.
E a partir da tecnologia CRISPR/Cas9, objetivaram inserir genes mutantes em outros
Aedes aegypti que ndo possuem esta resisténcia. Este tipo de pesquisa pode impactar
futuramente o campo da saude publica, uma vez que diminuiria os casos de dengue,
caso a tecnologia fosse empregada (JUPATANAKUL et al., 2017).

Outra importante virose para a qual tal sistema CRISPR/Cas9 é cogitado como
uma estratégia de tratamento, é a infec¢ao pelo HIV. Neste contexto, duas diferentes
estratégias estdo sendo avaliadas na tentativa de combater tal infecgdo. A primeira
abordagem consiste no uso de células-tronco hematopoiéticas modificadas (HSC)
derivadas de medula 6ssea ou sangue periférico com o intuito de desativar genes do
hospedeiro que sejam necessarios ao virus. Em um estudo de 2014, pesquisadores
utilizaram o sistema CRISPR/Cas9 com RNA guia desenvolvido para interromper
eficientemente o gene CCR5 em células-tronco hematopoiéticas e progenitoras
(MANDALetal.,2014). Assim, este sistema poderia gerar camundongos transplantados
gue séo funcionalmente resistentes a infeccéo por um HIV R5 tropico. Até agora, esta
abordagem tem sido usada apenas em laboratério em modelos animais. Porém, sua
aplicabilidade € inviavel, em particular para uma grande populacdo de individuos
HIV positivos. Além dos efeitos colaterais, procedimento complexo e alto custo do
transplante autdlogo, outra grande limitacéo € o potencial escape viral da restricao de
entrada baseada no CCR5 (DIDIGU et al., 2014).

J& a segunda estratégia envolve o provirus, estado no qual o genoma viral (HIV)
se encontra integrado ao genoma do hospedeiro em uma condi¢ao de laténcia. Neste
caso, o alvo é o préprio DNA viral integrado, onde se objetiva promover mutacoes
no genoma viral integrado capazes de silenciar o virus, ou ainda, remover o virus
pela clivagem do provirus de células infectadas. Como exemplo, podemos citar o uso
recente do sistema CRISPR/Cas9 para remover todo o genoma do HIV-1, abrangendo
as LTRs 5’ e 3’ completas do DNA proviral integrado. Foram utilizadas células TCD4+
humanas infectadas pelo HIV-1 proviral nas quais foi aplicada a tecnologia CRISPR/
Cas9. A técnica foi considerada segura neste experimento, uma vez que nao foram
observados efeitos fora do alvo (KAMINSKI et al., 2016). Além disto, a excisdo do
DNA proviral ndo provocou nenhum efeito deletérico significativo na saude celular
nos varios indices avaliados, como, viabilidade celular, progressao do ciclo celular e
apoptose. Outro ponto extremamente importante foi a expressao continua do gRNA e
Cas9 nestas células T, onde o HIV-1 foi eliminado, que mostrou prote¢do contra novas
infeccoes pelo HIV-1 quando desafiadas (HU et al., 2014; LIAO et al., 2015). Além
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disto, CRISPR/Cas9 também foi usado com sucesso para ativar células infectadas em
estado latente com o objetivo de promover uma melhor detec¢do dessas células pelo
sistema imune efetor (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014). Atualmente, ndo existem
ensaios clinicos em andamento CRISPR/Cas9 como intervencao terapéutica anti-
HIV. Isto nédo é surpreendente, dado o dificil processo e rede reguladora em torno da
aprovacao para a execugcédo de um ensaio clinico. No entanto, todos estes estudos
pré-clinicos demostram a importancia desta abordagem como ferramenta para uma
possivel intervencéo terapéutica anti-HIV (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014; WANG
et al.,, 2014). Além disto, outro ponto de resisténcia ao uso desta tecnologia em
tratamentos que envolvam o HIV é a grande capacidade mutacional do virus. No intuito
de reduzir este escape viral, uma nova abordagem utilizada é a aplicagéo do sistema
CRISPR/Cas9 multiplex, no qual multiplos gRNAs sao direcionados para diferentes
regides conservadas do genoma viral (TER BRAKE et al., 2006).

E importante ressaltar que, especificamente para o tratamento do HIV, esta é
uma alternativa bastante promissora, pois representa a remoc¢éao do provirus integrado
ao genoma do hospedeiro presentes no reservatorio em estado de laténcia. Problema
qgue, sem duvida, representa a maior barreira para a cura definitiva do HIV/AIDS, para
o qual ainda nao foi encontrada nenhuma solugao viavel (EBINA et al., 2013).

Além destes dois exemplos, estratégias CRISPR/Cas9 também foram aplicadas
a varios outros patdégenos virais, incluindo Papilomavirus Humano (HPV), Virus da
Hepatite B (HBV), alguns tipos de Herpesvirus, John Cunningham Virus (JC) e Virus
da Hepatite C (HCV) (MOLLANOORI; TEIMOURIAN, 2018; SOPPE; LEBBINK, 2017),
apresentando resultados promissores.

3.2.2.3 Terapia do cancer

Outra abordagem que tem sido avaliada é a utilizacdo do sistema CRISPR/
Cas para o tratamento de determinados tipos de cancer. O cancer inclui alteracdes
complexas com multiplas mutacgdes, translocacgdes, perdas e ganhos cromossémicos.
Assim, a habilidade de identificar e corrigir tais mutacées € um objetivo importante em
seu tratamento. Neste contexto, o sistema CRISPR/Cas tem mostrado um potencial
promissor para atuar nesta corre¢do. Varios cientistas, em todo o mundo, estéo
usando tal sistema para abordar o tratamento de variados tipos de céancer a partir de
diferentes perspectivas de pesquisa (RATAN et al., 2018).

Um dos exemplos mais recentes, é a sua utilizacao para alterar geneticamente
receptores de células T (TCRs) com o intuito de que apresentem um maior
reconhecimento e maior afinidade a células tumorais. Um dos maiores progressos
na imunoterapia personalizada do cancer, foi a producédo do receptor de antigeno
quimérico (CAR). CARs sdo proteinas de fusdo manipuladas que incorporam
um dominio de reconhecimento de antigeno para um alvo especifico (isto €, um
antigeno de tumor) e um dominio de sinalizacdo de células T. Eles sao unicos, pois
agem independentemente do complexo principal de histocompatibilidade (ABATE-
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DAGA; DAVILA, 2016; RESTIFO; DUDLEY; ROSENBERG, 2012). Na terapia celular
autéloga (TART), as células sdo removidas, projetadas geneticamente para atacar
antigenos especificos do cancer alvo, a partir do sistema CRISPR/Cas e, em seguida,
transferidas de volta para o paciente (MOLLANOORI; TEIMOURIAN, 2018; ZYCH,;
BAJOR; ZAGOZDZON, 2018).

Até a presente data, as células T modificadas por CAR foram aplicadas a varios
tumores malignos, embora a investigacdo e aplicacdo tenham sido mais robustas
em malignidades hematoldgicas de células B. Em 2014, Maude e colaboradores
publicaram um estudo crucial em que trinta pacientes foram tratados com células
T autotransportadas anti-CD19 com Leucemia Linfocitica Aguda (LLA) recidivante/
refrataria. Notavelmente, 90% dos pacientes tratados tiveram uma remissao completa
(MAUDE et al.,, 2014). Com este sucesso impressionante, células T CAR foram
aplicadas a neoplasias adicionais, incluindo Leucemia Linfocitica Crénica (LLC) e
linfomas nao-Hodgkin. Recentemente, Turtle e colaboradores (2017) trataram vinte
e quatro pacientes de LLC de alto risco, dos quais setenta e um por cento tiveram
uma resposta completa ou parcial a terapia e em muitos desses pacientes, nenhuma
doenca residual foi detectada apds tal tratamento (TURTLE et al.,, 2017). Assim,
recentemente, apds demonstrar esta significativa eficacia clinica, este novo agente
terapéutico foi aprovado pela FDA para o tratamento de DLBCL recidivante/refrataria e
leucemia linfoblastica aguda de células B (LLA). No entanto, a possibilidade de efeitos
fora do alvo e toxicidade, continuam sendo investigados. Embora a mutagénese
insercional ndo tenha sido observada nas terapias de células T modificadas por CAR
até o momento, esta possibilidade existe e deve ser considerada (BEAR et al., 2012;
DOTTl et al., 2014; HACKETT et al., 2013).

Valletta e colaboradores (2015), restauraram a fungcdo do gene ASXL1 em uma
linhagem de células de Leucemia Miel6ide Crdnica (LMC) que ndo expressavam o
modificador epigenético ASXL1. O ASXL1 é conhecido como um importante supressor
de tumor, no qual mutacées, estdo envolvidas na patogénese de varias leucemias
mielbides. Neste estudo, a partir da correcao do gene, foi reestabelecida a expresséo
normal da proteina e a sobrevivéncia foi melhorada, em um modelo de xenoenxerto
murino utilizando células corrigidas (VALLETTA et al., 2015).

Em 2017, Garcia-Tunon e colaboradores aplicaram a tecnologia CRISPR/Cas9
a LMC positiva para BCR/ABL e demonstraram que poderiam bloquear eficazmente a
expressao da variante p210 do gene de fusdao BCR/ABL. Isto foi feito utilizando uma
linhagem celular de leucemia Boff-p210 e in vivo, em modelo murino. Estes sao apenas
alguns dos muitos exemplos da aplicacao da tecnologia CRISPR/Cas em estudos que
objetivem o tratamento do cancer, com o crescimento continuo previsto nos préximos
anos (GARCIA-TUNON et al., 2017).
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3.2.3 Regulacéo transcricional

Outro exemplo de aplicacéo do sistema CRISPR/Cas é na regulacédo de genes
especificos a partir da interrupcao de sitios funcionais relacionados a transcricao.
Tal sistema é entdao denominado CRISPR inference (CRISPRI), e foi desenvolvido
para a regulacéo da transcricdo guiada por RNA (CHENG et al., 2013; GILBERT
et al.,, 2013; QI et al.,, 2013)a two-component transcriptional activator consisting of
a nuclease-dead Cas9 (dCas9. Qi e colaboradores (2013) gerou um mutante Cas9
(dCas9) cataliticamente defeituoso sem atividade de nucleases. Neste caso, o sistema
somente reconhece e liga a sequéncia alvo, gerando um impedimento alostérico que
nédo permite a transcricdo, porém, sem clivar tal sequéncia. Assim, este complexo de
reconhecimento, pode interferir no alongamento transcricional, na atividade da RNA
polimerase, ou ainda, na ligacéo de fatores de transcricdo (Ql et al., 2013). Em um
experimento em Escherichia coli, utilizando dois gRNAs direcionados, respectivamente,
um gene da proteina fluorescente vermelha (RFP) e um gene da proteina verde
fluorescente (GFP), foi observado que CRISPRI poderia reprimir simultaneamente a
expressao de RFP e GFP. No entanto, em células de mamiferos, o grau de repressao
da expressao génica obtido pelo CRISPRI foi pouco expressivo (Ql et al., 2013). Gilbert
e colaboradores (2013) também demonstraram que dominios efetores repressivos ou
ativadores fundidos com dCas9, juntamente com o gRNA, poderiam desempenhar
um controle transcricional preciso e estavel dos genes-alvo, incluindo a repressao e
ativacédo da transcricao (GILBERT et al., 2013). Além disto, Cheng e colaboradores
(2013) evidenciaram o desempenho do CRISPRI para regular a transcricdo tanto em
genes individuais como simultdneamente em mudltiplos genes. Portanto, o CRISPRi
fornece uma nova ferramenta altamente especifica para alternar a expressao génica
sem alterar geneticamente a sequéncia de DNA alvo (CHENG et al., 2013).

3.3 Outras aplicacoes

A partir de uma abordagem diferente, o sistema CRISPR/Cas9, pode também
ser utilizado como um marcador de loci especificos em células vivas. A partir do uso
de uma proteina dCas9 marcada com proteina fluorescente verde melhorada e um
gRNA estruturalmente otimizado, foi possivel obter imagens robustas de elementos
repetitivos e nao repetitivos em teldmeros e genes codificadores em células vivas.
Esta ferramenta de imagem CRISPR tem o potencial de melhorar as tecnologias atuais
para o estudo da dindmica conformacional de cromossomos nativos em células vivas,
principalmente se imagens multicoloridas podem ser desenvolvidas usando multiplas
proteinas Cas9 distintas (CHENG et al., 2013).

Outro uso crescente desta tecnologia é a sua aplicacao na area vegetal e de
fungos. Neste contexto, ela tem sido utilizada para induzir alteracbes gendmicas
desejadas em plantas, objetivando gerar caracteristicas especificas, como fenétipos
valiosos ou resisténcia a doencas (JIANG et al., 2013; XIE; YANG, 2013). Desde sua
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demonstracdo como uma ferramenta de edi¢do do genoma em Arabidopsis thaliana e
Nicotiana benthamiana esta tecnologia promete mudar o ritmo e o curso da pesquisa
agricola (LI et al., 2013; NEKRASOV et al., 2013). Jiang e colaboradores (2013)
realizaram experimentos onde, o gene da proteina de fluorescéncia verde, foi transferido
para o genoma da Arabidopsis sp. e do tabaco, e genes da susceptibilidade a ferrugem
bacteriana, para o genoma do arroz (JIANG et al., 2013). Miao e colaboradores (2013)
demontraram a robustez e eficiéncia do CRISPR/Cas9 na edi¢do do genoma do arroz,
onde a modificagdo eficaz nos genes-alvo ocorreu em aproximadamente 50% das
células embriogénicas que receberam as estruturas de gRNA e Cas9 (MIAO et al.,
2013; ZHANG; WEN; GUO, 2014). Além disso, essas mudancas genéticas foram
passadas para a prdoxima geracao de plantas sem nova mutacado ou reversao, e o
sequenciamento do genoma completo ndo revelou nenhuma edi¢ao fora do alvo. Tais
estudos sugerem que a modificagcdo dos genomas de plantas pode fornecer prote¢do
contra doencas e resisténcias de forma segura e simples. As implicagcbes regulatérias
do uso da tecnologia CRISPR-Cas9 em plantas ainda ndo estédo claras e dependem
do tipo de mutagao a ser introduzida (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014), fazendo-se
necessarios maiores estudos com o intuito de elucidar tais questoes.

3.4 Discussoes éticas

Como foi possivel perceber, o0 numero de aplicacbes potenciais da tecnologia
CRISPR/Cas9 é muito amplo. No entanto,sua aplicabilidade, na maioria dos casos,
principalmente no que tange a utilizacao terapéutica desta tecnologia, ainda permanece
altamente controversa. Primeiro, porque ainda nao esta definido o quao segura esta
técnica é, principalmente no que diz respeito aos potenciais efeitos fora do alvo. Em
segundo lugar, existem varias questdes éticas associadas a terapia génica mediada
por CRISPR/Cas9, como: Qual sera o limite entre defeitos genéticos que devem ser
corrigidos e anomalias genéticas, que permanecem sem tratamento? Quais serao
as consequéncias e efeitos a longo prazo da correcédo de mutagcdes patogénicas, no
contexto dos antecedentes genéticos individuais dos pacientes? Devem ser permitidas
modificacdes do genoma em zigotos ou embrides humanos, que afetardo somente
suas células somaticas, ou também aquelas que poderao ser transmitidas a linhagem
germinativa? (HOCHHEISER et al., 2018).

Outro ponto, extremamente preocupante, é a possibilidade de gerar mutagdes
fora do alvo, a partir da edicdo do genoma mediada por CRISPR/Cas9. Genomas
grandes geralmente contém multiplas sequéncias de DNA que sao idénticas ou
altamente homoélogas as sequéncias de DNA alvo, que podem ser erroneamente
clivadas, levando a mutagdes em locais indesejados. Tais muta¢cdes podem resultar
em morte ou dréastica transformacgéo celular. Assim, com o intuito de solucionar este
problema, garantindo uma maior especificidade do sistema CRISPR/Cas9, o ideal é
selecionar locais de destino com o menor numero de locais fora do alvo possiveis.
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Xiao e colaboradores (2014) recentemente, desenvolveram uma ferramenta de busca
flexivel, a CasOT (Cas Off-Target sites), que possibilita a identificacdo de potenciais
locais fora do alvo em genomas inteiros. No entanto, varios pesquisadores estéo
estudando diferentes métodos para superar este obstaculo e, assim, tornar a utilizacao
do sistema realmente segura (XIAO et al., 2014; ZHANG; WEN; GUO, 2014).

Ainda associado a este problema, existe a dificuldade do desenvolvimento de um
método de entrega do sistema CRISPR/Cas que seja totalmente eficaz em organismos
multicelulares com sistemas mais complexos. Algumas técnicas baseadas em injecéo
de DNA e RNA vém sendo utilizadas para distribuicdo do sistema, tais como injecao
de plasmideos expressando Cas9 e gRNA (GRATZ et al., 2013) ou injecao direta de
tais componentes CRISPR/Cas9 (BASSETT et al., 2013; YU et al., 2013). A eficiéncia
destes métodos de entrega dependem dos tipos de células e do tecido alvo. Assim,
varias equipes de pesquisa tém se dedidado ao desenvolvimento de métodos de
entrega mais robustos, com o intuito de minimizar tal dificuldade (ZHANG; WEN; GUO,
2014).

41 CONCLUSAO

A tecnologia CRISPR/Cas9 revolucionou a engenharia genémica e certamente,
foi uma das maiores descobertas para a pesquisa cientifica do século atual. Embora
existissem outras tecnologias de edicdo do genoma anteriores a descoberta deste
sistema, sua simplicidade, precisao e versatilidade sdo qualidades sem precedentes.

Porém, apesar de umatécnica extremamente inovadora e interessante, a CRISPR/
Cas9 ainda requer grandes estudos, pois muitos dos experimentos foram realizados
apenas in vitro. Portanto, avaliar seus efeitos a longo prazo tanto no individuo quanto
em sua linhagem germinativa, bem como aprimorar sua capacidade de clivagem
especifica do DNA alvo, evitando a clivagem “fora do alvo”, e o desenvolvimento
de mecanismos de entrega mais eficazes, € imprescindivel. Sobrepujados estes
obstaculos, a tecnologia CRISPR/Cas9 tem grande potencial de se tornar a ferramenta
de edicdo de genoma mais confiavel, de facil utlizacéo e baixo custo.

Assim, esforcos futuros deverdo se concentrar em desenvolver ainda mais a
precisao da tecnologia, possibilitanto sua utilizagdo com total seguranca e eficacia.
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RESUMO: A lectina ligante de manose (MBL)
€ uma proteina do sistema imune inato e esta
envolvida na opsonizacgao, ativagao do sistema
complemento, remocao de células apoptoéticas e
modulacéo da resposta inflamatoria através de
interacdo com células produtoras de citocinas.
Em humanos esta lectina é codificada pelo gene
MBL2. Variagbes nos niveis séricos da MBL
estdo entre os assuntos mais extensivamente
estudados e representam um paradigma que
pode ser aplicado a outros genes cujos produtos
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desempenham um papel na primeira linha de
defesa do hospedeiro. Um dos fatores que
geram variacdes nos niveis séricos, quantidade
ou qualidade da molécula, & polimorfismos
genéticos no MBL2 no promotor e no éxon 1.
Diversos trabalhos na literatura tém associado
a deficiéncia desta lectina com a propensao a
doencas como dengue, otite média, candidiase,
doencas cardiacas, lupus, tuberculose, dentre
outras podendo a MBL estar envolvida na
patogénese destas.
papel da MBL na resposta imune inicial do

Devido ao importante
hospedeiro, polimorfismos no gene MBL2 que
levam a deficiéncia da proteina podem ser
implicados no curso clinico de doencgas. Assim,
sendo a MBL um componente do sistema imune
e sua deficiéncia estar associada a propensao
a doencas, este trabalho fornece uma visao
detalhada sobre o gene da lectina ligante
de manose, os polimorfismos genéticos e a
correlacdo com propensao ou ndo a doencgas.

PALAVRAS-CHAVE: gene MBL2,
ligante de manose, polimorfismos genéticos

lectina

ABSTRACT: The Mannose binding lectin (MBL)
is a protein of the innate immune system and
is involved in opsonization, activation of the
complement system, removal of apoptotic cells
and modulation of the inflammatory response
through
cells. In humans this is encoded by the lectin

interaction with cytokine-producing
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MBL2. Changes in serum levels of MBL are among the most extensively studied
issues and represent a paradigm that can be applied to other genes whose products
play a role in the first line of Defense of the host. One of the factors that generate
variations in serum levels, quantity or quality of the molecule, is genetic polymorphisms
in the promoter and MBL2 éxon 1. Several works in the literature have associated this
lectin deficiency with the propensity to diseases such as dengue fever, otitis media,
candidiasis, heart disease, lupus, tuberculosis, among others and the MBL be involved
in the pathogenesis of these. Due to the important role of MBL in the initial immune
response of the host, MBL2 gene polymorphisms that lead to protein deficiency may
be involved in the clinical course of disease. So, being the MBL a component of the
immune system and your disability to be associated with the propensity to disease,
this paper provides a detailed overview on the Mannose binding lectin gene, genetic
polymorphisms and the correlation with propensity to disease or not.

KEYWORDS: MBL2 gene, mannose binding lectin, genetic polymorphism

INTRODUCAO

A lectina ligante de manose (MBL) € uma proteina do sistema imune inato e esta
envolvida na opsonizacédo, ativagdo do sistema complemento, remogcdo de células
apoptéticas e modulacéo da resposta inflamatéria através de interacdo com células
produtoras de citocinas. Em humanos esta lectina é codificada pelo gene MBL2.

Em humanos o gene MBL2 esta localizado no brago longo do cromossomo 10
sendo composto por quatro éxons e trés introns. Variacées nos niveis séricos da MBL
estao entre os assuntos mais extensivamente estudados e representam um paradigma
que pode ser aplicado a outros genes cujos produtos desempenham um papel na
primeira linha de defesa do hospedeiro. Um dos fatores que geram variagdes nos
niveis séricos, quantidade ou qualidade da molécula, é polimorfismos genéticos no
MBL2 no promotor e no éxon 1.

Porém, ndo existe consenso acerca dos niveis normais das concentracoes de MBL
gue constituem niveis plasmaticos aceitaveis. Neste contexto, achados contraditorios
na literatura refletem a combinacdo de diferencas intrinsecas genéticas, auséncia
de padronizacdo metodoldgica e interpretacdo discrepante dos dados. Todavia,
as evidéncias disponiveis, validam as correlacdes entre certos genétipos e niveis
plasmaticos de MBL com infecc&o, autoimunidade, inflamacgéo, doencas vasculares e
metabdlicas.

Diversos trabalhos na literatura tém associado a deficiéncia desta lectina com
a propensao a doencas como dengue, otite média, candidiase, doencas cardiacas,
lipus, tuberculose, dentre outras podendo a MBL estar envolvida na patogénese
destas. Devido ao importante papel da MBL na resposta imune inicial do hospedeiro,
polimorfismos no gene MBL2 que levam a deficiéncia da proteina podem ser implicados
no curso clinico de doengas.
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Assim, sendo a MBL um componente do sistema imune e sua deficiéncia estar
associada a propensao a doencgas, este trabalho fornece uma visao detalhada sobre
0 gene da lectina ligante de manose, os polimorfismos genéticos e a correlagao com
propensao ou nao a doencgas.

O GENE DA LECTINA LIGANTE DE MANOSE - MBL2

Em muitos animais, existem dois genes para a MBL. Em camundongos, duas
formas diferentes de MBL sao codificadas por dois genes distintos funcionais conhecidos
como mbl-a e mbl-c, que sao posicionadas em diferentes cromossomos, 14 e 19,
respectivamente, (WHITE et al, 1994) enquanto que os dois analogos humanos, MBL1
e MBL2 estao posicionados proximos um do outro no cromossomoi0 (10g11.2-g21)
(SASTRY et al., 1989; GUO et al, 1998). Produtos do MBL1 e MBL2 foram detectados
em soros de macacos Rhesus, ao passo que nos chimpanzés e no homem, a MBL
€ codificada somente por MBL2, sendo o MBL1 um pseudogene, que supostamente
tornou-se inativo durante a evolugcdo (MOGUES et al., 1996).

Acredita-se que tanto o MBL 1 quanto MBL2tenham sido originados por duplicacao
génica a partir de um gene ancestral comum (SASTRY et al., 1995). A sequéncia da
proteina e a estrutura do gene da MBL, MBL2, foram esclarecidas em1989 por Taylor
e colaboradores e Sastry e colaboradores (TAYLOR et al., 1989; SASTRY et al., 1989).

O gene MBLZ2 esta localizado no brago longo do cromossomo 10 q11.2-g21
(GUO et al., 1998; GUARDIA; LOZANO, 2003), sendo composto por quatro éxons e
trés introns de 600, 1350 e 800 pb (pares de bases) respectivamente (TAYLOR et al.,
1989; TURNER, 2003). Sequenciamento de todo o gene MBL2 revelou esta regiao
possuir cerca de 10kb (kilobase) incluindo os introns (BERNIG et al., 2004).

Cerca de 1kb a montante do éxon 1, existe um éxon adicional denominado ‘0’.
Este éxon nao é traduzido em proteina, mas contém um sitio de inicio de transcri¢cao
adicional que pode servir como um inicio de transcri¢cdo alternativa do gene. De fato,
presume-se que 10-15% da MBL no soro produzida pelo figado deriva da transcricéo
a partir do éxon ‘0’. Ambas as regides promotoras dos éxons ‘0 ‘e 1, possuem uma
caixa TATA para a iniciacao da transcricao (Figura 1). Em ambos, os sitios de ligagéo
para fatores de transcricdo incluem elementos de resposta para IL-6 (citocina pré-
inflamatoria). Este achado mostrou a base da regulacéo da sintese de MBL como uma
proteina de fase aguda (TAYLOR et al., 1989; SASTRY et al., 1989).
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Figura 1. Gene MBL2. Dois promotores, promotor 1 e 0 regulam a transcricdo do gene MBL2
humano. Semelhantemente ao promotor 1, o promotor 0 promotor também inclui TATA para
a iniciagdo da transcricao, e sequéncias de DNA de ligacéo a fatores de transcricdo. Fonte:

GARRED et al., 2006.
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O éxon 1 codifica o peptideo sinal, a regiao N-terminal rica em cisteina e parte da
regido semelhante ao colageno (sete repeticbes do motivo rico em glicina), enquanto
0 éxon 2 codifica o restante da regido semelhante ao colageno. O éxon 3 codifica a
regidao hidrofébica espiralada conhecida como pescocgo e o éxon 4 o DRC na regiéo
C terminal por meio do qual a MBL se liga a superficie dos patogenos (MADSEN
et al.,, 1995). O DRC contém os sitios de ligacao ao Ca* (WEIS; DRICKAMER,;
HENDRICKSON, 1992).

POLIMORFISMOS DO GENE MBL2

Em 1968, um paciente com defeito na fagocitose de particulas de leveduras por
deficiénciade umelementodo sorofoidescrito (MILLER etal., 1968). Subsequentemente
descobriu-se que a proteina deficiente era a MBL e esta descoberta impulsionou
os esforgcos na tentativa de descobrir 0s mecanismos moleculares envolvidos na
deficiéncia da proteina (SUPER et al., 1989).

Sequenciamento dos éxons do gene MBL2 de trés criangas que tinham baixas
concentragbes séricas de MBL, deficiéncia fagocitica e que sofriam de infeccoes
recorrentes revelou que cada crianga carregava uma mutagcédo de ponto no cédon 54
no éxon1, que provocou uma substituicado do aminoéacido glicina pelo acido aspartico
(GGC para GAC) originando o alelo mutante denominado B, o alelo selvagem é
chamado de A (SUMIYA et al., 1991). A investigacao dos familiares sugeriu ser uma
heranca autossémica dominante porque a concentragcéo da proteina diminuiu de cerca
de 10 vezes em individuos com o gendtipo heterozigoto (AB) (KILPATRICK, 2002b).

MBL é considerada uma proteina de fase aguda, seus niveis aumentam
durante uma inflamacéo cerca de 1,5 a 3 vezes (EZEKOWITZ; DAY; HERMAN, 1998;
PETERSEN; THIEL; JENSENIUS, 2001). Sua concentracdo sérica considerada
normal varia bastante indo de 100ng/mL a 10.000ng/mL (TURNER; HAMVAS, 2000)
e essa variacado depende em grande parte de fatores genéticos, principalmente SNPs
do gene que codifica a MBL. Porém, valores abaixo de 100 ng/mL, ja caracterizam
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deficiéncia de MBL (GARRED et al., 2006; VASCONCELOS et al., 2011).

Além da determinacdo genética, fatores hormonais e ambientais também sao
responsaveis pelos niveis séricos variados de MBL, ja que individuos com o mesmo
gendtipo possuem diferencas entre niveis séricos da proteina. Foi verificado que
as concentracdes séricas da MBL podem ser influenciadas por varios horménios in
vivo (SORENSEN et al., 2006). Estudos acerca dessa regulacdo hormonal da MBL
demonstraram que o horménio do crescimento, a IL-6, e os horménios tireoidianos T3
e T4 aumentam significantemente a sintese de MBL nos hepatdécitos de forma dose-
dependente, enquanto que a insulina, o IGF-1 e a hidrocortisona n&o possuem efeito
sobre os niveis de MBL (HANSEN et al., 2001; SORENSEN et al., 2006).

Avariacao da producgéo de tais horménios ao longo da vida pode estar associada
com mudancas, de acordo com a idade, nos niveis de MBL (SORENSEN et al., 2006,
VASCONCELOQOS et al., 2011). Em recém-natos, a concentracdo da MBL corresponde
a 60% da encontrada em adultos (THIEL et al., 1992).

Variagdes nas concentracdes séricas da MBL séo atribuidas a mutagdes de ponto
no éxon 1 do gene MBL2 e a polimorfismos na regido promotora. Estas alteracdes
genéticas acarretam defeitos na polimerizacdo da molécula levando a deficiéncia de
funcé@o e modificacéo de taxa de expresséo da proteina (TURNER, 2003; PRESANIS;
KOJIMA; SIM, 2003).

O éxon 1 do gene MBL2 contém trés SNPs no cédon 52 (CGT/TGT,; Arg/Cys,
referido como alelo D), cédon 54 (GGC/GAC; Gly/Asp, referido como alelo B) e codon
57 (GGA/GAA; Gly/Glu, alelo C) (SASTRY et al., 1989). Estes SNPs do éxon 1 resultam
em regioes de colageno alteradas as quais impedem a formacao da estrutura helicoidal
tipo colageno caracteristica dos peptideos de MBL, interferindo na oligomerizagao
dos mesmos e na posterior montagem em multimeros, reduzindo assim 0s niveis
circulantes de oligbmeros de MBL, forma funcional da molécula (ROOS et al., 2004).
Os alelos mutantes B, C e D sdao comumente designados alelo O e o selvagem de alelo
A (MINCHINTON et al., 2002). Individuos que sao homozigotos (O/O, onde O pode ser
B, C ou D) para um alelo mutante produzem MBL em quantidades indetectaveis por
ELISA (Enzima Linked Immunoabsorbent Assay), embora tenha sido documentada
uma marcada variacédo interindividual (MINCHINTON et al., 2002), enquanto os
heterozigotos (A/O) para a mutagao possuem concentracdes séricas significativamente
reduzidas quando comparados a individuos homozigotos (A/A) para o alelo selvagem
(LIPSCOMBE et al., 1992) (Figura 2).

Todos os trés alelos mutantes possuem um efeito dominante nos niveis séricos
de MBL, mesmo em heterozigose, diminuem os niveis da proteina funcional em cerca
de 90%. Entretanto, o efeito do alelo D em heterozigose é menos draméatico do que
os alelos Be C. Porém, em homozigose, genétipo D/D, ou nos genétipos BD e CD, os
polipeptidios derivados tém a caracteristica daqueles derivados dos genétipos AB e
AC (GARRED, 2008).

As proteinas MBL variantes sdo instaveis, facilmente degradadas a formas pouco
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oligoméricas (com baixa avidez para seus ligantes e com uma incapacidade de ativar
o complemento) e provavelmente possuem um tempo de meia-vida mais curto em
circulacdo (MATSUSHITA; EZEKOWITZ; FUJITA, 1995; NAITO et al., 1999; LARSEN
et al., 2004). Isso pode levar nao s6 a fung¢ao reduzida, mas também a uma reducao
na concentracéo absoluta das cadeias polipeptidicas variantes de MBL na circulacéo
(GARRED, 2008).
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Figura 2. MBL, do gene a proteina. Polimorfismos do MBL2, a fungao dos quatro éxons e a
configuracéo do promotor. Fonte: HEITZENEDER et al., 2012.

Trabalhos mostram que os SNPs C52T, G54A e G57A aparecem com diferentes
frequéncias em populagdes como a dos europeus, asiaticos, africanos sub-saarianos,
australianos e americanos. Nestes estudos o alelo B foi praticamente inexistente na
Africa Subsaariana e Africa Ocidental e ocorreu com baixa frequéncia no norte da
Africa Oriental, mas bastante comum entre os Caucasianos (frequéncia alélica 0,12
—0,14) e Asiaticos (frequéncia alélica 0,10 — 2,50). Ja para os indios Sul-Americanos
a frequéncia alélica pode exceder 0,50. Em contraste, o alelo C é mais frequente nos
Africanos Subsaarianos (frequéncia alélica 0,10 — 0,30), raro entre os Caucasianos
(frequéncia alélica <0,03) e ausente entre os Asiaticos. A frequéncia do alelo D é a
menor entre os trés alelos e parece estar confinada as popula¢des dos Caucasianos
e do norte da Africa Oriental (frequéncia alélica 0,06 — 0,08) (GARRED et al., 1992;
MADSEN et al., 1995; LIPSCOMBE et al., 1996; MEAD et al.,1997; MADSEN et al.,
1998; TURNER et al., 2000; JULIGER et al., 2002).

No entanto, observa-se uma grande variagéo dos niveis séricos de MBL dentro
de cada gendtipo, a qual é causada pela ocorréncia de polimorfismos adicionais néo-
codificantes na regidao promotora. Sequenciamento do promotor 1 revelou ser esta
regiao altamente polimérfica através de substituicbes de Unico nucleotideo. Duas
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posicdes na regido promotora e uma na regidao 5’ ndo traduzida (UTR), em patrticular,
estdo associadas com niveis diferentes de expresséo de MBL independente dos alelos
variantes do éxon 1 (MADSEN et al. 1995; MADSEN et al., 1998).

Nas posicoes -550 e -221 da regido promotora ocorre a substituicdo do
nucleotideo G por C originando os alelos H e X respectivamente. Para estes loci os
alelos selvagens sao respectivamente L e Y. Na posicéo +4 da regidao 5’UTR ocorre a
substituicdo do nucleotideo C por T gerando o alelo P (MADSEN et al., 1995; MADSEN
et al., 1998). Entre estas trés variantes alélicas da regido promotora, o /ocus -221, que
alberga a variante X, possui maior efeito na diminuicdo dos niveis séricos da proteina
(GARRED, 2008). Os polimorfismos da regidao do promotor e do éxon 1 estdo em
desequilibrio de linkage (DL) (HEITZENEDER et al., 2012).

Alelos estdo em DL quando existe a associacdo destes alelos de forma
nao aleatdéria em dois ou mais loci, ndo sendo necessaria a ocorréncia no mesmo
cromossomo. Desta forma, o DL revela uma situacdo em que algumas combinacdes
de alelos ou marcadores genéticos ocorrem de maneira mais ou menos frequente
numa dada populagédo. Assim, combinagcdes especificas de polimorfismos genéticos
de MBL ocorrem na populacdo de maneira ndo aleatoria. Dos varios possiveis
haplotipos resultantes dos SNPs da regido promotora e do éxon 1 do MBL2, apenas
sete sdo comumente encontrados (HEDRICK; KUMAR, 2001). Estes sete haplotipos
frequentemente designados secretores sédo: HYPA, LYQA, LYPA, LXPA, HYPD, LYQC
e LYPB. A variante H est4 fortemente ligada com a variante P, e ‘X’ s6 ocorre como
LXPA, portanto, “LY” s6 € encontrado em associacao como alelo ‘P ou ‘Q (GARRED
et al., 2006).

Apesar da variabilidade causada pelas variantes nos promotores, dentro de
cada grupo genotipico, homozigotos tipo selvagem para o éxon 1 (A/A) apresentam
0S niveis mais altos desta lectina, enquanto que mutantes heterozigotos (A/O) tém
valores intermediarios e mutantes homozigotos (O/O) tém niveis bastante reduzidos
desta proteina (MINCHINTON et al., 2002, WORTHLEY; BARDY; MULLIGHAN, 2005).

A maioria dos individuos com deficiéncia na MBL é devido a heterozigosidade
dos SNPs do éxon 1 e da regidao promotora, resultando em um amplo espectro de
concentracbes séricas da proteina, desde niveis indetectaveis a concentracbes
elevadas como 10.000ng/mL (MADSEN et al., 1998; STEFFENSEN et al., 2000).

Assim, valores abaixo de 100 ng/mL, que caracterizam deficiéncia de MBL, podem
ser encontrados em trés situagcdes: gendtipos estruturais O/0, independentemente
do gendtipo promotor; genétipos estruturais A/O, em combinacdo com gendtipos
promotores HY/LX ou LX/LY; ou no genotipo promotor LX/LX. Valores entre 100 ng/mL
e 1.000 ng/mL podem ocorrer no gendtipo estrutural A/O ou nos gendtipos promotores
LX/LX ou LX/LY. Ja valores acima de 1000 ng/mL estdo associados com a MBL tipo
selvagem (A/A), embora heterozigotos A/D possam ocasionalmente chegar a este
nivel. O gendtipo promotor HY/HY tipicamente apresenta valores acima de 1500 ng/
mL para a MBL tipo selvagem; entretanto, tais valores também podem ocorrer em
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outros gendtipos promotores. Estudos clinicos tém utilizado os valores de corte de 50
ng/ml ou 100 ng/mL para a definicdo de deficiéncia grave de MBL (GARRED et. al.,
2006; VASCONCELQOS et al., 2011).

Desta forma, sao considerados possuidores de niveis normais de MBL os
haplétipos HYA/ HYA, HYA/LYA, HYA/LXA, LYA/LYA e LYA/LXA. Ja os haplétipos
HYA / HYD, HYA / LYB, HYA / LYC, HYA /LYD, LYA/HYD, LYA/LYB, LYA/LYC,
LYA/LYD e LXA / LXA possuem niveis intermediarios da proteina enquanto que os
individuos com os haplétipos HYD / HYD, HYD / LYB, HYD / LYC, HYD / LYD, LYB /
LYB, LYB/LYC, LYB/LYD, LYC/LYD, LYD/LYD, LXA/HYD, LXA/LYB, LXA/LYC e
LXA/LYD possuem baixos niveis de MBL (LITZMAN et al., 2008).

Assim, a resposta de fase aguda da MBL depende também do componente
genético, pois elevada geracao de variantes tais como HYA pode causar um aumento
mais pronunciado dos niveis de MBL, enquanto que mutagbes na regido estrutural
nao permitem aumentar os niveis desta proteina até os valores normais existentes
durante a fase aguda (IP et al., 2004; MINCHINTON et al., 2002, WORTHLEY; BARDY;
MULLIGHAN, 2005).

Entretanto, estudos recentes tém demonstrado a presenca de oligbmeros de alto
peso molecular de MBL também no soro de individuos com alelos de MBL variantes
(RAJAGOPALAN et al., 2009). Segundo Rajagopalan e colaboradores (2009) a
ativacdo da via da lectina pode estar comprometida em individuos homozigotos para
os alelos mutantes MBL/C e, em menor extensdo, MBL/B, mas nao em individuos
homozigotos para o alelo MBL/D.

Existem dificuldades na comparacgéo dos niveis de MBL entre os diversos estudos
em virtude do critério para se considerar deficiéncia e normalidade ser diferente entre
0s pesquisadores e também nos testes que séo utilizados para determinacdo dos
niveis da proteina. Existem muitos anticorpos anti-MBL e pelo menos dois diferentes
métodos de deteccdo. O método sanduiche detecta MBL usando dois anticorpos,
um para captura e um segundo para deteccdao. Em contraste, o0 método de captura
de manana requer ligacdo da MBL a manana, que assume o papel do anticorpo de
captura no método sanduiche, e a MBL ligada a manana é detectada usando um
anticorpo anti-MBL (TAKAHASHI, 2011).

Variagbes no gene MBLZ2estao entre os assuntos mais extensivamente estudados
e representam um paradigma que serd aplicado a outros genes cujos produtos
desempenham um papel na primeira linha de defesa do hospedeiro. Esta lectina por
desempenhar variadas funcdes na imunidade inata, pode ser um alvo terapéutico para
diversas doencas. Mais estudos sao necessarios para este proposito.
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CAPITULO 6

SELECAO DE CARACTERISTICAS POR ALGORITMO
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RESUMO: Este artigo investiga o uso de
algoritmo genético na selecéo de caracteristicas
para predicao de risco de morte de pacientes
com doenca de Chagas. Um total de 19
caracteristicas, divididas entre caracteristicas
clinicas, tempo-frequenciais e de dinédmica
simbdlica foram extraidas a partir de janelas
de 5 min das séries de intervalos RR do
eletrocardiograma de 150 pacientes. Os dados
foram utilizados para distinguir os grupos de
pacientes que evoluiram ou nao para o ébito, por
meio de um modelo construido com maquina de
vetores de suporte (SVM) com kernel Gaussiano
(RBF - Radial Basis Function). A selecao
de caracteristicas foi feita por um algoritmo
genético que avalia uma populacéo de solugdes
candidatas aolongode 100 geracdes, realizando
uma selecao de pais para um cruzamento
das solugdes, gerando descendentes e
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selecionando as candidatas com melhor taxa
de acerto a cada geracédo. Foram realizados
diferentes experimentos variando a quantidade
de dados utilizados para treinamento e teste do
classificador. Foi possivel obter taxas de acerto
de 99,53%, 98,86% e 98,80% com 8, 9 e 10
caracteristicas selecionadas, respectivamente.
Estes resultados foram superiores aos obtidos
com a selecdo empirica realizada em trabalho
anterior, 0 que sugere que a técnica de algoritmo
genético pode melhorar o desempenho do
classificador de risco de morte de origem
cardiaca em pacientes chagasicos.

PALAVRAS-CHAVES: Algoritmos Genéticos,
Selecao de Caracteristicas, Maquina de Vetores
de Suporte, Classificacdo, Doenca de Chagas.

ABSTRACT: This paper investigates the use
of genetic algorithm for features selection in
predicting death in patients with Chagas disease.
A total of 19 features, among clinical data,
indices from time and frequency domain, and
symbolic dynamics features were extracted from
5-min epochs from RR series of 150 patients.
The data was used to distinguish the group of
patients who died and the group who did not
die, by using a model built with support vector
machine (SVM) with radial basis function (RBF)
kernel. The features selection was made by a
genetic algorithm that evaluates a population
of candidate solutions over 100 generations,
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doing selection of parents to do crossover and breed offspring, then selecting the
best solutions, with the highest accurate rate. Different experiments were performed
changing the amount of data used to train and test the classifier. There were achieved
accurate rates of 99.53%, 98.86% and 98.80% with 8, 9 and 10 features, respectively.
These results suggest that characteristics selection by genetic algorithms may improve
the performance of the classifier in predicting death of patients with Chagas disease.
KEYWORDS: Genetic Algorithm, Features Selection, Support Vector Machine,
Classification, Chagas Disease.

11 INTRODUCAO

O sinal da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC), derivado da série de
intervalos RR do eletrocardiograma (ECG), incorpora informacdes relevantes sobre
o sistema cardiaco e os mecanismos de controle associados. Diferentes condicoes
fisioldgicas e patoldgicas alteram a VFC. Essas mudangas podem ser perceptiveis
através de caracteristicas extraidas deste sinal, podendo se tornar uma poderosa
ferramenta de diagndéstico [3]. Logo, é importante que caracteristicas relevantes sejam
selecionadas para a analise do sinal de VFC.

Em um trabalho anterior [6], foi possivel separar as classes de pacientes
chagasicos que evoluiram ou ndo para 6bito por meio da analise de 18 caracteristicas
extraidas da VFC realizada por um classificador baseado na maquina de vetores de
suporte (SVM, do inglés support vector machine).

No reconhecimento de padrdes, é desejavel que se obtenha o menor espacgo
de caracteristicas possivel para diminuir o custo, o tempo de processamento e as
informacgdes redundantes, melhorando o desempenho do classificador. Os algoritmos
genéticos (AG) tém sido utilizados na selecao de caracteristicas, como uma poderosa
ferramenta de busca e otimizacéo baseada no processo de evolucéo natural [2].

Assim, este trabalho tem como objetivo investigar o uso de AG no reconhecimento
de padrdes da VFC com o intuito de tracar quais sao as caracteristicas mais relevantes
na classificacdo da cardiopatia chagasica, aprimorando o conhecimento da base de
dados e da epidemiologia em geral da doenca de Chagas.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Banco de Dados

O banco de dados foi constituido de 150 séries de intervalos RR derivadas de
registros Holter de 24h obtidos no Hospital das Clinicas da UFMG. Os pacientes
estudados tinham entre 20 e 70 anos de idade e foram submetidos a exames clinicos
e laboratoriais para detectar evidéncias de outras cardiopatias ou patologias que
excluissem o paciente do estudo. Todos os procedimentos visaram garantir os direitos
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e bem-estar das pessoas estudadas. Os exames apenas foram realizados apés o
recebimento do consentimento por escrito dos pacientes. Todos os procedimentos
foram aprovados pelo Comité de Etica do Hospital das Clinicas da UFMG (Parecer
001/97). Os 150 pacientes foram divididos em duas classes: 15 pacientes que evoluiram
para o Obito e 135 que nao evoluiram [6].

2.2 Pré-Processamento dos Dados

As séries de intervalos RR foram obtidas automaticamente a partir de registros
Holter (Burdick/DMI) que apresentaram pelo menos 18 h de tragados de boa qualidade
e mais de 85% de batimentos sinusoidais. A frequéncia de amostragem foi de 200 Hz.
Cada registro foi cuidadosamente inspecionado por um clinico e os complexos QRS
foram classificados como batimentos normais, artefatos e ectopicos. Os artefatos e
batimentos ectopicos foram retirados de modo a criar séries temporais de intervalos
RR normais. Para a extracdo de caracteristicas, foram selecionadas aleatoriamente
30 janelas de 5 min das séries RR de cada paciente [6].

2.3 Caracteristicas

ATabela 1 apresenta um resumo de todas as caracteristicas utilizadas, baseadas
na dindmica simbdlica, nos indices classicos da VFC e em informacgdes clinicas dos

pacientes.
indice Caracteristicas Simbolo Natureza
1 Entropia de Shannom H_,
2 Numero de Palavras Proibidas nFW
3 Entropia dos PadrGes Ordinarios 1 Hoermi Simbolicas
4 Entropia dos Padrées Ordinérios 2 Hoema
5 Indice de Complexidade Coserx
6 Média dos Intervalos RR mNN
7 Desvio Padréo Médio SDNN
8 Raiz Quadrada das Diferencas Sucessivas RMSSD
9 Porcentagem Intervalos Maiores que 50 ms pNN50
10 Média dos Intervalos Sucessivos MSD Tempo-Frequenciais
11 Poténcia Espectral Total TotPow
12 Poténcia em Baixa Frequéncia LF
13 Poténcia em Alta Frequéncia HF
14 Razéo Baixa e Alta Frequéncia LF/HF
15 dade idade
16 Sexo Sexo
7 Gl e aucas Venvar 0 sy
18 Fracéo de Ejecdo do Ventriculo Esquerdo LVEF
19 Tempo do Complexo QRS QRS

Tabela 1: Caracteristicas utilizadas
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As caracteristicas H_; e nFW sé@o calculadas a partir da dinamica simbdlica, que
mapeia a evolucédo das séries RR através da particdo dessa série em simbolos e da
combinagéo desses simbolos em palavras. AH_, € a entropia de Shannon do sistema
e nFW ¢ a quantidade de palavras que ocorreram com baixa frequéncia de ocorréncia
durante a evolugao do sistema. As caracteristicas Hperm1 e Hperm2 correspondem a
entropia de Shannon calculada a partir dos Padrdes Estatisticos Ordinarios (PEO’s). Os
PEQ’s descrevem a relacdo entre os intervalos RR. Desses segmentos sdo extraidos
indices de permutacdes. As combinagdes desses indices de permutagdes permitem a
descricéo da série temporal. Diferentes configura¢des foram utilizadas em Hperm1 e
Hperm2. Finalmente, o indice de complexidade, C.

index

em [4] e fornece uma medida da ordem e desordem do sistema. Maiores detalhes

, foi calculado seguindo a métrica

podem ser encontrados em [6, 7].

Os indices classicos da VFC correspondem a: mNN, média dos intervalos RR;
MSD — média das diferengas dos intervalos RR sucessivos; SDNN — desvio padréo dos
intervalos RR; pNN50 — porcentagem dos intervalos RR cuja diferenca com intervalo
anterior exceda a 50 ms; TotPow — variancia dos intervalos RR; LF — poténcia na
faixa de baixas frequéncias (0,04 Hz até 0,15 Hz); HF — poténcia na faixa das altas
frequéncias (0,15 Hz até 0,4 Hz), e LF/HF — razédo entre LF e HF. Maiores detalhes
podem ser encontrados em [6, 8].

As caracteristicas clinicas correspondem a: idade do paciente, sexo do paciente,
NSVT — presenca de taquicardia ventricular ndo sustentada durante o Holter de 24 h,
LVEF — fracédo de ejecao do ventriculo esquerdo menor que 50% e QRS — tempo de
duracao do complexo QRS maior que 134 ms.

As caracteristicas passaram por um processo de normalizagdo entre O e 1. Para
uma determinada caracteristica, subtraiu-se cada valor pelo valor minimo encontrado,
e o resultado foi dividido pela diferenca entre o valor maximo e o valor minimo
encontrado.

2.4 Balanceamento dos Dados

Como existe uma diferenca muito grande entre o numero de sinais de VFC das
duas classes, os dados foram balanceados utilizando a técnica SMOTE (do inglés
Synthectic Minority Over-sampling Technique), para evitar erros de treinamento do
classificador [6].

2.5 Classificador

O classificador utilizado foi a SVM. A SVM é uma técnica que cria um modelo,
baseado em aprendizado de maquinas, gerando um hiperplano separador das
duas classes. Maiores detalhes sobre a SVM podem ser encontrados em [5, 7]. Os
parametros utilizados na SVM foram: C =1, o = 1 € 0 kernel adotado foi o RBF (do inglés
Radial Basis Function), esses valores foram obtidos no trabalho anterior [6].
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2.6 Algoritmo Genético

O algoritmo genético tem como finalidade selecionar as caracteristicas a serem
utilizadas no processo de classificacdo. Um individuo é modelado como um vetor
de O’s e 1’s de tamanho 19, em que, seguindo a ordem da Tabela 1, 0 corresponde
a caracteristica desligada (n&o utilizada) e 1 corresponde a caracteristica ligada
(utilizada). Cada elemento desse vetor é chamado de gene. Um individuo tem seu
desempenho (ou fitness) definido como a taxa de acerto média (definida adiante) do
classificador utilizando aquelas caracteristicas. O algoritmo segue a seguinte rotina:
gera uma populacéo inicial aleatéria, calcula o fitness dessa populagéo, seleciona os
pais, gera os descendentes (filhos), executa mutagdes nos genes dos descendentes,
calcula o fitness dos descendentes e seleciona os melhores individuos. O procedimento
a partir da selecéo dos pais é repetido até que o numero de geragdes seja atingido.
Durante a execucédo do AG, foram realizados diferentes experimentos com 20%, 40%,
50% e 60% dos dados utilizados para treinamento e, dessa forma, com 80%, 60%,
50% e 40% do restante dos dados utilizado para testes. Os dados de treinamento e
teste foram selecionados aleatoriamente. Para o classificador final foram utilizados
20% dos dados para treinamento e 80% para testes, conforme utilizado no trabalho
anterior [6]. A Tabela 2 apresenta todos os parametros utilizados no algoritmo genético.

Parametro Valor(es) Descricao
Tamanho da Populagéo 30 Quantidade de m?mduos na
populacéo.
Numero de pais 2 Quantidade de pais por cruzamento.
Namero de filhos 15 Numero de f_llhos gerados a cada
iteracao.
Numero de geracdes 100 Numero total de geragdes ou iteragdes.
Taxa de mutagéo 0,2 Chance de ocorréncia de mutagéo.
Taxa de Determinismo 0,95 Chance de que o torneio seja vencido
pelo melhor competidor.
NUmero de Participantes 5 Numero de participantes do torneio.

Dados para treinamento

Dados para teste

Numero de repeticbes do processo de
classificacao

Numero de repeticdes do processo de
classificagéo final

20%, 40%,
50% e 60%

80%, 60%,
50% e 40%

5

10

% dos dados separados para
treinamento.

% dos dados separados para teste.

Quantidade de vezes que se classifica
durante célculo de fitness.

Quantidade de vezes que se classifica
durante a classificagao final.

Tabela 2: Pardmetros Utilizados

2.7 Calculo do Fitness

Os genes de cada individuo definem quais caracteristicas serdo utilizadas no
processo de classificagcdo. Para esse conjunto de caracteristicas, € realizado um
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treinamento do classificador e testes. Esse procedimento € repetido cinco vezes e
uma taxa média de acerto é calculada.

2.8 Selecao dos Pais

A selecao dos pais foi realizada através da técnica de torneio nao deterministico.
Cinco candidatos a pais sdo selecionados aleatoriamente e competem entre si. A
competicao € baseada no fitness. O candidato com o maior fitness é escolhido como
vencedor. Como se trata de um torneio n&o deterministico existe uma pequena chance
(de 5%) de o melhor participante nao vencer. Nesse caso, um dos cinco participantes
€ escolhido ao acaso como vencedor.

2.9 Cruzamento e Mutacao

O cruzamento foi implementado como uma chance do descendente herdar gene
a gene de cada um dos pais. E percorrido todos os genes de cada pai, um a um. Para
cada gene, existe uma chance igual de 50% de o descendente herdar ou gene do
primeiro pai ou o gene do segundo pai.

A mutacéo foi implementada como uma chance de cada gene sofrer uma inversao
do seu valor. O vetor de genes é percorrido e, para cada gene, é sorteado uma chance
de acontecer ou ndo uma mutagdo. Caso acontecga, o valor daquele gene é invertido.
Um gene igual a O se torna 1 e vice-e-versa.

2.10 Selecao dos Melhores Individuos

Os descendentes sao adicionados a populagdo, com seus respectivos fitness,
totalizando uma nova populacao de 45 membros. Desses 45 sao selecionados os 30
melhores individuos, que possuem o0s maiores fitness, e essa populagao é passada
adiante.

2.11 Resultado Final

Para o resultado final, foram utilizadas as solu¢des encontradas e a metodologia
do trabalho anterior [6], servindo de parametro para analise. Portanto, para configurar
os parametros C e o do classificador, foi realizada uma validagdo cruzada usando
uma busca em um espaco logaritmico, com os valores C € {10°, 10, 102, 10%} e 0 €
{102, 107, 10,, 10'}. O classificador foi treinado com o melhor par (C, o) encontrado.
Os resultados foram analisados com base na taxa de acerto definida como A_=n /M x
100%, em que M é quantidade de janelas de uma dada série RR de um dado paciente
e nc € numero de janelas classificadas corretamente. Também foram calculadas a
sensibilidade (Sen), que é a razdo entre o numero de verdadeiros-positivos sobre a
quantidade real de casos positivos (evoluiram para o 6bito), a especificidade (Esp),
que é a razao entre 0 numero de verdadeiros-negativos € 0 numero real de casos
negativos (n&o evoluiram para o 0bito) e a area da curva ROC. A curva ROC mede o
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desempenho de um classificador binario, fornecendo a razao dos verdadeiros-positivos
em funcéo dos falsos-positivos para diferentes limiares. Por convencgéo os valores da
area da curva ROC sdo sempre maiores que 0,5 e o valor igual a 1 representa uma
classificacao perfeita.

31 RESULTADOS

3.1 Resultados Obtidos

A Tabela 3 apresenta as solugbes em que as quatro maiores taxas de acerto
foram encontradas.

Solugcdo % Treino % Teste Caract::l’sticas Caracteristicas Taxa(;}ko ():erto
1 20 80 8 5,7,14a19 99,59%
2 40 60 10 5,6,7,12,14a 19 99,86%
3 50 50 8 5,7,14a19 99,90%
4 60 40 9 5,6,7,14a19 99,94%

Tabela 3: Solugbes Encontradas.

A Tabela 4 mostra a média e o desvio padrdao da média dos parametros de
desempenho do classificador utilizados neste trabalho. AUC representa a area sob a
curva ROC.

Solucéo 1e3 2 4
Acc(% = %) 99,53 £ 0,20 98,86 + 1,52 98,80 + 1,64
Sen (% = %) 99,44 + 0,24 98,77 +2,12 98,61 + 2,21
Esp(% % %) 99,70 + 0,28 99,02 + 0,63 99,16 + 0,68
AUC 0,9998 + 0,0002 0,9979 + 0,0059 0,9980 + 0,0055

Tabela 4: Resultados finais de desempenho

3.2 Discussao

Classificadores baseados em aprendizado de maquina, como a SVM, séao
sensiveis a quantidade de dados utilizados para treinamento. Conforme apresentado
na Tabela 3, o percentual de dados usado no treinamento e teste do classificador foi
alterado para avaliar se alguma caracteristica se tornaria mais ou menos importante
para o classificador. Verificou-se que essa alteracdo ndo mudou de forma significativa
a relacdo de caracteristicas selecionadas pelo algoritmo genético.

Todas as caracteristicas clinicas estiveram presentes em todas as solugdes,

assim como o indice de complexidade (C. . ), o desvio padrao médio dos intervalos

index

RR (SDNN) e a razao da baixa e alta frequéncia (LF/HF). Tais resultados demonstram
gue os dados clinicos ainda séo preponderantes na avaliagcao de risco de morte dos




pacientes. Entretanto, indices de VFC podem contribuir com o auxilio ao diagnostico
final.

Em comparacdo com o trabalho anterior [6], houve um aumento de cerca de
4% em relacado a taxa de acerto e um ganho de cerca de 11% na especificidade. No
trabalho realizado em [1], foi utilizada a técnica F — score, que atribui um valor para
uma caracteristica e estabelece um ranking dos maiores valores. Utilizando a SVM, os
autores conseguiram reduzir o numero de caracteristicas de 9 para 5 e obtiveram uma
taxa de acerto de 99,51% na classificacdo de malignidade ou benignidade do tumor de
mama. Os autores de [9] utilizaram uma combinacao das técnicas KNN e SVM para
também separar tumores de mama com um conjunto de 32 caracteristicas. Utilizando
AG, a taxa de acerto final foi de 97,38% com apenas 6 caracteristicas.

41 CONCLUSAO

Os resultados apresentados sugerem que as técnicas de algoritmos genéticos
melhoram o desempenho do classificador de risco de morte em pacientes chagasicos,
apresentando ainda a vantagem de otimizar o nUmero de caracteristicas utilizadas.
Neste trabalho foi obtida uma taxa de 99,53% e uma reducéo de 19 caracteristicas
para 8. A monitoracdo das caracteristicas selecionadas ainda pode auxiliar a clinica
médica no tratamento e acompanhamento dos pacientes chagasicos.
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CAPITULO 7

MICROCEPHALY BRAIN UNFINISHED

Cicera Paz da Silva
Faculdade Mauricio de Nassau - Caruaru - PE

Italo Marcos Paz de Andrade
Faculdade Mauricio de Nassau - Caruaru - PE

RESUMO: Este artigo vem desmistificar tudo
0 que foi escrito sobre este assunto até o
momento, sobre Microcefalia. Vem mostrar
as causas reais deste evento através de
uma nova pesquisa realizada sobre células
contrateis mater que caracteriza-se pelo
conjunto de células altamente especializadas,
organizadas, racionais e que respondem por
todos os comandos vitais em nosso organismo,
contracbes, sinapses nervosas, movimentos
reflexos, sistole, diastole, trocas gasosas,
sistemas aferentes e eferentes, no tecido
conjuntivo etc. Elas sdo capazes de fazer uma
leitura Optica sobre dez gerag¢des ao seu redor.
As CCMs, aparecem como sendo cinco pares
de células mas na verdade, sdo seis pares
de células, onde algumas vezes, Alfha e Beta
estdo unidas em um sO bloco como acontece
no sistema cardiaco. As CCMs, representam
0 conjunto de toda nossa hereditariedade
aparecendo sempre aos pares e de forma
alternada. Séo elas que fazem a distribuicéo no
cérebro através de purkinje no sistema cardiaco
e de toda nossa hereditariedade, do nosso DNA.
Portanto, podemos concluir este estudo dizendo
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que; a Microcefalia, ndo € um cérebro pequeno,
mas um cérebro inacabado, e, que a epidemia
tem local e periodo especifico, pois as células
procuram com uma certa preciséo o local onde
esta sendo formado um cérebro Alfha- Delta,
e 0 GPS destas células séo a hereditariedade
delas assim esta epidemia aconteceu com
destaque no Brasil, na Regiao Nordeste,
especificamente em Pernambuco , entdo pode
se dizer que nasceu uma crianca Alfha-Delta
nesse estado, podemos até identificar, o periodo
aproximado em que essa crianga nasceu; abril,
maio ou junho, ja o reconhecimento desse génio
vai acontecer muito tempo depois, através da
ciéncia. Sao criancas rarissimas, que atingem
uma pontuacédo alta no RH (relégio Humano).
Ou seja um cérebro formado por oito cérebros
acoplados em um so6. Assim as células reversas
fazem uma varredura pela posse deste cérebro.
PALAVRAS-CHAVE: CCMs
“Reversas” Microcefalia

Epidemia

11 INTRODUCAO

ACiénciasofreurecentemente umabalo ao
tentar explicar o nascimento de tantas criancas
com Microcefalia, episédio nunca visto antes
pelo seu quantitativo tdo elevado. Os estudiosos
do momento procuram constantemente uma
resposta para explicar a causa do evento. Veio
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entdo a suspeita da contaminacédo pelo Zika Virus. Mas havia uma indagacéo no ar,
porque mulheres que foram infectadas pelo virus Zika, tiveram bebes normais?

Para explicar neste artigo a etiologia real da Microcefalia ( a ciéncia atual
desconhece) vamos observar em primeiro lugar as estatisticas sobre a movimentacao
da epidemia, fazendo um mapeamento de sua concentracéo, assim, podemos dizer
que a epidemia, teve periodo especifico e local especifico. Em segundo, vamos
observar as manchetes nesse periodo, e 0 que elas diziam a esse respeito; assim
temos no Brasil, um fluxo maior acontecendo na Regiao Nordeste, especificamente
em Pernambuco, num periodo que podemos chamar de gestacionario, pois pode
ser comparado a uma gestacado; com um registro de epidemia que vai de agosto de
2015 a agosto de 2016.

De acordo com os dados do boletim da SSP-PE, de 02 de Agosto de 2015 até
o dia 06 de Agosto de 2016 o estado contabilizou 4.431 gestantes com exantemas.
Dentro desta estatistica, foram emitidos 29 confirmacdes de microcefalia intra-ultero.

O que vimos até agora é um reflexo de 9 meses atras. Um dos casos que chamam

a atencao, foi do casal de gémeos onde um bebé tem Microcefalia e o outro nao
tem.

O numero de casos novos de Microcefalia, se comparamos com Dezembro, onde
atendiamos cerca de 15 casos novos, por semana, agora atendemos cerca de
quatro”, disse a BBC Brasil infectologista Regina Coeli, do Hospital Universal
Osvaldo Cruz, principal referéncia da Microcefalia no pais.

A queda nas notificagdes provocou questionamentos sobre a qualidade do registro
de casos no pais.

Portanto, se esta epidemia aconteceu com destaque em Pernambuco, entao pode
se dizer que nasceu uma crianca Alfha-Delta nesse estado. O reconhecimento desse
génio vai acontecer muito tempo depois, através da ciéncia. Sao criangas rarissimas,
gue atingem uma pontuacéo alta no RH (relégio Humano) Em resumo, um Alfha-Delta
foi gerado em Pernambuco com nascimento aproximado entre abril, maio ou Junho
de 2016.

Pernambuco tem diagnéstico de Microcefalia confirmado em quase 400 bebés.
De Agosto de 2015 a 23 de Julho de 2016, Pernambuco confirmou 398 casos de
Microcefalia, dados divulgados pela SES do Estado.

Apesar do numero, a Secretaria informa que a notificacdo devido as manchas
vermelhas néo significa necessariamente, que a gravida tem suspeita de dengue, ZiKa
ou chicungunya.

DE ACORDO COM O G1- GLOBO.COM/ JORNAL HOJE/2016

Uma nova epidemia de Zika, chicungunya e Dengue causa preocupacédo em

meédicos em Pernambuco, que lidera o mais alto nimero de casos de Microcefalia
no pais.

De 1°de Agosto de 2015, a capital pernambucana continua liderando as estatisticas
de Microcefalia, com registros de 62 casos, entretanto, os cinco novos casos foram
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registrados nos municipios de Afogados da Ingazeira, Caruaru, lgarassu, Jaboatao
dos Guararapes.

G1.GLOBO/ JORNAL HOJE/NOTICIA/2016- MICROCEFALIA PODE SER
PROVOCADA POR OUTROS FATORES. ED. 15/02/2016: “Fatores genéticos e
infeccdes também podem causar a ma-formacao.”

Etiologia - A palavra Microcefalia vem do grego Mikaros- que significa pequeno
mais Kephalé, que significa cabeca. Aliteratura médica tras também outra nomenclatura
(nanocefalia) que vem do grego Nannds e On, que significa: ando, muito pequeno,
mais Kephalé, “cabeca” onde diferenciam-se por varios fatores etildégicos ou clinicos.

Microcefalia é, portanto, um evento resultante de manobras invasivas ao cubo
atrial de seis pares de células de comando, chamadas Células Contrateis Mater
Reversas, onde acontece o fechamento rapido do cérebro por células também de
comando chamadas desoxirribose. O fato ocorre porque as CCMs que séo células
de comando possuem uma capacidade extraordinaria para fazer uma leitura éptica
de outras células ao seu redor, ou a distancia de até dez geracgdes, e identificar que
esta sendo formado um cérebro Alfha-Delta, ou seja um cérebro contemplado por
oito cérebros ou os pais e os avOs maternos e paternos sempre aos pares e de forma
alternada, iniciando com avos maternos e em seguida, avos paternos, a saber: Aa (
Alfha-) o pai e a mée- Bb ( Beta) os avos maternos- Cc (Ceci) os avos paternos- Dd
(Delta) os bizavés maternos; temos assim uma crianga genial.

Os pesquisadores afirmam que “no inicio da gestacéo, o virus pode causar lesdes
no cérebro e interferir em fases de desenvolvimento do encéfalo”. Na verdade, quem
provoca essas lesoes, sao as células de comando Reversas. Segundo pesquisadores
sobre este assunto, o risco maior da microcefalia pelo virus Zika acontece ainda na
fase de desenvolvimento cortex cerebral do feto ou seja nos primeiros quatro meses
de gravidez.

No desdobramento cromossémico, nds temos a principio 24 pares de células, (o
par de n° 25 é deletado a cada cruzamento) a ciéncia interpreta como sendo 23 pares
de cromossomos apenas, € que Alfha, formado pelo pai e a mae, estdo num s6 bloco,
juntos, e nesta fita, temos a fita principal de comando no organismo, que sera melhor
explicado na frente, que sao;

Aa-Bb-Cc-Dd-Ee-Ff-Gg-Hh-li-Jj. Nesta fita, sdo reversas a partir de Ee chamada
E Reversa, assim temos entédo dois grupos de células, a considerar, um grupo de
células boas, versus um grupo de células reversas. As células reversas- (Cc- Ee - Gg-
li-) ao detectar a formacéao deste cérebro, deseja a posse deste a qualquer custo, as
células desoxirribose (Aa-Bb-Dd-Ff-Hh-Jj) entra em conflito com as células reversas
e estes dois grupos de células trava uma batalha com grande rivalidade, acontecendo
uma varredura geral, em todas as células ao seu redor até dez geracdes (portanto,
elas procuram, seguindo as geracdes daquele cérebro q esta sendo formado, por essa
razao elas se deslocam em varios lugares onde possa haver um parentesco deste
cérebro) pela busca do cérebro Alfha-Delta, com o fechamento rapido deste pelas
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desoxirribose, portanto, ficando o cérebro inacabado.

Sobre um cérebro, podemos dizer que, o0 seu tamanho ndo mede necessariamente
a sua capacidade, ele poderd ser pequeno, e com todas as fungbes dentro da
normalidade, mas néo estara livre de uma microcefalia pds-natal e ainda que um
cérebro pode nascer inacabado, e fugir ao padrao de normalidade e ainda podera
nascer pequeno e crescer, desde que tenha nascido perfeito e ainda pode nascer
grande e diminuir, tudo ocorrera de acordo com a movimentacéo das CCMs.

(https:pt. Wikipedia.org/wik/microcefalia):

E uma condicdo neurolégica em que o tamanho da cabeca e o seu perimetro

cefélico occipito-frontal (ofc), é dois ou mais desvios padréo abaixo da média para
a idade e o sexo.

A microcefalia pode ser familiar e ndo necessariamente associada ao retardo
mental.

Distingue-se das cranioestenoses e de anomalias especificas, ou déficit de
crescimento cerebral quer pelo pequeno tamanho da caixa craniana quer pelo
reduzido desenvolvimento do cérebro.

O autor diz que o perimetro cefalico occipito-frontal, € dois ou mais desvios
padrao, abaixo da média, mas na realidade, trata-se de um cérebro inacabado. O
autor diz ainda que a microcefalia pode ser familiar...., a crianca de cérebro inacabado,
tras uma boa hereditariedade genética, por isso a disputa, e a rivalidade entre os
grupos de células.

Os autores apresentam a Microcefalia como sendo uma enfermidade congénita
adquirida que desenvolve-se no ultero ou ainda nos primeiros anos de vida. Pode
ser adquirida através de uma exposicao a substancias tdxicas ainda na gravidez,
ou ainda pode vir associada as sindromes genéticas hereditarias e outros fatores;
como : abuso de alcool, exposi¢cao a drogas, diabetes, hipotireoidismo, insuficiéncia
placetaria, eclampsias, infec¢cao durante a gravidez do tipo rubéola, citomegalovirus,
toxiplasmose e recentemente pesquisadores do momento associam a picada do
mosquito Zica virus. Os estudiosos mostram ainda a microcefalia pds- natais como
sendo uma ma formacgao do metabolismo da crianca devido a infec¢ao intra craniana,
ou ainda a alguns tipos de infeccéo por cobre, ou ainda a presenca de hipetiroidismo
infantil, e ainda algum tipo de anemia crénica ou insuficiéncia renal.

De tudo quanto foi exposto, podemos dizer que a Microcefalia é resultado da
movimentacdo das CCMs como ja foi dito, exceto, quando se tratar de grandes
catastrofes ecoldgicas com irradiacbes quimicas, assim sera possivel sim que o
cérebro ndo seja concluido com perfeicao, mas nao podemos colocar de forma alguma
o Zika virus como responsavel por esse evento.

No Brasil estudiosos do momento associam a microcefalia a entrada de Zika
Virus que aconteceu a partir da copa do mundo em 1914, quando o Brasil recebeu
turistas de todas as partes do mundo, inclusive de pais onde o mosquito foi mais
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intensamente produzido como a Africa e a Asia. Os estudos recentes confirmam uma
associagao do virus Zika a microcefalia congénita e Sindrome de Guillain Barré.

Este artigo vem desmistificar tudo o que foi escrito sobre este assunto até o
momento, mostrando as causas reais da microcefalia através de uma nova pesquisa
realizada sobre células contrateis mater que caracteriza-se pelo conjunto de células
altamente especializadas, organizadas, racionais e que respondem por todos os
comandos vitais em nosso organismo, contragdes, sinapses nervosas, movimentos
reflexos, sistole, diastole, trocas gasosas, sistemas aferentes e eferentes, no tecido
conjuntivo etc. Elas sdo capazes de fazer uma leitura 6ptica sobre dez geracdes ao
seu redor.

As CCMs, aparecem como sendo cinco pares de células mas na verdade, séo
seis pares de células, onde algumas vezes, Alfha e Beta estao unidas em um sé bloco
como acontece no sistema cardiaco. As CCMs, representam o conjunto de toda nossa
hereditariedade aparecendo sempre aos pares e de forma alternada. Assim sendo,
fica melhor agora a compreensao real do que seja a Microcefalia.

Segundo as manchetes deste periodo gestacionario sobre Microcefalia,
os pesquisadores sempre demonstram inseguranca ao afirmar a relacao zika a
Microcefalia:

Exame.abril.com.br/brasil/ferramentas Zika-virus e Microcefalia a evolugéo do
surto no Brasil e seus registros:

Apesar de o CDC (centro de Controle e Prevencéo de doencas dos Estados Unidos)
ter encontrado relacéo cientifica entre o Zika e casos de Microcefalia a proporcéo
de causa e efeito ainda € alvo de estudo e pesquisa espalhados por todo pais.
Segundo o Butantan, por enquanto 1434 casos confirmados, em apenas 208, foi

comprovado a presenca do Zika virus nos recém-nascidos. Mesmo nesses bebés,
néo se pode afirmar que a Microcefalia foi obrigatoriamente causada pelo Zika.

Registros na literatura desde os anos de 1940, foi apenas de seis meses para ca
que o zika virus despertou o interesse do mundo pela associacdo com o surto
de microcefalia no Brasil. Até o ultimo dia 21 de maio, o Brasil registrava 1434
casos confirmados, com mais de 7,6 mil notificacdes para investigacdo, um ndmero
inegavelmente maior que a média de 140 a 170 casos ao ano desde 2010.

4.202 mulheres foram registradas com exantemas espalhadas pelo corpo,
entretanto, a SES esclarece que a notificacdo nao indica, necessariamente a
confirmacéo de casos de dengue, chicungunya ou zika.

As manchas aquicitadas sdo apenas a movimentacao dessas células noorganismo
da gestante, pois séo células de comando, mesmo as reversas, estdo sempre na
mesma fita das células Q/B de base. A pele vermelha, significa, o deslocamento rapido
das células de comando, procurando as células Alfha-delta, as desoxirribose, tentam
proteger ao maximo o corpo da gestante e o feto; ao passo que as reversas vasculham
tudo e tentam invadir o cérebro do bebe.

Em relacédo as notificagdes dos casos, ja foram contabilizados 94.447 para dengue,

49.198 para chicungunya e 10.776 para Zika. De acordo com a SES, a notificacéo
nao representa a confirmacao dos casos, mas uma suspeita do diagnéstico das
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doencas diante dos sintomas apresentados pelos pacientes.

As ocorréncias recentes de ma formagcao em bebés tém sido associadas ao Zica
Virus, transmitidos pelo Aedes Aegypti. Mas desde o inicio de Janeiro, 0 nimero
de novos casos registrados em todo o pais que chegou a crescer mais de 40% por
semana, em Dezembro comeca a cair.
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CAPITULO 8

O SUJEITO DA QLiNICA EA CLi!\IICA RELACIONAL:
CONTRIBUICOES PARA A CLINICA DE ATENCAO

Rita de Cassia Gabrielli Souza Lima
Universidade do Vale do Itajai, Itajai, Santa
Catarina

Programa de P6s-Graduacéo de Mestrado
Profissional em Saude e Gestdo do Trabalho

RESUMO: O texto objetiva ampliar a discusséo
sobre o sujeito da clinica, na perspectiva de
Ivan Cavicchi, com a finalidade de expandir as
contribuicées teoricas para os trabalhadores
da Estratégia Saude da Familia e do Nucleo
de Apoio Satde da Familia do Sistema Unico
de Saude. Parte da premissa de que o sujeito
daquela que temos nomeado a boa clinica em
nivel primario de atencdo a saude do SUS néao
€ 0 sujeito passivo da clinica tradicional, mas
aquele que no setting encontra condi¢coes de
possibilidades para deliberar sobre questdes
que dizem respeito ao seu processo saude-
doenca, caso deseje. Concluiu-se que,
respeitadas as multiplas diferencas contextuais,
0 sujeito brasileiro da boa clinica assemelha-se
ao sujeito italiano da clinica relacional proposta
por lvan Cavicchi: é um sujeito ativo, participe
de uma clinica mediada pela horizontalidade
e construida em bases democraticas e
participativas.

PALAVRAS-CHAVE: competéncia clinica;
participacdo nas decisbes; atencéo primaria a
saude.
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ABSTRACT: The objective of the text is
to broaden the discussion about the clinic
subject from the perspective of lvan Cavicchi
with the purpose of expanding the theoretical
contributions for the workers of the Family
Health Strategy and the Family Health Support
Center of the Unique Health System. It starts
from the premise that the subject of what we
have named as the good clinic at the level
of the primary health care of SUS, is not the
passive subject of the traditional clinic but the
one who in the setting finds the conditions of
possibilities to deliberate about issues that
concern his health-disease process, in case he
wishes to do it. Taking into account the multiple
contextual differences, the conclusion drawn is
that the Brazilian subject of the good clinic is
similar to the Italian subject of the relationship
clinic proposed by Ivan Cavicchi: he is an active
subject and a participant of a clinic mediated by
horizontality and constructed on democratic and
participative basis.

KEYWORDS: clinical competence; participation
in decisions; primary health care.

11 INTRODUCAO

Este texto atualiza as reflexdes sobre
0 sujeito da clinica apresentadas no artigo
Epistemologic Contributions of Ivan Cavicchi
About The Clinic Subject, publicado em FIEP
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Bulletin, em 2017. O objetivo € ampliar a discussdo sobre o tema desenvolvido na
obra Autonomia e Responsabilita de Ivan Cavicchi (CAVICCHI, 2007), agregando
uma publicacao recente do autor bem como trabalhos correlatos de outros autores.
A finalidade desta segunda versdo é expandir as contribuicoes teoricas para 0s
trabalhadores da Estratégia Saude da Familia da Atencao Basica (ESF/AB) e do Nucleo
de Apoio Saude da Familia (NASF) do Sistema Unico de Satde (SUS) (BRASIL, 2017;
BRASIL, 2008).

Na primeira visita em Autonomia e Responsabilita, a narrativa de Cavicchi sobre
0 sujeito da clinica da atencéo primaria a saude (APS) do Servizio Sanitario Nazionale
(sistema de saude italiano) direcionou o nosso olhar para o sujeito daquela que temos
nomeado a boa clinica na ESF/AB e NASF. Na revisita para esta atualizacao, o autor
incitou-nos a ponderar que o sujeito da boa clinica da ESF/AB e NASF do SUS néao
€ 0 sujeito da clinica tradicional — instrumental porque prescritiva —, mas o sujeito da
clinica relacional. A boa clinica assemelha-se, portanto, a clinica relacional: realizam-
se horizontalmente com a finalidade de garantir promog¢éo de saude, prevencao e
tratamento de doencas, e reabilitacdo com resolutividade, continuidade do cuidado e
atencéo longitudinal.

Em uma obra publicada recentemente, intitulada, La Quarta Riforma, Cavicchi
sinaliza que o sujeito da clinica relacional em atenc&o primaria a saude (APS), na
Italia, é aquele que reconhece na relacdo com o cuidador que seu direito a saude e
ao tratamento a doencas sao bens primarios que participam da riqueza do pais e que
esses direitos se realizam no exercicio de cidadania. O autor destaca que na logica
deste modelo de clinica, a relacéo construida em bases democréticas e participativas
entre cuidador e ser cuidado ndo € uma questdao de conduta cortés, por parte do
profissional, mas o condicionante, por meio do qual acontece a problematizacéo da
consciéncia da doenca e/ou da saude (CAVICCHI, 2016).

Trés perspectivas podem emergir da superacédo da clinica tradicional positivista,
em defesa da clinica relacional: gnosiolégica, ao engrandecer o conhecimento
cientifico; epistemoldgica, ao transformar o modo de compreender a clinica por meio
da complementariedade entre evidéncia cientifica e percep¢cdo do senso comum; e
metodoldgica, ao transmutar o valor e o uso de procedimentos. Reflexionando com
criticidade, Cavicchi segue relatando que a clinica relacional corresponde a clinica
razoavel, em que o cuidador reconhece a existéncia da complexidade; a existéncia de
outras dimenséao além da racionalidade instrumental; e a necessidade de apropriacao
da racionalidade pela complexidade (problematiza¢do) para que esta confira aquela
um novo sentido pratico (CAVICCHI, 2016).

Se pensamos esse novo sentido pratico na perspectiva weberiana inferimos que
a problematizacao, na clinica relacional, se apropria da racionalidade instrumental para
orienta-la por valores democraticos, transmutando a ag¢éo racional instrumental da
clinica tradicional para uma acgao racional orientada por valores (CARDOSO, 2008). O
produto sera o direito de o sujeito cuidado usufruir no setting da liberdade conquistada
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constitucionalmente como um direito de cidadania. Neste exercicio, ele podera assumir,
se desejar, 0 seu direito de participar das delibera¢cdes sobre seu processo saude-
doenca, isto €, podera fazer uso do espago de encontro para expressar-se, desvelar-
se (LIMA, 2008), inclusive, para deliberar sobre a norma necesséria e desejada para
si (CANGUILHEM, 2006).

Um exemplo de valor democratico capaz de conferir ancoragem a este processo
€ a solidariedade. Concebendo-a como um valor que se processa no “dominio da
liberdade” entre cuidador e cuidado (LIMA; VERDI, 2009, p. 272), a solidariedade pode
conferir um novo sentido pratico a agao racional instrumental, orientando-a para fazer
do espaco de encontro um espaco de agao politica, de cidadania politica.

No Brasil, entretanto, o lento processo de construg¢ao social de cidadania politica,
gerado pelo “carater retardatario, dependente e, consequentemente, acelerado
do processo de desenvolvimento do capitalismo no pais”, inibiu a implantacao da
“forma-sujeito de direito” e, com efeito, retraiu o processo de reconhecimento do
direito de manifestacdo da vontade, como também da capacidade de apropriacéo de
bens (saude e tratamento a doencas) e de concretizacdo dessa capacidade contra
terceiros. A “forma-sujeito de direito” (SAES, 2001, p. 407; 381), aquela que realiza
seu pleno desenvolvimento somente no capitalismo (KASHIURA JR., 2012), coincide
com o reconhecimento, por parte do Estado, de que todos os agentes da producéo
(proprietarios dos meios de producao e vendedores da for¢a de trabalho) sao “sujeitos
individuais de alguns direitos essenciais”. Essa prerrogativa compensatoria permite
a instituicdo de “acordos livres entre vontades individuais” na estrutura econémica
capitalista (SAES, 2001, p. 381).

Em nossa realidade nacional, o que esta posto até hoje é que a “cidadania politica”
(SAES, 2001, p. 379) ndo é do ambito de conquista constitucional materializada, mas
de um projeto historicamente em curso, afetado por momentos de luzes (periodos
democraticos) e de sombras (periodos ditatoriais/de exce¢édo). Logo, em ambito do
universalismo, o sujeito da clinica relacional da ESF/AB e do NASF do SUS é objeto
latente deste projeto.

21 OS PASSEIOS PELA OBRA AUTONOMIA E RESPONSABILITA, IVAN CAVICCHI

O primeiro passeio pela obra aconteceu na ocasiao da andlise dos dados de
um desdobramento de uma pesquisa estadual, concluida em 2017, intitulada Impacto
Social do Programa Mais Médicos, em Santa Catarina, Brasil: realidades e perspectivas,
desenvolvida pela Universidade do Vale do Itajai, SC, com financiamento da Fundacao
de Apoio a Pesquisa Cientifica e Tecnoldgica do Estado de Santa Catarina/FAPESC e
apoio direito da Secretaria de Estado da Saude/SES/SC, Brasil.

Este recorte da pesquisa estadual resultou em uma pesquisa de mestrado,
cujo objetivo geral foi conhecer o impacto social gerado pela chegada de um médico
cubano em um municipio catarinense de trés mil habitantes que estava ha um ano
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sem nenhum meédico na atencédo basica. Os resultados revelaram, dentre outros, que
a producéo de vinculo entre a comunidade e o médico cubano se havia dado em razéao
de os usuarios reconhecerem-no como “um outro igual a n6s”: ndo um doutor, mas
“um outro que olha pra gente de igual para igual” (LIZ; LIMA, 2017).

A tessitura desta versao se deu em interlocucdo com um segundo recorte da
pesquisa estadual, dirigido para a identificacdo e analise de eventuais mudancas
imateriais geradas pela chegada do Programa Mais Médicos no processo de acontecer
da vida das pessoas, em um municipio catarinense que, proporcionalmente, mais
recebeu médicos pelo Programa, desde seu lancamento em 2013. Os resultados
deste estudo de mestrado sinalizaram a confianga, a seguranga e a dignidade como
valores-fonte da protecdo social oportunizada pelo Mais Médicos (MIRANDA, 2018).
A pesquisa acabou confirmando em um micro contexto o que a pesquisa estadual
havia sinalizado: que o Programa parece se constituir em uma estratégia indutora
de cidadania, na medida em que ao se situar nos marcos de politicas publicas de
intervencdo social redistributiva, tem garantido a realizacdo de valores-fonte de
protecdo social, integrados dialeticamente ao SUS de carater universal (FAPESC,
2017).

Os achados deste segundo estudo de mestrado levantaram dois questionamentos
sobre a utilizagdo do termo “paciente”: a) Quando o profissional da ESF/AB e do NASF
se refere ao sujeito da clinica como “paciente” e/ou quando o sujeito desta clinica se
reconhece como “paciente” na relacdo com o cuidador, cristaliza-se uma limitacao
simbolica de producdo de vinculo e de cidadania? E possivel generalizar que, ao
recuperar valores-fonte de protecao social, uma politica publica de intervencéo social
redistributiva se constitui em uma politica indutora de cidadania?

31 QUEM E O SUJEITO DA CLINICA, PARA IVAN CAVICCHI, NO CONTEXTO DO
SERVIZIO SANITARIO NAZIONALE?

Cavicchi abre o livro Autonomia e Responsabilita comentando que o codigo
deontolégico de medicina italiana excluiu de seus textos a palavra paciente para
expressar o sujeito do cuidado. Voltando-se para a historia e para a conjuntura sanitaria
italiana, em 2007, o autor refere que o paciente “representa uma organizacao politico-
social do modelo [...] de assisténcia, de medicina e de saude publica, representada pelo
termo tutela”. O paciente é aquele que concede a tutela de seu cuidado aos cuidadores
e as politicas sanitarias aceitando, desse modo, ser ajudado de modo caridoso e
paternalistico em uma hierarquia tutor-tutelado, capaz-incapaz; “é uma mediacéo
social” (CAVICCHI, 2007, p.12). A palavra paciente, carregada historicamente de uma
forca Unica na sua intrinseca unicidade, revela-se na forma de doacgdo, caridade,
protecéao tutelar.

O paciente é produto de uma visao clinica do homem doente e, portanto, de
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uma (des) personalizacdo do sujeito e de uma objetivacao deste, enquanto reduzido
a objeto para fins de conhecimento. Foi com base nessa premissa que surgiram “os
hospitais modernos, as instituicbes sanitarias que, inspirando-se em preceitos da
medicina experimental, reduziram o doente a um objeto de laboraté6rio” (CAVICCHI,
2007, p. 42).

Na dimensao moral, sempre pensando no contexto historico-sanitario italiano,
Cavicchi concebe o paciente como aquele que deve suportar as consequéncias
morais da doenca cuja determinacdo é moral, antes de social, haja vista que no plano
moral a doenca € interpretada temporal e culturalmente como culpa, pena e redencéo.
Na dimensao natural, o paciente é aquele que deve aceitar as leis da natureza, e
sobretudo, o seu destino de mortalidade. Na dimensao cientifica, o paciente é aquele
que é reduzido a doenca, a objeto do conhecimento cientifico e estudado como tal
(CAVICCHI, 2007).

O autor relata que a literatura sociolégica tem mostrado, nas ultimas décadas,
a transformacéo da figura social do paciente. Da mesma maneira que mudaram o0s
médicos, os administradores sanitarios e os politicos italianos, mudou também a
conotacao de paciente. O importante, na sua 6tica, nao é demarcar temporalmente
guando essas mudancas ocorreram, mas “como se pode deduzir de tais transformacoes
outras transformagdes, ampliando a compreensdo de que tais transformacodes
representam rupturas profundas e rediscussdes culturais” (CAVICCHI, 2007, p. 12).
Neste sentido, trata-se de um fato social e historico que irrompeu no cenario italiano
sanitario, gerando uma transformacdo no modelo tradicional de tutela a partir da
chegada do exigente, no lugar do paciente.

Para discorrer sobre esse fato social e historico, o autor langa m&o das mudancas
ocorridas nas esferas: dos direitos; dos processos de emancipacéo; dos meios de
comunicacéo; do desenvolvimento da democracia, da cultura, das ciéncias e da
informacao; das reformas feitas e ndo feitas; da secularizagéo; e da multietnicidade da
sociedade moderna, entre outras.

41 SAUDE COMO UM BEM PRIMARIO EM INTERLOCUCAO COM O EXTRATOS
DO PENSAMENTO ARISTOTELICO

Abrimos um parénteses, nesse momento do texto, para aproximar o pensamento
aristotélico da perspectiva de Cavicchi, em Autonomia e Responsabilita, sobre as
distintas no¢cdes do bem saude — para o paciente e para o exigente.

No que se refere a no¢ao de saude como um bem primario, Cavicchi sinaliza que
a nocao do bem saude para o paciente é diferente da nocdo para o exigente. O bem
saude para o paciente esta expresso na conquista da auséncia de doenca; ja o bem
saude para o exigente envolve a concretizacdo da “boa vida” e esta, por sua vez, esta
contratualizada no pagamento de impostos (CAVICCHI, 2007, p. 15).

Ao compreender que o bem saude para o0 exigente materializa-se sobre a “boa
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vida”, o autor nos remete a pesquisa realizada por Aristételes, no século 1V a.C., com
0 objetivo de descobrir um caminho para criar uma teoria politica para que o homem
comum se tornasse cidadao. Desenvolvendo-a com seus alunos, Aristdteles analisou
158 (cento e cinquenta e oito) Constituicbes da Grécia para responder a sua pergunta
primordial de pesquisa: qual é a fungao do Estado (da polis)? (ALENCAR, 2018).

Tendo como hipétese do estudo — A funcéo do Estado é assegurar o bem viver,
dar condi¢cbes para que os cidadaos vivam, na polis, a boa vida, virtuosa, feliz, em
sua exceléncia —, ele classificou os diferentes regimes de governo, levando em conta
a qualidade do regime (bom ou ruim) e a quantidade de pessoas que governam (que
detém o poder formal). Um regime bom é aquele em prol do bem comum da coletividade
da polis; ja um regime ruim o que se realiza em prol de interesses proprios. Apos
analisar as Constituicdes gregas ele conclui que: a) Um regime bom em que apenas
um governa é uma monarquia; b) Um regime ruim em que apenas um governa €
uma tirania; ¢) Um regime bom em que poucos governam € uma aristocracia; d) Um
regime ruim em que poucos governam € uma oligarquia; €) Um regime bom em que
muitos governam é uma republica; e f) Um regime ruim em que muitos governam &
uma democracia. Dentre os regimes ruins, ele apontava para a democracia como 0
menos ruim. Esses diferentes tipos e &mbitos de governo estao descritos no Livro | de
“Politica” (ARISTOTELES, 1997).

Mais a frente, ainda em Politica, no Livro lll, capitulo 9, ele buscou respondeu a
outra pergunta de pesquisa: quem € o cidadao que vive na polis?

Considerando que a polis é ordenada para que o cidadao reconheca o bem dele
igual ao bem comum da coletividade da prépria polis; considerando que a polis requer
um discurso, uma linguagem; considerando também que a polis destina-se a garantir o
bem viver, e este bem significa também resolver os problemas da comunidade da polis;
considerando, ainda, que para o0 homem se tornar cidadao ele precisa ser instruido,
educado — nédo educacgao propriamente formal, mas em nivel humanistico, no sentido
de sabedoria (no¢ao de bem, mal, justo, injusto) — e, para tanto, ele precisa ter posse
e renda, o homem da polis € 0 homem que tem écio, que tem tempo para refletir.
Dizia Aristoteles: quem € artesao, quem esta voltado para afazeres domésticos, ou
seja, quem se ocupa de trabalhos manuais, ndo tem a possibilidade de ser cidadao;
mulheres, por exemplo; criangas, também. Negociantes, por ndo terem o6cio (nec
otium) nao se tornariam cidadaos (LIMA, 2009).

Sobre a discussao principal a respeito da legitimidade da escravidao, Aristételes
escreve cinco capitulos no Livro | da Politica. Dialogando sobre este tema no contexto
do estudo sobre os multiplos tipos de governo, o fildsofo aponta para a existéncia
de escravos que, por natureza, ja nascem escravos e irdo reproduzir a escravidao e
aponta para pessoas livres que, por natureza, ja nascem livres e serdao consideradas
cidadaos: “alguns seres humanos sao por natureza senhores, e outros por natureza
escravos; e [...] a relacao natural entre senhor e escravo é benéfica para ambos”

(TIERNO, 2008, p. 132).
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De acordo com Tosi (2003), além de Aristdteles assumir a escravidédo como fato
historico, em relagdo dialdgica com o auditorio, ele aceita com respeito as discordancias
de criticos da escravidao para os quais a escravidao nao era natural, mas produto de
violéncia, conforme descrito a seguir:

Os criticos da escravidao afirmam que ela ndo é a condigédo natural dos homens,
mas que é contraria a natureza porque todos os homens sao livres por natureza,
e a escravidao, como instituicao, foi introduzida em virtude da lei do mais forte e
n&o encontra justificacdo se nao na pura violéncia, que ndo pode ser o fundamento
do justo: os dois ternjos sé&o colocados icasticamente um diante o outro: “oudé
dikaion: biaion gar”. E preciso, portanto, encontrar uma justificacdo “racional” da
escraviddo que néo se fundamente s6 no uso da forca (TOSI, 2003, p. 74).

Da necessidade de justificar racionalmente a escravidao, contra argumentando
os criticos da sua época, Aristoteles apresenta uma distingado entre escravo por lei e
escravo por natureza: “somente demonstrando a naturalidade da escravidao, pode-
se justifica-la e ir além do mero uso da forca. A escravidao legal sera justa somente
no caso em que escravos por lei e por natureza coincidam, de outra forma pode
acontecer que “pessoas consideradas nobilissimas (eugenestatoi) sejam escravas e
filhas de escravos, caso sejam feitas prisioneiras e vendidas” (ARISTOTELES, 1255
apud TOSI, 2003, p. 75).

Na interpretacdo de Tosi (2003, p. 90), Aristételes ndo conseguiu definir
satisfatoriamente escraviddo natural, ndo conseguiu comprovar a sua existéncia
nem descrever que caracteristicas constituem os escravos por natureza. Tentativas
foram por ele empreendidas, para justificar racionalmente este escravo, mas foram
infrutiferas. Aparentemente, essas tentativas expdem a sua visao de escravo como um
ser humano porque o escravo “participa da razao [...] e, enquanto homem, pode se ter
amizade por ele [mas falta-lhe] totalmente a parte deliberativa [...] , e por isso ele pode
somente perceber a razao, isto é, obedecer as ordens, mas nao exercita-la”.

Vale tecer algumas linhas sobre o método de pesquisa utilizado por Aristételes,
na discussao sobre a escravidao natural. De acordo com Enrico Berti, em usa obra “As
razdes de Aristédteles”, publicada em 1998, Aristételes utilizou a dialética como método
de pesquisa, uma vez que o tema escravidao se situa no ambito da filosofia pratica. O
estudo comeca confrontando duas distintas opinides no que se refere a “legitimidade”
da escravidao (Pol.,I, lll, 1253b 14-23 apud TOSI, 20083, p. 94).

Estabelecido este confronto, Aristételes faz uma “analise semantica” da palavra
escravo para investigar “em quantos sentidos (posakhods) ela se diz, se em um apenas
(monakhds) ou em muitos (pollakhos) (Tépicos, | 15) mostrando, em todo o dialogo,
como ela deve ser entendida num duplo sentido”: no de escravo por natureza e no
de escravo por lei. Forma-se, nesta escolha metodologica, uma aporia, isto é, “uma
oposicao entre duas opinides opostas sobre 0 mesmo argumento, uma defendendo

~RA

o carater natural, outra, o carater antinatural da escravidao”. Todo o processo de
discussao dessa aporia se da de modo circular entre “0 que pressupbe e 0 que

pretende demonstrar”’, com base no confronto de premissas validadas no debate da
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polis “das quais néo se pode afastar-se”, conhecidas por endoxa (BERTI, 1998 apud
TOSI, 2003, p. 94-96).

Para Aristoteles, “nos fins da dialética, o que conta nao € que as premissas sejam
verdadeiras, mas que sejam partilhadas, reconhecidas, aceitas por todos, portanto,
também pelo publico arbitro e por ambos os interlocutores”. Afinal, a dialética “ndo
se preocupa com a verdade, mas apenas com a discussao, isto é com a refutacéo
e, portanto, com o consenso [do auditério] que a esta € indispensavel” (BERTI, 1998
apud TOSI, 2003, p. 94-96). Percebe-se, na visédo deste intérprete, que o crédito deve
ser dado nao as opinides referentes ao objeto escravidao natural, mas “aos endoxa
utilizados no debate para ‘demonstrar’ o seu carater natural’. Essa opinides autorizadas
pelo debate dizem respeito a um principio “universal’ ou ‘geral’ de conceber as relagdes
de governo, cujo conteudo é o seguinte:

1. que a necessidade do governo (arché) nasce do fato de que existe uma pluralidade
de partes e que isso € uma caracteristica de todo ser vivo;

2. que as partes se relacionam entre si de forma desigual: havera sempre o elemento
que comanda e o elemento que é comandado;

3. que essa desigualdade é natural, “em virtude da ordem da natureza em sua
totalidade” (TOSI, 2003, p. 97).

Devido a sua analise profunda e sistematica sobre a escravidao, a categoria
deliberacé@o expande-se em toda Politica:

A deliberacdo recorta-se no horizonte teérico da obra que procede da Etica:
ndo pode ser removida dela sem implicar, a0 mesmo tempo, uma renuncia a
discussado sobre o modo politico da melhor vida. Nenhum escravo inserido na
dindmica natural da geracao da polis sabera o que é o bem viver, porque suas
capacidades enquadram-se no reduzido espago de realizagdo que, por natureza,
lhe corresponde — 0 que equivale a dizer: pela sujeicdo da razao a prioridade
natural da polis (TIERNO, 2008, p. 142).

As leituras permitiram-nos compreender que a impossibilidade de exercicio da
faculdade deliberativa pelo escravo é o nacleo central do pensamento de Aristoteles
contra a instituicdo escravidao, “a contrapartida exata da afirmag¢ao de que uma vida
feliz apenas pode ser obtida através do desenvolvimento pleno [das] capacidades
distintivamente humanas” (TIERNO, 2008, p. 142).

Fechando este paréntese, 0 nosso pensamento resgata a concepcao de paciente
de Cavicchi, em sua dimensao natural — paciente é aquele que deve aceitar as leis
da natureza —, e a aproxima do escravo natural de Aristoteles. Esta reflexdo sobre
o desenvolvimento do real civilizatorio inscreveu-nos varios movimentos. Nao cabe
comenta-los, mas deixar em aberto para que o leitor faca uso de sua reflexividade
dirigida, caso deseje.
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51 O EXIGENTE

Os passeios possibilitaram a compreensao de que o paciente italiano “emancipou-
se de seu paradigma original” que tinha sido interpretado de diversas maneiras, no
curso da histéria, e se tornou um sujeito exigente. “Exigente no sentido de cobrar o
seu direito a saude como um direito exigivel” (CAVICCHI, 2007, p.12). Cabe ressalvar
que ele assinala que ndo ha uma carga implicita de arrogancia no uso do termo
exigente, para representar o sujeito para o qual as acdes se dirigem. Ele comenta
gue o verbo correspondente ao conceito de exigente — esigere (exigir) — carrega a
particularidade de representar a ideia de algo que se pede com autoridade, uma coisa
devida; sem arrogancia, porque designa aquele que exige a garantia de seus direitos
sociais conquistados.

“O direito a saude [...] € uma das principais necessidades da sociedade moderna
e da cidadania”. Mas, o que isto significa do ponto de vista politico? Significa, para
Cavicchi, que a exigéncia de cidadania, no contexto da vida italiana, constituiu-se
[...] “no significado primario de ser [significa que] no curso do tempo, o cidadao tem
conquistado uma autoridade”. Para o exigente, o direito a saude é expresso como uma
exigéncia politica, como um direito de reivindicar a satisfacdo das suas exigéncias.
Um exercicio de autoridade, que traduz o poder politico que Ihe foi concedido por
direitos. Ainda, segundo o autor, a base primaria do principio de autoridade do exigente
encontra-se na conquista de saude como direito, expressa no Artigo 32 da Constituicéo
Italiana, na conquista do Servizio Sanitario Nazionale, em 1978 (CAVICCHI, 2007, p.
75).

Do ponto de vista politico e considerando que o paciente se mostra aos servicos
como exigente, o bem saude possui “um valor que contempla [...] expectativas [...]
de respeito e dignidade”. Neste caso, o bem saude torna-se um bem moral e ético
(CAVICCHI, p. 17). Anocgao de bem para o exigente é composta por duas dimensdes:
a dimenséo institucional (em que o exigente vé a instituicdo que oferece um bem
sanitario como uma realidade cientifica, técnica, organizacional e tecnolégica); e a
dimenséo social (o exigente, antes de tudo, faz uma proposta social a si mesmo: de
tornar-se um sujeito com o direito a ter preferéncias e de reivindicar algo maior, a ‘boa
vida’) (CAVICCHI, 2007, p. 15).

O exigente vé-se cidaddo; mesmo se doente, ele continua percebendo-se
cidadao, diferentemente do paciente que sujeitava-se a abrir m&o dessa condi¢cao. Em
outra abordagem, “a condicao de paciente anula a condi¢ao de cidadania” (CAVICCHI,
2007, p. 42). O exigente reconhece que é contribuinte, j& que paga por meio do fisco
sua contribuicdo social para financiar o sistema de saude italiano. Ele sabe que
paga as taxas obrigatorias — verdadeiros impostos sociais —, que correspondem a
uma forma de contrato social do tipo welfare com o propésito de gerar recursos para
gue os beneficios sanitarios sejam garantidos a ele quando portador de uma doenca.
O cidadao, portanto, € “a condicao sobre a qual se funda a condicdo de exigente”
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(CAVICCHI, 2007, p. 42).

Cavicchi comenta, ainda, que a questdo saude chama a causa democratica na
forma de decisdes responsaveis ndo unilaterais. O exigente é o cidadao que reivindica
a definicdo de novas formas de decisbes compartilhadas. Nao € por acaso que muitos
médicos de familia falam ha muitos anos sobre os “acordos” feitos, entre eles e sujeitos
cuidados (CAVICCHI, 2007, p. 44).

Uma diferenga entre o paciente/objeto clinico e o exigente/sujeito de cidadania
€ que para o primeiro a cidadania é apreendida como deveres, obrigacbes morais, do
doente ou da instituicdo; para o segundo, como direitos (CAVICCHI, 2007, p. 43). A
proposta do exigente é a de cidaddo membro de uma comunidade, um sujeito para o
qual os direitos e deveres coexistem, convencido de que a esfera dos seus deveres
com relacdo a saude seja igualmente importante da esfera dos seus direitos e da
esfera de ser cuidado, se doente.

O exigente € também consumidor. Vale ressaltar que 0 consumo nao € aqui
entendido como um produto do mercado, isto é, o exigente-consumidor ndo € o
mesmo consumidor da teoria econémica. O consumo, na perspectiva aqui descrita,
€ visto “como capacidade produtiva humana e como custo de reproducao da forca de
trabalho”. No ambito da satde é uma nog¢ao que acentua os aspectos da subsisténcia;
logo, trata-se de um consumo necessario, comparavel a todos os bens indispensaveis
a sobrevivéncia: é nesta hermenéutica — de subsisténcia e de sobrevivéncia — que o
exigente €, de fato, “um consumidor de bens indispenséaveis” (CAVICCHI, 2007, p. 37).

O exigente-agente é visto, na maior parte das vezes, como comunities, ou seja,
como grupos de sujeitos que dividem a mesma doenca, que se informam na internet e
que dialogam com outros doentes em rede com o objetivo de construir uma comunidade
de interesse. E, portanto, um sujeito em relacdo, ao mesmo tempo unico e grupal, com
um novo poder de contratacdo e nova capacidade relacional em continua evolucéo. E
também o exigente uma pessoa, em virtude das suas relagdes consigo e com o mundo:
“somente uma pessoa (doente ou ndo) pode ser um sujeito de relagcdes e somente um
sujeito (doente ou ndo) pode ser uma pessoa” (CAVICCHI, 2007, p. 50; 65).

Ainda que o surgimento do exigente italiano seja um fato, Cavicchi ressalta que
o Servico Sanitario Nacional ndo reconhece o bem saude da mesma forma que a
sociedade italiana (exigentes) o reconhece. Ele comenta que o objetivo prioritario
das administradoras regionais sanitarias italianas deveria ser eleito por aqueles que
as financiam: a sociedade. No entanto, desde que o Estado italiano optou por uma
reforma administrativa sanitaria, La Riforma De Lorenzo Garavaglia, em 1992, seu
objetivo tem sido “reduzir desperdicios e ineficiéncias” (CAVICCHI, 2007, p. 20).

Para ele, a Reforma deveria ter previsto as transformag¢des do paciente para
poder reformar o consumo sanitario, o uso da assisténcia e, em seguida, a estrutura
de oferta e as modalidades produtivas. No entanto, decidiu-se por outro caminho
para conter despesas oriundas das necessidades do exigente. Foram criadas as
agéncias regionais, a partir de um pressuposto equivocado: substituir o sistema de
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welfare (brilhantemente conquistado pela Reforma Sanitaria Italiana, em 1978, que
deu origem ao Servizio Sanitario Nazionale pela gestdao econdmica. “Exatamente, por
isto, a reforma nasce com uma funcéo (anti)exigente” (CAVICCHI, 2007, p. 28). Os
conflitos e tensdes, portanto, sdo também um fato.

Este € o grande problema do Servizio Sanitario Nazionale, segundo Cavicchi:
houve uma fratura entre as necessidades de saude e o gasto sanitario; na época em que
o livro Autonomia e Responsabilita foi escrito, 0 gasto representava simplesmente uma
oferta na qual 0 nosso pobre exigente ndo conseguia se reconhecer;[...] disponibilizava-
se ao exigente tudo aquilo que contemplaria um paciente, logo, tudo aquilo que era Util,
vantajoso, racionalmente econémico e profundamente inapropriado; a administradora
oferecia, na pratica, a sua concepc¢ao de saude e o exigente era aquele que sofria com
esta oferta” (CAVICCHI, 2007, p.29). Mas, ele existe! O exigente italiano existe, pois
“a figura do paciente nao existe mais”. Nao ha duvida de que da cultura, que se esta
difundindo, emerge um “doente” culturalmente diferente, “que recusa a passividade,
a solidao, o delegar a confianga e a ignorancia ao outro”. Ele refuta a sua antiga
condicéo e os servicos nao tém tido outro caminho sendo reconhecé-lo exigente de
seus direitos: reconhecé-lo cidadao (CAVICCHI, 2007, p. 51).

6 | CONSIDERACOES

A atualizacdo sobre a tematica o sujeito da clinica, discorrida no artigo
Epistemologic Contributions of Ivan Cavicchi About The Clinic Subject, publicado
em 2017 em FIEP Bulletin, permitiu-nos coletar apontamentos mais detalhados para
fundamentar sobre quem seria 0 sujeito daquela que temos chamado a boa clinica da
ESF/AB e NASF do SUS, na perspectiva de clinica relacional sugerida por Cavicchi.
Foi possivel apreender que, respeitadas as multiplas diferengcas contextuais, entre
o Sistema Unico de Salde e o Servizio Sanitario Nazionale, o sujeito da boa clinica
assemelha-se ao da clinica relacional, cunhada por Cavicchi: sdo sujeitos nao
submetidos, mas emancipados, que participam das deliberacées propostas pelos
cuidadores, caso desejem, em uma clinica de base horizontal cuja finalidade é garantir
promocéo de saude, prevencdo de doencgas, tratamento de doencas, e reabilitacéo
com resolutividade, continuidade do cuidado e atencéo longitudinal. Estudos historicos
futuros séo oportunos.
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RESUMO: Objetivo: Analisar o perfil do usuério
do Programa Farméacia Popular do Brasil (PFPB)
com Hipertensao Arterial (HA) diagnosticada,
com base nos dados da PNS realizada em 2013,
do confronto da legislacdo e das normas que
regulam este assunto junto com a Avaliacdo de
Tecnologia em Saude (ATS). Métodos: estudo
pautado no uso probabilistico da Regresséao
Logistica (RL) na analise dos dados secundarios
da PNS. Resultados: este trabalho evidencia
que 78,43% dos individuos diagnosticados com
HA ndo obtém o medicamento via o PFPB.
Outro
as mulheres tém 6,2% maior probabilidade

resultado importante evidencia que

de fazerem uso do PFPB para obterem

Impactos das Tecnologias nas Ciéncias Biologicas e da Saude 3

DIAGNOSTICADA

medicamentos para HA. Conclusao: espera-se
gue os resultados descritos na pesquisa ajudem
gestores e profissionais da tecnologia em
saude a operacionalizar melhor a distribuicao
de medicamentos para tratamento de HA
oferecidos pelo PFPB.

PALAVRAS-CHAVE: Avaliacao de Tecnologia
em Saude, Hipertensdo Arterial, Programa
Farmacia Popular do Brasil.

ABSTRACT: Objective: To analyze the user’s
profile of the Brazilian Popular Pharmacy
Program (PFPB) with diagnosed Arterial
Hypertension (HA), based on data from the
PNS conducted in 2013, comparing the
legislation and norms that regulate this subject
together with the Evaluation of Technology in
Health (ATS). Methods: A study based on the
probabilistic use of Logistic Regression (RL)
in the analysis of the secondary data of SNP.
Results: This study shows that 78.43% of the
individuals diagnosed with HA did not obtain
the drug via PFPB. Another important finding is
that women are 6.2% more likely to use PFPB
to get HA medications. Conclusion: The results
described in the research are expected to help
health technology managers and professionals
to better operationalize the distribution of HA
treatment drugs offered by PFPB.

KEY-WORDS: Health Technology Assessment;
Arterial  Hypertension; Popular Program
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Pharmacy of Brazil.

INTRODUCAO

A Hipertensao Arterial (HA) é uma das causas mais comuns de doencas
cardiovasculares, afetando aproximadamente 20% da populag¢ao adulta em sociedades
industrializadas. Pesquisas recentes revelaram que o numero de Obitos ocasionados
pela doenca cardiaca hipertensiva tem crescido ao longo dos anos, avangando no
ranking mundial de mortalidade da décima sexta para a décima posicdo entre os
anos 2000 e 2012. A doenca é um fator de risco para o desenvolvimento da doenca
coronaria, no sentido em que acelera o processo de aterosclerose, sendo assim
um fator determinante para o surgimento prematuro de morbidade e mortalidade
cardiovascular associado a doenca coronaria, insuficiéncia cardiaca congestiva,
acidente vascular enceféalico e doenca renal terminal (SANJULIANI, 2002). As causas
da HA estdo associadas aos seguintes fatores: envelhecimento; excesso de peso;
baixa escolaridade; tabagismo; consumo de bebidas alcodlicas. No Brasil, as doencgas
cardiovasculares sao responsaveis por 33% dos Obitos com causas conhecidas. Além
disso, essas doencas foram a principal causa de hospitalizacdo no setor publico, entre
1996 e 1999, tendo respondido por 17% das internagdes de pessoas com idade entre
40 e 59 anos e 29% daquelas com 60 ou mais anos. Apesar da reducao da mortalidade
por essas doencgas entre 2000 e 2007, esse grupo ainda representou a principal causa
de Obito no pais em 2011 (SCHMIDT et al, 2011).

Tendo em vista os maleficios que a HA traz ndo apenas aos individuos
acometidos pela doenca, mas a toda sociedade, organismos governamentais e nao-
governamentais demonstraram preocupag¢ao com o problema e formularam o Plano
Global de Enfrentamento das Doencas Crbnicas Nao Transmissiveis (DCNT), o qual
estabeleceu meta de reducdo da HA em 25% entre 2015 e 2025. No Plano de Acbes
Estratégicas para o Enfrentamento das DCNT no Brasil 2011-2022, foram definidas
diversas medidas de promoc¢ao da saude e de atencéo relacionadas a HA: acordos
com a industria alimenticia para reducéo do teor de sddio em alimentos processados,
incentivo a pratica de atividade fisica por meio do Programa Academia da Saude e
disponibilizagdo gratuita de medicamentos para controle da HA segundo classificacéo
de risco (ANDRADE et al, 2013). Sendo assim, aliado a essas medidas, o governo
brasileiro instaurou o Programa Farmacia Popular do Brasil (PFPB).

Neste contexto, o PFPB é uma iniciativa do Governo Federal que cumpre uma
das principais diretrizes da Politica Nacional de Assisténcia Farmacéutica, a DCNT. Foi
implantado por meio da Lei n° 10.858, de 13 de abril de 2004, que autoriza a Fundacéo
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) a disponibilizar medicamentos mediante ressarcimento,
e pelo Decreto n° 5.090, de 20 de maio de 2004, que regulamenta a Lei 10.858 e
institui o PFPB. A partir de 2011, o Programa passou a disponibilizar os medicamentos
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indicados para o tratamento da hipertensao e do diabetes sem custos para os usuarios.
Esta campanha foi denominada “Saude Nao Tem Preco” (BRASIL, 2007). A Portaria
184/2011, assinada em 03 de fevereiro de 2011, determinou que, a partir do dia 14 de
fevereiro, todas as farméacias da Rede Prdpria, bem como as farmacias e drogarias
credenciadas do “Aqui Tem Farmacia Popular” ficassem obrigadas a praticar os precos
de dispensacéo e os valores de referéncia até o dia 14 de fevereiro de 2011, garantindo,
assim, a gratuidade para estes medicamentos (BRASIL, 2004) (BRASIL, 2005).

Estudos ja realizados sobre o consumo dos medicamentos no PFPB, em todas
as regioes, demonstram que de cada 11 medicamentos adquiridos no Programa,
10 deles, 64% sao medicamentos que atuam sobre o sistema cardiovascular (acido
acetilsalicilico, atenolol, captopril, enalapril, hidroclorotiazida, metformina, nifedipina,
omeprazol, ranitidina, sinvastatina e paracetamol), todos considerados essenciais
pela lista oficial brasileira no controle da HA. Porém, mesmo com a disponibilizacéo,
por parte do governo, de um programa facilitador na obtencéo dos medicamentos para
tratar HA, 0 acesso aos medicamentos ainda encontra alguns entraves. Nesse sentido,
diversos estudos realizados sao motivados pela problematizacdo da capacidade dos
governos em prover assisténcia farmacéutica aos pacientes acometidos com doencgas
cronicas. Como exemplo desses trabalhos, podemos considerar a pesquisa de Costa
et al, na qual estudaram as fontes de obtencado de medicamentos para hipertensédo e
diabetes no Brasil (COSTA et al, 2016).

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho consistiu em analisar o perfil dos
usuarios do Programa Farmacia Popular do Brasil por meio dos dados disponiveis
na Pesquisa Nacional de Saude (PNS) realizada no ano de 2013. E para nortear o
delineamento do mesmo, partiu-se das seguintes questdes: Qual é o perfil brasileiro
do usuario do Programa Farmacia Popular do Brasil com Hipertensao Arterial
diagnosticada? E que contribuicbes o conhecimento destes perfis do PFPB,
serao relevantes para a Tecnologia em Saude? De posse dos dados secundarios
da PNS, realizou-se o estudo estatistico de Regresséao Logistica (RL).

METODOS

A pesquisa oriunda deste artigo € classificada como um estudo descritivo e
exploratorio, utilizando dados da PNS realizada em 2013 e 0 uso da RL.

A PNS é uma pesquisa de base domiciliar, de &mbito nacional, com amostra de
80.000 domicilios em 1.600 municipios, realizada em parceria com o Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE). A pesquisa foi planejada para ser representativa
para Brasil, Grandes Regibdes, Unidades Federativas, Capitais, areas urbanas e
rurais’. Porém, efetivamente, foram entrevistados 64.348 domicilios, sendo que 60.202
moradores responderam as questdes relativas ao seu estilo de vida, estado de saude
e doencas cronicas. Os detalhes acerca da técnica de amostragem utilizada estédo
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disponiveis no relatério sobre os resultados da PNS (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2014).

A PNS foi aprovada pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)
do Conselho Nacional de Saude (CNS), Ministério da Saude, sob o Parecer n°
328.159, de 26 de junho de 2013. A participacao do adulto na pesquisa foi voluntéaria
e a confidencialidade das informacdes garantida. Os adultos selecionados para
responder a entrevista e que concordaram em patrticipar dela assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA
E ESTATISTICA, 2014).

Os inquéritos populacionais de saude, ademais de levantarem informacdes
importantes para avaliacao de saude da populacao e seus estilos de vida, permitem a
verificacdo de indicadores de desempenho do sistema de saude do ponto de vista do
usuario, de modo a subsidiar a formulacdo, o monitoramento e a avaliagcéo das politicas
publicas de saide (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA,
2014).

Nesse sentido, abordou-se duas questdes pertencentes ao moédulo Q do
guestionario da PNS — questoes relativas as doencgas cronicas, quais sejam: Q002 e a
QO008. Essas perguntas indagavam ao entrevistado o seguinte:

QO002: Algum médico ja Ihe deu o diagnostico de Hipertensao Arterial (presséo
alta)?

1.Sim 2. Apenas durante a gravidez 3. Nao

QO008: Algum dos medicamentos para hipertensao arterial foi obtido no Programa
Farmacia Popular do Brasil?

1.Sim, todos 2. Sim, alguns 3. Nao, nenhum

Dentre todas as questdes elencadas na PNS, essas foram escolhidas como objeto
deste estudo porque pretendia-se, num primeiro momento, elaborar um mapeamento
descritivo do perfil do usuario da Farméacia Popular com HA diagnosticada, e em
contrapartida estabelecer uma correlacéo entre os individuos com tal doenca crénica
diagnosticada e a utilizacao dos medicamentos para pressao alta oriundos do PFPB.
Com isso, os dados analisados foram obtidos no banco de dados da PNS realizada em
2013, cujas informacdes e dados estao disponiveis em http.//www.pns.icict.fiocruz.br/
e também na referéncia (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA,
2014).

O uso da RL nesse trabalho é vantajoso, pois sua abordagem & probabilistica, e
acompanhado dos dados da PNS tornara o estudo naturalmente mais claro e eficaz.
No problema levantado no inicio do trabalho, sabe-se que a variavel dependente é
qualitativa (fracasso ou sucesso de ser usuario do PFPB). Portanto, um modelo como
o de Regressédo Linear néo satisfaz a restricdo imposta pela variavel dependente,
ja que os valores estimados para Y, nesta técnica, ndao possuem limites inferiores e
superiores. E preciso, entdo, usar um modelo que atenda a necessidade de que os

estimadores da variavel de resposta se mantenham entre 0 e 1.
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A RL é mais utilizada porque a analise discriminante impbe as variaveis
independentes condi¢gdes como: serem normalmente distribuidas e terem suas matrizes
de variancia-covariancia iguais entre os dois grupos de classificacao (WEISBERG,
2005). Em uma analise de RL o foco de interesse esta na dependéncia estatistica
das variaveis, isto significa dizer que, nas relacdes estatisticas o estudo é feito com
variaveis aleatorias ou estocasticas, ou seja, num processo com possibilidade de erros.

Dessa forma, foi considerado como variavel dependente o uso ou nédo do
Programa Farmacia Popular do Brasil, classificada em duas categorias (0= fracasso
(n&o usuéario do PFPB), 1=sucesso (usuario do PFPB)). Foi construido, didaticamente,
um modelo considerando seis variaveis explicativas: uma variavel quantitativa — idade,
duas variaveis qualitativas com duas categorias — sexo — cor ou raga, trés variaveis
qualitativas com mais de duas categorias — estado civil — grau de escolaridade — regiao
e uma variavel condicional binaria — diagnostico de Hipertenséo Arterial. Todas as
variaveis descritas estdo pautadas na bibliografia que esta sendo utilizada no trabalho.

As analises dos dados foram realizadas pelo softwareStatistical Package for the
Social Sciences (SPSS) versdo IBM 19 (SPSS, 2001) (GUIMARAES, 2015).

RESULTADOS

Na Pesquisa Nacional de Saude realizada em 2013 foram entrevistados 205.546
individuos, dos quais 13.327 sao hipertensos e desses individuos diagnosticados com
HA, apenas 2.874 fazem uso de medicamentos do Programa Farmacia Popular do
Brasil.

Na Tabela 1, a coluna 1 descreve as variaveis utilizadas no trabalho, bem como
suas unidades; enquanto a coluna 2 descreve a porcentagem de cada unidade. A
anélise descritiva foi realizada no programa SPSS. E importante ressaltar que na coluna
1 as idades foram agrupadas em classes, onde a classe 1 corresponde a jovens (18 a
24 anos de idade), a classe 2 a adultos (25 a 59 anos de idade) e a classe 3 refere-se a
terceira idade (a partir de 60 anos de idade). A cor ou raga ficou agrupada da seguinte
forma: branca (amarela e branca) e ndo-branca (preta, parda e indigena).

ATabela 1 mostra que esse subgrupo populacional, os individuos com HA que faz
uso do PFPB, é caracterizado principalmente por individuos do sexo feminino (67,4%),
com 60 anos ou mais (49,9%), que declararam cor/raca como néo branca (54,5%),
de baixa escolaridade (47,70%) e casados (46,3%). As regides Sudeste (31,1%) e
Nordeste (24,8%) detém a maioria desses usuarios. Esses resultados convergem aos
apresentados no trabalho (ANDRADE et al, 2013) (BRASIL, 2004). Contudo, naquele
estudo se restringiu a um levantamento da prevaléncia de Hipertensdo Arterial
autorreferida na populacéo adulta brasileira. Percebe-se que os individuos que sofrem
de HA e utilizam o PFPB para ter acesso aos medicamentos sao mais prevalentes
em classes similares aos individuos de possuem HA autorreferida. Por exemplo, na
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pesquisa de Andrade et al, foi apontado a prevaléncia da HA autorreferida foi maior
entre as mulheres (ANDRADE et al, 2013). Enquanto isso, os resultados apresentados
na Tabela 1 mostram que o percentual de mulheres que sofrem de HA e fazem uso do
PFPB é bem superior ao dos homens.

Os resultados da Tabela 1 demonstram ainda que os individuos com menos grau
de instrugéo, com idade superior a 60 anos, casados e nao-brancos fazem maior uso
do PFPB. Tal resultado vai ao encontro dos achados no artigo do Andrade et al., o qual
indicou que a menor prevaléncia de HA autorreferida foi observada na faixa etaria de
18 a 29 anos, enquanto a maior foi encontrada entre individuos com 75 e mais anos
de idade. Além disso, naquele mesmo estudo foi indicado que adultos com menor
nivel de escolaridade e pessoas nao brancas apresentaram a maior prevaléncia de
HA autorreferida.?

Na Tabela 1 observa-se que na regido Sudeste é onde se encontra a maior
quantidade de usuarios do Programa Farmécia Popular do Brasil com HA diagnosticada,
convergindo mais uma vez ao resultado do estudo realizado por Andrade et al, 2013.

Caracteristicas %

Sexo Homem 32,60
Mulher 67,40
18 a 24 anos 0,30
Idade 25 a 59 anos 49,80
60 a 95 anos 49,90
Corou Branca 45,50
Ragca Nao Branca 54,50
Alfabetizacao 30,10
) Ensino Fund. 17,60
Escolaridade Ensino Médio 26,80
Graduacao 8,60
Pés-Graduacao 0,40
Casado 46,30
o Separado/Divorciado 11,10
Estado Civil Vitvo 20,30
Solteiro 22,30
Norte 13,30
5 Nordeste 24,80
Regido Sudeste 31,10
Sul 17,10
Centro-Oeste 13,60

Tamanho da Amostra 2.874

Tabela 1. Perfil descritivo dos usuérios do PFPB diagnosticados com HA, Brasil, 2013.
(Elaborado pelo autor com base nos dados da PNS, acesso em fev., 2016).

A Tabela 2 traz os resultados da Regressao Logistica. Essa técnica estatistica €
baseada nas caracteristicas dos fatores das variaveis explicativas, sendo comparadas
entre si, atribuindo-se aquela de maior probabilidade.
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Na Tabela 2 a coluna 1 descreve as variaveis explicativas utilizadas do trabalho,
na coluna 2 encontra-se as unidades das variaveis. Ja na coluna 3 encontra-se
descrito o coeficiente de 3, ou seja, mostra o ajustamento do modelo de regressao,
em relagdo aos valores observados. Este coeficiente varia entre 0 e 1, indicando,
em porcentagem, o quanto o modelo consegue explicar os valores observados. Na
coluna 4 apresenta-se a Razao de Chance (RC) dos eventos relacionados a coluna
3 acontecer e é descrita na forma de porcentagem (%) e a ultima coluna descreve
o p-valor, ou seja, é a probabilidade de se obter uma estatistica de teste igual ou
mais extrema que aquela observada em uma amostra, sob a hipétese nula. Trazendo
para realidade do trabalho proposto o p-valor significa sucesso (1) ou fracasso (0) do
individuo com HA diagnosticada usar ou ndo o PFPB, levando em consideracdo o
Intervalo de Confiancga (IC) de 95%.

Observando a Tabela 2 constata-se que dentre os individuos com HA
diagnosticada, aqueles que se declaram n&o-brancos apresentam a probabilidade de
utilizar os medicamentos do PFPB 12,6% maior que os individuos que se declaram
brancos. Esse dado é advindo da coluna intitulada Razéao de Chance (RC).

No que concerne o estado civil, em relagdo aos individuos casados, os individuos
solteiros apresentam uma probabilidade 8,1% maior de fazer uso dos medicamentos
do PFPB para obter os medicamentos para controle da HA. Os individuos separados/
divorciados tém a mesma probabilidade de fazer uso do PFPB 4,7% maior que 0s
individuos casados. Nesse mesmo escopo, 0s vilvos possuem a chance de utilizar o
PFPB 0,8% maior que os casados, conforme consta na Tabela 2.

VARIAVEIS UNIDADES COEFICIENTE (B) RC p-valor

(Exp- B) (Sig)

Corou Raga®  Branca - 1 -
Nao Branca 0,119 1,126 0,052

Casado - 1 -
Estado Civil  geparado/divorciado 0,046 1,047 0,079
Viavo 0,003 1,003 0,071
Solteiro 0,078 1,081 0,062

Alfabetizacao - 1 -
Escolaridade”  Engino Fundamental -0,047 0,954 0,070
Ensino Médio -0,031 0,969 0,061
Graduacao -0,502 0,605 0,083
Pés Graduacgéao -1,077 0,340 0,312

Norte - 1 -
. Nordeste -0,203 0,816 0,081
Regido Sudeste 0,312 1366 0,081
Sul 0,393 1,481 0,093
Centro Oeste 0,135 1,145 0,093

18 a 24 anos - 1 -
Idade 25 a 59 anos 0,523 1,687 0,396
60 & 150 anos 0,526 1,692 0,398
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Sexo Homem - 1 -
Mulher 0,060 1,062 0,052

Tabela 2. Perfil dos usuarios do Programa Farmacia Popular do Brasil diagnosticados com
Hipertenséo Arterial com uso da Regresséao Logistica, Brasil, 2013. (Elaborado pelo autor com
base nos dados da PNS, acesso em fevereiro, 2016).

aCor da pele autorrelatada, segundo classificagdo do IBGE, 2010. * Segundo classificagdo do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica, 2010

Em relacdo ao nivel de escolaridade, percebe-se que quanto maior o tempo do
individuo na escola, menor a probabilidade de ele fazer uso dos medicamentos do
Programa. Em relac&o aos individuos que possuem apenas nivel de Alfabetizacao, os
gue possuem Ensino Fundamental apresentam uma probabilidade 4,7% menor de fazer
uso do PFPB para obter os medicamentos para HA via PFPB. Aqueles que possuem
Ensino Médio apresentam uma chance 3,1% menor de utilizar o PFPB para obter o
medicamento para HA. A maior reducao de probabilidade de uso dos medicamentos
da Farmacia Popular é observada nos individuos que possuem Graduacao e Pés-
Graduacédo. Dentre os graduados, verifica-se uma probabilidade 39,5% menor em
comparacado aos individuos alfabetizados, enquanto dentre os Pos-Graduados essa
chance cai 66% em relacdo aqueles que possuem apenas alfabetizacdo. Esses
resultados podem ser observados na Tabela 2.

Quando comparados aos individuos da regidao Norte, percebe-se que o0s
individuos da regiao Nordeste possuem uma chance 18,4% menor que fazerem uso
dos medicamentos para HA da Farmacia Popular. No mesmo parametro, ou seja,
utilizando a regido Norte como referéncia, os sujeitos da regido Sudeste possuem uma
probabilidade 36,6% maior de utilizarem os medicamentos do PFPB. Os individuos
da regido Sul possuem 48,1% maior probabilidade de fazer uso do PFPB para obter
0os medicamentos para HA, enquanto os da regiao Centro-Oeste tém essa chance
aumentada de 14,5% em relacao aos da regiao Norte.

No que concerne a idade, em relacéo aos sujeitos com idade entre 18 e 24 anos,
os individuos que possuem entre 25 e 59 anos apresentam uma probabilidade 68,7%
maior de fazerem uso do PFPB para obterem os medicamentos para HA, enquanto que
aqueles que possuem idade maior ou igual a 60 anos apresentam a mesma chance
69,2% maior quando comparados aos jovens.

Em relacdo ao sexo, as mulheres com HA diagnosticada apresentam uma
probabilidade 6,2% maior de fazerem uso do PFPB para obtengdo dos medicamentos
para HA que os homens.

Ao se fazerreferéncia a regiao de maiores probabilidades de uso do PFPB aregiéo
Sudeste e Sul se encontram em maioria de estados contemplados, foi evidenciada
em estudos realizados sobre o Programa que houve a implantagcdo de maior nUmero
de unidades nos estados e municipios dessas regides (PINTO; COSTA e CASTRO,
2011). No entanto, ao longo do tempo, esta sendo incrementado o Programa nas
outras regides do Brasil. Na Regido Norte por se tratar de uma regido de grande
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extensdo demogréfica, de locais longinquos e de poucos municipios a expansao de
forma satisfatoria o Programa encontra-se ainda em evolugao.

DISCUSSAO

Os resultados da PNS sugerem que aproximadamente 23% da populacéo
brasileira ja teve HA diagnosticada. No periodo de 2006 a 2011, essa prevaléncia
aumentou progressivamente com a idade e foi maior entre mulheres e adultos de
menor escolaridade (zero a oito anos de estudo) (ANDRADE et al, 2013).

Contudo, os resultados deste trabalho demonstraram que dentre os individuos
diagnosticados com HA, segundo a PNS, apenas 21,57% faz uso do PFPB para obter
algum dos medicamentos para controle da HA. Esse percentual € considerado pequeno,
tendo em vista que esse programa proposto pelo governo federal foi idealizado para
ser abrangente. Com as informacdes acima descritas espera-se que um percentual
maior de individuos diagnosticados com HA consiga ter acesso aos medicamentos
oferecidos pelo PFPB, uma vez que dos 13.327 apenas 2.874 fazem uso do Programa.

Observando os dados contidos na Tabela 2, pode-se tecer algumas observagdes
relevantes. Aprimeiradelas é emrelacdo ao sexo dos entrevisdos com HAdiagnosticada
e que faz uso do PFPB, onde ha uma predominancia de mulheres (p-valor = 0,052).
E a segunda é em relacao a cor da pele, o numero de individuos que se declararam
nao-brancos também é significativo (p-valor = 0,052).

Os demais resultados na Tabela 2 observados neste trabalho como a prevaléncia
de individuos com maior grau de instrucdo apresentar menor probabilidade de ser
usuarios do PFPB pode estar relacionado ao fato que usualmente individuos com
maior escolaridade terem uma renda melhor e por iSso n&o procuram O programa.
Ainda pode-se ressaltar que o maior quantitativo de usuéarios do Programa se encontra
nas regides Sul e Sudeste, possivelmente esse achado esteja diretamente ligado ao
fato dessas regides serem mais populosas e desenvolvidas e pelo maior acesso a
informacgdes sobre como adquirir os medicamentos para controle de HA via PFPB.
Enquanto as outras regides com menor chance de apresentar usuarios do programa
com HA diagnosticada, sugere-se que as ac¢des do Governo devem priorizar essas
areas do Pais onde a informacédo ainda ndo esta difundida e enfocar, globalmente, a
prevaléncia de todos os fatores de risco para doencgas cardiovasculares.

Com relacéo a raga/cor da pele, estudos apontam que a morbimortalidade em
decorréncia da HA e de outras doencgas crénicas € maior entre pessoas de raga/cor
da pele preta (BARROS et al, 2011) (LOTUFO & BENSENOR, 2013). Uma possivel
explicacdo para esse resultado estaria na fragilidade de uma associacdo entre raca
ou cor da pele e hipertensao e outras doencas crénicas, posto que a raga/cor consiste
em um marcador influenciado por uma interagcdo complexa entre fatores genéticos
e desigualdades nas condi¢cdes de vida, ambos com poder de influéncia na adocgéo
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de comportamentos saudaveis ou prejudiciais a saude. A reducéo da prevaléncia da
HA ndo se resume a meta global de reducdo da ocorréncia da doenca em 25%, a
ser atingida até 2015. Sua consecucao influencia diretamente o alcance da meta de
reducao da taxa de mortalidade prematura (entre <70 anos) por DCNT (ANDRADE et
al, 2013).

O acesso a este resultado sugere algumas hipéteses, dentre as quais, destacam-
se como principais: o fato de o diagnosticado com HA nunca ter obtido 0 medicamento
via o0 PFPB pode ter relagao com algum problema de divulgacéo ou publicidade do
programa; os medicamentos podem estar mal distribuidos por regides. Sendo assim,
na tentativa responder a tais hipéteses, um estudo com mais detalhes deve ser
realizado, destacando as minucias regionais dos individuos portadores de presséao alta
e sua necessidade por medicamentos. Com essas pesquisas, obtém-se nao apenas o
melhoramento do PFPB, como também um tratamento mais eficaz da HA.

Os trabalhos ja publicados a respeito do PFPB com base na PNS relacionados a
HA, nédo fazem mencéo a ATS, nem correspondéncia ao Engenheiro Biomédico nem
tédo pouco trata do perfil do usuario. O trabalho mais recente publicado pela revista
Epidemiologia Servico de Saude em jan-marco de 2016 trata apenas da obtencao
de medicamentos através do PFPB, e abrange tanto hipertensos como diabéticos
(COSTA et al, 2016).

CONCLUSAO

O trabalho pretendeu mostrar o perfil do usuario do PFPB com HA diagnosticada.
Constatou-se que ainda é pequena a aquisicao de medicamentos para controle da HA
no PFPB, néo se sabe se é por conta da gestdo do programa ou outro motivo alheio
a esta pesquisa. Enfim, conhecer esse perfil do usuario do PFPB é importante para a
gestao do programa, tanto a nivel do individuo, quanto a nivel do territorio. Portanto,
vale muito mais a pena investir fortemente em educacao e prevencao de tratamento
da HA do que deixa-lo chegar a altos niveis de complicagdes que irdo elevar os custos
da saude publica.

A economia da saude é uma area que envolve tanto conceitos e conhecimentos
da medicina, como principios da economia, de modo a fornecer um grande potencial
de contribuicdo para a visibilidade do impacto das doencas pelos gestores de saude.
Esses resultados encontrados sugerem a reflexao e a reviséo, por parte do Ministério
da Saude no gerenciamento do PFPB. Sendo assim, o governo federal, estadual e
municipal deve se comprometer em uma agao conjunta (independente de controles
partidarios) para efetuarem o planejamento do cuidado integral com o portador
de HA, o que envolveria a inclusao de acbes educativas e exames na rotina das
unidades de atencdo basica a saude e a criagdo de ambulatorios especializados no
tratamento desses pacientes, para onde seriam referenciados 0s casos com riscos de
complicacgoes.
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No estudo em questao ndo é possivel afirmar as causas de muitos individuos
que foram diagnosticados com HA n&o serem usuarios do PFPB. Existem hipoteses
positivas como a presengca continua de medicamentos nas unidades ou o bom
atendimento oferecido; e as negativas, para o SUS, como a falta de medicamentos ou
a insatisfacdo com o atendimento na rede publica. Mas o fato € que muitos usuarios
que deveriam estar obtendo seus medicamentos de forma gratuita vém optando por
obté-los por outros meios de assisténcia a saude ou reembolso proprio.
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CAPITULO 10
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RESUMO: A aplicagdo tépica de plantas
medicinais tem sido utilizada na medicina
popular para a cicatrizagdao de feridas, no
entanto, o mecanismo exato do processo de
cicatrizagdo ndo é muito bem esclarecido.
O latex de Himatanthus sucuuba apresenta
alguns compostos de interesse farmacologico e
pode ser empregado em diversos tratamentos.
O objetivo do estudo foi realizar um teste de
agregacao plaquetaria com o soro do latex
de H. sucuuba, para a compreenséo inicial da
presenca de atividade proteolitica. 50 mL de
sangue foram coletados e centrifugado para
separacéo do plasma. Realizou-se o ensaio de
agregacao plaquetaria pela adicdo do agonista
fisiologico vitamina K e pela adicdo do soro de
H. sucuuba em duas concentragdes (70 e 350
pg/mL). A agregacéo foi determinada quando o
plasma apresentou caracteristicas de turbidez
ou coagulacdo. O tempo de coagulagéo foi
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mensurado. A analise foi feita em ftriplicata e a
comparacao de médiasrealizadapelo programa
estatistico Agroestat. O soro do latex de H.
Sucuuba promoveu a agregacao plaquetaria no
plasma humano nas concentrag¢des utilizadas.
A concentracéo de 350 pyg/mL do soro foi mais
eficiente, com tempo de médio de coagulagcao
de 5 minutos. As proteinas presentes no soro
do latex de H. sucuuba podem interferir no
sistema hemostatico. O presente trabalho é o
primeiro estudo que relata a possivel presenca
de proteinas coagulantes no soro do latex
dessa espécie.

PALAVRAS-CHAVE: coagulagao, latex, planta
medicinal, proteinas.

ABSTRACT: The topical application of medicinal
plants has been used in folk medicine for wound
healing, however, the exact mechanism of the
healing process is not very well understood.
Latex of Himatanthus sucuuba presents some
compounds of pharmacological interest and can
be used in several treatments. The objective of
the study was to perform a platelet aggregation
test with the serum of H. sucuuba latex, for
the initial understanding of the presence of
proteolytic activity. 50 mL of blood were collected
and centrifuged for separation from the plasma.
The platelet aggregation assay was performed
by addition of the physiological vitamin K
agonist and the addition of H. sucuuba serum
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at two concentrations (70 and 350 pg/mL). Aggregation was determined when plasma
showed turbidity or coagulation characteristics. Coagulation time was measured. The
analysis was done in triplicate and the comparison of means performed by the statistical
program Agroestat. The latex serum of H. sucuuba promoted platelet aggregation in
human plasma at the concentrations used. The serum concentration of 350 pg/mL was
more efficient, with coagulation mean time of 5 minutes. The proteins present in the
serum of H. sucuuba latex may interfere with the hemostatic system. The present work
is the first study that reports the possible presence of coagulant proteins in the latex
serum of this species.

KEYWORDS: coagulation, latex, medicinal plant, proteins.

INTRODUCAO

A aplicacao topica de plantas medicinais (latex, folhas, raizes, caule) tem sido
utilizada na medicina popular para a cicatrizacdo de feridas, no entanto, 0 mecanismo
exato do processo de cicatrizacdo nédo é plenamente esclarecido. Coagulacdo e
fibrinblise sdo dois eventos proteoliticos importantes na cicatrizacao de feridas e
reparo tecidual, essa atividade proteolitica encontra-se presente no latex de muitas
plantas medicinalmente importantes.

O latex € uma complexa emuls&do composta por proteinas, alcaldides, agucares,
amido, borracha, que muitas vezes acaba por coagular quando exposto ao ar (HAGEL
et al., 2008). Estédo presentes nos vasos laticiferos que sao células secretérias
alongadas do sistema laticifero (MAHLBERG, 1993; METCALFE, 1967). Estudos
fisiolégicos mostraram que o latex estad associado a metabolitos vitais na defesa das
plantas contra insetos (KEKWICK, 2001).

SegundoAlametal., (2011), o latex extraido de diferentes espécies como de Datura
stramonium L. (Solanaceae), Euphorbia antiquorum L. (Euphorbiaceae), Euphorbia
pilosa (Euphorbiaceae), Pelilanths tithmaloids (Euphorbiaceae), Achyranthes aspera
L. (Amaranthaceae), Alstonia scholaris R.Br. (Apocinaceae), Calotropis procera Br
(Asclepidaceae) apresenta propriedades curativas em feridas e queimaduras.

O latex de Ficus carica € uma fonte rica de agentes antioxidantes naturais com
caracteristicas estabelecidas de atividade anti-carcinogénica que podem ser usadas
em e Industrias biofarmacéuticas (HASHEM et al., 2017). Em Asclepias curassica L.,
Calotropis gigantea R. Br., Pergularia extensa R. Br. e Cynanchum puciflorum R. Br. foi
identificado uma cisteina protease que exibe acao de trombina e plasmina validando
0 uso popular do latex dessas plantas para estancar sangramento e cicatrizar feridas
(SHIVAPRASAD et al., 2009).

No latex de Synadenium grantii ha uma grande quantidade de proteases,
enzimas hidroliticas que desempenham importante fun¢éo na fisiologia das plantas e
apresentam diversas acdes farmacoldgicas, interferindo na hemostasia. Também foi
relatado nesta espécie o isolamento e caracterizagcao de uma protease (glicoproteina)
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gue possui atividade fibrinolitica (RAJESH et al., 2006).

A elucidacado dos componentes ativos presentes nas plantas, bem como seus
mecanismos de acdo, apresenta-se como um dos maiores desafios para a quimica
farmacéutica, bioquimica e farmacologia (GEBHARDT, 2000).

O latex de Himatanthus sucuuba apresenta alguns compostos de interesse
farmacologico, e tem sido muito utilizado em diversos tratamentos. A importancia do
género Himatanthus na medicina popular € consideravel, visto que existem relatos
de uso em diferentes comunidades locais no Brasil. Algumas preparacdes a partir da
casca e do latex para diversos tratamentos sao comercializadas (FERREIRA et al.,
2009).

O latex dessa planta apresenta alguns compostos, como iridoides (plumieride,
isoplumieride) (BARRETO et al., 2007), terpenos (acetato de lupeol, a-amirina) (de
MIRANDA et al., 2000), miscelaneous (cis-poliisoprene, arabinose, glicose, xilose)
(SILVA et al.,, 2003) e compostos fendlicos (catecol, quercitrin) que apresentam
propriedades biologicas interessantes como anti-inflamatéria, anti-tumoral e analgésica
(de MIRANDA et al., 2000).

Recentemente, muitas proteinas tém sido identificadas em diferentes espécies
vegetais e em diferentes partes da planta, como nas folhas, caules, raizes e latex.
Desse modo, objetivou-se realizar um teste de coagulacéo (agregacéo plaquetaria)
com o soro do latex de H. sucuuba, para a compreenséao inicial da presenca de
atividade proteolitica no latex dessa espécie.

MATERIAL E METODOS

Sangue fresco (50 mL) foi centrifugado a 10°C, 12.000g, para separagao do
plasma. Realizou-se o ensaio de agregacao plaquetaria pela adicdo do agonista
fisioldgico (controle) - Vitamina K (1 mg/mL) e pela adicdo do soro de H. sucuuba em
duas concentracdes (70 e 350 ug/mL).

A agregacédo foi considerada positiva quando observado o plasma com
caracteristicas de turbidez ou coagulacdo. O tempo total de coagulagéo foi mensurado
por contador de tempo automatico. As analises foram realizadas em triplicata. A analise
de variancia e o teste de comparacao de médias (Teste de Tukey) foi realizado pelo
programa estatistico Agroestat 1.1 (BARBOSA; MALDONADO JUNIOR, 2015).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O soro do latex de H. sucuuba, promoveu a agregacao plaquetaria no plasma
humano nas duas concentracdes utilizadas (Figura 1).

A concentracao de 70 pyg/mL de soro promoveu a agregacao total da amostra no
tempo médio de 10 minutos, diferente do observado para a concentracao de 350 pg/
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mL, com resultado mais satisfatorio - tempo médio de coagulagao do plasma sanguineo
em 5 minutos, estatisticamente similar ao resultado apresentado pelo teste controle,
com a Vitamina K (Tabela 1).

70 350

Figura 1. Agregacao plaquetéria nos diferentes tratamentos.

Fonte: autores.
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Tratamento Quantidade da amostra por 1 mL Tempo médio de coagulacao
(amostra) de plasma (min)?
Vitamina K 350 ug 3a
70 ug 10b
Soro
350 ug 5a

Tabela 1. Tempo médio de coagulagao, utilizando-se o soro do latex de H. sucuuba e controle
(vitamina K).

Médias seguidas pela mesma letra néo diferem pelo teste de Tukey a 1%.

O coeficiente de variacdo experimental (CV) foi de 7,85, o que representa
Otima acuracia. Os dados indicam que o teste apresentou significancia consideravel
(P<0,0001) (Figura 2).

Analise de Variincia para Efeitos de Tratamentos

Causas de Variacgéo &L e oM F =]

35,583333333 178,13**< 0,0001
0,222Z2222222 -

79,166666607
1,3333333333

Tratamentos 2
Residuoc &

Total 8

80,500000000 - -

Média Geral............: &,0000000
Desvio Padrio..........: 0,4714045
Erro Padrio da Mé&dia...: 0,2721655
Coeficiente de Variac8o: 7,8567420

Figura 2. Andlise de variancia dos dados.
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Biomembranas, géis e pomadas com propriedades biolégicas podem ser
confeccionados a partir do latex de diversas espécies vegetais. O soro obtido a partir
do latex de H. sucuuba pode apresentar propriedades interessantes para futuras
aplicacbes na area médica e farmacéutica (Figura 3).

H. sucuuba |:> Latex 0

Soro Borracha

7\

Biomembrana Proteinas coagulantes

O

Gel/ pomada

Sousa et al. (2007)

Figura 3. Aplicabilidade biotecnoldgica.

Fonte: autores.

A biomembrana de latex natural produzida por pesquisadores da Faculdade de
Medicina de Ribeirdao Preto - USP apresenta importantes propriedades bioldgicas, tais
como: atividade neoangiogénica, promog¢ao de adesao celular e formagcao de matriz
extracelular (MRUE, 1996; MRUE, 2000).

Uma fragdo proteica do soro do latex Hevea brasiliensis (FrHB) foi utilizada na
confeccdo de uma biomembrana usada como parte no tratamento para cicatrizagdo de
feridas no pé em pacientes diabéticos (ANDRADE et al., 2012).

As pesquisas com o latex da planta Hevea brasiliensis (seringueira), iniciadas
pelo Professor Dr. Joaquim Coutinho Netto em 1993, j& demonstravam inumeras
aplicabilidades na area médica, por sua acao indutora de angiogénese, semelhante
ao fator de crescimento vascular endotelial, amplamente comprovada em animais de
laboratéorio em 1997 (PELENOVA BIOTECNOLOGIA, 2017).

A empresa Pelenova Biotecnologia utiliza uma fracdo denominada proteina
bioativa F1 do soro do latex da H. brasiliensis na regeneracéo tecidual, na formulagéao de
cosméticos com propriedade anti-envelhecimento, géis, cremes, lo¢cées, na confeccao
de uma biomembrana (Biocure®) e REGEDERM® que possui atividade angiogénica
e aceleradora do processo cicatricial e € indicado para o tratamento e cicatrizacéo de
feridas crbnicas de diversas etiologias (PELENOVA BIOTECNOLOGIA, 2017).

A possivel presenca de proteinas coagulantes que participam do efeito de
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agregacao plaquetaria observado no presente estudo, pode ser um caminho para
novos estudos que objetivam avaliar a eficiéncia de biomembranas e géis sintetizados
a partir do latex de H. sucuuba em processos de angiogénese e cicatrizacao.

CONCLUSAO

Os resultados indicam que o soro do latex de H. sucuuba pode interferir no
sistema hemostatico, ou seja, influenciar no processo de agregacéao de plaquetas e
coagulacao do sangue. Este é o primeiro estudo indicador da possivel presenca de
proteinas coagulantes no soro do latex dessa espécie. Contudo, trata-se de um ensaio
isolado, sendo necessarias investigacdes futuras.
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RESUMO: O ingresso na universidade inicia um
periodo em que os estudantes sofrem mudancas
em seu modo de vida, entre elas o aumento do
consumo de alcool. Seja por condi¢des fisicas,
psicolégicas ou como forma de interacéo
social, esta droga licita torna-se cada vez mais
frequente no ambito universitario fazendo com
que estes individuos por vezes recorram ao
alcool como paliativo. O consumo de alcool
pode trazer diversos danos aos estudantes,
e por isso € importante tracar metas e acdes
que possibilitem a conscientizacdo e redugcao
destes danos impactados pelo alcool. Este
estudo foi realizado com estudantes do curso
de fisioterapia de uma universidade privada de
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Salvador mediante aplicacdao de questionario
de autopreenchimento seguindo o modelo de
“Bola de Neve”. Individuos do sexo masculino
demonstraram maior consumo de bebidas em
relacdo ao sexo feminino, sendo o grupo de
etilistas concentrados em maior proporcéao na
faixa etaria de 17-25 anos. O estudo demonstra
ainda que 37,2% das mulheres e 45,5% dos
homens entrevistados consomem de 3 a 4
doses em um dia tipico. Embora nédo tenha
sido observada uma queda no desempenho
académico, os estudantes que consomem
alcool demonstraram dificuldades em cumprir
com seus compromissos quando comparados
aqueles que nao consomem alcool. Desta
forma, fica explicito necessidade de atencéo a
essa populacéo que futuramente sera exemplo
para a sociedade, ndo somente falando sobre
bons habitos de vida e saude, e sim pelo fato
de terem a responsabilidade de lidar com a vida
dos seus pacientes.

PALAVRAS-CHAVE: Desempenho académico;
Bingedrinking; AUDIT; RAPI.

ABSTRACT: Admission to university begins a
period in which students experience changes
in their way of life, including increased alcohol
Whether due to physical or
psychological conditions or as a form of social

consumption.

interaction, this licit drug becomes more and
more frequent in the university environment,
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making them sometimes use alcohol as a palliative. The consumption of alcohol can
bring several damages to the students, and for this reason it is important to outline
goals and actions that make possible the awareness and reduction of these damages
impacted by alcohol. This study was carried out with students of the physiotherapy
course of a private university in Salvador using a self-filling questionnaire following
the “Ball of Snow” model. Male subjects showed higher consumption of beverages
in relation to females, with the alcoholic group being concentrated in the 17-25 age
group. The study also shows that 37.2% of women and 45.5% of men interviewed
consume 3 to 4 doses on a typical day. Although no drop in academic performance has
been observed, students who consume alcohol have shown difficulties in meeting their
commitments when compared to those who do not consume alcohol. In this way, there
is an explicit need for attention to this population that will be an example for society in
the future, not only talking about good habits of life and health, but also the fact that
they have a responsibility to deal with the lives of their patients.

KEY WORDS: Academic performance; Bingedrinking; AUDIT; RAPI.

11 INTRODUCAO

O consumo de bebida alcodlica € um comportamento cultural que é permitido
em praticamente todas as sociedades do mundo. O uso dessas substancias tornou-se
um grande problema de saude publica e problema em todo o mundo. A dependéncia
de alcool é, de fato, um importante fator de risco para mortalidade e incapacidade, e
seu consumo € a terceira causa de morte evitavel (MOKDAD et al. 2004). Em 2012, a
Organizacdo Mundial da Saude relatou que 7,6% e 4% das mortes foram atribuidas ao
alcool entre homens e mulheres, respectivamente (LIM et al. 2012).

De acordo com o V Levantamento Nacional com Estudantes (GALDUROZ et al.
2005), realizado pelo Centro Brasileiro de Informag¢des sobre Drogas Psicotrépicas
(CEBRID) em 2004, 65,2% dos estudantes relataram uso de alcool na vida; 44,3%,
nos 30 dias anteriores a pesquisa; 11,7% fizeram uso frequente; e 6,7%, uso pesado,
ou seja, 20 ou mais vezes no més que antecedeu a investigacéo.

O estudo do consumo de alcool em jovens universitarios tem gerado interesse
em todas as culturas e em todos os continentes. Pesquisas para explicar a ingestao
dessa substancia nessa populacdo foram iniciadas em meados dos anos setenta nos
paises industrializados (ALVIRA, 1982).

O ingresso a universidade tem sido considerado um periodo critico, com maior
vulnerabilidade para o inicio e manutencdao do consumo de alcool e de outras drogas
(LORANT et al. 2013). Ao ingressar na universidade muitos estudantes vivenciam
novas experiéncias, como se distanciar da familia, residir com outros estudantes e
passar a maior parte do tempo no ambiente universitario, além de adquirirem maior
liberdade e independéncia para a tomada de decisbes. Essas novas experiéncias
podem favorecer um maior consumo de alcool, assim como os riscos associados a tal
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consumo (FOFANO et al. 2010; HAAS et al. 2012).

Além disso, um estudo realizado em 2011 com universitarios comprovou que
0 consumo do alcool é estimulado pela midia como uma pratica relacionada ao
prazer, a felicidade, a pratica de esportes entre outras atividades de bem-estar que
séo veiculadas pelos meios de comunicacao e estimulam cada vez mais o consumo
indiscriminado (PEDROSA et al. 2011).

O uso indevido de alcool também foi relatado como um forte preditor da saude
mental dos estudantes no qual, foi atribuivel ao aumento dos sintomas depressivos
acompanhados de beber para lidar com isso (BRAVO, 2017; GONZALEZ, 2011),
tentativa de comportamentos suicidas e automutilacéo (PELTZER et al. 2016; TOPRAK
et al. 2011) e comportamentos agressivos ( ALI et al. 2013). Hunt e Eisenberg (2010)
relataram que estudantes com uso problematico de alcool tém menor probabilidade
de procurar ajuda profissional para o problema de saude mental. O uso problematico
de alcool contribui para uma proporcao significativa do engajamento dos alunos
em comportamento sexual de risco (KASSA et al. 2016), funcbes executivas mais
pobres (PARADA et al. 2012) e desempenho académico ruim (MAZUR et al. 2016;
AERTGEERTS et al. 2002).

Desta forma, o presente estudo tem como objetivo investigar o perfil dos
estudantes de uma Universidade Privada de Salvador. A pesquisa propde identificar
0s grupos especificos mais expostos ao problema, fornecendo subsidios para futuras
acoes preventivas nesta populacao.

2 | MATERIAIS E METODOS

A presente pesquisa trata-se de um estudo descritivo e de corte transversal,
sendo desenvolvido apo6s aprovacdo do comité de Etica e Pesquisa. A coleta de
dados foi realizada com estudantes do curso de fisioterapia de uma universidade
privada de Salvador- Bahia, mediante a assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). Os estudantes de fisioterapia foram escolhidos devido a
escassez na literatura sobre o consumo de alcool nesse grupo. Dos 502 estudantes
regularmente matriculados no curso de fisioterapia, 135 consentiram e responderam
adequadamente os questionarios.

A aplicacdo dos questionarios ocorreu em horarios estratégicos como intervalos
e/ou dispensas das aulas, a fim de ndo comprometer o espaco do docente e o foco da
atencao destes alunos nos horarios de aprendizado. Os estudantes foram escolhidos
de forma aleatéria e seguindo o modelo “Bola de Neve” para aplicacéo, sendo assim,
cada estudante escolhido deveria indicar trés outros estudantes para participarem do
estudo. Cada participante foi orientado a responder de forma anénima o questionario
autopreenchivel composto por 66 questdes objetivas, tais como questées de ordem
sociodemograficas, exemplificativamente: Sexo, idade, antecedentes familiares,
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religi&o, notas académicas (média ponderada), frequéncia e intensidade do consumo
do alcool, dentre outras. Para andlise das desordens relacionadas ao consumo de
alcool foram utilizados os questionarios ja validados como o “Alcohol Use Disorders
Identification Test (AUDIT)” e o “Rutgers Alcohol Problem Index (RAPI)”.

O Alcohol Use Disorders Identification Test (AUDIT) trata-se de um instrumento
elaborado pela Organizacao Mundial de Saude no fim da década de 1980, a partir de
um projeto que envolveu seis paises (BABOR et al. 2001) e validado para a populacéo
brasileira por Lima et al. (1999). As questbes referem-se aos ultimos 12 meses, sendo
que as trés primeiras medem a quantidade e frequéncia do uso regular ou ocasional
do alcool, as trés questdes seguintes investigam sintomas de dependéncia e as quatro
finais sdo a respeito de problemas na vida relacionados ao consumo do alcool. O
escore varia de 0 a 40 e sua pontuacéo pode ser feita de varios modos. A pontuagéo
superior a oito indica a necessidade de um diagnoéstico mais especifico. Atualmente,
contudo, tem sido proposto quatro niveis de pontuacéo para o AUDIT (BABOR et al.
2001) permitindo a seguinte classificagcao:

Consumo de baixo risco ou abstémios = 0 a 7 pontos;

Consumo de risco = 8 a 15 pontos;
Uso nocivo ou consumo de alto risco = 16 a 19 pontos;

+ Provavel dependéncia = 20 ou mais pontos (maximo= 40 pontos)

Ja o Rutgers Alcohol Problem Index (RAPI), foi desenvolvido por White e Labouvie
(1989) e tem como objetivo avaliar problemas relacionados ao consumo de alcool,
indicando as consequéncias negativas associadas ao uso (SILVA; TUCCI, 2015). O
RAPI é um instrumento constituido por 23 itens, os quais devem ser respondidos
considerando uma escala de 0 a 4, sendo 0 = nunca, 1 = uma a duas vezes, 2 = trés
a cinco vezes, 3 = seis a dez vezes e 4 = mais que dez vezes, sendo que cada item
deve ser respondido levando em consideracao os ultimos 12 meses e os ultimos 30
dias. As respostas irdo indicar o numero de vezes em que um dado comportamento
ocorreu em decorréncia do consumo de bebidas alcodlicas (DIMEFF et al., 2002;
WHITE; LABOUVIE, 1989).

As questdes foram tabuladas e em seguida as porcentagens foram analisadas.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os dados ilustrados no Grafico 1, 81,5% dos entrevistados do
sexo masculino e 64,9% dos entrevistados do sexo feminino se declararam elitista.
Esses dados corroboram os estudos de Andrade et al. (2012), e Ringwalt, Paschall
e Gitelman (2011) que relataram um maior consumo de alcool entre estudantes do
género masculino. Além disso, diversos estudiosos da area, como Colares, Franca
e Gonzales (2009), Laranjeiras, Pinsky, Zaleski e Oliveira et al. (2010) ja afirmavam
gue o consumo de alcool € mais prevalente no género masculino do que no feminino.
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Contudo, a ascendéncia das mulheres entre os estudantes que se submeteram a

participacdo do estudo também é notada em outros estudos sobre o uso do alcool
(MARTINS, COELHO, FERREIRA, 2010; ROCHA et al., 2011).

64,9%

81,5%

® Feminino

35,1%

Masculino

18,5%

ETILISTA

NAO ETILISTA

GRAFICO 1: Distribuigao por sexo quanto ao consumo de &lcool.

A transi¢do para a vida adulta acontece entre 18 e 25 anos, aproximadamente.
Varias experiéncias e descobertas acontecem neste periodo, incluindo contato
com alcool (ARNETT JJ, 2005). De fato, como descrito na Tabela 1, o grupo etilista
concentra-se em maior propor¢ao na faixa etaria de 17-25 anos. Esse resultado pode

ter sido decorrente da maioria dos alunos entrevistados estarem nessa faixa etaria.

No entanto, diversas literaturas justificam que quanto menor a idade maior o risco,
devido a transicao no ciclo de vida, da infancia para a maturidade, momento especifico

e dramatico de socializagdo. Destaca-se ainda que existe maior risco de consumo
excessivo episodico de bebida alcodlica, internacionalmente, conhecido como Binge

Drinking, em relacdo a menor idade de inicio de consumo, comprometendo a saude
dos adolescentes (STOLLE et al. 2009; FERNANDEZ et al. 2011).

Sexo Masculino Feminino
" Presente Ausente Presente Ausente Total
Etilismo*
N % N % N % N % N %
Idade em anos
17-20 12 8,8 5 3,7 30 21,0 20 14,0 67 475
21-25 6 4,4 - - 27 20,0 9 6,6 42
31,0
26-30 3 2,2 - 1,7 8 5,9 3 2,2 15 12,0
31-45 1 1,2 - - 5 3,7 4 29 i0 7,8
N&o Respondeu - - - - - - 2 1,7 2 1,7
Total 22 16,6 5 5,4 70 50,6 38 274 135 100

TABELA 1: Faixa etaria da amostra pesquisada. *Ingestéo de alcool

O grupo etilista foi analisado quanto a frequéncia da ingestdo alcodlica nos
ultimos 12 meses. Os resultados demonstram que 45,5% dos entrevistados do sexo
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masculino e 40% do sexo feminino ingeriram conteudo alcodlico de 2-4 vezes por més
(Tabela 2). Esse padréao de frequéncia de ingestao alcodlica também se fez presente
em um estudo realizado por Brites e Abreu (2014) em uma universidade publica do
Rio de Janeiro, em que foi avaliado o Padrao de Consumo de Bebidas Alcodlicas entre
os trabalhadores e perfil socioeconémico, o qual pode-se investigar 322 servidores
publicos da universidade que freqlentavam o servigco de saude do trabalhador.

Feminino Masculino
Sexo

N % N %
Frequéncia do consumo de alcool
2-4 vezes por més 28 40 10 45,5
1 vez ou menos por més 23 32,8 7 31,9
N&o consumiram nos Ultimos 12 meses 13 18,6 1 4.1
2-3 vezes por semana 5 71 2 9
4 ou mais vezes na semana 1 1,5 2 9
Total 70 100 22 100

TABELA 2. Frequéncia do consumo de alcool dos alunos do curso de fisioterapia.

Quando questionado sobre as doses consumidas em um tipico dia quando o
individuo esta bebendo, o estudo demonstra que 37,2% das mulheres e 45,5% dos
homens entrevistados consomem de 3 a 4 doses (Tabela 3).

Feminino Masculino

Sexo N =) - =
Doses

10 ou mais 2 2,9 4 18,2
5-6 8 11,4 2 9,1
3-4 26 37,2 10 45,5
1-2 23 32,8 3 13,6
Nenhuma 11 15,7 3 13,6
Total 70 100 22 100

TABELA 3. Doses consumidas em um tipico dia quando o individuo esta bebendo.

Laranjeira et al. 2007 explicam que o comportamento de beber muitas doses em
uma unica ocasiao esta mais presente na faixa de 18 a 24 anos e 22% destes bebem
com tais caracteristicas acima de seis doses ao menos uma vez por semana. Os
potenciais efeitos do consumo do alcool estéo diretamente relacionados a frequéncia
e quantidade de doses consumidas, podendo estas estarem intimamente ligadas a
acidentes, brigas e comportamentos inadequados e prejudiciais, levando os individuos
a agirem de maneira inconsequente.

Em relacdo as pontuacdes determinadas pelo questionario AUDIT, somente um
entrevistado, do sexo masculino, apresentou provavel dependéncia; duas mulheres
apresentaram uso nocivo ou consumo de risco (Tabela 4). Com base nas pontuacées
determinadas pelo questionario AUDIT, classificaram-se como grupo de risco 12,9%

Impactos das Tecnologias nas Ciéncias Biologicas e da Saude 3 Capitulo 11



do sexo feminino e 27,3% do sexo masculino.

Feminino Masculino
Sexo

N % N %
AUDIT
Consumo de baixo risco ou abstémios 59 84,2 14 63,7
Consumo de risco 9 12,9 6 27,3
Uso nocivo ou consumo de alto risco 2 29 - -
Provavel dependéncia - - 1 4,5
N&o respondeu - - 1 4,5
Total 70 100 22 100

TABELA 4. Pontuagbes determinadas a partir do AUDIT.

Martins et al. (2010) encontraram resultados semelhantes aos descritos no
presente estudo quando comparados a prevaléncia de grupos de baixo risco que
foram encontrados. Castano e Vallejo (2014) realizaram um estudo com estudantes
universitarios e puderam constatar que 64,6% dos entrevistados nao tinham problemas
com consumo de alcool. Entretanto, 20,5% dos seus entrevistados apresentaram
consumo de risco e 14,9% tinham risco de dependéncia, apontando um numero
significativo de estudantes que se expde em condi¢cdes de risco.

No que se refere ao desempenho académico, 49,1% dos entrevistados relataram
possuir média ponderada igual a sete. Desempenho menor do que nota 7 foi relatado
por apenas 8,5% dos entrevistados e n&do parece existir nos entrevistados uma
correlagéo direta com o consumo de alcool. Embora ndo tenha sido observada uma
gueda no desempenho académico, os estudantes que consomem alcool demonstraram
dificuldades em cumprir com seus compromissos quando comparados aqueles que
nao consomem alcool. Isso foi identificado através do relato de apresentarem na sua
maioria dificuldades para cumprir com a jornada académica, dormirem em sala de
aula, atrasos e faltas.

Sexo Masculino Feminino
. Presente Ausente Presente Ausente Total
Etilismo*
N % N % N % N % N %
Desempenho
escolar
Menor que 7 2 1,4 - - 6 4,4 3 2,7 11 8,5
Iguala 7 10 7,4 3 2,2 37 275 17 12,0 67 49,1
Maior que 7 9 6,6 2 1,4 23 175 13 9,6 47 35,1
Nao respondeu 1 0,7 - - 4 2,9 5 3,7 10 7,3
Total 22 16,1 5 3,6 70 523 38 280 135 100

TABELA 5: Relacao do consumo de &lcool ao desempenho académico. *Ingestao de alcool.

Areligiosidade é apontada como um fator de protecao que pode representar uma
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alternativa aos comportamentos de risco identificados entre adolescentes, em especial
0 uso de bebida alcodlica. Os circulos de amizade formados no &mbito religioso com
participacdo em grupos de jovens, estudos biblicos e cultos dominicais, auxiliam na
manutencao de comportamentos abstémios em relagao ao alcool, que recebem maior
incentivo quando acompanhados de praticas esportivas, as vezes mantidas pela
propria organizacao religiosa a que pertencem (ADAMCZYK, 2012).

Aspectos religiosos e espirituais podem apresentar relagbes complexas com o
uso de substéncias psicoativas, como se observa em pesquisa em que se aplicaram
o questionario AUDIT juntamente com a versao brasileira do questionario Spirituality
Self Rating Scale a uma amostra de 138 individuos do sexo masculino, que tinham
vinculo com instituicées de reabilitacdo (GONCALVES, 2014).

Como ilustrado na Tabela 5, dentre os homens e mulheres que responderam
corretamente este quesito, 30,9% dos individuos que consomem alcool declararam ser
da religi&o catolica, seguidos de 11% que se declararam protestantes, corroborando
com outros estudos que também investigaram a relacéo da religiosidade com o0 uso
de bebida alcodlica (DALGALARRONDO et al., 2004; CARLINI et al., 2005). Dos
entrevistados que ndao bebem, 60% dos homens e 52,63% das mulheres se declararam
protestantes. Estes dados nos sugerem uma relagao entre a religido e o ndo consumo

de alcool.
Sexo Masculino Feminino
Presente Ausente Presente Ausente Total
Etilismo*
N % N % N % N % N %
Religido
Sem religiao 4 2,9 - - 7 5,1 1 0,7 12 8,7
Protestante 2 1,4 3 2,2 13 9,6 20 145 38 27,7
Catdlico 8 5,9 - - 34 250 10 79 52 38,8
Candomblé 1 0,7 1 1,2 - - - - 2 1,9
Espirita 3 2,2 - - 4 2,9 2 1,4 9 6,5
Nao respondeu 4 29 1 1,0 12 8,8 5 3,7 22 16,4
Total 22 16,0 5 4,4 70 51,4 38 282 135 100

TABELA 5: Distribuic&o por sexo e religido quanto ao consumo de élcool. *Ingestdo de &lcool

No que diz respeito aos questionamentos feitos pelo RAPI quanto ao
comportamento do individuo perante a sociedade diante do consumo do alcool,
escolheu-se a questao que mais se fez recorrente em relagdo ao ultimo més para
ambos os sexos (Grafico 2).
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GRAFICO 2:Prevaléncia das afirmativas do RAPI no ULTIMO MES. Afirmacdo dos homens:
Tentou diminuir ou parar de beber. Afirmag¢édo das mulheres: Brigou, agiu mal ou fez coisas
erradas

Dos entrevistados, 21% das mulheres relatam que “brigou, agiu mal ou fez coisas
erradas” ap0s ingestao de alcool. Este dado corrobora como estudo feito por Ribeiro
(2007) em que 8,2% de seus entrevistados relataram que ja se envolveram em brigas
ao menos uma vez na vida apoés beber.

Quanto aos homens, 41% relataram que “Tentou diminuir ou parar de beber”.
Apesar de existir escassez literaria de dados que possam contribuir com os achados
desta questao, é possivel supor que individuos que relatam diminuir parar a ingestéao
de alcool o fazem porque a ingestao deve estar acima do que o seu organismo suporta
ou mesmo por estar prejudicando em algum aspecto da sua vida social.

Neste estudo, considerou-se também o estado psicoldgico dos entrevistados que
ingerem bebidas alcodlicas através da percepcao de felicidade. Dos entrevistados,
10,5% do total da amostra declarada etilista responderam “Mais ou Menos” quando
questionados sobre sua felicidade, sendo que estes néo fazem parte do grupo que
apresenta consumo de risco. Entretanto, Ashton e Kamali (1995) apontam que o
prazer é o motivo principal para o uso do alcool e também outras drogas, o que nos
leva a pensar acerca dos limites que devem existir nessa pratica que para muitos €
considerada um passa-tempo, mas para outros trata-se do “algo mais” para se divertir,
socializar ou serem felizes em suas perspectivas, podendo evoluir para um consumo
de risco e uma provavel dependéncia.
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GRAFICO 4: Questionamento sobre afirmac&o individual de felicidade.

Achados importantes trazidos por Cavarini et al. (2012) através de um estudo
domiciliar de base populacional realizado na regido metropolitana de Sao Paulo,
descreveram sentimentos negativos como tristeza, soliddo e situagcoes de risco
associados a situacdes de ingestao de alcool. No presente estudo apenas uma pessoa
(mulher) sinalizou que néo era feliz e esta nao justificou sua resposta.

41 CONCLUSAO

Pode-se concluir que o numero de universitarios etilistas do curso de Fisioterapia
€ elevado, e que, embora a maior participacao voluntaria na pesquisa tenha sido do
sexo feminino, a prevaléncia do consumo e este sendo classificado como de risco foi
constatado maior no sexo masculino.

As consequéncias sociais da ingestdo nociva do alcool revela um carater de
urgéncia na atencédo a esses jovens visto que os estudos demonstram mudancgas
comportamentais sociais destes individuos.

Tendo em vista que as consequéncias trazidas pelo uso excessivo do alcool
podem ser devastadoras tanto na vida académica quanto na vida social e no bem
estar individual fica claro a partir do presente estudo que politicas redutoras de risco
se tornam necessarias no meio académico.

Diante do que foi abordado, investigagdes acerca do tema fazem-se necessarias
a fim de buscar formas mais efetivas de prevencéo e elaboracéo de politicas de
reducéo de danos. Portanto, fica explicito a real e urgente necessidade de atencéo a
essa populacao que futuramente sera exemplo para a sociedade, nao somente falando
sobre bons habitos de vida e salude, e sim pelo fato de terem a responsabilidade de
lidar com a vida dos seus pacientes.
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RESUMO: Nos ultimos anos, farmacos tém
sido detectados com frequéncia no ambito
mundial em efluentes das estacbes de
tratamento de esgoto, aguas superficiais, etc.
A entrada continua de farmacos pode levar
efeitos negativos para os seres humanos e o
ecossistema aquatico. O objetivo do trabalho
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FARMACOS

foi avaliar o potencial da biomassa de Trametes
sp em absorver os antibiéticos trimetoprima e
sulfametoxazol, que sédo conhecidos por serem
resistentes a biodegradacgao. As culturas foram
feitas utilizando biomassa tratada com o calor
e/ou com solugdes acida (HCI 0.1 M), basica
(NaOH 0.1M) e salina (NaCl 0.1 M) em 50
mgL" de trimetoprima e sulfametoxazol sob
agitacao por 24 horas. A maior quantidade de
trimetoprima adsorvida foi com a biomassa
tratada apenas com o calor (53,62%) enquanto
qgue para o sulfametoxazol foi com a biomassa
submetida ao tratamento com solucéo basica
(35,74%). A reducdo da quantidade dos
farmacos foi observada por anéalises em HPLC.
PALAVRA-CHAVE: Biossorcdo, Antibioticos,
Fungos da Podridao Branca da Madeira

ABSTRACT: In the last years,
pharmaceuticalshave been detected in
effluents from sewage treatment plants, surface
water, etc. Continued entry of drugs can have
negative effects on humans and the aquatic
ecosystem. The objective of this study was
to evaluate the potential of Trametes sp. in
absorbing trimethoprim and sulfamethoxazole
antibiotics, which are known to be resistant
to biodegradation. Cultures were made using
biomass treated with heat and/or acid (0.1 M
HCI), basic (0.1M NaOH) and saline solutions
(0.1 M NaCl) in 50 mgL" trimethoprim and
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sulfamethoxazole by agitation for 24 hours. The highest amount of trimethoprim
adsorbed was with the biomass treated only with heat (53.62%) whereas for the
sulfamethoxazole it was with the biomass submitted to treatment with basic solution
(35.74%). Reduction in the amount of the drugs was observed by HPLC analysis.
KEYWORDS:Biosorption, Antibiotics, White-rot fungi

11 INTRODUCAO

Nos ultimos anos os compostos ativos farmacéuticos (CAFs) tém despertado
interesse na comunidade cientifica em consequéncia de sua ampla presenca no meio
ambiente (Cruz-Maratéet al., 2014). Muitos estudos em diferentes paises relataram a
ocorréncia de farmacos e horménios estrégenos em aguas superficiais, efluentes e
lodos de estagdes de tratamento de esgoto e aguas subterraneas, com concentragdes
variando geralmente na faixa de ng/L a pg/L (Silva et al., 2011). Estudos relataram que
apos a administracédo de medicamentos, parte significativa dos farmacos é excretada
na forma inalterada e/ou metabolizada (25-75%) pela urina e fezes (Chee-Sanfordet al.,
2001) e seu maior destino é o esgoto doméstico. A principal rota de introducao dessas
substancias em aguas superficiais sdo as estacdes de tratamento de esgoto (ETESs)
tradicionais, poisvarios farmacos e horménios ndo sdo completamente removidos nas
ETEs(Zhou et al., 2009, Liu et al., 2011). Outras fontes potencias de contaminacao de
ambientes aquaticos séo os efluentes industriais e hospitalares (Escher et al., 2011;
Sanchez et al., 2011; Sim et al., 2011).

Os farmacos séo considerados micropoluentes, e mesmo em concentra¢des
bastante reduzidas, a entrada continua nos corpos aquaticos podem levar a exposicao
cronica de baixo nivel e acumulagado com efeitos negativos potenciais na dinamica dos
ecossistemas, em seres humanos e no ambiente, como por exemplo, o surgimento de
bactérias resistentes e recombinantes mais patogénicas(Baqueroet al., 2008; Christen
et al., 2010; Lloret et al., 2010). Muitos farmacos e horménios por seremsoluveis em
agua, de dificil biodegradacao e despejados constantemente em aguas que recebem
esgoto de efluentes (rios, por exemplo) possuem potencial para bioacumulacédo e
persisténcia no ambiente (Zhou et al., 2009).

O sulfametoxazol (SMX) e o trimetoprima (TMP) (Figura 1) exibem atividade
antimicrobiana de amplo espectro, geralmente empregados de maneira conjunta (ex.
Bactrim e Infectrin). S&o encontrados frequentemente em aguas residuais e sao bastante
resistentes aos tratamentos biol6gicos mais utilizados nas estacdes de tratamento de
esgoto (Valcarcelet al., 2011). Ambos foram classificados como compostos de alto
risco e de elevada relevancia ambiental devido a ocorréncia em aguas superficiais
e ecotoxicidade (Besse&Garric, 2008). Os estudos de Zouet al., (2012) mostraram
qgue o sulfametoxazol ocupa o terceiro lugar em toxicidade aguda e o trimetoprima o
sexto lugar, no entanto quando se faz a comparacgao da toxicidade cronica, o TMP se

destaca ocupando o primeiro lugar.
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Véarias formas de tratamento sdo propostas para reduzir a presenca dessas
substancias em ambientes aquaticos, no entanto, é importante avaliar ndo somente a
eficdcia do tratamento de degradacéao, mas também a capacidade de eliminar a sua
atividade farmacologica.

Bioprocessos sao opcoes tecnolégicas competitivas economicamente. Métodos
baseados em tratamentos enzimaticos possuem propriedades atraentes como
consumo energético reduzido e eficiéncia em condi¢bes moderadas de pH, temperatura
e forca ibnica (Torres et al., 2003). Entre os bioprocessos, a biossorcdo pode ser
considerada uma alternativa para o tratamento de efluentes aquosos, pois tem baixo
custo relativo, alta seletividade, eficiéncia e certa facilidade operacional, visto que
a adsorcao pode, em principio, manter grandes vazdes e produzir efluentes de alta
qualidade sem produzir substéncias nocivas como o 0zdnio e radicais livres formados
a partir dos processos de fotodegradacao utilizando UV (Erdem et al., 2005; Gupta
et al., 2005). O mecanismo de biossorcédo tem se destacado por indicar uma série
de processos independentes do metabolismo (adsorcéo fisica e quimica, interacao
eletrostatica, troca ibnica, complexacéo, quelacao e microprecipitacdo), ocorrendo,
essencialmente, na parede celular de bactérias, leveduras, fungos e algas, podendo
adsorver diferentes tipos de poluentes, ao invés de oxidar por metabolismo anaerdbico
ou aeroObico (biodegradacdo). A biossor¢cdo pode ser utilizada na recuperagdo ou
descarte ambientalmente correto de efluentes (Aksu, 2005).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial biossortivo da
biomassa de Trametes sp em reduzir a quantidade dos agentes antimicrobianos
trimetoprima (TMT) e sulfametoxazol (SMZ), que sao frequentemente encontrados em
aguas residuais.

A B
NH»>
9 OCH3
§—NH I\II N
/©/ © Nm\ HZNJ\N/ OCHs
H2N ‘O CH3 OCH3

Figura 1. Estrutura quimica dos antimicrobianos sulfametoxazol (A) e trimetoprima (B).

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Condicoes de Cultura

Cinco discos de micélio (d15 mm) obtidos de placas de petri contendo batata
dextrose agar (BDA) colonizadas pelo fungo, foram transferidos para frascos
Erlenmeyer (250 mL) com 50 mL de meio de batata dextrose (BD). Os frascos foram
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incubados por 5 dias a 28°C e sob agitacdo de 120 rpm. Os pellets foram colhidos
assepticamente, lavados com agua destilada e autoclavados a 121°C por 15 minutos.
Apods a autoclavagem, parte dos pellets ficou imerso em solugdes acida (HCI 0,1
M), basica (NaOH 0,1 M) e salina (NaCl 0,1 M) por 1 hora e posteriormente lavados
sucessivamente. Aproximadamente 73 mg de peso seco foram colocados em frascos
Erlenmeyer (125 mL) contendo 50 mg/L de TMT e SMZ e deixados por 24 horas em
agitacado de 120 rpm a 28°C. O material foi filtrado em bomba a vacuo e centrifugado
(10 min, 10.000 x g, 4 °C). O processo foi realizado em duplicata.

2.2 Analise de Biossorcao por HPLC

A analise da quantidade de trimetoprima e sulfametoxazol adsorvidos foi feita em
cromatografia liquida de alta performance (HPLC). As amostras foram filtradas (0,2
mm, Millipore, Bedford, MA) e injetadas em um sistema aparelho Shimatzu, coluna de
5mm C18 120 A (4,6 mm x 250 mm), com detector equipado com arranjo diodo e com
software LC-Solution. A coluna foi mantida a 40 °C durante toda a analise e a detecgéo
foi em 265 nm. Para analise isocratica, a fase moével usada foi uma mistura de acido
formico (0,1%)-acetonitrila a 77:23 (v/v) com um vazao de 0,5 mLmin" e volume de
injecéo de 10 pL. A quantidade de farmacos adsorvido no micélio (mgg™ de biomassa
seca) foi calculada de acordo com a equacgao (Pimentel, 1995):

g=(C—-Co)x VIim
onde:
g = quantidade de farmaco adsorvido em uma unidade de biomassa (mgg™)
Co e C = concentragao de farmaco na solucgdo inicial (mgL™") e ap0s a biossor¢cao
V = volume da solucéo de farmaco
m = quantidade de biomassa (g) utilizada no experimento

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O potencial de Trametessp. em processos biossortivos para a remocao de
trimetoprima e sulfametoxazol foi avaliado submetendo a biomassa a 4 tipos de
tratamentos. De acordo com os resultados, houve aumento na capacidade biossortiva
para TMT com a biomassa tratada apenas com o calor (adsorcéao de 53,62%) quando
comparado com os tratamentos submetidos a solucéo acida e salina (adsor¢éo 37,45%
e 39%, respectivamente). Para SMZ a maior adsor¢céo ocorreu quando a biomassa
foi tratada com solugcao basica (35,74%). Em geral, a biomassa fungica teve maior
absorcéo do antibiético TMT (Tabela 1).
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Tipos de Biossorcéao mg de TMT Biossorcéao mg de SMZ

Tratamentos (%) TMT adsorvido/g de (%) SMZ adsorvido/g de
biomassa seca biomassa seca
Apenas calor 53,62 9,18 29,60 5,07
NaOH 41,29 7,07 35,74 6,11
HCI 37,45 6,41 32 5,48
NaCl 39 6,68 29,62 5,97

Tabela 1. Taxa de biossor¢cédo em % e mg/g de biomassa seca de trimetoprima (TMT) e
sulfametoxazol (SMZ) a 50 mg/L.

A diferenca na quantidade dos farmacos adsorvidos na biomassa fangica
pode ser atribuida as mudancas ocorridas na parede celular do micélio. Adsorcéo
de solutos a partir de solugées ou materiais sélidos em suspensao (adsorventes)
ocorre principalmente através de um dos seguintes mecanismos: troca de moléculas
a partir da solucéo ao adsorvente, adsorcéo fisica, devido a forgcas de van der Waals
e quimissorcédo (Bhole et al., 2004). As analises em HPLC mostraram que o tempo de
retencéo para TMT foi de aproximadamente 5 minutos e para SMZ de 10 minutos e
gue houve reducao da quantidade dos antibidticos nas solu¢des contendo os farmacos
e os pellets de Trametessp.ap6s 24 horas de contato (Figura 1).

uv
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Figura 2. Cromatografia das amostras ap6s 24 horas de contato dos pelletsde Trametes sp.com
as solucbes contendo os farmacos: padrdes trimetoprima e sulfametoxazol (—), biomassa
tratada apenas com o calor (—), solug¢do acida (—), solugéo bésica (—) e solucéo salina (—).

41 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que Trametes sp foi capaz de reduzir as concentragdes
de sulfametoxazol e trimetoprima a partir de processos de adsor¢céo. Os resultados
mostram que para a melhor remocéo de trimetoprima, por meio de biossor¢cédo a
utilizacdo da biomassa tratada apenas com o calor foi mais eficiente. Embora n&o
tenha havido diferenga entre os tipos de tratamento da biomassa usada na remog¢ao
de sulfametoxazol, a biomassa tratada com solucéo basica foi capaz de adsorver mais
este farmaco. Sendo assim, Trametes sp pode ser utilizado como biossorvente no




tratamento complementar de aguas residuais contendo este tipo de poluente.

AGENCIAS DE FOMENTO

CNPq, Capes

REFERENCIAS

AKSU, Z. Application of biosorption for the removal of organic pollutants: a review. Process
Biochemistry, v.40, p.997-1026, 2005.

BAQUERO, F.; MARTINEZ, J.-L.; CANTON, R. Antibiotics and antibiotic resistance in water
environments.Current Opinion in Biotechnology,v.19, n.3,p.260-265, 2008.

BESSE, J.P.; GARRIC, J. Human pharmaceuticals in surface waters implementation of a
prioritization methodology and application to the french situation. Toxicology Letters,v.1786,
n.2,p.104-123, 2008.

BHOLE, B.D.; GANGULY., B.; MADHURAM, A.; DESHPANDE, D.; JOSHI, J. Biosorption of methyl
violet,basicfuchsin in and their mixture using dead fungal biomass. Current Science,v.86, n.12,
p.1641-1645, 2004.

CHEE-SANFORD, J.C.; AMINOV, R.l.; KRAPAC, I.J.; GARRIGUES-JEANJEAN, N.; MACKIE,
R.l. Occurrence and diversity of tetracycline resistance genes in lagoons and groundwater
underlying two swine production facilities. Applied and Environmental Microbiology,v.67,
n.4,p.1494-1502, 2001.

CHRISTEN, V., HICKMANN, S., RECHENBERG, B., FENT, K. Highly active human
pharmaceuticals in aquatic systems: A concept for their identification based on their mode of
action. Aquatic Toxicology, v.96, n.3, p.167-181, 2010.

CRUZ-MARATO, C.; LUCAS, D.; LLORCA, M.; RODRIGUEZ-MOZAZ, S.; GORGA, M.; PETROVIC,
M.; BARCELO, D.; VICENT, T.; SARRA, M.: MARCO-URREA, E. Hospital waste water treatment
by fungal bioreactor: Removal efficiency for pharmaceutical sand endocrine disruptor
compounds. Science of the Total Environment,v.493,p.365-376, 2014.

ERDEM, E; QOLGEQEN, G.; DONAT, R.The removal of textile dyes by diatomite earth. Journal of
Colloid and Interface Science v.282, n.2, p.314-319, 2005.

ESCHER, B.l.; BAUMGARTNER, R.; KOLLER, M.; TREYER, K.; LIENERT, J.; MCARDELL, C.S.
Environmental toxicology and risk assessment of pharmaceuticals from hospital wastewater.
Water Research, v.45, n.1, p.75-92, 2011.

GUPTA, VK.; ALL, I.; SAINI, VK. Removal of Dyes from Wastewater Using Bottom Ash. Industrial
Engineering Chemistry Research, v.44, n.10, p.3655-3664, 2005.

LIU, S.; YING, G.-G.; ZHAO, J.-L.; CHEN, F.; YANG, B.; ZHOU, L.-J.; LAIl, H.-J. 2011. Trace analysis
of 28 steroids in surface water, wastewater and sludge samples by rapid resolution liquid
chromatography-electrospray ionization tandem mass spectrometry. Journal of Chromatography
A, v.1218, n.10, p.1367-1378.

LLORET, L.; EIBES, G.; LU-CHAU, T.A.; MOREIRA, M.T.; FEIJOO, G.; LEMA, J.M. Laccase-
catalyzed degradation of anti-inflammatories and estrogens.Biochemical Engineering Journal,v.51,
n.3,p.124-131, 2010.

Impactos das Tecnologias nas Ciéncias Biologicas e da Saude 3 Capitulo 12




PIMENTEL, D. Amounts of pesticides reaching target pests: environmentalimpacts and ethics.
Journal of Agricultural and Environmental Ethics,v.8,p.17—-29, 1995.

SANCHEZ, W.; SREMSKI, W.; PICCINI, B.; PALLUEL, O.; MAILLOT-MARECHAL, E.; BETOULLE,
S.; JAFFAL, A.; AIT-AISSA, S.; BRION, F.; THYBAUD, E.; HINFRAY, N.; PORCHER, J.-M. Adverse
effects in wild fish living downstream from pharmaceutical manufacture discharges.
Environment International, v.37, n.8,p.1342-1348, 2011.

SILVA, B.F.D.; JELIC, A.; LOPEZ-SERNA, R.; MOZETO, A.A.; PETROVIC, M.;

BARCELO, D. Occurrence and distribution of pharmaceuticals in surface water,suspended
solids and sediments of the ebro river basin.Chemosphere,Espanha, v.85, n.8,p.1331-1339, 2011.

SIM, W.-J.; LEE, J.-W,; LEE, E.-S.; SHIN, S.-K.; HWANG, S.-R.; OH, J.-E.Occurrence and
distribution of pharmaceuticals in wastewater from households, livestock farms, hospitals and
pharmaceutical manufactures.Chemosphere, v.82, n.2,p.179-186, 2011.

TORRES, E.; BUSTOS-JAIMES, I.; LE BORGNE, S. Potential use of oxidativeenzymes for the
detoxification of organic pollutants.Applied catalysis B:Environmental,v.46, n.1,p.1-15, 2003.

VALCARCEL, Y.; GONZALEZ ALONSO, S.; RODRIGUEZ-GIL, J.L.; GIL, A.; CATALA, M. Detection of
pharmaceutically active compounds in the rivers andtap water of the madrid region (spain) and
potential ecotoxicological risk.Chemosphere,v.84, n.10,p.1336-1348, 2011.

ZHOU, J.L.; ZHANG, Z.L.; BANKS, E.; GROVER, D.; JIANG, J.Q. Pharmaceutical residues in
wastewater treatment works effluents and their impact on receiving river water. Journal of
Hazardous Materials,v.166, n.2-3,p.655-661, 2009.

ZOU, X.; LIN, Z.; DENG, Z.; ZHANG, Y.The joint effects of sulfonamides and their potentiator
on photobacteriumphosphoreum: differences between the acuteand chronic mixture toxicity
mechanisms. Chemosphere, v.86, n. 1, p.30-35, 2012.

Impactos das Tecnologias nas Ciéncias Biologicas e da Saude 3 Capitulo 12



CAPITULO 13

ANORMALIDADES ERI,TROCiTICAS EM Sciades
herzbergii E FATORES BIOTICOS E ABIOTICOS NA
AVALIACAO DA CONTAMINACAO DE RIOS DA ILHA

Natalia Jovita Pereira
Universidade Estadual do Maranhao

Sao Luis - Maranhao

Nayara Duarte da Silva
Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto
Sao José do Rio Preto - Sao Paulo
Sildiane Martins Cantanhéde
Universidade Federal do Para
Belém — Para

Janderson Bruzaca Gomes
Universidade Estadual do Maranhao
Sao Luis - Maranhéo

Ligia Tchaicka

Universidade Estadual do Maranhao
Sao Luis - Maranhéo

Débora Martins Silva Santos
Universidade Estadual do Maranhao

Sao Luis - Maranhao

RESUMO: Os ambientes aquaticos vém
sofrendo degradacdo em sua
composicao de fauna e flora, devido a intensa
urbanizacéo desordenada. O presente trabalho
objetivou avaliar a contaminagdo de dois rios
da llha do Maranhao através da frequéncia de
micronucleos e anormalidades nucleares em
eritrécitos de Sciades herzbergii associada a
analises de variaveis bidticas e abibdticas da
agua. As areas de estudo foram os rios Bacanga

intensa
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DO MARANHAO

e Santo Antonio, da macrorregiao de Sao Luis,
onde foram realizadas coletas simultédneas de
peixes e amostras de agua de agosto de 2015
a julho de 2016. Nas amostras de agua foram
aferidos os parametros de temperatura, pH,
oxigénio dissolvido, e determinagcéo do numero
mais provavel de coliformes termotolerantes.
Na analise hematoldgica, o sangue dos peixes
foi coletado e preparado extensdes sanguineas
para analise e contagem de micronucleo e das
anormalidades nucleares. Como resultados,
da 4&gua
apresentaram-se constantes. No entanto, os

0os parametros fisico-quimicos
valores de oxigénio dissolvido de todas as
amostras estavam abaixo do recomendado
pela legislacao.
coliformes termotolerantes foi

Ja a concentracdao de
acima do
permitido, indicando que os rios Bacanga e
Santo Antbénio recebem langcamento de carga
poluidora de dejetos humanos. Na analise
hematoldgica foram encontradas micronucleos
e irregularidades no contorno da carioteca em
todos os espécimes coletados, essas alteragdes
podem estar relacionadas a exposicao de
xenobibticos presentes lo local. Conclui-se que
biomarcadores hematolégicos associados com
variaveis bibticas e abidticas s&o ferramentas
promissoras na avaliagdo da contaminacao de
ambientes aquaticos.

PALAVRAS-CHAVE:

Monitoramento aquatico.

Peixe, Hematologia,

Capitulo 13




ABSTRACT: The aquatic environments have suffered intense degradation in their
composition of fauna and flora, because the intense disordered urbanization. The
present work aimed to evaluate the contamination of two rivers of the Island of Maranh&o
through the frequency of micronuclei and nuclear abnormalities in erythrocytes of
Sciades herzbergii associated with analyzes biotic and abiotic variables of the waters.
The study areas were the Bacanga and Santo Anténio rivers, from the S&o Luis
macroregion, where simultaneous fish and water samples were collected from August
201510 July 2016. In the water samples, were measured the parameters of temperature,
pH ,dissolved oxygen and determination of the most probable number of thermotolerant
coliforms. In the hematological analysis, fish blood was collected and were prepared
blood extensions for analysis and micronucleus and nuclear abnormalities score. As a
result, the physical-chemical parameters of water were constant. However, the dissolved
oxygen values of all samples were below that recommended by the legislation. The
concentration of thermotolerant coliforms was above the permeate, indicating that the
Bacanga and Santo Antbnio rivers receive a pollutant load of human waste. In the
haematological analysis micronuclei and irregularities in the carioteca contour were
found in all specimens collected, these alterations may be related to the exposure
of xenobiotics present in the site. It is concluded that hematological biomarkers
associated with biotic and abiotic variables are promising tools in the evaluation of
aquatic environment contamination.

KEYWORDS: Fish, Hematology, Aquatic Monitoring

11 INTRODUGCAO

Nos ultimos anos, o nivel de compostos xenobidticos nos ecossistemas aquaticos
vem aumentado de forma alarmante como resultado da atividade antropogénica sobre
o meio ambiente (MARTINHO et al., 2016). Onde, a biota aquatica esta constantemente
exposta a um grande numero de substancias toxicas lancadas no ambiente, oriundas
de diversas fontes de emissao (ARIAS et al, 2007). Tal fato tem contribuindo para a
reducéo da qualidade ambiental, bem como para o comprometimento da sanidade
dessa biota que habita esses ecossistemas (VENTURA et al., 2015).

Para Manso et al. (2015) os peixes sé&o excelentes biomonitores para os estudos
avaliativos do potencial mutagénico e/ou carcinogénico, uma vez que, segundo Bueno
et al. (2017), esses organismos apresentam ampla distribuicdo geografica e participam
de diferentes niveis troficos da cadeia alimentar, podendo metabolizar, concentrar e
armazenar substancias contaminantes na agua.

Segundo Lupepsa et al., (2018), os agentes mutagenos, consequentemente
genotdxicos, podem interagir quimicamente com o material genético de peixes,
originando segregacao e quebras em cromossomos e cromatides.

Ensaioscitogenéticos utilizando parametros hematol6gicosvémsendocomumente
utilizados em varios sistemas biolégicos para o monitoramento de genotoxicidade
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ambiental (ARAUJO et al., 2015; VIANA et al., 2017), com o objetivo de avaliar o
potencial que as substancias tém de causar danos cromossémicos estruturais e/ou
numéricos em células em estagio de divisdo (CARVALHO et al., 2017), uma vez que
esses danos podem comprometer a oxigenacgao nos tecidos e causar efeitos deletérios
qguanto a integridade do material genético do animal (RANZINI-PAIVA, SILVA-SOUZA,
2004; FERREIRA, 2004).

Com a utilizacdo de biomonitores da espécie Sciades herzbergii, esse estudo
objetivou avaliar a contaminagao de dois rios da Ilha do Maranh&o através da frequéncia
de micronucleos e anormalidades nucleares em eritrocitos dos peixes, associada a
analises de variaveis abibticas das aguas dos locais.

2| METODOLOGIA

As éareas de estudo selecionadas foram o rio Bacanga e rio Santo Anténio, da
macrorreggido de S&o Luis, Maranhao (Figura 1). O rio Bacanga esta localizado na
porcao noroeste da llha de Sao Luis, com area de aproximadamente de 110 km?
(SANTOS et al., 2017), correspondendo a um sistema biofisico e socioeconémico
onde sao desenvolvidas atividades agricolas e industriais em seu entorno. O rio Santo
Antbnio esta localizado no municipio de Pagco do Lumiar, com curso total de 100,46
km2 (DE ARAUJO et al., 2009), onde as atividades antropicas de influéncia nesse
corpo hidrico se caracterizam por praticas rurais de subsisténcia.
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Figura 1. Localizacao das areas de estudo do rio Bacanga e rio Santo Antonio, llha do
Maranhao, Brasil.
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A espécie biomonitora para avaliacdo da qualidade das areas de estudo foi
Sciades herzbergii, que pertence a superordem Ostariophysi, ordem dos Siluriformes,
compreendendo 35 familias, 412 géneros e 2405 espécies (CASTRO et al., 2003).
Ocorrem em ambientes marinhos, estuarinos e de agua doce (MARCENIUK, 2005),
sendo recursos pesqueiros abundantes em arrastos de fundo de zonas litoraneas
tropicais, possuindo boa aceitacdo no mercado consumidor, boa produtividade em
acudes e apresentando alto potencial de comercializagao (DE LIMA et al., 2016).

Foram realizadas coletas simultdneas de Sciades herzbergii e amostras de agua
nos dois locais, de agosto de 2015 a julho de 2016, compreendendo os periodos
sazonais caracteristicos do Maranhéo, seco e chuvoso, sendo a primeira realizada na
estiagem e a segunda na estacao de chuvas.

Para as amostras de agua foram aferidos os parametros fisico-quimicos de
temperatura (T°) e pH, utilizando o método Eletrométrico e oxigénio dissolvido (OD)
através do método Tilulométrico; e o parametro microbiolégico de determinacéao
do numero mais provavel (NMP) de Coliformes termotolerantes (Escherichia coli),
utilizando o teste do substrato enzimatico cromogénico (ONPG) e fluorogénico (MUG)
(APHA ,2005).

Com uma média de 15 animais por coleta, totalizando 64 espécimes capturados,
a coleta dos biomonitores deu-se por pesca artesanal, com uso de tarrafa, onde os
procedimentos de manejo e laboratoriais seguiram as normas de conduta do Comité
de Etica e Experimentacdo Animal da Universidade Estadual do Maranh&do (UEMA).

Na preparacdo hematolégica para analises de micronucleos e deformidades
nucleares foi retirado 1mL de sangue de cada peixe através de punc¢éo branquial com
auxiliode seringa (RANZANI- PAIVAetal.,2013) aindaem campo, sendo posteriormente
confeccionadas extensbes sanguineas. No Laboratorio de Morfofisiologia Animal
da Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA), as laminas secaram durante 24
horas, sendo coradas em seguida com o corante Rosenfeld modificado. As extensdes
sanguineas foram analisadas em microscépio de luz em objetiva de 1000x, com a
utilizacdo de 6leo de imersdo. Para a contagem das anormalidades nucleares,
contabilizou-se uma média 2.000 células por peixe, e seguiu-se a identificacdo de
anormalidades adaptado de Fenech et al. (2003).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados para os dados abidticos aferidos nos rios em estudo estao indicados
na tabela 1. Atemperatura da superficie da 4gua e o pH dos ambientes apresentaram-
se constantes nos dois pontos de coleta. No entanto, os valores de oxigénio dissolvido
encontrados de todas as amostras estdo abaixo do recomendado pelo Conselho
Nacional do Meio Ambiente - Conama.
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. . Coleta 1 Coleta 2 Valores
Parametros abiéticos

(Periodo seco) (Periodo chuvoso) recomendados
S1 S2 S1 S2
Oxigénio Dissolvido (mg/L) 3,70 2,9 3,5 2,30 = 5"
pH 7,6 8,09 8,0 7,8 6,5a8,5"
Temperatura (°C) 20,2 24 27,5 28,4 < 40"

Tabela 1. Valores dos parametros fisicos e quimicos das amostras de dgua dos rios Bacanga e
Santo Antonio, Maranhao.

S1=rio Bacanga; S2= rio Santo Ant6nio; * Resolugdo Conama n°357/2005 e n°430/2011

Oxigénio dissolvido (OD) é um sensivel indicador de fen6menos biolégicos e
quimicos, sendo o mais importante na caracterizacdo ambiental, podendo ser usado
como indicador de condi¢des de poluicdo por matéria organica (ZENI, OSTRENSKY,
2016).

Os niveis de concentracao de OD podem ser influenciados pela atmosfera, através
de movimentos ondulatérios ocasionados pelos ventos e oscilagdes de temperatura da
agua (PEZZI et al., 2016); pela fotossintese, realizada pelos organismos clorofilados
que desdobram o géas carbdnico sob a acéo da luz solar liberando o oxigénio no meio
(BARBOSA et al., 2014); e pela decomposicéo de matéria orgénica por bactérias, com
0 consumo de oxigénio disponivel no meio pelos micro-organismos decompositores
(ABREU et al., 2017).

Os valores encontrados do NMP de coliformes termotolerantes por 100mL nas
analises microbiolégicas seguem na tabela 2, onde todas as amostras de agua dos
locais demonstraram a presenca de bactérias termorolerantes em valores superiores
ao estabelecido pelo Conama.

Parametro Coleta 1 Coleta 2
microbiolégico (Periodo seco) (Periodo chuvoso) Valor recomendado
S1 S2 S1 S2
NMP/100mL
de coliformes >2.400 >2.400 >2.400 >1.986 <1.000 *

termotolerantes

Tabela 2. Valores das analises microbiolégicas das amostras de agua dos rios Bacanga e Santo
Antdnio, Maranh&o.

S1=rio Bacanga; S2= rio Santo Antbnio; * Resolugdo Conama n°357/2005 e n°430/2011

Os coliformes termotolerantes compreendem as bactérias que sao encontradas
no intestino de homens e animais, tendo como principal representante a Escherichia
coli (SILVA, et al., 2005). Esta vive exclusivamente no intestino humano, onde, sua
presenca em corpos d’agua é um grande indicativo de que o ambiente foi contaminado
por efluentes domésticos sem tratamento (CABRAL, 2010; OLIVEIRA et al., 2016).
Sendo assim, os coliformes termotolerantes sédo usados frequentemente para avaliar
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a qualidade da agua e indicar a contaminacgao por dejetos de excrecao fecal (ARRUDA
et al., 2016).

A alta concentracdo de coliformes termotolerantes é indicativa de que os rios
Bacanga e Santo Antbnio estao recebendo langcamento de carga poluidora de dejetos
humanos in natura, possibilitando a proliferacao de bactérias e provocando problemas
quanto a contaminacdo por esses microorganismos, onde se recomenda a nao
utilizacdo da agua desses locais para qualquer que seja a finalidade.

Os resultados obtidos para o Bacanca estdo em consonancia com os de outros
estudos desenvolvidos no local. Martins (2008) relatou que os parametros abibticos
encontrados estavam fora dos padrdes estabelecidos pela legislagcao vigente, e
Coelho e Damazio (2006) ressaltaram a contaminac¢ao das aguas de superficie e dos
aquiferos da bacia do Bacanga.

As baixas quantidades de oxigénio dissolvido encontradas nos locais em analise
levam a consideracéo de que os niveis de OD dos rios estdo diretamente relacionados
a intensa atividade bacteriana dos coliformes termotolerantes, a qual decompde a
matéria organica langada no corpo d’agua, consumindo assim o oxigénio disponivel.

Nas analises de micronucleos e deformidades nucleares, foram encontradas
anormalidades eritrociticas em todos os espécimes coletados, considendo-se
micronucleos e irregularidades no contorno da carioteca, segundo adaptado de
Fenech et al. (2003) (Figura 2).

ja ® .5 - ‘1 r‘; j

Figura 2. Anormalidades em eritrécitos de Sciades herzbergii coletados nos rios Bacanga
e Santo Antonio, Maranh&o. Em A eritrocitos normais; B micronucleo (seta); C deformidade
nuclear. Coloragéo Rosenfeld modificada. Aumento 1000x.

A frequéncia de micronucleos e deformidades nucleares pode ser considerada
uma resposta complexa entre a atividade genotdxica e a eficiéncia do mecanismo
fisioldgico de defesa do organismo teste (MERSCH, BEAUVAIS, 1997; GALINDO et
al., 2012), uma vez que as células sofrem altera¢des na distribuicdo ou quebra de suas
cromatides durante a anafase, onde os fragmentos cromossémicos nao acompanham
a migracado para os polos da célula, e, apos a telofase, tais fragmentos ndo séo
incluidos nos nucleos das células filhas, formando um Unico ou multiplos micronucleos
no citoplasma dessas células (VON LEDEBUR, SCHMID, 1973), ou anomalias no
contorno da carioteca, devido a agao de agentes toxicos (FERREIRA, 2004).

As anormalidades eritrociticas sao considerados marcadores simples, que podem
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ser examinados em preparacdes citoldgicas, onde sua constancia aparece aumentada
em organismos expostos a xenobidticos bem antes que qualquer sintoma clinico seja
evidente (FERREIRA, 2004). Assim, analises de sangue periférico em peixes possibilita
a deteccédo de efeitos genotdxicos provocados por varios agentes quimicos e fisicos
difusos, podendo ser utilizado para avaliacdao das condi¢des ambientais aquaticas
(THOME et al., 2016).

A funcéo dos eritrocitos consiste no transporte de gases respiratorios, por meio
de ligacdo com a hemoglobina (SATAKE et al., 2009), além de abrigar o material
genético envolto pela carioteca (FERREIRA, 2004). Deficiéncias em numero ou
forma dos eritrécitos pode comprometer a oxigenacao nos tecidos (RANZINI-PAIVA,
SILVA-SOUZA, 2004), e pode significar menor capacidade de transporte de gases
no interior do corpo do animal (SATAKE et al., 2009) interferindo em processos
metabodlicos envolvendo o estado nutricional, a maturacdo e desenvolvimento sexual
e crescimento.

Os baixos valores de OD em conjunto com as altas concentra¢des de bactérias
termotolerantes podem intensificar o comprometimento de oxigenacdo dos tecidos
dos peixes e formacao das anormalidades no eritrocitos, sendo fatores sinérgicos que
se somam influenciando na sanidade dos espécimes pisceos.

A fragmentacdo cromossOmica, causando aglomeracbes de cromatina e
consequente formacao de micronucleos, pode originar células filhas com deletérios
quanto a integridade do material genético do animal, que resultam em insuficiéncias
de segregacao ou recombinacédo na duplicacdo do material genético (FERREIRA,
2004; VIANA et al., 2017). Dessa forma, animais que contenham grande quantidade de
eritrécitos com micronucleos podem apresentar dificuldades na renovagao de células
sanguineas.

Em relagéo a frequéncia de micronucleos e deformidades nucleares nos locais
em estudo, na tabela 3 obseva-se que houve maior quantidade de microndcleos em
Sciades herzbergii do rio Bacanga, e pouca variacao para deformidades na carioteca
em ambos locais.

Anormalidades eritrociticas Cioleta ! . Coleta 2
(Periodo seco) (Periodo chuvoso)
S S2 S S2
Microndcleos 6,05 0,67 8,78 0,72
Deformidades nucleares 1,4 1,51 1,42 1,0

Tabela 3. Médias das frequéncias de micronudcleos e deformidades nucleares em eritrécitos de
Sciades herzbergii coletados nos rios Bacanga e Santo Anténio, Maranhao.

A localizacéo do rio Bacanga na regidao central de Sao Luis, e por ser aporte
de lancamento de afluentes agricolas e industriais, pode ter influenciado na maior
frequéncia dos micronudcleos, enquanto que, o rio Santo Antdnio, localizado na regiao
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rural de Paco do Lumiar, na macrorregidao de Sao Luis, apresenta praticas rurais de
subsisténcia em seu entorno, sem grandes empreendimentos e industrias proéximos.
Assim, considera-se altas as concentracbes de agentes clastogénicos e aneugénicos
presentes no Baganca, onde a presenca de micronucleos foi interpretada como indicio
de danos genotdxicos nos peixes ocasionados por contaminantes desse rio.

As alteracbes identificadas na estrutura das células sanguineas podem ser
utilizadas como ferramenta para avaliagdo prognoticas em peixes expostos a situagdes
de estresse por xenobibdticos aquaticos (ZAMINHAN et al., 2017), assim, infere-se a
evolucao de processos patoldgicos a partir da avaliacdo qualitativa e quantitativa de
células sanguineas (SATAKE et al., 2009).

De acordo com Ranzini-Paiva e Silva-Souza (2004), a aplicagcéo da citologia em
pesquisas com animais é bem aceita e considerada como procedimento de rotina em
métodos de diagnodstico. Em peixes, este tipo de diagndstico vem sendo aperfeicoado e
cada vez mais utilizado, por se tratar de uma importante ferramenta para o diagnéstico
do estado patologico dos peixes (ARAUJO et al. 2015).

Adecteccao de anormalidades em eritrocitos de peixes tem sido uma técnica muito
utilizada para avaliar danos as estruturas cromoss6micas causado por substancias
xenobibticas nos organismos (MELO et al., 2014; VENTURA et al., 2015; GOES et
al., 2016), sendo eficiente nas respostas fisiol6gicas dos animais, além de representar
um diagnostico de sanidade que limita-se a extragcdo de uma pequena quantidade
de sangue, em que o animal pode ser devolvido em vida, sem danos, ao ambiente
aquatico em que habita.

O conhecimento de analises citoldgicas em eritrocitos em peixes de ambientes
naturais é importante para identificar as alteragcbes metabdlicas, derivadas sanidade
e de fatores ambientais, que possam interferir no sistema de defesa dos animais
(KNOWLES et al., 2006; ARAUJO et al. 2015).

41 CONCLUSAO

As baixas quantidades de oxigénio dissolvido associadas as altas concentracdes
de coliformes termotolerantes podem influenciar na disponibilidade de oxigénio para a
biota aquatica dos rios Bacanga e Santo Antonio, sendo agravado pela ma formacgéo
dos eritrécitos em peixes, interferindo no transporte de gases pela corrente sanguinea
e na integridade do material genético dos animais. A preparacéo hematologica diante
da frequéncia de micronucleos e deformidades no contorno da carioteca encontrados
em Sciades herzbergii levaram a avaliagdes diagnosticas indicando a contaminagéo
dos rios maranhenses pela presenca de xenobidticos nos locais.
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RESUMO: Testes com ovos embrionados de
galinha, usando o fungo entomopatogénico
Beauveria bassiana e O6leo essencial de
(Patchouli),
realizados para avaliagdo de seus efeitos sobre

Pogostemon  cablin foram
o desenvolvimento inicial de vertebrados. Os
ovos receberam injecdo na camara de ar das
testadas,

a incubacdo, exceto os do grupo controle

diferentes solugdes previamente
fechado, os quais nao foram injetados. Em
seguida, os ovos foram incubados por trés
dias (72 horas). Apds este periodo, eles foram
abertos para a contabilizacdo de embrides que
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desenvolveram e estavam vivos, embrides
que continuaram a se desenvolver e morreram
e embrides inviaveis, que nem retomaram o
desenvolvimento. Os embrides vivos foram
entédo eutanasiados, coletados, preparados por
montagem total e analisados morfologicamente
para a determinacdo do estagio e verificacéo
da presenca de malformagdes. De acordo com
os dados obtidos, verificou-se que o tratamento
com a suspenséao do fungo entomopatogénico B.
bassiana induziu maiores taxas de inviabilidade
embrionaria, mortalidade e malformagdes,
enquanto que as menores foram encontradas
no tratamento com o 6leo essencial. Embora
essas taxas tenham sido menores no tratamento
com o 6leo essencial, elas foram semelhantes
no tratamento utilizando somente o veiculo
(Tween® 80). Desta forma, concluiu-se que
testes futuros devem ser realizados, utilizando
outro(s) veiculo(s).

PALAVRAS-CHAVE: fungo entomopatogénico,
Patchouli, malformacgdes, Embriotoxicologia.

ABSTRACT: Tests with embryonated chicken
eggs using
Beauveria bassiana and essential oil of

the entomopathogenic fungus

Pogostemon cablin (Patchouli) were carried out
to evaluate their effects on the initial development
of vertebrates. The different tested solutions
were injected into the eggs’ air chamber, prior to
incubation, except for the control group, which
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were not injected. The eggs were then incubated for three days (72 hours). After this
period, they were opened for the counting of embryos that had developed and were
alive, embryos that continued to develop and died, and unviable embryos — that did
not resume development. The live embryos were euthanized, collected, prepared by
total assembly and morphologically analyzed for stage determination and malformation
verification. According to the data obtained, the treatment with the entomopathogenic
fungus B. bassiana was found to induce higher rates of embryonic unviability, mortality
and malformations, whereas the lowest ones were found in the treatment with the
essential oil. Although these rates were lower in essential oil treatment, the results
were similar to the vehicle group (using Tween® 80). By this mean, it was concluded
that future tests should be performed using other vehicle(s).

KEYWORDS: entomopathogenic fungus, Patchouli, malformations, Embryotoxicology.

11 INTRODUCAO

Para minimizar os danos causados pelo uso de produtos fitossanitarios sintéticos,
investe-se, em especial, em dois tipos de controle de espécies-praga: os controles
alternativo e bioldgico. Entende-se por controle alternativo, o uso de compostos,
substancias e/ou atividades que ndo agridam o ambiente, mas atinjam determinado
inseto-praga. O controle bioldgico se utiliza de organismos predadores ou outros seres
vivos que possam controlar uma espécie-praga especifica.

Em embriotoxicologia, a utilizagdo do embrido de ave tem sido fortemente
ampliada, pois ha alguns aspectos favoraveis ao seu uso, tais como: (i) 0s ovos séao
do tipo telolécito; (ii) apresentam membranas envoltorias resistentes; (iii) o tempo total
de desenvolvimento é curto (21 dias); (iv) os embrides se desenvolvem na auséncia
do organismo materno e na regiao superior do ovo, permitindo 0 acompanhamento em
laboratoério e (v) seu desenvolvimento é documentado. Tais caracteristicas fazem do
embrido de ave um excelente modelo para avaliar os efeitos de agentes quimicos ou
biolégicos sobre o desenvolvimento embrionario de vertebrados. O presente trabalho
teve por objetivo analisar os efeitos de agentes de controle biolégico e alternativo
sobre embrides de galinha em estagios iniciais de desenvolvimento.

2| MATERIAL E METODOS

Os ovos fertilizados de Gallus gallus foram adquiridos de um incubatoério comercial
do municipio de Dois Vizinhos. No Laboratério de Controle Biolégico da UTFPR-DV,
os 120 ovos foram divididos em cinco grupos experimentais: 1) Controle fechado (CF):
ovos nao injetados; 2) Controle veiculo (CV): ovos injetados com 100 ul de Tween® 80
a 0,01%; 3) Oleo essencial a 0,75% (OEPO,75): ovos injetados com 100 ul de solugao
de 6leo essencial de P. cablin a 0,75% em Tween® 80 a 0,01%; 4) Oleo essencial a
1% (OEP1): ovos injetados com 100 yl de solugdo de 6leo essencial de P. cablin a
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1% em Tween® 80 a 0,01%; e 5) Fungo B. bassiana (FBB): ovos injetados com 100
ul de suspenséao do fungo B. bassiana na concentracao de 1,0 x 108 conidios.mL"
em Tween® 80 a 0,01%. Apds 72 horas de incubacdo (em incubadora Chocmaster
Juli 70), os ovos foram abertos e quando continha embrido, este foi observado para
verificar se estava vivo (através da afericdo da frequéncia cardiaca) e contabilizado
para a analise de mortalidade. Entao os embrides vivos foram coletados, eutanasiados
e preparados pela técnica de montagem total. A andlise morfoldégica e tomada
fotogréafica dos embrides foram realizadas em estereomicroscépio Physis. Os estagios
de desenvolvimento de cada embrido e a presenca de malformacgdes foram verificados
de acordo com Hamburger e Hamilton (1951).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos até o momento demonstraram que o tratamento com FBB
induziu maiores taxas de mortalidade, inviabilidade embrionaria e malformacgdes (30%,
55% e 66,7%, respectivamente — Tabela 1). E comprovada a eficacia de B. bassiana
no controle de acaros em galinhas (RASSETTE et al., 2011), porém, a exposi¢ao dos
ovos férteis, pareceu induzir a inviabilidade embrionaria.

Grupos Ovos Vivos Mortos Inviaveis Malformagbées*™
incubados
CF 16 (100%) 10 (62,5%) 6 (37,5%)
cv 18 (100%) 11 (61,1%) 2(11,1%) 5 (27,8%) 3 (27,3%)
FBB 20 (100%) 3 (15%) 6 (30%) 11 (55%) 2 (66,7%)
OEPO,75 19 (100%) 12 (63,16%) 5(26,31%) 2(10,53%) 3 (25%)
OEP1 18 (100%) 11 (61,1%) 4(22,2%) 3 (16,7%) 2 (18,2%)

Tabela 1 — Taxa de mortalidade, inviabilidade e malformagdes

*Percentual calculado considerando apenas os embrides vivos no momento da abertura do ovo.

Nos grupos experimentais tratados com OEPO0,75 e OEP1, foi possivel observar
mais de 60% de viabilidade (63,16% e 61,1%, respectivamente), enquanto que as
taxas de mortalidade foram de 26,31% e 22,2%, respectivamente. A inviabilidade
embrionaria foi de 10,53%, em OEPO0,75 e de 16,7% no OEP1, como contabilizada na
Tabela 1. Atividades antivirais, antifangicas e antibacterianas, dentre outras aplicacoes,
foram descritas por Swamy e Sinniah (2015) através de diversos estudos com 6leo
essencial de Patchouli. No CV, 61,1% dos embrides estavam vivos, 11,1% mortos e
27,8% foram considerados inviaveis.




Figura 1 — Embrides de ave com 72h de incubacgéo preparados por montagem total. A: Embrido
normal no estagio 18. B: Embrido no estdgio 19 com falha no fechamento do tubo neural na
regido cefalica (seta). C: Embrido de estagio indeterminado com falha no fechamento lateral

do corpo (area quadriculada) e falha no fechamento do tubo neural na regido cefélica (seta). D:
Embrido gemelar imperfeito (em A) — contendo dois eixos corporais (areas circuladas) e uma

Unica regido cefalica (cabeca de seta). Régua em mm.

Verificou-se que 66,7% dos embrides vivos tratados com B. bassianaapresentaram
malformagdes, desde encurtamento do corpo e da cauda até falhas no fechamento do
tubo neural da regido cefalica (Figura 1B). O OEP1 apresentou a incidéncia de 25% de
malformacgdes. Dentre as mais graves registradas estdo atrofia cefalica (microcefalia),
agenesia caudal, dilatacdo do canal lacrimal e falhas no fechamento do tubo neural.
Falha no fechamento do tubo neural na regido cefalica (anencefalia), malformacao
caudal, falha no fechamento da parede do corpo (gastrosquise) (Figura 1C), atrofia do
placoide Optico e formacéo de gémeos imperfeitos (Figura 1D) constituem a gama de
malformagdes encontradas no grupo CV.

41 CONCLUSOES

Apesar de constituirem resultados parciais e preliminares, pois o projeto possui
etapas ainda nao realizadas, os dados obtidos até o presente momento pareceram
indicar que tanto o OEP como o FBB apresentam efeito teratogénico para embrides
de ave, contribuindo para um aumento na taxa de mortalidade. Adicionalmente, o FBB
parece afetar a viabilidade embrionaria. No entanto, testes futuros utilizando OEP e FBB
em outro veiculo, necessitam ser realizados, pois o veiculo Tween® 80 aqui utilizado
também demostrou um efeito teratogénico. Desta forma, foi impossivel determinar se
esse efeito é decorrente do OEP ou FBB, ou apenas do veiculo utilizado. Concluiu-
se, entéo, que testes futuros devem ser realizados, utilizando outro(s) veiculo(s) e/ou
outras concentracées do mesmo veiculo.
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RESUMO: Os fungos produzem metabdlitos
secundarios com relevante potencial para o
controle biolégico de pestes e doengas de
plantas, constituindo uma alternativa para
o controle quimico. No presente estudo, o
extrato de um isolado fangico -codificado
como JUANTO028 foi avaliado de acordo com
o seu potencial de inibir trés fitopatégenos:
Botryosphaeria rhodina, Sclerotinia
sclerotiorum e Fusarium oxysporum. O isolado
JUANTO028 foi crescido sob fermentacéo
submersa e também em meio solido de arroz.
A biomassa micelial e os filtrados dos cultivos
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foram tratados com diferentes solventes, e os
extratos obtidos foram adicionados em meio de
BDA em diferentes concentragdes (50, 150, 250
e 350 pyg/mL) seguido pela inoculacéo de discos
colonizados com cada um dos fitopatdgenos
no centro de cada placa de Petri, para avaliar
o potencial de inibicdo dos extratos. Cultivos
controles (sem extrato) como também cultivos
enriquecidos com o fungicida Fluazinam (5 ppm)
foram testados. A inibicdo do crescimento do B.
rhodina foi 69,3 % usando 350 pyg/mL do extrato
do meio de arroz extraido com acetato de etila,
e 86,9 % para o fitopatdgeno F. oxysporum com
350 pg/mL do extrato de cloroférmio obtido do
meio de arroz, que apresentou inibicdo mais
alta do que a obtida com fungicida quimico (2,5
%). O S. sclerotiorum foi completamente inibido
(100 %) por 250 pg/mL do extrato obtido com
cloroférmio. Os resultados apresentaram uma
expressiva atividade biolégica antagbnica maior
do que o tratamento quimico, o que encoraja a
pesquisas futuras para isolar e caracterizar os
compostos ativos presentes nestes extratos.
PALAVRAS-CHAVE: controle bioldgico,
fungo fitopatogénico, metabolitos, atividade
antagoénica.

ABSTRACT: produce secondary
metabolites with relevant biocontrol potential
against plant pests and diseases, being an
alternative for chemical control. In the present
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study, the extract of an isolated fungal strain codified as JUANT028 was evaluated
according to its inhibition potential against three phytopathogens: Botryosphaeria
rhodina, Sclerotinia sclerotiorum and Fusarium oxysporum. The fungal isolate
JUANTO028 was grown under submerged fermentation and in rice solid medium. The
mycelial biomass and the culture filtrates were treated with different solvents, and the
extracts obtained were added to PDA medium in different concentrations (50, 150, 250
e 350 pg/mL) followed by the inoculation of pellets colonized by the phytopathogen in
the center of the Petri dish, in order to evaluate the inhibition potential of the extracts.
Control cultures (no extract) as well as cultures enriched with fungicide Fluazinam (5
ppm) were also tested. The inhibition growth of B. rhodina was 69.3% using 350 pyg/mL
of the rice medium extracted with ethyl acetate, and 86.9% for the phytopathogen F.
oxysporum with 350 pyg/mL of chloroform extract from the rice medium, which was
higher than the inhibition due to the chemical fungicide (2,5%). S. sclerotiorum was
completely inhibited (100%) by 250 pg/mL of chloroform extract. The results presented
expressive biological activity of antagonism, higher than the chemical treatment, which
encourage future research for isolation and characterization of the active compounds
presented in these extracts.

KEYWORDS: biological control, phytopathogenic fungus, metabolites, antagonistic
activity.

INTRODUCAO

Estima-se que as infec¢des fungicas na agricultura ja provocam a perda de 125
milhées de toneladas nas culturas de arroz, trigo, milho, batata e soja. Somente no
caso das trés primeiras, os prejuizos anuais sao da ordem de US$ 60 bilhdes (FREIRE,
2015). Entre os fungos fitopatogénicos, Botryosphaeria rhodina é o responsavel por
causar resinoses em partes lenhosas de plantas, juntamente com transporte de toxinas
e perecimento da planta (URBEZ-TORRES, 1979). O fungo Sclerotinia sclerotiorum é
agente causal do mofo branco em diversos vegetais como feijao, batata, repolho entre
outros (PURDY, 1979), enquanto Fusarium oxysporum ocasiona apodrecimento das
raizes de tomateiros (JARVIS, 1989) e de culturas de batatas (MEJDOUB-TREBELSI
et al., 2017).

O combate das pragas agricolas é essencial a boa produtividade nas plantacées,
alavancando o uso desenfreado de inumeras substancias quimicas toxicas ao homem
e aos animais. Do ponto de vista ambiental, os agroquimicos acarretam na diminui¢do
do potencial de controle efetuado por predadores, parasitoides e patdbgenos, agentes
naturais na supressao dos organismos indesejados (LOUREIRO, 2002). Além disso,
a utilizacao indiscriminada desses compostos nao satisfaz as exigéncias do mercado
cada vez mais exigente, que prioriza a qualidade dos produtos em seus aspectos
mercadoldgicos, ecoldgicos e sociais (GASSEN, 2006).

Uma alternativa importante ao uso dos pesticidas quimicos € o controle biologico,
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que se refere a qualquer atividade de uma espécie com capacidade de inibir o efeito
negativo de outra; assim, a populacéo das pestes agricolas pode ser reduzida, evitando
maiores prejuizos econdémicos (ALSTON, 2011). O controle biol6gico utilizando-se de
fungos € uma éarea de pesquisa com rapido desenvolvimento. Além da utilizacédo de
organismos Vvivos presentes no ambiente como inibidores das pragas, existe grande
interesse em se explorar as substancias que tais organismos produzem (BUTT;
JACKSON; MAGAN, 2001). Estas substancias s&o conhecidas como produtos naturais
oriundas do metabolismo secundario (BRAZ-FILHO, 2012).

Os fungos do género Penicillium s&do comumente estudados quanto a sua
atividade antibibtica, desde a descoberta da penicilina. Metabdlitos secundarios como
os policetideos (Figura 1) foram relatados a esse género, apresentando bioatividade
contra as bactérias patogénicas Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Bacillus
subtilis (PASTRE et. al., 2007, KHAMTHONG et al., 2012, MARINHO et al., 2013), além
dos fungos fitopatogénicos Aspergillus spp e Fusarium spp (MEJDOUB-TREBELSI et
al., 2017).
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OH OH O

0 (0]
HO
C

Figura 1: Policetideos produzidos por fungo Penicillium com atividade antibi6tica: A) citrinina, B)
diidrocitrinona e C) fusaridina.

Fonte: PASTRE et. al., 2007.

Assim, a busca por alternativas ao controle utilizando agroquimicos, que oferecem
grandes riscos aos seres humanos e ao meio ambiente, incentivou este trabalho, cujo
objetivo foi avaliar o potencial de controle dos fungos fitopatogénicos B. rhodina, S.
sclerotiorum e F. oxysporum por extratos organicos do isolado fungico JUANT028
(possivel género Penicillium), isolado da lagarta Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Noctuidae).
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MATERIAIS E METODOS

Isolamento dos fungos

Os fungos cuja atividade antagbnica foi avaliada foram isolados de insetos
coletados em uma plantacéao de soja no municipio de Londrina (PR), coordenadas:
23°18’5"S e 51°6’21”0, por meio da técnica de camara umida (referéncia livro).
Estes microrganismos compdem a Rede Sisbiota (Sistema Nacional de Pesquisa em
Biodiversidade) da CNPq. O isolado fungico JUANT028 foi isolado da lagarta-da-soja,
Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae).

Quanto aos fungos fitopatogénicos, B. rhodina foi cedido gentilmente pela Prof.2
Dr.2Anelide Melo Barbosa Dekker (Universidade Estadual de Londrina), S. sclerotiorum
pelo Prof. Dr. Ciro H. Sumida (Universidade Estadual de Londrina) e F. oxysporum
pela Dr.2 Solange Monteiro de Toledo Piza Gomes Carneiro (Instituto Agronémico do
Parand)

Selecao dos isolados fungicos

Os quatro isolados fungicos (JUANT029, JULAGL004, JUANTO079, JUANTO028)
pertencentes a micoteca do grupo QuiMiBio da Universidade Tecnolbégica Federal
do Parana - Campus Londrina foram selecionados e cultivados assepticamente
separadamente em frascos de Erlenmeyer contendo meio liquido (30g dextrose, 5g
bactopeptona, 3g extrato de levedura, 0,3g MgSO4, 0,3g KH2PO4 e 0,3g K2HPO4
para um litro de agua destilada), sendo que para cada fungo foi preparado 1 L de
meio. Os frascos inoculados, com 5 discos de 1 cm contendo micélio fungico, foram
incubados em mesa agitadora 180 rpm, 28°C e durante um periodo de 20 dias, assim
como 250 mL do controle (meio liquido sem inoculagao por fungo). Apos o periodo de
incubacgdo, os cultivos foram filtrados. Os filtrados foram tratados com acetato de etila
(1:1) por particao liquido-liquido, enquanto que as respectivas biomassas miceliais
foram tratadas com metanol.

Os extratos tratados com acetato de etila e metandlicos dessas quatro cepas
foram utilizados em testes antifungicos contra Botryosphaeria rhodina, na concentracao
de 6,4 mg/placa, em duplicata. As determinagdes dos diametros dos halos de
crescimento dos respectivos fungos foram acompanhadas diariamente, e no terceiro
dia, quando as placas controle foram completamente colonizadas, ap6s a inoculagéo,
foram medidos os respectivos didmetros do crescimento do B. rhodina, para calcular o
potencial de inibicao, conforme a equacao descrita por Wang e colaboradores (2012):
Taxa de inibicdo = 1 - (didmetro do controle / didmetro do tratamento) * 100%. A cepa
cujo extrato apresentou maior taxa de inibic&o foi utilizada nas etapas seguintes.

Cultivo em meio liquido, em maior escala, do isolado JUANTO028

A cepa selecionada, JUANTO028 foi cultivada no meio liquido citado anteriormente
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(6 litros) em mesa agitadora 180 rpm, bem como em 25 frascos contendo meio sélido
de arroz (90g de arroz parboilizado com 75mL de agua destilada por frasco de 500
mL) (WANG et al., 2012). Discos de meio solido de BDA colonizados por micélios do
fungo (de 7 dias) foram inoculados em frascos de Erlenmeyer e estes foram mantidos
estaticos, no escuro, por volta de 28°C, durante 20 dias. Dois frascos foram preparados
como controle.

Preparacao dos extratos do isolado JUANT028

Apos o periodode incubacédo, o meio liquido foifiltrado e os micélios foram extraidos
com metanol enquanto o sobrenadante por particao liquido-liquido com acetato de
etila (1:1). Os cultivos em meio de arroz foram macerados, e os metabdlitos extraidos
duas vezes com cloroformio (200 mL), seguido de seis extracbes consecutivas com
acetato de etila (200 mL) e por ultimo uma extragdo com metanol, conforme mostra a
Figura 2.

O extrato seco foi separado para utilizacdo em testes de inibicdo em placa, sendo
qgue o cultivo do isolado JUANT028 em meio liquido resultou em 0,569 de extrato de
acetato de etila e 20,7g de extrato metandlico. O cultivo em meio de arroz de arroz
resultou em 31,8 g de extrato de cloroférmio, 19,97 g de extrato de acetato de etila e
387,97 g de extrato metandlico (massa seca).

Micélio extraido

Filtracdo com metanol

Filtrado extraido
com acetato de etila

Extragao com
cloroférmio

- P TN
Fungo JUANT028 em
meio BDA apds 7 dias
de incubagdo

Maceragdo Extragdo com

— acetato de etila

Extragdo com
metanol

e .~ .
25 frascos contendo
Meio Sdlido de Arroz

Figura 2: Procedimento experimental de cultivo do fungo JUANTO028 e extracdo dos metabolitos
produzidos.

Fonte: autoria propria

Teste da atividade antag6nica do extrato do JUANT028 contra fungos

fitopatogénicos em placas de Petri

A acdo antifungica dos diferentes extratos de JUANTO028 foi avaliada por testes
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em quintuplicata, nas concentragdes 50, 150, 250 e 350 ug/placa, meio BDA (batata,
dextrose e agar) contra os fungos fitopatogénicos Botryosphaeria rhodina, Sclerotinia
sclerotiorum e Fusarium oxysporum. O fitopatdgeno foi inoculado no centro das placas
e estas foram incubadas em BOD, no escuro, por volta de 28°C. Paralelamente, foram
preparadas placas contendo o fungicida Fluazinam 0,01 ppm e placas sem a presenca
do extrato (controle). As medidas finais para o calculo de inibicao foram de 3, 14 e 7
dias, para B. rhodina, S. sclerotiorum e F. oxysporum respectivamente, e a taxa foi
calculada pela Equacao anteriormente descrita de Wang e colaboradores (2012).

A concentracéo utilizada do fungicida Fluazinam neste trabalho foi de 0,01 ppm,
pois Sumida el al. (2014) relatou que o fitopatégeno S. sclerotiorum sofreu 100%
de inibicao em 0,5 ppm, logo, a concentracdo foi reduzida para que os resultados
pudessem ser comparados com a inibicdo dos extratos.

Teste da atividade antibiética do extrato do JUANT028 em placas de Petri

A atividade antagbnica dos extratos foi avaliada paras as cepas bacterianas
de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC 25922). Os
microrganismos foram inoculados em uma solucao 0,85% de NaCl até atingir uma
turvacao equivalente a 0,5 Farland, esta solugdo apresenta turbidez proxima a uma
densidade bacteriana de 108 UFC (unidades formadoras de colbnias).

Foram semeados 50 pL dos in6culos microbianos na superficie das placas de
petri contendo 20 ml de Agar Mueller Hinton (38g L-1 ). Posteriormente, fez-se furos
no meio sélido (pocos), que foram preenchidos com 50 uL de solucéo de extrato nas
concentracdes de 5, 6 e 7 mg/mL, baseado na metodologia descrita por Bell e Grundy
(1968).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Selecao dos extratos fungicos com atividade inibitéria

No processo de selecao dos extratos fungicos o extrato do isolado JUANTO028 foi
0 que mostrou maior capacidade de inibicéo, obtido com o acetato de etila (Tabela 1),
portanto este foi o0 isolado selecionado para o cultivo em maior escala, tanto em meio
liqguido quanto em meio solido de arroz.

Taxa de Inibigdo (%) de B. rhodina pelos isolados fungicos

Extratos JUANTO029 JULAGLO004 JUANTO079 JUANTO028
Acetato de Etila 40,4 0 37,8 453
Metanolico 12,2 1,7 20,6 10,3

Tabela 1: Comparagéo da taxa de inibigéo do fitopatdgeno B. rhodina pelos extratos em
acetato de etila e metanol obtidos dos isolados fungicos JUANT029, JULAGLO004, JUANTO079 e
JUANTO28.
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Teste em placa para avaliar a atividade antagonica do extrato do isolado

JUANTO028 contra fungos fitopatogénicos

Os resultados apontaram que o fitopatdbgeno B. rhodina sofreu maior inibicéo
com o extrato de acetato de etila, obtido do meio sélido de arroz (MS-A), sendo que
as concentracdes de 250 e 350 pyg/mL resultaram em 68,1 e 69,3 % de inibicao,
respectivamente.

Destaca-se que o extrato ML-A conseguiu maior inibicdo que o fungicida, a partir
da concentragdo de 150 pyg/mL. Entre todos os extratos testados para este fitopatdogeno,
0 Unico que ndo obteve maior inibicao superior ao fungicida foi o Metanol - Meio Sélido
de Arroz (MS-M).

B. rhodina F. oxysporum S. sclerotiorum
Extratos | C°nCentragao (ug/ - piametro Inibiggo DIAMelr0 | L s, Didmetro s
mi) do halo ;"™ do halo ) do halo %)
(cm) ° (cm) ° (cm) °
Acetato de 50 7.8 8,5 7.7 0 3,8 40,8
etila - Meio 150 7,2 16,0 6,6 15,5 3,4 49,8
Liquido 250 6,5 25,9 6,0 24,9 3,4 51,0
(ML-A) 350 6.3 29.0 59 253 26 66,3
Metanol 50 8,0 55 8,4 0 59 0
(micelio) 150 7,7 9,3 5,8 27,0 5,2 11,9
-Meio
Liquido (ML- 250 7.1 17,9 5,6 30,0 4,9 19,6
M) 350 6,4 27.6 55 32,3 4,6 25.8
Cloroférmio 50 6,9 20,3 3,3 64,8 2.1 77.9
- Meio Solido 150 5,9 33,4 3,0 70,5 1,5 90,2
(MS-C) 250 5,2 42,9 2,0 84,9 1,0 100
350 3,9 60,7 1,9 86,9 1,0 100
Acetato de 50 6,0 32,9 7.3 4,6 5,6 4,8
etila Meio 150 5,6 38,0 6,7 14,6 43 30,6
Sélido 250 3,4 68,1 5,6 31,2 29 59,6
(MS-A) 350 3,3 69,3 50 39,5 26 67,7
Metanol - 50 9,0 0 8,1 0 43 31,3
Meio Sélido 150 9,0 0 7.3 5,1 3,6 46,7
de Arroz 250 9,0 0 7.3 4,5 2,4 71,9
(MS-M) 350 9,0 0 6,4 18,7 2,1 78,1
Fungicida S5ppm 6,6 24,0 7,5 2,5 2,8 62,9
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Tabela 2: Didmetro do halo de crescimento e taxa de inibicao dos fitopatégenos B. rhodina, F.
oxysporum e S. sclerotiorum pelos extratos produzidos pelo isolado JUANT028

O fitopatdbgeno F. oxysporum foi mais inibido pelo extrato MS-C, enquanto os
extratos ML-A e MS-M apresentaram os menores resultados, quando comparadas as
concentragdes de 350 pyg/mL. Entretanto, é importante destacar que todos os extratos
apresentaram atividade antag6nica superior a do fungicida, a partir da concentracao
de 150 pyg/mL.

Os autores Sharifi e Ramezani (2003) utilizaram os metabdlitos produzidos por




bactérias Bacillus spp e obtiveram inibicao de até 56% do F. oxysporum. Carvalho e
colaboradores (2014) relataram inibicoes de 23 até 40% do crescimento de uma cepa
do fitopatégeno em questao frente a metabdlitos volateis e ndo volateis produzidos
pelo fungo Trichoderma harzanium.

Para o fungo S. sclerotiorum, observou-se que o extrato MS-C apresentou maior
inibicdo, impedindo que o este fitopatdgeno crescesse a partir da concentracéo de 250
pg/mL.

O estudo realizado por Cavalcanti (2018) também apresentou expressiva
inibicdo desse fitopatdgeno a partir de extratos das bactérias Bacillus pumilus, Bacillus
amyloliquefaciens e Bacillus macauenses e da levedura Candida labiduridarum, da
ordem de 74,61 a 87,61%. Os autores Abdullah, Ali e Suleman relatam inibicao de até
55% no crescimento de S. sclerotiorum pela bactéria Bacillus amyloliquefaciens

O cultivo em meio de arroz induziu maior producéo dos metabdlitos secundarios
responsaveis pela atividade antagénica. Com excecdo do extrato ML-A, todos os
outros apresentaram efeito antagbnico superior ao do fungicida na concentracao de
350 pg/mL.

O extrato do isolado JUANTO028 néo apresentou atividade antibiética contra as
bactérias as cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli avaliados.

CONCLUSAO

Os extratos produzidos pelo isolado fungico JUANT028 mostraram importante
atividade biolégica na inibicdo de trés fungos fitopatogénicos. O parasita B. rhodina
sofreu inibicdo 68,1 e 69,3 % com o0 extrato de acetato de etila do cultivo em meio
de arroz, nas concentracoes de 250 e 350 pg/mL, respectivamente. F. oxysporum
foi inibido em 86,9% e S. sclerotiorum em 100% a partir do extrato obtido em meio
de arroz, nas concentragdes 350 e 250 pyg/mL, respectivamente. Portanto, vé-se um
grande interesse na identificacdo dos metabdlitos produzidos e seu potencial uso no
controle de pragas agricolas.
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RESUMO: A presente pesquisa tem o objetivo
de investigar o efeito do extrato vegetal de
Cymbopogon winterianus (citronela) sobre o
desenvolvimento embrionario de ave (Gallus
gallus), para avaliar o risco de exposicao na
fase inicial do desenvolvimento. Quarenta ovos
fertilizados de Gallus gallus foram igualmente
divididos em um grupo controle - CF: ovos
nao injetados, e trés grupos tratados - ovos
injetados na cémara de ar com 100ul de
solucao de extrato vegetal de Cymbopogon
winterianus (EVC) em soro fisiolégico em trés
concentracbes diferentes: EVC 2,5%, EVC
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5%, e EVC 10%. Apds as injecdes, 0S 0vOs
foram incubados por trés dias e entédo abertos.
Quando continha embrido, este foi observado
para verificar se estava vivo (batimentos
cardiacos), e contabilizado para a analise de
mortalidade. Em seguida, os embriées vivos
foram eutanaziados, coletados e preparados
através da técnica de montagem total em I[amina
histolégica para a analise morfologica. Essa
analise, juntamente com a tomada fotografica,
foi realizada sob estereomicroscopio. Dos
quarenta ovos incubados, vinte continham
embrides, destes, 20 estavam vivos no momento
da abertura do ovo, sendo seis do grupo CF,
sete do grupo EVC 2,5%, dois do grupo EVC 5%
e cinco do grupo EVC 10%. Foram observadas
malformagbes apenas em trés embrides dos
grupos tratados com o EVC, sendo um embrido
malformado para cada uma das concentracoes
de EVC. Apesar de constituirem resultados
preliminares, pois 0 projeto possui etapas ainda
nao realizadas, os dados obtidos até o presente
momento indicam que o EVC apresenta efeito
teratogénico para embrides de ave.

PALAVRAS-CHAVE: Cymbopogon winterianus,

extrato vegetal, embrido de ave

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

KEYWORDS: Cymbopogon winterianus, plant extract, avian embryo

11 INTRODUCAO

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

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

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

2| METODOS

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

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

3| RESULTADOS

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

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

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

Os vinte embrides que estavam vivos foram coletados e preparados pela
técnica de montagem total. Os embrides obtidos por essa técnica foram analisados
morfologicamente e tiveram seus estagios determinados em estereomicroscopio
(Medilux), levando em consideracdo alguns aspectos de desenvolvimento, como o
tamanho e forma dos brotos dos membros, curvatura do corpo e tamanho e forma das
vesiculas encefalicas, conforme descrito por Hamburger& Hamilton (1951).
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Foram encontrados seis embrides no estagio 17 e cinco no estagio 18. Dois
embrides apresentavam caracteristicas compartilhadas entre dois estagios sucessivos:
16/17 e 17/18. (Tabela 2)

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

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

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

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

CF - -

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

EVC 10% 1 18

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

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

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

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

romboencéfalo.

Fonte: Autoria Propria (2017).

4 | DISCUSSAO

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

51 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de constituirem resultados parciais e preliminares, pois o0 projeto possui
etapas ainda néo realizadas, os dados obtidos até o presente momento indicam que o
EVC apresenta efeito teratogénico para embrides de ave.
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RESUMO: A obtencao de corantes naturais de
fungos apresenta algumas vantagens como ser
de fonte renovavel, de baixo impacto ambiental
e alta capacidade de biodegradacéo, sendo
mais harmonica com meio ambiente e menos
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nociva a saude do que os corantes sintéticos. Os
pigmentos naturaistémamplaaplicacdoepodem
ser utilizados nas industrias téxtil, farmacéutica
e alimenticia. Este trabalho teve como objetivo
desenvolver um bioprocesso simples para a
producéo e extracdo de pigmentos de Fusarium
graminearum, bem como avaliacao de possiveis
atividades biolégicas do extrato. Para otimizar
a producao de pigmento pelo fungo, este foi
exposto a fermentagdo submersa e semi-solida,
variando a composicao do meio, temperatura
e pH. Além disso, o extrato de pigmentos foi
exposto a diferentes condic¢des fisico-quimicas
e parametros de tingimento para avaliagcao de
sua estabilidade. A confiabilidade do extrato
foi determinada através de metodologias
para avaliagdo de atividade antibacteriana,
citotoxicidade e mutagenicidade. A producéao de
pigmentos pelo fungo apresentou potencial em
meio PDA semissolido, pH 6, incubado a 27 °C
na auséncia de luz. Os pigmentos obtidos foram
estaveis aos parametros testados: temperatura,
pH, vapor quente e condicdes de tingimento. O
extrato demonstrou baixa citotoxicidade, efeito
antibacteriano e nao apresentou potencial
mutagénico. Esses resultados s&o animadores,
pois atestam a confiabilidade do extrato para
uso industrial.
PALAVRAS-CHAVE:
semissolida, Pigmentos, Fungos, Bioprocesso,
Citotoxicidade.

Fermentacéo
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ABSTRACT: The obtaining natural dyes from fungi present some advantages as a
replaceable source, low environmental impact and high capacity for biodegradation,
being more harmonic with environment and less harmful to health than synthetic
dyes. The natural pigments have wide application and can be used in the textile,
pharmaceutical and food industries. This study aimed to develop a simple bioprocess
for the production and extraction of pigments from Fusarium graminearum, as well as
evaluation of possible biological activities of the extract. To optimize pigment production
by the fungus, it was exposed to submerged and semi-solid fermentation, varying the
composition of the medium, temperature and pH. In addition, the pigment extract was
exposed to different physicochemical conditions and dyeing parameters to evaluate
its stability. The reliability of the extract was determined through methodologies for
evaluation of antimicrobial activity, cytotoxicity and mutagenicity. The production of
pigments by the fungus presented potential in a semi-solid PDAmedium, pH 6, incubated
at 27 ° C in the absence of light. The pigments obtained was stable to the parameters
tested as temperature, pH, hot steam and dyeing conditions. The extract showed low
cytotoxicity, antibacterial effect and did not present mutagenic potential. These results
are encouraging since they attest to the reliability of the extract for industrial use.
KEYWORDS: Semi-solid Fermentation, Pigments, Fungi, Bioprocess, Cytotoxicity.

11 INTRODUCAO

Durante muito tempo a industrializacdo foi imprescindivel na sociedade e trouxe
consigo a deposicdo de materiais, produtos e substéncias potencialmente toxicos
ao meio ambiente, como os residuos de processos industriais (ZAGATTO, 2008).
Entre essas substancias encontram-se 0s corantes sintéticos utilizados em diversos
processos, como a coloracéo de tecidos, alimentos e cosméticos (AKILANDESWARI
& PRADEEP, 2016). Anualmente, sdo produzidas 700 mil toneladas de corantes e
estima-se que 50% dos corantes utilizados pela industria téxtil estejam depositados
em efluentes, que se nao tratados corretamente, podem prejudicar e modificar o
efluente (RANI et al., 2014). A presenca destes compostos interfere na absorcao de
luz e oxigénio pelas plantas e animais aquaticos (TEIXEIRA et al., 2014) alterando o
ecossistema circundante e interferindo na saude da populagéo, uma vez que possui
efeitos tdxicos, carcinogénicos, teratogénicos e mutagénicos (SURYAVATHI et al.,
2005; BABHITA, SOCCOL & PANDEY, 2007; KUMAR et al., 2017). Assim, a producao
de materiais que podem afetar diretamente a saude da populagéo, como a coloragcao
de alimentos e tingimento de roupas, especialmente roupas infantis, apresentam a
necessidade de utilizacdo de corantes ecoldgicos, nao-tdéxicos (SIVAKUMAR et al.,
2009).

Um conceito que atrai interesse na pesquisa é a biorrefinaria, que se trata
da conversao de substratos em produtos de valor agregado (BABHITA, SOCCOL
& PANDEY, 2007). Os produtos oriundos de fontes renovaveis e sustentaveis vém
ganhando destaque devido aos beneficios que trazem a salude e ao meio ambiente,
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como corantes naturais que podem ser obtidos através de plantas, insetos, minerais e
micro-organismos (SHARID, UL-ISLAM & MOHAMMAD, 2013). O crescente interesse,
por fontes alternativas, para a producéo de pigmentos tem incentivado a investigacéao
de fungos filamentosos como potenciais produtores (BLUMENTHAL, 2004), uma
vez que 0s pigmentos obtidos podem apresentar atividade biologica adicional, como
propriedades anticancerigenas (TORRES et al., 2016).

Os fungos filamentosos além de desempenharem papéis importantes na natureza,
produzem uma ampla gama de substancias metabolicamente ativas (SUN et al., 2011)
que sdo amplamente exploradas industrialmente como fornecedores de acido citrico,
glucénico e itacénico, além de enzimas, antibiéticos e pigmentos (FERREIRA et al.,
2016). Fungos ascomicetos como Monascus, Penicillium, Neurospora e Fusarium ja
foram importantes fontes de pigmentos (FERREIRA et al., 2016), sendo estes ultimos,
produtores eficientes devido a presenca de pigmentos de antraquinona, um grupo
de policetideos arométicos que sédo produzidos como metabdlitos secundarios pelos
fungos e responsaveis pelo fenébmeno da cor (VELMURUGAN et al., 2010a; DUVAL
et al., 2016).

A principal fonte de pigmentos naturais atualmente sédo as plantas, mas seu
uso tende a ser limitado (VELMURUGAN et al., 2010b) e ter algumas desvantagens
como quantidade disponivel, questdes ecoldgicas, uso do solo e trabalho intenso
(SANCHEZ, RUTZ & RODRIGUEZ-SANOJA, 2013). Em contrapartida, a obtencéo de
pigmentos de fungos apresenta vantagens como ser de fonte renovavel, baixo impacto
ambiental e alta capacidade de biodegradacdo, muito mais harménica com o meio
ambiente (MIRJALILI, NAZARPOOR & KARIMI, 2011). Em 2010, 40% dos corantes
disponiveis no mercado eram sintéticos, enquanto o restante representava corantes
naturais ou corantes idénticos aos encontrados na natureza. Desta forma, entende-
se que a fermentacdo de micro-organismos como os fungos, sédo uma fonte muito
prospera de pigmentos naturais, segundo Pagano e Dhar (2015), os corantes naturais,
devem substituir os corantes sintéticos no futuro.

Levando isso em consideracdo, este estudo teve como proposta padronizar
uma metodologia com melhor qualidade de pigmento natural sintetizado por Fusarium
graminearum, avaliando os pigmentos obtidos quanto a estabilidade aos parametros
de producdao, possibilidade de apresentar atividade antimicrobiana, efeitos citotoxicos
e genotdxicos.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Micro-organismo

Fusarium graminearum foi isolado do campo de trigo da Cooperativa Central
de Pesquisa Agropecuaria (CODETEC) de Palotina - Brasil. A cepa foi gentiimente

Impactos das Tecnologias nas Ciéncias Biologicas e da Saude 3 Capitulo 17




cedida pela professora Marialba A. Alves Castro Prado do Departamento de Ciéncias
Biologicas da UEM e atualmente esta armazenada no laboratério de Micologia Médica
da UEM.

2.2 Meio de cultura e condicoes iniciais para a producao de pigmentos

O fungo foi cultivado em dois meios de cultura: submerso (sais-glicose) e
semissOlido de batata (PDA semissélido). O meio de sais-glicose foi preparado
contendo por litro de agua deionizada 20 g de glucose; 848 mg NaNO,; 165 mg
MgSO,.7H,0; 300 mg KClI; 0,4 mg CuSO,.5H,0; 100 mg NaH,PO,; 40 mg CaCl,.H,O;
5,7 mg H,BO,; 5 mg FeS04.7H,0; 0,025 mg NaMoO,.2H,0; 3,1 mg MnSO,.2H,0; 4,4
mg ZnS0O,.7H,0. O segundo meio foi o PDA semissdlido, contendo 50 g de batata
por litro de dgua deionizada; 7,0 g de dextrose (D-glicose anidra; Synth; S&o Paulo,
Brasil) e 1,8 g de agar bacteriano (Kasvi; ltalia) em erlenmeyer. Ambos os meios foram
inoculados com pedacos do micélio (aproximadamente 12 mm de diametro) da cultura
de F. graminearum recém crescidos em agar batata e incubados a 28°C em condicoes
estacionarias e auséncia de luz por 4-6 semanas.

2.3 Avaliacao do pH e temperatura ideais para a melhor producao de pigmentos

Apo6s o periodo inicial de incubacédo, os meios que propiciaram a coloragao foram
selecionados para as etapas subsequentes. A avaliagcdo do pH foi realizada no meio
selecionado, em frascos diferentes, e em duplicata para cada faixa de pH (2, 3, 4, 5,
6 e 7). O efeito da temperatura foi avaliado no mesmo meio, com o pH que forneceu
pigmentos mais fortemente expressos em experimentos anteriores, sendo avaliada
a temperatura a 20 e 27°C (GUNASEKARAN & POORNIAMMAL, 2008; NAGIA, EL-
MOUHAMED, 2007). Todas as condi¢des de cultura foram incubadas durante 4-6
semanas na auséncia de luz.

2.4 Extracao do pigmento fungico e obtencao de biomassa

Posteriormente, os pigmentos foram extraidos de todas as culturas testadas,
bem como a retencdo da biomassa constituida pelo fungo. O micélio foi separado
por filtracdo em gaze estéril. Em seguida, uma solucéo a 95% (v/v) de etanol (Synth;
Sao Paulo, Brasil) foi adicionada ao filtrado. A mistura foi incubada em agitador (Nova
Etica, 430 - RDBP, Brasil) a 180 rpm a 30 °C por 30 min, centrifugada a 4000 rpm por
10 min, entdo o sobrenadante foi recuperado e filtrado em filtro Millipore 0,45 pm. O
extrato livre de células foi analisado em espectrofotémetro ultravioleta visivel (UV-Vis -
Quimis®; Sao Paulo, Brasil) a 530, pois representa a absor¢cdo maxima de pigmentos
vermelhos. O micélio foi incubado em estufa para secagem e obtencéo do peso seco.
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2.5 Estabilidade dos pigmentos

Os testes de estabilidade seguiram a metodologia descrita por Velmurugan et al
(2010b) e Perumal et al (2009). Apds a producgao e extracdo dos pigmentos (500 mL
da cultura fermentada otimizada), a solucéo extraida foi rotaevaporada e ao extrato
resultante, foram adicionados 150 mL de agua destilada. Nos tubos de ensaio foram
adicionados 3 mL do extrato de pigmento e cada tubo foi submetido a condicbes
diferentes. Os tubos foram submetidos a analise no espectrofotémetro UV-Vis antes
e apoOs a exposicao as seguintes condicdes: temperatura de 40, 50, 60, 70, 80, 90 e
100 °C por 10 min, mudanca de pH para 2, 4, 6, 8, 10 e 12, incubacgéo a 60 °C por 12
h, exposicao a luz solar por 2 h, exposi¢ao a solucéo salina de cloreto de sédio (NaCl;
Synth; Sao Paulo, Brasil) nas concentra¢des de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9
e 1% e solugéo acida de acido citrico (C,;H,O,; Synth; Sao Paulo, Brasil) sob faixa de
concentracéo de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 e 1%.

O percentual de estabilidade (S%) foi calculado usando a seguinte equacao:
S (%) = [(A0-A1) x 100] / 3 onde AOQ representa a absorbéncia do extrato antes dos
tratamentos e A1 representa a absorbancia do extrato ap6s os tratamentos.

2.6 Atividade antibacteriana do extrato de pigmento

Neste estudo, foram utilizadas cepas de referéncia de Enterococcus faecalis 51299
e Staphylococcus aureus 29213 da American Type Culture Collection (ATCC - Rockville,
MD, EUA). Para o teste de suscetibilidade, utilizou-se o método de microdiluicdo em
caldo, de acordo com os padrdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
M7-A6 para bactérias, com algumas modificagdes para produtos naturais.

Para determinar a concentragao inibitéria minima (CIM), o extrato foi diluido nas
concentracbes de 15;7,5; 3,75; 1,8; 0,9; 0,4; 0,2; 0,1; 0,05 e 0,02 mg/mL em placas de
96 pocos e em seguida foi adicionado o in6culo de cada bactéria preparado em caldo
Mueller-Hinton (MHB; Difco™, EUA) correspondente a 0,5 da escala de McFarland. As
placasforamincubadas a35 °C durante 24 h. Para determinaraconcentragéo bactericida
minima (CBM), apds o periodo de incubacao, os pogcos foram homogeneizados e 10
pL de cada pogo foram transferidos para placas de agar Muller-Hinton (MHA; Difco™,
EUA) e incubados novamente por 24 h. CIM foi considerada a menor concentragcdo em
que nao houve crescimento evidente de bactérias, tendo como referéncia os controles
positivos.

2.7 Ensaio de Citotoxicidade

Este ensaio foi utilizado para avaliar se o extrato obtido possui propriedades
nocivas as células. Utilizaram-se linhas celulares HelLa e SiHa, oriundas de carcinoma
cervical humano, mantidas no Laborat6rio Multiusuario de Cultura Celular e Tecidos
da Universidade Estadual de Maringa. As células foram mantidas em meio RPMI 1640
(contendo L-Glutamina, tamponada com 2 g/L de bicarbonato de sodio - Gibco, NY,
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EUA), suplementadas com 10% de soro fetal bovino (FBS; Life Technologies; Itapevi,
Brasil), 0,5 % de anfotericina B (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e 0,5% de penicilina /
estreptomicina (Gibco; NY, EUA). Para realizar o ensaio, um in6culo de 2x10° células/
mL foi preparado em meio RPMI 1640 e 200 pL distribuidos em placas de 96 pocos.
A placa foi incubada a 5% de CO, durante 24 horas. Posteriormente, os pogos foram
lavados duas vezes com solucéo tampao de fosfato de sodio 0,1% (PBS, pH 7,4) e
adicionado o extrato diluido em RPMI 1640 nas concentracdes de 30; 15; 7,5; 3,75;
1,8;0,9; 0,4;0,2; 0,1 e 0,05 mg/mL.

Para avaliar a viabilidade celular foi utilizado o ensaio Cell Titer 96 (Promega,
Madison, WI, EUA), que consiste na reducao de MTS (3- [4,5- dimetiltiazol-2-il]
-5-[3-carboximetoxifenil).] -2- [4-sulfofenil] -2H-tetrazolio). O MTS foi diluido 1:10 em
DMEM isento de fenol (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), do qual foram adicionados
100 pL a cada pocgo. A placa foi incubada novamente na auséncia de luz por trés
horas. Apés, foi realizada a leitura da placa em leitor de microplacas ASYS (Biochrom,
Holliston, MA, EUA) a 490 nm. Pocos contendo apenas meio de cultura e meio de cultura
com células, foram utilizados como controle negativo e positivo, respectivamente. A
percentagem de viabilidade celular (CV%) foi calculada pela seguinte equacao: CV
CV% =[(A-B) x 100) / C+, onde (A), corresponde a amostra, e (B), o controle negativo.

2.8 Teste de mutagenicidade

O potencial mutagénico do extrato foi avaliado pelo método de microssuspensao,
com adaptacdes, proposto por Kado et al (1983). Os ensaios foram realizados com
cepas de Salmonella TA100 (hisG46 / rfa / AuvrB / pKM101 / ApR) na presenca e
auséncia de ativacdao metabdlica, a partir da fracao S9 (Molotoxic Molecular Toxicology
Inc., EUA).

Foi preparado um in6culo de 1-2 x 10° bactérias/mL em PBS 0,2 mM (pH 7,4). No
ensaio de ativagdo ndo metabdlica, foi adicionado 5 uL de diferentes concentragcbes de
extrato etandlico (22,5;7,5; 0,8 € 0,2 mg / mL), 50 pL da suspenséao bacteriana e 50 pL
de PBS 0,2 mM em cada tubo de ensaio. Para o ensaio de ativagcao metabdlica, foram
adicionados 50 pL da fracdo S9, substituindo o PBS. Subsequentemente, os tubos
foram pré-incubados durante 90 minutos a 37 °C. Apds a pré-incubacao, 2 mL de top
agar foram adicionados a solugcé@o e os tubos foram homogeneizados e vertidos em
placas com agar minimo glicado (MGA). O numero de coldnias revertentes por placa,
his+, foi mensurado em numero absoluto apds 66 horas a 37 °C.

O controle positivo utilizado nos testes sem ativacao metabdlica foi a azida sédica
2,5 pg/placa (Sigma-Aldrich, EUA). Nos ensaios de ativacdo metabdlica foi utilizado
0 composto 2-aminoantraceno 0,625 pg/placa (2-AA; Sigma-Aldrich, EUA). Controles
negativos foram realizados com o solvente da amostra, Etanol (5 mL/placa). O indice
de mutagenicidade (IM) também foi calculado de acordo com a seguinte férmula, em
que (N) corresponde ao Numero de revertentes e (C-) Controle negativo: IM = N/C-
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacao do meio de cultura, pH e temperatura

Aexpressaodepigmentos pelofungo éinfluenciadadiretamente por suascondi¢des
de desenvolvimento, fatores externos como temperatura, pH e disponibilidade de
nutrientes, podem favorecer ou inibir a sua producao (AKILANDESWARI E PRADEEP
2016). Os processos de fermentacgao realizados neste estudo ocorreram sob a auséncia
deluz, considerando que aluztambém é umfator que pode influenciar significativamente
o crescimento e expresséo de pigmentos intracelulares e extracelulares. Resultados
satisfatorios com diferentes espécies de fungos incubados na escuridao total ja foram
relatados, enquanto a exposicao a diferentes comprimentos de onda da luz prejudicou
ou inibiu a producao de pigmentos (VELMURUGAN et al 2010Db).

O crescimento do fungo foi avaliado em dois meios de cultura: submerso (sais-
glicose) e PDA semissolido. Decorrido o periodo de incubagdo houve confirmacgéo
visual de pigmentos vermelhos no meio PDA semissolido. Enquanto, no meio submerso
nao houve produgao de pigmentos. Resultados divergentes dos encontrados para
F. oxysporum, no qual o meio artificial de sais-glicose foi eficiente para obtencao
de pigmento (NAGIA & EL-MOHAMEDY, 2007). Em culturas submersas, fungos
filamentosos podem apresentar caracteristicas morfoldgicas distintas (BEVORIC et
al., 1991; GMOSER et al., 2017) que podem influenciar na secrecéo de metabdlitos e
consequentemente na expressdo de pigmentos no meio, uma vez que pode interferir
na absorcéo de oxigénio e nutrientes (TORRES et al., 2016; CHOUDHARI et al., 2007;
LV et al., 2017). Em nosso estudo, F. graminearum exibiu caracteristicas morfolégicas
distintas nos dois meios, sendo que o meio PDA semissélido proporcionou maior
esporulacdao o que esta de acordo com a literatura (VINIEGRA-GONZALEZ, 1997;
ANWER, 2017). Esse tipo de crescimento esta associado com maior expressao de
metabolitos secundarios, confirmando ser a melhor das duas formulagdes (Machado
et al., 2013).

Afermentacéo de F. graminearum foi avaliada no meio PDA semissolido incubado
a 20 e 27°C (Figura 1A). A maior producéo de pigmentos vermelhos foi observado a
27°C, sendo a temperatura escolhida como ideal para o processo de producéo de
pigmentos e avaliado em pH 2, 3, 4, 5, 6, e 7 (Figura 1B). A produg¢ao de pigmentos
foi estimulada com o0 aumento do pH, desta forma, a menor absorbéancia foi observada
em pH 2 e maior em pH 7, apesar disso, visualmente no pH 6 apresentou pigmentos
vermelhos mais escuros, provavelmente porque a partir de preparacbes com pH 7 e
acima, foi observada maior turbidez n&o relacionada a pigmento, sendo descartada
deste estudo. A producéo de biomassa, em alguns casos, foi igualmente estimulada
conforme o0 aumento de pH.
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Figura 1. Producao de pigmentos por Fusarium graminearum em meio semissoélido de batatas
sob diferentes faixas de: A. Temperatura (20 e 27 °C), B. pH (2, 3, 4, 5, 6 e 7). * representa
valores de biomassa e pigmento estatisticamente diferentes comparado com todas as demais
faixas de temperatura ou pH testados de acordo com o Teste de Tukey (p <0,05).

Nossos resultados corroboram aos obtidos para producdo de pigmentos
vermelhos por Isaria farinosa, avaliada a 20, 27 e 35°C e pH 4, 5,6, 7,8 e 9, e
conseguiu maior rendimento de pigmentos a 27°C, em pH 5-6 e ainda, producéao de
biomassa mais elevada nesses parametros (VELMURUGAN et al., 2010b). Apesar
disso, a padronizagdo de variaveis como temperatura e pH, em relacéo ao tipo de
meio de cultura utilizado e a espécie de fungo em estudo, € de extrema importancia,
uma vez que os fatores ideais para producdo de pigmentos para cada espécie de
fungo podera ser diferente nessas condi¢des, assim como Penicillium purpurogenum
GH2, também investigado pela producao de pigmentos vermelhos, em meio submerso
foi observado maior producdo em pH 5, a 24°C (MENDEZ et al., 2011). Ao contrario do
observado em cultura sélida, no qual apresentou condi¢des 6timas de cultura a pH 10
e 24 °C (ESPINOZA-HERNANDEZ et al., 2013).

Méndez e colaboradores (2011) ressaltaram a importancia do controle de pH e
temperatura durante os processos industriais, ja que estes sao fatores capazes de
influenciar significativamente a biossintese de metabdlitos primarios e secundarios,
o crescimento celular e formagcao do micélio. Assim, em nosso estudo, as melhores
condicOes para expressao de pigmentos por F. graminearum foram padronizadas em:
incubacéo em meio PDA semissolido, em pH 6 a 27°C.

3.2 Teste de Estabilidade do extrato de pigmentos

Nas ultimas décadas observa-se uma busca a alternativas aos corantes
sintéticos, como os ecolbgicos, para serem incluidos na produgcédo de produtos que
podem afetar diretamente a saude da populagdo, como a coloragdo de alimentos
e tingimento de roupas, principalmente infantis (SIVAKUMAR et al., 2009). No
entanto, uma das desvantagens na aplicagdo de corantes naturais é que estes séao
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susceptiveis a degradacéo durante os processos de fabricacdo, e armazenamento
do produto produzido, interferindo assim, na cor final desejada do produto (SANTOS;
FAVARO-TRINDADE; GROSSO, 2005). Deste modo, é de fundamental importancia a
determinacao da estabilidade de um corante natural.

Os resultados obtidos pela exposicao de aliquotas do extrato submetido a
condicoes extremas podem ser observadas na Tabela 1. A cor inicial do pigmento era
vermelha escura e um tom diferente de cor resultou apos exposicéo do extrato a luz
solar e ao vapor quente, onde adquiriu uma cor amarronzada. Nos demais parametros
testados como a temperatura, pH, solucéo acida (C.H.O.) e basica (NaCl), o extrato

6 87
se manteve mais estavel.

Parametros Propriedades

Solubilidade Soluvel em agua com adig¢éao de solventes organicos
Absorcao (nm) 500

Coloracao Vermelho escuro

Parametros Estavel em Estabilidade (%)
pH 2-14 98,8% + 0,55
Temperatura 40 - 90°C 97,6% + 2,45
Vapor quente - 94,2% + 0,04
Luz solar - 66,3% + 2,24
Cloreto de sodio 0,1-1% 97,7% + 1,61
Acido citrico 0,1-1% 96,4% = 1,05

Tabela 1. Propriedades do pigmento obtido de Fusarium graminearum e sua estabilidade a
diferentes tratamentos.

Conforme os dados encontrados, o pigmento produzido por F. graminearum pode
ser considerado estavel, diferentemente do pigmento vermelho de Isaria farinosa que
sofreu desnaturacdo em vérias faixas de pH e temperatura, apesar de estabilidade ao
vapor e a luz solar (VELMURUGAN et al., 2010b). Ainda, ha pigmentos produzidos
por fungos que se mantém estaveis em faixas restritas e especificas de pH, como o
pigmento produzido por Thermomyces, estavel apenas em pH 5 - 8 (POORNIAMMAL
& GUNASEKARAN, 2015) e Penicillium aculeatum, estavel a pH neutro (MAPARI et
al., 2009). Por outro lado, pigmentos produzidos por Monascus, um dos fungos mais
estudados para a producéo de pigmentos alimenticios, se mostrou estavel numa ampla
faixa de pH de 2-10 e estabilidade ao calor de autoclavagem (MAPARI, THRANE &
MEYER, 2010).

Os pigmentos fungicos tém sido relatados como sendo mais estaveis do que outros
pigmentos naturais extraidos de fontes vegetais (AGUILAR et al., 2018). No entanto,
ainda existem poucas cepas de fungos filamentosos no mercado como Monascus, e
que precisam buscar solu¢des para a melhoria da capacidade tintorial para estarem
aptos a competir com as demais fontes de pigmentos (GMOSER et al., 2017). Assim,
os resultados obtidos neste estudo se demonstram satisfatérios, uma vez que o extrato
produzido por F. graminearum apresentou grande estabilidade, uma caracteristica
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almejavel, quando exposto a condi¢des com diferentes faixas de temperatura, pH,
solugéo acida e basica, sem perda significativa de suas caracteristicas.

3.3 Atividade antimicrobiana do pigmento

Novas abordagens para o controle da contaminacdo microbiana tém sido
exploradas devido a riscos de transmissdo de doencas por alimentos contaminados
(HERNANDEZ-ORTEGA et al., 2012). Os pigmentos de origem microbiana, além
de fornecer uma fonte alternativa aos corantes sintéticos, apresentam vantagens
sobre eles, uma vez que podem apresentar propriedades biolégicas de interesse que
podem aumentar seu valor agregado como, atividade anticancerigena, antioxidante
e antimicrobiana (RAO et al., 2017). Desta forma, em nosso estudo foi realizado o
ensaio de susceptibilidade in vitro no intuito de determinar se 0s pigmentos em questao,
possuem potencial antibacteriano. A CIM foi considerada a menor concentracéo a qual
nao houve nenhum crescimento evidente de microrganismos, sendo observado uma
CIM e CBM de 3,75 mg/mL e 7,5 mg/mL de extrato para E. faecalis 51299 e S. aureus
29213, respectivamente.

A partir dos resultados obtidos € possivel considerar que o extrato de pigmentos
possui atividade antibacteriana satisfatoria, uma vez que para Rhodotorula glutinis, foi
necessario uma concentracao mais elevada do extrato de pigmentos para alcancar a
mesma eficiéncia sobre E. faecalise S. aureus, ambos com CIM a 16 mg/mL (ROSTAMI
et al., 2016). Por outro lado, o extrato acetato de etila de fungos endofiticos isolados
de Piper crocatum, demonstrou atividade antibacteriana contra cepas de B. subtilis, E.
colie S. aureus a 31,25; 125 e 250 ug/mL do extrato (ASTUTI et al., 2014).

O extrato de fungos e sua atividade como agente antimicrobiano ja foi explorado
por alguns autores (AVANISH et al., 2015; PHARAMAT et al., 2013). Assim, em nosso
estudo, ficou comprovado que o extrato de F. graminearum possui potencial atividade
microbicida, para ambos os isolados avaliados, mas em concentragdes diferentes.

3.4 Ensaio de Citotoxicidade e mutagenicidade

Diversos casos de reagbes alérgicas associadas aos corantes sintéticos vém
sendo relatados. Corantes como amaranto, tartrazina e eritrocina, demonstraram
em estudos in vitro, a capacidade de se ligar diretamente ao DNA, além disso ja é
bem conhecido o potencialmente carcinogénico, teratogénico e mutagénico de
outros corantes (BABHITA, SOCCOL & PANDEY, 2007). Um numero crescente de
pigmentos fungicos tém sido relatados na literatura, apesar disso, esses pigmentos
devem cumprir com alguns critérios como toxicidade (MALIK, TOKKAS & GOYAL,
2012). Portanto, a avaliacdo desses pigmentos quanto aos seus possiveis efeitos é
de extrema importancia, e explorado neste estudo, através de métodos para avaliar
a citotoxicidade e mutagenicidade, determinando se o exirato em estudo pode ser
considerado uma alternativa confiavel.
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Os resultados do ensaio de viabilidade celular foram obtidos através do método
colorimétrico utilizando o MTS. Ambas as células responderam de modo semelhante

ao extrato, apresentando IC, , na concentragéo de 3,7 mg/mL do extrato etandlico.

0%

Pode-se considerar que o extrato apresentou baixa toxicidade para linhagens
celulares uma vez que precisou de concentracao equivalente, necessaria para matar
todas as bactérias e atingir 50% de células HelLa e SiHa. Além disso, outros estudos

tém observado doses baixissimas para IC_,, como Wu, et al (2014), que demonstrou

50’
o efeito inibitério do extrato de Fomitopsis pinicola em células cancerosas de figado,
pulm&o, colorretale mama, com IC,  =7,4 ug/mL. Em nosso estudo foi possivel observar
que o extrato inibe o crescimento da linhagem celular de forma dependente da dose,
assim como observado para o extrato de fungos endofiticos contra linhagens celulares
T47D e WiDr com IC_,, de 37,43 pg/mL e 120,38 pg/mL, respectivamente (ASTUTI
et al., 2014). Liu et al (2009) observaram que o extrato etandlico de dois fungos, G.
lucidum e G. sinense apresentavam efeito de proliferacao antitumoral através da via
de apoptose e do efeito de parada do ciclo celular em linhagens de células tumorais.

Aavaliacdodaatividade mutagénicafoirealizadaseguindo ametodologiade AMES,
o teste consiste em avaliar a mutacao reversa de Salmonella sorovar Typhimurium para
detectar mutagdes induzidas por agentes fisicos e quimicos genotdxicos. A amostra
€ considerada com potencial mutagénico quando o indice de mutagenicidade (IM) for
igual ou maior que dois em pelo menos uma das concentracOes testadas e quando
houver uma relacéo de dose-resposta entre as concentracdes testadas e o numero de
revertentes induzidos (MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

Ap6s a contagem das colénias revertentes por placa foi observado que
0 composto ndo apresentou potencial mutagénico para alinhagem TA100 de Salmonella
typhimurium na presenca e auséncia de ativacao metabdlica, uma vez que o indice
de mutagenicidade foi inferior a 2 e os resultados ndo sugeriram uma relacéo de dose
resposta.

Tratamento TA100
(vg/placa) S9- S9+

0,0° 197,8 +13 207,219
275 172 + 27 (0,86) 219,33 + 11 (1,05)
850 159,67 + 11 (0,80) 215 + 25 (1,03)
2500 146 + 19 (0,73) 212 +£19 (1,02)
7500 151,33 + 4 (0,76) 187 + 26 (0,90)

22500 153,33 + 17 (0,77) 150 + 13 (0,72)
C+ 865 =10 888 =12

Tabela 2. Atividade mutagénica expressa pela média de revertentes/placa, desvio padrao
e indice de mutagenicidade (MI) do extrato de F. graminearum em cepas TA100 de S.
Typhimurium na presenca (+ S9) e auséncia (S9) de ativacdo metabdlica.

aControle negativo: DMSO; Controle Positivo (C +): Pazida sédica (2,5 ug/plate); °2-
aminoantraceno (1,5 pg/plate).
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Nossos resultados estdo de acordo com o observado por outros autores, como
Lopes (2015), que avaliaram a genotoxicidade e mutagenicidade de extratos brutos
produzidos pelos fungos P. stromaticum e Neofusicoccum sp., e observaram que estes
nao ocasionaram danos genotdxicos, e ndo induziram mutagenicidade para células.

Outros estudos ja relataram a capacidade de compostos antimicrobianos
serem toéxicos para canceres humanos (CUI, GUO & XIAO, 2011; SANTIAGO et al.,
2012; ROSTAMI et al., 2016). Apesar disso, muitos pigmentos microbianos ainda
séo proibidos em muitos paises. O melhor exemplo é o pigmento Monascus que
tem sido usado na Asia durante séculos como corante alimentar, mas proibido na
Europa e nos Estados Unidos devido a presenca de micotoxinas (DUFOSSE et al.,
2005). Nesse contexto, o fato do extrato em estudo apresentar baixa toxicidade, e nao
possuir potencial mutagénico, € animador uma vez que testes toxicolégicos apontam
a confiabilidade dos pigmentos organicos extraidos, como uma fonte alternativa mais
viavel em substituicdo aos corantes sintéticos, ja que uma das maiores preocupacdes
em relacdo aos corantes sintéticos estd ligada a toxicidade de alguns de seus
compostos (NAGIA & EL-MOHAMEDY, 2007).

41 CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados € possivel concluir que a forma mais
adequada para maxima obtencdo de pigmentos por F. graminearum consiste na
fermentacdo utilizando meio PDA semissoélido, com pH 6, incubado a 27°C sob
condi¢cbes estacionarias e auséncia de luz. O extrato obtido apresentou estabilidade
aos parametros de producdo avaliados: temperatura, pH, vapor e condicbes de
tingimento. Nao apresentou atividade mutagénica ou citotOxica significativas e
demonstrou atividade antimicrobiana. Assim esses resultados s&o animadores uma
vez que atestam a confiabilidade do extrato para uso industrial.
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RESUMO: Os herbicidas a base de glifosato
séo formulagdes comerciais usadas no controle
de ervas daninhas. No inicio, a utilizacdo do
glifosato era discreta. Em 1994 foram usados
43 milhdes de quilos deste composto. Com
a liberacdo mundial do uso de cultivares
geneticamente alterados para tolerar estes
herbicidas, seu uso cresceu exponencialmente
até alcancar o patamar de pesticida mais
usado no mundo. Em 2014, 826 milhoes
de quilos foram usados globalmente. Como
resultado deste intenso uso, processos de
contaminagdo ambiental s&o frequentes. O
glifosato ja foi encontrado em corpos d’agua
de diversos paises, principalmente naqueles
com forte tradicdo agraria. Além disso, este
herbicida também foi encontrado em solos e
até mesmo na agua de chuva. Geralmente
as concentragdes destas contaminagdes se
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aproximam dos valores maximos estipulados
pela legislacdo Brasileira e em alguns casos,
até a ultrapassa. Frente a isto, potenciais danos
a organismos nao alvo, como animais incluindo
0 ser humano, geram crescente preocupacao.
Esta toxicidade ja foi bem estudada em uma
serie de animais, como peixes, anfibios, répteis,
aves, mamiferos e até mesmo microrganismos.
Um destes efeitos esta relacionado ao
aumento de estresse oxidativo promovido pela
inibicdo do sistema antioxidante celular. Como
resultado, processos de dano oxidativo podem
ocorrer. Além disto, o glifosato pode inibir a
acetilcolinesterase e provocar uma série de
prejuizos neuronais e musculares, incluindo
morte em processos de contaminagao intensos.
Ainda, estes compostos podem desregular
o sistema endécrino e causar alteracbes
reprodutivas e embriolégicas. Em termos mais
especificos de saude humana, os herbicidas
a base de glifosato vém sendo cada vez mais
implicados com o aumento no surgimento
de cancer. Inclusive, em 2015 a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) caracterizou este
herbicida como “provavelmente carcinogénico
para seres humanos”. Por fim, os herbicidas
glifosato podem prejudicar
organismos chave e provocar alteracbes ao

a base de

nivel ecossistémico, como por exemplo alterar
0s padrdes de cobertura vegetal em regides
de campo, gerar processos de eutrofizacéo e
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promover o crescimento de microrganismos patogénicos para vegetais e animais,
incluindo os seres humanos. Sendo assim, fica evidente que o grande aumento no
uso de herbicidas a base de glifosato veio acompanhado de profundos prejuizos ao
meio ambiente e saude humana.

ABSTRACT: Glyphosate-based herbicides are commercial formulations used
in agricultural and non-agricultural weed control. At the beginning, the use of
these herbicides was discrete and about 43 million kg were globally used in 1994.
Notwithstanding, the liberation of genetically engineered crops that were glyphosate-
tolerant was a game-change and the use of these herbicides grown exponentially.
Now, glyphosate formulations are the most worldwide used pesticides. In 2014, about
826 million kg were used globally. As a result of such intense use, environmental
contamination became common. Glyphosate has already been found in water bodies
of many countries, mainly in traditionally-agricultural ones. Moreover, these herbicides
were shown to be present in soil and even in rain-water. Commonly, such contaminations
are given in concentrations that are close to the maximum threshold stipulated in
Brazilian legislation, and in many cases, surpasses it. As consequence, impacts to
non-target species, such as animals including humans, had become focus of growing
concern. Toxicity to non-target species has already been demonstrated in fish, amphibia,
reptile, bird, mammal and even microorganisms. One of these toxic effects are related
to augmented oxidative stress caused by inhibition of cellular antioxidant capacity. As
a result, oxidative damage may be present. Beyond that, glyphosate-based herbicides
may inhibit acetylcholinesterase activity and negatively affect neuronal and muscular
functioning and lead to death in more intense contaminations. Moreover, these herbicides
may act as endocrine disruptors and impact reproduction and embryonic development.
Additionally, glyphosate formulations have been implicated with the growing number
of cancer cases leading the World Health Organization (WHO) to characterized these
herbicides as “probably carcinogenic to humans”, in 2015. Finally, glyphosate-based
herbicides may harm key-organisms and induce ecosystem changes. For example,
glyphosate formulations may alter the pattern of vegetative cover in fields, may
induce eutrophication and promote growth of pathogenic microorganisms that harms
vegetables and animals, including humans. Therefore, it is evident that the growing use
of glyphosate-based herbicides is followed by profound impacts in the environment and
human health.

11 HISTORICO E USO DOS HERBICIDAS A BASE DE GLIFOSATO

A primeira sintese do glifosato ocorreu em 1950, dentro dos laboratérios de uma
empresa farmacéutica que nao enxergou aplicacées econémicas para a nova molécula.
Como consequéncia, a empresa optou por abandonar as pesquisas relacionadas ao
glifosato e vendeu sua formula (Dill et al, 2010). Desde entéo, o glifosato percorreu
um longo caminho até se tornar o pesticida mais usado no mundo. O segundo passo
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determinante nesta caminha sé foi dado ap6s 20 anos de pesquisa, quando em 1970
se descobriu a acdo inibitéria do glifosato sobre a 5-enolpiruvilshikimate-3-fosfato
sintase, uma enzima essencial para a rota do shikimato, e sua consequente acao
herbicida (Duke e Powles, 2008). J& em 1974 o glifosato comecou a ser distribuido
comercialmente pela Monsanto, na formulacdo Roundup com o intuito de matar ervas
daninhas que cresciam junto as lavouras (Duke e Powles, 2008). Até esse momento,
o herbicida s6 poderia ser usado para limpar o campo no periodo que antecedia o
plantio, ou entdo no periodo posterior a colheita, ja que a acao herbicida da formulacéo
era nao seletiva (atuava tanto nas ervas-daninhas quanto no cultivar alvo).

Desde o inicio de sua comercializagao, na década de 70, até o inicio da década
de 90, o uso de glifosato foi modesto e cresceu pouco. Em 1994 o uso mundial do
herbicida foi de aproximadamente 43 milhdes de quilos. Apesar disso, com a liberacéo
global do uso de cultivares transgénicos resistentes ao glifosato, em 1996, o uso
do herbicida cresceu vertiginosamente (Benbrook, 2016). A partir desse momento,
os produtores poderiam usar o glifosato em suas lavouras em qualquer periodo do
processo de cultivo, bastava usar as sementes geneticamente modificadas vendidas
pela Monsanto. O uso combinado do glifosato com cultivares resistentes foi um divisor
de aguas que proporcionou um aumento sem precedentes no uso desse herbicida.
Em 2014, o uso global do glifosato ja alcancava os 826 milhdes de quilos (Benbrook,
2016).

Os trés paises que mais produziram soja transgénica resistente ao glifosato em
2014 foram os Estados Unidos (315,4 milhdes de toneladas), o Brasil (94,5 milhdes de
toneladas) e a Argentina (56 milhdes de toneladas) (Benbrook, 2016). Especificamente
no Brasil, esse valor corresponde a 94% de toda a soja produzida no pais (Pignati et
al, 2017). Considerando que a soja corresponde a 42% de toda a area plantada do
Brasil (Pignati et al, 2017), fica evidente o peso que o cultivar transgénico resistente ao
glifosato, e por consequéncia o prdprio herbicida, tem no pais.

2| DESTINO AMBIENTAL

A contaminacéo ambiental por glifosato se da pelo processo de lixiviagdo das
lavouras, causado principalmente pela agua das chuvas, ja que este herbicida é
extremante hidrossoluvel (10.000 — 15.700 mg/L, a 25°C) (Annet et al 2014). Desta
forma, € esperado que o ambiente aquatico que se encontra no entorno de lavouras
seja o mais impactado (Annet et al 2014). De fato, varios trabalhos evidenciam
a contaminacdo deste ambiente. Por exemplo, a concentragdo de 1,48 mg/L ja foi
encontrada em um corrego de Arapoti (Parana, Brasil) (Tzaskos et al 2012). Ainda,
este herbicida foi encontrado em aguas Argentinas nas concentracdes de 0.1 - 0.7
mg/L (Peruzzo et al 2008), 0.03 - 1.50 mg/L (Aparicio et al 2013) e 0.6 mg/L (Ronco
et al 2016). E interessante observar que varios desses valores entdo bem acima da
concentracdo maxima permitida pela legislagcdo brasileira em aguas de tipo | (65
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Mg/L; resolucdo CONAMA 357) e ficam dentro das projecbes de “pior cenario de
contaminagao” (1.7 - 5.2 mg/L) indicados em Annet et al (2014). Apesar disto, as
concentragbes determinadas do glifosato em corpos d’dgua de outros paises como
Estados Unidos, Canada e Franca geralmente sdo menores, variando de 0.02 até 430
Mg/L (Annet et al 2014).

O glifosato também ja foi encontrado em outros ambientes além do aquatico,
como no solo (Peruzzo et al 2008) e surpreendentemente na agua de chuva (Chang et
al 2011; Alonso et al 2018). O aparecimento de glifosato na agua atmosférica aumenta
bastante o raio de contaminacéao por este herbicida, considerando que essas massas
de vapor d’agua possuem uma grande capacidade de dispersdo. Sendo assim, a
contaminagcao gerada por regides agricolas que fazem o uso dos herbicidas pode
chegar a regides urbanas distantes, ou até mesmo em areas de cultivo agroecologicas
que néo fazem uso de agrotoxicos.

3 1 TOXICIDADE PARA ORGANISMOS NAO ALVO

As empresas que produzem herbicidas a base de glifosato conseguiram sustentar
por alguns anos a ideia de que estes compostos ndo possuiam toxicidade para
organismos nao vegetais. Essa ideia era baseada na tese de que apenas vegetais
possuem a 5-enolpiruvilshikimate-3-fosfato sintase. Esse argumento ja ndo pode mais
ser considerado, pois hoje efeitos toxicos destes herbicidas em espécies néao vegetais
ja foram amplamente demonstrados. Evidentemente, tais mecanismos de toxicidade
ndo envolvem a 5-enolpiruvilshikimate-3-fosfato sintase.

As formulagbes comerciais de herbicidas a base de glifosato sdo varias e
diversas (Benbrook, 2016). Isso adiciona complexidade ao processo de avaliacéo de
seus possiveis efeitos téxicos, considerando que cada formulacao possui diferentes
proporcdes de mistura do principio ativo com adjuvantes, os quais também possuem
toxicidade por si s6 (Annet et al 2014). Inclusive, os préprios adjuvantes usados
podem variar. Esses compostos sdo adicionados as formulagdes comerciais afim de
potencializar o efeito herbicida do glifosato, aumentando sua capacidade de penetrar
no tecido dos organismos. As polioxietilenamidas (POEA) estdo entre os adjuvantes
mais utilizados (Annet et al 2014).

De forma geral, os efeitos toxicos dos herbicidas a base de glifosato podem sem
divididos em estresse oxidativo (Menezes et al, 2011), inibicdo da acetilcolinesterase
(Sanchez et al, 2017) e desregulacdo endocrina (Soso e al, 2007). Apesar disso, outros
efeitos sdo conhecidos, mas néo tdo bem estudados. Por exemplo, alguns trabalhos
demonstraram a¢des sobre o desenvolvimento embrionario (Paganelli et al, 2010;
Zebral et al, 2017). Além disso, efeitos carcinogénicos destas formulacées também ja
foram demostrados (Thongprakaisang et al, 2013; International Agency for Research
on Cancer, 2015; Fortes et al, 2015). E interessante observar que esses efeitos sdo em
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maior ou menor grau, compartilhados por diversas espécies animais. Nesse sentido,
existe uma confluéncia entre danos provocados ao meio ambiente e a saude publica.
Esta ideia sera melhor explorada nos tépicos abaixo.

3.1 Estresse oxidativo

O processo de estresse oxidativo se caracteriza pela incapacidade do sistema
antioxidante celular em neutralizar compostos oxidantes, como as espécies reativas
de oxigénio e radicalares. Como resultado deste processo, prejuizos celulares sao
esperados, como danos no material genético, em proteinas e na membrana plasmatica.
Eventualmente, esses danos podem levar a alteragdes nas organelas e morte celular
(Amado et al, 2009).

Os herbicidas a base de glifosato podem provocar aumento de estresse oxidativo
pela inibicdo do sistema oxidante. Estas formulagbes podem diminuir a atividade
das enzimas superdxido dismutase (Menezes et al, 2011), glutationa-s-transferase
(Lushchak et al, 2009) e catalase (Menezes et al, 2011). Ainda, a exposicao a estes
herbicidas pode prejudicar o sistema antioxidante ndo enzimatico pela diminuicdo na
quantidade de glutationa (Modesto and Martinez, 2010).

Associado a este processo de reducdo do sistema antioxidante enzimatico e
nao enzimatico, € possivel observar também aumento de dano oxidativo, geralmente
caracterizado por aumento no grau de peroxidacao de lipideos (danos na membrana
plasmatica) (Glusczak et al, 2011; Menezes et al, 2011), no grau de carbonilacéo
de proteinas (dano nestas estruturas) (Glusczak et al, 2011; Menezes et al, 2011)
e genotoxicidade (danos no material genético) (Poletta et al, 2011). Ainda, este
ultimo grupo de danos pode também desencadear um processo mutagénico. Por
fim, € interessante observar que esses efeitos foram demonstrados em uma grande
diversidade de espécies, como poliquetos, peixes, anfibios, répteis e ratos, em
concentracdes que variam de 0,05 mg/L até 20 mg/L.

3.2 inibicao da acetilcolinesterase

A acetilcolinesterase € responsavel pela quebra do neurotransmissor acetilcolina
nas sinapses e juncdes neuromusculares. A diminuicao de sua atividade leva ao
acumulo de acetilcolina na fenda sinaptica e consequentemente, hiperestimulagdo da
membrana poés-sinaptica. Este processo leva ao mal funcionamento neuronal e/ou
muscular e até mesmo a morte (Fulton e Key, 2001). Um grande numero de trabalhos
mostra que os herbicidas a base de glifosato podem inibir a atividade desta enzima,
tanto no cérebro quanto no musculo, em exposi¢cao aguda e cronica (Cattaneo et al,
2011; Lajmanovich et al, 2011; Menendez-Helman et al, 2012; Modesto e Martinez,
2010; Salbego et al, 2010; Sanchez et al, 2017). Além disto, estes efeitos ja foram
descritos em varias espécies. E interessante observar que geralmente as mortes
associadas a exposicao aguda a organofosforados, como o glifosato, estao relacionadas
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a inibicao da acetilcolinesterase (Colovic et al, 2013). Vale ressaltar que este perfil de
contaminacao esta relacionado a ingestdo acidental de uma grande quantidade do
produto e, em geral, acomete principalmente os proprios produtores e seus familiares
(Colovic et al, 2013).

3.3 Desregulacao endécrina

Um agente é caracterizado como desregulador endocrino quando altera a
producéo, transporte, degradacéo ou acao de algum horménio, provocando prejuizos
no sistema de regulacao enddcrina (Ankley et al, 2009). Um grupo de horménios que
os herbicidas a base de glifosato podem afetar sdo os esteroides. Ja se sabe que estas
formulacbes podem alterar a producéo destes horménios pela diminuicdo na expressao
da proteina reguladora aguda da esteroidogénese (StAR) (Walsh at al, 2000). Desta
forma, toda a producéo de horménios esteroides pode ser comprometida. Ainda, se sabe
que estes herbicidas podem diminuir a atividade da aromatase, enzima que converte
a testosterona em estradiol (Richard et al, 2005). Em conformidade a este dado, Soso
et al (2007) mostram que o peixe jundia (Rhamdia quelen) exposto cronicamente a
uma formulagédo comercial de glifosato apresentou niveis plasmaticos de estradiol
diminuidos. Além disto, estes herbicidas podem apresentar atividade estrogénica pela
interacdo agonista com receptores androgénicos (Thongprakaisang et al, 2013). Em
conjunto, estes resultados demonstram que o glifosato e suas formulacées possuem
potencial para comprometer a reproducao de vertebrados. De fato, varios trabalhos
mostram que estes herbicidas realmente podem comprometer este processo, tanto
pela reducdo na qualidade espermatica (Lopes et al, 2014; Sanchez et al, 2017),
diminuicéo na producéo de embrides (Uren Webster et al, 2014, Zebral et al, 2018) e
diminuicdo na qualidade da prole (Soso et al, 2007).

Além do comprometimento reprodutivo, os herbicidas a base de glifosato podem
alterar a atividade do acido retindico, horménio importante durante o desenvolvimento
embrionario (Paganelli et al, 2010). De fato, varios trabalhos mostram que apos
exposicao a estes herbicidas, diversas espécies animais incluindo peixes (Paganelli et
al, 2010; Zebral et al, 2017), ave (Paganelli et al, 2010), anfibio (Paganelli et al, 2010) e
crustaceo (Avigliano et al, 2014) apresentaram alteragcdes embrionarias semelhantes
ao fenotipo de desregulacéo do acido retindico, como alteragdes craniofaciais (Lohnes
et al, 1994) e reducao/auséncia de olhos (Lopez e Carrasco, 1992). Além disto, é sabido
que areas rurais onde os herbicidas a base de glifosato sdo extensivamente utilizados
vem sofrendo aumento no numero de bebes nascidos com alteragdes embrionarias.
Estas alteragbes também se assemelham com o fenétipo de disfungéo retindica e se
apresentam como microcrocefalia, anencefalia, labios leporinos (Benitez Leite et al.,
2009; Campana et al., 2010) e ciclopia (Lopez et al., 2012; Saldarriaga, 2010).
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3.4 Efeitos ecossistémicos

Avaliagbes ecossistémicas pretendem entender como se da as relacdes entre as
espécies, em termos populacionais e de comunidade, bem como a relagao destas com
fatores abibticos, como a radiacédo solar e a temperatura. Desta forma, qualquer tipo
de fator que possa alterar estas relacbes estara provocando efeitos ecossistémicos.
Neste contexto, os efeitos toxicos ja apresentados dos herbicidas a base de glifosato
gue possam acarretar prejuizos no desempenho individual dos organismos, e por
consequéncia impactar suas populacgoes, ja estédo provocando efeitos ecossistémicos
em alguma instancia. Os prejuizos descritos para a reproducédo e desenvolvimento
embrionario sdo bons exemplos disto.

Além disto, efeitos toxicos sobre espécies chave também podem ser prejudiciais
para o funcionamento ecossistémico. Neste sentido, efeitos sobre microrganismos
ganham destacada relevéancia. Por exemplo, herbicidas a base de glifosato prejudicam
microrganismos importantes para o crescimento de plantas, como Pseudomonas spp.,
Burkholderia spp., fungos associados ao rizoma e bactérias associas a fixagcdo de
nitrogénio. Como consequéncia, os padrdes de cobertura vegetal de zonas de campo
foram alterados (Arango et al, 2014; Druille et al, 2015; Schafer et al, 2014; Zobiole et
al, 2010). Este tipo de efeito pode impactar negativamente uma série de organismos
que dependem de padrdes especificos de cobertura vegetal para a manutencédo de
suas populacoes.

Estudos também demonstraram que a contaminagao por formulagdes contendo
glifosato alteraram a composi¢cao microbiol6gica tanto em dgua marinha (Stachowski-
Haberkorn et al, 2008) quanto doce (Relyea, 2005), provocando inclusive aumento
no processo de eutrofizacdo pela elevagao na disponibilizacédo de fosforo (Perez et
al, 2007; Vera et al, 2010). Eventos deste tipo levam a mortalidade em massa de
organismos, principalmente peixes, e grande prejuizo ecossistémico.

Por fim, a exposicdo a estes herbicidas pode incentivar o crescimento de
microrganismos patdgenos ao invées de espécies benéficas. Ja foi demonstrado que
solo contaminado com formulacbes baseadas em glifosato favorece o patdgeno
Fusarium spp., levando ao apodrecimento de raizes vegetais (Rosenbaum et al, 2014;
Yamada et al, 2009). De forma semelhante, o patdbgeno Staphylococcus aureus que
pode prejudicar humanos e outros animais também pode estar mais presente em solos
contaminados com estes herbicidas (Funke et al, 2007; Priestman et al, 2005).

41 CONSIDERACOES FINAIS

Frente aos dados apresentados aqui, fica evidente que a sociedade humana esta
usando os herbicidas a base de glifosato com cada vez mais intensidade. Galopando
NnoO mesmo passo, estdo os processos de contaminacao ambiental. Dentro deste
contexto, as preocupacdes relacionadas aos prejuizos ambientais e para a saude
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humana causados por estas formulacées sé&o grandes.

Como apresentado, os efeitos toxicos destes herbicidas para organismos néo
alvo séo, em geral, compartilhados por varias espécies, incluindo o ser humano.
Frente a processos de contaminacado aguda a baixas concentracées, os efeitos tdéxicos
esperados estdo relacionados ao aumento no processo de estresse oxidativo, que
pode levar a danos teciduais e morte celular. No caso de contaminagbes agudas a
altas concentragdes, efeitos relacionados a inibicdo da acetilcolinesterase s&o mais
frequentes. Neste caso, 0s prejuizos s&o mais drasticos, podendo inclusive ser fatais.

Em relacdo a exposicoes crénicas, sdo esperados efeitos mais intensos do
processo de estresse oxidativo. Ainda, possiveis danos oxidativos de longo prazo
ao material genético podem produzir efeitos mutagénicos e resultar no surgimento
de cancer. Vale ressaltar que em 2015 o glifosato foi considerado pela Organizagcéao
Mundial da Saude como “provavelmente carcinogénico para seres humanos’.
Além disto, recentemente a Monsanto foi sentenciada a pagar 1,1 bilhdo de reais
de multa a um jardineiro que usava a formulacdo produzida pela empresa e que
acabou por desenvolver cancer (Jornal Folha, 2018). Ainda em exposicao cronica,
efeitos relacionados a desregulacdo endocrina sao esperados, levando a prejuizos
reprodutivos e também a alteracées de desenvolvimento embrionario.

Por fim, a contaminacéo por formulag¢des a base de glifosato pode causar efeitos
ecossistémicos como alteracéo no perfil de cobertura vegetal, eutrofizacdo de corpos
d’agua, apodrecimento de raizes, alteracdo nos padrdes de riqueza e abundancia
de microrganismos e fortalecimento de agentes patogénicos. Somados, todos esses
efeitos podem prejudicar grandemente o meio ambiente e a satde humana.
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RESUMO - Atualmente a busca por alimentos
de rapido e facil preparo, contribui para que
as industrias e pesquisadores invistam no
desenvolvimento de novos produtos que
atendam a essa demanda e oferecam beneficios
a saude do consumidor. Dentre os alimentos
que nao exigem muito tempo para o preparo, a
linguica merece destaque, em contrapartida por
conter concentracao elevada de gordura (30%),
0 consumo demasiado desse produto pode
ser prejudicial a saude humana. Estudos tém
demonstrado a possibilidade de substituicao
da gordura, por ingredientes funcionais que
possam contribuir para a salude e o bem-estar
dos consumidores. O presente trabalho teve
como objetivo elaborar linguicas toscanas com
diferentes percentuais de gordura, adicionadas
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de inulina, em concentragdo capaz de garantir
a funcionalidade do alimento. O produto
foi submetido as analises da composicéo
centesimal e estas demonstraram que houve
diferenca significativa entre as formulagdes
quanto ao teor de umidade, lipidios e valor
energético. As analises fisicas comprovaram
diferenca entre os dados das analises de
rendimento de coccdo e porcentagem de
encolhimento ratificando que a inulina contribuiu
para uma maior retencdo de agua no produto.
Assim, as linguicas desenvolvidas e analisadas
neste experimento podem ser consideradas
como alimentos funcionais e light contribuindo
para uma dieta mais saudavel.

PALAVRAS-CHAVE:
produtos saudaveis,

embutido carneo,

frutanos, consumidor,

desempenho nutricional

ABSTRACT — Nowadays, the search for fast
and easy-to-prepare foods helps industries
and researchers to invest in the development
of new products that meet this demand and
offer benefits to consumers’ health. Among the
foods that do not require a lot of time to prepare,
sausage is worth mentioning, in contrast with a
high fat content (30%), excessive consumption
of this product may be harmful to human health.
Studies have shown the possibility of replacing
fat with functional ingredients that may contribute
to the health and well-being of consumers. The
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present work had as objective to elaborate tuscan sausages with different percentages
of fat, added of inulin, in concentration able to guarantee the functionality of the food.
The product was submitted to analyzes of the centesimal composition and these
showed that there was a significant difference between the formulations regarding the
moisture content, lipids and energy value. The physical analyzes showed a difference
between the data of the cooking yield analysis and percentage of shrinkage, confirming
that inulin contributed to a higher retention of water in the product. Thus, the sausages
developed and analyzed in this experiment can be considered as functional and light
foods, contributing to a healthier diet.

KEYWORDS: flesh embedded, healthy products, fructans, consumer, nutritional
performance

11 INTRODUCAO

A carne € um dos produtos mais consumidos no mundo representando uma
excelente fonte de proteina de importancia para o homem na sua dieta alimentar,
devido a grande variedade de técnicas de preparo a que, pode ser submetida e ao
seu sabor inigualavel (DIAS et al., 2006). Com a industrializagdo da carne, surgiu uma
alternativa para o aproveitamento dos cortes menos nobres, aumentando o lucro dos
abatedouros. A diversificacdo da oferta inclui um grande numero de produtos, como
alméndegas, hamburgueres, empanados, linguicas, mortadelas e salames, entre
outros. Nos ultimos anos, especial atencdo tem sido dada aos alimentos com menor
tempo de preparo, preco acessivel, sabor agradavel, boa qualidade e também com
menor teor de gordura (COSTA, 2004).

O mercado de embutidos carneos vem apresentando significativa expansao e
alta competitividade, pois tais produtos fazem parte do habito alimentar de uma parcela
consideravel de consumidores brasileiros. No Brasil, a linguica € um dos embutidos
carneos mais produzidos, com baixo custo, provavelmente porque sua elaboracgéo,
além de néo exigir tecnologia sofisticada, utiliza poucos equipamentos (DIAS et al.,
2006).

Os embutidos mais consumidos pelos brasileiros séo a linguica e a salsicha,
segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, o consumo da linguica
aumentou de 38,89% em 1999 para 50,9% em 2009, um aumento de quase 12% em
10 anos (IBGE, 2009).

Alinguica suina foi a grande campeé de vendas entre os embutidos derivados de
carne suina em 2009, segundo relatério anual da Associacao Brasileira da Industria
Produtora e Exportadora de Carne Suina. O produto representou 24% das vendas
de toda a aquisicao domiciliar de carne suina. O resultado é inferior apenas ao da
carne suina “in natura”, que ficou com 37% das vendas, a salsicha 12%, seguida da
mortadela 8%, presunto 5%, toucinho e banha 4% cada e salame 2% (ABIPECS,
2010).
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Contudo, os produtos carneos tém elevados niveis de gordura, mas, oferecem
grandes oportunidades para reducado cal6rica por meio da elaboracdo de novas
formulacdes, utilizando substitutos da mesma (KEETON, 1994).

A gordura é um elemento de grande importancia na alimentagcdo humana por
suas propriedades nutricionais funcionais e sensoriais. E vital para o metabolismo, pois
fornece acidos graxos essenciais, transporte de vitaminas lipossoluveis, contribui para
manutencao da temperatura corporal, reserva de energia e reproducdo. Apesar de sua
importéncia na saude, estudos recentes tém demonstrado existir uma alta correlacéo
entre 0 excesso de gordura na dieta e os riscos de doencas cardiovasculares, quando
associados ao elevado teor de colesterol sanguineo e a incidéncia de cancer, diabetes e
diminuicdo da expectativa de vida. Esses fatores tém levado os consumidores a serem
cada vez mais cuidadosos com sua saude, modificando seus habitos alimentares e
reduzindo o consumo de gordura (VIANA et al., 2003).

O papel cada vez mais influente da industria de alimentos sobre a dieta e estilo
de vida da populagdo vem acompanhado do desafio de atender a demanda dos
consumidores por produtos que sejam saborosos, visualmente atrativos e que, ao
mesmo tempo, visem a saude e o bem-estar. Entre esses alimentos estao aqueles que
podem ser denominados funcionais por resultarem em beneficios clinicos ou de saude
comprovada, além dos efeitos nutricionais conhecidos (SAAD et al., 2011).

Esta reducé&o nos produtos carneos, apesar de ser uma exigéncia do mundo
moderno, apresenta dificuldades que se refletem na aparéncia, sabor e textura do
produto. Os fabricantes tém introduzido diversas modificagcdes buscando atenuar os
efeitos indesejaveis consequentes da reducéao do nivel de gordura. Estas modificacoes
incluem, além da selecdo dos ingredientes, o uso de ingredientes ndo carneos que
podem auxiliar na textura e principalmente aumentar a habilidade de ligar agua. Nesta
busca, a inulina tem sido utilizada com grande sucesso no aumento do rendimento,
reducéao de custo da formulagéo, melhoria da textura além do beneficio para a saude do
consumidor. A tendéncia nutricional das ultimas décadas preconiza uma alimentagcao
saudavel, com muita fibra e baixa ingestdao de gordura e colesterol (SHIMOKOMAKI,
2006; VAZ, 2005).

Frutanos tipo inulina s&o utilizados como ingredientes no desenvolvimento de
novos produtos ndo apenas por suas propriedades nutricionais, mas também devido a
razdes tecnologicas (TARREGA & COSTELL, 2006). A inulina pode ser utilizada como
substituto de gordura em alimentos, pois possui a capacidade de promover na boca
uma sensacao tatil oral semelhante a da gordura. Seu maior peso molecular quando
comparado ao das oligofrutoses torna-a menos soluvel e com habilidade de formar
microcristais quando misturada a agua. Esses microcristais ndo sdo percebidos na
boca, mas interagem para formar uma textura finamente cremosa (FRANCK, 2002).

A reducdo do teor de gordura e a adicdo de ingredientes funcionais em
embutidos carneos que sao largamente consumidos apresentam-se como tendéncia
no desenvolvimento de produtos mais saudaveis para a industria de alimentos. Deste
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modo, o presente trabalho teve como finalidade a elaboracgao, avaliagéo fisico-quimica
e fisica de linguica Toscana adicionada de inulina como ingrediente funcional prebiotico
e substituto de gordura nas formula¢des tradicionais do produto.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Foi utilizada como matéria prima a carne suina proveniente de machos adultos
da raca Landrace, com peso médio de 90 kg, abatidos no Matadouro de pequenos e
médios animais e doados pelo Instituto de Zootecnia da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro (UFRRJ).

2.2 Métodos

2.2.1 Elaboracgéo da lingiica

Foram elaborados seis tratamentos e a formulagéo utilizada no processamento
da linguica Toscana com e sem adi¢do de inulina, encontram-se descritas na Tabela
1. As linguicas foram processadas na Planta Piloto de Processamento de Carnes da
UFRRJ. Os aditivos foram fornecidos pela empresa Ibrac® e a inulina Orafti® GR,
fornecida pela Beneo®.

Formulacao T T2 T3 T4 T5 T6
Agua 3 3 3 3 3 3
Sal 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8
Condimento linguica Toscana lbrac® 2 2 2 2 2 2
Corante carmim 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Cura lbrac® 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015
Polifosfato de sédio 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Realcibrac® 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Eritorbato de sbédio 1 1 1 1 1 1
Inulina Beneo Orafti® -- 3 3 3 3 --
Gordura 30 22,5 15 7,5 -- --
Carne suina magra 61,09 6559 73,09 80,59 88,09 91,09
Total 100 100 100 100 100 100

Tabela 01. Tratamentos realizados e suas respectivas formulagdes (quantidades em
percentual).

M T1 controle com 100% de gordura (30% permitido pela legislacdo), T2 com 25% de reducéo
de gordura, T3 com 50% de reducéo, T4 com 75% de reducéo, T5 100% de reducéo (produto
sem gordura e com inulina) T6 (linguica sem gordura e sem inulina).

Neste trabalho, seis amostras de linguica suina foram formuladas e as variaveis
referidas foram a reducdo de gordura e adi¢do de inulina. O primeiro tratamento T1
representa a formulagdo padrao, com gordura suina (30%) e sem adicao de inulina, o
T2 foi formulado com 22,5% de toucinho suino, o T3 com 15%, o0 T4 com 7,5% e 0 T5
com 0% de gordura, todos esses tratamentos receberam 3g de inulina para cada 100g




de produto, caracterizando-o como produto funcional e o sexto tratamento néo teve
adicao de gordura nem de inulina.

Os ingredientes foram adequadamente pesados em balangca analitica para a
obtencéo de cada formulagéo. A carne suina e o toucinho foram previamente moidos
e separados em seis por¢cdes de acordo com cada tratamento. Posteriormente os
condimentos foram adicionados e misturados a massa carnea que em seguida passou
pelo processo de cura por 6 horas, em temperatura controlada na camara fria. Em
seguida, fez-se o embutimento em tripa natural suina e o produto foi embalado a
vacuo e estocado em camara fria com temperatura controlada de 5°C.

31 ANALISES QUIMICAS E FiSICAS

3.1 Composicao centesimal

As avaliagbes fisico-quimicas de teor de umidade, cinzas, proteinas, lipideos
foram realizadas em triplicatas, seguindo a metodologia da AOAC (2005). O teor de
umidade foi determinado pelo método gravimétrico, com secagem em estufa a 105°C,
utilizando 10g de amostra. As cinzas foram determinadas pelo método gravimétrico,
apos a incineracéo da matéria organica e inorgénica volatil através da incineragédo da
amostra em forno mufla a 550°C. As proteinas totais foram determinadas pelo método
de Kjeldahl, que se baseia na determinacao do nitrogénio total e utilizando fator de 6,25
para conversao em proteinas. Ja determinacao de lipidios foi realizada pelo método
de extracao Soxhlet, a metodologia foi baseada na solubilidade dos lipidios, que foram
extraidos em solvente apropriado (éter de petr6leo), utilizando 3g de amostra seca.

3.2 Analises fisicas

3.2.1 Rendimento de coc¢do

A avaliacao do percentual de rendimento de cocc¢ao nas linguicas foi calculada
pela diferenca entre o peso da amostra cozida e o peso da amostra crua, de acordo
com Berry (1997).

3.2.2 Porcentagem de encolhimento

A porcentagem de encolhimento foi determinada segundo Berry (1997), através
da diferenca na medicao do diametro da amostra crua e da amostra cozida.

3.3 Analises microbioldgicas

Para garantir a seguranca microbiolégica das amostras, foi realizada a contagem
de Coliformes a 45°C, estafilococos coagulase positiva, clostridios sulfito redutores a
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46°C e pesquisa de Salmonella spp., conforme metodologia proposta pela American
Public Health Association (APHA, 2001). As analises microbiologicas foram realizadas
tendo como orientacdo a resolucdo RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001 da ANVISA
que aprova o regulamento técnico sobre padrbes microbiol6gicos para alimentos
e determina a pesquisa dos microrganismos acima citados em produtos carneos
(BRASIL, 2001).

3.4 Analise sensorial

A analise sensorial pode ser definida como uma técnica cientifica utilizada para
evocar, medir e analisar as caracteristicas dos alimentos como sao percebidas pelos
orgaos dos sentidos (ABNT, 1993). Para a obtencao de informagdes importantes, que
refletem o quanto os consumidores gostaram ou ndo de um determinado produto &
realizado o teste de aceitacdo, que € muito utilizado no desenvolvimento de novos
produtos, no controle de qualidade e para comparar produtos concorrentes. Entre os
métodos sensoriais existentes para medir a aceitacao e preferéncia de um grupo de
consumidores o que utiliza escala hedbénica de nove pontos € o mais aplicado, devido
a simplicidade, confiabilidade e validade de seus resultados (STONE; SIDEL, 2004).

Ostestesforam conduzidos no Laboratério de Analise Sensorial do Departamento
de Tecnologia de Alimentos na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Para
a realizacdo do teste foram recrutados 94 consumidores de produtos carneos, sem
restricdbes quanto a idade, género e renda, os quais avaliaram as formulacées de
linguica com baixo teor de gordura e a controle. O teste foi realizado em cabines
individuais iluminadas com lampadas fluorescentes. As linguicas foram fervidas
em agua por 10 minutos e em seguida assadas em forno convencional a 235°C +
5°C por 5 minutos (cada lado). As linguicas foram fatiadas, aquecidas em forno de
microondas por 10 segundos e servidas monadicamente aos participantes em pratos
plasticos brancos descartaveis codificados com numeros de trés digitos e seguindo
ordem de apresentacédo aleatoria. Foi oferecida agua mineral a temperatura ambiente
e biscoito tipo agua e sal visando limpar a boca entre a avaliagdo das amostras. Os
consumidores foram convidados a avaliar as amostras usando escala hedénica de
nove pontos variando desde 1: desgostei extremamente, 5: nem gostei /nem desgostei
até 9: gostei extremamente (MEILGAARD et al., 1999).

3.5 Analise estatistica

As analises foram feitas em triplicata e os dados expressos como media + desvio
padrdao (DP). A analise estatistica dos dados foi realizada por Analise de Variancia
(ANOVA) e aplicacao do teste de Tukey ao nivel de significancia de 5 % (p<0,05) para
a comparacao das médias. Os resultados foram processados utilizando o software
XLSTAT (2014).
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4 | RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao fisico-quimica

Os resultados obtidos através analise de variancia (anova) para a composicao
centesimal das amostras de lingui¢ca Toscana adicionadas de inulina sdo demonstrados

na Tabela 2.
Composicao T1 T2 T3 T4 T5 T6
Centesimal
Umidade 57,64a 58,38b 60,88c+ 68,24d 70,08e 70,06e +
+ 0,04 + 0,03 0,26 + 0,28 + 0,03 0,03
Cinzas 392a+ 348ax 3,76ax 343azx 363ax 343azx
0,45 0,10 0,04 0,04 0,01 0,06
Proteina 16,43a 16,61a 16,14a 15,07a 16,59a 17,07a =+
+ 1,44 + 0,63 + 0,43 + 0,06 + 0,93 0,63
Lipideos 844a+ 644b+ 454c+ 3,19dx 2,73dx 2,73d=z
0,42 0,41 0,14 0,26 0,22 0,12
. 13,58a 15,09a 14,67a 9,07bx 6,96b+ 6,70b +
Carboidratos

+1,37 + 0,65 + 0,06 0,55 0,93 0,78

Valor 196,02a 184,79b 164,12c 125,51d 118,80e 119,67e
Energético + 4,06 + 2,54 + 0,50 + 0,43 +1,13 + 0,60

Tabela 02. Avaliagdo da composicéo centesimal das amostras de lingui¢ca Toscana adicionada
de inulina.

™ T1 controle com 100% de gordura (30% permitido pela legislagdo), T2 com 25% de redugéo de gordura, T3
com 50% de redugéo, T4 com 75% de redugéo, T5 100% de redugéo (produto sem gordura e com inulina) T6
(linguica sem gordura e sem inulina). @ Resultados expressos como media + desvio-padrédo. @ Letras diferentes
na mesma linha diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5 % (p <
0,05).

Como pode ser observado na Tabela 02, os valores de umidade apresentaram
diferenca significativa (p<0,05) quando comparados ao tratamento controle. As outras
cinco formulagdes apresentaram maiores valores de umidade, fato provavelmente
conferido a capacidade da inulina em reter uma maior concentracdo de agua. Ainda
assim, os resultados apresentados em todas as formulagbes estavam dentro dos
padroes fisico-quimicos estabelecidos pelo Regulamento Técnico de ldentidade e
Qualidade de Linguicas, que estabelece um maximo de 70% de umidade para linguicas
frescais (BRASIL, 2000).

Os valores encontrados para todos os tratamentos em relacéo ao residuo mineral
fixo foram semelhantes entre si (p >0,05). Zanardi et al., (2002) encontraram valores
de cinzas de 3,7% em embutidos frescais suinos. Estes valores se aproximam do
encontrado nas seis formulagcdes do presente trabalho. Estes resultados também
foram préximos aos encontrados por Aleson-Carbonell et al., (2004) que estudaram os
efeitos funcionais e sensoriais em embutido fresco enriquecido com fibra de laranja.
Ao contrario dos resultados encontrados por Silva (2010), em embutidos de peito de
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peru adicionados de diferentes concentracdes de inulina, os teores de cinzas foram
estatisticamente maiores para as amostras B — 1,5% de inulina (3,65) e C - 3% de
inulina (3,88) quando comparadas as amostras A — 0,5% inulina (3,22) e amostra
controle (3,02), porém essa diferenca nao foi atribuida a incorporacao de inulina nas
formulacdes, e sim a uma possivel fixacdo de minerais volateis.

Em relagcdo aos teores de proteina pode-se observar que ndo houve variagéo
significativa entre os tratamentos com redugéo de gordura e o controle. Os resultados
encontrados neste trabalho atendem ao padrao de identidade e qualidade de
linguicas, que estabelece um minimo de 12% de proteinas para linguicas frescais
(BRASIL, 2000). Esses resultados se assemelham aos encontrados por Silva (2010)
em embutidos de peito de peru, onde as concentracdes de inulina (A - 0,5%; B - 1,5%
e C - 3%) adicionadas a massa carnea, nao modificaram os teores de proteina que se
mantiveram em torno de 20% para todos os tratamentos.

Em relagdo a porcentagem média de lipideos, foi observado que o tratamento
controle, elaborado com 30% de gordura, apresentou diferenca significativa em
relacdo aos demais produzidos, visto que intencionalmente houve a substituicdo da
gordura suina pela inulina. Contudo todos os tratamentos atendem ao padrao de
identidade e qualidade de linguicas frescais, que estabelece teor maximo de 30% de
gordura para estas (BRASIL, 2000). Resultado semelhante foi encontrado por Filho et
al., (2012) na producao de hamburguer bovino adicionado de inulina como substituto
de gordura, estes produtos apresentaram valores para o tratamento controle (sem
inulina) de 5,07% enquanto que para os tratamentos com 50% de reducéo 2,41% e
100% de reducéo 1,54%. No trabalho feito por Silva (2010), ndo houve variacdo no
teor de gordura adicionado ao produto, somente as concentragcdes de inulina foram
variadas de acordo com cada tratamento, portanto, os teores de lipideos nao diferiram
significativamente do controle. Reiterando os resultados encontrados acima no estudo
realizado por Oliveira et al (2011), com adicao de oligossacarideos em mortadelas os
niveis de gordura obtidos nos produtos finais foram de 14,15% para o controle (C),
e 14,79% para a mortadela comercial ndo sendo encontrada diferenga significativa
para estes resultados e 9,04% para o tratamento com reducdo de gordura (C1) e
9,39% para o tratamento com reducéo de gordura e adi¢cdo de inulina (T2) também
nao apresentando diferencga estatistica significativa quando comparado ao C1. Porém
s6 houve diferenca significativa do tratamento com reducdo de gordura e adi¢ao de
inulina quando comparado ao tratamento C sem reducao de gordura e a mortadela
comercial.

O valor cal6rico de todos os tratamentos que tiveram seus indices de gordura
reduzido diferiu significativamente da amostra controle, com maior porcentagem (30%).
Esse resultado se deve principalmente aos valores encontrados para os teores de
lipideos, pois nestas andlises os seis tratamentos também diferiram entre si (P<0,05).
A porcentagem de gordura € o que mais influencia os valores caléricos, estando de
acordo com o esperado, embora a proteina também exerca influéncia no referido
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valor. O célculo do valor calérico nesses tratamentos baseou-se principalmente na
guantidade de gordura e de proteina existente nos produtos. De acordo com Selgas et
al., (2005) na producao de mortadela adicionada de inulina como ingrediente funcional
houve reducéo do valor calérico a medida que o nivel de gordura diminuiu, resultando
em 25% menos caloria do que nas mortadelas comerciais. Neste experimento, 0s
valores caloricos das linguicas do tratamento trés apresentaram uma redug¢ao de 50%
e uma diferenga maior que 30 kcal por 100g em relacéo ao controle.

4.2 Avaliacao das propriedades fisicas

De acordo com a Tabela 03, pode-se observar que a formulagdo T1, sem adigéo
de inulina, apresentou o menor rendimento (57,81%). Ja as formula¢des adicionadas
de inulina apresentaram rendimentos maiores, nao diferindo estatisticamente entre si.
A sexta formulac&o apresentou rendimento menor do que os tratamentos adicionados
de inulina, porém maior rendimento quando comparado ao controle, provavelmente
pelo fato da formulagdo T1 conter 30% de gordura e o processo de cocc¢ao contribuir
para a perda da mesma. Portanto comprova que a inulina contribuiu para uma maior
retencéo de agua. Isto se da devido a estrutura quimica hidroxilada da fibra inulina.

Tratamentos Rendimento de Cocc¢éo (%) Encolhimento (%)
T1 57,81a = 0,93 21,62a = 1,56
T2 59,73a £ 0,87 13,14b £ 2,01
T3 61,21a + 1,21 12,60b + 0,84
T4 61,27a + 1,38 9,34c + 1,63
T5 61,43a + 1,36 8,63c 1,79
T6 58,74a = 0,84 8,64c +1,80

Tabela 03. Resultado da avaliacdo das propriedades fisicas nas diferentes formulagbes de
linguica Toscana

() Resultados expressos como media + desvio-padrdo. @ Letras diferentes na mesma linha diferem
significativamente entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5 % (p < 0,05).

De acordo com experimento realizado em salsichas por Derek et al., (2014) a
perda de dgua durante o cozimento foi significativamente maior nas salsichas com
maiores indices de gordura na formulacdo quando comparadas as que tiveram
gordura substituida por inulina. Uma avaliacdo de superficie de resposta demonstrou
gue a perda durante o processo de coccao pdde ser reduzida a metade com pequenas
substituicbes de gordura pela inulina (reducéo de 18,7 para 16,3%). Reforcando a
capacidade desta de formar redes de interacdo com microcristais que contribuem para
reter quantidade substancial de agua (BOT et al., 2004).

Foram observados menores valores de encolhimento na coccéao (p<0,05) nas
formulacdes adicionadas de inulina (T2, T3, T4 e T5), demonstrando que a substituicao
de gordura pela inulina nas formulag¢des, diminuiu o percentual de retragao do produto
contribuindo para um maior rendimento. O sexto tratamento apresentou resultado

Impactos das Tecnologias nas Ciéncias Biologicas e da Saude 3 Capitulo 19



satisfatorio ja que foi semelhante a porcentagem de encolhimento dos tratamentos
adicionados de inulina.

4.3 Avaliagcao microbiolégica

Conforme podemosobservarnaTabela 04 todas asamostrasavaliadasalcancaram
os padrbes de qualidade microbioldgica para produtos carneos, apresentando-se
com contagem dentro dos parametros legais vigentes, de acordo com a RDC n.° 12
(BRASIL, 2001), estando assim adequadas para consumo humano.

Coliformes a Estafilococos Clostridios sulfito Presenca de

o coagulase o

Amostras 45° C Positiva (g) redutores 46°C (g)  Salmonella
T1 <3,0 est. <1,0x10%est. <10est Ausente
T2 <3,0 est. <1,0x10%est. <10 est. Ausente
T3 <3,0 est. <1,0x10%est. <10 est. Ausente
T4 <3,0 est. <1,0x10%st. <10 est. Ausente
T5 <3,0 est. <1,0x10%est. <10est Ausente
T6 <3,0 est. <1,0x10%st. <10 est. Al

Parametros 5. 450 NMP/g 5x10°UFC/g 5x10°UFC/g Auséncia em

da Legislacao 259

Tabela 04. Avaliacdo microbiolégica das amostras de linguica Toscana controle e adicionadas
de inulina.

M T1 controle com 100% de gordura (30% permitido pela legislacdo), T2 com 25% de redugéo de gordura, T3
com 50% de redugéo, T4 com 75% de redugéo, T5 100% de reducgéo (produto sem gordura e com inulina) T6
(linguica sem gordura e sem inulina). @ est. — resultados estimados. ® UFC - Unidades Formadoras de Col6nias;
NMP -Numero Mais Provavel.

4.4 Avaliacao sensorial

As médias de aceitacdo sdo mostradas na Tabela 05, apesar dos valores para
média serem proximos houve diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,05).
Os consumidores preferiram as formulacées T2, T3 e T4, que nao diferiram entre si. A
formulacdo T1, T5 e T6 foram menos preferidas pelos participantes.

T T2 T3 T4 T5 T6
Aceitacio 6,3° 718 6,8% 6,6 6,3° 6,4t
¢ +177 +1.30 +1.49 +158 +1,38 +1.45

Tabela 05. Média e desvio padrao da aceitagéo® dos consumidores (n=94) para os produtos
avaliados.

(" § avaliada em escala hedodnica estruturada variando de 1 = desgostei extremamente até 9 = gostei
extremamente. @ T1 controle (30% de gordura), T2: 22,5% de gordura (25% de redugéo de gordura), T3: 15%
de gordura (50% de reducao), T4: 7,5% de gordura (75% de redugéo), T5: 100% de reducao (produto sem
gordura e com inulina), T6: linguica sem gordura e sem inulina. @ Letras diferentes na mesma linha diferem
significativamente entre si, pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Apresenca da gordura nos alimentos é responsavel por aumentar a cremosidade
e suavidade, facilitar a mastigacdo, melhorar o sabor e a textura, interferindo na
aceitacédo do produto. As formulagdes T5 e T6 tiveram 100% de reducé@o de gordura
e, apesar das caracteristicas atribuidas a inulina, a adicdo ao quinto tratamento nao
contribuiu para que este fosse bem aceito, comprovando que para a fabricacéo de
linguica toscana a reducéo completa de gordura n&o € indicada ainda que adicionada
de inulina. As linguicas do primeiro tratamento (T1) ndo sofreram reducéo de gordura
e nao foram adicionadas de inulina, foram formuladas de forma padrdo como as
comumente comercializadas no mercado, porém também nao foram aceitas pelos
provadores, foram atribuidas a este tratamento caracteristicas como aroma de ranco,
gordurosa e salgada demonstrando uma preferéncia dos consumidores por produtos
mais saudaveis e explicando a baixa aceitabilidade ja que foram conferidos a este
tratamento, as menores médias para os parametros analisados. Os resultados do
teste de preferéncia revelam a tendéncia dos provadores a preferirem formulagdes
contendo menor percentual de gordura, ja que a formulacdo do segundo tratamento
que continha reducao de 25% de gordura na sua composicao foi a que melhor atendeu
as propriedades sensoriais desejadas.

51 CONCLUSOES

As linguicas formuladas com adi¢do de inulina e reducdo de gordura atenderam
as necessidades nutricionais do produto e podem ser classificadas como alimentos de
baixo teor de gordura de acordo com a legislacao vigente. Na analise fisica comprovou-
se que a adicao de inulina melhorou a retencao de agua nas linguicas, proporcionando
um maior rendimento e menor porcentagem de encolhimento, quando comparadas
com uma linguica de formulagcéo padréo. A linguiga controle que possui formulagdo
semelhante as vendidas comercialmente nao foi bem aceita pelos consumidores, assim
como os tratamentos onde houve reducgao total da gordura, o produto que teve a maior
aceitabilidade foi o tratamento com reducéao de 25% de gordura e adi¢cédo de inulina
na sua composicéo, podendo ser caracterizado como um produto light e funcional.
Portanto, a adi¢gdo de inulina foi eficaz, sendo uma alternativa para a redugéo de
gordura em linguiga suina frescal, sem prejudicar suas caracteristicas fisico-quimicas
e fisicas, além de fornecer um produto que pode proporcionar beneficios para saude
do consumidor.
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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi analisar
a qualidade da dieta de criancas e adolescentes
com o Transtorno do Espectro Autista (TEA)
e relaciona-la com estado nutricional, sexo
e acompanhamento nutricional. O estudo foi
realizado com criangas e adolescentes alunos
de um centro de atendimento especializado.
Para a analise, foi utilizado o indice de Qualidade
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da Dieta-Revisado para a populagéo brasileira
(IQD-R), baseado em trés recordatérios 24
horas. foram
obtidos por meio de anamnese nutricional.
Foram analisados 81 individuos com TEA. A
média do IQD-R foi de 50,62 = 10,43 pontos
para criancas e 53,28 + 7,41 pontos para

Os dados antropométricos

0os adolescentes, sem diferengca estatistica
significativa (P=0,1913). Houve uma tendéncia
estatistica quando correlacionado adolescentes
que realizam acompanhamento nutricional
(P=0,0580). Em relagao ao consumo de grupos
de alimentos, 93% das criancas e 80% dos
adolescentes ndo consomem cereais integrais.
Aproximadamente um quarto da amostra néo
consome frutas e vegetais. Quanto ao grupo dos
leites e derivados, 26,83% e 2,5% das criancas
e adolescentes, respectivamente, consumiram
este grupo. No que se refere ao item das
gorduras sélidas e acgucar de adi¢cdo, apenas
uma crianga consumiu dentro do recomendado.
Criangas e adolescentescom TEA, neste estudo,
apresentaram baixa qualidade da dieta, baixo
consumo de cereais integrais, frutas, vegetais
e leite e derivados e alto consumo de gorduras
e aclcares de adicdo. Além disso, o IQD-R néo
se correlacionou com estado nutricional nem
sexo. Em adolescentes, houve uma tendéncia
de melhor qualidade da dieta naqueles que
relataram acompanhamento nutricional.

PALAVRAS- CHAVE: Autismo; Qualidade da
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dieta; Crianca; Adolescente.

ABSTRACT: The aim of this study was to analyze the quality of the diet of children
and adolescents with Autism Spectrum Disorder (ASD) and to associate to nutritional
status, sex and nutritional monitoring. It was enrolled with ASD children and adolescents
students from a specialized educational center. The revised version of the Healthy
Eating Index for the Brazilian population (HEI) was used, based on three-day food
records. Sociodemographic and anthropometric data were obtained through nutritional
anamnesis. A total of 81 ASD individuals were analyzed. The mean HEI was 50.62 +
10.43 points for children and 53.28 + 7.41 points for adolescents, with no statistically
significant difference (P = 0.1913). There was a statistical trend between The Revised
Brazilian Healthy Eating Index and nutritional monitoring in adolescents (P = 0.0580).
The most children (93%) and adolescents (80%) of did not consume whole grains and
approximately a quarter of the sample does not consume fruits and vegetables. Only
26.83% and 2.5% of children and adolescents, respectively, consumed dairy group.
As for the item of solid fats and added sugar, only one child consumed within the
recommended. In this study, ASD individuals present low quality of diet, low intakes of
whole grains, fruits, vegetables and dairy products and high consumption of fats and
added sugars. In addition, The Revised Brazilian Healthy Eating Index did not correlate
with nutritional status or sex. In adolescents, there was a trend of better diet quality in
those who had nutritional monitoring.

KEY WORDS: Autistic Disorder; Diet; Child; Adolescent.

11 INTRODUGCAO

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) caracteriza-se pelo déficit na comunicacéo
e nainteracao social e pela presenca de padroes comportamentais restritos e repetitivos
(DSM-V). As causas do TEA ainda nao sao totalmente conhecidas e o diagnéstico &
realizado conforme quadro clinico, uma vez que nao possui um marcador biolégico
(Mello, 2016). A prevaléncia estimada desse transtorno é de um a cada 68 criancas
(CDC, 2010). Essas criancas apresentam uma sensibilidade sensorial muito apurada
em relacdo aos alimentos e, por isso, algumas caracteristicas sensoriais, tais como
a textura e a temperatura, podem influenciar na escolha do alimento, muitas vezes
levando a seletividade alimentar, prejudicando assim a qualidade da dieta (Herndon
et al, 2008; Cermak et al, 2010). Além da seletividade, esse grupo pode ter uma
maior predisposicéo a desnutricdo e obesidade em fungdo da absor¢c&o inadequada
de nutrientes e do consumo elevado em energia (Kawicka, 2013). Com isso, torna-
se necessario o acompanhamento nutricional, com avaliagdo do estado nutricional
e da qualidade do consumo alimentar desses individuos. O indice de Qualidade da
Dieta Revisado (IQD-R), baseado no Guia Alimentar para a Populacdo Brasileira de
2006, foi adaptado do Healthy Eating Index (HEI) e é obtido através da média de
consumo, e pode ser aplicado em individuos de todas as idades. Essa ferramenta
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avalia a qualidade da dieta, sem priorizar a quantidade e assim € possivel identificar a
adequacéao do consumo de um individuo de acordo com as recomendacdes brasileiras
(Previdelli et al, 2011). Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade da
dieta de criancas e adolescentes com o Transtorno do Espectro Autista e analisar sua
relacdo com o estado nutricional, sexo e acompanhamento nutricional.

21 MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo transversal descritivo analitico, realizado com criancas
e adolescentes de 2 a 19 anos, alunos do Centro de Atendimento ao Autista, Dr.
Danilo Rolim de Moura, localizado na cidade de Pelotas, RS. Foram utilizados dados
secundarios da pesquisa “Avaliacao do estado nutricional de individuos com Transtorno
do Espectro Autista”, devidamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel) (N° 22 1.130.227), referente aos alunos
assistidos entre marco de 2015 a novembro de 2017. Os critérios de incluséo foram
dados de individuos até 19 anos, cuja anamnese nutricional estivesse completa e
possuisse trés recordatdrios alimentares. A amostra foi divida em dois grupos: criangcas
(2 a9 anos) e adolescentes (10 a 19 anos)® . Foram analisadas as seguintes variaveis
categdricas: estado nutricional (baixo peso, eutrofia, risco de sobrepeso, sobrepeso
e obesidade), segundo o SISVAN , sexo (feminino e masculino) e acompanhamento
nutricional (sim e n&o), obtidas de forma secundéaria de anamneses nutricionais. Para a
obtencao do indice de Qualidade da Dieta — Revisado (IQD-R) foi analisado o consumo
alimentar de cada individuo, por meio de trés recordatérios alimentares. Desses trés,
dois eram referentes a alimentacdo da semana e o terceiro de um dia do final de
semana. O 1QD-R foi calculado como previamente descrito na literatura (Previdelli
et al, 2011). Este indice leva em consideracao doze itens: nove grupos alimentares
(frutas totais; frutas integrais; vegetais totais e leguminosas; vegetais verdes-escuros,
alaranjados e leguminosas; cereais totais; cereais integrais; leite e derivados; carnes,
ovos e leguminosas; 6leos), dois nutrientes (gordura saturada; sddio) e um que
contempla a ingestao de gordura soélida, alcool e acucar de adicdo. Cada item possui
uma pontuacao maxima, que varia de acordo com o consumo do individuo. Os grupos:
frutas totais; frutas integrais; vegetais totais e leguminosas; vegetais verdes-escuros,
alaranjados e leguminosas; cereais totais e cereais integrais, podem atingir o maximo
de cinco pontos cada um. Os grupos leite e derivados; carnes, ovos e leguminosas;
Oleos; gordura saturada e sédio podem chegar a 10 pontos cada. Ja, a pontuacao
do item que engloba gordura sélida, alcool e acucar de adicdo pode chegar a 20
pontos. Nos itens gordura saturada, sédio e gorduras solidas, alcool e agucar de
adicao, a pontuacgao € inversamente proporcional ao consumo. Ou seja, se 0 consumo
€ ultrapassa o limite determinado pelo indice, a pontuacao sera zerada nestes itens.
A pontuacdo maxima pode ser de 100 pontos, considerada como uma dieta de alta
qualidade (Previdelli et al, 2011). Alguns dos grupos deste instrumento foram descritos
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mais detalhadamente em fungdo de apresentarem pontuagbes extremas, tais como
frutas integrais; 23 vegetais (vegetais totais e leguminosas + vegetais verdes-escuros,
alaranjados e leguminosas); cereais integrais; leite e derivados; gordura sélida, alcool
e acucar de adicéo). As variaveis categdéricas foram descritas como percentuais. O
IQDR foi apresentado como média e desvio-padrdo. Para correlacionar as variaveis
foi utilizada a correlacéo de Pearson e para a comparacado de médias entre grupos,
foi utilizado o teste t de student, sendo considerado como nivel de significancia menor
de 5%. Os dados foram analisados num sistema computadorizado, NutriQuanti®
(Galante, 2007) e o calculo do 1QD-R foi realizado no software Excel®. As correlagdes
foram feitas no software GraphPadPrism 6.

31 RESULTADOS

Dos 300 alunos avaliados, 105 alunos possuiam trés recordatorios 24 horas.
Destes, 24 ndo preencheram os critérios de inclusao, pois trés tinham mais que 19
anos e 21 deles estavam com anamnese incompleta. Desta forma, foram incluidos
81 individuos com TEA. A caracterizacao das variaveis deste estudo esta na tabela
1. Quanto ao IQD-R, os individuos foram analisados conforme faixa etaria, divididos
em criancas e adolescentes. A média do IQD-R foi de 50,62 +10,43 pontos para
criancas e 53,28 +7,41 pontos para os adolescentes, ndo havendo uma diferenca
estatistica significativa (P=0,1913). As correlacbes entre as variaveis estdo descritas
na tabela 2. Foram também analisados quatro grupos alimentares separadamente
(frutas integrais; vegetais; cereais integrais e leite e derivados), além do item gordura
solida, alcool e acucar de adicdo. Quanto aos grupos alimentares, 93% das criangas e
80% dos adolescentes obtiveram a pontuac&o minima (zero pontos) para o grupo dos
cereais integrais, o que significa auséncia de consumo. Em relacdo ao consumo de
frutas, 26,83% das criancgas e 27,5% dos adolescentes também atingiram a pontuacao
minima. Ja no grupo dos vegetais, 24 esse numero foi maior para as criancas, sendo
que 31,71% n&o consumiram esses alimentos. Em relacéo aos leites e derivados, a
situacdo é contraria, pois 26,83% das criangas consumiram o recomendado deste
grupo, atingindo a pontuacédo maxima. Ja os adolescentes consumiram menos leite e
derivados, sendo que apenas 2,5% atingiu a pontuagdo maxima. No item que engloba
gordura soélida, alcool e acucar de adicéo, apenas uma crian¢a, em toda a amostra,
consumiu dentro do recomendado (Tabela 3).

4 | DISCUSSAO

S&o0 escassos 0s estudos que analisaram a qualidade da dieta de individuos com
TEA. Amaior parte dos artigos existentes sobre essa tematica utilizou o “Healthy Eating
Index (HEI)”, indice utilizado fora do Brasil. Este indice utiliza a mesma pontuag¢ao do
IQD-R, porém a medida das porcdes é diferente da utilizada no Brasil (Guenther et al,
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2013). Os dados referentes a qualidade da dieta realizados no Brasil que utilizaram
o mesmo indice deste estudo foram realizados em criangas e adolescentes com
desenvolvimento tipico. Segundo a POF (2008/2009), um numero elevado de criancas
e adolescentes estao acima do peso. No ano da pesquisa, 34,8% e 32% de meninos e
meninas, respectivamente, de cinco a nove anos, apresentaram excesso de peso. Os
adolescentes de 10 a 19 anos apresentaram 21,7% de excesso de peso em meninos
e 19,4% em meninas. Na amostra estudada, observou-se uma prevaléncia maior de
excesso de peso em criancas (65,86%) e em adolescentes (80%), o0 que corrobora
com outros estudos, que mostram maior prevaléncia de sobrepeso e obesidade de
individuos com TEA comparado com individuos de desenvolvimento tipico (Castro et
al, 2017; Criado et al, 2017). Esta caracteristica pode ser reflexo da pior qualidade da
dieta ingerida e também pelo menor envolvimento destes individuos com atividades
fisicas (Jones et al, 2017). O 1QD-R médio encontrado no grupo das criangas foi de
50,62 +10,43 pontos. Em um estudo realizado na cidade de Pelotas com criangas de
até cinco anos com desenvolvimento tipico apresentou uma pontuagao de 74,4 pontos,
sendo considerada pelos autores como uma dieta que necessita ser 25 melhorada (Leal
et al, 2015). E necessario ressaltar que este estudo utilizou o indice de Alimentagéo
Saudavel (IAS), indice que provém também do HEI. Um estudo realizado na Espanha
(Mari-Bauset et al, 2017) com criangas com TEA de seis a nove anos, utilizou o HEI,
obtendo uma pontuacédo média de 65,32 pontos. O mesmo ocorreu em um estudo
realizado nos EUA (Graf-Myles et al, 2013) no qual a média do HEI foi de 61,91 pontos.
Em ambos os estudos, foi observado um consumo de leite abaixo do recomendado.
No grupo dos adolescentes, a média do IQD-R foi de 53,28+7,41 pontos. Em um
estudo realizado em Campinas (Assumpcao et al, 2012) com 409 adolescentes de 12
a 19 anos, foi encontrado um 1QD (Fisberg et al, 2004) de 59,7 pontos. Foi analisado
cada componente separadamente e encontrando assim pontuagcdes mais baixas no
de fruta, verduras e legumes e leite e derivados semelhante ao encontrado neste
estudo. O 1QD-R teve uma mudanca significativa quanto as recomendacdes dietéticas
gue sofreram modificacdes ao longo dos anos, comparado ao IQD. Antes da revisao
o grupo de gorduras, alcool e agucares nao era calculado, porém este indice leva em
conta colesterol e a variedade da dieta (Volp et al, 2010). Em relagdo ao consumo
de verduras, o estudo realizado em Pelotas15 apresenta que 45,7% da populacao
estudadaconsumiu aquantidade ideal. Valor superior ao encontrado no presente estudo,
no qual apenas 7,32% consumiu o recomendado. No estudo realizado na Espanha
(Mari-Bauset et al, 2017), os autores afirmam como o ambiente e a cultura podem
influenciar o padréo alimentar e as caracteristicas relativas ao peso do individuo com
o TEA. Por isso a importéancia da avaliacao destes dados, que mostraram uma elevada
prevaléncia de sobrepeso e um indice de qualidade da dieta baixo neste grupo. A partir
do conhecimento das caracteristicas alimentares e nutricionais dos individuos com
TEA, intervencgdes nutricionais podem ser realizadas para melhorar e contribuir com
a melhor qualidade da dieta destes. O fato do IQD-R nao possuir um ponto de corte,
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torna-se uma limitacéo deste estudo, uma vez que foi preciso comparar com as médias
de outros estudos, com populagdes distintas. Além disso, existe um déficit no numero
de 26 estudos que utilizam a mesma metodologia, dificultando a comparacdao dos
resultados. Por outro lado, este estudo traz um resultado inédito para esta populacéo.
Desta forma conclui-se que as criancas e adolescentes com TEA, neste estudo,
apresentaram baixa qualidade da dieta, baixo consumo de cereais integrais, frutas
e vegetais e alto consumo de gorduras e acucares de adicdo. Além disso, o IQD-R
nao correlacionou-se com estado nutricional, nem sexo. Em adolescentes, houve
uma tendéncia de melhor qualidade da dieta naqueles que fazem acompanhamento
nutricional. Mais estudos que analisem a qualidade nutricional da dieta de individuos
com TEA, bem como pesquisas sobre o gasto energético e absorcao de nutrientes
nesse grupo devem ser fomentados.
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Criancas Adolescentes
N % N %
41 50,62 40 49,38
Sexo
Feminino 10 24,39 2 5,00
Masculino 31 75,61 38 95,00
Estado nutricional
Magreza acentuada/magreza 0 0,00 2 5,00
Eutrofico 14 34,15 10 25,00
Risco de sobrepeso/sobrepeso 15 36,59 8 20,00
Obesidade/obesidade grave 12 29,27 20 50,00
Acompanhamento nutricional
Sim 2 4,88 4 10,00
Nao 39 95,12 36 90,00

Tabela 1: Caracteriza¢do de criangas e adolescentes com o transtorno do espectro autista.
N=81. Pelotas (2017)
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Criangas Adolescentes

IQD-R? DP p* IQD-R! DP p*
Estado nutricional? 0,3688 0,5853
Baixo peso - - 58,13 7,21
Eutréfico 49,79 11,85 55,14 6,88
Excesso 51,06 10,95 52,27 7,22
Sexo?® 0,8732 0,5675
Feminino 51,09 3,15 56,26 5,3
Masculino 50,47 1,92 53,13 1,21
Acompanhamento? 0,6336 0,0580
Sim 54,12 6,68 59,9 2,64
Nao 50,45 1,69 52,55 1,21

Tabela 2: Associagédo do IQD-R com estado nutricional, sexo e acompanhamento nutricional de
criancas e adolescentes com o Transtorno do Espectro Autista. N=81. Pelotas (2017)

'indice da Qualidade da Dieta-Revisado
2Correlagéo de Pearson

3Teste t de student

Criancas Adolescentes
N % N %

Frutas integrais
Pont. Minima 11 26,83 11 27,50
Pont. Maxima 7 17,07 6 15,00
Vegetais
Pont. Minima 13 31,71 4 10,00
Pont. Maxima 3 7,32 4 10,00
Cereais integrais
Pont. Minima 38 92,68 32 80,00
Pont. Maxima 0 0,00 0 0,00
Leite e derivados
Pont. Minima 6 14,63 7 17,50
Pont. Maxima 11 26,83 1 2,50
Gord_AA
Pont. Minima 2 4,88 2 5,00
Pont. Maxima 1 2,44 0 0,00

Tabela 3: Pontuagbes minimas e maximas obtidas através do indice de Qualidade da Dieta-
Revisado em criancas e adolescentes com o Transtorno do Espectro Autista. N=81. Pelotas-RS
(2017).
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CAPITULO 21

CONSTRUINDO RELACOES DE CUIDADO POR
MEIO DE EDUCACAO E SAUDE: O PAPEL DO
FISIOTERAPEUTA NA ESCOLA REGULAR

Maria Bethania Tomaschewski Bueno
Faculdade Anhanguera Pelotas, RS, Brasil.

Tatiane Barcellos Corréa
Faculdade Anhanguera Pelotas, RS, Brasil.

RESUMO: A escola contribui para a constru¢ao dos individuos como cidadaos, possibilitando aos
mesmos a apropriacao de conhecimentos assim, para o convivio social. O objetivo desta pesquisa
foi realizar uma reviséo sistematica sobre a atuacéo do fisioterapeuta na escola regular. A reflexao
perante a escola regular deu-se especificamente pelo fato de abranger um publico maior do que as
escolas especiais, bem como refletir no papel da contribuicdo da inser¢céo do profissional no meio.
Como procedimento metodol6gico para esta pesquisa, foi utilizada a revisao sistematica de artigos
no idioma portugués, entre os anos de 2007 a 2017, no portal de periddicos da CAPES. A busca
avancada foi realizada por pares, com os descritores: “Fisioterapia” e “Saude escolares”. O total
de artigos encontrados foi de 97, mas apenas nove desses estavam de acordo com o objetivo da
pesquisa. Os resultados demonstraram uma concentragcéo de estudos com o cuidado biomecéanico
dos escolares, isto é, programas para a educacéao de utilizagdo de mochilas, posturas ao abaixar-
se, pegar algum objeto e maximizar a qualidade ao dormir, obtiveram predominancia. A atuagao do
fisioterapeuta na escola de modo que (re) signifique a cultura popular de somente o profissional ser
reabilitador € um dos fatores também evidenciados nos artigos resultantes.

PALAVRA-CHAVE: Fisioterapeutas; Fisioterapia (especialidades); Saude na escola; Atencéo a
saude.

ABSTRAT: The school contributes to the construction of individuals as citizens, making it possible for
them to appropriate knowledge for social interaction. The objective of this research was to perform a
systematic review on the physiotherapist’s performance in the regular school. The reflection before
the regular school was given specifically by the fact that it encompasses a larger public than the
special schools, as well as to reflect in the role of the contribution of the insertion of the professional
in the environment. As a methodological procedure for this research, the systematic review of articles
in the Portuguese language, between 2007 and 2017, was used in the CAPES periodicals portal.
The advanced search was performed in pairs, with the descriptors: “Physiotherapy” and “School
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health”. The total of articles found was 97, but only nine of these were in agreement with
the objective of the research. The results showed a concentration of studies with the
biomechanical care of schoolchildren, that is, programs for the education of backpacks,
postures when lowering oneself, picking up some object and maximizing quality when
sleeping, obtained predominance. The performance of the physiotherapist in school so
that (re) means the popular culture of only the professional being rehabilitator is one of
the factors also evidenced in the resulting articles.

KEYWORDS: Physical Therapists; Physical Therapy Specialty; Health at School;
Health Care.

11 INTRODUCAO

A fisioterapia tem como suas habilidades a prevencao, promocéao e reabilitacéo
da saude humana, com ac¢des pautadas nos disturbios cinéticos funcionais dentro da
atencéo primaria, secundaria e terciaria (COFFITO, 2017). Entretanto, em determinadas
conjunturas, geralmente o profissional da area é percebido como especializado apenas
na area da reabilitacdo, no entanto, essas percep¢cdes podem modificar-se por meio de
estudos e praticas, fomentando novas possibilidades aos académicos e profissionais,
obtendo-se assim beneficios a sociedade como um todo.

A escola contribui para a construgcéo dos individuos como cidadaos, possibilitando
aos mesmos a apropriacao de conhecimentos assim, para o convivio social. A escola
desenvolve as percepcdes de cada ser, como do ser diante do mundo e vice-versa,
a mesma enfatiza o desenvolvimento psiquico, cognitivo, ético, social e econdmico
(SFORNI, 2004; OLIVEIRA, 2013).

Diante disso, a escola, um ambiente de atencdo primaria e empoderadora,
possibilita ao fisioterapeuta contribuir e desenvolver temas educacionais referentes a
saude. Profissionais e académicos de fisioterapia tem a possibilidade de, a partir da
insercéo na escola regular, construir relagdes com alunos, professores, funcionarios e
comunidade local, no qual oportunize troca de conhecimentos.

Manhéaes et al. (2011), abordou em seu estudo os riscos da gravidez precoce aos
escolares, salientando a importancia do fisioterapeuta no ambiente escolar. O estudo
foi realizado com 31 adolescentes no Rio de Janeiro e os resultados foram positivos,
isto é, houve aumento no indice de conhecimentos apds o trabalho de informacéo
realizado na pesquisa (MALHAES et al., 2011).

A orientacdo e esclarecimentos sobre saude, seja de forma geral ou especifica,
esta agregada ao trabalho do fisioterapeuta, no caso do ambiente escolar ndo é um
ambiente comumente explorado pelo profissional, mesmo sendo de grande potencial.

O processo de educagdo em saude apresenta-se como ferramenta eficaz no que
diz respeito ao controle de doencas e de graves problemas de saude publica,

como, por exemplo, os altos indices de prematuridade decorrentes de uma
gravidez precoce.
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O fisioterapeuta, como os demais profissionais de saude, tem sdlida formacao
académica para atuar no desenvolvimento de programas de promoc¢ao a saude.
Porém, frequentemente tem suas atividades profissionais reconhecidas na
reabilitacdo e na recuperacdo de pessoas fisicamente lesadas com atuacéao,
portanto em niveis de atencdo secunddria e terciaria da satude (MANHAES et al.,
2011, p.28).

David et al. (2013, p. 122) escreveu “Através da apropriacao do conhecimento,
a crianca e a familia ganham autonomia no manejo da doenga e na manutencéo da
saude”, ndo somente em questdes ja instaladas, o profissional, como demonstra na
literatura, tem capacidade para interagir com a sociedade de modo que possa elucidar
e prevenir sobre diversos fatores.

Apesarde, afisioterapiana saude de escolares ndo se encontranas especialidades
do profissional, pode ser compreendida como saude coletiva (COFFITO, 2017). Nesse
sentido, as intervengdes educacionais e clinicas encontram-se como estratégias para
esse profissional, nesse ambiente.

O objetivo desta pesquisa foi realizar uma revisao sistematica sobre a atuacéo
do fisioterapeuta na escola regular. A reflexdo perante a escola regular deu-se
especificamente pelo fato de abranger um publico maior do que as escolas especiais,

bem como refletir no papel da contribuicdo da insercéo do profissional no meio.

2| METODOLOGIA

Como procedimento metodolégico para esta pesquisa, foi utilizada a reviséo
sistematica de artigos no idioma portugués, entre os anos de 2007 a 2017, no portal de
periddicos da CAPES. A busca avancada foi realizada em pares, com os descritores:
“Fisioterapia” e “Saude escolares”.

O total de artigos encontrados foi de 97, mas apenas nove desses estavam de
acordo com o objetivo da pesquisa. A mesma foi realizada nos meses de agosto e
setembro de 2017. Os critérios de inclusao foram artigos no idioma portugués, entre o
periodo de 2007 a 2017, disponiveis na integra na base de dados selecionada, no qual
abordassem a atuacéo do fisioterapeuta na escola regular.

Foram excluidos aqueles documentos que nao se configuravam como artigos,
ndo se encontravam no idioma portugués, n&o estavam disponiveis na integra no
periodo da pesquisa e ndo informavam evidentemente o papel do fisioterapeuta no
ambiente escolar, bem como ndo demonstravam a atuacdo do profissional nesse
ambiente.

31 RESULTADOS

O objetivo da pesquisa foi verificar a atuacéo do fisioterapeuta na escola regular,
assim possibilitando reflexdes para a sua atuagdo em um ambiente empoderador, de
atencdo basica, como a escola. Os nove artigos resultantes da revisdo sistematica
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encontram-se descritos na Tabela 1.

Autores Titulo Publicacao Ano
Mansour e Presenca da fisioterapia preventiva no contexto es- Cinergis 2016
Roveda colar: educacdo e prevencdo em saude.

Badar6 et al. Apresentagdo de um programa de fisioterapia no Revista  Eletronica 2013
cuidado corporal de escolares: relato de experién- Gestao e Saude
cia.
Santos, Lara Inclus@o escolar: possiveis contribuicbes da fisiote- Revista  Educagcdo 2015
e Folmer rapia sob a Optica de professoras. Especial
Rocha, Associacao entre uso de mochilas escolares e es- Motricidade 2012
Tatmatsu e  coliose em adolescentes de escolas publicas e pri-
Vilela vadas.
Neto et al. Saude na escola: reflexdes a partir das vivéncias Tempus Actas 2016
dos estudantes de Fisioterapia. de Saude Coletiva
Fernandes, Efeitos de sessbes educativas no uso das mochi- Brazilian Journal of 2008
Casarotto e las escolares em estudantes do ensino fundamen- Physical Therapy
Joéo tal.
Benini e Beneficios de um programa de educacgéo postural Fisioterapia e 2010
Karolczak para alunos de uma escola municipal de Garibaldi, Pesquisa
RS.
Rebolho, Estratégias para ensino de habitos posturais em Fisioterapia e 2009
Casarotto e  criancas: histéria em quadrinhos versus experién- Pesquisa
Joéo cia prética.
Felcar et al.  Prevaléncia de respiradores bucais em criangas de Ciéncia & Saude 2010
idade escolar. Coletiva

Tabela 1 — Artigos selecionados na reviséo.

Fonte: Elaborado pelos autores (2017).

Os resultados desta pesquisa demonstraram que ha uma concentracdo de
estudos com o cuidado biomecénico dos escolares, isto €, programas para a educagao
de utilizacdo de mochilas, posturas ao abaixar-se, pegar algum objeto e maximizar a
qualidade ao dormir, foram prevaléncia nesse estudo. Outro fator foi de que todos os
estudos selecionados séao focados em sujeitos no periodo do ensino fundamental.

A atuacao do fisioterapeuta na escola de modo que (re) signifique a cultura popular
de somente o profissional ser reabilitador € um dos fatores também evidenciados nos
artigos resultantes. Os resultantes referiram como escassos o numero de pesquisas
relacionando a inser¢cao do profissional nesse ambiente, logo, também evidenciado
nesta.

O estudo de Mansour e Roveda (2016) foi descritivo, com 206 crian¢as do ensino
fundamental de Santa Cruz do Sul, RS, Brasil. A abordagem foi a educacéo postural
no ambiente escolar e nas atividades de vida diarias desses estudantes (MANSOUR
e ROVEDA, 2016).

As acbes descritas no estudo foram palestras, uso de jogos, elaboracdo de
cartazes, distribuicdo de folders, cruzadinhas e jogos de tabuleiro, avaliagdo postural
estatica, do estudante no mobiliario da sala de aula, analise observacional individual
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dos mesmos. Foi realizado também, pesagem dos alunos, das mochilas e como utiliza-
las corretamente e aplicacdo de questionario biopsicossocial (MANSOUR e ROVEDA,
2016).

Os autores descreveram que durante o estudo foi evidenciado problemas no
ambiente escolar, como por exemplo, de 206 mochilas pesadas, 148 delas estavam
acima dos 10% recomendados, no entanto, a atuagcdo fisioterapéutica obteve
receptividade positiva nas atividades, no ambiente pesquisado. Foi ressaltado pelos
autores a importancia da fisioterapia preventiva, principalmente no ambiente escolar
com uma abordagem ludica adequada a cada faixa etaria dos mesmos (MANSOUR e
ROVEDA, 2016).

A abordagem ladica como estratégia também foi mencionada no estudo de
Rebolho, Casarotto e Joao, (2009), no qual teve o objetivo de verificar a retencao de
informacgdes sobre habitos posturais em alunos do ensino fundamental com base em
duas estratégias educacionais, a de uso de historia em quadrinhos e a de experiéncia
pratica. O estudo foi experimental, com cinco encontros, com 80 crian¢as do ensino
fundamental, de uma escola no municipio de Sao Paulo, SP, Brasil (REBOLHO,
CASAROTTO e JOAO, 2009).

A pesquisa demonstrou que para 0os meninos foi necessario realizar mais
repeticdes sobre o conteudo do que para o grupo das meninas, no entanto, nado houve
diferencas em relacao as estratégias de entendimento e fixacdo das informacdes em
relacdo aos habitos posturais. A abordagem ludica na educagcéo em saude proporciona
uma relacao de cuidado e confianga, bem como uma conduta humanizada (REBOLHO,
CASAROTTO e JOAO, 2009).

Benini e Karolczak (2010), analisaram em seu estudo os efeitos de um programa
de educacao postural em 48 estudantes do ensino fundamental do municipio de
Garibaldi, RS, Brasil. O estudo foi caracterizado como experimental longitudinal e
primeiramente foi aplicado questionario aos alunos, sobre os habitos posturais na
escola e em suas atividades de vida diaria e questionario aos pais dos mesmos sobre
a percepcao desses habitos em seus filhos (BENINI e KAROLCZAK, 2010).

Apos verificado estatura e pesagem dos alunos, bem como das mochilas, o
modelo e como elas eram utilizadas foi realizado uma aula educativa sobre os temas
abordados. Foram reavaliadas quatro semanas depois e os resultados demonstrados
foram a aceitacao perante as informacdes e atividades propostas pelas profissionais,
como conhecimento das informacgdes dispostas sobre os habitos posturais (BENINI e
KAROLCZAK, 2010).

Apesar do entendimento sobre os habitos posturais, em determinados casos,
como por exemplo, a maneira correta de sentar-se no mobiliario na sala de aula,
nao € praticado. Outros habitos, como ler na cama e assistir a televisdo no sofa, foi
modificado conforme as informacgdes corretas dispostas pelo fisioterapeuta. Os autores
informaram que é necessario um trabalho continuo do fisioterapeuta no ambiente
escolar, para que essas agdes preventivas sejam praticadas de modo natural pela
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comunidade (BENINI e KAROLCZAK, 2010).

Nesse sentido, o estudo de Fernandes, Casarotto e Jo&do (2008) teve como
objetivo avaliar o efeito das sessdes educativas sobre habitos posturais em alunos de
ensino fundamental de escola particular, no municipio de Sao Paulo, SP, Brasil. Foram
analisados 107 alunos, de ambos os sexos e o estudo consistiu de palestras para os
pais e professores, com conceitos sobre a coluna vertebral e instru¢cdes sobre como
os alunos devem utilizar as mochilas, em relacdo a posi¢cao, peso e modelo. Para
os alunos consistiu em palestras e orientacédo pratica postural correta com e sem as
mochilas (FERNANDES, CASAROTTO e JOAO, 2008).

Nesseestudohouvereforcoportrésmeses,compalestrasde 60 minutosdeduragao
em sala de aula e exposicao de cartazes na escola, apos quatros meses da avaliacao
inicial e intervencao, os alunos foram reavaliados. Os resultados demonstrados pelos
autores foram de que as mudancas em relagdo ao modo de uso e peso das mochilas
se modificaram significativamente. Essa construcado de conhecimentos e aceitagao do
fisioterapeuta no ambiente escolar da-se devido a educacao, ndo somente aos alunos,
mas propaga-se aos pais e professores (FERNANDES, CASAROTTO e JOAO, 2008).

O estudo de Badaré et al. (2013), foi um relato de experiéncia de docentes e
estudantes de fisioterapia, inseridos em um programa denominado de Programa
de Fisioterapia no Cuidado Corporal de Escolares, realizado entre uma instituicéo
filantrépica com escolas de ensino fundamental do municipio de Santa Maria, RS,
Brasil. Além de palestras para alunos, professores e funcionarios na escola, ha no
programa a avaliacdo de peso e estatura, flexibilidade, avaliacdo postural subjetiva,
com posturégrafo e com biofotogrametria, da impressao plantar, desenvolvimento
motor e avaliacdo de queixas de dor (BADARO et al., 2013).

Os autores evidenciaram a importancia das vivéncias no eixo ensino-assisténcia,
unindo a universidade e a comunidade local, bem como do profissional de fisioterapia
na equipe multidisciplinar dessas acoes. Além de ampliar a atuagdo do mesmo, essas
vivéncias proporcionando o entendimento da comunidade perante o trabalho do
profissional (BADARO et al., 2013).

Neto et al. (2016), foi um estudo sobre as vivéncias de alunos de fisioterapia,
durante dois meses, com 30 alunos do sexto ano do ensino fundamental, em uma
escola no municipio de Jodo Pessoa, PB, Brasil. Os autores formularam o estudo por
meio de registros fotograficos e discursos sobre as experiéncias vividas na escola e
a tematica utilizada foi denominada de Inclusdo Social das pessoas com Deficiéncia.
Foram realizadas com os alunos atividades teéricas e reflexivas, filmes, praticas e
dindmicas de aplicabilidade sobre a inclusao social da pessoa com deficiéncia (NETO
et al., 2016).

Os autores descreveram como de fundamental importancia os profissionais e
académicos da fisioterapia inseridos no ambiente escolar, no qual possibilita exercer a
educacao e construir uma atencao basica que se aproprie das trocas de conhecimento,
beneficiando a todos do ambito. Foi evidenciado pelos mesmos, a necessidade de
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promover os temas sobre deficiéncias e inclusdo, bem como desenvolve-los entre a
escola e a fisioterapia (NETO et al., 2016).

No estudo de Santos, Lara e Folmer (2015) o objetivo foi verificar suas concepcgdes
em relacao as contribuicdes da fisioterapia na inclusédo de escolares e inteirar-se sobre
as dificuldades vivenciadas pelos profissionais que atuam nas salas de recursos. O
estudo foi qualitativo, descritivo, com oito professoras entrevistadas do municipio de
Uruguaiana, RS, Brasil (SANTOS, LARA e FOLMER, 2015).

As professoras demonstraram posicionamentos positivos perante a atuacdo do
profissional de fisioterapia, sua importancia na insercdo dentro do ambiente escolar,
como por exemplo, suporte ao aluno, ao professor em relacao a orientacdes de
patologias, funcionalidades, posturas e tecnologias assistidas. No entanto, houve
dificuldades das mesmas em exemplificar as praticas do profissional nesse ambiente
(SANTOS, LARA e FOLMER, 2015).

Rocha, Matmatsudo e Vilela (2012), em seu estudo observacional, de corte
transversal, analisou o uso e 0 peso de mochilas relacionando com a presenca de
escoliose em 228 alunos, de ambos 0s sexos, do ensino fundamental. Dos 228 alunos,
27,63% de escola particular e 72,37 % de escola publica, do municipio de Quixada,
CE, Brasil (ROCHA, TATMATSU e VILELA, 2012).

O estudo apresentou uma maior altera¢gdo da biomecéanica nos alunos das escolas
publicas, no qual se utilizavam de forma errénea de mochilas com rodas. Assim como,
a pesquisa demonstrou que a populacao feminina estudada obteve maior niumero
de casos de gibosidade na coluna, com 65.46% dos 110 puberes com a alteracao
(ROCHA, TATMATSU e VILELA, 2012).

No estudo de Felcar et al. (2010), objetivo foi o identificar a prevaléncia de
respiradores bucais em criangas de uma escola do ensino fundamental do municipio
de Londrina, PR, Brasil. Foi um estudo transversal, com aplicacdo de 496 questionarios
aos pais ou responsaveis dos alunos (FELCAR et al., 2010).

O questionario abordou sobre habitos como aleitamento, se a crianga chupa
dedo ou fez uso de chupeta, o posicionamento ao dormir, ronco, sialorreia, qualidade
do sono, concentracéo, atividade fisica, em relacéo a alimentagdo, como velocidade,
quantidade, local, ingestdo de liquidos durante as refeicées, tempo e preferéncia
alimentar. O questionario também abordou os cuidados pessoais, se a crianga roi
as unhas, utiliza 6culos, ingere alguma medicacao, se realizou alguma cirurgia e/ou
algum tratamento, como fisioterapia, fonoaudiologia, otorrino e ortodéntico (FELCAR
etal., 2010).

Além disso, o estudo investigou sobre a respiragcdo dos alunos, se essa era
realizada pelo nariz, boca ou mista, intensidade de gripes, alergias e ruidos na mesma.
A pesquisa evidenciou um discreto predominio para o sexo feminino de respiracéo
bucal, mas sem indices relevantes, entretanto ressaltou que esse quesito necessita de
diagnostico, prevencao e tratamento multidisciplinar, pois pode predispor a disturbios
gue impactam em altera¢des funcionais e morfoldgicas desses individuos (FELCAR
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et al., 2010).

4 | DISCUSSAO

Esta revisdo sistematica demonstrou que os resultados, sobre o papel do
fisioterapeuta no ambiente escolar, concentraram-se em estudos com o cuidado
biomecanico dos escolares. Contudo, na literatura ha o predominio de estudos
abordando a atuacao do fisioterapeuta no ambiente escolar com a inclusao.

Landmann, Ruzza e Chesani (2009), abordaram a atuagao do fisioterapeuta na
escola infantil. Os mesmos, enfatizaram a importancia da presenca do profissional
nas questoes de transmitir os conhecimentos, principalmente de desenvolvimento
neuropsicomotor, para os professores e funcionarios nesses locais (LANDMANN,
RUZZA e CHESANI, 2009).

O estudo demonstrou que os profissionais que atuam no ambiente escolar tém
incertezas em relacgdo a distinguir alguma alteragcao no desenvolvimento das criangas,
muitas percepg¢des, algumas vezes, sdo realizadas pelos conhecimentos cotidianos e
em vivéncias (LANDMANN, RUZZA e CHESANI, 2009). Da mesma forma, Neto e Assis
(2009) destacaram a importancia da insercao do fisioterapeuta na escola, diretamente
ligado a incluséo escolar.

O estudo discutiu sobre como o fisioterapeuta se faz importante na equipe
multidisciplinar nesse ambiente, como suporte aos demais nos planejamentos de
atividades apropriadas e seguras as necessidades de alunos com deficiéncias fisicas,
por exemplo (NETO e ASSIS, 2009). O profissional possui competéncia para adequar e
adaptar os espacos fisicos, bem como instruir brincadeiras que socializam e fomentam
a inclusao de todos os alunos (NETO e ASSIS, 2009).

Nesse sentido, Gallo, Orso e Fiério (2011) e Medeiros e Becker (2009) também
demonstraram em seus estudos a importancia da interacéo do fisioterapeuta com
os professores, principalmente no que remete a inclusdo de alunos com demandas
de necessidades especificas. Essa questado, foi evidenciada pelos autores como
emergencial frente as necessidades de apoio aos professores (NETO e ASSIS, 2009).

O fisioterapeuta, segundo os autores, proporciona beneficios ao aluno, no qual
terd um ambiente propicio para a sua aprendizagem, aos professores e demais
funcionarios do ambiente escolar, com o entendimento de patologias, desenvolvimento
neuropsicomotor, tecnologias assistivas, posturas adequadas dentre outros. E
beneficios com a comunidade escolar como um todo, facilitando assuntos relacionados
a acessibilidade e consciéncia sobre a inclusdo (MEDEIROS e BECKER, 2009).

A congruéncia nas pesquisas foi de que o fisioterapeuta na escola regular, como
parte da equipe multidisciplinar, contribui com suas habilidades cinético-funcionais,
de ergonomia e acessibilidade. As informacdes em saude transcendem aos alunos,
isto é, esses conhecimentos atingem os pais e familiares, professores e comunidade
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escolar em geral, constituem em um processo humanizado de retorno de cuidado aos
cidadaos.

Esta pesquisa apresentou limitacdo quanto ao periodo de 10 anos de selecéao
de artigos, a uma base de dados, pois diminui 0 niumero de resultantes, bem como ao
nuamero de descritores e esses no idioma portugués.

51 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar do numero diminuido de artigos selecionados, observou-se uma
concentracao de estudos com o cuidado biomecénico dos escolares, isto €, programas
para a educacao de utilizagao de mochilas, posturas ao abaixar-se, pegar algum objeto
e maximizar a qualidade ao dormir, foram prevaléncia nesse estudo.

O fisioterapeuta inserido nesse ambiente tem a possibilidade de realizar diversas
trocas de conhecimento em um ambiente, muitas vezes, defasado de investimentos,
de autoestima e seguranca. A escola regular, principalmente a publica, & enriquecedora
de informacgdes e torna-se objeto de empoderamento para a sociedade como um todo.

A consolidacdo do fisioterapeuta nas escolas, acredita-se, que somente se
dara por meio de pesquisas cientificas, das vivéncias de profissionais e académicos
da fisioterapia inseridos na mesma. Isto &, os resultados virdo assim como, esse
segmento de mercado sera consolidado na profissdo, por meio do interesse dos
préprios fisioterapeutas.
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RESUMO: O uso de estratégias didaticas séo
utilizadas porque além de facilitar o aprendizado
de forma ludica possibilita a relacdo dos
contetdos apresentados com a vida cotidiana.
Sendo assim, a utilizacdo dos materiais didaticos
séoindispensaveis para que ocorraaconstrucao
do conhecimento. Entre as estratégias que
podem ser usadas pelo professor destacam-
se as aulas praticas e de campo que podem
atuar no desenvolvimento das capacidades de
observacdo bem como na analise de dados e
da percepcéo critica. No ensino de Biologia
muitos materiais sao desenvolvidos para sua
utilizagdo no ensino fundamental e médio, mas
€ observado uma escassez na elaboracéo de
tais materiais voltados para o ensino superior.
Nessa perspectiva, 0 presente trabalho teve
como objetivo a elaboracdo de um guia de
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MATERIAL DIDATICO

aulas praticas como ferramenta de auxilio para
docentes e discentes do ensino superior, a partir
dos aspectos relacionados a polinizacdo em
flores da Caatinga por abelhas Apis mellifera.
Para isso, foram coletadas informacdes
em campo por meio de observacdes e de
registros escritos e fotograficos, realizados
semanalmente nos meses de janeiro a margo
de 2017. A partir da pesquisa para construcao
didatico foi perceber

a escassez de trabalhos dessa natureza

do material possivel
voltados para o ensino superior, 0 que reforga
a importancia da elaboracdo do presente guia
como ferramenta para o ensino.
PALAVRAS-CHAVE:
Caatinga. Apis mellifera.

Materiais  didaticos.

ABSTRACT: The use of didactic strategies is
used because besides facilitating learning in a
playful way makes possible the relation of the
presented contents with the daily life. Therefore,
the use of teaching materials is indispensable
for the construction of knowledge. Among the
strategies that can be used by the teacher
stand out the practical and field classes that
can act in the development of the capacities of
observation as well as in the analysis of data and
the critical perception. In Biology teaching many
materials are developed for use in primary and
secondary education, but there is a shortage in
the development of such materials for higher
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education. From this perspective, the objective of this work was the elaboration of a
guide to practical classes as an aid tool for teachers and students of higher education,
from the aspects related to pollination in flowers of the Caatinga by Apis mellifera
bees. For this, field information was collected through observations and written and
photographic records, performed weekly in the months of January to March, 2017.
From the research for the construction of didactic material it was possible to perceive
the scarcity of works of this nature aimed at higher education, which reinforces the
importance of developing this guide as a tool for teaching.

KEYWORDS: Didactic materials. Caatinga. Apis mellifera.

1| INTRODUGAO

Na area das ciéncias da natureza e suas tecnologias a disciplina de Biologia é
uma das que apresenta muitas possibilidades de exploracéo dos diferentes recursos
para o ensino (PEREIRA; LIMA; GALLAO, 2014). O uso de estratégias didaticas
diversificadas além de facilitar o aprendizado de forma motivadora e ludica pode
também relacionar os contetudos aprendidos com a vida cotidiana, o que facilita a
assimilacdo dos conteudos expostos (MORAES, 2016). Dessa maneira, a utilizagéo
de materiais didaticos que contribuam para a constru¢do do conhecimento e que
viabilizem o processo de ensino-aprendizagem € de grande importédncia para a
renovacao do exercicio docente, j& que esses recursos servem como apoio para o
desenvolvimento das funcdes dos professores e permitem que o educando tenha uma
proximidade maior com o conteudo apresentado (MENDES; LIMA; SILVEIRA, 2012).

Considerando que a transmissdo de conhecimento ndo esta somente vinculada
a sala de aula (TOLEDO et al., 2018), entre as estratégias a serem utilizadas pelo
docente a fim de estimular a participacéo dos alunos, incluem-se as aulas praticas e
de campo, que podem promover o desenvolvimento das capacidades de observacgao,
de analise de dados e da percepcéo critica (SILVA; LANDIM, 2012). Assim, quando
realizadas de forma adequada, estas metodologias contribuem para o desenvolvimento
cognitivo permitindo que os discentes formulem problemas e hipéteses que os auxiliem
na expanséo de suas reflexées sobre os fendmenos que ocorrem a sua volta (SILVA;
LANDIM, 2012).

Para que tais estratégias sejam utilizadas de forma satisfatoria, faz-se necessario
que os professores tenham uma formacao inicial e continuada, proporcionando assim
um entendimento critico das praticas empregadas, 0 que 0s proporcionara autonomia
e iniciativa para superar suas limitagdes (VIVEIRO; DINIZ, 2009), além de recursos
didaticos de apoio. Tendo isso em vista, inUmeros estudos tém procurado colaborar
com o desenvolvimento de materiais didaticos voltados para a Biologia, com foco
principalmente no ensino fundamental e médio sendo, contudo, escassos aqueles
voltados para o ensino superior.

Impactos das Tecnologias nas Ciéncias Biologicas e da Saude 3 Capitulo 22




Entre os temas que trazem desafios ao serem abordados, temos a polinizagéo,
que, por seu carater abrangente, envolve conhecimentos de diversas areas tais como
boténica, zoologia e ecologia, além de englobar varios processos ecoldgicos, tais
como competicdo, coevolugcao, forrageamento e sucesso reprodutivo, que afetam as
populagdes, comunidades e ecossistemas.

Particularmente no ensino superior, onde os docentes frequentemente séo
especialistas e ministram disciplinas especificas, assuntos que permeiam muitas areas,
tais como a poliniza¢do, correm o risco de ser subexplorados e pouco aprofundados em
virtude da complexidade que envolvem. Entretanto, este é de extrema importancia para
a manutencgao dos ecossistemas o0 que o torna assunto indispensavel na formacgao de
profissionais que lidam com tais aspectos como Biélogos, Agrdbnomos, Zootecnistas,
Gestores e Engenheiros ambientais, entre outros. Essa natureza abrangente do tema
pode dificultar o entendimento de algumas de suas peculiaridades e se tornar um
desafio aos docentes que abordam o assunto.

Os polinizadores sao essenciais para as plantas silvestres e cultivadas, sendo
responsaveis por cerca de 75% dos processos de polinizacdo na agricultura, e a sua
auséncia pode diminuir a produtividade, aumentando consequentemente, os custos
de polinizacdo para os agricultores (MARQUES et al.,, 2015). As abelhas, sendo
consideradas as principais polinizadoras da flora do planeta, possibilitam a formacgéo
de frutos e sementes e contribuem para a manutencéo de varias espécies vegetais,
tendo assim uma grande importéancia para a conservacéao da flora presente em diversos
biomas, inclusive na caatinga (SILVA et al., 2014).

Entre as abelhas polinizadoras, as da espécie exbtica Apis mellifera sao
distribuidas em quase todos os biomas brasileiros, com predominéncia na caatinga
(NEVES; VIANA, 2002). Elas sdo bem sucedidas e consideradas benéficas devido
a relacédo com o processo de polinizagéo e a producéo de mel (GOULSON, 2003).
Embora os trabalhos sobre os efeitos do papel desempenhado por elas na polinizagao
de plantas da caatinga ainda sejam questionaveis, ha pesquisas que mostram que as
mesmas podem atuar como polinizadores efetivos em ecossistemas brasileiros, como
observado em Copaifera langsdorffii, em uma area de cerrado (FREITAS; OLIVEIRA,
2002) e na goiabeira (Psidium guajava) em uma regiédo de caatinga (FREITAS; ALVES,
2008).

Em virtude da importancia da polinizagao para o funcionamento do ecossistema
(MAUES; MARTINS, 2014), da sua abrangéncia e da existéncia de poucos materiais
com fins didaticos sobre o tema voltados para o auxilio dos professores do ensino
superior, torna-se relevante a realizacdo de pesquisas na area que tenham como
finalidade a obtencéo de dados que embasem a construcéo de tais recursos.

Diante deste cenario, o presente trabalho teve como objetivo construir um guia de
aulas préticas para o ensino superior baseado na ecologia da polinizacéo de plantas
da Caatinga visitadas por Apis mellifera. Objetivou-se ainda catalogar tais espécies em
um fragmento de Caatinga no municipio de Jaguaribe, Ceara, e conhecer os padrdes
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de visitagdo desta abelha a fim de embasar a construgéo do guia que podera servir
como auxilio ao professor e ao aluno, na aprendizagem dos aspectos envolvidos na
polinizacdo, bem como de suas especificidades no bioma caatinga.

2 | MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido em duas areas sendo uma pertencente a sede do
municipio de Jaguaribe e localizada proxima ao Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia
e Tecnologia do Ceara - IFCE, Campus Jaguaribe. Enquanto a outra, denominada
Sitio Alegre, pertence ao distrito de Feiticeiro que esté situado a 42 quildbmetros da
sede do municipio de Jaguaribe que se localiza na microrregido do Médio Jaguaribe,
no sudoeste do Estado do Ceara, a 310 Km da capital (IPECE, 2007).

A coleta dos dados foi realizada durante os meses de janeiro a marco de 2017,
no periodo de 06h30min as 17h00min, dois dias por semana, e as coletas das
abelhas meliferas foram efetivadas no periodo da manha, bem como as observacoes
morfolégicas e os registros fotograficos. O guia de aulas praticas foi construido
utilizando-se as informacbes e o0s registros coletados durante as observagdes
realizadas em campo e em laboratorio.

3 | RESULTADOS E DISCUSSAO

O guia produzido é constituido de trés praticas com os seguintes temas: (1)
morfologia de Apis mellifera, que aborda os nomes e fungdes das principais estruturas
externas do corpo das abelhas, utilizando como modelo de estudo a abelha Apis
melifera, (2) comportamento de forrageio por Apis mellifera, onde sao tratados
aspectos do forrageio e do comportamento de Apis mellifera em relacéo aos recursos
preferenciais, (3) eficiéncia da polinizagdo, com enfoque para a eficiéncia de Apis
mellifera como polinizadora.

Pratica 1 - Morfologia de Apis mellifera

Introducao

As abelhas sao insetos pertencentes a ordem dos himendpteros e a familia dos
apideos. Entre, aproximadamente, as vinte mil espécies conhecidas, as abelhas Apis
mellifera sao as mais eficientes em relacéo aos processos de polinizagéo, contribuindo
para a agricultura e para a producédo de mel, prépolis, geleia real e pélen (RAMOS;
CARVALHO, 2007).

O corpo das abelhas é constituido de trés partes: a cabeca, o térax e 0 abdémen
(Figura 1). A cabeca (Figura 2) contém dois olhos compostos laterais, trés ocelos
dorsais, um par de antenas que sao divididos em trés articulos, o escapo, o pedicelo e
o flagelo, sendo o ultimo formado por unidades denominadas flagelémeros (Figura 3)
(SILVEIRA; MELO; ALMEIDA, 2002). Elas possuem também um par de mandibulas e
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o aparelho bucal, que contém a glossa e o labro (SILVEIRA; MELO; ALMEIDA, 2002).

No térax delas, tém origem dois pares de asas (Figura 1C) (MARQUES et al.,
2015). Apresentam em sua parte ventral trés pares de pernas chamadas de pernas
anteriores, médias e posteriores (Figura 1D), constituidas por seis articulos, que
séo: coxa, trocanter, fémur, tibia, tarso e pré-tarso. As abelhas meliferas possuem a
superficie externa da tibia posterior em um formato concavo com pelos nas margens,
e tal arranjo € denominado de corbicula, estrutura onde o polen € depositado para ser
transportado (SILVEIRA; MELO; ALMEIDA, 2002).

A espécie africanizada A. mellifera possui uma ampla distribuicdo ja que a mesma
prospera em grandes areas da superficie da Terra. Uma colénia de A. mellifera contém
uma fémea fértil, a rainha, e numerosas fémeas estéreis, as operarias, além delas,
durante a maior parte do ano, sdo encontradas crias em desenvolvimento e durante
parte da primavera e do veréo, os zangdes, que sao os machos da colénia (FREE,
1980). Em relacdo ao tamanho, as operarias possuem um comprimento corpéreo de
cerca de 1 cm, sendo as rainhas e os zang6es um pouco maiores (PIRES et al., 2014).

A espécie Apis mellifera forma uma sociedade onde existe uma sé rainha e varios
zangdes. As rainhas sao originadas a partir de uma larva que recebeu geleia real
como alimento, e as mesmas sao fecundadas durante o voo nupcial, por um ou mais
zangbes. Os ovos sao colocados pelas rainhas em alvéolos nos ninhos, e as larvas
sdo alimentadas pelas operarias (GALLO et al., 2000). Os machos ndo possuem
corbiculas (Figura 1D) como as operarias, ja que nao coletam alimentos para a cria,
e em relacdo as antenas, os mesmos possuem 13 flageldmeros, enquanto as fémeas
apenas 12 (Figura 3) (MARQUES et al., 2015).

O melhor método para realizar a captura € com a rede entomolégica (pucd)
(Figura 4), que € uma pratica que permite ao coletor realizar importantes observacdes
diretas sobre o comportamento e a biologia das abelhas As redes entomoldgicas séo
usadas geralmente para insetos durante o voo, sendo formadas por um aro de arame
resistente e por um saco de tela fina de néilon ou fil6 com borda reforcada, ambos de
dimensodes variaveis (ALMEIDA; RIBEIRO-COSTA; MARIONI, 2012).

Roteiro da pratica

Conceitos estudados: Morfologia da abelha A. mellifera e suas fungdes.

Area de aplicacdo: Podera ser aplicada em cursos como Agronomia, Ciéncias
Biolégicas e Zootecnia, e nas disciplinas de: Anatomia animal comparada, Apicultura,
Entomologia, Sistematica animal e Zoologia de invertebrados.

Material utilizado: Estereomicroscopio (lupa), pinca, placa de Petri, potes com
tampa, de preferéncia transparentes, rede entomolégica (puca).

Procedimento

Em campo, preferencialmente pela manha, onde ha uma maior quantidade de
flores abertas, bem como de polinizadores, colete uma ou mais abelhas com o puca e
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coloque-as dentro dos potes e leve para o laboratorio;

No laboratério, coloque os potes dentro de um congelador e deixe-os la por 10
minutos, até que as abelhas ndo apresentem mais movimentos; Utilizando uma pingca
retire a abelha do pote, coloque-a na placa de Petri e leve-a para o estreomicroscopio
e faca as observacgdes de sua morfologia externa, procurando relacionar as estruturas
com suas respectivas fungoes.

Discutindo conceitos

1. Quais sao as diferengas morfoldgicas entre zangdes, operarias e rainhas?

2. Qual é a importancia do surgimento das corbiculas presentes nas pernas
posteriores de abelhas como A. mellifera?

3. Qual é a relacao entre a forma e a funcado do aparelho bucal de A. mellifera?

4. Qual é a relagao das antenas com a comunicacao das abelhas?

Figura 1- Morfologia externa de Apis mellifera. A- cabeca; B- térax; C- asas; D- pernas (1-
pernas anteriores, 2- garra, 3- pernas médias, 4- corbicula, 5- pernas posteriores); E- abdomen.
Fonte: arquivo da pesquisadora
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Figura 2- Morfologia externa da cabeca de Apis mellifera. A- olho composto; B- alvéolo antenal;
C- clipeo; D- antena; E- labro; F- glossa.

Figura 3- Antena de Apis mellifera. A- flagelo; B- flageldmeros; C- pedicelo; D- escapo.
Figura 4- Coleta de Apis mellifera com pucé. Fonte: arquivo dos pesquisadores

Pratica 2 - Comportamento de Forrageio por Apis mellifera

Introducao

Forrageio ou forrageamento é o termo ecoldgico empregado para a saida de um
animal a procura de alimento. No caso das abelhas, durante esse processo, enquanto
visitam inumeras flores para se alimentarem seja de pdlen, néctar, resinas ou 0Oleos,
acabam acidentalmente realizando a polinizagdo (FERREIRA, 2015).

A quantidade de alimento coletado depende da necessidade da colénia e da
disponibilidade de recursos. Abelhas da espécie Apis mellifera possuem alta eficiéncia
no forrageamento de diferentes plantas, sendo as abelhas operarias as responsaveis
pela coleta (Figuras 1 a 4) e acondicionamento de recursos florais como o néctar e o
polen.

O podlen representa a principal fonte proteica para imaturos dentro das células de
cria, e sua coleta ocorre diretamente das anteras (Figura 1) a partir do aparelho bucal
ou outras regides corpéreas, sendo consumido diretamente (AGOSTINI; LOPES;
MACHADO, 2014) ou guardado e carregado para o ninho nas corbiculas (Figura 4)
(PINHEIRO et al., 2014). Possuindo muito mais do que acgucar, o néctar é produzido
como oferta para os polinizadores, ja que o animal geralmente o consome e de forma
involuntéaria se responsabiliza pelo transporte de p6len, contribuindo para a reproducéo
da planta (AGOSTINI; LOPES; MACHADO, 2014). O propolis € coletado de cascas
ou de brotos presentes nas arvores e utilizado para preencher fissuras e aberturas
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nas paredes dos ninhos. Ja a agua néao € estocada, sendo coletada apenas quando
necessario, e utilizada para diluir estoques de mel, e esfriar os ninhos quando estao
muito quentes (FREE, 1980). Ainda de acordo com o autor, néctar e &gua comumente
sao transportados no papo e pélen e propolis na corbicula. As abelhas podem coletar
apenas polen, apenas néctar, ou ambos simultaneamente (Figura 4). Adicionalmente,
Oleos e resinas (Figura 3) podem ser coletados e utilizados na construgdo dos ninhos
ou, no caso do 6leo, misturado ao poélen e ofertado as larvas como alimento (PINHEIRO
et al., 2014).

A caracterizagcdo dos ecossistemas de acordo com as espécies vegetais
responsaveis por fornecerem recursos para as abelhas meliferas e a relacao dos
fatores ambientais que intervém na realizagdo das coletas e desenvolvimento das
abelhas é importante, pois, permitem ndo s6 melhorar as praticas de manejo, mas
também colaborar para a racionalizagdo da criacdo das mesmas, essenciais tanto
para a producao de mel, como para a polinizacdo (MUNIZ; SILVA, 2011).

Roteiro da Pratica

Conceitos estudados: Aspectos de forrageio apresentados por A. mellifera

Area de aplicacéo: Disciplinas de Botanica e Ecologia dos cursos de Ciéncias
Biolégicas, Agronomia, Zootecnia, Gestdo Ambiental e areas afins.

Material utilizado: Camera fotografica, cronémetro, ficha de campo, lapis.

Procedimento

As plantas visitadas pela A. mellifera devem ser identificadas e numeradas.
Registre a condicao do tempo (chuvoso, nublado ou ensolarado) na ficha de campo,
bem como o horario em que ocorreram as visitas. Deve ser observado e anotado
que tipo de recurso floral as abelhas estéo coletando: néctar, quando as abelhas néao
manipulam as anteras e encontram-se com a lingua disposta em alguma abertura ou no
tubo floral; p6len, quando as mesmas manipulam as anteras com as pernas dianteiras,
coletando o pdélen e passando posteriormente para as corbiculas (Figura 4) nas pernas
posteriores; ou outros recursos como resinas e 6leos. Registre também se durante as
visitas ha o contato das abelhas com as estruturas reprodutivas (anteras e estigma),
bem como a quantidade de flores abertas na inflorescéncia, a quantidade de flores
visitadas e o tempo de permanéncia na inflorescéncia (contabilizado com o auxilio do
crondmetro). A area para a realizagcéo da pratica deve apresentar diversas espécies
com flores, como arbustos, arvores e herbaceas. Em campo, realize observacoes e
registros fotograficos acerca do comportamento de A. mellifera e outras abelhas em
suas visitas as flores presentes na area. A atividade devera ser dividida em quatro
intervalos de 45 minutos separados por pausas de 15 minutos.

Discutindo conceitos

1. Que comportamento A. mellifera apresentou com maior frequéncia durante
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as observacbes em relacdo as espécies visitadas, recurso coletado, polinizagao e
duracéo das visitas?

2. De acordo com as observagdes, qual recurso foi mais explorado por A.
mellifera? Por qué?

3. Em qual horario ocorreu o maior numero de visitas? A que isto pode estar
relacionado?

4. Caracterize as espécies vegetais visitadas quanto a:

a) coloracgao; b) odor; c) tamanho; d) presenca de guias de néctar

Ficha de Campo
Espécie/nome popular: Cddigo do coletor:
Local: Data:

| —intervalo; T — (C = chuvoso, N = nublado, S = ensolarado); NP — numero da
planta; QA — quantidade de flores abertas na inflorescéncia observada; HV — horario
da visita; RC — recurso coletado (N = néctar, P = pélen, R = resina, O = 6leo, OT =
outros); CR — contato com estruturas reprodutivas (A = Anteras E = Estigma); QF —
quantidade de flores; Tl — tempo na inflorescéncia.

I T NP QA HV RC CR QF TI
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Pratica 3 — Eficiéncia da polinizacao

Introducao

Por serem organismos sésseis, as plantas desenvolveram um conjunto de
caracteristicas que proporcionam certa mobilidade nabusca por um parceiro reprodutivo
(RAVEN; EVERT, EICHHORN, 2011). As flores sdo responsaveis por atrairem os
animais polinizadores e investem em recursos e estruturas para isso (GONCALVES,
LORENZI, 2011). Elas apresentam um conjunto de atributos morfolégicos como
coloracao, guias de néctar e plataforma de pouso que orientam os polinizadores em
direcdo aos recursos, e também atributos fisioldgicos como aroma, néctar e resinas
que sao disponibilizados para os visitantes (JUDD et al., 2009).

Nas figuras de 1 a 4 sdo observados diversos visitantes nas flores de espécies
da caatinga. Na figura 1 pode ser vista uma abelha da espécie Apis mellifera coletando
polen, é possivel observar uma massa de pdélen ja coletado por ela em suas corbiculas.
Nas figuras 2 a 4 foram registrados diferentes visitantes florais (borboleta, mariposa e
mosca) em busca de néctar. Eles podem ser classificados em esporadicos, frequentes,
oportunistas, generalistas ou especialistas. Para que seja considerado um polinizador
efetivo, o visitante precisa efetivar a transferéncia do pélen das anteras para o estigma
de uma flor da mesma espécie, além disso, o visitante deve ter frequéncia, fidelidade
a planta e desenvolver uma rota de voo que favoreca esse processo (ALVES-DOS-
SANTOS et al., 2016).

De uma forma geral, as abelhas s&o consideradas agentes polinizadores, mas
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nem todas realizam essa fungcdo ecoldgica e aquelas que o fazem nao polinizam
qualquer flor, comumente existe algum nivel de especificidade entre elas e estes
orgaos vegetais. Tal fato pode ser observado na polinizacdo do maracuja amarelo
(Passiflora edulis), que por ter uma estrutura que eleva o androceu e o gineceu, tem
como polinizadores efetivos um numero reduzido de abelhas grandes conhecidas como
mamangavas, uma vez que apenas estas possuem o tamanho adequado para tocar
as partes reprodutivas enquanto procuram néctar (ALMEIDA et al., 2006). As abelhas
africanizadas Apis mellifera e as arapuds (Trigona spinipes) também visitam as flores
do maracuja, mas nao atuam como polinizadores e podem ainda danificar as flores
cortando o nectario com a finalidade de roubar o néctar, sendo assim consideradas
pilhadoras, pois sdo capazes de usar os recursos ofertados pela flor sem realizar a
polinizacédo (ALMEIDA et al., 2006).

Gallonietal. (2008) observou que existe umarelacéo positiva entre a especificidade
do polinizador e o sucesso reprodutivo das plantas. Ou seja, quanto maior a fidelidade
do polinizador, maior sera a probabilidade de fecundacéo e, portanto, a formacao
dos frutos. Quando as abelhas sao generalistas, realizam muitas visitas a diversas
flores, depositando assim pb6len de uma espécie no estigma de outra, 0 que acaba
ocasionando a sua obstru¢do, impedindo assim a germinacgao de graos coespecificos
(NEVES, 2008).

Para verificar a eficiéncia da polinizagdo séo feitos experimentos com sacos,
geralmente de fil6, onde alguns botdes florais s&o ensacados e depois da antese sdo
feitas observacdes acerca do visitante de interesse: caso ocorra a visita, as flores
sdo novamente recobertas a fim de observar a formacéao de frutos e se tal polinizador
se comporta como pilhador, quando apenas coleta recursos, ou polinizador eficiente
(MILFONT, 2012).

Algumas plantas podem ser polinizadas por diferentes grupos, como no caso da
Spondias tuberosa Arruda, uma espécie endémica da caatinga que ao receber visita
de diferentes abelhas como A. mellifera e Trigona fuscipennis, sédo fecundadas, pelo
contato da parte ventral do térax delas com suas anteras e seus estigmas (NADIA;
MACHADO; LOPES, 2007).

No caso do Ziziphus joazeiro, conhecido popularmente como joazeiro, também
endémica da caatinga, foi observado que na coleta de néctar as abelhas meliferas
nao tocavam as anteras ou os estigmas das plantas, mas ao se deslocarem na
inflorescéncia em direcéo a outra flor, elas ocasionavam a transferéncia dos graos de
pblen aderidos ao seu corpo, para outras flores (NADIA; MACHADO; LOPES, 2007).

Roteiro da Pratica

Conceitos estudados: Eficiéncia de A. mellifera como pilhador ou polinizador e
seus desdobramentos ecoldgicos e econémicos.
Area de aplicacdo: Podera ser aplicada em cursos como Ciéncias Bioldgicas, e
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nas disciplinas de Biologia da polinizagéo, Botanica e Ecologia.
Material utilizado: Ficha de campo, lapis, sacos de fil6 ou de plastico.

Procedimento

Escolha uma area que apresente diversas espécies vegetais, em seguida, faca
observacgdes acerca das flores visitadas. Com a régua faca a medicdo das mesmas e
observe também os recursos oferecidos, anotando todas essas informacdes na ficha
de campo. Observe se A. mellifera toca as partes reprodutivas das flores visitadas e
anote. Observe por 5 minutos quantas espécies de plantas e quantas flores de cada
espécie sao visitadas e anote na ficha de campo. A visita de muitas flores da mesma
espécie pode indicar fidelidade, podendo assim ser um indicativo de que o visitante
€ um polinizador eficiente. Selecione alguns botdes florais e ensaque-os utilizando
sacos de fild ou de plasticos. Observe os botdes florais ensacados semanalmente até
que 0s mesmos abram-se.

Apbs a abertura dos botdes florais, desensaque-0s e observe a primeira visita de
A. mellifera as flores. Em seguida, ensague novamente as flores visitadas para que
se evite o contato com outros visitantes, e aguarde de uma a duas semanas para que
ocorra a formacgao dos frutos. A formagcéo dos mesmos indicara a eficiéncia de Apis
em suas visitas.

Discutindo conceitos

1. Em quais vegetais foi possivel observar A. mellifera tocando as partes
reprodutivas?

2. Em quais espécies de plantas ficou evidente a eficiéncia de A. mellifera? Outro
visitante foi observado?

3. Que outras espécies, além de A. melifera foram observadas? O visitante tocou
as partes reprodutivas das plantas?

4. Em que local no polinizador o polen se depositou? E a mesma regido que toca
o estigma das flores visitadas?

5. O visitante apresentou comportamento de pilhador? Foi possivel observar
outras formas de acesso aos recursos como, por exemplo, a construcéo de orificios
no tubo da corola das flores, ou acesso ao recurso pelo lado de fora da flor?
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FICHA DE CAMPO

Visitante Tamanho da Recurso Numero de Contato com regibes

Flor visitada

observado flor oferecido flores visitadas reprodutivas (sim/nao)
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41 CONSIDERACOES FINAIS

Diante do exposto, e em virtude da escassez de materiais didaticos de aulas
praticas com sugestdes para auxilio de professores e alunos do ensino superior, €
possivel afirmar que os roteiros produzidos neste trabalho poderéo ser ferramentas
Uteis para a elaboracao de aulas praticas, ndo apenas sobre a polinizacao no bioma
caatinga, mas podendo ser adequados pelo docente de acordo com a regiao em que
a pratica sera realizada.

Apesar de existirem muitos trabalhos que abordem a importancia da polinizacéo,
poucos trazem atividades praticas para serem realizadas em campo, o0 que justifica a
producao de mais materiais com esse propésito a fim de colaborar para o ensino e a
aprendizagem das relagdes existentes entre plantas e polinizadores e a influéncia da
espécie africanizada Apis mellifera nestas interagoes.
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RESUMO: O uso de analogias no ensino
tem sido tema recorrente entre as muitas
pesquisas desenvolvidas contribuindo de forma
significativa no processo de aprendizagem
de conceitos complexos e abstratos a partir
de dominios ja conhecidos. Em relagcdo as
imagens analdgicas nos livros didaticos, nem
sempre é o que se espera da funcéo requerida
pelo instrumento. Neste trabalho busca-se
refletir sobre o uso das imagens analbgicas
como forma de pensar sua utilizagéo na sala de
aula. Assim,no presente estudo foi quantificado
e avaliado o uso das imagens presentes em
colegbes didaticas de Biologia adotadas em
escolas publicas de ensino médio do municipio
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BIOLOGIA

de Itapipoca, no estado do Ceara. O estudo
de natureza descritivo-analitica utilizou a
investigacdo documental como metodologia
de pesquisa. Verificou-se que 0 mapeamento
entre similitudes e diferencas existentes na
relacdo anal6gica se faz necessario para
que as representacbes analdgicas ocorram
de forma exitosa. Os manuais de apoio aos
professores precisam destacar a necessidade
de problematizar o uso de analogias presentes
sugerindo sua potencialidade
enquanto ferramenta didatica. Percebeu-se
ainda, que o0 uso das imagens analbgicas
€ pouco explorado pelos autores de livros
didaticos, estando o seu uso principalmente
concentrado em conteudos relacionados a
bioguimica. Embora historicamente utilizadas
para comunicar conceitos, quando exploradas

nos textos,

de forma equivocada podem perder sua
funcéo inicial de explicagcdo e aproximacao
com o0s conhecimentos prévios, passando
entdo a ser compreendida como parte do
conteudo apreendido pelo estudante, ou seja,
favorecendo uma aprendizagem errbnea do
conceito cientifico.
PALAVRAS-CHAVE: analogia,
aprendizagem, conhecimento prévio.

ensino,

ABSTRACT: The use of analogies in teaching
has been a recurring theme among the many
researches developed contributing significantly
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to the learning process of complex and abstract concepts from domains already known.
In relation to analogue images in textbooks, it is not always what is expected of the
function required by the instrument. In this work seek to reflect on the use of analogue
images as a way of thinking about their use in the classroom. Thus, the present study
was quantified and evaluated the use of the images present in didatic collections of
Biology adopted in public high schools of the municipality of ltapipoca, in the state
of Ceara. The descriptive-analytical study used documentary research as a research
methodology. It was verified that the mapping between similarities and differences
existing in the analog relation is necessary for the analogical representations to occur
successfully. The manuals to support teachers needs to highlight the necessity to
problematize the use of analogies in the texts, suggesting their potential as a didatic
tool. It was also noticed that the use of the analogical images is little explored by the
authors of didactic books, being their use mainly concentrated in contents related to the
biochemistry. Although historically used to communicate concepts, when mistakenly
explored, they may lose their initial function of explanation and approximation with
previous knowledge, and then be understood as part of the content apprehended by
the student, that is, favoring an erroneous learning of the scientific concept.
KEYWORDS: analogy, teaching, learning, priors knowledge.

11 INTRODUCAO

O homem convive diariamente com informagdes visuais, textuais ou orais e
constr6i em sua mente as representacbes dessas informag¢des (MORAIS, 2009).
Diante deste fato, o livro didatico, principal ferramenta utilizada na sala de aula pelos
professores, articula diversos elementos para transferir uma mensagem, sejam eles
modelos ou recursos linguisticos, como analogias e metaforas; ou visuais como
gravuras, representacdes graficas ou expressdes matematicas.

Tais estratégias de comunicagéo decorrem do reconhecimento das dificuldades
enfrentadas nas tarefas de ensinar e aprender Ciéncias. Neste sentido as imagens
sao instrumentos facilitadores que auxiliam no entendimento dos muitos conceitos
cientificos através da representacdo de estruturas, ou de suas partes. Para uma
discussédo coerente acerca do tema que norteia esse trabalho, é necessaria uma
apresentacdo do mesmo no intuito de gerar o entendimento esperado sobre a
tematica. Deste modo trataremos de expor inicialmente a tematica analogia quanto as
concepcoes de alguns autores.

Falar de analogia requer um entendimento inicial quanto ao conceito atribuido a
esta. No artigo intitulado “analogias na educag¢ao em ciéncias contributos e desafios”,
Duarte (2005) faz uso de alguns autores e suas defini¢des acerca do termo, como,

Originariamente, analogia era um conceito matematico que significava proporgao
(HAARAPANTA, 1992). Contudo, posteriormente, ela desvia-se desta visdo
tecnicista na medida em que se considera que n&o corresponde a uma identidade

de duas relagbes, mas antes assegura uma similitude de correlagdes (PERELMAN,
1993). A analogia ndo pressupde, portanto, a existéncia de umaigualdade simétrica,
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mas antes uma relacdo que é assimilada a outra relagdo, com a finalidade de
esclarecer, estruturar e avaliar o desconhecido a partir do que se conhece. [...]
Para isso que envolve uma comparacdo explicita de duas coisas, uma definicdo
de informacéo nova em termos ja familiares, ou um processo através do qual se
identificam semelhancas entre diferentes conceitos, sendo um deles conhecido,
familiar, e o outro desconhecido (GLYNN, 1991). (DUARTE, 2005, p. 8).

Sao comparacgdes que fazemos no nosso cotidiano, e na pratica docente, e
tais comparacbes podem ser instrumentos de ensino ou ferramentas didaticas que
utilizados de maneira fundamentada, torna-se um elemento condutor na construcéo
do conhecimento (SANTOS; FEITOSA; SANTANA, 2016). Desempenham um papel
chave na construg¢ao do conhecimento cientifico quando se observa aspetos relacionais
entre um dominio familiar - analogo e um dominio desconhecido - alvo, e podem ser
poderosas ferramentas para a aprendizagem de Ciéncias (MOZZER; JUSTI, 2013).

E um processo cognitivo que segundo Newby (1987), envolve uma comparagao
explicita de duas “coisas”, uma apresentacdo de informacées novas em termos
familiares. Correspondem de acordo com Duit (1991) e Treagust, Duit e Joslin (1992),
a comparacoes baseadas em similaridades entre estruturas pertencentes a dominios
diferentes, ou seja, um dominio que é desconhecido e outro que € familiar. Percebe-se
entre os autores um consenso quanto a essa questao do entendimento e do papel das
analogias no contexto do ensino e da aprendizagem.

O uso de analogias na educacao basica tem sido tema recorrente entre as muitas
pesquisas desenvolvidas e, tem contribuido de forma significativa no processo de
aprendizagem de conceitos complexos e abstratos a partir dos dominios ja conhecido
pelos alunos (FERRAZ; TERRAZZAN, 2001; DUARTE, 2005; ZAMBON; TERRAZZAN,
2013; SANTOS; TERAN; NAGEM, 2013; SANTANA; DIAS, 2014; PEDROSO; AMORIM,
2009). No nivel superior, 0 uso desse instrumento entre os docentes é comum, e sao
usadas a partir do desenvolvimento em sua pratica docente, como também aquelas
que se encontram em livros didaticos (FRANCISCO JR.; FRANCISCO; OLIVEIRA,
2012).

Existe na concepcéo de Andrade et. al. (2014), varias formas de explicar um
conteudo aos alunos, sem necessariamente minimizar ou diferir quanto ao nivel de
formacado. Para eles “[...] ndo significa criar imagens distorcidas do contetdo, mas
possibilitar o contato com um universo mais proximo do real e com relagbes de
significado contextual” (ANDRADE et al, 2014, p.2).

No artigo “o uso de analogias em textos escritos” Curtis e Reigeluth (1984)
apresentaram seis categorias de analises para classificar as analogias encontradas em
livros didaticos para ensino nas areas de ciéncias naturais, biologia, fisica e geologia.
As categorias foram relagdes analogicas, formato de apresentacéo, condicao, posicao,
nivel de enriquecimento e orientacao pré-topico. Esses autores consideram que esse
instrumento é util quando usado no processo de explicacdo e instrucdo, embora
ainda seja necessaria uma maior exploracao acerca da relagao das caracteristicas do
aprendiz para a aprendizagem analégica.
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Ainda nessa linha de investigacao, Gongalves e Julido (2016), pesquisando
sobre as analogias em livros didaticos destinados ao ensino superior de Quimica,
além de elencar outras categorias a partir do material de Curtis e Reigeluth (1984),
destacam outras categorias, como nivel de mapeamento e quanto a apresentacao de
limitagcdes do analogo quando comparado ao alvo, em que nesse sentido “... 0 autor da
analogia nao reconhece limitacoes, reconhece limitacdes e ate mesmo discute as
limitacoes.” (GONCALVES; JULIAO, 2016, p. 95). Eles consideram entre outras, que
0 emprego das analogias quando voltado ao ensino de quimica deve ser articulado a
um planejamento, posto o reconhecimento de suas vantagens e desvantagens serem
fatores importantes no processo de ensino e aprendizagem.

Esta forma de comunicacdo segundo Mendonca, Justi e Oliveira (2006), sao
populares em ciéncias, por auxiliarem a comunicag¢ao e o entendimento de problemas.
Sendo entdo fundamental compreender esta forma de linguagem.

A apresentacao das analogias ao longo das praticas de ensino pode ser realizada
de diferentes maneiras, como a verbal, por exemplo, entre professores e alunos, ou
ainda associadas a modelos e imagens, através de representacées esquematicas
estampadas em quadros brancos, livros, revistas e entre outros. Nesta situacéo, para
Aumont,

“[...]Jaanalogia pictorica (ou, em geral, aanalogiaiconica) tem sempre duplo aspecto:
[...] 0 aspecto mapa (map): a imitagcao da natureza passa por esquemas multiplos:
esguemas mentais vinculados a universais, que visam tornar a representacdo mais
clara ao simplifica-la; esquemas artisticos oriundos da tradig&o e cristalizados por
ela etc.” (AUMONT, 1993, p.199)

Cada uma das diferentes possibilidades pode ser considerada na visdo de Martins
(2006) mais ou menos apta em lidar com demandas comunicativas, como, por exemplo,
mostrar, descrever e explicar. As analogias estao presentes no discurso dos docentes
e nos livros textos adotados em instituicbes de ensino (SANTANA, 2014; FELIPE,
GALLARRETA; MERINO, 2016). Elas sao importantes por que no ensino da quimica,
por exemplo, existe uma grande dificuldade em relacionar os niveis macroscépico com
0 microscopico e o simbodlico (ORDENES, et. al., 2014).

Imagens analégicas sédo possiveis modelos representativos da realidade, que
podem ser utiliza-las como ferramentas didaticas no processo de ensino (MORAIS,
2009). Ou seja, € necessario que além da questdo do conhecimento prévio haja
também o aspecto interacional entre os sujeitos em formacédo e as analogias. Para
Vosniadou & Ortony (1989) ha um consenso acerca do que fundamenta as analogias.
Para esses autores, essa fundamentacdo se baseia em “[...] processos cognitivos e
interacionais e deve ser estudada no seu uso e no contexto da conceptualizagdo, do
processamento mental e da experiéncia individual, social e cultural.”

Nessa mesma linha de raciocinio se destacam as ideias de Cachapuz (1989) e
Suton (1992), quando afirmam serem as analogias uma alternativa que auxilia o0 aluno
na construcéo do conhecimento, quando o foco de aprendizagem esta nos conceitos
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complexos em diversos conteudos. Isto é, elas sdo entendidas como um processo
cognitivo que envolve, além do texto escrito e falado, as imagens visuais. (MORAIS,
2009). Para Nagem et. al., (2001), utilizar analogias no processo ensino-aprendizagem
€ um processo defendido por alguns autores, pois tal ferramenta colabora com a
acao de mudanca conceitual, principalmente em se tratando de conceitos cientificos
abstratos e complexos. Na concepcgao de Duit (1991), elas, as analogias, sao de fato,
“[...] valiosas ferramentas para mudancas conceituais, pois abrem novas
perspectivas, faciltam o entendimento do abstrato, incitam o interesse dos
alunos, podem ter fungdo motivacional e ainda encorajam o professor a levar em
consideracao o conhecimento anterior dos alunos. (DUIT, 1991, p. 198)”.

O que se observa nos livros didaticos em relagéo as imagens analdgicas, nem
sempre é 0 que se espera da fungao requerida pelo instrumento em si, como destaca
Monteiro e Justi (2000), em sua pesquisa ao analisar colecdes didaticas destinadas ao
ensino médio referente a disciplina de Quimica. Nela, eles verificaram que inUmeras
imagens analbgicas aplicadas ndao contribuem para o processo de aprendizagem,
séo ilustracdes desnecessarias que complicam a compreensédo da analogia e que
induzem, na verdade, a erros conceituais.

Outra pesquisa, também com livros didaticos de Quimica realizada por
Bernardino, Rodrigues e Bellini (2013), destacou que atribuir caracteristicas humanas
aos analogos ilustrados podem provocar prejuizos a aprendizagem dos alunos. Em
virtude das consideracbes apresentadas quanto ao uso desse instrumento didatico
cabe questionar, como as imagens analdgicas se apresentam nas colecoes de didaticas
de Biologia destinadas ao ensino médio? Este entendimento se faz necesséario no
sentido de analisar a relevancia desse recurso, e ainda, colaborar no entendimento
das possibilidades e eficiéncia das analogias como ferramentas para a construcéo de
conceitos cientificos. Neste movimento as ideias de Francisco Junior (2008) dialogam
de forma positiva com este trabalho quando defende o uso das analogias numa
perspectiva problematizadora como forma de pensar a utilizacdo das mesmas na sala
de aula.

Deste modo, no presente estudo buscou-se quantificar e avaliar o uso das
imagens analdgicas presentes nas colec¢des didaticas adotadas por trés escolas
publicas de ensino médio do municipio de ltapipoca, regiao norte do estado do Ceara.

2| ASPECTOS METODOLOGICOS

O estudo ora relatado constitui-se de uma investigagdo de natureza descritiva-
analitica, utilizando como metodologia de pesquisa, a investigacdo documental, pratica
na qual se examina materiais que ainda néo receberam um tratamento analitico, ou
que podem ser (re)examinados com vistas a uma interpretacdao nova ou complementar
(GIL, 2008). Apds a coleta de dados, os mesmos foram tratados através da abordagem
qualitativa.
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O material investigado — trés colecbes didaticas — € adotado em escolas publicas
de ensino médio do municipio de Itapipoca no estado do Ceara. As trés colecdes ja
analisadas e aprovadas pelo Programa Nacional do Livro Didatico — PNLD (2014), e
nao fazendo qualquer mencao a presenca de analogias nas mesmas, sao: Biologia
Hoje, Bio e Biologia em Contexto, sendo neste processo de investigacao, identificadas
pelas letras A, B e C, respectivamente, como ilustrado no quadro 1.

SIMBOLO COLECOES DIDATICAS
A LINHARES, S. V.; GEWANDSZNADJER, F. Biologia hoje. 22 ed. Ed Atica, 2013.
B LOPES, S.; ROSSO, S. Bio. 2° ed. Sdo Paulo: Saraiva, 2013.
C AMABIS, J. M.; MARTHO, G.R. Biologia em contexto. 1% ed. Sdo Paulo: Moderna,
2013.

Quadro 1: Identificacéo das cole¢bes analisadas

Fonte: Os autores.

Para a discusséo foi considerado um conjunto de pesquisas a nivel nacional que
tem investigado como foco o uso das analogias em contexto didatico, nos amparando
principalmente no que concerne a presenca e uso de imagens analdgicas enquanto
instrumento didatico.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Investigar a presenca e adequacéao de imagens analdgicas no ensino de Biologia
representa o reconhecimento dessas enquanto ferramentas de ensino, possibilitando
(re)pensar sua abordagem no exercicio docente e na construcéo de conhecimento e
conceitos cientificos. Para Morais (2009) tais imagens exercem seu potencial enquanto
instrumento didatico, se o docente se apropriar destas, dominando-as e em seguida,
problematizando-as junto ao seu aluno, levando-os assim a uma efetiva construcéo
dos conceitos estudados.

Durante o levantamento dos dados foi compilado 12 representagdes analbgicas
distribuidas nas colecdes A, B, e C, (Tabela. 1).

Colecoes Didaticas A B Cc
v.1 v.2 v.3 Total v.1 v.2 v.3 Total v.1 v.2 v.3 Total

Imagens Analdgicas 3 - - 3 2 2 - 4 1 4 - 5

Tabela 1: Distribuicéo das representacdes analdgicas nas cole¢des de livros didaticos
analisados.

Fonte: Os autores.

Diante desta distribuicdo observou-se uma predominéncia do emprego desta
forma de representacédo analdgica principalmente na abordagem de temas abstratos,
como estrutura proteica, enzimas, Acido Desoxirribonucleico- DNA, e ainda, na
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atividade de exploragdo de conceitos abstratos como o efeito gargalo. O emprego
deste recurso para o trabalho com temas abstratos corroboram com o entendimento
de Pedroso Amorim e Terrazzan (2007, p.10) ao considerar que as figuras, geralmente,
auxiliam o aluno a visualizar as caracteristicas relevantes do anéalogo, facilitando o
estabelecimento das relagbes entre alvo e analogo.

Esta forma de apresentacédo analégica € menor quando comparado com a
apresentacao verbal deste recurso. Todavia, seu uso ocorre de forma constante em
situacdes de ensino de ciéncias (FELIPE; GALLARRETA; MERINO, 2005). Consciente
deste uso é fundamental discutir 0 emprego destas, pois como afirma Bernardino,
Rodrigues e Bellini (2013) durante a analise de livros didaticos de Quimica, onde
destacam ser necessaria a atencao na escolha destas imagens, pois, imagens que
apresentam aspectos humanos podem causar prejuizo para a aprendizagem.

O emprego adequado destas segundo Monteiro e Justi (2000) é fundamental
ao processo de ensino, pois reconhecem sua importancia, porém advertem que uso
indevido pode levar a uma compreenséo errbnea acerca dos conceitos estudados.
Durante a analise realizada foi verificado que nos manuais dos professores nédo ha
orientacao para o uso deste recurso, embora sejam considerados como ferramenta
ao processo de uma aprendizagem significativa como sugere a colecdo A. Nas outras
duas cole¢des nao se observou nenhum esclarecimento quanto a presenca e utilizagdo
da ferramenta em andlise.

Sugerimos que este posicionamento decorra do uso inconsciente deste recurso,
ou do seu nao reconhecimento como instrumento didatico, ou ainda, destas analogias
ja estarem estabelecidas na historia das Ciéncias Bioldgicas, tornando-se uma analogia
morta (OLIVEIRA, 1996).

Nesse sentido, a necessidade de uma atencdo especial para o uso desta
ferramenta didatica, é evidenciar sua presenca! Pois, a relagdo analogica estabelecida
nem sempre esta clara para o aluno (CLEMENT, 1993), sendo indispensaveis maiores
esclarecimentos para que essas exercam com éxito a funcéo esperada (RIGOLON e
OBARA, 2010). Tais considerac¢des partem da compreensao de que ha uma caréncia
na formacéo de professores de momentos que os orientem para o trabalho com este
instrumento como indicado nas pesquisas (RIGOLON; OBARA (2010); BOZELLI;
NARDI (2006)).

Nessa analise percebeu-se que o uso de representacdes analdgicas ocorrera
de forma exitosa se houver maiores esclarecimentos nos textos para que facilitem
a compreensao dos conceitos explorados pelos alunos, ou seja, € preciso haver o
mapeamento entre similitudes e diferencas existentes na relagdo analdgica. Outro
destaque, para a necessidade de que os manuais de apoio destinado aos professores
problematizem o uso de analogias presentes nos textos, ou sugira a estes profissionais
fontes de consultas que possam potencializar a utilizacao desta ferramenta didatica.
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41 CONSIDERACOES FINAIS

A partir deste levantamento foi possivel verificar que a utilizagcdo de imagens
analbgica é pouco explorada pelos autores de livros didaticos, estando o seu uso
principalmente concentrado em conteudos relacionados a bioquimica. Nesta area
de concentracdo muitas das analogias se repetem demonstrando que ja fazem
parte da constru¢cdo deste conhecimento. Porém & valido ressaltar que apesar de ja
historicamente utilizadas para comunicar tais conceitos, quando exploradas de forma
equivocada podem perder sua funcéo inicial de explicacdo e aproximagdao com 0s
conhecimentos prévios, passando entdo a ser compreendida como parte do conceito
aprendido pelo estudante.

As orientagcdes quanto ao uso destas analogias sdao esséncias para que
os docentes possam direcionar seus aprendizes frente a situacbes analdgicas,
possibilitando compreendé-las apenas como um meio naconstrugéo de um determinado
entendimento sobre o objeto estudado, podendo em seguida abandona-la. Neste
sentido é necessario que mais estudos sejam realizados, possibilitando ampliar
0 debate sobre este tema. Todavia outras investigacbes podem ser desenvolvidas
para verificar a compreensdo e uso destas imagens no processo de aprendizagens,
permitindo verificar o seu valor para as praticas de ensino, assim como evidenciar
os conhecimentos dos professores de Biologia e sua relagdo com este instrumento
didatico, ou ainda, avaliar o entendimento dos alunos sobre estas representacoes,
posto que as imagens sejam destinadas a estes.
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RESUMO: As criangcas menores de cinco anos
s&o as principais usuarias dos servigcos de saude
no Brasil e seus padrées de adoecimento e
morte sdo indicadores da qualidade de vida da
populacéo. Este trabalho analisou indicadores
criangas
menores de cinco anos em uma Unidade
Béasica de Saude no sul do Brasil. O inquérito
epidemioldgico incluiu dois grupos de criancas

de prevencdo de doenca em

(de zero a um e de um a cinco anos), por meio
de questionario semiestruturado, auditoria de
cadernetas de saude e prontuario médico. Nas
criancas menores de um ano analisaram-se
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idade (meses), peso ao nascer, tipo de parto,
tempo de amamentacé&o, cobertura vacinal, uso
de sulfato ferroso e consultas de puericultura.
No grupo entre um e cinco anos estudou-se:
idade (meses), cobertura vacinal, consumo de
sulfato ferroso e consultas de puericultura. Das
110 criangas estudadas 35 eram menores de
um ano e 75 tinham entre um e cinco anos de
idade. Nas criancas menores de um ano foi
observado 20% de baixo peso ao nascer, 60%
de nascimento por parto cesariano, 89% de
amamentacao com 29% que mamou menos de
dois meses, e 54% de uso de sulfato ferroso.
Entre as criangas de um a cinco havia 11% com
baixo peso ao nascer e 67% de utilizacdo de
Identificou-se a necessidade
de ampliar os programas de prevencdo de

sulfato ferroso.

doencgas, o incentivo a amamentagao exclusiva
e ao uso do sulfato ferroso profilatico bem como
reduzir o nUmero de partos cesarianos.

PALAVRAS-CHAVE:
puericultura, prevencao, amamentagao.

saude da crianga;

ABSTRACT: Children under five are the main
usersofhealthservicesin Brazilandtheirpatterns
of illness and death are indicators of the quality
of life of the population. This study analyzed
disease prevention indicators in children under
five years of age at a Primary Health Service
in southern Brazil. The epidemiological survey
included two groups of children (from zero to
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one and from one to five years), through a semi-structured questionnaire, child" health
book and document analysis. In children under one year of age were analyzed: age
(months), birth weight, type of delivery, time of breastfeeding, vaccination coverage,
use of ferrous sulfate and childcare appointments. In the group aged between one and
five years, we studied: age (months), vaccination coverage, consumption of ferrous
sulfate and childcare appointments. Of the 110 children studied, 35 were under one
year of age and 75 were between one and five years of age. In children under one year
of age, 20% of low birth weight, 60% of birth by cesarean section, 89% of breastfeeding
with 29% who breastfed less than two months, and 54% of use of ferrous sulfate were
observed. Among children one to five were 11% with low birth weight and 67% use of
ferrous sulfate. We identified the need to expand disease prevention programs, the
encouragement of exclusive breastfeeding and the use of prophylactic ferrous sulfate
as well as reducing the number of cesarean deliveries.

KEYWORDS: child health; childcare, prevention, breastfeeding.

11 INTRODUCAO

Nos paises em desenvolvimento, as criangas menores de cinco anos continuam
sendo as principais usuarias dos servi¢os de saude. Elas sdo as primeiras a sofrerem o
impacto de qualquer mudancga na comunidade e, por isso, seu padrdao de adoecimento
e morte tem sido muito utilizado como indicador da qualidade de vida de toda a
populacéo, devendo, portanto, ser considerado um grupo prioritario para a realizacéo
de intervengdes por parte dos governos nos seus mais diversos niveis (CESAR, 2006;
BRASIL, 2015a).

De modo geral, o que se vé € uma oferta de servico individualizada, curativa,
paliativa, repetitiva e voltada para uma demanda quase infinita, o que dificulta a analise
da efetividade das a¢des e servicos para este grupo etario, os quais contribuem direta e
indiretamente para a qualidade de vida. De acordo com o estudo de Cesar sdo poucas
as situacées em que o municipio avalia seus indicadores de saude e prevencao de
doencas para examinar a cobertura de programas, definir prioridades de intervencéao
e tracar metas a serem alcancadas em determinado periodo (CESAR, 2009). A sua
nao realizacdo acaba diminuindo o impacto das intervencdes oferecidas e pode levar
muitos programas importantes ao descrédito, tanto por parte dos gestores quanto das
equipes de saude e dos usuarios (CESAR, 2009).

Este estudo visa realizar uma analise de alguns indicadores de medidas de
prevencao de doengas em criancas menores de cinco anos de idade que residem
na area de abrangéncia de uma Unidade Basica de Saude (UBS) do extremo Sul do
Brasil, que atua nos principios da Atencao Priméria a Saude (APS).
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2| METODOLOGIA

Foi realizado um inquérito epidemiolégico na populagéo de criangas de até cinco
anos de idade residentes nas zonas de cobertura de uma UBS que atua nos principios
da APS. A populacéo de criancas foi dividida em dois grupos: menores de um ano e de
um a cinco anos. O presente estudo integra o projeto de pesquisa “Saude das Criangas
do Areal Leste: diagnéstico, avaliacdo e intervencdo” aprovado pelo Comité de Etica
da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), cadastrado no
Cobalto com o codigo 5380 e com término previsto para dezembro 2016.

O projeto incluiu a aplicacdo de um questionario semiestruturado com perguntas
fechadas e abertas especificas para cada grupo e uma auditoria médica nas cadernetas
de saude e nos prontuarios de cada crianca incluida no estudo. Nas criangcas menores
de um ano investigou-se idade em meses na entrevista, peso ao nascer, tipo de parto,
tempo de amamentacéo, cobertura vacinal e uso de sulfato ferroso profilatico de
acordo com a idade, frequéncia ao programa de puericultura e local de realizagdo
desse acompanhamento, e inscricdo no Programa Bolsa Familia. Para o grupo etéario
entre um e cinco anos estudou-se: idade em meses na entrevista, cobertura vacinal,
consumo de sulfato ferroso profilatico, frequéncia ao programa de puericultura, local
de realizagao das consultas e inscricdo no Programa Bolsa Familia.

Os dados foram obtidos pelos agentes comunitarios de saude de cada crianca
residente na microarea sob sua responsabilidade, em entrevistas com as méaes ou
responsaveis, de 1° de dezembro de 2014 até 31 de dezembro de 2015; digitados no
software Epidata versdo 3.1; e, analisados no programa Excel®. A analise incluiu a
frequéncia simples das variaveis de interesse.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo incluiu um total de 110 criangas até o momento desta anélise, com a
seguinte distribuicdo etaria: 35 criangcas menores de um ano e 75 criangas entre um e
cinco anos de idade. De acordo com a estimativa de criancas de cada um dos grupos,
essas amostras representam uma cobertura de 42% para o primeiro e de 45% para o
segundo, respectivamente.

Em relacéo as criancas menores de um ano, 16 (46%) eram do sexo masculino e
19 do sexo feminino (54%). Sete criangas (20%) apresentaram peso baixo ao nascer
(inferior a 2500 gramas) e as demais apresentaram peso considerado adequado (igual
ou superior a 2500 gramas). Quanto ao tipo de parto, 14 (40%) nasceram por parto
natural e 21 (60%) por cesariana, o que condiz com a alarmante realidade brasileira
com mais da metade dos partos sendo cesarianos (85% na rede privada e 40% na
rede publica), mas estd em desacordo as recomendacdes da Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) a qual afirma que as taxas de cesarea devem variar entre 10 e 15%
(BRASIL, 2015b; OMS, 2015). Em relacdo ao Programa Bolsa Familia, seis criangcas
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(17%) estavam inscritas no programa.

Quanto ao aleitamento materno, 31 criancas (89%) foram amamentadas e em
nove (29%) o tempo de aleitamento variou entre um e dois meses, contrariando
a indicacdo da OMS e do Ministério da Saude de ser exclusivo nos seis primeiros
meses de vida (BRASIL, 2015a). Das 31 criancas amamentadas, 22 (71%) ainda se
encontravam em aleitamento materno, sendo oito criangas com mais de seis meses.

No contexto da frequentacé&o a atendimento de puericultura, 34 criancas (97%)
faziam a rotina de consultas, sendo 31 (91%) realizadas na UBS em questdo. A
familia da Unica crianca que nao realizava puericultura foi encaminhada ao servigco
e orientada quanto a importancia da realizacao da rotina e dos problemas de nao
realizar o acompanhamento adequado.

O uso de sulfato ferroso como profilaxia da anemia foi relatado para 19 criancas
(54%) arealizaram, e, dentre elas, 17 (89%) ainda estavam fazendo uso do suplemento.
As criangas com seis meses ou mais que nasceram a termo e as criangas prematuras
com quatro meses ou mais que nao faziam uso do sulfato ferroso receberam orientacées
por escrito sobre a importancia da prevencao de anemia, com o0s sinais e sintomas que
a caréncia de ferro pode causar, constando ainda, os prejuizos para o crescimento,
comportamento e aprendizagem da crianca. Todas as criangas apresentaram carteira
de vacinacéo e certiddo de nascimento.

No grupo de criangas entre um e cinco anos, 47 (63%) eram do sexo masculino e 28
(27%) do sexo feminino. Quanto ao peso ao nascer, oito (11%) criangas apresentaram
baixo peso ao nascer e, em se tratando da puericultura, 70 (93%) realizavam a rotina
de consultas, sendo 31 (42%) na UBS em questéo. As cinco criangas que ndo eram
levadas para consulta tiveram suas familias encaminhadas para a realiza¢do da rotina
e orientadas da sua importancia. Quanto ao uso de sulfato ferroso, 50 criancgas (67%)
ainda fazem ou ja fizeram uso do suplemento. Tal como as do outro grupo, todas as
criancas possuiam carteira de vacinacéo e, do total, 13 (17%) estavam inscritas no
Programa Bolsa familia.

41 CONCLUSOES

Ao final deste trabalho foi possivel identificar a necessidade da ampliacdo dos
programas de prevencéo de doencas em criangcas menores de cinco anos de idade,
bem como esclarecer e incentivar as méaes quanto a amamentacao exclusiva até os
seis meses de idade, pois apesar do elevado niumero de criangas amamentadas, um
terco das criangas menores de um ano recebeu aleitamento materno menos de seis
meses.

Destacou-se ainda a constatacdo do elevado numero de partos cesarianos em
detrimento do parto vaginal, sendo necessario algum tipo de acdo educativa a fim de
reduzir este percentual. Também foi observado que a comunidade leva suas criangas
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as consultas de puericultura para realizar o acompanhamento adequado, com maior
vinculo a UBS da area de moradia para os menores de um ano. Considera-se portanto
gue existe muitas oportunidades para a equipe trabalhar temas de educagcéo em saude.

O trabalho também observou a necessidade de ampliar o uso de sulfato ferroso
nessa faixa etaria através da prescri¢cao, do esclarecimento de sua importancia e da
adesao das familias ao uso deste suplemento.

Estudar e analisar como se encontra a saude das criangcas nos auxilia a
compreender o perfil de adoecimento nessa faixa etéria, ajuda a identificar os principais
problemas e as principais falhas assistenciais e de ensino, a fim de que possamos agir
e corrigir e/ou melhorar a atencéo proporcionada a elas, contribuindo assim para que
possam ter uma infancia e consequente vida adulta mais saudavel.
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RESUMO: Estudo de orientacdo e educacéao
sexual no ensino fundamental qual teve como
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NATAL RN.

objetivo desenvolver uma nova abordagem
para o ensino de educacéo sexual voltada ao
ensino fundamental da Escola Estadual Nestor
Lima, situada na cidade do Natal, Rio Grande do
Norte. No inicio da vida adulta, o aluno necessita
de uma formacéo que possibilita fazer boas
escolhas quanto social e como preservagao
da saude. Essa escolha €& proveniente do
Sendo
assim, a pesquisa teve como proposta tornar o

acompanhamento familiar-escolar.
aluno apto diante da compreensao do proprio
corpo de acordo com sua ética, moral e fungao,
visando o valor enquanto pessoa. Foram
alcancados 91 alunos, sendo aplicado ao 7°
ano do ano letivo de 2015, dando continuidade
no 8° e 9° ano do ensino fundamental e 0 1° ano
do ensino médio, no ano de 2016. Contornando
uma abordagem que parte do “homem suscetivel
aos seus sentimentos”, abordando as paixdes
e comportamento humano, até “identidade de
género”, explorando a diversidade social e as
diferentes culturas que precisam ser orientadas
e conhecidas. Notamos a eficacia do método
ativo abordado com um resultado de 97% de
adeséo geral.

PALAVRAS-CHAVE: Educacao sexual; Nova
abordagem; Método ativo.
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INTRODUCAO

Nos paréametros de ensino na educacdo brasileira, como orienta a PCN
(Parédmetros Curriculares Nacionais), encontramos varios métodos que dosam o
conhecimento e aprendizado gradativo dos alunos. Dentro das Ciéncias Biologicas o
professor da area encontra, além da grade de ensino, assuntos transversais, qual tem
0 objetivo de agregar valores e ensino junto ao contexto educacional e social.

A orientacdo sexual € um destes assuntos que disponibiliza aos alunos o
conhecimento ndo s6 do corpo, nas aulas que tratam de fungao e estrutura, dispondo
ainda da ética e da moral, como também da educacédo da saude e a pratica do respeito
coletivo e com sigo mesmo. (Tooby e Cosmides, 2000.)

De acordo com a PCN (Parametros Curriculares Nacionais/ Orientagdo Sexual),
firma que as manifestacdes da sexualidade afloram em todas as faixas etéarias. Ignorar,
ocultar ou reprimir sdo respostas habituais dadas por profissionais da escola, baseados
na ideia de que a sexualidade é assunto para ser lidado apenas pela familia.

Com isso, foram dispostos analisar os critérios deste documento como base, afim
de uma nova reformulagao. Executando com novas manobras esse assunto. Visando
o documento em sua estrutura como também as praticas em sala correspondendo as
necessidades da educacéo em formar jovens com mentalidade critica e ética.

Ha uma necessidade pedagdgica de uma formacéo continuada. Desenvolver,
ainda crianca, uma mentalidade sobre a finalidade do corpo e a sua preservacgao.
Na adolescéncia, o processo de descobertas, adquirirem conhecimento fisioldgico,
anatdémico e principalmente moral. No inicio da vida adulta possuira com positividade
uma formacao que possibilita fazer boas escolhas quanto social e como preservacao
da saude.

A escola é uma das instituicées nas quais se instalam mecanismos do dispositivo
da sexualidade, através das tecnologias do sexo, os corpos dos estudantes podem ser
controlados, administrados. (Louro, 1999. P.25-26).

Mas para isso € necessario que a educagao oferte estrutura e espaco para o
dialogo e a formacédo. Que nédo se cria novas mentalidades sociais em poucas aulas e
sim é adquirida no processo de formacgé&o da vida.

“A sexualidade forma parte integral da personalidade de cada um. E uma
necessidade basica e um aspecto do ser humano que ndo pode ser separado de
outros aspectos da vida. A sexualidade nao é sinénima de coito e ndo se limita a
presenca ou ndao do orgasmo. Sexualidade € muito mais do que isso, é a energia que
motiva encontrar 0 amor, contato e intimidade, e se expressa na forma de sentir, na
forma de as pessoas tocarem e serem tocadas.” (Brasil, 1998, p265).

A sexualidade influencia pensamentos, sentimentos, acbes e interacbes e
tanto o estado fisico como mental. “Se a saude é um direito humano fundamental,
a saude sexual também deveria ser considerada como um direito humano basico.”
(Organizacao Mundial de Saude, 1975.)
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Sendo assim necessario ao sistema educacional compor uma abordagem
continua, explicativa, informativa e conselheira. Possuindo uma abordagem da
sexualidade de forma simples, clara e direta. Acompanhando o ritmo dos alunos
envolvidos em comparacao as necessidades dos mesmos com a metodologia evolutiva.

OBJETIVO

A pesquisa teve como proposta tornar o aluno apto a interpretar e reconhecer
o proprio corpo de acordo com sua ética, moral e funcéo, visando o valor enquanto
pessoa. Ainda, Comparar as diversas formas de expressao na sociedade atual, em
observancia da pluriculturalidade. Além de avaliar a necessidade de um aprendizado
continuo na formacgao do aluno, recurso de um processo facilitador de aprendizagem.

METOLOGIA

Caracterizacao da escola em estudo.

A Escola Estadual Nestor Lima, esta localizada na Rua Sao José, S/N - Lagoa
Nova, Natal — RN. A escola dispde do ensino fundamental ao ensino médio nos dois
turnos escolares. A partir das necessidades da escola e da aplicacao de uma nova
metodologia, foram apresentadas as turmas matutinas do 7° ano do ano letivo de
2015, 8° e 9° ano do ensino fundamental e os 1° anos do ensino médio no ano de
2016, colaborando com o desempenho do projeto continuo em contato dos alunos
com a abordagem sexual e permitindo ao ambiente escolar uma area de diélogo,
sensibilizagao e educacéo.

De acordo com a grade curricular, os alunos do ensino fundamental ainda néao
tiveram contato com as aulas de sistema reprodutor, permitido que houvesse um contato
com a execug¢ao de forma “mais bruta”. No ensino médio, a intervencéo tornou-se mais
flexivel na medida em que os alunos compreenderam que o contexto de sexualidade
ocorre na vida deles de forma intensa na idade qual eles estdo. As atividades com
a turma foram divididas em quatro semanas com 100horas/aulas semanais, sendo
abordados os seguintes temas:

« 1° Semana: Apresentacao e 0 homem sensivel as paixoes.
« 2° Semana: Nosso corpo, nossa identidade.
« 3° Semana: Sexo bioldgico, sexo e DST’s.

« 4° Semana: Teatros, debates e conclusdes
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Reconhecendo as realidades

Os alunos do 7° ano variam dos seus 12 anos a 17 anos de idade, os do 9° ano
dos 15 a 19 anos e os jovens do ensino médio dos 14 aos 27 anos de idade. Tempos
de descobertas e amadurecimento enquanto pessoas.

O primeiro contato com alunos permitiu, a partir de um questionario fechado e
objetivo, contendo 8 questdes, aplicado para 28 alunos do 7° ano, 32 alunos do 9°
ano e 31 alunos do 1° ano ensino médio, onde estes discorressem sobre temas como
a compreenséao do que é educacao sexual, dialogo familiar, auxilio da escola, pratica
sexual, incentivo do aborto e influéncia afetiva e sexual através de amigos. Esses
pontuaram as questdes com as alternativas entre sempre, quase sempre, as vezes e
nunca, estabelecendo o grau de importancia para cada tematica.

Com isso, possibilitou encontrar quais os melhores temas poderiam ser
discutidos e aprimorados para esta turma. Reconhecer os individuos é fundamental
para explanacdo da educacao, nelas sao alcancadas as duvidas, mas diversas que
um individuo pode ter e ndao saber como solucionar.

Primeira abordagem

A primeira Semana tratava sobre a apresentacéo do projeto e a tematica: O
homem sensivel as paixdes. Sendo abordados as sensagdes e sentimentos que
afloram na puberdade e que percorre todo 0 organismo. Estabelecendo um sentindo
a afetividade como a necessidade de amizade, nhamoro, paixdes, raiva, e entre outros
sentimentos.

De inicio os alunos foram encaminhados a sala de video da escola que foi
ornamentada com bexigas e fitas coloridas para aumentar a descontracéo do local,
com o objetivo de que eles observassem que nao era uma aula comum e que houvesse
um maior dialogo e uma maior comunicabilidade dos alunos diante de um assunto tao
delicado.

Depois de acomodados nas cadeiras, foi distribuido um questionario onde eles
nao se identificavam e com o propdésito de saber o nivel de conhecimento da turma
quanto ao assunto que seria exposto.

Posteriormente foram apresentadas as tematicas das quatro semanas que
veio ser trabalhados juntos as turmas. Em seguida, foram exibidos dois videos,
“paperman” e “hoje eu nao quero voltar sozinho”, sempre apés cada video era iniciada
uma discussao para retratar a capacidade que o ser humano tem de se apaixonar e
gue é normal que dois individuos criem um lago afetivo e sentimental.

Por fim nesse primeiro dia foi pedido que as pessoas que tivessem duvidas
relacionadas ao assunto de orientacdo e educagao sexual, que escrevessem em um
papel os seus questionamentos para que pudéssemos escolher alguns para sanar
as duvidas. Muitas tinham relacdo a doencas sexualmente transmissiveis, na qual
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utilizamos para montar a palestra, atingindo com mais foco as indagacdes da realidade
vivida nesta turma.

Segunda abordagem

Na segunda semana da execuc¢do do projeto foi abordado como tematica a
identidade de género, este por sua vez estar relacionada a maneira de como alguém
se sente e se apresenta para si e para as demais pessoas como masculino ou
feminino, ou ainda pode ser uma mescla, uma mistura de ambos, independentemente
do sexo biolégico (fémea ou macho) ou da orientagcdo sexual (orientagcdo do desejo:
homossexual, heterossexual ou bissexual).

Antecedente a entrada na tematica com os alunos, foi passado o material acerca
de identidade de uma forma geral, este por sua vez esclarecia que a personalidade de
um individuo estar relacionado ao modo de como ele vive na sociedade, levando em
consideracao questdes culturais, econémicas e sociais.

Sendo assim, o intuito girava em torno de que eles entendam o tema, tirando suas
duvidas e acima de qualquer coisa fixando o conceito de respeito entre os cidadaos,
além de expor para os alunos os distintos tipos de géneros existentes na sociedade e
estabelecendo o conceito de inclusao social, direitos e deveres de todos.

A iniciacdo da apresentacdo sobre o tema, tinha como objetivo dispor de
informacdes e didlogo acerca da nossa identidade. Com a proposta de expor aos
alunos os diversos tipos de identidade que encontramos seja ela cultural, visual ou até
mesmo social. E esclarecendo que a tematica identidade ndo esta somente relacionada
com os termos citados, mas também com o valor que se deve ter, o valor encontrado
no corpo, que a identidade ndo se limita apenas naquela simples documentacao que
recebe e sim, define como ser humanos diante da sociedade.

Sendo assim, ao dar inicio ao tema, foi pedido para que os alunos sentassem
em duplas onde descrevessem o0 que viram um no outro, levando em consideracao
as caracteristicas fisicas e a personalidade, posteriormente foram invertidas os papeis
onde eles se auto-analisaram levando em conta suas caracteristicas e valores. Em
seguida, foi exposta aideia de um senhor bem visto perante a sociedade, posteriormente
foi mostrado a mesma imagem, entretanto, desta vez ele se apresenta totalmente
tatuado e radical. Outro exemplo foi a imagem de uma senhora simples, estilo mais
padrdes, na imagem posterior, a senhora aparentemente cheia de “netinhos”, aparece
como uma grande ginasta olimpica (Figura 1). O que causou espanto por parte dos
alunos, pois rotularam ele ao observar.
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Figura 1. Imagem do material visual utilizado em sala.

Portanto, com atuacéao da segunda semana foi possivel observar a construcéo e o
entendimento do conceito de identidade da parte dos alunos. Contudo, para a iniciagao
da entrada propriamente dita no tema género, foram demonstrados os conceitos
gerais sobre diversos tipos de géneros sociais, como os individuos heteroafetivos e
homoafetivos, ainda levando em consideracdo as diversas expressdes de géneros,
como por exemplo, as travestis, dragquenn, drag king e os Cross play. A medida que
era esclarecida a tematica para os alunos, era notavel o grau de interesse e curiosidade
da parte deles sobre o tema, isso foi possivel observar devido a interacdo que eles
tinham de acordo que era dialogado o assunto.

No final desta atividade foi planejado e executado uma dindmica denominada
de teia de valores, que tinha como objetivo promover a unido, aproximacgao e respeito
social, visando a igualdade e a maior tolerancia mutua, onde cada aluno inicialmente
colocou uma caracteristica afetuosa dentro de uma bola de encher, essas deveriam
conter caracteristicas tais como bondoso, humilde, atencioso, companheiro, leal e
entre outras. Essas bexigas foram aleatoriamente trocadas entre eles para que de
acordo com a caracteristica ali presente eles deveriam lancar o barbante para outro
aluno que apresenta aquela caracteristica marcada, de forma que todos langcassem
o barbante formando uma grande teia onde todos fazem parte independente da sua
caracteristica particular.

Terceira semana

Com atematica sexo biologico, sexo e DST’s. Foi trabalhado uma base de sistema
reprodutor masculino e feminino com as suas respectivas estruturas e fungcbes. Em
seguida foi exposto um pouco sobre a preservacao do corpo ndo apenas para ato
sexual, mas as nossas socializacdes e posturas.

DST’s e contraceptivos foram abordados com o intuito de transmitir de forma
clara e objetiva para todos os alunos como se prevenir de doencas sexualmente
transmissiveis e de uma gravidez indesejavel.

Os temas fizeram com quer debatéssemos para que tirassemos todas as duvidas
com perguntas e respostas entre os alunos, além de trabalhar com eles imagens,
textos e dinamicas.
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Foi executado uma dindmica com produtos quimicos solda caustica (NaOH),
fenolftaleina(mostrando supostamente pessoas contaminadas com DST’s) e
agua(mostrando as pessoas nao contaminadas) com os alunos mostrando como se
contamina com as doencas sexualmente transmissiveis de uma forma dindmica e
ativa tendo como propdsito mostrar que € mais facil do quer se imagina pegar dst’s, no
final foi discutido sobre os métodos contraceptivos de como usar um preservativo de
uso feminino e masculino (com distribuicdo dos mesmos) e ainda explorado que néo
sO se previne doencgas e sim uma gravidez indesejada na adolescéncia.

Quarta semana

Na quarta e Ultima semana foi executado sobre uma 6tica mais avaliativa com o
tema Teatros, debates e conclusoes.

Com o intuito de extrair de cada aluno, o que foi compreendido por estes e
vivenciado durante esse processo, eles foram divididos em grupos e instigados a
produzirem pequenas pec¢as ou esquetes teatrais que abordassem algum determinado
tema trabalhado.

Diante disso, foi confeccionado papeis com as tematicas realizadas para sorteio
dos grupos, disponibilizando 20 minutos para a elaboragao da atividade.

Antes de iniciarmos as atividades foi elaborada uma breve apresentacéo
expositiva fazendo memoéria das semanas anteriores e suas respectivas abordagens.

Os alunos apresentaram com éxito cada assunto explanado sendo fidedignas
aos temas, as realidades sociais. Como por exemplo, as apresentacdes de quatro
alunos que exploraram as Dst’s encenaram a contaminacéo do virus da Aids em um
rapaz através de uma mesma agulha em uma tatuadora clandestina, onde ao passar
do tempo ele vem descobrir a presenca do virus em seu organismo.

Os outros grupos também exploraram outras tematicas com novos olhares e
mais maduros.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com o questionario aplicado, de oito questbes, nas séries do 7°, 8°
e 9° ano do ensino fundamental e o 1° ano do ensino médio, totalizando 91 alunos
participantes, qual tinha o intuito de visualizar e consequentemente avaliar as
necessidades pedagdgicas e educativas de cada individuo de diferentes turmas sobre
o tema proposto, entretanto, a avaliagao final foi possivel por meio das respostas vinda
das atividades interativas da 4° semana.

Os primeiros dados das turmas, os alunos apresentam a queixa de ndo possuirem
auxilio da escola, métodos acerca de informacbes e orientagcdes sexuais para 0s
mesmos ou ainda ndo se sentem assegurados em dialogar em sala, ou encontrar um
professor que possa ajuda-los e orienta-los (Figura 2 e 3).
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Figura 2. Grafico percentual de indice de auxilio da escola com as turmas 7° e 9° anos no uso
de métodos para com a educacéo sexual.
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Figura 3. Grafico percentual de indice de auxilio da escola com a turma do 1° ano do ensino
médio no uso de métodos para com a educacédo sexual.

Percebesse que ha uma continuidade do indice de auséncia no acompanhamento
e suporte da escola para os alunos. Ou seja, ao ver dos alunos, estes nao encontram
espaco, professor ou outra unidade na qual possa auxilia-los, promovendo o
acompanhamento e suporte ao decorrer dos niveis escolares.

Outro dado observado foi a presenca do dialogo familiar com cada aluno. No qual
€ desejavel que os alunos tenham um espaco fisico para o didlogo dentro das areas
escolares e € imaginavel que este habito seja ja praticado na conjuncéao familiar, com
0 uso da educacéo e base para cada aluno.

Porém, como ja esperado esta pratica ndo passa de imaginagéo. Os alunos ndo
vém fundamentados de casa, e sim constrdi suas visbes de mundo a partir de suas
proprias concepgdes pessoais construidas muitas vezes por experiéncias curiosas ou
relatos de amigos. (Figura 4)

Encontra partida, o amadurecimento dos alunos é um fator fundamental para
a compreensao do indice do didlogo ser frequente entre as familias. O processo de
maturidade tende a aproximar os mesmos em suas residéncias. (Figura 5)
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Figura 4. Grafico percentual de indice de auxilio da escola com as turmas 7° e 9° anos no uso
de métodos para com a educacéo sexual.
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Figura 5. Grafico percentual de indice de auxilio da escola com a turma de 1° do ensino médio
no uso de métodos para com a educacao sexual

Destaca-se ainda, a pratica sexual como 30% da atividade no ensino fundamental,
que ao ser comparado com o percentual dos alunos que nao possuem, de 61%,
compreende-se que o indice € ainda razoavel devido a imaturidade da idade. Quando
analisado com o ensino médio, que apresenta 64% de alunos que mantém relagcéo
sexual, observa-se que os alunos possuem uma pratica maior quando comparada
com 0s que nao mantém. (Figura 6 e 7)

Pratica sexual = Sempre - 996

m OQuase sempre -
4%

= As vezes - 17%
= MNunca - 61%0

= Nio
participaram -
o

Figura 6. Grafico percentual de indice de pratica sexual ativa das turmas do 7° e 9° anos
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Figura 7. Grafico percentual de indice de pratica sexual ativa da turma do 1° ano.

A partir disso se fez necessarias atividades que alcangasse toda a turma e
permitisse que estes consolidassem suas concepc¢des ou as reconstruissem de forma
mais segura, adequada e respeitosa.

Os métodos ativos de dindmica que eram abordados permitiam que cada aluno
compreendesse as didaticas trabalhadas nos permitindo uma resposta de trabalho
geral de quase 100% de alcance (Figura 8)

Figura 8. indice geral de participagédo ativa na conclus&o das atividades elaboradas para 31
alunos.

Com isso, podemos enfatizar que o uso de métodos praticos, claros e sucintos,
onde alcanca todos os tipos de géneros, concepcoes e identidade permite que haja
um resultado eficaz e positivo ndo apenas para obter grandes numeros e sim alunos
que possuem mentalidade firme e nova.

CONCLUSOES

A nova abordagem sobre educacédo sexual na escola tem como finalidade
promover uma interacdo entre aluno e professor, dando espaco ao discente a expor
seus questionamentos e duvidas referentes ao assunto abordado.

A construcao de propostas de intervengao escolar na socializagao afetivo-sexual
dos adolescentes promove a redefinicdo de classificagbes coletivas referentes aos
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papéis sociais da familia e da escola. Desde o inicio do século XX, houve uma série
de iniciativas para a criagao de espacgos escolares no debate sobre a sexualidade dos
adolescentes. A partir da publicacdo dos Parametros Curriculares Nacionais, a escola
ganha legitimidade para desenvolver projetos estruturados a partir de trés blocos de
conteudo: a) Corpo - matriz da sexualidade; b) Relacdes de género; c) Prevencao de
doenca sexualmente transmissiveis (Aids) em todo o territério nacional (ALTMANN,
2001).

Sendo assim, pode-se concluir que essa nova metodologia é altamente eficaz,
pois estabelece uma ponte intima entre professor e aluno sem que haja empecilho.
Levando ainda em consideracgao as praticas abordadas por outros métodos educativos
que exclui individuos de identidade que se afugenta do padrdao de género, ja que o
professor ainda esta limitado ao campo biolégico, mesmo estando respaldado com a
ciéncias humanas. Sendo assim, este método amplia o olhar da educacgéo, discutindo
0 ser humano ndo apenas em seu sexo bioldgico, mas também a sua identidade mais
intima, expressdes, sentimentos, afetividade, cultura e sociedade.

Figura 9. Palestra referente & educacéao sexual, tendo como base o sentimentalismo humano.

Nas primeiras semanas houve um grupo de alunos que nado participou, pois
achavam a proposta insignificante, porém, no decorrer da execuc¢do do projeto este
mesmo grupo de alunos comecaram a ter a iniciativa de participar e interagir nas
discussbes que eram propostas. Isto por sua vez foi possivel pois estes discentes
comecaram a compreender o grau de importancia do assunto, pois as informacdes
que eram compartilhadas entre os palestrantes e alunos eram de total importancia
para possuirem o seguimento de uma vida sexual saudavel.
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Figura 10. Interacéo entre alunos e palestrantes acerca da tematica educagéo sexual por meio
da apresentacéo de forma ludica.

Portanto, mediante as experiéncias vivenciadas pelos autores deste artigo, pode-
se afirmar que com a participacéo de forma integra da parte dos alunos no decorrer do
desenvolvimento e aplicagdo do projeto, este novo método de abordagem é eficaz, pois
facilita o entendimento sobre os assuntos relacionados a educagao sexual, visto que
houve total interacéo entre palestrantes e ouvintes, podendo trazer para a execucéo
do projeto situacdes do cotidiano do aluno ou nao, assim, facilitando a absorc¢éo da
informacéo.

Figura 11. Interacao entre alunos e palestrantes acerca dos métodos contraceptivos por meio
da din&mica de “dst’s quimica”
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RESUMO: A compreensdao dos conteudos
relacionados aos sistemas reprodutores
humanos é de extrema importancia para os
alunos do ensino médio. Essa importéncia
reside ndo apenas no entendimento tedrico do
funcionamento regular dos proprios 6rgaos,
mas também para promover uma visao critica
de assuntos estreitamente relacionados como
a gravidez, a contracepgédo, as infecgoes
sexualmente transmissiveis, as doencas nao
infecciosas como a endometriose e alteracdes
provocadas pelo uso indiscriminado de
esteroides anabolizantes, seja com objetivos
atléticos ou estéticos. Para promover uma
melhor compreensao desses conteudos, foi
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MEDIO

utilizada como proposta metodolégica o estudo
de caso, pois além de trazer para os educandos
situacdes
teorizados em sala,

reais envolvendo o0s conteudos
quando
trabalhado por grupos de alunos, favorece o

0 método,

compartilhamento dos conhecimentos entre
os estudantes. Participaram desta pesquisa
20 alunos de uma turma de terceiro ano do
ensino médio do curso técnico em agropecuaria
do Instituto Federal de Educacédo do Ceara,
campus Umirim. Foram registrados por meio de
questionarios elevados percentuais de acerto
nas questdes objetivas, acima de 67% por
equipe e altos indices de questbes subjetivas
com embasamento tedrico adequado, acima de
69%. A metodologia incentivou a socializagao e
a articulacdo ativa entre os saberes prévios e
os adquiridos em sala.
PALAVRAS-CHAVE:

ensino de biologia, sistema reprodutor humano.

active  methodology,

ABSTRACT: The understanding of contents
related to human reproductive systems is of
utmost importance to high school students.
This importance lies not only in the theoretical
understanding of the regular functioning of the
organs themselves, but also in promoting a
critical view of closely related issues such as
pregnancy, contraception, sexually transmitted
infections, non-infectious diseases such as

endometriosis, and changes caused by the
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indiscriminate use of anabolic steroids, whether for athletic or aesthetic purposes. In
order to promote a better understanding of these contents, the case study was used as
a methodological proposal, in order to bring, to the students, real situations involving
theorized contents in the classroom. This method, when worked by groups of students,
favors the sharing of knowledge between the students. Twenty students from a third-
grade high school class in the agricultural technician course at the Federal Institute of
Education of Ceara - Umirim campus. High percentage of accuracy in objective questions
was recorded through questionnaires, above 67% per team and high subjective indexes
with adequate theoretical background, above 69%. The methodology encouraged the
socialization and the active articulation between their previous knowledge and those
acquired in the classroom.

KEYWORDS: case study, biology teaching, human reproductive system.

11 INTRODUCAO

O assunto de reproducdo humana, no ensino meédio, compreende diversos
conteudos intimamente interligados como: nocbes de anatomia dos sistemas
reprodutores; mecanismos de regulacdo hormonal (controle por retroalimentacao) e
distarbios relacionados. Os sistemas reprodutores humanos (masculino e feminino)
estdo, como os demais sistemasfisiol6gicos, sujeitos a regulagédo hormonal. Assim, tanto
as fungdes ovarianas como testiculares séo reguladas pelas algas de retroalimentagcéo
(feedback) com o GnRH (gonadotrofin releasing hormone) hipotalamico e com os
FSH (follicle stimulating hormone) e LH (luteinizing hormone), e as gonadotrofinas
hipofisarias (AIRES, 2012).

A compreensao por parte dos alunos do ensino médio de disturbios de carater
hormonal, como a sindrome dos ovarios policisticos (SOP) e a utilizagdo de farmacos
potencialmente lesivos como os esteroides anabdlicos androgénicos (EAA) se
fazem importantes, permitindo uma articulacéo entre os conhecimentos de anatomia
e fisiologia teorizados em sala. Além disso, permitem a conscientizagdo sobre os
prejuizos decorrentes do uso indiscriminado dos EAA, que devido ao uso abusivo
e crescente, constitui um problema de saude publica (ABRAHIN & SOUSA, 2013;
DARTORA et al, 2014)

Para melhor compreensdo de temas complexos, como a regulagcdo hormonal
por feedback e sua relacdo com as alteracdes fisioldgicas proporcionadas pelo uso
de esteroides anabolizantes androgénicos, foram utilizados os estudos de caso,
como metodologia de ensino-aprendizagem. Como método de ensino, entende-se
caso, como uma narrativa de uma situacao possivel, real ou ficticia, que pode ser
utilizada como subsidio para discussdes sobre um determinado assunto em sala de
aula (SA, QUEIROZ, 2010). Segundo estes autores o estudo de caso é uma variacéo
do método de aprendizagem baseada em problemas; sendo, portanto uma estratégia
didatica centrada no aluno como sujeito ativo do processo e tendo a aproximagao com

Impactos das Tecnologias nas Ciéncias Biologicas e da Saude 3 Capitulo 26




a realidade um ponto chave da metodologia que objetiva desenvolver com os alunos
0 pensamento critico e a habilidade de resolver problemas.

O estudo de caso se diferencia da aprendizagem baseada em problemas, no
contexto de sua utilizacao didatica. Enquanto na aprendizagem baseada em problemas
presume-se a aplicacdo de problemas durante todo o periodo do curso ou disciplina,
no estudo de caso pode ser utilizado de forma isolada no contexto de uma disciplina
ou de um assunto especifico (QUEIROZ, 2015).

O estudo de caso também pode ser entendido em outro contexto, como sendo
um tipo de pesquisa qualitativa como destacado por Martins,

“Estudo de caso € uma estratégia metodoldgica de se fazer pesquisa nas ciéncias
sociais e nas ciéncias da saude. Trata-se de uma metodologia aplicada para avaliar
ou descrever situacdes dindmicas em que 0 elemento humano esta presente.
Busca-se apreender a totalidade de uma situacéo e, criativamente, descrever,
compreender e interpretar a complexidade de um caso concreto, mediante um
mergulho profundo e exaustivo em um objeto delimitado.” (MARTINS, 2006, p.11.).

No entanto, aqui foi abordado o contexto de estratégia didatica do estudo de
caso. Nesta acepcao, o método permite que o aluno faca uma aplicagcdo de seus
conhecimentos prévios, possibilitando que seja autor de julgamentos criticos no
qual exerce papel central. Neste estudo sera relatado o processo de planejamento
e execucdo do estudo de caso como atividade pedagogica voltada para a tematica
“sistemas reprodutores humanos” no ensino médio.

Todavia, o caso em si nao fornece analise proépria, mas os educandos, a partir de
seus conhecimentos prévios, devem ser capazes de interpretar situacdes possiveis
dentro de uma realidade que Ihes foi apresentada (QUEIROZ & CABRAL, 2016). Além
disso, quando aplicado em grupos, 0 método do estudo de caso estimula também o
trabalho em equipe e a troca de conhecimentos entre os alunos, aspectos geralmente
nao alcancado somente com aula expositiva tradicional.

O objetivo foi utilizar a estratégia de estudo de caso com grupos de alunos
do ensino médio, para abordar o conteudo de sistemas reprodutores humanos e
possibilitar a compreensao de disturbios fisiolégicos relacionados com os efeitos
potencialmente lesivos de farmacos hormonais. Para tanto propusemos: i) trabalhar
o conteudo referente aos aspectos anatémicos envolvendo os sistemas reprodutores
masculinos e femininos humanos; ii) discutir os mecanismos fisioldgicos basicos de
regulacao hormonal sobre as gbnadas; iii) debater sobre a interferéncia lesiva do uso
indiscriminado de esteroides anabolizantes androgénicos no sistema reprodutor e; iv)
informar sobre algumas alteracoes especificas do sistema reprodutor feminino como a
sindrome dos ovarios policisticos, a endometriose e a triade da atleta.

2 | MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida em quatro aulas (4 horas aula cada, totalizando 16
horas) com alunos de uma turma de terceiro ano do ensino médio do Instituto Federal
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de Educacédo do Ceara, campus Umirim. Os estudantes séo alunos do curso técnico
em agropecuaria, uma vez que estédo inseridos na educacédo profissional técnica,
articulada ao ensino médio de forma integrada.

No inicio da primeira aula os alunos, num total de vinte, foram orientados a formar
equipes de cinco integrantes, constituindo quatro equipes: 1, 2, 3 e 4. Em seguida cada
equipe recebeu uma folha com instrugdes para que seus membros expressassem de
forma livre, ideias sobre o tema reproducéo humana e uso de anabolizantes (Quadro
1) durante 10 minutos. A partir desse “brainstorming” (tempestade de ideias) inicial, as
ideias expostas nas folhas foram utilizadas como base para a discussao do contetudo
central a ser trabalhado em duas aulas teéricas geminadas.

Atividade Orientacoes
Forme equipes de cinco alunos e transcreva 1- cada aluno deve apresentar no minimo
para o espaco abaixo ideias relacionadas uma ideia;

aos fér_macos conhecidos como esteroides
anabolizantes e sua possivel relagao com os | 2- todas as ideias seréo aceitas inicialmente;
sistemas reprodutores humanos.
3- as ideias deverao ser transcritas sem

alterac@es a partir do pensamento inicial.

Quadro 1: Atividade do Brainstorming sobre reproducdo humana e uso de anabolizante.

Fonte: Os autores

Durante a primeira aula foram abordados, por meio de aula expositiva e
dialogada, os assuntos relativos aos aspectos principais da anatomia e fisiologia dos
sistemas reprodutores masculino e feminino. Na segunda aula, foram apresentados
os fundamentos basicos da regulacdo hormonal das gbonadas pelo eixo hipotalamo-
hipofisario, sendo demonstrados o mecanismo de retroalimentacéo (feedback) negativo
e algumas patologias n&o infecciosas como a sindrome dos ovarios policisticos (SOP)
e endometriose. Ainda na segunda aula foi realizada uma discussao sobre o uso dos
esteroides anabolizantes androgénicos, tanto na pratica médica quanto esportiva e
para fins estéticos. As aulas expositivas foram ministradas permitindo a participacéo
dos alunos e utilizando o conhecimento prévio dos mesmos.

Nas duas aulas subsequentes (terceira e quarta aula), ap6s a explicacao e
discussao inicial do assunto ter sido realizada, as mesmas equipes, com 0S mesmos
integrantes, receberam uma folha onde os alunos foram orientados a trabalhar com
estudos de casos envolvendo 4 individuos (numerados em algarismo romano |, Il, lll e
IV) em situagdes reais de alteragdes fisioldgicas (Quadro 2).
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Descricao dos Estudos de Casos

Atividade e Orientacoes

Caso | - Individuo do sexo masculino, 25 anos, praticante de
exercicios resistidos e usuario de esteroides anabolizantes
androgénicos para fins estéticos ha cinco meses. Apresenta
aumento moderado de massa magra.

Caso Il - Individuo do sexo masculino, 25 anos, atleta
amador de culturismo (bodybuilder) e usuéario de EAA ha
dez anos. Apresenta aumento moderado de massa magra;
ginecomastia e hipogonadismo.

Caso lll - Individuo do sexo feminino, 25 anos e praticante
de atividade fisica para fins estéticos. Apresenta amenorreia
secundaria, dificuldade para engravidar, tendéncia a
obesidade e pelos faciais e toracicos desenvolvidos.

- Observe a seguir quatro
individuos (I, 1l, Il e 1V) em
situacdes reais com modos de
vida e sintomatologia proéprios.

- Faca uma andlise comparativa
entre os individuos | e Il e
entre os individuos Il e 1V,
estabelecendo possiveis causas
para os sintomas apresentados
e explicacbes para as
semelhancas e  diferencgas
entre 0s casos, relacionando
esse raciocinio com o contetdo

tedrico visto em sala.
Caso IV - Individuo do sexo feminino, 25 anos, submetida
a uma dieta hipocaldrica insuficiente e atleta amadora de
triatlo ha cinco anos. Apresenta amenorreia secundaria e
osteoporose.

Quadro 2: Estudos de casos sobre reproducédo humana.

Fonte: Os autores

Os individuos | e Il eram do sexo masculino, com idade de 25 anos, praticante
de exercicios resistidos e usuérios de esteroides anabolizantes e apresentavam
moderado desenvolvimento de massa muscular magra. Contudo, oindividuo Il era atleta
amador e usuario de EAA a dez anos, apresentando ginecomastia e hipogonadismo
acentuados, enquanto o individuo | n&o era atleta e usava EAA a trés meses para
fins estéticos, ndo apresentando nenhum sintoma expressivo. Os individuos Il e IV
eram do sexo feminino, com idade de 25 anos, praticantes de atividade fisica, mas
com alguns sintomas e habitos distintos: Il era praticante de atividade fisica para fins
estéticos e apresentava obesidade, pelos faciais e no torax; IV era atleta amadora de
triatlo, submetida a rigorosa dieta apresentando osteoporose.

Durantes os estudos de casos, foi permitida a interacdo entre os integrantes
de um mesmo grupo, ndao sendo permitido o compartilhamento de informacdes entre
as equipes. Os estudos de casos foram centrados na interpretacdo das alteracoes
fisioldgicas dos quatro individuos, possiveis causas e patologias associadas, numa
perspectiva comparativa.

ApOs a aplicagdo dos estudos de casos, a estratégia de ensino foi avaliada por
um questionario composto por um total de dez questdes, sendo seis objetivas de
multipla escolha (a, b, ¢, d, €) e quatro discursivas (Quadro 3). As primeiras questoes,
de 1 a 5, abordaram conceitos teéricos de carater geral sobre o assunto principal
das aulas - sistemas reprodutores, ja as questbes de 6 a 10 foram baseadas nas
discussoes desenvolvidas a partir dos estudos de casos realizados previamente. Os
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mesmos grupos que participaram do brainstorming inicial participaram da avaliacéo
enquanto equipe, sendo as respostas realizadas em um unico questionario, a partir do
compartilhamento de conhecimentos entre os membros de uma mesma equipe.

Todas as atividades realizadas durante esta pesquisa se encontram em
consonancia com a resolucao n° 466/12 do Conselho Nacional de Saude, que regulam
as pesquisas com seres humanos. Dessa forma, asseguramos que a integridade e o
anonimato dos participantes foram mantidos.

Equipe: Integrantes:

1. Os sistemas organicos humanos (nervoso, endocrino, digestério...) desempenham mais

de uma funcdo. Considerando os sistemas reprodutores, que item possui fungcbes comuns,

desempenhadas pelos sistemas reprodutores masculinos e femininos humanos?

a) gametogénese, fecundacéo e nidacao.

b) crescimento do foliculo ovariano, fecundacgéo e conducdo dos gametas.

c)

d)
)

e) producéo do liquido seminal e lubrificacéo pelas glandulas bulbouretrais

gametogénese, condugédo dos gametas e copula.
producéo dos gametas, maturacao e formagéao do corpo luteo.

2. O sistema reprodutor masculino é formado por diversos 6rgaos e séo classificados de modo
geral em génadas, vias condutoras, glandulas anexas e 6rgao copulador. Assinale o item que
apresenta funcoes tipicas das gonadas:

a) producao e transporte das células sexuais (gametas).

b) realizacdo do encontro dos gametas (fecundacao) e implantagéo do zigoto.

¢) maturacéo dos gametas e sua conducgéo até a fecundacéo.

d) producao dos gametas e dos hormonios sexuais.

e) producédo dos hormdnios sexuais e gonadotroficos.

3. Embora os érgaos que compdem os sistemas fisioloégicos sejam cooperativos e harménicos,
estados de desequilibrio podem acontecer e resultam no surgimento de patologias (doencas).
A menstruacao retrograda pode ser um fator que, tipicamente, predispdes para

a) cancer de colo de utero

b) sindrome dos ovarios policisticos (SOP).

¢) vulvovaginite.

d) mioma.

e) endometriose
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4. O mecanismo de retroalimentacéo (“feedback”) hormonal ocorre continuamente

no organismo humano, permitindo a manutencéo do estado de equilibrio fisioldgico
(homeostase). O gréfico a seguir demonstra a variagcao dos niveis de testosterona ao longo
de sete dias de abstinéncia sexual. Considerando o conceito de feedback e as informagdes
do grafico abaixo, comente sobre a variagdo do horménio gonadotrofico ICSH (LH) durante
esses sete dias.

Testosterone Levels During 7-Day Abstinence
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Fonte: https://www.anabolicmen.com/weird-tricks-to-raise-testosterone/ Acesso em
04/12/2017.

5. Diversos compostos podem ser utilizados com o propésito de aumentar o desempenho
atlético e entre eles estdo os esteroides anabdlicos androgénicos (EAA). Defina-os e informe
quais os seus principais efeitos colaterais no corpo humano.

6. Utilizando seus conhecimentos sobre fisiologia dos sistemas reprodutores humanos, assinale
o item que apresenta as principais vantagens observadas pelo paciente |, apos o uso da droga.
a) Aumento de massa corpérea total e dos triglicerideos.

b) Aumento de massa muscular magra, de forca e poténcia.

¢) Reducao dos niveis de insulina no sangue e elevacéo da pressao arterial.

d) Reducéo dos niveis de colesterol e aumento dos niveis de testosterona e ICSH.

e) Aumento de massa muscular magra e hipoglicemia.

7. Sabendo que um hormonio pode estar submetido aos efeitos estimulatérios ou inibitérios
de um outro horménio, assinale a op¢éo que apresenta o provavel mecanismo fisiolégico de
controle hormonal afetado pelas drogas utilizadas pelos pacientes | e Il.

a) Feedback negativo.

b) Feedback positivo.

¢) Hipergonadismo.

d) Hipogonadismo.

e) Amenorreia primaria e secundaria.

8. Considerando o quadro clinico apresentado pela paciente 4 seja resultado de uma reducao
acentuada e inesperada dos niveis de progesterona e estroégenos, assinale a opgao que
apresenta os provaveis niveis de FSH e LH:

a) FSH alto e LH baixo.

b) FSH alto e LH alto.

¢) FSH baixo e LH baixo.

d) FSH baixo e LH alto.

e) FSH e LH ausentes.
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9. A automedicacao e a utilizagdo de farmacos em quantidades abusivas podem gerar quadros
danosos para a fisiologia humana e potencialmente fatais. Nessa perspectiva, os esteroides
anabolizantes androgénicos, quando administrados de forma indiscriminada, podem levar a
situagbes patoldgicas graves. Faca uma comparacgéo entre os pacientes 1 e 2 estabelecendo
hipéteses para os diferentes sintomas apresentados entre eles.

10. Horménios sd@o substancias que possuem natureza quimica tipica (lipidica ou peptidica)
e, dessa forma, podem ser classificados e estudados a partir de seus precursores. Utilizando
seus conhecimentos sobre a produgéo endogena e as fungdes dos hormbnios sexuais, elabore
possiveis explicacdes para os sintomas apresentados pelos pacientes 3 e 4 e quais solugcdes
poderiam ser sugeridas para restabelecer a homeostase do paciente 47

Quadro 3. Questionario sobre sistemas reprodutores humanos. As questdes 6, 7, 8, 9 e 10 séo
relativas aos estudos de casos do quadro 2.

Fonte: Os autores

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo das respostas dos alunos, por equipe, referentes as questdes
objetivas apresentou um indice alto de acerto tanto nas perguntas de teoria béasica
quanto nas questdes relacionadas diretamente aos estudos de casos (Quadro 3). Do
total de seis questdes objetivas, apenas a equipe quatro errou duas questdes (67%
de indice de acerto) e a equipe 2 errou uma questao (83% de indice de acerto), sendo
que as outras duas equipes apresentaram um aproveitamento de 100% para esse tipo
de questéo (Fig. 1).

indice de acertos das questdes objetivas

Equipel Equipe2 Equipe 3 Equipe4

(53]

=

[¥E)

[}

=

W Acertos MErros

Figura 1: indice de acertos e erros das questdes objetivas sobre conceitos tedricos de
reproducdo humana e sobre os estudos de casos, por equipe.

Fonte: Os autores

Pesquisas na area de educacao em ciéncias veem demonstrando o potencial da
metodologia de estudos de caso para o desenvolvimento de conteudos informativos
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e formativos em diversos niveis de ensino, desde a educacdo basica (QUEIROZ
& CABRAL, 2016) até o ensino superior (SA et al., 2007). No6s registramos um
elevado percentual de acerto nas questdes que envolviam assuntos tradicionalmente
considerados de dificil compreensao pelos alunos participantes desta pesquisa,
corroborando com o papel didatico do uso do estudo de caso como ferramenta
facilitadora do ensino e da aprendizagem.

Além disso, durante a realizagéo das aulas com os estudos de casos foi possivel
observar um crescente interesse e uma acentuada participagao dos estudantes.
Eles conseguiram paulatinamente articular os conhecimentos prévios com aqueles
adquiridos em sala, tanto na interpretacdo dos casos, envolvendo as explicacoes e
possiveis causas, quanto nas questdes discursivas do questionario aplicado na ultima
aula. Foi registrado um percentual reduzido de questdes subjetivas respondidas sem
embasamento tedrico adequado, apenas 31% (Fig. 2).

indice de acertos das questdes subjetivas

3 I I I
0 I II I I

Equipe 1 Equipe 2 Equipe 3 Equipe 4

N

-

m Respostas com ebasamento teorico adequado ® Respostas com embasamento tedrico inadequado

Figura 2: indice de acerto das questées subjetivas relacionadas aos conceitos teéricos de
reproducdo humana e sobre os estudos de casos, por equipe.

Fonte: Os autores

Durante o procedimento de responder as perguntas do questionario, os alunos, em
sua maioria, conseguiram fazer a associag¢ao entre o uso dos esteroides anabolizantes
e seus efeitos lesivos ao mecanismo de regulacdo hormonal de feedback (ABRAHIN
& SOUSA, 2013; DARTORA et al, 2014). Foi comentado pelas quatro equipes sobre
a possivel reducdo da funcéo testicular (hipogonadismo) presente no individuo Il
estar associada ao uso por longo periodo em compara¢cado com o individuo | que é
usuario recente de EAA e, portanto, ndo apresentaria ainda os efeitos negativos do
uso desses farmacos (GUYTON & HALL, 1998). Uma das equipes conseguiu associar
adequadamente a Triade da atleta, doenca exposta em sala durante as aulas teéricas
iniciais, como provavel disturbio do individuo IV (OTIS et al, 1999). No tocante ao
individuo Ill, trés equipes associaram corretamente as altera¢des apresentadas como
decorrentes da sindrome dos ovarios policisticos (ROSSI et al, 2007).
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Os pesquisadores que utilizam e pesquisam a aplicagcdo dessa metodologia
como uma das estratégias facilitadoras do ensino e da aprendizagem em ciéncias
o fazem destacando em sintese seis atributos que o estudo de caso possui: i) € um
método centrado no aluno como sujeito ativo no processo de ensino e aprendizagem;
i) permite a atuacéo dos professores como intermediadores do processo; iii) possibilita
a aproximacdo com a realidade do aluno; iv) favorece a aquisicdo de conhecimento
cientifico e tecnologico; v) desenvolve o pensamento critico e a habilidade de resolver
problemas e, ainda vi) contribui para o desenvolvimento do espirito colaborativo quando
a atividade é realizada em grupo (QUEIROZ 2015; QUEIROZ & CABRAL, 2016; SA et
al., 2007; SA, QUEIROZ, 2010). Balizados por estes autores atribuimos a aceitacéo, a
participacao e os resultados positivos dos estudos de casos para abordar o conteudo
- sistemas reprodutores humanos e disturbios fisiologicos relacionados com os efeitos
potencialmente lesivos de farmacos hormonais - a estes seis atributos, com especial
destaque para o fator colaborativo do trabalho em grupo desenvolvido pelos alunos
participantes desta investigacao.

41 CONCLUSOES

Analisando as explicagoes elaboradas pelos estudantes para os estudos de casos
e a partir da apreciacao dos resultados do processo avaliativo, pode-se perceber que
os estudos de casos representaram um importante recurso de ensino, ndo apenas
por expor o conteudo de modo atrativo, mas também, como metodologia ativa, pois
possibilitou envolvimento dos alunos no processo de ensino e aprendizagem.

Ao utilizar situagbes possiveis, reais e ndo hipotéticas, o método de estudo de
caso permite que o estudante faca parte da constru¢cdo do seu conhecimento, numa
perspectiva pratica, levando em consideracdo seus proprios conhecimentos prévios
e os adquiridos durante a exposicao teorica e/ou pratica. Isto favorece um ambiente
interativo, pois envolve a troca de saberes entre os integrantes dos grupos e facilita
a criticidade, uma vez que as explicagdes desenvolvidas devem ser baseadas em
teorias e informacdes cientificas a partir das evidéncias expostas. Além disso, permite
a valorizagao do estudante como agente ativo no processo de ensino-aprendizagem.
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RESUMO:A intervencdo pedagogica foi
desenvolvida por alunos bolsistas do Programa
Institucional de Bolsa de Iniciacédo a Docéncia
(PIBID) do curso de Ciéncias Biologicas da
Universidade Tecnolégica Federal do Parana
— UTFPR-DV. Este trabalho teve como objetivo
trabalhar com alunos da Sala de Recursos
que apresentam dificuldades no aprendizado
e na assimilacdo do conteudo transposto nas
aulas de Ciéncias e Biologia. O trabalho se
desenvolveu através da parceria com professora
regente da Sala de Recursos, que se propos
a ajudar na execucgao da atividade. O trabalho
se desenvolveu durante o periodo de quatro
semanas, onde foram aplicadas atividades
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de cunho pedagdgico, sendo que em cada
semana foi cumprida uma etapa de conteudos
praticos, sobre conceitos de meio ambiente,
germinacdo de semente, fotossintese,
destinacao correta de lixo e reutilizacédo de
materiais. O desenvolvimento do trabalho foi
acompanhado pela supervisora do PIBID no
colégio e teve atuacdo efetiva de todos os
pibidianos. Na atividade observou-se ainteragcéo
dos alunos durante a execuc¢do dos conteudos
de maneira dinamica e interdisciplinar, sendo
qgue o interesse no aprendizado em Ciéncias
e Biologia foi satisfatoério e gerou resultados
positivos no desempenho dos alunos.
PALAVRAS-CHAVE: Educacao

Programa Institucional de Bolsa de Iniciagdo a

Especial,

Docéncia, Ensino de Ciéncias e Biologia

ABSTRACT: A pedagogic intervention was
developed by stock exchange pupils from the
Institutional Program of Stock Exchange of
Initiation to the Teaching (PIBID) of the course of
Biological Sciences of the Federal Technological
University of the Parana — UTFPR-DV. This
work had as | aim to work with pupils of the
resource  Room who present difficulties in
the apprenticeship and in the assimilation of
the content transposed in the classrooms of
Sciences and Biology. The work was developed
through the partnership with teacher by regent
of the resource Room, which it intended to help
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in the execution of the activity. The work was developed during the period of four weeks,
where activities of pedagogic hallmark were applied, being that in each week a stage
of practical contents was carried out, on concepts of environment, germination of seed,
photosynthesis, correct destination of garbage and reuse of materials. The development
of the work was accompanied by the supervisor of the PIBID in the college and it had
effective acting of all the pibidianos. In the activity the interaction of the pupils was
observed during the execution of the contents of dynamic and interdisciplinary way,
being that the interest in the apprenticeship in Sciences and Biology was satisfactory
and produced positive results in the performance of the pupils.

KEY-WORDS: Special education, Institutional Program of Stock Exchange of Initiation
to the Teaching, Teaching of Sciences and Biology.

11 INTRODUCAO

A sala de recurso multifuncional funciona como uma ferramenta pedagogica na
modalidade de Educacao Especial, para complementar/suplementar o aprendizado de
estudantes com deficiéncia, transtornos globais do desenvolvimento, altas habilidades/
superdotacao, e tem como caracteristica a ndo substituicdo do espaco da sala de aula
comum, mas sim auxiliar estes estudantes, assegurando-lhes condi¢des de melhor
participacdo e aprendizagem.

No objetivo da inclusédo, o direito a aprendizagem e 0 acesso a niveis mais
elevados de educacao fazem parte do que esta posto como igualdade de direitos e de
oportunidades educacionais para todos (LOPES; MARQUEZINE, 2012).

Segundo Fonseca (2015), a Sala de Recursos Multifuncionais € um espaco de
aprendizagem e compreensao dos processos cognitivos, sociais e emocionais, visando
a superacao das dificuldades de aprendizagem e o desenvolvimento de diferentes
possibilidades dos sujeitos.

Nesse contexto, visando que a escola permite ainteracéo de diversas ferramentas,
procura-se trabalhar com a interdisciplinaridade, levando o conhecimento de outras
areas para a sala de aula, para oportunizar a eficiéncia na transposi¢ao dos contetudos
sempre procurando eliminar ao maximo as discrepancias que por ventura venham a
interferir no trabalho.

O presente trabalho teve como obijetivo trabalhar com alunos da Sala de Recursos
gue apresentam dificuldades no aprendizado e na assimilacdo do conteudo transposto
nas aulas de Ciéncias e Biologia, buscando a interacdo com os alunos, no contexto
que se refere melhoria de aprendizagem e a realizacao de atividades interdisciplinares,
levando ao aluno um estimulo positivo que o desperta para algo diferente e inovador,
cativando o aluno a aprender.
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2| MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado em um Colégio Estadual da rede publica do municipio de
Dois Vizinhos-PR, com uma turma da Sala de Recursos que funcionava no periodo
contrario das aulas regulares. A turma era composta por 10 alunos matriculados
no Ensino Fundamental Il (7) e Ensino Médio (3), todos devidamente avaliados e
respaldados com laudos médicos para frequentarem essa classe. Estes laudos
permitiram o estudo prévio antes da elaboracdo da atividade de intervencéo. A
professora responsavel pela sala de Sala de Recursos concedeu espaco de uma tarde
por semana (duas horas), durante quatro semanas.

O trabalho foi desempenhado por seis alunos bolsistas do PIBID e teve orientacéo
da professora supervisora do PIBID da referida escola. Houve divisao de atividades
praticas entre os bolsistas nas principais tematicas sobre conceitos de meio ambiente,
germinacdo de semente, fotossintese, destinacao correta de lixo e reutilizagcdo de
materiais, sendo cada um dos seis pibidianos responsaveis em preparar e organizar
uma aula pratica. Depois da formulacédo de um plano de aula, por cada pibidiano e sua
determinada atividade, foi marcada a data para executar a atividade com os alunos.

Os alunos ficaram responsaveis por levar cada material solicitado pelos pibidianos
como: materiais organicos, garrafas PET’s, sementes de hortalicas, entre outros, para
o desenvolvimento das praticas e as atividades que foram desenvolvidas no ambiente
da horta do colégio bem como ferramentas para o desenvolvimento das mesmas. Em
seguida, foi entregue para os alunos uma tabela de acompanhamento para anotagao
da observacéao diaria da germinacéo da semente.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira semana a abordagem feita foi sobre a reutilizacdo de materiais
reciclaveis, a importancia do respeito com o meio ambiente e redugcdo do consumismo.
Nesta etapa, através de dialogo, foi proporcionado aos alunos tempo para que eles
pudessem expor individualmente o conhecimento sobre o assunto onde os alunos
explanarao que conheciam muitas coisas e conceitos que aprenderdo com 0s pais,
onde eles ajudavam em casa na reciclagem e muitos deles reutilizavam os matérias
para outros fins, como criar hortas verticais sempre na intengcéo de discutir aimportancia
de diminuir o consumo e reutilizar materiais. Também foi solicitado para que os alunos
levassem litros de garrafas PET’s para confeccao de minicomposteiras, onde o produto
final seria utilizado na horta escolar.

Na segunda semana, foi levado aos alunos sementes de leguminosas para ser
trabalhado as questdes de composicao quimica da semente, as etapas do processo de
germinacao, importancia da luminosidade do Sol e da nutricdo pela 4gua para os seres
vivos, em especial as plantas. Nesta etapa, foi debatido com os alunos caracteristicas
morfologicas e fisiologicas necessarias para que a planta cresca e se desenvolva
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naturalmente. Para melhor entendimento do assunto, as sementes foram plantadas
em recipiente com substrato e alocadas de forma apropriada para o desenvolvimento.

Na terceira semana, o assunto que foi abordado teve como concordéncia a
importancia dos cloroplastos presentes nas plantas e a agcdo da energia quimica e
luminosa nos vegetais, onde os alunos demonstraram grande interesse em estar
aprendendo como que as plantas absorviam a luz e as metabolizavam tendo o
cloroplasto desempenhando um papel muito importante na fotossintese.

Na quarta semana, os alunos ficaram muito felizes por saberem além de
aprenderem que 0s materiais organicos podem ser um principal fator para o crescimento
das plantas e que o adubamento no solo e de grande importancia, bem como ficaram
ansiosos em chegarem em casa e poderem elaborar os proprios adubos com restos
de alimentos que sobram em suas casas.

Como método avaliativo, foi solicitado que os alunos reproduzissem de forma
discursiva as atividades realizadas, e sobre 0 que eles aprenderam com o projeto.
Alguns alunos preferiram utilizar a oralidade como forma de expresséo, em decorréncia
dos limites individuais.

O tema escolhido para ser trabalhado com os alunos foi a construgdo de uma
horta escolar, sendo este o objetivo final apds a sequéncia de conteudos trabalhados.
Essa tematica possibilitou utilizar uma metodologia que respeitasse o tempo e o
espaco de cada aluno com maior significancia ao que se propunha ensinar, para um
melhor aproveitamento de todos.

41 CONCLUSOES

Portanto os conhecimentos e experiéncias que foram adquiridas e transpostas
nesta atividade nos faz refletir o quao é importante e necessaria a abordagem com
diferentes realidades, que podem ser encontradas na profissdo de futuro educador.
A pratica da interdisciplinaridade tem maior eficiéncia quando é aplicada com carinho
e dedicagdo tornado os alunos mais motivados em participar das aulas, bem como
a eficiéncia no desenvolvimento cognitivo e despertar dos interesses sociais e
particulares de cada individuo em aprender Ciéncias e Biologia, um uma abordagem
voltada na educacgao inclusiva.
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CAPITULO 28
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RESUMO: Muitos assuntos em bioquimica,
como glicOlise, possuem uma maior dificuldade
de assimilacdo devido as complexas vias de
reacoes. Por esse motivo, esses assuntos
tornam-se “decorativos” ndo sendo totalmente
fixados ou compreendidos pelos alunos. Uma
vez que esses assuntos ndo sao fixados, uma
falhanaaprendizagem é gerada e levada adiante
em outras disciplinas, visto que bioquimica é
pré-requisito para outras disciplinas. O ludico
€, por muitas vezes, o meio pelo o qual os
professores utilizam em suas aulas, para
enriquecer e facilitar o aprendizado dos alunos,
como também para reduzir falhas que possam
ser encontradas durante a aprendizagem de
assuntos complexos. O objetivo desse trabalho
€ diminuir as dificuldades encontradas pelos
discentes durante a aprendizagem do assunto
referente a glicélise na disciplina de bioquimica.
Para a construcdo do modelo foram utilizadas
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pecas de encaixe do tipo macho/fémea as quais
foram utilizadas para representar as moléculas
de cada etapa da glicolise. Na aplicacdo em
sala de aula, os alunos responderam a um
questionario acerca do assunto para sabermos
0 que eles haviam absorvido da aula expositiva,
ministrada anteriormente. ApOs a aplicacdo do
primeiro questionario, foi feita a apresentagao do
modelo e outra aula foi dada utilizando-o. Apos
disso, um segundo questionario avaliativo, com
as mesmas questdes anteriores, foi passado.
Diante dos resultados, foi notério que o uso do
modelo didatico foi capaz de diminuir o numero
de questbes erradas ou nao respondidas,
mostrando assimilagao da explicagao durante a
apresentacao do modelo.
PALAVRAS-CHAVE: Jogos;
Ensino.

Bioquimica;

ABSTRACT: Many subjects in biochemistry,
such as glycolysis, have a greater difficulty
in assimilation due to the complex pathways
of reactions. For this reason, these subjects
become “decorative” not being fully fixed or
understood by students. Since these subjects
are not fixed, a learning failure is generated
and carried forward in other disciplines,
since biochemistry is a prerequisite for other
disciplines. Playfulness is often the means by
which teachers use their classes to enrich and

facilitate student learning as well as to reduce
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failures that can be encountered while learning complex subjects. The objective of
this work is to reduce the difficulties encountered by students during the learning of
the subject related to glycolysis in the discipline of biochemistry. For the construction
of the model were used fitting parts which were used to represent the molecules of
each step of the glycolysis. In the classroom application, the students answered a
questionnaire about the subject in order to know what they had absorbed from the
previously given lecture. After the application of the first questionnaire, the presentation
of the model was made and another class was given using it. After that, a second
evaluative questionnaire, with the same previous questions, was passed. In view of the
results, it was clear that the use of the didactic model was able to reduce the number
of wrong or unanswered questions, showing the assimilation of the explanation during
the presentation of the model.

KEYWORDS: Games; Biochemistry; Teaching.

11 INTRODUCAO

Estar diante de um assunto que gostamos pode facilitar consideravelmente
nosso aprendizado, porém, isso nem sempre sera o suficiente. Para a Bioquimica
ser compreendida é necessario um grau de abstracdo que muitos discentes da saude
podem apresentar dificuldades para desenvolver.

Muitos assuntos em bioquimica, como os de metabolismo, possuem uma maior
dificuldade de assimilac&o devido as complexas vias de rea¢des. Poresse motivo, esses
assuntos se tornam “decorativos” ndo sendo totalmente fixados ou compreendidos
pelos alunos. Além disso, segundo Schoenmaker ( 2009, apud OLIVEIRA et al,
2015, p. 47), a disciplina de bioquimica esta presente em varios cursos relacionados
a saude e por ser pré-requisito para outras disciplinas, uma falha na aprendizagem
comprometeria a formacé&o do aluno.

E comum reclamacdes entre os discentes acerca de assuntos extensos e
complexos. Afirmam ndo conseguirem absorver todo o conteudo ou até mesmo néo
compreender por completo. O ludico &, por muitas vezes, 0 meio que os professores
utilizam em suas aulas, para enriquecer e facilitar o aprendizado dos alunos. Isso tem
se tornado uma eficaz ferramenta nas maos dos docentes, uma vez que tem sido
utilizado para reduzir falhas que possam ser encontradas durante a aprendizagem de
assuntos complexos.

Diante disso, é possivel perceber a importancia da elaboracdo de trabalhos
relacionados a area de ensino. Ainda mais, é importante desenvolver, juntamente
com os alunos, melhores métodos que venham a acrescentar o ensino dentro das
universidades, tendo como foco nesse presente trabalho, a disciplina de bioquimica.

Levando em consideracdo os assuntos complexos presentes na disciplina de
bioquimica, foi tomado como base o conteudo referente a glicolise. Assunto o qual
tem causado, muitas vezes, uma aversao nos alunos ao se depararem com tantas
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reacdoes, nomes de enzimas e produtos do metabolismo. Com isso, 0 uso de uma
ferramenta ludica coadjuvante ao ensino desse conteudo, pode ser algo inovador
dentro da disciplina, influenciando diretamente e positivamente o aprendizado dos
alunos.

Dessa maneira, foi tomado como objetivo, reduzir as dificuldades encontradas
pelos discentes durante a aprendizagem do assunto referente a glicolise na disciplina
de bioquimica.

2|1 REVISAO DE LITERATURA

Segundo Yokaichiya (2004), devido a complexidade de seus conteudos, a
bioguimica se tornou uma disciplina dificil de ser ministrada e compreendida pelos
discentes. Com isso, muitas atividades ludicas tém sido escolhidas para o auxilio no
ensino de contetdos dentro da bioquimica, com intuito de despertar o interesse e
favorecer o aprendizado do aluno. (OLIVEIRA, 2015)

Assuntos do metabolismo celular, como ciclo de Krebs, fotossintese e glicolise
séo do tipo abstrato que requerem um conhecimento prévio acerca de biologia e
quimica. (Gomes e Messeder, 2014, apud SANTOS et al, 2014) A idéia do ludico na
sala de aula vai exatamente de encontro a quebra do abstrato, tornando possivel uma
melhor visualizagdo do conteudo teérico.

O uso do ludico atua de varias formas na constru¢ao do aprendizado do aluno e
apresenta muitos beneficios. Segundo Carl R. Rogers (1983. p. 149- 167, apud Roloff)
na sala de aula o aluno tem a possibilidade de estimular e desenvolver uma auto-estima,
uma valorizagéo propria, onde o ludico atua como um estimulo positivo, facilitando e
integrando a aprendizagem, trabalhando o lado cognitivo, social e emocional do aluno.

31 ASPECTOS METODOLOGICOS

Para a montagem do modelo foram utilizados pec¢as de encaixe do tipo macho e
fémea (Pinos mégicos- Elka), feitas de material plastico, com diversas cores e nUmeros
de encaixes. Além disso, foram utilizados botdes plasticos como complemento na
montagem. Também foram usados papel e canetinha para a confeccao das placas
que levaram o nome de cada molécula.

Cada montagem de pecas representou uma estrutura presente em cada uma
das 10 etapas da glicélise. Onde cada peca representava um elemento contido na
molécula. Os botbes também foram usados para reproduzir a adicdo ou perda de
fosfato, ATP (Adenosina Tri-Fosfato) ou molécula de agua.

Ap6s a montagem, a idéia proposta pelo modelo € ser apresentado em sala de
aula onde os alunos irdo observar 0 modelo e colocar as placas com 0s nomes das
moléculas participantes de cada etapa. Quando tudo estiver nomeado, os alunos irdo
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explicar resumidamente o porqué de terem escolhido cada placa e o que ocorre em
cada etapa. Ao término da aula, sera respondido um questionario, onde os proprios
alunos irdo avaliar a eficiéncia e eficacia do modelo proposto em sala de aula.

4 | RESULTADOS E DISCUSSAO

O modelo didatico produzido, o qual representou passo a passo as etapas da
glicolise, foi um excelente meio de visualizacdo dessas etapas. Onde foi possivel
identificar mudancas estruturais das moléculas. A nomeacéo de cada peca também
auxiliou a fixagcdo dos nomes das moléculas, substituindo a continua decoracao de
nomes que era feita pelos alunos.

Além disso, o modelo incita os alunos a usarem da criatividade no momento de
montagem, tornando o processo ainda mais dindmico e instigando o discente cada
vez mais usar seus conhecimentos prévios e adquiridos na aula teérica durante a
montagem de cada etapa.

O assunto de bioquimica referente a glicolise € amplamente abordado nos cursos
de ciéncias biologicas e da saude. De forma geral, é sabida a dificuldade encontrada
pelos académicos nesse conteudo, uma vez que € apresentada em dez etapas, cada
uma contendo mudancgas estruturais ocasionadas por enzimas especificas. Por esse
motivo, modelos didaticos podem configurar-se ferramentas adicionais valiosas no
ensino de disciplinas complexas.

51 CONSIDERACOES FINAIS

Em geral, a utilizagdo de meios didaticos como adjutorios na construgéo da
aprendizagem tem se mostrado eficaz, sendo tal afirmacéo comprovada por estudos
ja feitos, como os citados acima. Por esse motivo, desenvolver novas metodologias
gue atuam de forma coadjuvante no ensino € de modo essencial na licenciatura.
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