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APRESENTACAO

A obra “As Ciéncias Biologicas nas Dimensdes Humanista, Critica e Reflexiva”,
encontra-se composta por 14 trabalhos cientificos, que oferecem ao leitor a
oportunidade de se documentar arespeito de diferentes tematicas na areadas ciéncias
bioldgicas. Traz assuntos que permeiam desde praticas pedagdgicas para formagcao
de cidaddos mais conscientes do seu papel na manutencdo da biodiversidade do
planeta, até registros dos impactos antropicos em diversas dimensdes: ar, solo e
recursos hidricos.

Sabe-se que a busca de alternativas menos impactantes nos sistemas agricolas
€ uma das linhas de pesquisas mais importantes atualmente, dada a iminéncia da
escassez de certos recursos naturais, sendo estes, temas bastante contemplados
neste livro.

Os diversos avancgos na instrumentacéao biotecnolégica é outro grande atrativo
desta publicacdo. Também séo explorados tdpicos interdisciplinares como a bioética
e o direito da crianca intersexual oportunizando maiores esclarecimentos sobre 0
tema.

Dentro da vertente saude é feita uma analise sobre o entendimento geral de
profissionais envolvidos na deteccao de problemas de saude nas primeiras horas de
vida, e daqueles que incumbem-se de levar a populacao informacdes sobre medidas
de prevencao contra as diversas verminoses. Em outro eixo, os saberes populares a
respeito dos efeitos medicinais de determinadas plantas sdo valiosamente abordados.

Considerando esse cenario, a obra As Ciéncias Biolégicas nas Dimensdes
Humanista, Critica e Reflexiva relne grandes temas da ciéncia proporcionando ao
leitor vastas opg¢des de aprendizado.

Raissa Rachel Salustriano da Silva- Matos
Geisa Mayana Miranda de Souza
Ana Carolina Sousa Costa
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CAPITULO 1

ANALISE DA POTABILIDADE DE CURSO D’AGUA
COM TRECHO NO INSTITUTO FEDERAL DO PARANA

Matheus Sendeski Lara
Licenciado em Ciéncias Bioldgicas pelo Instituto
Federal do Parana, Campus Palmas. Palmas - PR

Rafael Pires de Oliveira

Doutor em Bioquimica e Imunologia pela
Universidade Federal de Minas Gerais. Professor
EBTT do Instituto Federal do Parana, Campus
Palmas. Palmas - PR

RESUMO: A 4gua é um dos recursos mais
importantes na Terra, sendo de extrema

importancia para todos seres  vivos,
consequentemente, para 0 ser humano.
Entretanto, nem toda a &gua pode ser

ingerida, muitas vezes a agua pode estar
contaminada por microrganismos, metais
pesados, agrotdxicos, etc. Isso pode acarretar
doencas graves no corpo humano como
intoxicagdes e disenterias. Desta forma, deve-
se levar em conta fatores como presenca de
bactérias indicadoras de contaminacéo fecal,
gue demonstram se a agua pode fazer mal ao
organismo

Durante uma trilha na natureza, pode haver
a necessidade de buscar uma fonte de agua.
Mesmo sem muito conhecimento, ndo é téo
dificil encontrar um local que possua &agua
disponivel. Mas, € importante considerar se
essa agua pode ser considerada potavel para
ser consumida sem gerar problemas para a

As Ciéncias Biolégicas nas Dimensdes Humanista, Critica e Reflexiva

- CAMPUS PALMAS

saude. Este estudo teve como objetivo avaliar
e notificar os responsaveis pelo projeto Rondon
no Instituto Federal do Parana Campus Palmas
e comunidade acerca da potabilidade de um
curso d’agua presente em um trajeto de mata
onde sao realizadas atividades de extensao.
Foi utilizada a técnica de tubos multiplos para
deteccdo de coliformes termotolerantes e
analises da agua foram realizadas por trés
meses para determinar o grau de qualidade
da mesma. Como resultado, verificou-se que
ha na agua analisada uma grande quantidade
de coliformes, o que a torna imprépria para o
consumo humano. Porém, a mesma esta dentro
dos niveis aceitos de balneabilidade.
PALAVRAS-CHAVE: Coliformes;
Contaminacao; Escherichia coli.

Agua;

ANALYSIS OF THE POTABILITY OF WATER
COURSE IN THE FEDERAL INSTITUTE OF
PARANA - CAMPUS PALMAS

ABSTRACT: Water is one of the most important
Earth, extreme
importance for all living beings, consequently,

resources on being of
for the human being. However, not all water can
be ingested, often water can be contaminated by
microorganisms, heavy metals, agrochemicals,
etc. This can lead to serious illnesses in

the human body such as intoxications and
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dysentery. In this way, factors such as the presence of fecal bacteria should be taken
into account, which demonstrate if water can harm the organism

During a trail in nature, there may be a need to seek a water source. Even without
much knowledge, it is not so difficult to find a place that has water available. But, it is
important to consider whether this water can be considered drinkable to be consumed
without generating health problems. This study had the objective of evaluating and
notifying those responsible for the Rondon project at the Federal Institute of Parana
Campus Palmas and community about the potability of a watercourse present in a
forest path where extension activities are carried out. The technique of multiple tubes
for coliforms quantification was used and water analysis was performed for three
months to determine the degree of quality of the same. As a result, it has been found
that there is a large amount of coliforms in the analyzed water, which makes it unfit for
human consumption. However, it is within the accepted levels of bathing.
KEYWORDS: Water; Coliformes; Contamination; Escherichia coli.

11 INTRODUCAO

A agua é um dos bens mais abundantes e importantes em nosso planeta, sendo
de vital importancia aos seres vivos, auxiliando na troca de excretas, controle de
temperatura e como meio em que ocorrem rea¢des quimicas no corpo de animais
incluindo o ser humano. Entretanto, apesar de o planeta possuir muita agua, a maior
parte nao pode ser considerada adequada ao consumo, pois 0s niveis de salinidade
séo elevados, o que torna a agua salgada, e a agua com niveis de salinidade abaixo
nao deveriam ser consumidos sem se saber ao certo se podem se contaminar com
agentes das doencas veiculadas pela agua, como a colera e a diarreia infecciosa,
por exemplo. Pessoas que utilizam cérregos para lazer podem contaminar-se com
uma destas doencgas. Um projeto que utiliza um coérrego como meio de recreacao
€ o0 Projeto Rondon, sua importancia se baseia na questdao de transferéncia de
conhecimento, ou seja, aprendizado mutuo. Teve inicio em 1967 e foi idealizado
por Marechal Candido Rondon. A marca registrada Projeto Rondon® foi cedida em
2002 pela Associacédo Nacional dos Rondonistas ao Ministério da Defesa, cabendo a
este organizar campanhas nas regides mais reconditas do pais. A cada ano ocorre a
selecdo de algum estado brasileiro pelo Ministério da Defesa, para entao ser realizada
a selecao das instituicbes através de artigos/processo seletivo. Basicamente ocorre
uma troca de conhecimento entre os académicos e a populacéo do local (Projeto
Rondon, 2017).

O projeto Rondon envolve agdes junto a natureza, muitas das quais tem relagao
direta ou indireta com cursos d’agua estando expostos a doencgas veiculadas a
agua. Desta forma a qualidade da agua se torna importante para a seguranca dos
envolvidos.

Segundo a Portaria n°2.914 do Ministério da Saude, considera-se potavel a
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agua cujo pH esta entre 6,0 a 9,0, sua turbidez € menor que 100 NTU e com auséncia
de coliformes em 100ml (Brasil, 2011).

Referente aos possiveis contaminantes presentes na agua, estao os coliformes
fecais que, apesar da denominacéo, o grupo também inclui bactérias que em sua
origem nao sao exclusivamente fecais (Bagley e Seidler, 1977; Duncan e Razell,
1972). Dentre os membros deste grupo estd presente a Escherichia coli, uma
bactéria classificada como parte da familia Enterobacteriaceae, tendo uma grande
distribuicdo e como principal habitat o trato intestinal de animais homeotérmicos,
incluindo o ser humano (Ayala, 2009; Moura, 2009; Silva, 2010). A E. colifaz parte do
grupo de coliformes considerados termotolerantes, que sdo aqueles que fermentam
lactose a 44.5°C + 0,2°C em 24 horas com producédo de gas. Esta bactéria esta
presente em nossa microbiota intestinal sem que haja complicagcbes para a saude
e auxiliando no fluxo intestinal, sendo assim, sua presenca em cursos de agua
corresponde a contaminacéo do mesmo por material de origem fecal (Alves, 2008).
Apesar de normalmente ndo ser patogénica, em algumas situacdes, pode causar
distarbios diarreiogénicos (Souza, Carvalho, Melo.C, Melo.T, Menezes e Monteiro,
2016; Tortora, Funke, Case, 2000).

Segundo Macedo (2001), a contaminag¢ao da agua se da em sua grande maioria
pelas mas condi¢bes de higiene e educagao, tanto pessoal como ambiental. Com
isto em mente, de acordo com Hagler (2006) para realizar um monitoramento da
qualidade da agua, busca-se por bactérias ndo necessariamente patogénicas, mas
aquelas que estéo presentes no trato gastrointestinal de animais homeotérmicos. Ou
seja, se estes microrganismos estiverem presentes na agua, algum animal defecou
diretamente, muito proximo ou mesmo a chuva ou esgoto irregular pode ter arrastado
estes residuos ao curso d’agua e, como esta agua nao recebe tratamento antes
do consumo, ha um aumento de casos envolvendo doencas de veiculacéo hidrica
(Amaral et al.,2003).

A partir de uma analise simples pode-se constatar a presenca de coliformes na
agua a fim de evitar seu consumo e, consequentemente, complicagcdes causadas
pelo mesmo. Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a potabilidade
de um curso d’agua que atravessa o Campus Palmas, a qual esta no trajeto de uma
trilha do Projeto Rondon desenvolvido no IFPR.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta das amostras e analises

A amostra bruta de agua foi coletada no corrego durante um periodo de trés
meses, totalizando ao todo trés coletas, este se encontra nas proximidades da
PR-280 da cidade de Palmas, Parana. Coordenadas em DMS (graus, minutos e
segundos) 26°30°’54.804”S; 51°58°’51.692”"W. Antes da coleta foram considerados
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fatores como dias sem precipitacdo, hora das coletas, temperatura no horario da
coleta, etc. O local de analise é um cérrego usado por voluntarios e participantes
do projeto de extensdo, para recreagcédo pela comunidade da cidade, bem como
para abastecimento de maquinario agricola (figura 2), mas sua nascente localiza-
se em propriedade privada. As coletas de agua foram realizadas em garrafas
estéreis contendo 0.2ml solugdo de EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) e foi
transportada ao laboratério em um tempo inferior a quinze minutos para que valores
como temperatura e a quantidade de bactérias nao fossem alterados drasticamente.

As coletas foram realizadas em um trecho largo com pedras que possibilitavam
a travessia entre as margens, parte dos 500 ml amostras foi destinada as analises
microbiolégicas (cerca de 100 ml), o restante foi utilizado para determinacdo de
turbidez e pH da agua no corrego através de turbidimetro e medidor de pH digitais.

2.2 Analises microbioldgicas

Para as analises microbiologicas, visando a determinacdo de coliforme totais
e termotolerantes presentes na agua, foram realizados os testes presuntivos e
confirmativos através do método de tubos multiplos e determinacéao do Numero Mais
Provavel (NMP). Os meios de cultura foram preparados previamente, 1,56g em 120
ml para o Caldo lactosado e em 60 ml, para a concentracdo dupla; 1,85g em 50
ml para o caldo E. coli e 2g em 50 ml para o caldo verde Bile Brilhante 2%. Foram
distribuidos 10ml de cada meio em tubos de ensaio com a colocagdo de um tubo
de Durham invertido nos mesmos e mantidos em refrigeracdo e tampados apos
serem esterilizados em Autoclave, impossibilitando o crescimento bacteriano que
poderia alterar os resultados. Para o teste presuntivo as amostras foram distribuidas
em Caldo Lactosado, com incubagdo em estufa por um periodo de 24 horas, em
temperatura de 36°C. Para o teste confirmativo foi transferida uma alcada de cada
amostra positiva do teste presuntivo para os caldos verde bile brilhante e E. coli e
mantidos por 24h a 36°C e 45°C respectivamente.

Durante o teste presuntivo, foram utilizadas trés diluicdes diferentes contendo
5 tubos cada: proporcao de 1:1 (10 ml de amostra), 1:10 (1 ml de amostra) e 1:100
(0,1 ml de amostra) com base na analise descrita por Macédo (2003) (figura 1).
Essa transferéncia foi realizada dentro de uma cabine de seguranca bioldgica
devidamente esterilizada para ndo haver contaminagao no meio de cultura durante
o processo. Uma pequena movimentacao foi realizada para que a amostra entrasse
em contato com o tubo de Durham, possibilitando visualizar a producéo de gas, caso
esta ocorresse.
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Figura 1: Representacéo do teste para confirmacéo de coliformes totais utilizando o método
NMP (Numero Mais Provavel).

Fonte: Macédo. 2003.

As amostras consideradas positivas, em que o meio ficou turvo e quando houve
producéo de gas, foram aplicadas com al¢a de platina em caldo E.coli e mantidas
em estufa a 45°C, pois apenas bactérias termotolerantes como a Escherichia coli se
multiplicam nesta condi¢ao, revelando sua presenca, e em verde Bile Brilhante 2%
a 36° C, a fim de se ter uma confirmacao de se tratar de coliformes. Se, passadas
24h ap0s as amostras serem colocadas nos caldos, houvesse a producédo de gas
e turbidez produzida pela proliferacdo de bactérias nos tubos contendo caldos
especificos, teriamos a confirmacdo da presenca de coliformes termotolerantes,
dentre eles a bactéria Escherichia coli. Passado o tempo estipulado, houve a turbidez
dos caldos, que demonstra que a quantidade de bactérias tornou 0 meio de cultura
turvo, dificultando a passagem de luz pelo seu interior, revelando a presenca de
coliformes totais na agua e, dentre estes, a bactéria Escherichia coli (figura 2).

Figura 2: Amostra com diluicdo 1:100 (0,1 ml) positiva para coliformes totais apresentando gas
do tubo de Durham e turbidez (devido a grande quantidade de bactérias) ao lado do tubo de
controle sem géas no tubo de Durham e sem turbidez (a direita).

Fonte: Registrada pelo autor.
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31 RESULTADOS

Durante as coletas foram registrados dados como temperatura da amostra,
tempo sem chuva, etc, com o objetivo de auxiliar na discussao, podendo revelar
fatores importantes e explicar, por exemplo, o fato de a coleta 1 estar dentro dos
padrdes, em contrapartida, as outras coletas estarem mais acidas.

Referentes as trés coletas, os resultados estdo descritos nas tabelas a seguir:

Data da Hora da Temp. Tempo | Turbidez da Temp. PH da
coleta coleta ambiente sem amostra amostra amostra
chuvas (NTU)
26/09/2017 14:47 26°C 28 dias 9.70 23.9°C 6.08
24/10/2017 14:11 29°C 2 dias 8.28 20.6°C 5.15
28/11/2017 14:10 23°C 3 dias 5.98 23.3°C 5.73

Tabela 1. Dados das coletas, demonstrando valores de cada pardmetro analisado.

Baseando-se na tabela 2, foi calculado o numero mais provavel (NMP) em

100ml

Combinacéo de NMP/100 mL Limites

tubos positivos Inferior Superior
5-2-2 90 40 250
5-3-0 80 30 250
5-3-1 110 40 300
5-3-2 140 60 360
5-3-3 170 80 410
5-4-0 130 50 390
5-4-1 170 70 480
5-4-2 220 100 560
5-4-3 280 120 690
5-4-4 350 160 820

Tabela 2: tabela para calculos utilizando tubos multiplos para Namero mais provavel. Fonte
BRASIL, 2004.

Com os resultados positivos do teste confirmativo, foi elaborado a tabela 3, com
valores envolvendo quantidade mais provavel de bactérias na amostra.

Coletas Diluicao Limite de confian¢a 95%
NMP/100ml
1:1 1:10 1:100 Inferior Superior
26/09 5 4 3 280 120 690
24/10 5 4 1 170 70 480
28/11 5 3 0 80 30 250

Tabela 3. Dados das coletas, demonstrando valores de Niumero Mais Provavel.

Fonte: Dados coletados pelo autor.
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Como podemos ver na tabela acima, o Numero Mais Provavel de coliformes
totais na agua, em nenhuma amostra demonstrou ser ausente em 100ml de agua,
0 que indica que essa agua nao é apropriada ao consumo humano. Seu nivel de
Turbidez em NTU demonstra que a agua esta dentro do limite estipulado.

4 | DISCUSSAO

De acordo com Portaria N° 2.914, de 12 de dezembro de 2011 do Ministério
da Saude (BRASIL, 2011), agua para consumo humano é a agua potavel
destinada a ingestdo, preparacdo e producdo de alimentos e a higiene pessoal,
independentemente da sua origem. Agua potavel é a 4gua que atenda ao padrdo de
potabilidade estabelecido na Portaria e que néo ofereca riscos a saude, dentre os
parametros considerados estéa a turbidez, o pH adequado e a auséncia de coliformes
em 100 ml de amostra.

Este estudo foi realizado visando analisar a qualidade do trecho do rio que passa
pelo Instituto Federal Campus Palmas para eventual consumo dos participantes da
trilha realizada pelo Projeto Rondon.

Os testes realizados neste estudo detectaram presenca de coliformes em todas
as coletas, tendo como média de NMP/100 ml 177. Desta forma, esta agua néao
€ potavel e néo deve ser destinada a ingestdo humana podendo causar doencgas
como diarreias, dores estomacais e infec¢des intestinais (Murray, 2000 & Tortora,
2000). A turbidez estava dentro dos limites e o pH estava mais acido que o indicado
pelo Ministério da Saude (entre 6,0 e 9,0) em duas das coletas, provavelmente por,
em suas proximidades haver uma plantagdo, o uso de produtos no solo pode ter
tornado o solo mais acido que o normal e, com as chuvas, consequentemente estes
produtos podem ter alcangado o curso d’agua. A PR-280 passa a aproximadamente
250 metros deste rio no trecho de coleta, e, 0 mesmo passa por baixo da rodovia.
O derramamento de 6leo ou produtos desconhecidos nas proximidades da PR-280
pode ter ocorrido, levando-se em conta que as duas ultimas coletas tiveram poucos
dias de estiagem (2 e 3 dias respectivamente). Sendo assim, a agua da chuva pode
ter arrastado estes produtos para o rio, contribuindo com a queda do pH da agua,
baseando-se no ponto em que a primeira coleta teve uma estiagem de 28 dias e 0
pH estava dentro dos limites.

Entretanto, se analisarmos diante da Resolugcéao n° 274 de 29 de novembro 2000
do Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA (CONAMA, 2000), verificamos
que se tratade agua prépria para o contato humano, diante dos parametros analisados,
e que pode ser considerada como “muito boa” devido a apresentar menos que 400
coliformes fecais em 100 ml e seu pH ndo causa problemas ao contato. Desta forma,
durante a trilha do projeto Rondon no Campus Palmas nao se deve consumir a agua
deste curso d agua, mas o padrao de balneabilidade esta bom, o que néao impede o
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Seu uso para travessia e/ou recreagao.

Testes como quais compostos quimicos estavam presentes na agua durante as
coletas néo foram realizados, pois o foco da analise eram a presenca e 0s problemas
com microrganismos termotolerantes presentes na agua, buscando encontrar
especificamente a Escherichia coli, ja que esta esta presente no intestino do homem
e de outros animais de grande porte e homeotérmicos, sua presenca representa
contato com fezes, seja humanas ou animais na agua, devido a defecacéo direta, ou
indireta na agua (trazida com a chuva por exemplo).

Ao final deste estudo pode-se considerar que a agua da localidade ndo pode
ser considerada potavel, pois seus niveis de coliformes totais estdo acima do
permitido pelo Ministério da Saude. No entanto, a mesma pode ser utilizada para
lazer e eventual travessia durante as trilhas. Considera-se também, que os valores
de contaminantes estdo alterados possivelmente devido a contaminagédo por gado
ou animais silvestres presentes nos arredores do curso d’agua, ja que a Escherichia
coli néo esta presente apenas no intestino do homem, ou seja, agua da chuva pode
ter arrastado dejetos animais ou humanos ao rio ou, durante seu trajeto, ocorre o
despejo de esgoto nas aguas.
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RESUMO: O desenvolvimento das industrias,
aumento das queimadas e do fluxo veicular tem
originado no municipio de Ji-Parana (RO) um
aumento crescente da emissdo de poluentes
atmosféricos. O acréscimo das concentragdes
destes poluentes, e o0 seu deposito no solo, nos
vegetais bem como sua suspenséo no ar podem
ser fatores responsaveis por danos a saude
da populagédo local, que podem variar entre
o0 surgimento de doencas respiratérias até o
aumento dos indices cancerigenos. O presente
trabalho avaliou a genotoxicidade do ambiente
atmosférico e do material particulado langado
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na regiao do municipio de Ji-Parana (RO) por
meio da metodologia de triagem genotoxica
em Allium cepa. Os resultados expressaram
gue nas trés avenidas analisadas, os niveis de
material particulado (MP) levam a evidéncias
genotoxicas consideraveis, ocorrendo aumento
proporcional ao fluxo veicular. Portanto esses
dados evidenciam que a poluicdo na cidade
€ um fator de risco aos organismos expostos
podendo levar ao desenvolvimento de severos
danos incluindo as altera¢cdes mutagénicas.
PALAVRAS-CHAVE: Material Particulado; Ar
atmosférico; Genotoxicidade.

GENOTOXIC EVALUATION OF THE
PARTICULATE MATERIAL LAUNCHED
IN THE ATMOSPHERIC AIR OF THE
MUNICIPALITY OF JI-PARANA (RO).

ABSTRACT: The development of the industries,
increase of the fires and the vehicular flow
has originated in the city of Ji-Parana (RO)
an increasing increase of the emission of
atmospheric pollutants. The increase in
concentrations of these pollutants, and their
deposition in the soil, in the plants and their
suspension in the air can be responsible factors
for damages to the health of the local population,
that can vary between the appearance of

respiratory diseases to the increase of the
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carcinogenic indices. The present study evaluated the genotoxicity of the atmospheric
environment and the particulate matter released in the region of Ji-Parana (RO) using
Allium cepa methodology. The results showed that in the three avenues analyzed,
considerable levels of particulate matter (PM) increased proportionally as the vehicle
flow index increased. Therefore, these data point to evidence of risks to exposed
organisms, suggesting the need for further investigation of the hazards of exposure
to particulate matter released in the region, since these in vitro tests have already
indicated mutagenic potential.

KEYWORDS: Particulate matter; Atmospheric air; Mutagenicity.

11 INTRODUCAO

A atmosfera é definida como a camada gasosa que recobre toda a Terra (FIELD
et al, 2012; SILVA, 2017), sendo sua composicao fisico-quimica diferente entre suas
camadas, dentre estas, a troposfera é a Unica que interage de forma direta com
toda a superficie do planeta (SILVA, 2013). Junto da composi¢ao quimica do ar, ha
0s chamados aerossoOis ou materiais particulados (MP), sendo liquidos (névoa) ou
soélidos (poeira ou fuligem) (ROCHA, ROSA, CARDOSO, 2009), podendo inclusive
afetar a vida no planeta das mais diversas formas: saude, visibilidade e de forma
direta ou indireta com o meio ambiente (MAGRIN et al., 2007; FREITAS et al., 2005;
BRIGGS, 2003; HATCH, GRASSIAN, 2003).

Os MP sao tidos como os responsaveis pela poluicdo atmosférica devido ao
fato de deteriorarem na maioria das vezes a qualidade natural do ar atmosférico
(SILVA, 2013). Assim, muitos pesquisadores definem a poluicdo atmosférica como
substancias lancadas ao meio ambiente em concentracbes capazes de tornar
este improprio, nocivo ou prejudicial a saude, ao bem-estar e a seguranca seja
da populacao, da fauna ou da flora (ARBEX et al., 2006; BAKONKY!I et al., 2004;
NEGRISOLI, NASCIMENTO, 2013; BRASIL, 1990).

O material particulado possui diversos tamanhos, e podem, inclusive, assumir
composicado quimica diversificada. Os MP grossos em sua maioria se originam de
fontes naturais, enquanto os materiais particulados finos s&o formados principalmente
pelas reacdes quimicas entre os gases (BAIR, 2002).

De acordo com Piromal (2008), as queimadas estdo amplamente inseridas no
processo produtivo do arco da floresta Amazénica devido a pratica de queima da
biomassa vegetal, contribuindo desta forma para a emissao de diferentes poluentes
nas regides (PIROMAL, 2008). A biomassa queimada produz cerca de 94% de MP
fino e ultrafino, estes podem atingir superficies profundas nos tecidos epiteliais. Hoje,
sabe-se que este MP lancado ao ambiente proveniente das decorrentes queimas da
biomassa possui um alto nivel de toxicidade (ARBEX et al. 2004; BLASELBAUER,
2014).

A presenca quantitativa de poluentes na atmosfera pode ser determinada em
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diferentes metodologias analiticas e fisico-quimicas (CRUZ, CAMPQOS, 2002; DA
SILVA FELIX, 2005), no entanto, devido a influéncia desses na qualidade do ar se
requer o desenvolvimento e aplicacdo de ensaios que visem avaliar 0s possiveis
danos toxicoldgicos diretamente sobre os organismos vivos, seja animal ou vegetal.

O municipio de Ji-Parand, localizado no centro-leste do estado de Ronddnia,
contribui para a alta emissdao de poluentes na atmosfera local, interferindo
possivelmente na qualidade o ar atmosférico devido, principalmente a rota de
veiculos que cruzam a BR-364. Devido a dimensao desta frota, a quantidade de
gases poluentes langados pelos automéveis por meio da queima de combustivel é
grande, destacando-se também o setor madeireiro e de ceramicas que necessitam
manter caldeiras e fornos acesos para o funcionamento das industrias, emitindo
assim por meio da queima uma quantidade significativa de gases para o ambiente
atmosférico e aumentando a polui¢céo do ar.

Tendo em vista os avancos industriais, desmatamento, aumento de frota
rodoviaria e politicas ambientais, conhecer a qualidade do ar no municipio de Ji-
Parana, além de contribuir para avaliacdo dos possiveis perigos que a populacao
local se expdem rotineiramente, fornece dados para caracterizacdo do ambiente
atmosférico da regido Amazoénica.

Estudos desta natureza podem ser realizados com diferentes ferramentas
incluindo analises em Allium cepa, bioindicador sensivel e confidvel a analises de
matriz de ar, sendo eficaz em diversas pesquisas realizadas ndo apenas para analise
do ar atmosférico, destacando-se como um organismo-teste de mutagenicidade de
grande eficacia (FERNANDES, MAZZEO, MARIN-MORALES, 2007; CABRERA,
1999). Este sistema tem sido utilizado de forma corriqueira devido sua eficiéncia
na deteccdo de alteragbes no indice de divisdo celular ocasionado na raiz, pois
esta fica em contato direto com a substéncia testada permitindo a avaliagdo em
concentracdes diferenciadas (VICENTINI, 2001).

O INPE (Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais) por meio do projeto PRODES
(Projeto de Monitoramento do Desmatamento na Amazénia Legal por Satélite), o
qual realiza monitoramento da Floresta Amazdnica brasileira por satélite, aponta um
crescimento nas taxas anuais de desmatamento, estes estdo sendo monitorados
desde 1998, ultimo dado registrado fora em 2018, uma vez que realizam estimativas
em dezembro do ano proveniente. Por estes dados, Rondbnia apresenta a area de
desmatamento anual acumulados de 2004 - 2018 em 21032 Km?2, aproximadamente
5,7% da area da Amazoénia Legal. Indicando estes dados um elevado indice de
desmatamento na regido, sendo Rondénia, até o ano de 2018 o sexto em taxa de
desmatamento.

Esses dados evidenciam que o estado de Ronddnia representa uma importante
fonte de emisséo de gases poluentes e material particulado, desta forma buscou-se
avaliar a genotoxicidade do ar atmosférico do municipio de Ji-Parana (RO) tendo
como alvo o material particulado, este sendo analisado por técnicas de triagem em
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Allium cepa buscando apontar as possiveis incidéncias genotdxicas presentes no
ambiente atmosférico local da cidade de Ji-Parana -RO.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Pontos De Coleta

Acoleta de materiais particulados (MP), bem como a exposi¢céo de bioindicadores
foram localizadas nos pontos de maior fluxo de veiculos e pessoas da cidade de Ji-
Parana. Desta forma, foram coletadas as amostras de trés das avenidas: Marechal
Rondon sendo da extensao da entrada da BR-364 a rua Clbvis Arraes; Avenida
Transcontinental na extensao entre as ruas Menezes Filho e Seis de Maio; e por fim
na Avenida Brasil na extensao entre as ruas Cascalheira e Luis Muzambinho. Sendo
gue em cada extensao, trés pontos foram analisados.

61°57'36.000"W 61°55'12.000"W

10°5212.000'S

10°540.000°S

§ 5 4
10°54'0.000"S / / 10°5212.000°S

Legenda

[ Ji-Parana
Av. Marechal Rondon
® Av. Transcontinental
61°55'12.000'W ® Av. Brasil
— Estradas de Ji-Parana

Sistema de Coordenadas Geograficas 10 0 10 20 30 40 km
Datum WGS 84 -

Figura 1 - Extensdes selecionadas para coleta de material particulado no municipio de Ji-
Parana (RO). Mapa gerado por software QGis v. 18.7 Las Palmas.

Fonte: Acervo pessoal

2.2 Metodologia de Coleta do Material Particulado (Mp)

A coleta fora realizada em membranas de policarbonato de didmetro de poros
de 0,8 mm e didmetro total de membrana de 47 mm (Membrane Filters — Marca
Whatman®) através da impactacao natural das correntes de ar apds periodo de 72
horas de exposicdo. Esta dimens&o foi selecionada visando a coleta do material
particulado fino e inalavel, no qual a presenca de poluentes toxicos esta relacionada
com graves danos a saude.

2.3 Extracao do Material Particulado

A extracdo do material particulado foi realizada baseando-se em modificagbes
do protocolo realizado por SOUZA (2011). Sendo realizada em agua deionizada por
banho ultra-sénico de 15 minutos sem aquecimento seguido de centrifugacéo (5
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minutos a RCF 3130 g) com o sobrenadante coletado para triagem de mutagenicidade
em meristemas de Allium cepa.

2.4 Avaliacao Mutagénica

Para a avaliacdo mutagénica do MP coletado, utilizou-se o teste em meristemas
de Allium cepa de acordo com modificagdes no protocolo de OLIVEIRA, YAMASHITA,
MENEGUETTI (2013), onde exemplares de Allium cepa de tamanho pequeno e
uniforme foram lavados e dispostos para germinacdo em agua destilada. Apés a
germinacéao, os meristemas foram colocados em contato direto com o extrato aquoso
do MP, na proporcéo 4:1 (v/v), por periodo de trés dias a temperatura ambiente de
24°C.

Transcorridos o tempo de exposicdo, os meristemas foram submetidos a
hidrélise com HCI 1N para posterior confeccdo das laminas. A quantificacdo dos
micronucleos - MCN foi realizada em microscopia Optica, sendo utilizado NIKON
ECLISE E 100° com lente objetiva 6ptica 40X, sendo contabilizados 2000 células
aleatérias por lamina, conforme estabelecido pela Normativa OECD-TC-487.

2.5 Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica de variancia
ANOVA, seguida pelo teste Dunett, desenvolvido pelo Software GranPhad 7.1,
considerando significativo p>0,05, sendo estes indicados por asterisco (*) nas barras
correspondentes ao ponto analisado.

31 RESULTADOS

Os micronucleos quantificados em cada ponto apresentaram padrdao semelhante
ao apresentado na figura 2, sendo observado aumento significativo na inducéo de
MCN em todos os pontos analisados nas trés avenidas.

Figura 2 - Células de meristemas de Allium cepa coradas em Kit panético, com a presenca
de micronucleo (MCN) identificado apds a exposicéo destes em solucao contendo material
particulado (MP) coletado nas Avenidas do municipio de Ji-Parana.

Fonte: OLIVEIRA, 2017

As analises em meristemas de Allium cepa apontaram indices significativos de
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mutagenicidade dos materiais particulados coletados do ar atmosférico do municipio,

conforme pode ser observado no Grafico 1.
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Grafico 1 -Aumento na incidéncia de Micronucleo (MCN) em meristemas de Allium cepa
apds a exposicdo de 72 horas ao Material Particulado (MP) conforme descrito na se¢éo de
Materiais e Métodos. As barras representam as médias + desvio padrao de trés experimentos
independentes (N=3), onde das triplicatas foram preparados duas l&minas, analisados
estatisticamente pelo teste ANOVA e comparados pelo p6s teste Dunnet em relagéo ao controle
negativo (CN). Os resultados com p<0,05 foram considerados significantemente diferentes em
relacéo ao controle e indicados pelo simbolo (*). O controle negativo (CN) foi realizado com
agua destilada

Na Avenida Marechal Rondon, primeira via de acesso a zona comercial do
municipio de Ji-Parana foi constatado aumento na incidéncia de MCN nos trés pontos
analisados, sendo o maior indice observado no MP3. A descricao dos pontos € melhor
apresentada a seguir:

MP1 — Ponto localizado no inicio da Avenida Marechal Rondon com a Avenida
Transcontinental;

MP2 — Ponto localizado da rotatéria que intercepta a Avenida Marechal Rondon
e a Rua Vinte e Dois de Novembro;

MP3 — Ponto localizado no centro do primeiro distrito do municipio, localizado
no cruzamento entre a Avenida Marechal Rondon e a Rua Seis de Maio, ponto
este localizado entre cruzamentos de semaforos, quatro semaforos, na qual fornece
acesso a Avenida Transcontinental, e ao segundo distrito do municipio.

Nos pontos MP1 e MP2 foi observado que os meristemas se apresentaram
estaveis, mantendo caracteristicas como cor, firmeza radicular, facil leitura e baixa
dispersao de material genético. Em contrapartida, efeito contrario foi observado
nos meristemas do MP3, os quais demonstraram alteracbes na coloracao radicular
(aumento de nuances de incolor) e dispersao de material genético, evidenciando que
além do efeito genotoxico, ha alteracées morfolégicas neste ponto.

Alteracbes mutagénicas,também,foramobservadasnaAvenidaTranscontinental
em todos os pontos analisados:

TP1 — ponto na Avenida Transcontinental entre as Ruas Menezes Filho e Rua
Vinte e dois de novembro, este com trafego exclusivo na Avenida em questéao,

possuindo em sua grande parte fluxo de carga pesada;
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TP2—ponto naAvenida Transcontinental entre as Ruas Vinte e Dois de Novembro
e Seis de Maio, trecho que permite acesso ao Hospital Municipal, Representacéo de
Ensino, Segundo distrito do Municipio e apresenta trafego veiculos de carga pesada,
leve e motocicletas;

TP3 — ponto na Rotatéria da Avenida Transcontinental, sendo esta do
segundo distrito, fornecendo acesso a Avenida Brasil, principal avenida de comercio
do municipio, e, saida pra Presidente Médici.

Ambos TP1 e TP2 apresentaram crescimento radicular menor quando
comparado ao trecho da Avenida Marechal Rondon sendo que TP1 foi o com menor
incidéncia de MCN e maior sensibilidade ao passo que no TP2, os meristemas
apresentaram fragilidade e coloragéo alterada, de branco para amarelo incolor. Ja
em relacdo ao TP3, foi observado maior incidéncia de MCN, além de fragilidade dos
meristemas e baixo crescimento radicular.

Convém enfatizar que em todos os trés pontos da extensdo Avenida
Transcontinental houve maior dificuldade na leitura laminar quando comparado a
Avenida Marechal Rondon devido a dispersao de material genético.

Por fim, das trés avenidas selecionadas para analise, a extensao da Avenida
Brasil foi a que apresentou maiores valores em incidéncias de MCN, exceto pelo
MP3 (Avenida Marechal Rondon), maior fragilidade dos meristemas e niveis de
dispersao celular alterado quando comparado as outras duas extensdes analisadas.
Os pontos analisados na Avenida Brasil foram:

BP1 — ponto no inicio da Avenida Brasil, originaria da Rua Cascalheira, este
trecho da acesso a principal avenida de comercio do municipio;

BP2 — ponto da Avenida Brasil que da acesso a um Supermercado, na Rua Mis.
Gunnar Vingren, este localizado proximo do estacionamento;

BP3 — ponto da Avenida Brasil com Luis Muzambinho, pondo localizado na
esquina de um supermercado, banco e lotérica.

Em suma, nossos dados apontam a genotoxicidade ocasionada pela exposi¢céo
ao material particulado de Ji-Parana. Entre os pontos de maior incidéncia de MCN
destaca-se, primeiramente, a Avenida Brasil, cuja mesma é rota comercial, via de um
unico sentido, levando assim a um maior fluxo veicular, uma vez que as principais
lojas se localizam nesta rota; Em seguida, a Avenida Transcontinental (BR-364),
avenida esta que possibilita 0 acesso entre os dois distritos do municipio, e que corta
a cidade dando acesso a capital, ao Estado do Mato Grosso e demais cidades; e
por fim, a Avenida Marechal Rondon, este tendo um pico no ponto quatro de analise,
localizado em um cruzamento cujo ha a presenca de quatro semaforos justificando a
possivel presenca de poluentes nos materiais particulados, além deste cruzamento
possibilitar o acesso a Avenida Transcontinental
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4 | DISCUSSAO

Os ensaios em Allium cepa possuem grande confiabilidade devido sua
efichcia como organismos testes, isto €, avaliam com eficiéncia citotoxicidade,
genotoxicidade e mutagenicidade,(OLIVEIRA, YAMASHITA, MENEGUETTI, 2013;
OECD-TG-487, 2014; MA, 1981; ANDRADE, 2009; CHEQUER, 2008; RAO,
NARASIMHAM, SUBBARAO, 2015). Além disso, devido as plantas serem mais
sensiveis a poluicdo que os animais, estudos dessa natureza fornecem subsidios
importantes para alertas de alteracOes que a poluicdo pode ocasionar previamente
(ANDRADE, 2009; CHEQUER, 2008; RAO, NARASIMHAM, SUBBARAO, 2015),
podendo posteriormente atingir 0os organismos mais complexos.

Neste contexto, foi evidenciado o potencial genotoxico do material particulado
langcado no municipio de Ji-Parana, fatos compativeis com a realidade do municipio
que vem apresentando elevado padréo de frota rodoviaria e que, de acordo com
Andrade et al (2009), os locais onde ha a presenca de semaforos e garagens, possuem
maior potencial poluidor, visto que os veiculos parados emitem menos poluentes,
mas ao sairem, o arranque do motor faz com que haja maior queima de combustivel
e consequentemente maior emissao de poluentes. Este fato é corroborado com os
dados de mutagenicidade avaliados sendo evidenciado pelo aumento de micronucleo
observado na Avenida Brasil (rua de maior fluxo de veicular) e principalmente, no
cruzamento de sinais das trés avenidas avaliadas, destacando um ponto da Avenida
Marechal (MP3) onde ha quatro semaforos.

Nos ultimos anos, pesquisas a cerca da poluicdo atmosférica envolvendo
o estudo dos materiais particulados em suspensao (MPs) evidenciam niveis
mutagénico, genotdxico e carcinogénico, associando-os as doencgas cardiovasculares,
mortalidade de recém-nascidos e idosos, cancer, doencas cardiovasculares e no
trato respiratério (PEREIRA, LOMONGI, 2015; CETESB, 2017) e, quando associado
a evidencia mutagénica em Allium cepa sugere que este é um caso de saude publica,
colaborando por meio de resultados a politicas ambientais (RIBEIRO, ASSUNCAO,
2002), pois a emissao de MP é um dado alarmante na regido Norte.

Quando considera-se que o municipio de Ji-Parana faz parte do arco da Floresta
Amazdbnica, a relacdo presenca de material particulado no ambiente atmosférico
versus indice de mutagenicidade é, ainda, mais complexa pois além de possuir uma
frota rodoviaria (BR-364) de alto fluxo veicular, ha a contribuicdo de poluentes por
gueima de biomassa como também da queima de combustiveis e emissdes gasosas
industriais tal como abordado por Carmo et al (2010) que destaca que grande parte
dos MPs na regidao amazbnica sdo oriundos dos processos de desmatamento e
queimadas, sendo ja relacionado as incidéncias de doencas respiratérias.

Goncgalves et al (2014) em pesquisa na capital do Estado de Rondénia, Porto
Velho, destaca que a poluicao atmosférica, atinge de forma abrupta aqueles cujo
ha uma maior vulnerabilidade socioambiental, sendo aqueles que apresentam
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os maiores efeitos da poluicdo sobre a saude, acarretando em diversas vezes a
morte, principalmente por doencas respiratdrias em idosos e recém-nascidos. Neste
contexto, o presente estudo ressaltam a importdncia do conhecimento sobre a
genotoxicidade, uma vez que ha a influéncia na qualidade de vida dos municipios que
estao susceptives ao contato ambiente atmosférico analisado, justificando a discussao
de politicas ambientais eficazes, como também campanhas de conscientizagdo a
cerca do exposto.

51 CONCLUSAO

As andlises de triagem em Allium cepa do material particulado coletado das
trés principais Avenidas de Ji-Parana apontaram potenciais mutagénicos, estes
sendo maior na extensao da Avenida Brasil. Verifica-se a necessidade de maiores
estudos na referida area de pesquisa, sendo de suma importancia avaliagdes
genotoxicas nos periodos de inverno e verdo amazdnico cujos 0s niveis poluente
variam de acordo com clima, dados estes irdo colaborar para uma melhor elucidacao
do comportamento do ambiente atmosférico do municipio.
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CAPITULO 3

“MINHA ILHA SELVAGEM”: PRODUCAO E UTILIZACAO
DE VIDEOS COMO FERRAMENTA DIDATICA PARA O
ENSINO DE CIENCIAS EM ILHA SOLTEIRA/SP

Danilo Silva Teixeira
Juan Vitor Ruiz
Marcos Vinicius Lopes Queiroz

Luciola Santos Lannes

Universidade Estadual Paulista — UNESP,
Faculdade de Engenharia de llha Solteira,
Departamento de Biologia e Zootecnia, Rua
Moncéo 226 llha Solteira SP

RESUMO: A Educacdo Ambiental é um meio
que possibilita a formacao de cidadaos criticos
e atuantes na sociedade, exercendo um papel
importante na vida estudantil. O municipio de
llha Solteira esta localizado em uma regiao
de alta biodiversidade e que sofre grande
pressao antropica. No presente trabalho, aulas
sobre a fauna do municipio de llha Solteira
proporcionaram aos alunos do sétimo ano de
instituicdo publica de ensino a oportunidade
de adquirir conhecimentos novos e adicionais
sobre a biodiversidade local. Como ferramentas,
foram utilizados videos produzidos no ambito
deste trabalho, recursos multimidia nas aulas
teoricas e visitas ao Centro de Conservacao da
Fauna Silvestre de llha Solteira, onde os alunos
foram apresentados aos animais locais sua,
importancia e as principais ameacgas a estes
animais. Foram realizados dois questionarios
com perguntas abertas e fechadas em cada
uma das dez turmas trabalhadas, um inicial e
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outro final. Notou-se um aumento consideravel
da percepcéo dos alunos sobre a fauna de llha
Solteira e de assuntos ligados a relacédo dos
animais com seu meio quando comparado a
situacao inicial.

PALAVRAS-CHAVE: biodiversidade,
educacdo ambiental, documentario,

fauna,
midias
audiovisuais.

“MINHA ILHA SELVAGEM”: PRODUCTION
AND USE OF VIDEOS AS AN DIDACTIC
TOOL IN SCIENCE EDUCATION IN ILHA

SOLTEIRA/SP

ABSTRACT: Environmental Education allows
the formation of citizens that are critical and
pro-active in the society, therefore exerting an
important function in the life of the student.
The municipality of Illha Solteira is located in
an area of high biodiversity but under strong
environmental pressures, mainly related to the
expansion of agriculture. In this work, lectures
about local fauna allowed students from the
seventh year of a public school to get and
improve knowledge about the local biodiversity.
As tools, videos and other multimedia resources
were used, additionally to a visit to the local zoo,
where students could learn about the main local
animals, sampling techniques and the main
threats to the fauna. Two questionnaires were
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applied to the students, both with open and closed questions, one at the beginning and
another at the final of the process. Students considerably increased their perception
towards the fauna of llha Solteira and to subjects connected to the relationship between
the fauna and their habitats.

KEYWORDS: biodiversity, fauna, environmental education, documentary, audiovisual
medias.

11 INTRODUCAO

Historicamente, os seres humanos estabelecem relagcbes sociais e por meio
delas atribuem significado econémico, estético, sagrado, ludico ou econdémico-
estético a natureza (QUINTAS, 2004). Os diferentes impactos ambientais ocorrem
principalmente em func&o do tipo de relacdo que o ser humano estabelece com
o ambiente. Ao longo de sua evolugcdo enquanto espécie bioldégica, o homem
desenvolveu sua organizacdo social e, junto com ela, criou sua cultura, gerando
novas formas de relacionamento com a natureza (DIAS; LEAL; CARPI JUNIOR,
2016).

O municipio de llha Solteira esta localizado a noroeste do Estado de Séao Paulo.
O municipio é banhado por trés rios importantes, o Rio Parana (a Oeste), o Rio Sao
José dos Dourados (ao Centro) e o Rio Tieté (ao Sul). Por esse motivo, a presenca de
matas ciliares, ilhas fluviais, areas alagadicas e pequenos corregos € consideravel.
Apesar dos avancos da agropecuaria, sao reconhecidos alguns remanescentes
florestais no municipio. Todos estes diferentes habitats fazem com que o municipio
esteja repleto das mais diferentes formas de vida, com uma grande diversidade de
espécies de invertebrados, plantas e outros animais.

A diversidade da vida é essencial ao equilibrio ambiental, e um ambiente
ecologicamente equilibrado propicia condicbes para que o ambiente permaneca
saudavel, pois capacita os ecossistemas a melhor reagirem as alteracées causadas
por fatores naturais e sociais, pois, ecologicamente, quanto maior a simplificacédo de
um ecossistema, maior a sua fragilidade (LIMA, 2007).

Destaca-se assim, a relevancia de trabalhar nestas regides e designar sua
importancia no contexto ambiental para os alunos de forma significativa, colaborando
na formacgao de um novo tipo de estudante, com novos habitos, percepc¢des, atitudes,
desejos e processos mentais, ou seja, uma nova cultura, baseada no vinculo e
conhecimento do meio ambiente local.

O Ensino de Ciéncias tem papel importante no desenvolvimento do aluno
como cidadao critico, além de auxiliar no desenvolvimento do raciocinio l6gico e da
curiosidade, contribuindo assim para os desafios do dia a dia (DA CUNHA ALVES et
al., 2016).

Em ambito escolar nas disciplinas de Ciéncias e Biologia, a questdo da
biodiversidade é abordada e visualizada também pela perspectiva da educacéao
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ambiental, area interdisciplinar que conflui entre os campos educativo e ambiental
(MACIEL; SANTOS; SILVA, 2016). Tal fato é essencial para a construcédo deste
conceito, uma vez que de nada vale o conhecimento teérico do assunto se nao
abordarmos como este pode ser e estar inserido na sociedade, e como podemos
aplica-lo para a melhoria do meio.

O tema “Biodiversidade” esta inserido nos PCNs em ensino de Zoologia, no eixo
tematico ‘Vida e ambiente’, onde afirmam que ha uma necessidade na “investigacéo
da diversidade dos seres vivos compreendendo cadeias alimentares e caracteristicas
adaptativas dos seres vivos, valorizando-os e respeitando-os” (BRASIL, 1998).

Na atual crise ambiental ha necessidade de trabalhar junto aos jovens
tematicas ambientais, para que haja uma mudanca de atitude em relagao as questoes
ambientais (CASTOLDI; BERNARDI; POLINARSKI, 2009).

Para Leonardo Boff (2001), quem ama cuida, mas para amar é necessario criar
um elo afetivo entre a pessoa e o lugar ou ambiente fisico (TUAN, 1980). Perceber
o ambiente é experimentar este ambiente, e da sucessao de experiéncias formam-
se atitudes. Portanto, qualquer pensamento elaborado em nossa mente procede da
experiéncia, pois toda ideia verdadeira procede da impresséo e esta da percepcao
(HUME,1996).

O presente trabalho teve como fundamento contribuir para esta mudanca de
atitude, aproximando os estudantes da fauna silvestre do municipio como forma
de incentiva-los a valorizarem o que é local, além de introduzi-los aos conceitos
de biodiversidade e preservacao ambiental, tudo isso construido através do uso de
recursos audiovisuais.

2| MATERIAL E METODOS

O presente trabalho teve sua realizagdo ao longo dos anos de 2015, 2016, e
2017. Durante este periodo foram trabalhadas as turmas do 7° ano da Escola Estadual
Prof.? Lea Silva Moraes, localizada no municipio de llha Solteira, SP. Foram atendidas
14 turmas ao longo do projeto. As aulas foram ministradas semanalmente durante
o periodo de 50 minutos, consistindo de tedricas e praticas. As aulas tedricas foram
realizadas em sala de aula ambientada com audio e video, enquanto as atividades
praticas foram desenvolvidas no Centro de Conservagao da Fauna Silvestre de llha
Solteira, vulgo “Zoolbgico de llha Solteira”. O conteudo programatico foi dividido em
8 temas que sao trabalhados nos PCNs:

Aula 1 - introducao a biodiversidade: teorica, introduzia os alunos aos
conceitos que seriam trabalhados posteriormente, como biodiversidade, habitat,
espécie. Também explicava resumidamente a especiacdo e os biomas da regiao de
llha Solteira.

Aula 2 - invertebrados: tedrica, tratava da grande diversidade deste grupo de
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animais, focando na importancia dos mesmos para o ambiente.

Aula 3 - peixes: tedrica, discutia a diversidade de peixes encontrados na regiao,
introduzindo os alunos a classificacao de peixes cartilaginosos e de esqueleto 6sseo.
Essa aula também apresentava os problemas da introducdo de espécies, visto que
as aguas dos rios de llha Solteira contém varias espécies nao nativas.

Aula - anfibios: teérica, tratava da evolucdo dos anfibios e das principais
caracteristicas dos anuros.

Aula 5 - répteis: tedrica, sobre as espécies de répteis encontradas no municipio
e de como eles evoluiram suas técnicas de caca e defesa. Nesta aula também foi
enfatizada a questdao dos mitos e perigos ligados as serpentes, esclarecendo aos
alunos o fato de que os ofidios locais trazem muito mais beneficios do que maleficios
as pessoas.

Aula 6 - aves: tedrica, introduzia as aves dos trés principais ambientes nao
urbanos de llha Solteira, a vegetacéo ciliar, as pastagens e os remanescentes
florestais.

Aula 7 - mamiferos e conservacao da natureza: tedrica, discorria os principais
grupos de mamiferos da regido e que espécies podiam ser encontradas em llha
Solteira. Essa aula também discutia a reducao da area distribuicdo da onga-pintada
nos ultimos anos frente as pressdes antropicas, abrindo espacgo para que os alunos
pensassem sobre nosso impacto maligno no ambiente, ilustrando-o com exemplos
como o trafico de animais silvestres, a caca ilegal, a sobrepesca e a destruicao de
habitats.

Aula 8 - observacao comportamental/anatémica: pratica, introduzia os
alunos as principais espécies de llha Solteira com énfase para suas caracteristicas,
conservacgao e principais ameacas e revia conceitos e topicos apresentados em aula.

Ao inicio da primeira aula ministrada, foi aplicado um questionario inicial
fundamentado nos conceitos prévios dos alunos sobre biodiversidade, composto por
11 questoes, 4 dissertativas e 7 de multipla escolha. O questionario final foi aplicado
no final da ultima atividade do curso, durante a visita ao Centro de Conservacao da
Fauna Silvestre de Ilha Solteira.

As questdes 1 e 2 tratavam do interesse e contato do aluno para com a natureza.
As questoes 3, 4 e 5 objetivavam avaliar o conhecimento dos estudantes em relacéao
a biodiversidade em geral. As questdes 6 e 7 voltaram-se ao conhecimento da area
de estudo, avaliando o reconhecimento que os alunos tém sobre 0 municipio e sua
natureza. As questdes 8 e 9 analisaram a percepcao de conservacao e preservacao
ambiental. A questdo 10 indicou com qual frequéncia os temas ligados a natureza
eram ministrados em sala de aula. A questao 11 avaliou as perspectivas do aluno em
relacéo as aulas, no questionario inicial, e a opini&do sobre 0 mesmo, no questionario
final.

Ao término da aplicacdo do questionario final, os alunos indicaram os animais
do zooldgico que mais gostaram. Durante todo o processo, foram anotados todos
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0s aspectos ocorridos julgados importantes, que serviram como subsidio para
complementar os dados gerados pelos questionarios.

Durante as aulas praticas, os alunos puderam ter uma percep¢ao melhor dos
animais apresentados nas aulas teoricas, sendo esta percepc¢éo proporcionada pelo
contato visual e, por vezes, auditivo. Foram realizadas atividades de observacéao
de comportamento e da anatomia dos animais, com a finalidade de familiarizar os
estudantes com os mesmos além de instiga-los arelembrar os conceitos apresentados
em sala. Também foi abordada na aula pratica conceitos de conservacao e as
principais ameacas envolvendo espécies chaves como o Lobo-guara, Mutum-de-
penacho, Jacaré-de-papo-amarelo e Oncga-pintada. As visitas se encerravam com
uma pequena apresentacdo que incluiam exposi¢cdes de animais vivos e mortos
conservados, permitindo que os alunos pudessem tocar, sentir e analisar as texturas,
formatos e anatomia dos animais expostos.

Videos educativos, no formato de documentario, foram montados com a
finalidade de apresentar um pouco da fauna silvestre de llha Solteira. Os videos
tém uma duracdo de no maximo 5 minutos e foram exibidos ao final de algumas
aulas tedricas. Neles, foram apresentados comportamentos dos animais, técnicas
de pesquisa e biodiversidade em geral. Para a realizagcdo dos videos, foi utilizada
uma série de equipamentos fotograficos, aptos a gerar imagens em alta defini¢cdo
(HD), incluindo cameras Canon Powershot SX60HS, capazes de filmar a longas
distancias, Gopro Hero 3 Black Edition, utilizadas para flmagens em camera lenta e
tomadas subaquaticas, e cameras de trilha Bushnell, para captura de comportamentos
noturnos. As filmagens foram realizadas em diversos ambientes, desde as ilhas
fluviais e residéncias abandonadas até fragmentos florestais, areas de pastagem
e mesmo em pracas na area urbana e no zooldgico, onde foram filmados tanto
animais de recintos quanto os de vida livre. As filmagens noturnas no zooldgico e em
fragmentos florestais isolados permitiram levar as criangcas um conteudo de qualidade
e poucas vezes visto. E as filmagens em areas abertas permitiu a captacao de um
registro raro de comportamento de caca de um lobo-guara, animal extremamente
arisco e dificil de ser avistado. Ainda, a utilizagcdo de equipamentos a prova d’agua
possibilitou o registro comportamental de anfibios em fase larval. A Guarda Municipal
de llha Solteira auxiliou no acesso aos locais mais inacessiveis do municipio dando
um apoio de extrema importancia para o projeto.

31 RESULTADOS

Neste trabalho foi realizado um estudo comparativo entre o questionario inicial
e 0 questionario final de todos os anos, sendo realizadas anotagdes sobre aspectos
de interesse no decorrer do processo, com o propoésito de acompanhar a assimilacao
do conteudo ministrado. O numero total de alunos participantes foi de 319 pra o
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questionario inicial e 310 para o questionario final.

Os resultados e discussbes aqui apresentadas serdo trabalhadas de duas
maneiras. Na primeira os resultados serdo expostos em sua totalidade, levando
em consideracédo o conjunto de todos os anos do projeto, em contraponto com o0s
valores obtidos para os questionarios inicial e final do ultimo ano de trabalho, com o
total de 99 e 86 alunos participantes, respectivamente. Tal abordagem sera feita para
as questdes de multipla escolha. Nas questdes abertas e que apresentaram maior
diversidade de respostas, a andlise conjunta dos anos corresponde apenas aos 3
primeiros anos em contraponto ao ano vigente, a diferenciacdo de abordagem surge
do fato de que para melhor comparacao das respostas foi realizado o agrupamento
das respostas abertas em categorias, e sendo estas categorias subjetivas e variando
de acordo com o avaliador e principalmente com as respostas de cada ano, optou-se
por tal apresentagcdo uma vez que a juncao das categorias de todos os anos poderia
levar a uma néao representacao da realidade das respostas apresentadas.

Constatou-se que 90% dos alunos tém interesse por assuntos relacionados ao
meio ambiente, ndo tendo sido esta porcentagem modificada apés a realizagcéo do
projeto. A maioria dos estudantes (52%) mencionou ter contato com a natureza “as
vezes”, enquanto 39% disseram que “sempre” tém contato com a natureza. Menos
de 10% mencionaram “nunca” ou “quase nunca” terem contato com a natureza. Estas
porcentagens também nao foram modificadas ap6s o desenvolvimento do projeto.

Antes do projeto a maioria dos alunos compreendia minimamente o conceito
da palavra “Biodiversidade”. O projeto realizado resultou em clara melhora na
compreensao do significado do termo (Fig. 1).

80% B QUESTIONARIO INICIAL
70% QUESTIONARIO FINAL
60%

50%
40%
30%
20%

10%

0%

PORCENTAGEM DAS RESPOSTAS DOS
ALUNQOS DO 72 ANO DE 2015, 2016 E 2017

N3o sei

Seres Vivos

Selvagem
Conservacdo dos I

Diversidade da Vida
Vida na Natureza/ I

"Coisas" diferentes

N&o respondeu

Figura 1. Respostas a questao “Para vocé, o que é Biodiversidade?”

Em todos os anos os estudantes compreendiam a grande importancia dos
invertebrados para o ecossistema (Fig. 2), porém nos questionarios iniciais
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0s mesmos ndo sabiam explicar o porqué da importancia destes animais,
demonstrando muitas vezes respostas vagas, confusas ou ausentes, mesmo
quando afirmavam que esta importancia existia. J& nos questionarios finais além
de apresentar uma melhora na compreensao geral as respostas também trouxeram
exemplificacbes como a questao da polinizacdo, decomposicao de nutrientes e
cadeia alimentar.

100% B QUESTIONARIO INICIAL

90% QUESTIONARIO FINAL
80%

70%
60%
50%
40%
30%
20%

10% .
— [

0%

PORCENTAGEM DAS RESPOSTAS DOS
ALUNOS DO 72 ANO AO LONGO DO
PROJETO

Sim Nao Ndo sei Ndo respondeu

Figura 2. Respostas a questao “Os invertebrados sdo importantes para o ambiente? Explique
sua resposta.”

A nocédo de existéncia de uma fauna tipica do municipio de llha Solteira,
abordado na questdo cinco, também se mostrou presente desde o questionario
inicial, mas com uma perceptiva melhora ao final do projeto (Fig. 3).

70% ® QUESTIONARIO INICIAL

60% QUESTIONARIO FINAL
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PORCENTAGEM DAS RESPOSTAS DOS
ALUNOS DO 72 ANO AO LONGO DO
PROIJETO

Sim Nio Nio sei N&do Respondeu

0%

Figura 3. Respostas a questao “Existe uma fauna tipica da cidade de llha Solteira?”

A relacéo nociva entre espécies invasoras e o ambiente ndo estava clara
quando do inicio do projeto, porém apds as aulas e a reavaliacéo do topico podemos
perceber a existéncia de uma melhora no entendimento dos potenciais impactos da
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presenca de espécies invasoras (Fig. 4).

PORCENTAGEM DAS RESPOSTAS
DOS ALUNOS DO 72 ANO AO
LONGO DO PROJETO
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Figura 4. Respostas a questao “Imaginamos que vocé ganhou um passaro de estimagao. Esta
ave so existe no Nordeste brasileiro, portanto, ndao pode ser encontrada livre em llha Solteira.
Porém, ao perceber que o animal parece deprimido por estar em uma gaiola, vocé decide solta-

lo. Qual sera a consequéncia de seu ato?”

Quando indagados sobre quais espécies esperavam encontrar fora do ambiente

urbano de llha Solteira as respostas presentes no questionario inicial costumam

apresentar maior disparidade (Fig. 5), embora o numero de alunos que indicou

animais pertencentes a fauna tipica como Lobo-guara, Cotia, Teiu e Arara seja

maior, € possivel observar que muitos ainda indicam espécies exbticas como Leéo,

Elefante, Flamingo e até mesmo Pinguim. Com a aplicacdo das aulas observa-se

o aumento de respostas que apresentavam animais pertencentes a fauna tipica e

diminuicdo das outras categorias com respostas mais distantes do encontrado na

regiao.
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Figura 5. Respostas a questao “Existe uma fauna tipica da cidade de llha Solteira?”

Constata-se que os alunos compreendem 0s riscos que o avango das plantagdes
oferece para a fauna silvestre, riscos estes que ndao eram totalmente compreendidos
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havendo um divisdo entre os alunos que encaravam esse avango como algo bom e os
gue reconheciam o seu problema (Fig. 6).

As respostas a questao sobre a existéncia de oncas-pintadas em llha Solteira
demonstraram grande diferenga entre o questionario inicial e final (Fig. 7), com a
maioria afirmando incialmente que era sim possivel encontrar este grande felino no
municipio e com a posterior reversao do quadro.

Quando indagados na ultima pergunta do questionario inicial sobre o que
esperariam aprender deste curso, a maioria dizia esperar “Aprender sobre animais,
plantas, natureza”, em seguida de “Aprender sobre 0 meio ambiente”, e “Aprender
muitas coisas”, alguns poucos alunos disseram nao esperar nada ou ndo responderam.
No questionario final esta pergunta se referia a opini&o do estudante sobre o curso
e nela a maioria disse ter gostado e aprovado o curso, elogiando pontos como a
didatica, interacdo, os videos e o tema abordado, alguns alunos chegaram a deixar
depoimentos como “Me ajudou no meu projeto de vida” e “Agora eu tenho uma misséao
com a natureza”.
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Figura 6. Respostas a questao “O avango de pastagens e plantagdes é...?”

Figura 7. Respostas a questédo 9, “Vocé acredita que, em algum lugar em Ilha Solteira,
podem ser encontradas oncas-pintadas?”
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4 | DISCUSSAO

Questionario pode ser definido como uma técnica de investigacdo social,
composta por um conjunto de questdes que sao submetidas a pessoas com o
propésito de obter informagdes sobre conhecimentos, crencas, sentimentos, valores,
interesses, expectativas, aspiragdes, temores, comportamento presente ou passado
(GIL, 2008). Apesar de nem todos os projetos de pesquisa utilizarem o questionario
como instrumento de recolha e avaliagcdo de dados, este é um instrumento muito
importante na pesquisa cientifica. Este instrumento deve ser associado a outros,
como a interpretacdo das impressdes vistas em sala, conforme realizado no presente
trabalho.

A andlise do questionario inicial e questionario final revelam que alunos
compreendem o conceito “Biodiversidade”, ainda que este sejaumtema relativamente
mais avancado. Nota-se também que os alunos compreendem a existéncia da fauna
tipica de llha Solteira. Porém, durante as aulas e analises dos questionarios, notaram-
se respostas equivocadas sobre a composicao fauna tipica de llha Solteira, questao
observada no relatério inicial, em que muitos alunos responderam, que no entorno
da cidade, podem ser encontrados ledes, hipopétamos, rinocerontes, e até mesmo
urso-polar e pinguim. Estas respostas equivocadas resultam da maior divulgagao
sobre animais exoticos nos meios de comunica¢é&o, como desenhos e documentarios
sobre a Africa, propagandas de alimentos domésticos, criando assim uma preferéncia
por animais domésticos e exdticos (BIZERRIL, 2004). Vale ressaltar ainda que llha
Solteira se encontra em uma area de ecotono Mata Atlantica-Cerrado, e tem grande
parte de sua fauna composta por animais caracteristicos do Cerrado, como o lobo-
guara e a ema, e de um modo geral a midia e os préprios livros evidenciam, os
estudos ambientais nos biomas Amazénia e Mata Atlantica (CHERENE, 2006).
Outro fator que chamou atencao nas respostas € a grande citacdo de cobras pelos
alunos, sem se referenciar a uma espécie especifica, o que pode ser explicado pelo
fato de muitos pais e responsaveis usarem a presenca de tal animal nas matas e
locais isolados como um inibidor para a aproximacao do jovens nesses ambientes,
contribuindo para uma crenca prejudicial para com este grupo de animais (ALVES et
al., 2010).

Observou-se no questionario final um maior reconhecimento da fauna tipica
do municipio através de um aumento nas respostas corretas, sendo citados pelos
alunos diversos animais da fauna tipica de llha Solteira (sucuri, macacos, antas,
tatus, lobos-guaras, jacarés, capivaras), e havendo um decréscimo nas respostas
“ndo sei” e no numero de alunos que nao responderam. Verificou-se também a
diminuicdo de respostas mencionando animais exoticos no questionario final.

Notou-se ainda no questionario inicial que muitos alunos acreditam na ocorréncia
de onc¢as-pintadas no municipio de Ilha Solteira. Como ja foi citado, os livros e a midia
evidenciam os estudos na Mata Atlantica (CHERENE, 2006), sendo este, um animal
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simbolo da biodiversidade brasileira. No entanto como foi explicado para os alunos,
este animal tem a necessidade de um grande fragmento de mata para suprir suas
necessidades bésicas, ndo existindo em llha Solteira um fragmento de mata capaz
de suportar este animal. De acordo com as respostas do questionario final, podemos
inferir que os alunos assimilaram de maneira satisfatéria as informacdes passadas a
eles sobre a ndo ocorréncia de ongas-pintadas no municipio de llha Solteira.

A analise dos questionarios revelou também que os alunos compreendem a
importancia dos invertebrados para os ecossistemas, porém se mostram confusos
ao discorrer sobre a importancia dos invertebrados e como os mesmos mantém os
ecossistemas em equilibrio, sendo relacionado na maioria das vezes com cadeias
alimentares. Tal confusdo é parcialmente sanada como mostrou a avaliagao dos
qguestionarios finais, onde a maioria ja sabia explorar melhor conceitos como
polinizagdo, adubagdo, decomposic¢éo e ciclagem de nutrientes no solo.

Constatou-se durante as aulas e através da analise dos questionarios que o0s
alunos compreendem os riscos da introducao de espécies exobticas, e o problema que
esta pratica pode causar a fauna nativa. Durante as aulas notou-se que os alunos
comecaram a assimilar o papel das a¢des antrdpicas na fauna local, especialmente
relacionadas a agropecuaria, demonstrando que os alunos compreendem o risco
qgue esses problemas oferecem a fauna silvestre.

Observou-se ainda que os alunos se interessam por assuntos relacionados ao
meio ambiente, podendo ainda inferir que este interesse se deve a regularidade com
qgue os alunos tém contato com a natureza, e também por estarem frequentemente
estudando assuntos relacionados a natureza.

Constatou-se também uma evolugdo na assimilagdo do conhecimento dos
alunos com o tema abordado no curso. Apesar de alguns pontos tratarem-se de
conteudos relativamente mais avancados, como a prdpria concepcao da palavra
biodiversidade, os alunos obtiveram melhorias nas respostas em todas as questoes.
A utilizacdo de videos e outros recursos audiovisuais proporcionaram um maior
envolvimento dos alunos com o tema, além da oportunidade de tirarem davidas
durante todo o curso.

As tematicas trabalhadas exigem aulas praticas e precisam ser vivenciadas,
havendo assim a formagédo de uma atitude cientifica, que esta intimamente vinculada
ao modo como se constréi o conhecimento (FUMAGALLI, 1993). Para Ausubel e
colaboradores (1980), a ocorréncia da aprendizagem significativa pressupde da
disposicéo daparte do aluno emrelacionar o material a ser aprendido, e as ferramentas
que sao aplicadas nas aulas devem ser potencialmente significativas. A pratica no
zoologico, utilizada como ferramenta primordial para refor¢co do aprendizado teérico,
serviu para esta funcdo, dando maior énfase ao conteudo aprendido nas aulas
tedricas, proporcionando aos alunos o contato direto com os animais da regiao.

As atividades praticas proporcionam grandes espacos para que o aluno seja
atuante, tornando-se agente do seu proéprio aprendizado, descobrindo assim, que
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aprender &€ mais do que mero conhecimento de fatos, interagindo com as suas
préprias duvidas, chegando a conclusdes e a aplicacédo dos conhecimentos por eles
obtidos (LAKATOS, 2001). O conceito de aprendizagem emergiu das investigacdes
empiristas em psicologia, ou seja, de investigacdes levadas a termo com base no
pressuposto de que todo conhecimento provém da experiéncia (GIUSTA, 2013).

A experiéncia dos alunos com os animais do Centro de Conservagao da Fauna
Silvestre, tanto vivos como os conservados, mostrou-se muito positiva com todas
as turmas, permitindo aproxima-los ainda mais de animais que, na maior parte do
tempo, séo vistos apenas através de fotografias e videos.

Constatou-se, através das duvidas levantadas e perguntas realizadas na aula
pratica do Centro de Conservacéo da Fauna Silvestre, que grande parte dos alunos
assimilou o conteudo ministrado com os respectivos grupos de animais presentes
no municipio. Foi observada ainda uma maior sensibilizacdo por parte dos alunos
em relacao aos animais estarem dispostos em recinto, nao podendo voltar aos seus
respectivos habitats naturais.

Analisando a ultima questdo do questionario final, a qual se refere ao curso
e como ele foi desenvolvido, 99% (noventa e nove por cento) dos alunos que
responderam ao questionario afirmaram que gostaram muito do projeto, com alguns
relatos como “No comeco achei que néo ia gostar, mas depois gostei muito e ndo
queria que terminasse” e outros mais tocantes e sensiveis como os apresentados nos
Resultados. Quando questionados também sobre pontos positivos e negativos do
projeto, os alunos apontaram como principais pontos positivos que eles aprenderam
sobre 0s animais que nao sabiam que ocorriam em llha Solteira, gostaram de ir ao
Centro de Conservacao da Fauna Silvestre, os professores foram muito “legais” nas
aulas e que muitas duvidas foram esclarecidas.

Quando levamos em consideracao os questionamentos feitos em sala de aula
alguns pontos ficam em evidéncia, o primeiro deles € o despertar do interesse nos
alunos e o outro é a questdo de como alguns conhecimentos populares, muitas
vezes errdneos, estao fixos na cabeca dos alunos, muitos deste mitos e verdades
populares foram desconstruidas gracas as aulas tedricas e a pratica no Centro de
Conservacao, porém foi sentido que mais aulas praticas em diferentes ambientes,
como os laboratérios de anatomia e zoologia da UNESP-FEIS, poderiam ajudar na
quebra destes conceitos errébneas.

A forma com que o trabalho foi realizado deixou a relacao aluno-educador mais
aberta, permitindo com que diversos estudantes compartilhassem suas experiéncias
com a turma e com os professores, trazendo casos e vivéncias que conheciam ou
haviam presenciados, assim como duvidas e questionamentos. Tais expressdes
foram sempre bem recebidas e incentivadas, uma vez que nestes relatos revelava-se
o contato que os alunos tinham com a fauna local além de permitir aos educadores
que atitudes, medos e mitos fossem trabalhados de uma forma Unica e esclarecedora.

Outro instrumento que permitiu uma avaliacdo positiva dos ensinamentos
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passados foi que, por diversas vezes, ao encontrarem 0s bolsistas pelos corredores
da escola muitos alunos de turmas trabalhadas nos anos anteriores se direcionavam
a estes e mostravam que muitos dos conceitos ensinados ainda estavam fixos, além
de retornarem com situagdes e vivéncias que de certa forma estavam ligados ao
contetdo ministrado.

51 CONCLUSAO

O vinculo afetivo com 0 ambiente é o primeiro passo para o sucesso de qualquer
projeto de educacao ambiental. O projeto Minha llha Selvagem realizou de maneira
satisfatoria a funcéo de levar até as criancas o que é estudado no meio académico,
mostrando aos alunos a importancia de se praticar acdes sustentaveis, enfatizando
a conservacgao da natureza e de sua biodiversidade.

Desta forma o projeto mostrou a importancia de acbes com o mesmo cunho,
acOes essas que possam sensibilizar os alunos em relagdo a assuntos ligados ao
ambiente, desenvolvendo assim a consciéncia e a responsabilidade de construir
comunidades sustentaveis onde as necessidades sdo satisfeitas sem diminuir as
chances das geracoes futuras.
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RESUMO: Ao longo da histéria, o ser humano faz uso da flora para cura e prevengdes
de doencas, mesmo com o0s avan¢os da medicina moderna. O conhecimento popular
sobre 0 uso de plantas medicinais é analisado e discutido em diferentes esferas do
conhecimento, devido a gama de informagdes que se associam a essa tematica. A
escola € um ambiente onde se integram informagdes de cunho cientifico e popular,
onde os saberes sao discutidos nas mais diversas areas do conhecimento. Neste
contexto o presente trabalho objetivou realizar o levantamento das plantas medicinais
utilizadas pelos familiares de estudantes da Escola Estadual Jayme Verissimo de
Campos Junior, no municipio de Alta Floresta/MT, bem como as formas de uso e suas
finalidades, proporcionando uma interagao entre os diferentes saberes. A pesquisa foi
realizada no segundo semestre de 2015 com entrevista a 102 estudantes do ensino
médio e seus familiares. Para o levantamento dos dados, utilizou-se de questionario
semiestruturado, com questdes sobre os dados socioecondmicos e conhecimentos
sobre as plantas medicinais. Foram citadas 62 plantas medicinais utilizadas pelos
familiares dos estudantes. O boldo, a hortela e o gengibre foram as plantas com mais
de 20 citagdes. A principal forma de preparo € o cha/decocgéo. A parte da planta mais
utilizada séao as folhas. Os familiares de todos os alunos da escola JVC fazem uso
das plantas com fins terapéuticos. O conhecimento popular adquirido pelos alunos do
JVC com seus familiares sobre as plantas medicinais pode ser utilizado como uma
ferramenta para o processo de ensino aprendizagem e assim integrar o saber popular
com o conhecimento cientifico.

PALAVRAS-CHAVE: Etnobotanica, Ensino aprendizagem, Saber popular,
Conhecimento cientifico.

SURVEY OF THE MEDICINAL PLANTS USED BY THE RELATIVES OF STUDENTS
OF THE JAYME VERISSIMO DE CAMPOS JUNIOR, HIGH SCHOOL, ALTA
FLORESTA/MT: INTEGRATION OF KNOWLEDGE

ABSTRACT: Throughout history, humans make use of flora for healing and disease
prevention, even with the advances of modern medicine. The popular knowledge
about the use of medicinal plants is analyzed and discussed in different spheres of
knowledge, due to the range of information associated with this theme. The school is an
environment where information of a scientific and popular nature is integrated, where
the knowledge is discussed in the most diverse areas of knowledge. In this context, the
objective of this study was to survey the medicinal plants used by the students’ families
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at the Jayme Verissimo State School in Campos Junior, in the municipality of Alta
Floresta/MT, as well as the forms of use and their purposes, providing an interaction
between the different knowledge. The survey was conducted in the second half of 2015
with interviews to 102 high school students and their families. For the data collection, a
semi-structured questionnaire was used, with questions about socioeconomic data and
knowledge about medicinal plants. There were 62 medicinal plants used by students’
relatives. Boldo, mint and ginger went to plants with more than 20 citations. The main
form of preparation is the tea / decoction. The most used part of the plant are the leaves.
Relatives of all JVC students make use of the plants for therapeutic purposes. The
popular knowledge acquired by JVC students with their families about medicinal plants
can be used as a tool for the learning teaching process and thus integrate popular
knowledge with scientific knowledge

KEYWORDS: Ethnobotany, Teaching learning, Popular knowledge, Scientific
knowledge.

11 INTRODUCAO

E por meio dos estudos da Etnobotanica que se busca o conhecimento e o
resgate do saber boténico tradicional, especialmente, relacionada ao uso dos
recursos da flora (MARINHO et al., 2011). Martin (1995) compreende o estudo da
etnobotanica como avaliagao da interacdao humana com todos os aspectos do meio
ambiente, através de levantamentos nas comunidades tradicionais sobre a utilizacao
das plantas na farmacopeia caseira € na economia doméstica.

As plantas medicinais, segundo Oliveira e Coutinho (2006), constituem
um importante tema, ndo s6 pelo patriménio natural e cultural, mas por fornecer
orientacOes para que a populacdo tenha um maior aproveitamento dos recursos
terapéuticos de origem natural, sendo muitas vezes uma alternativa de uso para
algumas comunidades.

E crescente o nimero de pessoas que dia a dia, mais preocupadas com a
salude e a qualidade de vida, evadem-se dos tratamentos convencionais e buscam
a cura de enfermidades aproveitando os recursos existentes em seu ambiente, as
espécies medicinais. Esse fato leva a um maior aproveitamento dos recursos vegetais
existentes na regiao e a perpetuacédo de tradicbes herdadas com antepassados
e repassada para geragdes futuras. Tais informagdes podem ser resgatadas e
valorizadas no ambito da educacéo brasileira.

A educacao escolar representa um importante instrumento néo sé de formacao
cientifica, como também de formacé&o humana, uma vez que a escola é delegada
a funcéo de formadora de cidadaos atuantes na sociedade em que estao inseridos
(BUENO, 2001). A escola, como um espaco sociocultural, representa um privilegiado
local de acesso a cultura, sendo ndo somente um local onde se obtém conhecimentos
tedricos, mas também onde sédo consolidadas opinides e construidas identidades.
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Portanto, a escola deveria ser o lugar onde assuntos referentes ao cotidiano dos
alunos poderiam ser apresentados e tratados de modo sistematizado, no entanto,
isto normalmente ndo acontece. O resultado da formacéao inadequada nas diferentes
areas do conhecimento € um distanciamento entre “ensino escolar” e a assimilacéao
de conceitos informais, ndo sistematizados.

A escola é um ambiente onde se associam informag¢des de cunho cientifico
e popular, onde os saberes podem ser discutidos nas mais diversas areas do
conhecimento. Assim, a utilizacdo de plantas medicinais e seus efeitos sdo assuntos
cotidianos que podem ser abordados nas escolas e trabalhados de forma a
proporcionar maior sensibilizacdo quanto a utilizacao e preservacao.

Estudos etnobotanico que buscam o conhecimento das plantas medicinais e
sua utilizacdo como ferramenta didatica pedagodgica ainda sado escassos, apesar de
haverem esfor¢cos neste sentido. Diante do exposto, o presente trabalho objetivou
realizar um levantamento das plantas medicinais utilizadas pelos familiares dos
estudantes da Escola Estadual Jayme Verissimo de Campos Junior, no municipio de
Alta Floresta/MT, bem como as formas de uso e suas finalidades e assim proporcionar
um aprendizado por meio da interacdo entre os conhecimentos populares e o
cientifico.

2| MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado no segundo semestre de 2015, na Escola
Estadual Jayme Verissimo de Campos Junior (JVC), localizada no municipio de Alta
Floresta/MT, sendo o sujeito do presente trabalho, estudantes do Ensino Médio do
2° e 3° ano e seus familiares.

O levantamento dos dados foi realizado por meio de questionario estruturado
com questdes sobre o uso de plantas medicinais, forma como eram adquiridas as
espécies utilizadas, formas de uso das plantas, parte(s) que era(m) utilizada(s),
indicacdes terapéuticas, listagem de plantas, além do questionamento sobre
onde adquirem as plantas e se possuem o habito de cultivar alguma espécie nas
residéncias.

O questionario foi aplicado a 102 estudantes do ensino médio e seus familiares,
sem restricdo de disciplina. Junto aos questionarios, foi entregue o Termo de
Livre Consentimento e Esclarecido (TLCE), o termo foi assinado pelos pais e/ou
responsaveis e respondido junto com os estudantes. Em seguida os dados obtidos
foram tabulados e analisado em programa Microsoft Office Excel.

Apb6s o levantamento das espécies medicinais mais utilizada pela populacao
entrevistada, foi selecionado o algodoeiro, para realizacdo de atividades didatica-
pedagogica, por meio da analise da viabilidade polinica e indice meiotico. Os
experimentos foram realizados nos Laboratérios das Unidades Escolares e na
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Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT), Alta Floresta, com os alunos e
professores do JVC, que participaram da pesquisa.

Os alunos coletaram botdes florais em pré-antese e flores abertas (antese) de
cinco individuos de algodoeiro. O material foi fixado em Carnoy: (3:1 — alcool absoluto:
acido acético) por 24 horas e logo apoés transferidos para alcool 70% e mantidos a
4°C, até o uso. Para a estimativa do indice mei6tico (IM) e da viabilidade polinica os
alunos da escola JVC preparam Iaminas utilizando a técnica de esmagamento da
antera sobre a lamina e o material foi corado com carmim acético 2%. Posteriormente
observaram sob microscopia Optica.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram mencionadas 62 plantas medicinais pelos familiares dos estudantes
do JVC, dentre estas onze (11) foram citadas com maior frequéncia (Tabela 1). As
espécies boldo, hortela e gengibre foram citas 44, 22 e 21 vezes respectivamente.

Observou-se que os alunos e familiares utilizam as plantas medicinais para
o tratamento de algumas doencas comuns, corroborando com o0s resultados
encontrados por Santos et al (1995) e Barros (2011), demonstrando que a medicina
alternativa é conhecida e muito utilizada pelos familiares dos escolares.

Devido as dificuldades que algumas familias encontram para acesso a saude
publica, o uso das plantas € uma alternativa que estes encontram para resolver de
forma mais rapida e com maior poder curativo. Porém € importante esclarecimentos
sobre o0 uso das plantas medicinais pela populacéo, pois € necessario saber qual
parte da planta que deve ser utilizada em cada caso e a dosagem correta, para nao
causar um dano colateral a saude.

Afolha foi a parte das plantas mais utilizadas na fabricacéo dos remédios pelos
estudantes e familiares, o que corrobora com o trabalho de levantamento etnobotéanico
de plantas medicinais na cidade de Vigcosa — MG realizado por Almeida et al., (2009).
Segundo Alves et al., (2008) a maior utilizacdo das folhas deve-se a facilidade na
hora da coleta e devido estarem presentes na planta durante a maior parte do ano.
Deste modo, ocorre também a conservacéo da planta para usos posteriores, pois
ndao ha impedimento do crescimento e reproducéo do espécime com a coleta das
folhas, como destacado por Silva et al. (2009).

Nome Numero de Forma de Parte Indicac6es populares
Popular Citacoes preparo usada
Boldo 44 Ché/decoccéo e Folhas Dor de cabeca, Dor de
macerado estbmago, enjoo, ressaca.
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Hortela 22 Ché/Infusao Folhas Gripe, Coélica de bebé, dor
de garganta, calmante,
pressao baixa, verme.

Gengibre 21 Chéa/decocgao Folhas e Gripe, emagrecer, dor de
Raiz garganta.
Mastruz 13 Macerado e cha/ Folhas Dor no estémago, verme,
decoccéo infeccdes e machucado.
Babosa 12 Macerado Folhas Cicatrizante,
infeccé@o e oleosidade na
pele.
Erva cidreira 12 Chél/infusao Folhas Calmante, gripe e
enxagueca.
Terramicina 10 Cha/decoccao e Folhas Catapora, machucado,
banho infeccbes e coceiras.
Capim 09 Cha/decoccao Folhas Calmante.
Cidreira
Alecrim 08 Chél/infusao Folhas Calmante, Dor no corpo,
Hipertenséo.
Algodéao 08 Macerado e chéa/ Folhas Infecgéo, Limpar
infusdo menstruacéo, dor nos rins,

limpar o sangue.

Erva doce 08 Cha/decoccao Sementes Estresse, colica de bebé,
e folhas dores abdominais, prisdo de
ventre e colica intestinal.

Tabela 1. Relagédo das onze plantas medicinais mais citadas e utilizadas, forma de preparo,
parte da planta usada e indicagdes pelos familiares dos alunos da Escola Estadual Jayme
Verissimo de Campos Junior, Alta Floresta, MT, Brasil.

No modo de preparo das plantas medicinais prevaleceu a forma de cha por
decoccao e infusdo, sendo a decocg¢éo mais utilizada. Segundo Castellano (1981), a
forma indicada para o preparo das folhas € o infuso, verifica-se entdo, que os chas
estdo sendo preparados, em sua maioria, de forma incorreta pelos familiares dos
alunos do JVC, levando provavelmente a modificacdo ou perda de principios ativos
das folhas por acao do calor.

Neste estudo observou-se que o conhecimento sobre as plantas medicinais
€ transmitido através dos familiares (avés, pais), assim os resultados se assimilam
com os encontrados por Barros (2011). Conforme Brasileiro et al., (2008), o consumo
de plantas medicinais tem base na tradi¢gdo familiar, onde ocorre a comunicagao oral
como o principal meio de transmissao destes conhecimentos entre 0s membros da
familia, sendo continuo quanto aos seus habitos e cuidados que tem com a prépria
saude.

Dos 102 entrevistados, 84% sé utilizam as plantas medicinais quando sentem
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algo; 6% nao disse nada e/ou deixou em branco; 4% usam as plantas diariamente e
3% usam as plantas até trés vezes na semana.

As formas de obtencéo das plantas sdo através do cultivo em seu préprio quintal,
feiras e em casas de parentes (49%), o que também foi observado no trabalho de
Bernardes et al. (2011); em casa de amigos e vizinhos (16%). Além do conhecimento
e da relacdo social de troca, algumas pessoas adquirem também em mercados e
hortas (13%).

Quanto ao desenvolvimento de atividades praticas sobre viabilidade polinica e
indice meibtico com a planta medicinal algodoeiro (Figuras 01 e 02), os alunos da
escola JVC puderam observar e diferenciar graos de pdlens (gameta masculino),
viaveis e inviaveis (Figura 03) e a formagcao dos pélens (Figura 04). Este modelo
didatico pode auxiliar o professor a estabelecer vinculos entre a abordagem teérica
e sua pratica docente, buscando a participacdo ativa e interativa do aluno como ja
descrito por Brasil (2000). Para Cavalcante e Silva (2008), os modelos didaticos
permitem a experimentacéo, o que, por sua vez, conduzem os estudantes arelacionar
conceitos tedricos com a pratica. Isto lhes propiciara condicdes para a compreensao
de teorias, do desenvolvimento de habilidades, competéncias e atitudes, contribuindo,
também, para reflexdes sobre 0 mundo em que vivem.

.

Figura 1. Atividades com os alunos da Escola Estadual Jayme Verissimo de Campos Junior
para confec¢do de Laminas e observacdes de pblens e do Indice Meidtico das plantas
medicinais, no laboratério Didatico | da Universidade do Estado de Mato grosso.
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Figura 2. Atividades com os alunos da escola da Escola Estadual Jayme Verissimo de Campos
Junior para confecgéo de Laminas e observacgbes de poélens e do Indice Meibtico das plantas
medicinais, no laborat6rio da propria escola.

Figura 3. Gréos de polen viaveis e inviaveis da planta medicinal algodoeiro. Seta continua:
pblens inviaveis; seta descontinua: pdlens viaveis A: reativo de Alexander; B e C: carmim
acético; D: lugol.
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Figura 4. Células em pos-meiose de individuos de algodoeiro. A: ménode; B: Diade; C: Triade;
D: Tétrade e E: Campo com um conjunto de tétrades.

Durante as praticas realizadas, observou-se a participacdo e motivacédo dos
alunos. Os resultados de satisfacdo dos alunos indicam que a inclusédo de atividades
praticas a partir de conhecimentos populares é capaz de despertar curiosidade e o
interesse no processo de ensino aprendizagem. Corroborando com nossos resultados,
os estudos baseados no uso de alternativas pedagogicas, como jogos de cartas
(FARIAS et al., 2015), gibis (CARLAN et al., 2013), e dobraduras (CONDE et al.,
2013) também mostraram a eficiéncia de metodologia diversificadas na promoc¢éao do
interesse dos alunos de forma que desenvolvam o raciocinio, imaginacdo, meméria
e a curiosidade.

Torna-se evidente que é necessario rever constantemente a pratica pedagogica,
orientando com vistas a superar a reproducao e valorizar a producgao critica e criativa
do saber. Essa preocupacdo com a pratica pedagogica passa primeiramente pela
analise da relacao professor e aluno, pois ambos sdo coautores do processo ensino-
aprendizagem. Esta préatica pedagdgica pode ser encontrada em nossa realidade
escolar, um professor assim observa: “aproveitar a bagagem cultural que o aluno
traz de sua realidade para a escola, como por exemplo 0 conhecimento sobre as
plantas medicinais”.

Estas coloca¢des que dinamizam o espaco escolar € também uma preocupacéao
de Paulo Freire (1996), quando observa que tanto professores como alunos,
assumindo-se como sujeitos da producao do saber, convengcam-se definitivamente
de que ensinar ndo é transferir conhecimento, mas criar as possibilidades para a
producao ou construcado social do aluno.
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41 CONCLUSAO

O levantamento sobre o a utilizacdo das plantas medicinais utilizadas pela
comunidade escolar (pais, alunos e professores) possibilitou o conhecimento sobre
os tipos de plantas cultivadas e consumidas por estes atores, passando a cada
geracao a importancia da sua utilizacdo. O resgate sobre esse conhecimento no
ambiente escolar permite que professores e alunos e, também, a universidade utilize
como processo de ensino-aprendizagem os conhecimentos populares. Portanto,
o desenvolvimento desta atividade propiciou aos professores da rede de ensino
desenvolver atividades em conjunto com a UNEMAT e aos alunos a oportunidade de
uma vivéncia e aprendizados em outros ambientes e ao desenvolvimento cientifico.
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UNEMAT por concessao de bolsas de IC e ao projeto: Plantas Medicinais: construindo
saberes e estabelecendo um elo entre o ensino e a aprendizagem.
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RESUMO: Este trabalho visa discutir o papel
da Bioética Latino-Americana na garantia do
direito a saude da crianca intersexual. Intersexo
se refere a uma condi¢cdo de nascenca em 0s
que os Orgaos sexuais e/ou reprodutivos nao
correspondem as corporeidades esperadas
socialmente para o0 sexo masculino ou feminino
(Cangucu- Campinho, 2012). Ocorre de 1 em
cada 4.500 nascimentos (Vilar, 2009). Quando
uma crianga nasce nesta condi¢cdo, demanda
analise diferenciada do padrédo identitario
classificatério do sexo masculino-feminino,
perpassando pelas concepcdes sobre género,
corpo e sexualidade. O estigma em relacéo as
criancas intersexuais é um assunto complexo. O
tratamento médico pode vir a se prolongar, em
algumas circunstancias, durante a existéncia
da pessoa, com a necessidade de realizacao
de exames, da utilizacdo de medicamentos
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e, em alguns casos, realizacdo de cirurgias.
Considerando a complexidade que a condi¢ao
intersexual da crianga envolve, tanto pela
natureza interdisciplinar, quanto pela demanda
de protecdo da saude, interessa discutir como
este fendbmeno da intersexualidade da crianca
€ apreciado na perspectiva de dois pilares
tedricos: o direito a saude e a Bioética. O
trabalho adota uma abordagem metodologica
de carater qualitativo mediante uma revisdo de
literatura sobre o estatuto epistemolégico da
Bioética Latino-Americana, tendo como base os
principios estruturadores do Direito da Crianca a
Saude. Os resultados evidenciam que, embora
se considere a vulnerabilidade como uma
condicdo a convergir orientacdes teoricas, seja
na abordagem da Bioética da Protecéo, seja
naquela da Bioética da Intervencéo, o status
moral da crianca intersexual demanda medidas
concretas para assegurar o seu direito a saude.
PALAVRAS-CHAVE: Direito a
Intersexo; Crianca; Bioética.

saude;

ABSTRACT: This study aims to discuss the
role of Latin American Bioethics in ensuring
the intersex child’s right to health. Intersex
refers to a birth condition where the sexual and/
or reproductive organs do not meet the social
expectations of male/female bodies (Cangugu-
Campinho, 2012). This occurs in one of every
4,500 births (Vilar, 2009). When a child is born
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in this condition, a special analysis is required that is different from the male/female
classificatory identity standard, and that goes beyond gender, body and sexuality.
The stigma associated with intersex children is a sensitive issue. Medical treatment
can extend, in some circumstances, throughout a person’s lifetime, requiring exams,
medications and in some cases, surgery. Considering the complexity of the intersex
child’s condition, from its interdisciplinary nature to the child’s need for health protection,
it is important to discuss how this intersex child phenomenon is assessed from the
perspective of two theoretical pillars: the right to health and bioethics. In this study,
a qualitative methodology was used with a literature review on the Latin American
Bioethics epistemological statute, based on the defining principles of Children’s Right
to Health. The results showed that despite the fact that vulnerability is a condition that
requires the convergence of guiding theories, whether in the Bioethics of Protection
approach, or that of the Bioethics of Intervention, the moral status of the intersex child
demands concrete measures to ensure the child’s right to health.

KEYWORDS: Right to health; intersex; child, bioethics

11 INTRODUCAO

Intersexo se refere a uma condicdo de nascenca em 0s que 0s 0rgaos sexuais
e/ou reprodutivos ndo correspondem as corporeidades esperadas socialmente
para o sexo masculino ou feminino (Cangucu-Campinho, 2012). Dessa forma, os
individuos apresentam caracteres tanto masculinos quanto femininos. Ocorre em
1 (um) a cada 4.500 nascimentos, sendo fundamental para sua detecg¢ao precoce
o cuidadoso exame dos genitais de todo recém-nascido (Damiani; Guerra-Janior,
2007; Vilar, 2009).

De acordo com o relatério do Unicef (2013) sobre a situagao mundial da crianca,
a populagcédo com menos de cinco anos de idade no Brasil perfaz um total de 14.662
criancas. Com base na proporcao apontada por Vilar (2009), € evidente que ha uma
frequéncia consideravel a demandar maior atencéo para este grupo populacional.

O estigma em relacéo as pessoas com intersexo € um assunto complexo(Lima,
Cangucu-Campinho, Souza, 2015). O tratamento médico pode vir a se prolongar,
em algumas circunstancias, durante a existéncia da pessoa, com a necessidade
de realizacdo de exames, da utilizacdo de medicamentos e, em alguns casos, da
realizacao de cirurgias corretivas (Guerra-Junior, Maciel-Guerra, 2007).

A pessoa com intersexo ainda tem que enfrentar o preconceito social e cultural
perante a sua situagéo, assim como a ignorancia e invisibilidade, que ainda pairam
sobre o assunto no meio académico e cientifico (Guerra-Junior, Maciel-Guerra,
2007).

Os pacientes em situacao de intersexo, muitas vezes, nao sdo bem informados
sobre suas histérias médicas e cirurgicas, o que dificulta o entendimento sobre a sua
situacao, destacando Migeon et al. (2002) que, para os pacientes com ambiguidade
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externa, o impacto é tdo grande que esta circunstancia contribuiu para alguns relatos
de suicidios.

Considerando a complexidade que a condicao intersexual da crianga envolve,
tanto pela natureza interdisciplinar, quanto pela demanda de protecdo da saude,
interessa discutir como este fendmeno da intersexualidade da crianca é apreciado
na perspectiva de dois pilares tedricos: o direito a saude e a Bioética.

2| METODOLOGIA

O método de abordagem selecionado é de natureza qualitativa, de forma que se
busca o fortalecimento da compreensao sobre a tematica eleita (Mynaio, 2006), cuja
realizacao far-se-a por meio do método dialético e analitico, envolvendo a anélise de
textos e de obras correlatas para alcancar os objetivos pretendidos.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

A Bioética inicialmente preconizada por Potter (1970) como a “ciéncia da
sobrevivéncia”, passou por constantes mudancas sociais e é considerada “um
instrumento concreto a mais, para contribuir no complexo processo de discussao,
aprimoramento e consolidagao das democracias, da cidadania, dos direitos humanos
e da justica social” (Garrafa, 2005, p. 3).

Seguindo o mesmo sentido, Jorge José Ferrer e Juan Carlos Alvarez (2005, p.
77), incorporando este novo olhar para a bioética, destacam que:

Em alguns setores das ciéncias da saude, como na enfermagem e na saude
publica, ha uma forte resisténcia, com boas razdes, ao enfoque excessivamente
bioldgico que teve a assisténcia sanitaria. Por isso, preferimos falar das ciéncias
da vida e da saude, para que fique claro que favorecemos uma compreensao bio-
psico-social-espiritual da pessoa. A bioética aborda os problemas, atendendo a
totalidade da pessoa e a totalidade das pessoas.

Assim, a bioética “se ocupa, sobretudo, da resolugdo dos problemas morais
colocados pelas ciéncias e técnicas e busca uma reflexdo cuidadosa sobre o ser
humano, suas ag¢des e seus valores” (Cela-Conde, 1999, p. 59, Baracho, 2004,
Luna, 2008).

Diversos sdo os modelos tedricos que alicercam os diferentes entendimentos
sobre a bioética; dentre eles, destacaremos o principialismo e a bioética Latino-
Americana.

O principialismo tem como objeto definidor para a resolucdo de problemas
éticos e morais a utilizacao de principios, 0s quais se consagram em quatro tipos
na literatura bioética, a saber: autonomia, beneficéncia, ndo-maleficéncia e justica
(Araujo, 2004, Borges, 2012).

A bioética principialista, corrente proposta por Beauchamp e Childress (2002, p.
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1.196), analisa o principio da autonomia a partir de trés perspectivas: o da autonomia
plena; o do julgamento substituto; e o dos melhores interesses (Aguiar, 2010, p. 399).

Entendendo a necessidade de analisar especificamente os problemas e as
realidades vivenciadas pelos paises menos desenvolvidos, surge a bioética latino-
americana, tendo como marcos teéricos Fermin Roland Schramm (2005; 2008) e
Miguel Kottow (2005). No Brasil, a bioética latino-americana se desenvolveu a partir
de duas principais abordagens: a Bioética da Prote¢do e a Bioética da Intervencéo
“ambas como vertentes complementares que priorizam o0s interesses dos mais
desamparados e argumentam a favor da defesa de acgbes afirmativas em prol dos
individuos vulnerados” (Costa, 2015, p. 15).

A bioética da protecdo, como destaca Schramm (2008, p. 11), refere-se
“aos problemas morais envolvidos pela vulneragcdo humana, ou seja, a condicéao
existencial dos humanos que néo estado submetidos somente a riscos de vulneracéo,
mas a danos e caréncias concretas, constataveis por qualquer observador racional
e imparcial”. Para o referido autor, proteger € “dar o suporte necessério para que o
préprio individuo potencialize suas capacidades e possa fazer suas escolhas de forma
competente” (Schramm, 2008, p. 11), assim, questiona-se o constante paternalismo
que, sob a justificativa da protecao, passa a impor as pessoas o que é melhor para
elas, ndo lhes facultando o empoderamento, pois as torna eternas dependentes da
vontade do outro.

Destaca Schramm (2005, p. 61) que essa corrente ndo deve ser entendida
sob a perspectiva do assistencialismo, como fora por muitos anos, mas sim “como
uma maneira de garantir os interesses do individuo particularmente vulneravel ou
desamparado, como podem ser criangas, recém-nascidos, gestantes e puérperas,
até que se adquiram a competéncia autonomista ou a recuperem”.

Enquanto isso, a bioética da intervencédo “almeja a diminuicdo das diversas
iniquidades existentes na sociedade por meio de praticas interventivas duras,
conforme a prépria denominacéo original” (CRUZ; TRINDADE, 2006, p. 495), assim
esta corrente entende que se faz necessério intervir no contexto para empoderar o
sujeito.

Ressalta Kottow (2005, p. 163) que para protecdo dos valores humanos e
para evitar danos irreversiveis € necessario o comprometimento com o apoio para o
desenvolvimento e maturidade dos vulneraveis para possibilitar decisbes conscientes.

A vulnerabilidade, palavra que perpassa todas as correntes da bioética é
entendida por Maria do Céu Padréo Neves (2007) como caracteristica, pois todos
nds somos vulneraveis, condi¢do, a partir de uma analise pontual de vulnerabilidade,
e principio, como um valor norteador do ordenamento que devera ser perseguido.

Destacam Aran e Peixoto (2007) que existem situacdes vivenciadas que
acentuam a vulnerabilidade, gerando a vulneragcdo. Vulneracdo é detectada a
partir de “circunstancias sociais que aumentam a vulnerabilidade em decorréncia
de processos sociais que discriminam e estigmatizam grupos, segmentos ou
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populacdes” (Siqueira, Porto, Fortes, 2007, p. 167).

Nesse sentido, determina a Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de
Saude, a qual estabelece as Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisas
Envolvendo Seres humanos, que “a vulnerabilidade refere-se a estado de pessoas
OU grupos, que por quaisquer razdées ou motivos, tenham a sua capacidade de
autodeterminacao reduzida, sobretudo no que se refere ao consentimento livre e
esclarecido” (Brasil, 2012).

Assevera ainda Junges (2007, p. 111-112) que “ter consideracdo por quem
€ vulneravel significa assegurar a protecéo da vida que vai além da protecao da
integridade moral, da dignidade humana e da autonomia”. Essa discusséo é vivenciada
pelos médicos e pelos familiares de criancas em situacao de intersexo, principalmente
daquelas que nascem com ambiguidade genitalia e por um entendimento biomédico-
cultural realizam a cirurgia de definicdo de sexo biologico.

A intersexualidade requer uma reflexdo interdisciplinar, para a sua melhor
compreensao, pois além de ser um fato biolégico, perpassa “pelas concepg¢des sobre
0 corpo, género e sexualidade” (Costa, 2012, p. 12), que integra as preocupacdes da
bioética latino-americana que esta cada vez mais comprometida com as questdes
éticas que persistem na realidade dos paises menos desenvolvidos (Garrafa, 2005).

A Resolucao 1664/2002, emitida pelo Conselho Federal de Medicina (CFM,
2002), trata do intersexo e propbe, entre outras medidas, que a criangca com
intersexo seja considerada caso de urgéncia médica e social, cujo tratamento deve
ser buscado em tempo habil, de forma a garantir a Dignidade da Pessoa Humana,
principio basilar dos Direitos Humanos.

A referida resolucdo, consoante art. 2° ao 4°, determinou ainda que, diante
do nascimento de uma crianca em situagao de intersexo, deve ser assegurado ao
paciente uma investigacao precoce para que seja possivel em tempo habil realizar o
tratamento e definir o género.

Essa resolucao, em seu artigo 4°, determina que, para a definicao final do sexo,
faz-se obrigatoria a existéncia de uma equipe multidisciplinar. Nesse sentido, aponta
Machado (2005, p. 4-5) que a definicdo do sexo é tomada a partir do entrelacamento
dos dados apontados pela equipe multidisciplinar e pela familia, destacando que:

[...] no que se refere a cirurgia, a principal preocupacéo € com o resultado ‘estético’
ou ‘cosmético’ dos genitais construidos. As técnicas cirdrgicas sé&o empregadas
no sentido de tornar a genitélia da crianga ‘o mais proximo possivel do normal’,
de acordo com determinados padrdes de tamanho, forma, ‘terminacéo do trajeto
urinario’ (mais na ponta do pénis para 0os meninos; mais abaixo nas meninas) e uso
(construir vaginas ‘penetraveis’ e pénis ‘que penetrem’).

A referia Resolucéo propde que, por ndo existir estudos a longo prazo “sobre as
repercussodes individuais, sociais, legais, afetivas e até mesmo sexuais de uma pessoa
que enquanto nao se definiu sexualmente viveu anos sem um sexo estabelecido”
(BRASIL, 2013), a partir de um estudo multidisciplinar € devida a cirurgia de definicao
do sexo. Nesse sentido, Silva et al. (2011, p. 81) para quem “a definicao adequada
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do sexo da crianca deve ser realizada 0 mais precocemente possivel pois essa
identidade pode reduzir a ansiedade e a angustia dos pais”, entende a necessidade
da intervencao em tenra idade.

Esta posicao, no entanto, é confrontada pelo Intersex Society of North America
(ISNA), cuja misséo € impedir a “correcao” da genitalia na crianca, por entender
ser uma atitude precoce. Afirmando que a justificativa de que, para os pais, seria
uma situacéo mais confortavel, demonstra-se fragilizada, uma vez que a angustia, o
sentimento evidenciado pelos pais de criangcas com intersexo se mantém de qualquer
forma.

Nesse sentido, Machado (2009, p. 37) observa que “os medos dos pais e as
duvidas que ndo deixaram de existir mesmo ap6s os procedimentos denunciam a
fragilidade das intervengcdes enquanto garantia de solugdo para os jovens intersex e
para essas familias”.

Nesse sentido, o 3° Forum Internacional Intersex' apontou como demanda por
fim as praticas de normalizagcéo, tais como cirurgias genitais e outros tratamentos
médicos, garantido as pessoas intersexuais 0 poder para tomar as decisdes que
afetam a propria integridade fisica, autonomia e autodeterminacao (BEH; DIAMOND,
2005). Entende Guimaraes Junior (2014, p. 9) que “a luz da bioética laica?, nao sao
justificaveis as intervencdes médico-cirurgicas em genitalias ambiguas de criancas
diagnosticadas como intersexo quando nao houver risco de vida”.

Para Cangucu-Campinho et al. (2009, p. 1.146), a intersexualidade é tratada,
basicamente, pela légica biomédica e atenta para o fato de que “as praticas ainda
estdo direcionadas para a doencga e nao para a saude. As diferencas orgénicas ou
relativas a peculiaridade dessa experiéncia sdo quase sempre ressaltadas como
limitacbes e quase nunca como potencialidades”.

O direito a saude referido pela a autora em dialogo com o posicionamento
de Lima (2002) representa muito mais do que o0 acesso aos servicos de saude,
mas uma concep¢ao integralizada da saude composta por elementos de natureza
objetiva e de natureza subjetiva. Entre os primeiros estdo alimentacéo, vacinacao,
acesso ao servico pré-natal, resolutividade dos tratamento. Dentre os de natureza
subjetiva encontram-se, entre outros, uma dinamica familiar acolhedora, saude
mental, direitos da personalidade.

41 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados evidenciam que, embora se considere a vulnerabilidade como
uma condicdo a convergir orientacdes teoricas, seja na abordagem da Bioética

1 Recuperado de: <http://www.ilga-europe.org/home/news/latest/intersex_forum_2013. > O 3° Férum Inter-

nacional Intersex ocorreu entre 29 de novembro e 1 de dezembro de 2012, em Valleta, Malta.
2 O autor utiliza a expressao bioética laica para fazer referéncia aquela bioética nao religiosa, que investiga

a partir de pilares racionais.
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da Protecéo, seja naquela da Bioética da Intervengdo, o status moral da crianca
intersexual demanda medidas concretas para assegurar o seu direito a saude.
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RESUMO: O teste do pezinho é fundamental
para triar doencas que causam riscos ao recém-
nascido. Assim sendo, € importante investigar o
conhecimento dos pediatras, neonatologistas,
ginecologistas e obstetras sobre o Teste
do Pezinho e, indiretamente, obter-se um
panorama de como a informacdo chega aos
pacientes. Trata-se de um estudo descritivo, de
carater quantitativo, realizado com 41 médicos
(12 pediatras, 13 ginecologistas/obstetras e
16 neonatologistas) do Hospital Universitario

As Ciéncias Biolégicas nas Dimensdes Humanista, Critica e Reflexiva

Lauro Wanderley, Jodo Pessoa, Paraiba.
A coleta de dados foi realizada de agosto a
outubro de 2016 por meio de um questionario,
com questdes fechadas do tipo dicotbmicas
(sim e nao) e outras de multipla escolha,
visando a caracterizacdo dos participantes e
questdes especificas ao Teste do Pezinho. Os
dados obtidos foram organizados em planilha
Microsoft Excel® e analisados por estatistica
descritiva. Houve predominio do sexo feminino
(83%), estado civil casado (75,6%), concluséao
da graduacado em universidades federais ou
estaduais do pais (95,1%) e graduacédo na
Universidade Federal da Paraiba (78%). Quanto
ao conhecimento sobre o Teste do Pezinho, os
principais resultados foram: confusdo quanto
a etiologia das doencas triadas, local para
coleta do exame e sua realizacdo e momento
para orientacdo sobre o teste; atribuicéo
da orientacdo sobre o exame ao pediatra;
conhecimento insatisfatério sobre as doencas
triadas. Portanto, o conhecimento dos médicos
pesquisados foi parcialmente satisfatério. Esse
achado mostra a necessidade urgente de acoes
continuas de reciclagem a essas especialidades
médicas, visando garantir uma assisténcia de
qualidade a mae e seu filho.

PALAVRAS-CHAVE:
Recém-nascido.
Obstetricia.

Triagem neonatal.

Pediatria. = Neonatologia.
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WHAT DO OBSTETRIC AND PEDIATRICS PHYSICIANS KNOW ABOUT THE
GUTHRIE TEST?

ABSTRACT: Newborning screening is critical to search for diseases that cause
risks to the newborn. This study aimed to investigate the physicians’ knowledge
about newborning screening and, indirectly, to obtain an overview of how information
reaches patients. A quantitative descriptive study was carried out with 41 physicians
(12 pediatricians, 13 gynecologists/obstetricians and 16 neonatologists) of the Lauro
Wanderley University Hospital, Jodo Pessoa, Paraiba. Data collection was performed
from August to October 2016 through a questionnaire, with closed questions of the
dichotomous type (yes and no) and others of multiple choice, to characterize the
participants and specific questions to the Guthrie test. The data were organized in
a Microsoft Excel® worksheet and analyzed by descriptive statistics. The sample
presented 83% of female, 75.6% of married civil status, 95.1% graduation from
federal or state universities in the country and graduation from Universidade Federal
da Paraiba (78%) predominated. About newborning screening knowledge, the main
results were: confusion regarding the etiology of the diseases triad, place for the
collection of the exam and its accomplishment and moment for orientation on the test;
assignment of guidance on examination to the pediatrician; unsatisfactory knowledge
about triad diseases. Therefore, the knowledge of the physicians surveyed was partially
satisfactory. This finding shows the urgent need for continuous actions of recycling to
these medical specialties, aiming to guarantee a quality assistance to the mother and
her offspring.

KEYWORDS: Neonatal Screening. InfantNewborn. Pediatrics. Neonatology. Obstetrics.

11 INTRODUGCAO

Segundo o Ministério da Saude (MS), o Teste do Pezinho (TP) é um dos
exames inclusos na Triagem Neonatal (TN) e corresponde a um conjunto de a¢des
preventivas, responsavel por identificar precocemente individuos com doencas
metabdlicas e assim interferir no seu curso, permitindo o tratamento especifico e a
reducéo ou eliminacdo das sequelas associadas a cada doencga (BRASIL, 2016; MAK
et al., 2013). Para ser incluida na triagem, uma doenca deve preencher os seguintes
critérios minimos: ser identificada em uma fase na qual ndo pode ser detectada
clinicamente, existir um teste com sensibilidade e especificidade adequadas, existir
beneficios na deteccéo precoce, intervencao oportuna e tratamento eficaz (ACMG,
2005). Esse rastreio neonatal de doencas metabdlicas, a maioria de etiologia
genética, foi implantado pelo MS com a criacdo do Programa Nacional de Triagem
Neonatal/PNTN em 2001, com rastreio de quatro doencgas (BRASIL, 2001). Em 2012,
houve inclusao de outras patologias no rastreio neonatal e a expansao para quatro
fases, totalizando a triagem para seis doencas (BRASIL, 2012).

Assim, a TN € um sistema coordenado e inclusivo que consiste em educacao,
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triagem, busca ativa, diagndéstico, tratamento, seguimento e avaliagao perioddica do
programa. Médicos e demais componentes publicos e privados do programa devem
estar em estreita comunicacao para garantir os testes confirmatérios, o seguimento
apropriado e cuidados dos recém-nascidos (RNs) afetados (ACMG, 2005). Apesar
de serem conhecidas as obrigacdes dos profissionais de salude perante a realizacao
do TP, pouco se sabe sobre o seu conhecimento a respeito desse tema. Os
poucos estudos publicados foram conduzidos majoritariamente com profissionais
de enfermagem (BENINCASA et al., 2009; ACOSTA, STREFLING, GOMES, 2013;
STREFLING et al., 2014; MESQUITA et al., 2017). Um estudo recente discutiu o
papel da Enfermagem no TP e mostrou fragilidades na atuacéo desses profissionais
em TN e entendimento limitado das méaes sobre o teste, que pode ser reflexo da
atuacdo inadequada da Equipe de Enfermagem na Educacédo em Satde (TROVO
DE MARQUI, 2016a). Outra pesquisa avaliou o conhecimento dos profissionais das
Unidades Basicas de Saude (UBSs) sobre esse tema e incluiu 114 enfermeiros e
técnicos de enfermagem, mas apenas oito médicos (MESQUITA et al., 2017). Assim,
nao existem relatos sobre o conhecimento dos médicos sobre este exame, o que
evidencia o ineditismo dessa pesquisa. Portanto, esse estudo visa preencher essa
lacuna e tem por objetivo investigar o conhecimento dos médicos sobre o TP e,
indiretamente, obter-se um panorama de como a informagédo chega aos pacientes.
Espera-se que tais profissionais estejam aptos a transmitir a informacao de forma
correta.

Dentre as diversas especializacbes médicas, o presente estudo direcionou
sua investigacao aos médicos ginecologistas/obstetras e neonatologistas/pediatras,
devido a sua participacéo efetiva no ciclo gravidico-puerperal, respectivamente.
Portanto, espera-se que tais profissionais possuam um conhecimento sélido sobre a
TN, visando a orientacdo aos pais e a promoc¢ao da saude materno-infantil.

2 | METODOS

Trata-se de um estudo descritivo, de carater quantitativo, realizado no Hospital
Universitario Lauro Wanderley (HULW), um hospital de médio porte do municipio de
Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil. A escolha do HULW ¢ justificada pelo facil acesso as
especialidades médicas investigadas e, por ser um dos centros de coleta do exame
no estado da Paraiba.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
do HULW (CAAE N° 56289616.9.0000.5183). Todos os participantes receberam
explicacdes sobre a pesquisa, foram convidados a participarem da mesma e aqueles
qgue concordaram assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
e, responderam o questionario.

A coleta de dados foi realizada de agosto a outubro de 2016, nos periodos
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diurno e noturno, por meio de um questionario semi-estruturado, contendo questdes
fechadas do tipo dicotémicas (sim e ndo) e outras de multipla escolha. O questionario
foi constituido por perguntas visando a caracterizacdo dos participantes e outras
especificas ao TP referentes a sua importancia, finalidade, periodo para coleta e
quais as doencas triadas. As opcdes de resposta quanto ao periodo para a coleta do
TP eram: (A) nas primeiras 48 horas de vida; (B) do 8° ao 10° dia de vida; (C) ap6s
30 dias de nascimento; (D) do 3° ao 7° dia de vida, (E) do 11° ao 30° dia de vida e (F)
nao sei. Quanto as doencas que podem ser detectadas pelo TP, as possibilidades
de resposta eram fenilcetonaria (PKU), HIV/AIDS, diabetes, hiperplasia adrenal
congénita (HAC), deficiéncia de biotinidase, sindrome de Down, anemia falciforme e
outras hemoglobinopatias, hemofilia, hepatite, hipotireoidismo congénito (HC), fibrose
cistica (FC) e nao sei, podendo ser marcada mais de uma opg¢ao. O instrumento de
coleta de dados utilizado foi o mesmo empregado em pesquisa prévia, com pequenas
alteracdes (RODRIGUES, HAAS, TROVO DE MARQUI, 2016). Os questionarios
foram entregues pessoalmente pelas pesquisadoras VAG e NLM que esperavam
o0 tempo necessario para que os médicos respondessem ao questionario naquele
mesmo momento.

Como critérios de inclusdo foram estabelecidos que os médicos estivessem
presentes no setor durante a aplicagcdo do instrumento de coleta de dados e que
aceitassem participar voluntariamente do estudo, mediante a assinatura do TCLE.
Foram excluidos aqueles que ndo estavam no setor no momento da aplicacdo do
questionario, por estarem em periodo de férias, sob atestado médico ou afastamento
de outras naturezas. Assim, participaram deste estudo 12 pediatras, 13 ginecologistas/
obstetras e 16 neonatologistas.

Os dados obtidos foram organizados em planilha Microsoft Excel® e analisados
por estatistica descritiva.

3| RESULTADOS

A média de idade dos médicos foi 41,92 (+7,7) anos sendo 59 a idade maxima
e 30 a minima. Dos participantes, 83% eram do sexo feminino e 17% do masculino.
Com relacéo ao estado civil, 75,6% dos individuos eram casados; 14,6% solteiros;
7,3% divorciados e 2,5% nao responderam. Considerando o local de conclusao
do curso de Medicina, 95,1% terminaram a graduacao em universidades federais
ou estaduais do pais e 4,9% nao responderam essa pergunta. Houve predominio
daqueles que concluiram sua graduacéao na Universidade Federal da Paraiba (78%).
Quanto ao local de trabalho, 65,8% trabalhavam somente em hospitais; 19,5% em
hospitais e na universidade; 7,3% em hospitais, universidade e consultério particular;
4,9% somente na universidade e 2,5% apenas em hospitais e consultério particular.

A Tabela 1 descreve as respostas em relagcéo a finalidade do TP. Quando
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questionados sobre a importéncia do TP, houve predominio da resposta deteccéao
precoce de algumas doencas trataveis com porcentagens de 92,3%; 93,8% e 100%
para ginecologistas/obstetras, neonatologistas e pediatras, respectivamente.

Finalidade do Teste do Pezinho

Especialidade Saber se Saber se Ambas Total
a crianga a crianca % Y%
tem alguma terd alguma
doenca doenca
% genética
%

Ginecologia/Obstetricia 38,5 53,8 7,7 100
Neonatologia 56,2 25,0 18,8 100
Pediatria 50,0 50,0 0,0 100

Tabela 1 - Descri¢éo da finalidade do Teste do Pezinho de acordo com a especialidade médica.

Em relacao ao conhecimento de qual o local para a coleta do exame, 100% dos
ginecologistas/obstetras e dos pediatras responderam ser exclusivamente o pé do
RN. Dentre os neonatologistas, 75% responderam que a coleta do sangue é do pé
do RN; 6,2% do braco por puncao venosa e 18,8% que poderia ser por ambas as
formas. Os resultados das questdes realizagdo do exame e sua orientacdo constam

apresentados na Tabela 2.

Realizacéo do Teste do Pezinho

Especialidade Equipe de Equipe de Nao responderam Total
enfermagem  enfermagem Y% Y%
Y% e médico
%
Ginecologia/Obstetricia 84,6 7,7 7,7 100
Neonatologia 87,5 12,5 0,0 100
Pediatria 83,3 8,35 8,35 100
Orientacéo do Teste do Pezinho
Especialidade Pediatra Pediatra e Equipe de Total
Y% equipe de enfermagem %
enfermagem %
%
Ginecologia/Obstetricia 76,9 15,4 7,7 100
*Neonatologia 50,0 25,0 12,5 100
Pediatria 83,3 8,35 8,35 100

Tabela 2 — Resultados quanto a analise das questdes, realizacéo e orientagédo do Teste do
Pezinho de acordo com a especialidade médica.

* 6,25% escolheram as trés opgdes e 0s 6,25% restantes responderam pediatra e obstetra.

N&o trazer risco para o bebé foi a resposta predominante em todos os grupos
estudados (76,9% para ginecologistas/obstetras; 93,8% dos neonatologistas € 100%
dos pediatras). A Tabela 3 apresenta os resultados da questao periodo para coleta
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do TP. Nenhum dos participantes optou pela letra C.

Quando o Teste do Pezinho deve ser realizado no recém-nascido?

Especialidade A B D D/E E F Total
% % % % % % %
Ginecologia/ 15,4 7,7 61,5 0,0 7,7 7,7 100
Obstetricia
Neonatologia 0,0 0,0 93,8 6,2 0,0 0,0 100
Pediatria 8,33 8,33 75,0 0,0 8,33 0,0 100

Tabela 3 - Descri¢do do periodo para coleta do Teste do Pezinho de acordo com a
especialidade médica.

(A) nas primeiras 48 horas de vida; (B) do 8° ao 10° dia de vida; (C) apo6s 30 dias de nascimento; (D) do 3° ao 7°
dia de vida, (E) do 11° ao 30° dia de vida e (F) néo sei

Sobre as doencas que podem ser detectadas pelo TP, de acordo com a
especialidade médica, 50%; 0,0% e 33,3% dos neonatologistas, ginecologistas/
obstetras e pediatras, respectivamente, marcaram corretamente as seis doencgas
triadas pelo TP, ressaltando que a Paraiba, encontra-se na fase IV da TN. As
porcentagens restantes referem-se a outras op¢cdes que nem sempre contemplavam
as doencas realmente triadas.

Quando questionados sobre a razdo da escolha das doencas pelo TP, 100%
dos participantes responderam que o “tratamento dessas doencas quanto mais cedo
ocorrer melhor para a crianca e seguiram critérios pré-estabelecidos”.

Sobre a obrigatoriedade do teste; 69,2% dos ginecologistas/obstetras
responderam que o TP é obrigatorio; 23,1% que é facultativo e 7,7% n&o souberam
responder. No grupo de neonatologistas, as respostas obrigatorio, obrigatério/
facultativo e facultativo foram respectivamente, 87,5%; 6,25% e 6,25%. Entre os
pediatras, 75% responderam que o teste € obrigatério e 25%, facultativo. A Tabela 4
descreve as respostas sobre o local onde o TP é realizado.

Local de realiza¢do do Teste do Pezinho

Especialidade Sistema Sistema Particular N&o Sei Total
Publico/SUS? % % %
%
Ginecologia/Obstetricia 38,5 61,5 0,0 100
Neonatologia 6,25 87,5 6,25 100
Pediatria 50,0 50,0 0,0 100

Tabela 4 - Local onde o Teste do Pezinho deve ser realizado, de acordo com a especialidade
médica.
aSUS: Sistema Unico de Saude

As respostas mais frequentes em relacdo a questdao “momento em que as
orientacbes acerca do teste devem ser realizadas” foram: para os ginecologistas/




obstetras - alta hospitalar/maternidade (46,2%); pré-natal, alta hospitalar/
maternidade e UBS no momento da realizagcdo do teste (23,1%) e pré-natal, alta
hospitalar/maternidade (15,4%). Os neonatologistas referiram pré-natal, alta
hospitalar/maternidade e UBS no momento da realizacao do teste (50%); pré-natal e
alta hospitalar (31,3%) e alta hospitalar/maternidade (12,5%). Ja entre os pediatras,
as respostas predominantes foram no pré-natal e na alta hospitalar/maternidade
(41,7%); na alta hospitalar/maternidade (41,7%) e pré-natal, alta hospitalar/
maternidade e UBS no momento da realizagao do teste (8,3%).

Houve predominio da resposta desinformacdo acerca do teste entre os
ginecologistas/obstetras (69,2%) e pediatras (83,3%) como motivo para as maes nao
levarem seus filhos para realizar o TP. Por outro lado, 37,5% dos neonatologistas
responderam desinformacdo acerca do teste e ndo acham o teste importante e
31,3% desinformacéo sobre o TP.

Durante o preenchimento do questionario, os médicos avaliaram brevemente a
abordagem do tema TP na graduacéo sendo que 36,6% e 65,8% deles referiram a
necessidade de aumento da carga horaria das disciplinas que abordavam o tema TP
e um enfoque mais amplo, respectivamente.

4 | DISCUSSAO

O presente estudo teve por finalidade investigar o conhecimento dos médicos
sobre o TP. No entanto, ndo ha estudos na literatura com esse enfoque, o que dificultou
a comparagao com os dados aqui apresentados. Os poucos estudos publicados
foram conduzidos com profissionais da saude, com destaque para a enfermagem
(BENINCASA et al., 2009; ACOSTA, STREFLING, GOMES, 2013; STREFLING et
al., 2014; MESQUITA et al., 2017).

Quanto a caracterizacdo da amostra, nossos resultados estdo de acordo com a
literatura que mostrou predominio do sexo feminino (PURIM, BORGES, POSSEBOM,
2016; LACERDA, BARBOSA, CUNHA, 2011) e local de trabalho variavel (LACERDA,
BARBOSA, CUNHA, 2011). O predominio do estado civil casado esta provavelmente
relacionado a média de idade dos individuos pesquisados.

Em relacdo a finalidade do TP, cerca de 50% dos participantes néao
associaram que a maioria das doencas triadas pelo TP exibe etiologia genética e,
consequentemente, ha um risco de recorréncia. Nesse sentido, o aconselhamento
genético é indispensavel.

Ficou evidente entre os médicos pesquisados que as doencgas detectadas no
TP tém tratamento disponivel e que, portanto, € imprescindivel o diagnostico precoce
e tratamento adequado, para evitar principalmente a deficiéncia intelectual. O TP faz
parte da TN e é o maior programa de saude publica preventiva no Brasil, vinculado ao
Sistema Unico de Saude/SUS (LEAO, AGUIAR, 2008). As doencas detectadas sdo
cronicas, incuraveis, mas com bom prognostico mediante diagnéstico e tratamento
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precoces.

A provavel explicacdo para exclusividade da resposta coleta do TP do pé do
neonato entre os ginecologistas/obstetras e pediatras esta vinculada a nominagcao
do exame. Apesar do pé ser o local padréao, em casos de dificil coleta, a obtencao
do sangue por venopuncdo é adequada. Essa opcdo de resposta foi apenas
mencionada pelos neonatologistas. Um estudo com académicos de enfermagem
revelou frequéncias de 95,2% e 3,6% para coleta de sangue apenas do pé do RN
e do brago por puncdo venosa, respectivamente (RODRIGUES, HAAS, TROVO DE
MARQUI, 2016).

Quando questionados sobre a realizacédo do TP, as trés especialidades médicas
(frequéncia aproximada de 85%) relataram ser a equipe de enfermagem responsavel
pelo procedimento. Essa informacdo estd correta e corrobora estudo prévio
(RODRIGUES, HAAS, TROVO DE MARQUI, 2016). O profissional responsavel pela
coleta do TP geralmente é da enfermagem (enfermeiro, técnico de enfermagem ou
auxiliar de enfermagem), cuja atividade é regulamentada por legislacdo especifica
e possui responsabilidades bem definidas (BRASIL, 2004). A orientacéo do TP foi
atribuida, majoritariamente ao pediatra. Esse achado implica que tal orientagao é
apenas realizada apés o nascimento do neonato, o que ndo € adequado, uma vez
que deveria ser iniciada ainda no pré-natal pelo médico e/ou enfermeiro obstetra.
A equipe de enfermagem foi pouco mencionada apesar de seu papel significativo
na Educacdo em Saude. Nossos dados contradizem aqueles recém-publicados
que mostraram que a orientacdo do TP foi atribuida a equipe de enfermagem
(77,1%), médicos pediatra (16%) e obstetra (3,5%) (RODRIGUES, HAAS, TROVO
DE MARQUI, 2016). Pesquisa realizada com 75 puérperas mostrou predominio do
médico (60%) como profissional de saude que forneceu informacdes sobre o TP,
seguida pela equipe de enfermagem (40%) (ARDUINI et al., 2017).

O presente estudo mostrou que é consenso entre os médicos que o TP nao
traz risco a saude do neonato, resultado também evidenciado em pesquisa com
académicos de enfermagem (RODRIGUES, HAAS, TROVO DE MARQUI, 2016) e
maes (ARDUINI et al., 2017; SILVA et al., 2017).

A grande maioria dos neonatologistas (93,8%) citaram corretamente a idade
adequada para a realizacdo do TP. Ja entre os pediatras (75%) e ginecologistas/
obstetras (61,5%) houve predominio da resposta D, mas também a mencao a outros
periodos. De acordo com o MS, a idade ideal para coleta do exame é entre o 3°
e 7° dia de vida do neonato, preferencialmente no 5° dia. O periodo entre oito e
30 dias é considerado aceitavel e acima de 30 dias, inapropriado (BRASIL, 2004).
Estudo recente sobre o panorama da TN para PKU no Brasil mostrou que a maioria
das criancas realizaram o TP no periodo aceitavel (TROVO DE MARQUI, 2016b).
Aproximadamente 90% dos profissionais de saude que atuavam nas UBSs citaram
que a coleta do TP deve ser realizada entre o terceiro e sétimo dias de vida do
neonato (MESQUITA et al., 2017).

| 62
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No Brasil, o numero maximo de doencas triadas pelo TP realizado pelo SUS
sado seis, ou seja, PKU, HC, anemia falciforme e outras hemoglobinopatias, FC,
HAC e deficiéncia de biotinidase. O presente estudo foi realizado no municipio de
Jodo Pessoa, Paraiba, situado na regidao Nordeste do Brasil. O estado da Paraiba
encontra-se na fase IV. A regido norte (a segunda com o maior nimero de estados
do pais) contém seis dos seus sete estados ja na quarta fase (triagem das quatro
doencas descritas na fase Ill e inclusdo de HAC e deficiéncia de biotinidase)
(BRASIL, 2014). Em relagao a essa questao, o numero de acertos foi extremamente
baixo. Esse achado é preocupante e mostra desinformacao pela classe médica e,
consequentemente, comprometimento na qualidade de informacéao prestada a mae/
parturiente. Nesse sentido, o conhecimento dos médicos quanto as doencas triadas
foi inadequado. Entre os académicos de enfermagem, aproximadamente 23%
responderam corretamente todas as seis doencas triadas pelo TP no estado de Minas
Gerais (RODRIGUES, HAAS, TROVO DE MARQUI, 2016). Pesquisa publicada em
2009 também mostrou desconhecimento por parte dos profissionais de enfermagem
sobre as doencas triadas pelo TP (BENINCASA et al., 2009). Entre os profissionais
de saude que atuavam nas UBSs do municipio de Uberaba/MG, 84,2% e 100%
dos enfermeiros e médicos, respectivamente, acertaram quatro ou mais doencgas
rastreadas pelo TP (MESQUITA et al., 2017).

Foiunanime aresposta que o tratamento precoce permite um melhor prognéstico
e qualidade de vida ao paciente afetado. No entanto, apesar dessa consciéncia,
uma revisao recente sobre PKU mostrou que triagem para essa condicdo nos
estados brasileiros precisa ser melhorada principalmente quanto a idade de inicio do
tratamento (TROVO DE MARQUI, 2016b).

Quanto a obrigatoriedade do exame, essa resposta foi predominante entre os
neonatologistas (87,5%). Entre os pediatras e ginecologistas/obstetras, a op¢ao
facultativa foi responsavel por aproximadamente 25% das respostas. O TP € um
exame gratuito realizado pelo SUS e sua obrigatoriedade consta no Estatuto da
Crianca e do Adolescente (BRASIL, 1990). A portaria no. 822 de 06 de junho de 2001
reforca a gratuidade e obrigatoriedade do TP (BRASIL, 2001).

Um achado curioso foi a mencéao ao sistema particular de saude pelos médicos
como o local mais frequente para realizacdo do TP, contradizendo a literatura
cientifica (RODRIGUES, HAAS, TROVO DE MARQUI, 2016). Esse resultado foi
inesperado em virtude dos participantes atuarem em um hospital publico que faz a
coleta do exame.

As orientacOes sobre o TP devem iniciar no pré-natal com atuacéo do médico
e enfermeiro obstetra, pois ha tempo disponivel para que a gestante assimile as
informagdes e esclareca suas duvidas, ser reforcada na alta da maternidade/
hospital (principalmente quanto ao periodo adequado para coleta) e no momento de
realizacéo do exame na UBS. Essa opc¢ao de resposta foi a mais frequente entre os
neonatologistas, a segunda entre os ginecologistas/obstetras e a terceira entre os
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pediatras. A realizacdo em um periodo unico, por exemplo, na alta hospitalar pode
nao ser efetiva uma vez que a parturiente estd em fase de adaptacdo e cansada.
Pesquisa recente com 160 gestantes que frequentaram o servigo de pré-natal na rede
de atencao primaria de saude do municipio de Uberaba/MG revelou que em média
50% das participantes nao foram orientadas sobre o TP no pré-natal (SILVA et al.,
2017). Outro estudo com puérperas revelou que 57% delas receberam orientacoes
durante o acompanhamento pré-natal e 43% na alta hospitalar (ARDUINI et al.,
2017). Entre os profissionais de saude das UBSs, 0 momento ideal para orientagdes
sobre o TP foi o periodo pré-natal (74,8%) seguido pela alta hospitalar e antes da
coleta do exame, com valores de 43,1% cada (MESQUITA et al., 2017).

Houve predominio da resposta desinformac¢ao acerca do teste como motivo
para as maes nao levarem seus filhos para realizacdo do exame. Esse resultado
foi semelhante a literatura consultada (RODRIGUES, HAAS, TROVO DE MARQUI,
2016), é preocupante e pode refletir uma falha na orientacdo sobre o TP durante
o ciclo gravidico-puerperal. Essa lacuna poderia ser preenchida com a criacdo do
“Dia do Teste do Pezinho” conforme sugerido por MAGALHAES et al. Esses autores
sugerem ser o0 3° dia de vida do neonato, o que também contribuiria diretamente
para a coleta adequada do exame no periodo ideal preconizado pelo MS. Apesar da
sugestéo prévia, oficialmente o Dia Nacional do TP é comemorado em 06 de junho
de acordo com a Lei N° 11.605 de 05 de dezembro de 2007 (BRASIL, 2007). Faz-
se necessario uma divulgacao expressiva entre os pais sobre os beneficios do TP,
visando garantir e promover a saude fisica e mental do neonato, uma vez que alguns
disturbios (por exemplo, a PKU e o HC) causam deficiéncia intelectual.

Quanto a abordagem do TP na graduacao, ficou evidente a necessidade de
maior discussdo do tema. Esse achado pode explicar os equivocos apresentados
pelos participantes emrelacao a alguns aspectos do TP. No entanto, seria interessante
uma analise mais profunda sobre a tematica tanto na graduag¢ao quanto na residéncia
médica devida sua extrema importancia para a promoc¢ao da saude neonatal.

O presente estudo apresentou como limitacdo o numero de médicos
investigados, um total de 41 sendo 12 pediatras, 16 neonatologistas e 13
ginecologistas/obstetras. Nesse sentido, sugerem-se pesquisas adicionais visando
a reprodutibilidade dos resultados aqui obtidos. No entanto, ressalta-se o ineditismo
de nossa pesquisa uma vez que nao ha, de nosso conhecimento, estudos publicados
com esse enfoque investigando o conhecimento dos médicos sobre a tematica TP.

Na literatura ha um estudo semelhante a esse realizado com 47 médicos sobre
Triagem Auditiva Neonatal Universal/TANU (CAMPOQOS et al., 2014). Seu objetivo foi
avaliar e quantificar, através de questionario, o conhecimento de neonatologistas,
pediatras e residentes em pediatria, sobre deteccao, fatores de risco, diagnéstico
precoce e encaminhamento para reabilitacdo dos pacientes acometidos por
deficiéncia auditiva neonatal no municipio de Jundiai, SP. Os autores concluem que
0s participantes apresentam conhecimento inadequado e incompleto em relacéao a
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TANU e a deficiéncia auditiva e destacam a necessidade de uma reciclagem de
conhecimento (CAMPQOS et al., 2014).

Em suma, os resultados apresentados mostram a necessidade de maiores
esclarecimentos aos médicos em relacéo a alguns tépicos do TP, tais como local para
coleta do exame, orientacdo, doencas detectadas, local para realizagcdo do teste.
Portanto, o conhecimento dos médicos pesquisados foi parcialmente adequado.
Esse achado mostra a necessidade urgente de agdes continuas de reciclagem
visando garantir uma assisténcia de qualidade a mae e seu filho.
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RESUMO: As  enteroparasitoses  sao
consideradas um grande problema de saude
publica mundial que afeta a populagcéo
de diferentes faixas etarias e niveis
socioeconémicos. Sua maior prevaléncia
ocorre nos microambientes onde a populacao
apresenta uma baixa escolaridade e precarias
condicbes de moradias devido a auséncia
de servigos publicos basico de qualidade. O
presente estudo teve como objetivo investigar
a ocorréncia de um trabalho educacional
relacionado ao controle e a transmisséo de
parasitoses voltadas para a populagcao atendida
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nas Unidades Basicas de Saude (UBS) do
Municipio do Rio de Janeiro. Para a realizacéo
deste trabalho foi aplicado um roteiro de
avaliagdo nas UBS distribuidas em diferentes
zonas do Municipio, considerando quais sao
as medidas adotadas de Educacé&o em Saude,
bem como o nivel de capacitacéo profissional
e se a distribuicdo geografica de cada unidade
influenciava na positividade dos casos
parasitologicos. Nossos resultados mostraram
que em relacdo a Educacao e Saude nao ha
a disseminagdo de informacdes voltadas para
a populacao assistida das unidades estudadas
que enfoquem esta area do conhecimento.
Observamos também que os profissionais nao
apresentam informacdes e/ou nao possuem
o costume de divulgarem o0 conhecimento
cientifico para a populagcéo assistida, a fim de
realizarem uma mediagcdo sobre as diversas
medidas profilaticas das parasitoses. Podemos
concluir que um programa de Educacdo em
Saude poderia contribuir para a reducdo da
ocorréncia das doencas parasitarias reduzindo
a morbidade e os custos com medicamentos
e proporcionando um bem-estar na sociedade
como um todo.

PALAVRAS-CHAVE: Unidade
Saude, Educacao em Saude, Parasitoses.
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EDUCATION IN HEALTH: HOW PARASITOLOGY IS BEING APPROACHED IN THE
BASIC HEALTH UNITS IN THE CITY OF RIO DE JANEIRO.

ABSTRACT: Enteroparasites are considered a major global public health problem
affecting the population of different age groups and socioeconomic levels. Its higher
prevalence occurs in the microenvironments where the population presents a low level
of schooling and precarious housing conditions due to the absence of basic quality
public services. The present study aimed to investigate the occurrence of educational
work related to the control and transmission of parasites directed at the population
served at the Basic Health Units of the City of Rio de Janeiro. For the realization of
this work an evaluation roadmap was applied in the BHUSs distributed in different zones
of the Municipality, considering which measures were adopted of Health Education,
as well as the level of professional qualification and if the geographical distribution of
each unit influence the positivity of the parasitological cases. Our results showed that
in relation to Education and Health there is no dissemination of information aimed at
the assisted population of the studied units that focus on this area of knowledge. We
also observed that professionals do not present information and/or do not have the
habit of disseminating scientific knowledge to the assisted population, in order to carry
out a mediation on the various prophylactic measures of parasitoses. Based on this
information, a Health Education program can contribute to reducing the large-scale
occurrence of parasitic diseases by reducing morbidity and drug costs and providing
welfare in society as a whole.

KEYWORDS: Basic Health Unit, Health Education, Parasitoses.

11 INTRODUGCAO

As enteroparasitoses sdo um grave problema de saude publica que ainda
persiste em paises em desenvolvimento, principalmente no Brasil (GROSS & SILVA,
2016), onde a populacao de nivel socioecondmico mais baixo e baixa escolaridade
sao os mais acometidos (SOUZA et al., 2016). As doencas parasitarias cujos agentes
etiologicos podem ser helmintos ou protozoarios ocorrem em diversas regides do
pais, seja em zona rural ou urbana e em diferentes faixas etarias (GROSS & SILVA,
2016; MELO et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2018). A presenca dessas doencas
multiplica o risco de morbimortalidade tornando imprescindivel investigacbes para
que se possam tracar medidas de controle direcionadas a populacdo suscetivel
(BRAGAGNOLLO et al. 2018).

No Brasil, diversos autores tem observado a alta prevaléncia de casos positivos
para as enteroparasitoses em diferentes regides do pais. Melo et al., (2014) realizou
um estudo em alunos de ambos 0s sexos com idade escolar entre cinco e quatorze
anos de uma unidade publica e constatou que 62% de suas amostras encontravam-se
positivas para as enteroparasitoses. Posteriormente, Souza et al., (2016) realizaram
uma pesquisa com familias socioeconomicamente carentes no litoral norte do Estado
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do Piaui e confirmou que 73% das amostras de fezes estavam positivas para um ou
mais tipos de parasitos. Dias et al., (2018) revelou que ha uma frequéncia de 62,5%
de parasitoses em criancas de 2 a 6 anos de idade de uma escola na cidade de
Ribeirao Preto (SP).

Esses numeros elevados de positividade demonstram que a contaminacao da
populacdo esta relacionada a multiplos fatores, sejam relacionados aos servicos
sanitarios deficientes, devido a falta de investimento em saneamento basico e
educacéo ou a contaminacdo do ambiente onde estudam, se divertem ou moram.
Um exemplo é o uso de brinquedos sujos, a escassez de higiene pessoal adequada
ou até mesmo a auséncia da utilizagao de calgcados (GROSS & SILVA, 2016; MELO
et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2018). Grande parte dos trabalhos citados na literatura
demonstram que a populagéo infantil € a mais afetada e suscetivel as infec¢des
parasitarias, devido ao seu sistema imunologico ainda estar em desenvolvimento,
podendo, com isso, contribuir para o desequilibrio nutricional, cognitivo e fisico do
individuo (Dias et al., 2018).

E importante ressaltar que a distribuicdo de casos na populacdo brasileira
varia de acordo com as condi¢cdes de saneamento basico de cada regido, ou seja, a
medida que ocorre um aumento da qualidade dos servigos publicos de agua, esgoto
e educacdo sanitaria ha uma diminuicdo na positividade das enteroparasitoses
(XAVIER & LORETO, 2016).

Por mais que a saude coletiva seja uma tarefa de todos, € de extrema importancia
que as estratégias utilizadas nos Postos de Saude possam auxiliar para que haja
uma diminuicdo no numero de pessoas parasitadas na comunidade. As Unidades
Basicas de Saude (UBS) sédo destinadas como a “porta de entrada” da populagéo
aos servicos da rede basica de saude e com isso, elas sdo responsaveis pela
preservacao da saude na comunidade como um todo (ALMEIDA et al., 1998). Nesse
sentido, profissionais atualizados e instruidos podem contribuir com informagdes
fundamentais para o controle das diversas parasitoses intestinais que circulam no
municipio do Rio de Janeiro, ja que é sabido que a educacéo na saude garante sim
um sucesso na prevencgao de diversas doencgas infecciosas e parasitarias (GOMES
et al. 2016).

Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar o conhecimento sobre a
promoc¢do da saude nas UBS como medida socioeducativa e preventiva, o que
poderia resultar na diminuicdo dos casos de doencas parasitolégicas. Para isso,
avaliamos se era realizado algum trabalho em Educacédo e Saude na populacao
assistida e nos funcionarios das UBS, de diferentes areas do municipio do Rio de
Janeiro.
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2 | MATERIAIS E METODOS

Para o desenvolvimento deste trabalho realizamos um estudo exploratério do
perfil socioeconémico das regides que englobam o municipio do Rio de Janeiro,
com abordagem qualitativa e quantitativa das UBS distribuidas de modo aleatério
em cada uma das quatro zonas administrativas do municipio (Oeste, Norte, Sul e
Central) no ano de 2017.

O estudo foi realizado em sete Unidades Basicas de Saude (UBS) distribuidas
da seguinte forma: Zona Oeste (Posto A — Campo Grande) e (Posto B — Rio da
Prata); Zona Norte (Posto C — Iraja) e (Posto D — Vila Isabel), Zona Central (Posto E
— Centro) e (Posto F — Lapa) e Zona Sul (Posto G — Copacabana). Em cada zona do
municipio foram analisadas duas unidades localizadas em bairros diferentes, para
que se pudesse ter nogado da real situacéo vivenciada pela populagcédo da localidade
e assistida pela UBS. Entretanto, constatamos algumas dificuldades na obtencéao
dos dados referentes as unidades localizadas na zona Sul do municipio. Por este
motivo, avaliamos apenas uma unidade nesta zona.

Nosso propésito em cada UBS foi verificar se ha uma correlacédo das medidas
adotadas em Educacao e Saude; averiguar o nivel de capacitacao profissional dos
funcionarios de saude; conferir se ha uma similaridade em relagéo ao quantitativo de
individuos parasitados em zonas diferentes do municipio; identificar se a distribuicao
geografica de cada unidade influencia na positividade de casos parasitoldgicos.

Os dados foram coletados com auxilio de um roteiro de avaliacdo com 13
perguntas distribuidas em 4 itens: A — servico prestado pela UBS a populagao; B —
medidas de educacao nas UBS; C — frequéncia das parasitoses e D — préticas de
educacéo e saude para prevengao das parasitoses. As perguntas foram respondidas
de modo livre ou fechada (Sim ou N&o) (Quadro 1).
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A) O servico que esta sendo prestado pelas UBS para a populacao;
- Quantas pessoas séo atendidas por més nesta UBS?
- Os pacientes costumam receber medicamentos antiparasitarios antes
da confirmacao laboratorial?
- Existe algum dado quantitativo referente a distribuicdo de medica-
mentos antiparasitarios nas UBS?
- Existe algum tipo de protocolo utilizado em casos suspeitos de para-
sitoses?

B) Medidas de educacao e saude nas UBS estudadas;

- A unidade dispde de panfletos ou cartazes de praticas profilaticas de
educacao, referente as diversas parasitoses?

- Possui alguma pratica de prevengao e/ou promocéo da saude no coletivo ou
no individual?

C) Frequéncia das parasitoses nas UBS estudadas;

- Ha casos positivos de parasitoses tratadas nesta unidade?

- Quais as principais parasitoses encontradas nesta unidade?

- Em qual grupo (Adultos, Criangas ou ldosos) o percentual de casos positivos
€ mais recorrente?

- A unidade apresenta um controle do numero de casos de pacientes
reinfectados?

D) Praticas de prevencao e/ou de promocao da saude realizadas, seja no
coletivo ou individualmente como mecanismo da diminuicao dos casos
parasitologicos.

- Existe algum curso ou palestra de atualizagdo para os funcionarios, que
envolvam assuntos relacionados com as parasitoses?

- E feito algum tipo de instrugdo para os pacientes na hora de buscarem o
medicamento antiparasitario?

- E realizado 0o acompanhamento dos pacientes apds a orientacéo e
tratamento?

Quadro 1 — Roteiro de Avaliagao aplicado no estudo

O questionario foi aplicado aos profissionais que possuiam ligacao direta com
a orientacao da populacgéo local, como, profissionais assistenciais de nivel superior
e de nivel médio. Vale lembrar que os funcionarios de cada unidade informaram os
dados referentes a positividade estimada, com auxilio da média mensal de individuos
parasitados.

Dessa forma, os dados obtidos nas visitas técnicas de cada UBS estudada
foram organizados em tabelas comparativas para posteriormente serem discutidos a
luz das referéncias tedricas.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Estima-se que cerca de 2 bilhdes de pessoas estejam parasitadas o que
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demonstra que as parasitoses ainda sdo um grande problema de saude publica
(GROSS & SILVA, 2016). Dentro desta perspectiva este estudo realizou uma avaliagcao
em 7 UBS distribuidas em diferentes zonas do municipio do Rio de Janeiro através
de um questionario sobre os aspectos parasitologicos e de educagdo em sauda
da populacéo assistida e dos funcionarios, a fim de saber o nivel de atualizacéao e
instrucao profissional e que trabalhos educativos séo realizados para a populagéo de
cada unidade diante das condi¢cdes socioecondmicas de cada regido.

3.1 As condicOes socioecondmicas da regiao de estudo

Com base na anélise dos resultados, ressaltamos que em cada UBS visitada
foi obtido um numero que representa a média do valor quantitativo de atendimentos
realizados mensalmente por cada unidade. As UBS estudadas na zona Oeste
representam um total de 14.296 atendimentos onde o Posto A e o Posto B atendem
cerca de 9.576 e 4.720 pessoas respectivamente. Na zona Norte, as duas unidades
realizaram 32.519 atendimentos dos quais 14.133 atendimentos sao realizados pelo
Posto C e 18.386 pelo Posto D. Na zona Central os atendimentos foram 9.420, onde
5.420 refere-se ao Posto E e 4.000 ao Posto F. A unidade avaliada na zona Sul
realiza cerca de 24.869 atendimentos (Posto G).

Os dados fornecidos pelas UBSs sugerem que na zona Oeste (Posto A) e na
zona Norte (Postos C e D) apresentam uma positividade para enteroparasitoses
igual ou superior a 50% da populacéo total atendida ao més. Resultado semelhante
foi encontrado nos estudos de Vieira & Amarante (2011), em uma amostra de 1.381
criangas menores de cinco anos de idade residentes de comunidades da cidade
do Rio de Janeiro com uma positividade de 54,5%. Mata-Santos, et al. (2013)
demonstrou uma prevaléncia de 45,9% de parasitos em amostras fecais de 432
criancas atendidas em unidades basicas de saude em uma cidade do sul do Brasil.

As UBS localizadas e estudadas na zona Central (Posto E e F) apresentam
cerca de 20% a 30% de positividade para enteroparasitos na populagao assistida.
Esses valores podem ser justificados devido as caracteristicas de sua area, pois,
trata-se de um bairro comercial e com menor presengca de moradores ao redor,
quando comparamos com as outras unidades localizadas em zonas residenciais e
com maior numero de residentes do municipio (Figura ).
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Figura 1 — Positividade estimada das parasitoses intestinais relatadas pelos profissionais de
cada UBS estudadas no municipio do Rio de Janeiro.

Essa alta prevaléncia de parasitoses em diferentes zonas do municipio do
Rio de Janeiro pode ser justificada segundo os dados disponiveis pelo sistema
de Federacdo das Industrias do Estado do Rio de Janeiro no qual revelam que
este Municipio apresenta cerca de 83,1% de coleta efetiva do esgoto, entretanto
apenas 44,5% deste recebe o tratamento adequado (FIRJAN, 2017). E importante
ressaltar que diversos trabalhos na literatura abordam a problematica da auséncia
das condi¢des sanitarias adequadas e evidenciam as diversas consequéncias desta
caréncia para a populacédo (GOMES et al. 2016; NUNES, 2016; SANTOS et al. 2018).

Estudos atuais retratam o quanto sdo importantes 0 saneamento basico e o
tratamento adequado do esgoto no que se refere ao controle das doencas e o cuidado
com o meio ambiente. A falta dos servicos publicos de qualidade, como: agua tratada,
saneamento basico, medidas de conscientizacdo da populag¢ao sao indispensaveis
quando se refere ao controle das doencas parasitoses negligenciadas, visto que
grande parte das doencas sdo transmitidas recorrente a poluicdo ambiental fecal
que € vinculada com deficiéncia nos recursos hidricos (GARCIA & FERREIRA, 2017;
WHO, 2010; VARGAS, 2015).

3.2 Estratégias de contencao das positividades

Com base na analise dos resultados referente ao servico que estd sendo
prestado pelas UBS para a populagdo assistida verificamos que a prescricdo de
medicamentos era uma pratica comum mesmo antes do diagnoéstico adequado
das fezes. A prescricao de medicamentos antiparasitarios pelas unidades sem a
confirmacgéao laboratorial mostrou-se presente em 86% das UBSs estudadas. Em
relacédo ao consumo mensal de Albendazol (200 mg/ml) nas UBS foram: 400 caixas
(Postos B e G); 200 caixas (Postos A, C e D); 51 caixas (Posto E ) e 56 caixas (Posto
F). A respeito do consumo mensal de Mebendazol (20 mg/ml) nas UBS estudadas,
verificamos que o Posto G utiliza 150 caixas; o Posto A 80 caixas; o Posto B 60
caixas; o Posto E 38 caixas; os Postos F e G 25 caixas e, o Posto C 20 caixas (Figura
2).
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Como medida preventiva sobre a elevada positividade, estudos anteriores ja
retratavam que o controle erabaseado exclusivamente na utilizacéo de anti-helminticos
(CHARLES, POMPEU & MIRANDA, 1989). Entretanto, alguns trabalhos recentes
demonstram que o consumo sem controle dos medicamentos antiparasitarios como
o Albendazol e 0 Mebendazol ja estdo ocasionando certa resisténcia aos parasitos
(SANTOS & PAVANELLLI, 2016).
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Figura 2 — Distribuicdo mensal de medicamentos (Albendazol e Mebendazol) nas UBS
estudadas do municipio do Rio de Janeiro.

A educacdo na saude esta relacionada ao desenvolvimento do trabalho
preventivo na comunidade e sua finalidade é desenvolver ferramentas que contribuam
para a mudanca dos habitos comportamentais de cada sujeito e consequentemente
promovendo uma melhora na qualidade de vida da populacdo (SANTOS, TEODORO
& QUEIROZ, 2016). O objetivo estd além de desenvolver medidas estritamente
curativas na populacéo, visto que, na literatura ja € abordado que as praticas de
promoc¢éo da saude apresentam-se mais eficazes do que o tratamento em massa
a longo prazo na sociedade (VARGAS, 2015; JESUS, 2015). Neste ambito, a
educacdo em saude pode contribuir para a redugcédo da ocorréncia das diversas
doencas parasitarias, infecciosas e outras morbidades comuns em paises em
desenvolvimento (SANTOS, TEODORO & QUEIROZ, 2016). A Educacao e Saude
sao de fundamental importancia em contribuir para a reduc¢éo dos custos financeiros
quanto a distribuicdo dos medicamentos utilizados como forma de contencéao das
doencas (VASCONCELOQOS, 1998; OLIVEIRA & GONCALVES, 2004; FIGUEIREDO
& LEITE, 2010; GOMES et al. 2016).

Outro ponto de extrema importéncia a ser abordado, é que 100% das UBS
estudadas nao utilizavam qualquertipo de protocolo em casos suspeitos de parasitoses
e nao apresentavam controle dos casos de reinfec¢céo da populacéo assistida e nem
dao informacdes sobre medidas de controle. Dado o exposto, a utilizacdo de medidas
em casos suspeitos seria importante para que se pudesse realizar uma triagem
dos tipos mais frequentes de parasitoses ocorrentes na unidade e assim, buscar
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meios para conter a alta incidéncia. Observar medidas de promoc¢ao da saude e de
controle das parasitoses de maneira efetiva que incluissem a importancia do meio
ambiente como fonte ativa de propagacéo de diversas enfermidades promoveria uma
reducdo no numero de casos e suas consequéncias como 0s custos do tratamento
das doencas. E importante dizer que Ribeiro, et al. (2011), demonstrou diversos
beneficios da Educagao e Saude para o controle de diversas morbidades e por isso,
esses protocolos contribuiriam para o controle dos casos de reinfeccéao, além de
auxiliarem no diagnostico de helmintos e protozoéarios na populagao assistida das
UBS distribuidas ao longo do municipio do Rio de Janeiro (Tabela 1).

A SIM NAO
PARAMETROS n (%) n (%)
- Casos positivos de.parasitoses 100 (@cdefe) 0
tratadas na unidade.
- Entrega de medicamentos
antiparasitarios antes da confirmagéo 86 (bodefo) 14 @
laboratorial.
- UtiIizagéo.de protocolo§ em casos 0 100 (abodeio
suspeitos de parasitoses.
- Controle dos casos de reinfecgéo. 0 100 (abedefa)

Tabela 1 — Roteiro de avaliagéo aplicado nos Postos A e B (zona Oeste), C e D (zona Norte), E
e F (zona Central) e G (zona Sul) do municipio do Rio de Janeiro.

3.3 Instrucao profissional em Parasitologia e a Educacao na Saude

Quanto as medidas de Educacéo para a Saude nas UBS como mecanismo da
diminuicdo do numero de casos parasitoldégicos percebemos que 100% dos Postos
de Saude estudados nédo disponibilizavam panfletos ou cartazes com informacgdes
de praticas profilaticas de educacdo que englobem assuntos correlacionados
com a Parasitologia. As UBS apresentavam um ambiente fisico propicio para o
desenvolvimento de atividades praticas voltadas para a prevencdo e promocao
da saude, como: quadros de avisos, alto indice de publico diario e a presenca de
profissionais formados ligados diretamente a populacao assistida. Apenas 1 (14%)
UBS promove a importancia da saude no coletivo ou de forma individual para a
populacao assistida. A respeito da oferta de cursos de capacitagcédo e atualizacéo,
os funcionarios das unidades estudadas afirmaram que nao receberam a oferta
de cursos relacionados a Parasitologia. Entretanto sédo disponibilizados cursos e/
ou palestras sobre o0s seguintes assuntos: gravidez na adolescéncia, Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida, doencas sexualmente transmissiveis, tabagismo,
alcoolismo, hipertenséo, diabetes, més amarelo (suicidio), més rosa (céancer de
mama) e més azul (cancer de prostata). E importante destacar entdo que notou-
se uma acentuada negligencia das autoridades quando se trata das doencas
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parasitologicas e principalmente no que se refere ao desenvolvimento de praticas de
promocéo da saude nesse campo do conhecimento.

Os funcionarios de cada unidade sao instrumentos fundamentais no processo
de prevencéao e cuidado da populacéao, visto que estao frequentemente em contato
com a situagao-problema que reflete diretamente ao usuario do servico (RIBEIRO et
al, 2011). E indispensavel que cada colaborador do servico na unidade se coloque
como um mediador da promog¢ao da saude para o usuario, pois neste caso é uma
forma de ministrar a ciéncia a um publico que é carente de informacgdes. A capacitacao
profissional é uma pratica barata com resultados duradouros na comunidade, em
razao dos préprios funcionarios se tornarem multiplicadores de informacdes que sao
fundamentais no controle e profilaxia das parasitoses intestinais (SILVA, et al. 2013;
FERREIRA & ANDRADE, 2005; MURTA & MASSAFERA, 2009) (Tabela 2).

A Sim NAO
PARAMETROS n (%) n (%)
- Disponibilidade de pan_fletos. ou 0 100 (abodeio
cartazes sobre a parasitologia.
- Prevencéo e promogéo da saude 14 © 86 (@)

em nivel individual e coletivo.

- Oferta de cursos de atualiza¢des
para os funcionarios com abordagens 0 100 (abedefa)
parasitologicas.

Tabela 2 — Roteiro de avaliacdo dos Postos A e B (zona Oeste), C e D (zona Norte), E e F (zona
Central) e G (zona Sul) do municipio do Rio de Janeiro.

41 CONSIDERACOES FINAIS

Concluimos que nao era realizado nenhum tipo de pratica de Educacao
em Saude nos postos estudados, visto que, em nenhuma das unidades ocorria a
atualizacao profissional sobre as enteroparasitoses que abrangem a populacéao
assistida do Municipio. A positividade estimada nos postos estudados era
considerada abundante, uma vez que era inexistente qualquer pratica de promocéao
da saude abrangendo a populagcdo assistida. Em virtude dos fatos mencionados,
entendemos que profissionais atualizados e instruidos poderiam contribuir com
informacdes e adicionar detalhes fundamentais para a prevengdo das inUmeras
parasitoses intestinais. Assim, estratégias de Educacdo em Saude viriam a contribuir
para a diminuicdo positividade das enteroparasitoses e consequentemente na
reducdo dos custos financeiros com relagdo a distribuicdo de medicamentos
antiparasitarios e o tratamento dos doentes na comunidade. A promocéo da saude
€ uma ferramenta que provoca mudan¢a no modo de vida da populacéo assistida e
a partir do momento em que esta pratica ocorra de maneira continua, ocasiona um
bem-estar na sociedade como um todo.
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RESUMO: Os probidticos sao definidos
como microrganismos vivos que afetam
beneficamente o hospedeiro. A importancia
da integridade da microbiota intestinal
para a saude ja estd bem documentada.
Naturalmente o corpo humano é habitado por
trilhnbes de microrganismos. A desregulacéo
entre microrganismos benéficos a saude e
patdgenos gera uma disbiose. Os probibticos
equiliboram o meio, e prebidticos estimulam
seletivamente o desenvolvimento de bactérias
benéficas. Os simbidticos aliam os dois. O
objetivo deste estudo foi analisar os resultados
de estudos experimentais sobre o uso de
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probibticos ou simbibticos, na prevencao e/ou
tratamento de céncer colorretal induzido por
1,2-dimetilhidrazina em ratos machos Wistar.
Com os descritores “probiotics’, “colorectal
cancer’ e “dimetilhidrazyne”, foi realizada uma
pesquisa na base de dados da pubmed, onde
19 estudos foram selecionados pelos critérios
pré-definidos. Os resultados sugerem efeitos
positivos sobre a eficacia dos probidticos ou
simbibticos na prevencdo de cancer colorretal
induzidos por 1,2 dimetilhidrazina em ratos.
Porém, destaca-se a necessidade de mais
estudos que fornecam dados mais conclusivos
sobre 0s
suplementagcao no cancer de colorretal.
PALAVRAS-CHAVE: cancer colorretal;
probibticos; prébidticos; simbibticos; microbiota
intestinal.

reais beneficios desse tipo de

THE ROLE OF PROBIOTICS IN
THE INCIDENCE OF COLORRETAL
CANCER INDUCED CHEMICALLY BY
1,2-DIMETHYLHYDRAZINE IN ANIMAL
MODEL

ABSTRACT: Probiotics are configured as living
microorganisms that beneficially affect the host.
The healthimportance of the intestinal microbiota
for health is already well documented. Naturally
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the human body is inhabited by trillions of microorganisms. Deregulation between
health-promoting microorganisms and pathogens generates dysbiosis. Probiotics
balance the medium and prebiotics selectively stimulate the development of beneficial
bacteria. The symbiotics combine the two. The objective of this study was to analyze the
results of experimental studies on the use of probiotics or symbiotics in the prevention
and / or treatment of 1,2-dimethylhydrazine-related cancer in male Wistar rats. With
the descriptors “probiotics”, “colorectal cancer” and “dimethylhydrazine”, a study was
carried out in the database of puberty, where cases of colorectal cancer were studied.
Deleterious effects on the adverse or indirect effects on the propagation of cholesterol
by 1,2-dimethylhydrazine in rats. However, there is a need for studies that provide
more conclusive data on the real ones.

KEYWORDS: colorectal cancer; probiotics; prebiotics; symbiotic; intestinal microbiota.

11 INTRODUCAO

O céancer colorretal representa um importante problema de saude publica com
mais de um milh&o de casos e cerca de meio milhdo de mortes em todo mundo, esta
entre os maiores problemas de salde em paises industrializados. A sobrevivéncia
de pacientes com céncer colorretal em 5 anos foi estimada em 65% na América do
Norte, 54% na Europa Ocidental, 34% no Leste Europeu e 30% na india (AN; HA,
2016).

Pacientes com céancer colorretal apresentam uma microflora intestinal com
padrdes diferentes da populagdo saudavel em geral. A microflora destes pacientes
apresenta varias bactérias associadas a um alto risco de desenvolvimento de cancer
colorretal entre outras doencas (LEY; PETERSON; GORDON, 2006), uma vez que
o trato gastrointestinal humano e animal é colonizado por diversos microrganismos
complexos que impactam significativamente sobre a fisiologia e patologia do
hospedeiro (FAINTUCH; FAINTUCH, 2017). Umagamade doengas como porexemplo,
doenca intestinal inflamatéria, faléncia multipla de érgéaos, doencas cardiovasculares
e 0 cancer colorretal, podem estar associadas a anormalidades ou alteragdes na
composicao da microbiota intestinal (SAWAYA; LEANDRO; WAITZBERG, 2018).

Estudos vem mostrando que os padrbes de nutricao e atividade fisica
desempenham um papel notavel na etiologia e prevencdo de doencas crdnicas,
intervencdes dietéticas e suplementos bioativos naturais tém sido extensivamente
estudados para reduzir os riscos de cancer colorretal, entre os suplementos mais
utilizados para este fim estdo os probidticos, prebidticos e simbidticos (MORAES et
al., 2014). Para avaliar o papel dos probiéticos na prevencao do cancer colorretal
geralmente se utilizam modelos animais a partir da indugéo quimica do cancer com
1,2-dimetilhidrazina.

A inducdo experimental da carcinogénese colorretal em ratos data
aproximadamente 80 anos, demonstrando varias vantagens em estudar a

As Ciéncias Biologicas nas Dimensdes Humanista, Critica e Reflexiva Capitulo 8




patogenicidade do cancer induzido por agentes carcinogénicos, incluindo a inducéo
rapida e reprodutivel de tumor, e a reproducao da sequéncia do adenoma-carcinoma
gue ocorre em humanos. Por isso, os roedores tém sido amplamente utilizados para
estudar agentes de quimioprevencao do céncer e fatores dietéticos (ROSENBERG;
GIARDINA; TANAKA, 2009). Diante do exposto o objetivo deste estudo foi analisar
os resultados de estudos experimentais sobre o uso de probidticos ou simbibticos,
na prevencao e/ou tratamento de cancer colorretal induzido por 1,2-dimetilhidrazina
em modelo animal utilizando ratos Wistar.

Com esta finalidade foi realizada uma pesquisa na base de dados da pubmed
através de levantamento de artigos publicados entre 1999 e 2019, com os descritores:

J) 13

“probiotics”, “colorectal cancer’ e “dimetilhidrazyne”, também a combinagao entre
si para melhorar os resultados. Encontraram-se 56 artigos, sendo que, 19 se
enquadraram nos critérios de inclusdo da pesquisa, que previa serem estudos
experimentais, e que expusesse doses dos probidticos ou simbidticos, tempo de
experimento, tipo de dieta oferecida, dose e tempo de tratamento com a droga
indutora da tumorogénese 1,2 dimetilhidrazina, e resultados relevantes.

Os artigos foram avaliados de forma independente. A fase inicial da selecao
constituiu na analise de titulos, resumos e, finalmente, a leitura dos estudos para

seleciona-los com base nos critérios de elegibilidade.

2 | PROBIOTICOS, PREBIOTICOS E SIMBIOTICOS

O termo probidtico significa “para a vida” e € usado para nomear bactérias
associadas com efeitos benéficos em humanos e animais (WHO, 2001). Os
probi6ticos sdo microrganismos vivos que possuem propriedades benéficas no
intestino do hospedeiro (EL-ATTI et al., 2009). Possuem carateristicas biolégicas
anaeroébicas, que prevalecem sobre alguns patdbgenos no trato digestivo humano,
podendo atuar como moduladores imunologicos (MORAES et al., 2014; DENIPOTE;
TRINDADE; BURINI, 2010).

J& os prebidticos sdo ingredientes alimentares nao digeriveis, que afetam
beneficamente o0 hospedeiro por estimular seletivamente o crescimento e/
ou atividade de um ou de um nimero limitado de bactérias no colon (SUAREZ,
2015). Os beneficios potenciais dos prebibticos sdo reconhecidos, sobretudo na
sua capacidade de estimular bactérias benéficas intrinsecas do hospedeiro (WHO,
2001). As fibras dietéticas tém sido associadas no fomento de bactérias produtoras
de metabdlitos anticarcinogénicos e atreladas como medida-chave para conter o
aumento da incidéncia de cancer colorretal (VIPPERLA; O'’KEEFE, 2016)

Tanto prebidticos quanto probidticos sao capazes de modular de forma
potencialmente saudavel o microbioma. O desenvolvimento do sistema imunologico
€ dependente da microbiota gastrointestinal (VANDERPLAS; HUYS; DAUBE, 2015).
Ao associar um prebidtico e um probidtico em um Unico produto alimentar, se espera
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melhor sobrevida no trajeto gastrointestinal e uma implantacdo mais efetiva do
probidtico na microbiota (KAILASAPATHY; CHIN, 2000).

Os prebibticos estimulam seletivamente o desenvolvimento de bactérias
benéficas no célon; os probidticos sendo microrganismos vivos equilibram o meio; ja
os simbidticos aliam ambos (DENIPOTE; TRINDADE; BURINI, 2010).

31 0 MICROBIOMA E O CANCER

A colonizacdo da microbiota se inicia logo ap6s o nascimento, alterando
conforme diversas circunstancias como o tipo de parto, microbiota da mae, higiene,
e tipo de nutricao (YANG, 2015). Os recém-nascidos por cesariana, prematuro e/ou
expostos a antibi6ticos no periodo pés-natal, desencadeiam atrasos na colonizacao
probiética do intestino (SUAREZ, 2015).

Sabe-se que a diversidade microbiana deve-se a coo evolugdo entre
comunidades microbianas e seus hospedeiros, resultado de niveis de hospedagens
proporcionalmente funcionais (LEY; PETERSON; GORDON, 2006).

As bactérias intestinais possuem atividades na elaboracdo de vitaminas, na
absorcao e excrecdo de minerais, na ativacao e na neutralizacao de drogas. Muitas
moléculas que elas sintetizam ou modificam agem como mediadores biologicos,
incluindo processos inflamatorios, neurotransmisséo, angiogénese, oncogénese e
aterosclerose, incluindo atividades para o sistema nervoso central e cardiovascular
(FAINTUCH, 2017).

A microbiota pode ser alterada por aspectos ambientais. Uma dieta composta
por alto teor de gordura promove a progressédo do tumor de intestino delgado em
ratos geneticamente suscetiveis por alteracdo da microbiota, gerando diminui¢cao
de defesas, independente da obesidade. A transferéncia de amostras fecais de
ratos em dieta hiperlipidica com tumores intestinais para ratos adultos saudaveis foi
suficiente para transmitir a doeng¢a na auséncia de uma dieta elevada em gorduras,
enfatizando que a progressao tumoral esta associada a comunidade microbiana
alterada. A obesidade e sedentarismo sdo conhecidos como fatores de risco no
desenvolvimento de canceres gastrointestinais (SCHULZ et al., 2014).

A microbiota também atua sobre efeitos relativos ao tratamento do cancer.
Disturbios gastrointestinais, principalmente acompanhados de diarreia, sao
comumente observados no tratamento desta doencga, agravada com quimioterapia e/
ou radiacao, danificando o revestimento intestinal (EL-ATTI et al., 2009). A microbiota
influencia a inflamacao local e sistémica. A inflamacao, por sua vez, contribui para
o desenvolvimento, progresséo, e interrupgao no tratamento do céncer (LIDA et al.,
2013).

Em camundongos tratados com quimioterapicos e com desregulacdo na
microbiota as células derivadas do mieldide responderam mal a terapia, resultando
em menor producdo de citocinas e necrose tumoral, em contrapartida naqueles
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com microbiota regulada, as respostas foram evidentemente melhores, enfatizando
a influéncia de uma microbiota positiva nos melhores resultado do tratamento de
cancer, bem como a resposta prejudicada na presenca de disbiose (LIDA et al.,
2013).

Para neutralizar efeitos deletérios na microbiota intestinal, linhagens probibticas
tém sido desenvolvidas para melhorar a saude do intestino, especialmente para
restaurar a barreira intestinal prejudicada (LE BARZ et al., 2015).

O uso de probibticos e prebidticos visa manter a homeostase desses
microrganismos, manter a integridade fisiolégica do hospedeiro, e propiciar melhor
qualidade de vida aos individuos. Prebibticos, probidticos e simbibticos demonstram
eficacia na prevencao e tratamento de neoplasias (DENIPOTE; TRINDADE; BURINI,
2010).

Com o intuito de avaliar o potencial de diferentes linhagens de probibticos
estudos com ratos avaliaram o efeito protetor de diferentes linhagens frente ao
cancer de colorretal induzido com DMH (1,2-dimetilhidrazina), uma droga indutora
de tumorogénese no colorretal, os resultados séo apresentados na Tabela 1.

Isolados néo diminuiram criptas

Bifidobactérias e/ou 108UFC /2% da Livre, Padrdo 15mg/kg 1x por aberrantes, mas quando associados Gallaher e Khil
. : semana por 2 . . . (1999).
Oligofrutose dieta suplementada sim, sugerindo que associados
semanas .
possuem efeito protetor.
Lactobacillus acidophilus . ng variagao d.e peso. Mengres
o/ou Bifidobacterium . |nd|_ces d_e tumorigénese do colo_n a
P ; 1% da dieta — . . 20mg/kg 1x por  partir da introducéo de Lactobacillus  Mclntosh, Royle e
animalis; Lactobacillus T Livre, Rica em . S X
; 10"°UFC por g/ semana por 4 acidophillus; menores numero e Playne (1999).
rhamnosus; e . gordura (20%)
dieta semanas menores tamanhos tumores quando
Streptococcus ~ .
: presente esta cepa em relacéo as
thermophilus .
demais.
Bifibobacterium longum foi observado .
Bifidobacterium longum; 4x10’UFC; Livre. Padrio Zgrsnegs/?cig; g um aumento das criptas aberrantes; BOIO?;(?; 1' )et al.,
Lactobacillus casei; 3x10°UFC ’ dias Lactobacillus casei foi observado uma '
diminuicdo das mesmas.
- PN 40mg/kg 1x por - N ; ~
Bactéria do acido latico 5x10°UFC Livre, Padrdo  semana por 10 Bactéria sem gfelto toxico, porém no Li e Li (2003).
NZ9000 observado efeito protetor significativo.
semanas
logurte contendo
Lactobacillus Livre, Padrao, . ~
delbrueckii subsp. suplementada  20mg/kg 1x por Efeitos nao observadqs com De Moreno
bulaaricus e 2x108UFC; com ioqurte semana por 15 o sobrenadante. Com iogurte De LeBlanc e
g >1x102UFC 109 P diminuicdo da atividade das enzimas  Perdigdn (2005).
Streptococcus ou leite sem semanas . .
) - glucuronidase e nitrorredutase.
thermophilus ou o gordura
sobrenadante
Diminuicdo das criptas aberrantes
(-40%); diminuicdo dos danos no Park et al
Livre, Rica em DNA; aumento na defesa antioxidante v
gordura ELmE)lig] P[22 (aumentou atividade da TRAP) (),
Bacillus polyfermenticus 3,1x108UFC semana por 6 ’

Livre, Padrao

semanas

In vitro aderéncia do probiético

a celulas cancerososas; menor

incidéncia de criptas aberrantes
(-40%).

Lee et al., (2007).
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Lactobacillus acidophillus
e Lactobacillus casei
na cultura de coalhada
Lactococcus lactis biovar

30% da dieta

Livre, Padrao

20mg/kg 1x por
semana por 15
semanas

Menor incidéncia, multiplicidade,
tamanho, e nUmero de tumores;
menores danos celulares.

Kumar, Singht e
Sinha (2010).

Lactobacillus plantarum;
Inulina; Aesculus
hippocastanum L.

3x10°UFC; 2%
dieta; 1% da
dieta

Livre, Rica em
gordura (10%)

20mg/kg 1x por
semana por 6
semanas

Ambos diminuiram enzimas
bacterianas e acidos biliares fecais, e
aumentaram atividade do TNF alpha.

Bertkova et al.,
(2010).

Lactobacillus acidophillus

2x10°UFC

Livre, Rica em
gordura (15%)

20mg/kg 1x por
semana por 10
semanas

Modulagéo da microbiota de forma
positiva; diminui¢cdo da atividade
da enzima B-glucuronidase e
B-glucosidase; diminuiu os niveis de
triglicerideos.

Chang et al.,
(2012).

Lactobacillus gasseri e/ou
B. longum

Doses médias:
1x10"UFC
e 5x10°UFC
respectivamente

Livre, Padrao

20mg/kg 1x por
semana por 10
semanas

Menos incidéncia de criptas
aberrantes; nUmero menores
de tumores; diminui¢do das
células PCNA; Bifidobacterium
longum apresentou elevada
atividade fagocitica; Lactobacillus
gasseri aumentou atividade dos
macréfagos.

Foo et al., (2011).

Lactobacillus plantarum

10°UFC

Livre, Padrao

20mg/kg 1x por
semana por 6
semanas

Diminuicao da incidéncia (-42,13%)
e menor tamanho de tumores
(-36,12%). Observado capacidade
antioxidante do probio6tico.

Kumar et al.,
(2012).

Lactobacillus acidophillus;

Lactobacillus rhamnosus;
Lactobacillus Casei;
Lactobacillus plantarum;
e Bifidobacterium bifidum,
isolados.

1x10°UFC

Livre, Padrao

20mg/kg 1x por
semana por 6
semanas

Peso maior quando suplementados,
menor incidéncia de criptas
aberrantes; diminuiu atividade
inflamatéria. Melhores resultados
com Lactobacillus acidophillus e
Lactobacillus rhamnosus.

Verma e Schukla,
(2013).

Lactobacillus delbrueckii;
Bifidobacterium animalis;
Saccharomyces boulardii.

3x108UFC

Livre, Padrao

25mg/kg 1x por
semana por 6
semanas

Indiferenga no peso entre grupos;
Lactobacillus delbrueckii e
Bifidobacterium animalis houve
prote¢éo; diminuicdo na formacéo de
criptas aberrantes. Nao observado
efeito sinérgico entre o Lactobacillus
e Bifidobacterium; Saccharomyces
boulardii ndo apresentou nenhum
efeito.

Liboredo et al.,
(2013).

Bifidobacterium bifidum e
Lactobacillus acidophilus
associados

2x10°UFC

Livre, Padrao

40mg/kg 2x por
semana por 2
semanas

Menor perda de peso e peso maior
que o grupo controle; diminuicéo
de formacgéao de criptas aberrantes;
diminuicdo de focos de mucinas;
diminuicdo de células PCNA.

Mohania, Kansal
e Kruzliak (2014).

Lactobacillus plantarum

(AdF10) e Lactobacillus

rhamnosus GG (LGG),
isolados

10"°UFC

Livre, Padrao

30mg/kg 2x por
semana por 4
semanas e 1x
por semana por
12 semanas

Menor perda de peso; menores niveis
de TSA; menor incidéncia (60 e 65%)
e tamanho menores de tumor.

Walia et al.,
(2015).

L. salivarius Ren

5x10"°UFC/kg
1x10'°UFC/
kg'e
5x108UFC/kg"

Livre, Padrao

30 mg/kg 1x por
semana por 10
semanas

Menor incidéncia de cancer (87,5% a
25%) de colon.
Modulagéo da microbiota de forma
positiva; diminuicdo das células
PCNA; aumento da atividade da
enzima azoredutase; diminuicdo da
formacéo de criptas aberrantes.

Zhang et al.,
(2015).

Zhu et al., (2014).

LBB (Produto Comercial):
L. acidophilus, B.
Bifidum, B. infantum.

0,9g/kg

Livre, Padrao

40mg/kg 1x por
semana por 10
semanas

Modulagéo da microbiota de forma
positiva; menor incidéncia e tamanho
dos tumores. Supressao da apoptose

e inflamacao.

Kuugbee et al.,
(2016).

1,2-dimetilhidrazina em ratos machos Wistar.

Tabela 1. Atuacdo de probio6ticos ou simbibticos na prevengéo do cancer colorretal induzido por

UFC, unidades formadoras de colénias; mg, miligramas; kg, quilogramas; DMH, 1,2 dimetilhidrazina; DNA, &cido
desoxirribonucleico; TRAP, potencial antioxidante de captura radical total do plasma; PCNA, antigeno nuclear de
proliferacdo celular; TNF alpha, fator de necrose tumoral; TSA, acido sialico total.
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Quanto a inducdo da carcinogénese notorias as discrepancias entre as
metodologias adotadas nos experimentos, onde a droga indutora do tumor — 1,2
dimetilhidrazina — foi utilizada na dose de 15 mg/kg a 50 mg/kg, majoritariamente
utilizada uma vez por semana, porém, utilizada em um dos experimentos por trés
vezes na semana.

Quanto a eficacia dos probidticos e simbidticos pode-se observar que,
pelo menos quinze linhagens de probidticos foram investigados na protecdo do
desenvolvimento do cancer colorretal em ratos machos Wistar. O Lactobacillus
acidophillus foi a linhagem probiética mais estudada, onde resultados positivos foram
observados nos seis experimentos explanados (KUUGBEE et al., 2016; MOHANIA;
KANSAL; KRUZLIAK, 2014; VERMA; SCHUKLA, 2013; CHANG et al., 2012; KUMAR,;
SINGHT; SINHA, 2010; MCINTOSH; ROYLE; PLAYNE, 1999).

Embora a falta de padronizacdo de doses utilizadas entre as linhagens
probidticas estudadas e o tempo de intervencédo das mesmas, em apenas um
estudo foi observado resultado inversamente positivo sobre a incidéncia de criptas
aberrantes no colon e reto dos animais, embora neste, ndo tenha sido descrito o
tempo de tratamento, foi utilizado a maior dose/kg da droga indutora de tumor, e na
maior frequéncia citada — trés vezes por semana (BOLOGNANI et al., 2001). Porém,
outros dois experimentos que testaram a atuagcdo da mesma linhagem probidtica —
L. casei — encontrados resultados significativamente benéficos (VERMA; SCHUKLA,
2013; KUMAR; SINGHT; SINHA, 2010).

Em dois experimentos analisaram-se a relacao de simbiose entre probioticos
e prebidticos sobre a forma de oligossacarideos, observando uma relagao favoravel
nos resultados (GALLAHER; KHIL, 1999; BERTKOVA et al., 2010).

Aslinhagens probioticas estudadas mantiveram diferencas no tipo, concentracao
e modo de intervencado. O uso de probidticos foi na sua maioria de forma isolada.
Os principais beneficios encontrados foram: diminuicdo da incidéncia e tamanho de
criptas aberrantes, modulacao da microbiota de forma positiva, e melhor resposta
anti-inflamatoria.

Em conclusdo, foram observados resultados que sugerem efeitos positivos
sobre a eficicia dos probidticos ou simbidticos na prevencédo de céancer colorretal
induzidos por 1,2 dimetilhidrazina em ratos. Porém, destaca-se a necessidade de
mais estudos que fornecam dados mais conclusivos sobre os reais beneficios desse
tipo de suplementacéo no cancer de colorretal.
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RESUMO: Estirpes de rizébio nativas e
eficientes na fixacdo do N, atmosférico podem
contribuir para aumentar a producéo dos graos
e reduzir os custos com os fertilizantes no Brasil.
Este trabalho teve como objetivos (i) avaliar o
efeito do fungicida Vitavax®-Thiram na eficiéncia
fixadora de estirpes de rizobio em amendoim e
(i) observar a ocorréncia de inoculacéo cruzada
entre estirpe de rizbio proveniente de nédulos
de caupi e de aeschynomene. O experimento
foi conduzido em casa de vegetagcédo, em vasos

Leonard contendo areia e vermiculita (2/1 v.v)
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FUNGICIDA

esterilizadas. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com uma testemunha
absoluta (sem nitrogénio e nao inoculado), uma
testemunha nitrogenada (100 mg de N vaso
Leonard™), e dez tratamentos de inoculacao de
isolados de rizobios nativo da regido Nordeste
de Brasil em quatro repeticbes. A massa da
parte aérea e o teor de N foram avaliados para
se calcular a eficiéncia e eficacia em relagao
ao controle sem ou com N, respectivamente.
Foi realizada uma comparacao das médias dos
tratamentos utilizando-se o teste de Tukey a 5%
de probabilidade. Os resultados mostraram que
houve ocorréncia de inoculacédo cruzada; que
aplicacao do fungicida Vitavax®-Thiram afetou
o rendimento de massa seca; e que as estirpes
BR-415, BR-474 e BR-2001 se mostraram
promissoras como inoculantes para amendoim.
PALAVRAS-CHAVE: Vitavax®-Thiram; fixacao
biolégica do nitrogénio; amendoim; inoculagéo
cruzada; Arachis hypogaea L..

SYMBIOTIC PERFORMANCE OF RHIZOBIA
OF COWPEA AND Aeschynomene IN
FUNGICIDE TREATED PEANUTS

ABSTRACT: Native and efficient rhizobia
strains in the fixation of the atmospheric N, can
contribute toincrease the production of the grains
and to reduce the costs of the fertilizers in Brazil.
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The objective of this work was (i) to evaluate the effect of the fungicide Vitavax®-Thiram
on the fixing efficiency of rhizobia strains in peanuts and (ii) to observe the occurrence
of cross inoculation between rhizobia strain from cowpea and aeschynomene nodules.
The experiment was conducted in a greenhouse in Leonard pots containing sterilized
sand and vermiculite (2/1 v.v). The experimental design was completely randomized,
with an absolute control (without nitrogen and not inoculated), a nitrogen control (100
mg of N pot Leonard™), and ten inoculation treatments of rhizobia isolates native to the
Northeast region of Brazil in four repetitions. The shoot mass and N concentration were
evaluated to calculate the efficiency and efficacy in relation to the control without or
with N, respectively. A comparison of the means of the treatments was performed using
the Tukey test at 5% probability. The results showed that cross inoculation occurred;
that application of the Vitavax®-Thiram fungicide affected dry mass yield; and that the
BR-415, BR-474, and BR-2001 strains proved promising as peanut inoculants.
KEYWORDS: Vitavax®-Thiram; biological nitrogen fixation; peanuts; cross inoculation;
Arachis hypogaea L..

11 INTRODUCAO

O amendoim (Arachis hypogaea L.) pertence a familia das Fabaceae. Trata-
se de uma planta originaria da América do Sul (GREGORY; KRAPOVICKAS;
GREGORY, 1980). Acredita-se que 0 seu centro de origem seja o Brasil, embora
bastante cultivada na Asia, Africa e América do Norte (ALLEN; ALLEN, 1991). O
amendoim é capaz de participar do processo de fixagdo de N, através da simbiose
com rizébios, predominantemente do género Bradyrizobium (QUATRINI et al., 2002).
Este processo ocorre nas raizes em estruturas tipicas desta simbiose, os nédulos
(HUNGRIA, 1994). A substituicdo de adubos quimicos nitrogenado reduz custos e
€ favoravel ao ambiente por reduzir liberacdo de nitratos nas aguas superficiais e
subterraneas (COUTINHO, 1996; DE ASSIS et al., 1992).

No Brasil, 0 amendoim representa um mercado pequeno, quando comparado
a outros produtos agricolas. Grande parte da producéao é destinada para atender
os mercados de alimentos, na forma in natura ou na producéo de doces, confeitos
e petiscos que, dependendo da regido, pode ser cultivado em escala comercial ou
em cultivos familiares. O Sudeste apresentou uma area plantada de 130,9 mil ha na
safra de 2017/2018, produziu 492,2 mil toneladas de graos, com uma produtividade
média de 3.298 kg ha', onde o Estado de Sao Paulo aparece como maior produtor
(484,1 mil toneladas de graos) e com produtividade média de 3.284 kg ha' (CONAB,
2018).

O tratamento de sementes de amendoim com fungicidas é pratica usual naregido
Sudeste e recomendada por 6rgéos responsaveis pela produ¢do e comercializagao
de sementes certificadas. LAGO; ORTOLANI; ZINK (1976) comprovaram o0s
efeitos benéficos dos fungicidas tird, captda e PCNB na preservacédo das sementes
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de amendoim. Entretanto, segundo alguns autores, a desinfec¢do propiciada por
fungicidas poderia, em contrapartida, prejudicar a infec¢cao ou interferir nos processos
de fixagcdo do nitrogénio atmosférico, conforme observado em outras leguminosas
(CURLEY; BURTON, 1975; GRAHAM et al., 1980). Este trabalho teve como objetivo
avaliar o efeito do fungicida Vitavax®-Thiram na eficiéncia fixadora de estirpes de
rizObio em amendoim e observar a ocorréncia de inoculagdo cruzada entre estirpe
de rizdbio proveniente de nddulos de caupi e de aeschynomene.

2| MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Embrapa Agrobiologia, em casa de vegetacao
esterilizada, em delineamento inteiramento casualizado. Os tratamentos consistiram
de dez estirpes de rizdébio (BR-415; BR-1422; BR-1426; BR-5353; BR-2001; BR-
426; BR-463; BR-474; BR-475; BR-5352; a BR-2001 de caupi e a BR-5352 de
aeschynomene; duas testemunhas (com e sem nitrogénio, utilizando-se 100 mg de
N L7); sementes com e sem fungicida da cultivar BR-1 em quatro repeticdes. O
plantio — 3 sementes por vaso — foi realizado em vasos Leonard contendo areia e
vermiculita (2:1), e cada semente recebeu 1mL de inoculante no momento do plantio
e aos 30 dias apds a germinacao (DAG) totalizando 2 mL. Aos 21 DAG, fez-se o
desbaste para uniformizar o experimento, e aos 45 dias a coleta. A massa seca da
parte aérea e o teor de N foram avaliados para se calcular a eficiéncia e eficacia em
relacédo ao controle sem ou com N, respectivamente. Os dados foram submetidos
a analise de variancia e ao teste de Scott Knott a 5% de probabilidade, utilizando o
programa SISVAR (FERREIRA, 2011).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 1A, B revela que maioria das estirpes, com excecdao da BR-426, se
mostrou mais eficientes em relacéo ao controle, algumas 150% mais eficientes que
o controle. Ja a eficacia variou de 20 a 56 % em relag¢do a adicao de 100 mg de N L™
de solucéo nutritiva. Acima de 50% a estirpe pode ser considerada como eficaz. Das
dez estirpes usadas apenas BR-415, BR-474 e BR-2001 atingiram esse percentual,
demonstrando que possuem potencial para serem usadas como inoculantes para
o amendoim. Na figura 2 é possivel observar que a adicdo do fungicida Vitavax®-
Thiram reduziu o rendimento da massa seca da parte aérea do amendoinzeiro.
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Figura 1. Eficiéncia (A e B) e eficacia (C e D) das estirpes em relagéo ao controle sem ou com
adicao de nitrogénio e sem inoculacédo em plantas de amendoim (cultivar BR-1) cultivadas a
partir de sementes sem (A e C) ou com fungicida (B e D).
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Figura 2. Efeito de aplicacdo fungicida no rendimento de massa seca da parte aérea de plantas
de amendoim, cultivar BR-1.
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41 CONCLUSOES

As estirpes BR-415, BR-474 e BR-2001 mostraram-se promissoras como
inoculantes para amendoim.

A aplicacéo do fungicida Vitavax®-Thiram afetou o rendimento de massa seca.

Observou-se a ocorréncia de inoculagao cruzada.
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CAPITULO 10
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RESUMO: Meloidogyne javanica € uma das
espécies de nematoides fitoparasitas mais
comuns e prejudiciais a agricultura mundial. O
seu manejo é bastante dificil, pois possui ampla
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Meloidogyne javanica IN VITRO

gama de hospedeiros e elevada capacidade
Assim,
controle alternativo devem ser desenvolvidas

reprodutiva. novas estratégias de
para o manejo deste nematoide. Portanto,
objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito
do extrato aquoso de Nim (Azadirachta indica
A. Juss) e Rubim (Leonurus sibiricus L.) sobre a
ecloséo e mortalidade de juvenis de M. javanica
in vitro. O experimento foi instalado e conduzido
em condi¢des de laboratério em delineamento
inteiramente casualizado com 6 tratamentos e
6 repeticdes. Os tratamentos foram 5%, 10%,
15%, 20%, 25% (p/v), do extrato aquoso de
folhas de A. indica e L. sibiricus, mais o controle
negativo contendo somente agua destilada,
para ambos os extratos. O extrato de 25 %
de Nim reduziu mais de 90% da Eclosao de
J2 comparado ao controle negativo contendo
apenas agua, enquanto que o Rubim nesta
mesma concentracao reduziu em mais de 97%
a Eclosao de J2 de M. Javanica. Em relagao
a mortalidade in vitro de J2 de M. javanica, a
utilizagcdo de Nim foi crescente de acordo com
0 aumento na concentragdo no extrato aquoso.
Em relagdo ao Rubim a concentracdo de 25%
promoveu niveis de mortalidade superior,
provocando um percentual de mortalidade
superior a 80% comparado ao controle negativo.
Os extratos de Nim e Rubim apresentaram
eficientes no controle de M. javanica com
potencial de utilizacdo em areas contaminadas
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com este fitopatdgenos.
PALAVRAS-CHAVE: Bionematicida; controle natural; nematoide-das-galhas.

BIOACTIVITY OF NIM EXTRACTS (Azadirachta indica) E RUBIM (Leonurus
sibiricus) ABOUT Meloidogyne javanica IN VITRO

ABSTRACT: The root-knot nematode Meloidogyne javanica Chitwood is one of the
most common phytoparasite nematode species that is harmful to agriculture in the
world. Its management is quite difficult, since it has a wide range of hosts and high
reproductive capacity. Thus, new alternative control strategies should be developed
for the management of this nematode. Therefore, the objective of this work was to
evaluate the effect of the aqueous extract of Nim (Azadirachta indica A. Juss) and
Rubim (Leonurus sibiricus L.) on hatching and mortality of M. javanica juveniles in
vitro. The experiment was installed and conducted in a completely randomized design
with 6 treatments and 6 replicates. The treatments were 5%, 10%, 15%, 20%, 25% (w
/ v) of the aqueous extract of A. indica and L. sibiricus leaves plus the negative control
containing only distilled water for both extracts . The extract of 25% of Nim reduced more
than 90% of watery from J2 compared to the negative control containing only water,
whereas Rubim at this same concentration reduced by more than 97% the J2 watery.
In relation to the in vitro mortality of J2 of M. javanica, the use of Nim was increasing
according to the increase in concentration in the aqueous extract. In relation to Rubim
the concentration of 25% promoted higher mortality levels, causing a percentage of
mortality higher than 80% compared to the negative control. The extracts of Nim and
Rubim presented efficient in the control of M. javanica with potential of use in areas
contaminated with this phytopathogen.

KEYWORDS: Bionematicida; natural control; root-knot nematodes

11 INTRODUGCAO

Os fitonematoides do género Meloidogyne, conhecidos como nematoides das
galhas, sdo considerados um dos maiores obstaculos para a producéao de alimentos
(Sasser 1977), pois possuem ampla distribuicdo geografica, afetam numerosas
culturas em todo mundo e provocam perdas significativas na producao, afetando
também a qualidade dos produtos agricolas (Moura 1996).

Além de ocasionar danos diretos, como deformacdo, subdesenvolvimento
radicular e reducdo da absorg¢do de dgua e nutrientes, sua penetracdo e alimentagao
nas raizes elevam a vulnerabilidade da planta, facilitando a entrada de outras
doencas (Moura 1996). Interacdes entre Meloidogyne spp. e Fusarium tem sido
freqiientemente relatadas em inUmeras culturas hospedeiras, bem como interacoes
com Rhizoctonia solani e Thielaviopsis basicola, aumentando a severidade das
doencas (Wesemael et al., 2011).
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O principal método de controle para estes parasitas € preventivo, evitando-
se a entrada nas areas de cultivo, pois uma vez presentes dificiimente serao
eliminados, por se tratar de microrganismos altamente polifagos e viverem na
rizosfera. Devido a sua baixa mobilidade no solo os nematéides das galhas nao sao
capazes de se disseminarem por longas areas, sendo necessario um veiculo para
sua disseminacgéo, que na maioria dos casos é feita por meio de mudas infestadas,
maquinas e implementos agricolas contaminados, calcados, sacarias, enxurradas e
erosdes (Moura, 1997).

Depois de presentes na area, o manejo devera ser adotado, a fim de se manter
as populagdes em niveis baixos, reduzindo assim seus danos. O controle quimico é
uma técnica usual, devido ao custo elevado de produtos, além de serem tdxicos ao
meio ambiente e a outros organismos. Para obter um manejo satisfatorio, a melhor
alternativa seria integrando diferentes métodos de controle, como o controle cultural
por meio da rotacéo de culturas, controle genético pelo uso de cultivares resistentes,
controles fisico, biolégico e alternativo (Wesemael et al., 2011).

Segundo Santos et al. (2013), € importante conhecer os produtos que possuem
efeito sobre a motilidade de Meloidogyne spp, pois podem reduzir outras variaveis
nematolégicas, influenciando fatores de reproducdo e quantidade de nematoides
capazes de penetrar raizes. Assim, o uso de principios quimicos naturais no manejo
de fitonematoides, torna-se uma excelente estratégia para sistemas de producéo de
interesse agricola em que um patdégeno polifago e com alta capacidade reprodutiva
e adaptativa como o Meloidogyne spp. possa atacar (Reis, 2014).

A utilizacao de extrato aquoso de plantas no controle de fitonematdides torna-se
uma ferramenta importante, pois além de seu efeito comprovado ao estudar diversas
espécies de plantas como apresentado por Martins & Santos( 2016) , onde os
extratos das espécies agridao-do-brejo, alfavaca, artemisia, chamb@, e lombrigueira
apresentaram efeito nematostatico e nematicida elevados sobre Meloidogyne
incognita raga, Esta constitui-se numa técnica simples de ser executada, facilitando
sua adocao no manejo em pequenas propriedades, e também em areas maiores
onde os sintomas do ataque da praga se apresenta em reboleiras.

Em Estudo com diferentes concentragcbes de extratos de Curcuma longa
(acafrao-da-terra), observaram que todas as concentragdes do extrato reduziram a
eclosao de M. incognita Mioranza et al. (2016),. Ja Martins& Santos, 2016, relataram
que os extratos de mastruz causaram total mortalidade dos juvenis, e Ferreira et
al., 2013 constataram que os extratos aquosos de espécies testadas da familia
Asteraceae inibiram a eclosao de juvenis de M. incognita, quando comparados ao
tratamento controle.

O nim (Azadirachta indica) é uma espécie arborea originaria da Asia, possui
grande potencial no controle de pragas por conter caracteristicas como, amplo
espectro de acao, ser compativel com outras formas de manejo, nao ter acao

fitotoxica, e ser praticamente atéxico ao homem (Chagas & Vieira, 2017).
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Existem estudos desta espécie sobre nematoides em plantas como o estudo de
Hussain, et al., (2011), ao testarem o efeito nematicida de quatro plantas, A. Indica,
Calotropis procera, Datura stramonium, Tagetes erecta, observaram a maior reducao
de numero de gralhas, massa de ovos e fator de reproducéao (FR) de Meloidogyne
incognita, utilizando extrato de A. indica e C. procera.

O Rubim (Leonurus sibiricus L.) conhecida em algumas regides como Macaé,
é originaria da Asia e pertence a familia das Lamiaceae. Apresenta crescimento
espontaneo em quase todo territorio brasileiro e € utilizada na medicina tradicional
como tratamento para resfriado, bronquite e reumatismo (Castellucci et al., 2000),
chéas de partes verdes séo utilizadas também para estancar sangramento pés-parto,
menstruacdao excessiva, bem como contra edema, abscessos e problemas renais
(Bown, 1995).

A espécie possui atividade anti-inflamatéria e acéo alelopéatica, envolvendo
metabolitos secundarios que téminfluéncia sobre sistemas bioldgicos, incluindo efeitos
de inibicdo ou estimulacao (Bastos et al., 2014). Ferrdo et al. (2012), observaram
a ficasse-a do extrato aquoso das folhas de Rubim no controle de estrongilideos,
nematoides intestinais de caprinos da familia Strongylidae, apresentando reducéao
62% na ecloséo de J2.

Diante das perdas que este patdgeno traz as culturas comerciais e as dificuldades
de seu controle, objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito do extrato aquoso
de Nim e Rubim sobre a ecloséo e mortalidade de juvenis de ovos de Meloidogyne
javanica in vitro.

2| MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado e conduzido no laboratério de Nematologia e de
Quimica Analitica do Instituto Federal de Educacgéo, Ciéncia e Tecnologia Goiano -
Campus Morrinhos.

Os ovos foram obtidos a partir de raizes infectadas de quiabo da horta do
Instituto. As raizes com sintomas de galhas foram lavadas cuidadosamente para
retirada do excesso de terra, e picadas em pedacos de, aproximadamente, um
centimetro e em seguida pesadas, transferidas 100g para o liquidificador onde foi
adicionada solucéo de hipoclorito de sddio na concentracdo de 0,5% até cobri-las.
As raizes foram trituradas por 20 segundos na menor velocidade. Essa suspensao
foi vertida na peneira de 20 mesh sobreposta a de 200, e 500 mesh. Com auxilio
de uma pisseta a suspenséo retida na peneira de 500 mesh foi transferida para um
béquer de acordo com a técnica de Boneti& Ferraz (1981). A suspenséo, contendo
os ovos, foi quantificada em camaras de Peters e calibrada para 500 ovos/ml em
microscopio binocular.

Raizes com galhas de quiabo infectadas com M. javanica foram colhidas,
lavadas e seccionadas. Foram trituradas no liquidificador por 20 segundos na menor
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velocidade, com soluc¢do de hipoclorito de sédio 0,5%, e vertidas na peneira de 20
mesh sobreposta as de 200 e 500 mesh, para obtencéo de ovos de acordo com a
metodologia de Boneti & Ferraz (1981). Os juvenis de segundo estagio foram obtidos
a partir de ovos, utilizando-se o método do funil de Baermann modificado (1917).
Apbs 48 horas, a suspensédo contendo os juvenis foi transferida para um béquer, e
calibrada para 200 juvenis/ml.

Os extratos aquosos foram obtidos segundo adaptacdo da metodologia
utilizada por Ferris & Zheng (1999), onde adicionaram-se 100 ml de 4gua destilada
(temperatura ambiente), a 5, 10, 15, 20 e 25¢g de folhas secas contidas em béquers
0s quais foram cobertos e mantidos em repouso por 24 horas. Decorrido este tempo,
procedeu-se a maceragao em almofariz com auxilio de um pistilo. O extrato foi filtrado
em papel filtro quantitativo Unifil, obtendo-se os extratos por maceracéo, a 5, 10, 15,
20 2 25 % (p/v).

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, composto de seis
tratamentos e seis repeticbes e duas espécies de plantas, totalizando 66 unidades
experimentais. Os tratamentos constituiram de 5%, 10%, 15%, 20%, 25% (p/v), do
extrato aquoso de folhas de A. indica e L. sibiricus, mais o controle negativo contendo
apenas agua destilada.

As avaliacbes para determinar a acao dos extratos vegetais foram realizadas
sob microscopio estereoscOpio observando-se a movimentacdo dos juvenis, 24
horas apds a montagem dos ensaios. Antes de se iniciar as contagens foi adicionado
1ul da solucédo de hidroxido de sédio 1N, para estimular a movimentacdo de
juvenis vivos, como metodologia proposta por Chen & Dickson (2000). Individuos
que apresentassem o corpo em formato retilineo apés 30 segundos da adi¢cdo de
hidroxido de sodio foram considerados como mortos.

Figura 1. Juvenis de Meloidogyne javanica enfatizando o posicionamento de nematoides
considerados vivos (a), e mortos (b)

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, composto de seis
tratamentos e seis repeticdes e duas espécies de plantas, totalizando 66 unidades
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experimentais. Os tratamentos foram 5%, 10%, 15%, 20%, 25% (p/v), do extrato
aquoso de folhas de A. indica e L. sibiricus, mais o controle negativo contendo agua
destilada.

Foi adicionado 1ml da suspenséao contendo 500 ovos/ml, mais 1 ml do extrato
aquoso, em um tubo de ensaio, que foi colocado em BOD a temperatura de 26 °C
por 15 dias. Decorrido o periodo foi realizada as avaliagées por meio da contagem
sobre microscopio estereoscopio dos juvenis eclodidos.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da acao dos extratos aquosos folhas de Nim e de e Rubim em
diferentes concentracbes sobre a mortalidade de juvenis de M. javanica, estao
apresentados nas Tabelas 1 e 2. No caso da utilizagcdo de Nim, a mortalidade in
vitro de M. javanica foi crescente de acordo com o aumento na concentragdo no
extrato aquoso, sendo que todos diferiram do controle negativo (agua destilada).
As concentragdes 10, 15, 20 e 25% foram as que mais reduziram o percentual de
mortalidade, ndo diferindo estatisticamente entre si. O tratamento com utilizacdo do
extrato de 25 % de Nim reduziu 59% da mortalidade quando comparado ao controle
negativo (Tabela 1).

Tratamentos Médias

Controle negativo 791 A

Nim5% 35,00 B

Nim10% 54,25 C

Nim15% 59,25 C

Nim20% 61,08 C

Nim25% 67,41 C

CV (%) 17,32
DMS 14,45

Tabela 1. Percentual de Mortalidade in vitro de J2 de Meloidogyne javanica, ap6s 24 horas de
imersédo em funcao de diferentes concentragbes de extratos de Nim. Médias seguidas pela
mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em relacdo ao Rubim, todos os tratamentos também diferiram estatisticamente
do controle negativo, sendo que aconcentragcao a 25% promoveu niveis de mortalidade
superior, reduzindo o percentual de mortalidade em mais de 63% comparado ao
controle negativo (Tabela 2).

Tratamentos Médias
Controle negativo 791 A
Rubim 5% 50.00 B
Rubim 10% 51.33B
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Rubim 15% 52.75B

Rubim 20% 61,08 BC
Rubim 25% 71.58 C
CV (%) 15,73

DMS 13,59

Tabela 2. Percentual de Mortalidade in vitro de J2 de Meloidogyne javanica, ap6s 24 horas de
imersdo em funcao de diferentes concentragbes de extratos de Rubim. Médias seguidas pela
mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Foi possivel observar também que ambos os extratos inibiram a eclosao de
juvenis de M. javanica. Na utilizacdo de Nim, todos os tratamentos diferiram do
controle, sendo que a concentracdo de Nim a 25% promoveu a maior inibicao da
eclosao, de J2, sendo 78% a mais comparada ao controle negativo, nao contrastando
quando se utilizou a concentracédo de 20%, diferindo significativamente das demais
concentracdes (Tabela 3).

Tratamentos Médias
Controle negativo 84,70 E
Nim 5% 34.40D

Nim 10% 22.80C
Nim 15% 16.40 BC
Nim 20% 11.60 AB

Nim 25% 7.10A

CV (%) 13,28

DMS 6,88

Tabela 3. Percentual de J2 de Meloidogyne javanica, eclodidos apés 15 dias de imersdao em
funcao de diferentes concentracdes do extrato aquoso de Nim. Médias seguidas pela mesma
letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O mesmo comportamento foi observado quando se utilizou o extrato aquoso de
Rubim (Tabela 4).

Tratamentos Médias
Controle negativo 84,70 E
Rubim 5% 25.06 D
Rubim 10% 16.00 C
Rubim 15% 10.80 BC
Rubim 20% 5.60 AB
Rubim 25% 240 A
CV (%) 13,28
DMS 6,88

Tabela 4. Percentual de J2 de Meloidogyne javanica, eclodidos apés 15 dias de imersdo em
funcao de diferentes concentragbes do extrato aquoso de Rubim. Médias seguidas pela mesma
letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Neste trabalho confirmou-se a viabilidade da utilizacéo de extratos aquosos de
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plantas para o controle de M. javanica. No Brasil e em outras regiées do mundo ha
um numero consideravel de plantas com poder anti-helmintico em seres humanos
e em animais, sendo que seus residuos, extratos aquosos e/ou 6leos essenciais
podem ser utilizados também para o controle de nematoides em plantas (Lopes et al,
2005; Moreira et al., 2015). Por se tratar de um patdégeno de solo, uma vez que este é
introduzido em uma area considerada indene, a erradicacéo de M. javanica se torna
impossivel, pois forma mecanismos de resisténcia (massa gelatinosa de ovos, que
podem permanecer dormentes em condi¢cées desfavoraveis de desenvolvimento),
além de ser um patégeno polifago (ou seja, com muitas plantas hospedeira, como o
cafeeiro, soja, cana-de-acguUcar, feijao, milho, hortalicas, etc) e de ampla distribuicéo.
No combate desta praga, a utilizacao de nematicidas € ineficiente tanto econdémica,
pois os produtos sdo caros, como ambientalmente, pois os ingredientes ativos séo
altamente toxicos e biocidas (pode matar uma grande quantidade de microrganismos,
até mesmo os benéficos). Entéo é imprescindivel a busca de novos métodos para o
manejo de M. javanica, sendo que as técnicas de controle devem ser aplicadas de
forma integrada, pois a utilizagdo de uma s6 tatica pode ser ineficiente no combate
do nematoide em questao.

Estudos da utilizacdo de Nim no controle de insetos-praga e fitopatdbgenos
(principalmente fungos) sao abundantes e bem conhecidos. Gon et al. (2014)
observaram excelentes niveis de controle em condicbes de campo de pulgbes e
cochonilhas associadas a tomateiro em todas as concentragdes de extrato testadas,
além de interferir negativamente na oviposicdo de mosca branca. Ferreira et al.
(2014) verificaram que o extrato aquoso de Nim promoveu inibicdo do crescimento
micelial de Colletotrichum gloeosporioides, agente causal da antracnose do
mamoeiro. Quanto ao género Meloidogyne, Dourado et al. (2013) verificaram que o
6leo essencial de Nim a 1% foi eficiente no controle da mobilidade de M. incognita, e
quando aplicado via foliar mais via solo, o 6leo essencial reduziu significativamente o
namero de galhas em raizes de tomateiro. Gardiano et al. (2009), ao testar diferentes
extratos de plantas no controle de M. javanica, verificou que o extrato de Nim e
outras plantas apresentou efeito positivo na altura das plantas de tomateiro aos 60
dias apés a inoculagdo com M. javanica, além de proporcionar maior peso da parte
aérea e das raizes.

No presente trabalho, foi realizado somente a avaliagao in vitro da mortalidade
de juvenis e eclosao de ovos de M. javanica. Contudo, os resultados sdo animadores,
pois confirmam a viabilidade da utilizag&o de Nim e Rubim no controle de nematoides.
Para maior economia da utilizacdo de extrato aquoso de Nim, a utilizacdo da
concentracado de 10% ja é suficiente para bons niveis de controle. Se o objetivo for
a reducéo da ecloséo de ovos, pode-se utilizar o extrato a partir da concentracao
de 20%. Futuros experimentos serdo realizados para a confirmacado do efeito na
mortalidade de juvenis e na eclosdao de ovos a nivel de casa de vegetacédo e em

condi¢cbes de campo.
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Em relacéo a utilizacdo de Rubim, é bem sabida a propriedade anti-microbiana
da planta, incluindo efeitos contra organismos vermiformes que sédo parasitas
tanto em humanos como em animais (Ferréo et al. 2012; Reis et al., 2015; Wadt et
al.,1996). Contudo, ndo se encontrou na literatura relatos de efeitos da utilizacéao
de produtos com base em Rubim (extratos aquosos, 6leos essenciais e outros) no
controle de fitopatdbgenos, abrindo-se assim com o presente trabalho uma nova linha
de pesquisa. Como no caso do Nim, os resultados da utilizagcdo de extrato aquoso
de Rubim sdo também animadores, podendo-se utilizar a concentragdo a partir de
20% para se observar elevada mortalidade de juvenis e reducéao da eclosao de ovos
de M. javanica. Também nesse caso testes em condicdes de casa de vegetacao e de
campo sao necessarios para a confirmacao do efeito de Rubim sobre o nematoide e
também em outros fitopatdogenos.

41 CONCLUSAO

Os extratos de Nim e de Rubim tiveram efeito significativo na ecloséo e na
mortalidade de juvenis de M. javanica. Para o Nim, a utilizacdo do extrato na
concentracéo de 10 % promoveu 0s maiores niveis de mortalidade dos juvenis e
a partir de 20% promoveu uma reducgao drastica na eclosédo dos juvenis, e para
o Rubim, a concentracdo a partir de 20% para provocou oS maiores niveis de
mortalidade de juvenis e maior reducéo na ecloséo de ovos de M. javanica.
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RESUMO: A bioprospeccao de micro-
organismos de ambientes nao explorados,
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spp. (Lepidoptera: Pyralidae)

como a microbiota de insetos, é importante para
se obter tanto micro-organismos como enzimas
com potencial de aplicacdo biotecnologica.
As glicosidases sdo enzimas que catalisam
a hidrolise de ligacbes glicosidicas em
oligossacarideos e glicoconjugados, e utilizadas
na produg¢do de biocombustiveis e na industria
de alimentos. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a atividade de a- e [-glicosidases
extracelulares produzidas por leveduras
endossimbiontes obtidas do intestino de larvas
da Broca-da-Andiroba (Hypsipyla spp.). Os
isolados foram selecionados para a producéo
de glicosidases extracellulares em meio sélido
na presenca de Esculina 0,1%. O efeito do
pH (4,0-9,0) e temperatura (25°C-70°C) na
atividade de glicosidase, foi analisado usando
p-nitrofenil-glicopiranosideo como substrato.
Todas as leveduras apresentaram atividade
enzimatica extracelular: B-glicosidase - pH
6timo alcalino e temperatura 6tima ~40°C, com
destaque para a cepa Candida jaroonii (M2);
a-glicosidase — pH 6timo variando de acido
a alcalino e temperatura >40°C, destacando
as cepas Candida tropicalis (M4) e Candida
jaroonii (M2) com atividade a 70°C, 76 mU.ml"
e 91 mU.ml", respectivamente. Atividades mais
altas em pH alcalino permitem uma mais ampla
aplicacao desta classe de enzimas. O presente
trabalho é pioneiro no estudo de glicosidases
de leveduras da microbiota de Hypsipyla spp.
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PALAVRAS-CHAVE: enzimas, levedura, larvas, broca do broto

EVALUATION OF EXTRACELLULAR GLUCOSIDASES PRODUCED BY YEASTS
FROM THE GUT MICROBIOTA OF Hypsipyla spp. LARVAE (LePiDOPTERA: PYRALIDAE)

ABSTRACT: Bioprospection of microorganisms at unexplored sites, such as insect
microbiota, is important for obtaining both microorganisms and enzymes, with potential
biotechnological applications. Glucosidases are enzymes that catalyze the hydrolysis
of glycosidic bonds of oligosaccharides and glycoconjugates, used in the production
of biofuels and the food industry. The objective of this work was the evaluation of
extracellular a- and B-glucosidases produced by endosymbiont yeasts from the gut
of Broca-da-Andiroba larvae (Hypsipyla spp.). The isolates were screened for the
production of extracellular glucosidase on solid medium in the presence Esculin 0.1%.
The effect of pH (4.0-9.0) and temperature (25°C-70°C) on glucosidase activity were
analyzed using p-nitrophenyl-glucopyranoside as substrate. All yeasts had extracellular
enzymatic activity: B-glucosidases showed an alkaline pH optimum and temperature
~40°C, highlighting the strain Candida jaroonii (M2). a-glucosidases presented a pH
optimum rangeing from acid to alkaline and temperature >40°C, highlighting the strains
Candida tropicalis (M4) and Candida jaroonii (M2) with activity at 70°C, 76 mU.ml"
and 91 mU.ml", respectively. Higher activities in alkaline pH can provide a broader
application of this class of enzymes. The present work is pioneer in the study of yeast
glucosidases of Hypsipyla spp. microbiota.

KEYWORDS: enzymes, yeast, larvae, shoot borer

11 INTRODUCAO

A Carapa guianensis Aublet e C. procera DeCandolle (Meliaceae), conhecidas
popularmente como Andiroba, sdo espécies arbdéreas de uso variado como anti-
inflamatério, cicatrizante, velas repelentes, entre outros (FERRAZ; CAMARGO;
SAMPAIQO, 2002; PINTO, 2007). O éleo extraido de suas sementes possui alto valor
comercial sendo alvo de interesse em diferentes segmentos industriais como os de
farmacos e cosméticos (GOMES, 2010).

Os principais insetos que predam as semente de andirobeiras sdo larvas das
espécies Hypsipyla ferrealis Hampson e H. grandella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae)
(JESUS-BARROS et al., 2015 e 2014; PINTO et al., 2013). A acéo destes insetos
nas sementes na Andiroba reduz o potencial de germinacéao, alterando a capacidade
de regeneracdo das espécies, e consequentemente na reducdo da quantidade e
qualidade do 6leo extraido (CRAWLEY; GILLMAN, 1989; PINTO, 2007).

No Brasil, a H. grandella preda, além da andirobeira, 0 meristema apical de
outras espécies da familia Meliaceae, como o cedro (Cedrela odorata L.) e 0 mogno
(Swietenia macrophylla King), podendo atacar as sementes ou se desenvolver no
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interior do tecido prejudicando o crescimento das plantas jovens (JESUS-BARROS
et al., 2015). A H. ferrealis é conhecida como broca-das-sementes e sua presenca ja
foi relatada nos estados do Para (BECKER, 1971), Amapéa (JORDAO; SILVA, 2006),
Roraima (JORDAO; SILVA, 2006; QUERINO et al., 2008), Amazonas (PINTO, 2007)
e Acre (SANTOS; PELLICCIOTTI, 2016).

A capacidade dos insetos predarem diferentes partes de uma planta bem como
diferentes plantas contribuiu de certa forma para o sucesso evolutivo da classe. De
acordo com a estimativa global feita por Stork (2018), a classe insecta possui cerca
de 5,5 milhdes de espécies vivas. Este fenbmeno tem sido explicado pela habilidade
dos insetos em utilizarem uma gama extensa de materiais organicos na sua nutricao
(madeira, humus, cera, sangue, seiva, tecidos animais e vegetais, etc). Além de
digerirem materiais refratarios (ex. madeira e cera), eles exploram recursos toxicos
nao acessiveis a outros animais, como os inibidores enzimaticos. Esta capacidade
digestiva depende das enzimas presentes e compartimentalizadas no intestino
do inseto (TERRA et al., 1996). A organizacédo do processo digestivo depende da
compartimentalizacdo das enzimas digestivas e do fluxo do intestino médio que séo
responsaveis pela translocacado das enzimas e dos produtos da digestao (TERRA;
FERREIRA, 1994; TERRA et al. 1996, HOLTOF et al., 2019).

As enzimas encontradas nos insetos s&o sintetizadas pelos proprios insetos
(homodlogas) ou por organismos simbibticos localizados no corpo dos insetos
(heterdlogas). O uso destas enzimas para aplicacbes nos campos da biotecnologia
industrial ganha cada vez mais interesse. Exemplos importantes de enzimas
derivadas de insetos incluem proteases, amilases, lipases, celulases, quitinases
e glicosidases (FISCHER; OSTAFE; TWYMAN, 2013; MIKA; ZORN; RUHL, 2013;
MERZENDORFER, 2013).

Celulases sao enzimas envolvidas na hidrolise de moléculas de celulose em
monossacarideos ou polissacarideos menores. Trés classes de enzimas compdem
as celulases: (a) endo-B-1,4-glicanases (E.C. 3.2.1.4), responsaveis por clivar
ligacdes B-1,4-glicosidicas internas das cadeias de celulose, gerando cadeias de
glicanos de diferentes tamanhos; (b) exo--1,4-glicanases (E.C. 3.2.1.91), que agem
na ponta das cadeias de celulose, liberando B-celobiose; e (c) B-1,4-glicosidases
(E.C. 3.2.1.21), que hidrolisam a celobiose gerando glicose.

As (glicosidases sé&o enzimas que hidrolisam ligacbes glicosidicas de
oligossacarideose polissacarideos, liberando a-glicose ou 3-glicose.As a-glicosidases
sao muito utilizadas na industria alimenticia, principalmente na fabricacao de cerveja
e xarope de glicose (TAYLOR; DEWAR, 1994; BADHAN et al., 2007; AKINLOYE et
al., 2012), assim como na producédo de etanol, realizando a hidrélise do amido em
acucares fermentaveis (MUSLIN et al., 2002). As B-glicosidases séo investigadas
principalmente com a finalidade de degradacdo da celulose para a producdo de
biocombustiveis, mas também tem papel importante nas industrias de alimentos e
bebidas, de papel, de cosméticos e farmacéutica (SINGH; VERMA; KUMAR, 2016).
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Estima-se que aproximadamente 20% de todos os insetos estdo obrigatoriamente
associados a micro-organismos simbidticos, e é provavel que esta associacao tenha
contribuido grandemente para seu sucesso evolutivo (FELDAAR; GROSS, 2008).
Leveduras simbiontes de insetos estdo relacionadas ao auxilio direto no processo
de digestdao e na detoxificacdo de material ingerido de plantas, podendo prover
suplemento nutricional ao hospedeiro. Os insetos envolvidos nesta associagao
incluem membros das ordens Coleoptera, Diptera, Homoptera, Hymenoptera,
Isoptera, entre outros (VEGA; DOWD, 2005; ROSENBLUETH et al., 2018).

Apesar do enorme potencial da microbiota intestinal dos insetos, pouco é
estudado sobre o potencial biotecnolégico das enzimas produzidas pelos micro-
organismos simbioticos. Os lepidopteros ndao sao excecédo, os estudos sobre as
microbiotas das espécies pertencentes a esta ordem de insetos normalmente limitam-
se ao interesse entomoldgico da questao, e exploram majoritariamente as bactérias
do intestino médio (SITTENFELD et al., 2002; BRODERICK et al., 2004; ERTURK;
DEMIRBAG, 2006; BRINKMANN; MARTENS; TEBBE, 2008; BRODERICK et al.,
2009; CHEN et al., 2016; SNYMAN et al., 2016).

O potencial de aplicacao biotecnolégica das enzimas obtidas a partir de micro-
organismos ja é conhecido, visto que aproximadamente 85% das enzimas industriais
€ de fonte bacteriana ou fungica (GARG et al., 2016). A busca por enzimas na
microbiota de insetos tem recebido algum destaque apenas nos ultimos anos,
contudo tem sido pouco explorada devido a dificuldade no cultivo de muitos dos
micro-organismos presentes (CHAVES; NETO; TENREIRO, 2009; SHI et al., 2010;
BERASATEGUI et al., 2016).

Parte dos estudos neste sentido foram voltados para os termitas, na prospeccéao
de lignocelulases produzidas tanto pelos insetos quanto por seus endossimbiontes
(SCHARF, 2015). Sabe-se também que existem endossimbiontes capazes de
degradar celulose, em diferentes ordens de insetos, inclusive nos lepidopteros
Bombyx mori, Samia cynthia pryeri e Diatraea saccharalis (CALDERON-CORTES et
al., 2012; DANTUR et al., 2015).

A maioria das industrias como a de couro, alimentos, téxteis, sintese organica,
farmacéutica e industria de detergentes dependem em parte do processo enzimatico,
0 que acarreta uma maior demanda por producao de enzimas (KANNAN et al., 2019).
MIKA, ZORN e RUHL (2013), em trabalho de revisdo, pontuam que tanto as enzimas
obtidas dos insetos ou dos micro-organismos associados possuem alta demanda na
industria de alimentos, por reduzirem fatores antinutricionais.

Até o momento ndo ha relatos na literatura quanto aos micro-organismos
que compdem a microbiota de larvas de Hypsipyla spp. ou sobre quais as reag¢des
hidroliticas que ocorrem em seu trato intestinal. Portanto o objetivo deste trabalho
foi a deteccédo e a caracterizacao de a - e B-glicosidases extracelulares produzidas
por leveduras isoladas do intestino de larvas da Broca-da-Andiroba (Hypsipyla spp.)

(Lepidoptera: Pyralidae).
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2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Isolamento e identificacao das leveduras

As leveduras utilizadas neste trabalho pertecem a colecdo do Laboratério
de Biotecnologia de Enzimas e Biotransformacdes (LaBEB), ICB-UFPA (registro
no SISGEN sob n° A5B286D). Os micro-organismos foram obtidos do intestino de
larvas em condi¢des assépticas. As leveduras foram isoladas por diluicao seriada
e posterior inoculacdo em meio Sabouraud. A identificacdo foi feita com base
comparativa na regiao ITS e a regido D1/D2 da subunidade maior do gene do
rBNA de cada uma das amostras. As regides foram sequenciadas utilizando-se o
DYEnamicTM (Amersham, Biosciences) no sistema de sequenciamento automatico
MegaBACETM 1000. A analise das sequéncias foi realizada utilizando o programa
BLAST nucleotideo-nucleotideo (BLASTn) verséao 2.215 do BLAST 2.0, disponivel no
portal NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/), comparando as sequéncias obtidas
com as depositadas no GenBank.

2.2 Deteccao da atividade glicosidasica

A atividade enzimatica foi detectadaatravés de ensaios de degradacédo de
substrato em 4gar, adicionando Esculina (0,1%) e Citrato Férrico de Amdnio (0,05%)
ao meio de cultura YPD (Extrato de levedura 1%, peptona 2%, dextrose 1%). Os
micro-organismos foram inoculados em ponto central e incubados a 30°C por 24h,
a presenca de glicosidases foi detectada pela formag¢do de halo marrom escuro a
preto.

2.3 Obtencao do extrato enzimatico

O extrato enzimatico foi produzido pelo cultivo overnight dos micro-organismos
em meio liquido YM (Glicose 1%, Peptona 0,5%, Extrato de Levedura 0,3%, Extrato
de Malte 0,3%), sob agitacdo (100 rpm/min) e temperatura 30°C, seguido de
centrifugacao a 3000 x g por 15 minutos. O pellet foi descartado e o sobrenadante
foi considerado como extrato enzimatico extracelular.

2.4 Determinacao de atividade de a- and B-glicosidase

A quantificacéo da atividade enzimatica foi realizada por método colorimétrico
em espectrofotbmetro (ZELCK; TRIPPENSEE; BECKER, 1996). O método consiste
em quantificar o p-nitrofenol, que apresenta absorbéncia em 405nm, produzido pela
hidrélise de p-nitrofenol-B-D-glicopiranosideo ou p-nitrofenol-a-D-glicopiranosideo
pelo extrato enzimatico. O ensaio foi realizado em diferentes valores de pH (4,0 a
9,0) e de temperatura (25°C a 70°C) para determinar pH 6timo e temperatura 6tima
de cada atividade enzimatica. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas. Uma
unidade enzima foi definida como a quantidade de enzima que hidrolisa 1 ymol de
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pNGP por minuto nas condi¢cbes de ensaio.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das seis leveduras previamente isoladas, todas foram identificadas como
pertencentes ao género Candida (Tabela 1). A isolada LU2 foi identificada como
Candida tropicalis. Leveduras desta espécie ja tiveram atividade de a-glicosidase
descrita, por exemplo trés tipos de alfa-glicosidases ja foram isoladas a partir da
cepa japonica desta espécie (SAWAI, 1956).

As outras cinco isoladas da microbiota larval da Broca-da-Andiroba foram
identificadas como Candida jaroonii. Esta espécie € pouco descrita na literatura e ha
apenas relato de isolamento desta espécie em diferentes regides da Tailandia, cujo
clima se assemelha ao da Amazoénia, as espécies isoladas foram provenientes de
flores, filosfera de arroz, fungos e excrementos de insetos usados como fertilizantes
(IMANISHI et al., 2008; LIMTONG; KAEWWICHIAN, 2015). Recentemente, C.
jaroonii foi isolada de madeira em decomposicédo do Brasil, dos ecossistemas de
Mata Atlantica, Cerrado e Floresta Amazonica (LOPES et al., 2018).

Is(zl;n:gs Espécie nZGd:nchaensks)o Identidade Gaps Rr;g'\;:o
M1 Candida jaroonii KY106531 413/413(100%)  0/413(0%) D1/D2
M2 Candida jaroonii KY106531 465/465(100%)  0/465(0%) D1/D2
M3 Candida jaroonii KY106531 431/431(100%)  0/431(0%) D1/D2
M4 Candida jaroonii KY106531 471/471(100%)  0/471(0%) D1/D2
M5 Candida jaroonii KY106531 469/469(100%)  0/469(0%) D1/D2
LU2 Candida tropicalis KY106851 493/493(100%)  0/493(0%) D1/D2

Tabela 1: Identificagéo das leveduras isoladas da microbiota intestinal da Broca-da-Andiroba.

A atividade enzimatica extracelular se apresentou positiva para todas as
leveduras avaliadas, avaliadas em placa com meio agar-esculina, com enfoque a
isolada C. jaroonii (M2) que obteve o maior valor da razao halo/colénia, de 3,35 mm

(Tabela 2).
Espécie Razao halo/colénia (mm)
Candida jaroonii (M1) 1,39
Candida jaroonii (M2) 3,35
Candida jaroonii (M3) 1,42
Candida jaroonii (M4) 2,05
Candida jaroonii (M5) 2,34
Candida tropicalis (LU2) 1,39

Tabela 2. Detecgao de atividade de glicosidases em placa agar-esculina. Em negrito destaca-
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se a maior razao halo col6nia. Em inserto resultado da atividade de glicosidadse em placa dos
isolados C. jaroonii (M1), C. jaroonii (M2) e C. jaroonii (M3).

Os micro-organismos avaliados foram submetidos a ensaios de atividade
enzimatica com substrato sintético para se analisar a especificidade e caracterizar
a atividade glicosidasica de cada extrato enzimatico. O ensaio de atividade de
B-glicosidase foi realizado no extrato enzimatico das cinco cepas de C. jaroonii,
as quais apresentaram curva de atividade semelhantes, ocorrendo as melhores
atividades em pH &cido (Tabela 3), assim como para a curva de atividade da isolada
LU2, C. tropicalis. Tais resultados sao condizentes com os descritos na literatura
para atividades de B-glicosidases produzidas por leveduras (PERISIN; JARAK, 1995;
SAHA; BOTHAST, 1996; NARASIMHA et al., 2016).

B-glicosidase a-glicosidase
Leveduras
pH Temperatura pH Temperatura
C. jaroonii (M1) 4,0;7,5 35-50°C 4,5;6,0; 8,0 40°C
C. jaroonii (M2) 4,0 50°C 6,0; 8,0 40°C
C. jaroonii (M3) 4,5 35°C 8,0 50-60°C
C. jaroonii (M4) 4,0;5,0 40°C 5,0 70°C
C. jaroonii (M5) 50 40-60°C 4,5 40°C
C. tropicalis (LU2) 5,5 35°C 8,5 70°C

Tabela 3. Determinacao dos valores maximos de pH e temperatura para atividades de a- e
B-glicosidases extracelulares das leveduras isoladas.

O isolado que mostrou maior atividade mediante as condi¢des testadas foi C.
jaroonii(M1) (Figura 1). Pode-se observar um pequeno pico de atividade glicosidasica
em pH 7,5, indicando a possivel presenca de mais de um tipo de B-glicosidase no
extrato. A presenca de atividade intracelular de -glicosidase de C. jaroonii, isolada
de ecossistema brasileiro, mostrou eficiéncia em fermentar celobiose (LOPES et al.,
2018).

O pH intestinal varia dependendo da regido analisada em muitos insetos
(TERRA; FERREIRA, 1994) e este fato tem relac&o direta na producéo e atividade
enzimatica por micro-organismos endossimbiontes. Na literatura encontram-se
descritos pH 6timos de 4,5 a 6,0 (PRATVIEL-SOSA et al., 1994; FERREIRA et al.,
1994; BOER et al., 2004), entretanto nos ensaios de para determinacdo do efeito
do pH na atividade de a-glicosidase foi observado atividade maxima das leveduras
tanto em pH acido como em pH alcalino (4,5 a 8,5) (Tabela 3). a-amilases alcalinas,
da classe das glicosidases, tém seu uso ja instituido na industria de detergente. Esta
aplicacado se da pela estabilidade destas enzimas a condi¢cdes oxidativas, devido
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a sua atividade em pH basico e em baixas temperaturas (SOUZA; MAGALHAES,
2010). Além disso, aplicacédo na industria alimenticia, da producédo de xaropes a
panificacdo, € bem descrita na literatura (SAINI et al., 2017).
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Figura 1. Avaliagédo do efeito da variagéo de pH nas atividades de a-glicosidase (A) e de
B-glicosidase (B) extracelulares contidas no extrato de C. jaroonii (M1).

Quanto ao efeito de temperatura na atividade das B-glicosidases produzidas
pelos isolados verificou-se que as temperaturas maximas variaram de 35°C a 60°C
(Tabela 3), esta faixa de temperatura € bem descrita para B-glicosidases extracelulares
(PERISIN; JARAK, 1995; KARNCHANATAT et al., 2007). Comportamento parecido ao
encontrado para a-glicosidases, cuja variacao foi de 40°C a 70°C (Figura 2).
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Figura 2. Avaliagcéo do efeito da variacao de temperatura nas atividades de a-glicosidase (A) e
de B-glicosidase (B) extracelulares contidas no extrato de C. jaroonii (M1).

Karnchanatat e colaboradores (2007) em estudos com [-glicosidases
extracelulares de Daldinia eschscholzii observaram que estas enzimas possuem
termoestabilidade a 45°C, sendo que a 60°C a atividade decai e, a 70°C aproxima-se
de zero. Tal comportamento frente a variacao de temperatura também pode ser notado
em nossos resultados (Figura 2) para todas as leveduras estudadas excetuando C.
jaroonii (M4) e C. tropicalis (LU2).
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41 CONCLUSAO

As enzimas, a-glicosidase e f-glicosidases, avaliadas neste trabalho
apresentaram caracteristicas com potencial para aplicacédo industrial, como
atividade maxima em temperaturas elevadas e em pH alcalino, além de atividade
em ampla faixa de temperatura. Portanto, avaliacdo de glicosidases produzidas
por leveduras da microbiota de insetos, como a broca-da-Andiroba se mostrou
uma abordagem eficiente para prospeccdo de enzimas e reafirma o potencial da
biodiversidade amazénica tanto para enriquecimento tedrico como para a obtencao
de produtos com valor agregado.
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RESUMO: Atualmente, muitos fungos sao
produzidos para serem aplicados na industria,
principalmente, na industria agricola, ja que
constituem uma alternativa compativel com o
ambiente. Um claro exemplo é o uso do fungo
entomopatogénico  Metarhizium  anisopliae
empregado como pesticida biolégico para
controlar pragas como a Mahanarva posticata,
a cigarrinha-da- folha que se da nos cultivos
de cana-de- acucar, gafanhotos, besouro
do gréao do trigo, carrapatos de impacto na
pecuaria, broca cana e outros insetos da
ordem lepiddpteros. O estudo do crescimento
deste microrganismo aliado a analise de outras
variaveis como temperatura, pH e meios de
cultivo, permite ajustar modelos matematicos
visando sua producdo em uma escala maior.
Por este motivo, o presente trabalho teve como
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FUNGO Metarhizium anisopliae

principal objetivo determinar o crescimento
radial do fungo Metarhizium anisopliae através
da técnica de analise de imagem. Para atingir
0 objetivo, o fungo foi cultivado em meio BDA e
fotografado em intervalos definidos de tempo.
Posteriormente, as imagens foram digitalizadas
e as areas de crescimento contabilizadas pelo
software “Image pro plus”, onde as informacodes
obtidas um modelo
matematico que permitird predizer a taxa de

foram ajustadas a

crescimento do fungo.
PALAVRAS-CHAVE: Metarhizium anisopliae;
Crescimento Radial; Analise de Imagem.

APPLICATION OF IMAGE ANALYSIS
METHOD TO DETERMINE THE RADIAL
GROWTH OF FUNGUS METARHIZIUM

ANISOPLIAE

ABSTRACT: Currently,
produced to be applied in the industry, mainly

many fungi are
in the agricultural industry, since they are an
alternative compatible with the environment. A
clearexampleisthe use ofthe entomopathogenic
fungus Metarhizium anisopliae used as a
biological pesticide to control pests such as
Mahanarva posticata, the leafhopper that grows
on sugarcane, locust beetles, wheat beetles,
ticks impact on livestock, sugarcane borer and
other insects of the order Lepidoptera. The study
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of the growth of this microorganism, together with the analysis of other variables such
as temperature, pH and culture media, allows to adjust mathematical models aiming
their production in a larger scale. For this reason, the main objective of the present
work was to determine the radial growth of the fungus Metarhizium anisopliae through
the technique of image analysis. To reach the objective, the fungus was grown in BDA
medium and photographed at defined intervals of time. Afterwards, the images were
digitized and the growth areas were counted by the software “Image pro plus”, where
the information obtained was adjusted to a mathematical model that will allow to predict
the growth rate of the fungus.

KEYWORDS: Metarhizium anisopliae; Radial Growth; Image Analysis.

11 INTRODUCAO

Com a grande expansdo das atividades agricolas, muitas pragas que
destroem as plantacbes estdao se desenvolvendo, e com o intuito de evitar a
perda, os agricultores acabam optando pela utilizacdo de agrotoxicos, o que €
muito prejudicial para a saude humana e ap6s o processamento do alimento ndo é
possivel retirar todos os residuos com facilidade (Moura, 2007). A fim de tornar as
lavouras mais produtivas, ou seja, com pouca perda devido ao ataque de insetos e
fazer com que o alimento produzido ndo cause danos a saude humana, a utilizacao
de meios de controle biolégico vem crescendo a cada vez mais (Messias, 1989)
e com as vantagens de ser um meio mais barato é muito mais eficaz (Pomella e
Ribeiro, 2009). Tal € o caso do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae
que ataca gafanhotos, cigarrinhas de cana-de-agucar e besouros do grao de trigo
(Grajales, 2010). O fungo invade os insetos penetrando as suas cuticulas ou “pele”,
uma vez dentro eles se multiplicam rapidamente causando a destruicao da praga e
ocasionalmente toxinas (Gravena, 2000). Eles emergem, frequentemente, do corpo
dos insetos para produzir os esporos, que quando esparramados pelo vento, chuva
ou contato com outros insetos espalham a infeccao pela area (Gravena, 2000).

Devido a importancia do crescimento microbiano para aplicacdo em lavouras
como pesticidas biolégicos, alguns autores tem feito seguimento desse crescimento
através de modelos matematicos que permitem predizer o seu comportamento,
Vieira (2000) por exemplo, utilizou um modelo matematico para bovino a pasto, onde
fazia a simulagdo da dindmica de nutrientes no trato gastrointestinal e com isso
observava a atividade microbiana em cada animal. Outro pesquisador que utilizou
modelos matematicos para predizer a taxa de crescimento microbiano foi Sarmento
(2006), onde fez a modelagem do crescimento microbiano em mortadela e salsicha
defumada em processos isotérmicos e nao isotérmicos. Da Silva (2004) fez a analise
da cinética de crescimento do fungo Eremothecium ashbyii onde utilizou o método
Kono que a partir deste método se é capaz de estimar a produtividade celular.

Com o avancgo da tecnologia, novas técnicas de analise vém surgindo. O Método

As Ciéncias Biologicas nas Dimensdes Humanista, Critica e Reflexiva Capitulo 12




de Analise de imagem €& um método inovador e a partir dele se é capaz de descobrir
varias caracteristicas do observado, como a quantidade col6nias formadas por um
microrganismo e a dimensédo de seu tamanho de ocupag¢é&o no meio de cultura,
dentre outras (Gomes, 2008). Esta técnica vem se destacando muito na sociedade
de pesquisadores, visto que é rapido, confiavel, reduz os possiveis erros causados
pela manipulagcdo das amostras e permite analisar varios objetos simultaneamente
(Balaban, 2008). Assim, o objetivo principal deste trabalho & analisar através da
técnica de analise de imagem, o crescimento do fungo Metarhizium anisopliae ao
longo do tempo

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

O fungo entomopatogénico Metarhirzium anisopliae cepa ICBC 425 foi utilizado
sob a forma de esporos puros em pd, armazenados a temperatura de -4 °C. A cepa
foi adquirida no laboratério Biocontrol, localizada na cidade de Sertaozinho-SP.

2.2 Métodos

Quinze mililitros de meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar) dispostos em
placas de petri de 11cm de diametro foram esterilizados a 121°C por 20 minutos.
Apéds, o meio solidificar a temperatura ambiente, o fungo foi cultivado com unicamente
uma pincelada de esporos no centro geométrico das placas de petri, isto em camara
de fluxo laminar marca Marconi modelo MA1550/1. Imediatamente, o conjunto foi
colocado em camara climatizada BOD marca Adamo a temperatura de 28 °C + 1
°C durante 07 dias. Periodicamente, as placas de petri com o fungo foram retiradas
da BOD para serem fotografadas e posteriormente analisadas mediante o software
“Image pro plus (Media Cibernetics)” na versao gratuita.

O sistema completo para as fotografias consistiu em um suporte de isopor
quadrado de 17 cm de lado e 17 cm de altura. O suporte contou com uma perfuragéao
redonda de 5 cm de diametro, conforme apresentado no esquema da Figura 1, para
localizar a lente da camera fotografica Sony modelo DSC-W230 de 12.1 Mega Pixels.
As condicbes de iluminacao foram sempre controladas para garantir a padronizacao
das fotos.
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1- Perfuracdo para lente da
camera;

2- Suporte da cdmera;

‘ ’ 3- Placa de Petri.

Figura 1- Suporte para fotografia.

A superficie das placas de petri foram fotografadas, as imagens digitalizadas
e em seguida contabilizada a area, o raio e o didmetro de crescimento do fungo
mediante o software Image ProPlus, conforme esquema da Figura 2. Os valores
referentes ao raio, diametro e area foram todos disponibilizados pelo software, onde
os valores se encontravam em pixels e apds uma simples conversao de unidades foi

transformado para centimetros ou centimetros quadrados.
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Figura 2- Layout da analise de imagem

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

Com as informacgbes de area e raio obtidas foram realizados graficos da sua
variacdo em funcdo do tempo para posteriormente, analisar cada estagio da curva
de crescimento, ou seja, detectar o momento em que o fungo inicia e termina a fase
lag, exponencial, estacionaria e de morte (Bastos, 2010). As Figuras 3 € 4 mostram

a variacao do raio e de area em funcéo do tempo.
Pode-se observar que até o tempo de 24 horas apds o processo de inoculagéo,
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o fungo ainda estava se adaptando ao meio, permanecendo na fase lag. Segundo
Dickinson & Bottomley (1980) os fungos sé&o capazes de manter-se até encontrar-se
em condicdes favoraveis para retomar seu crescimento, portanto todo esse tempo
gue nao houve crescimento micelial do fungo foi devido ao processo de adaptacéo.
A partir das 36 horas se inicia a curva de crescimento exponencial, a qual é a de
maior interesse nesse estudo ja que visa analisar o seu periodo de maior eficiéncia,
com o inicio do crescimento micelial percebese que com 12 horas do inicio desse
crescimento, o fungo obteve um crescimento praticamente dobrado e a cada 12
horas percebeu-se esse comportamento. De acordo com Bastos (2010) ap6s o final
da fase de adaptacao os microrganismos comecam a se multiplicar rapidamente,
dobrando seu nUmero em espacos regulares de tempo, conforme foi observado.

Observe-se que no momento de 108 horas o fungo apresentou uma pequena
diminuicdo de seu crescimento e ap6s 12 horas desse decaimento de velocidade
houve um novo aumento de velocidade, retomando o padrao de dobramento de
tamanho. Essa pequena modificacdo na estrutura de crescimento do fungo de
acordo com Nielsen (2002) e Dutta (2008) pode ter se dado pelo esgotamento de
um ou mais nutrientes ou por algum pequeno acumulo de subproduto téxico para
0 seu crescimento, pois com o ambiente em acelerada mudanca acontece de o
microrganismo muitas vezes ter o crescimento desequilibrado.
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Figura 3 — Crescimento radial do fungo em funcao do tempo.
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Figura 4 — Aumento de area do fungo em fungéo do tempo.

Pretende-se continuar avaliando o crescimento do M. anisopliae ap6és 130
horas de experimentos, com o objetivo de determinar a fase estacionaria e fase de
morte do microrganismo, podendo assim gerar modelos matematicos completos que
permitam determinar a cinética de crescimento do mesmo.

41 CONCLUSAO

De acordo os objetivos esperados, pode-se perceber que os mesmos foram
alcancados com extremo éxito, verificando que em um periodo de sete dias é o
periodo no qual o fungo melhor se desenvolve e a partir destes resultados conclui-
se que sua velocidade de crescimento a cada 12 horas nesse periodo de sete dias
de crescimento manteve um padrédo de praticamente dobrar sua velocidade de
crescimento radial.
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RESUMO: Os fungos “dark septate” atuam na
promocado do crescimento vegetal, podendo
reduzir gastos com fertilizantes, contudo,
as funcbes ecoldgicas destes fungos ainda
permanecem obscuras. Este trabalho teve como
objetivo  caracterizar morfofisiologicamente
isolados de fungos “dark septate”. Isolados
de fungos “dark septate”, obtidos de Oryza
glumaepatula, foram caracterizados quanto
a (i) capacidade para alterar o pH em meio
batata-dextrose-agar (BDA) contendo azul
de bromotimol, quanto ao (ii) crescimento em
diferentes faixas de pH (4, 5, 7 e 8), quanto a
(iii) capacidade para solubilizar fosfato de calcio
e (iv) utilizar fontes organicas e/ou inorganicas
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de nitrogénio. Os resultados mostraram que os
fungos ERR 02 e ERR 04 alcalinizaram o meio
e 0s demais o acidificaram. As diferentes faixas
de pH aplicadas no meio BDA influenciaram o
crescimento de todos os isolados, com exce¢ao
dos fungos ERR 02 e ERR 46. Nenhum dos
isolados testado foi capaz de produzir halo de
solubilizagédo de fosfato ao redor da col6nia
fungica. O isolado ERR 04 desenvolveu-se
melhor na presenca de fontes organicas e/ou
inorganicas de nitrogénio, e o isolado ERR 02
utilizou melhor o meio SHA (solu¢ao de Hoagland
a'zforcaidnicacom 1% dextrose, agarizado com
1,5% de agar) acrescido de nitrato de aménio
ou de glicina, comparativamente aos demais
isolados. O estudo sugere que pode haver uma
grande variabilidade, entre isolados de fungos
“dark septate”, em termos da alteragcdo do pH
em meio do cultivo, do uso de fontes orgéanicas
e/ou inorgénicas de nitrogénio, mas nao para
solubilizar fosfato de calcio.
PALAVRAS-CHAVE: DSE,
fosfato, pH, fonte orgénica de N

crescimento,

MORPHOPHYSIOLOGICAL
CHARACTERIZATION OF DARK SEPTATE
FUNGAL ISOLATES

ABSTRACT: Dark septate endophytic fungi
act in the promotion of plant growth, and can

Capitulo 13




reduce expenses with fertilizers, however, the ecological functions of these fungi still
remain obscure. This work aimed to characterize morphophysiologically dark septate
fungi isolates. Thirteen dark septate fungi isolates obtained from Oryza glumaepatula
were characterized for (i) the ability to alter the pH of the potato-dextrose-agar medium
(PDA) containing bromothymol blue, with respect to (ii) growth in different ranges of pH
(4, 5, 7 and 8) for (iii) ability to solubilize calcium phosphate and (iv) use of organic and/
or inorganic sources of nitrogen. The results showed that the fungi ERR 02 and ERR
04 alkalized the medium and the others acidified it. The different pH ranges applied in
the PDA medium influenced the growth of all the isolates, with the exception of ERR
02 and ERR 46 fungi. None of the isolates tested was able to produce phosphate
solubilization halo around the fungal colony. Isolate ERR 04 was better developed in
the presence of organic and/or inorganic nitrogen sources, and ERR 02 isolate used
SHA medium better (Hoagland solution at 2 ionic strength with 1% dextrose, agarose
with 1.5% agar) plus ammonium nitrate or glycine, compared to the other isolates. The
study suggests that there may be great variability between isolates of dark septate
fungi in terms of changing the pH of the culture medium, the use of organic and/or
inorganic sources of nitrogen, but not to solubilize calcium phosphate.

KEYWORDS: DSE, growth, phosphate, pH, organic N source

11 INTRODUCAO

Os fungos “dark septate” (fungos DSE) podem ser encontrados em plantas
oriundas dos mais variados ecossistemas como habitats articos, antarticos,
temperados, boreais e tropicais (SRAJ-KRZIC et al., 2006; VERGARA; ARAUJO;
SOUZA; et al., 2019), onde atuam como colonizadores de aproximadamente 600
espécies de plantas, formando hifas e microesclerédios que crescem de forma
intercelular e intracelular as células da epiderme e cortex sem causar sintomas de
doencas (ADDY; PIERCEY; CURRAH, 2005; JUMPPONEN; TRAPPE, 1998).

Muitos aspectos das funcdes ecolégicas dos fungos “dark septate” ainda
permanecem obscuras, contudo, estudos indicam que estes fungos podem atuar
como promotores do crescimento vegetal, através da protecao da planta hospedeira
contra estresses abibticos, ou por facilitarem o acesso da planta a nutrientes que se
encontravam imobilizados, principalmente em compostos organicos recalcitrantes
(USUKI; NARISAWA, 2007; VERGARA; ARAUJO; SPERANDIO; et al., 2019;
VERGARA; ARAUJO; URQUIAGA; et al., 2018; VERGARA et al., 2017; WElI et al.,
2016).

Nos agrossistemas tropicais, onde predominam solos &cidos, limitantes ao
crescimento vegetal, que comprometem a producdo das culturas em até 70%,
naturalmente ocorrem problemas de fixagao fésforo, e a calagem é frequentemente
utilizada, mas nédo é uma pratica sustentavel (DIENE; WANG; NARISAWA, 2013),
por comprometer a colonizagdo da planta hospedeira por alguns microrganismos
benéficos, como fungos “dark septate” (RUOTSALAINEN; ESKELINEN, 2011), que
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sao sensiveis aos aumentos de pH (POSTMA; OLSSON; FALKENGREN-GRERUP,
2007; RUOTSALAINEN; ESKELINEN, 2011; SHARMA; JHA, 2012). Neste contexto,
microrganismos solubilizadores de fosfatos e mitigadores do estresse provocado
pela acidez ganham destaque na ciéncia. Por exemplo, POSTMA et al. (2007) e
DIENE et al. (2013), observaram que os fungos “dark septate” protegem a planta
hospedeira contra danos causados por elevados niveis de acidez, promovendo um
incremento de até 92% na biomassa.

Grande diversidade de microrganismos pode solubilizar fosfatos insoluveis
presentes no solo. Contudo, os estudos com as bactérias estdo mais avancados.
Na literatura, ha relatos de bactérias solubilizadoras de fosfatos pertencentes aos
géneros Bradyrhizobium (MARRA et al., 2011) e Rhizobium (TORRES-JUNIOR et
al., 2014), embora apresentem baixa eficiéncia de solubilizac&o.

Os estudos de solubilizacéo de fosfatos insoluveis envolvendo os fungos DSE
séo escassos na literatura. Contudo, isolados fungicos dos géneros Rhizopus,
Penicillium e Aspergillus, pertencentes a outros grupos fungicos tém sido apontados
como solubilizadores de fosfato de calcio, mas nao como solubilizadores de fosfato
de ferro (SILVA FILHO; VIDOR, 2000).

Neste contexto, as hipoteses deste estudo sdo de que os fungos “dark septate”
sé@o capazes de (i) alterar o pH em meio batata-dextrose-agar (BDA) contendo azul
de bromotimol, de que (ii) apresentam crescimento diferenciado sob diferentes faixas
de pH (4, 5, 7 e 8), de que (iii) solubilizam o fosfato de célcio, e de (iv) que utilizam
fontes orgénicas e/ou inorgénicas de nitrogénio. Portanto, o objetivo deste capitulo
€ de caracterizar morfofisiologicamente os isolados de fungos “dark septate”. Para
atingir este proposito, foi avaliado o crescimento micelial e massa de isolados de
fungos DSE em meios de cultivo sob diferentes pHs e em meios contendo fontes
organicas e inorganicas de N. Além disso, foi avaliada a capacidade para alterar o
pH em meio BDA e para solubilizar fosfatos insoluveis.

2| MATERIAL E METODOS

Obtencao de isolados de fungos “dark septate” e inoculacao

Os isolados de fungos “dark septate” aqui estudados, foram isolados de raizes
de Oryza glumaepatula (RIBEIRO, 2011; VERGARA; ARAUJO; ALVES; et al., 2018),
e sao mantidos na colecao de culturas do Centro de Recursos Biolégicos Johanna
Débereiner (www. embrapa.br/agrobiologia/crb-jd).

O in6culo foi preparado a partir do crescimento dos isolados fungicos em
placas de Petri contendo o meio batata-dextrose-agar (BDA) a 28 °C por sete dias.
Posteriormente, discos de micélios com diametro de aproximadamente 6 mm, foram
inoculados no centro de placas de Petri contento diferentes meios apresentados a
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sequir.
Crescimento de fungos “dark septate” em diferentes faixas de pH e alteracao
do pH em meio de cultivo

A capacidade de crescimento em diferentes pHs (4; 5; 7 e 8) e a alteracao
de pH em meio de cultivo foi avaliada no meio BDA em delineamento de blocos
ao acaso com trés repeticdes. O ajuste de pH foi feito utilizando KOH e HCI. Para
observar alteracdo de pH em meio do cultivo, o azul de bromotimol foi adicionado
ao meio BDA e ajustou-se o pH para 6,8. As placas de Petri foram incubadas por
até doze dias. A avaliacdo do crescimento dos fungos em diferentes faixas de
pH foi feita aos 6 dias apds a inoculacdo dos fungos, medindo-se o diametro das
colénias fungicas usando um paquimetro digital. A caracteristica de alteracéao do pH
foi observada através da mudanca de coloracdo do meio de cultivo, sendo que a
coloracédo amarela ou azul identificou fungos que alteraram o pH do meio para acido
ou alcalino, respectivamente. Foi utilizado o sinal positivo (+) para representar a
alteracao do pH neutro para acido ou alcalino.

Teste solubilizacao de fosfato de calcio

O meio GL foi preparado através da adicao de 10g de glicose, 2 g extrato de
levedura e 18g de agar por litro de meio e o pH ajustado para 6,5 (SYLVESTER-
BRADLEY et al., 1982). Ap0s a esterilizacdo e a temperatura de aproximadamente
50°C, foram adicionados 50 ml de K,HPO, (10%) e 100 ml de CaCl, (10%) em 850 ml|
do meio, para formagéo de precipitado insoltvel de CaHPO,. Cada placa constituiu
uma unidade experimental e foi avaliada em delineamento de blocos casualizados
com trés repeticoes. A presenca de halo translicido ao redor da colénia fungica
foi o critério utilizado para avaliar a capacidade para solubilizar fosfato de calcio.
As observacoes foram feitas aos 3, 6, 9 e 12 dias. O crescimento dos fungos foi
representado pelo sinal positivo (+) e auséncia do halo de solubilizag¢ao foi identificada
pelo sinal negativo (-).

Avaliacao do uso de fontes orgénicas e/ou inorgéanicas de nitrogénio por fungos
“dark septate”

Para avaliar o uso de fontes organicas e/ou inorgénicas de nitrogénio, os fungos
foram inoculados nos seguintes meios: 1) meio SHA, contendo solu¢céo de Hoagland
a %2 forcaidnica, agarizada com 1,5% de agar e acrescido de 1% de dextrose; 2) meio
SHA + aa, contendo meio SHA acrescido de glicina; 3) meio SHA + NA, composto de
meio SHA acrescido de nitrato de amdnio; 4) meio EC1% + NA, composto de 1% de
extrato de Canavalia ensiformis (L.) agarizado com 1,5% de agar, acrescido de nitrato
de amoénio. Aglicina e o nitrato de amdnio (NI) foram utilizadas como fontes orgéanica
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e inorganica de N. Os meios que continham apenas a solu¢do de Hoagland como a
unica fonte de nutrientes, receberam a dextrose como fonte de carbono. A glicina foi
adicionada aos diferentes meios, quando os mesmos estavam com temperatura de
35-40 °C, tendo sido filtrada em membrana de Millipore. A proporcao de N utilizada
foi de 0,3% p/v. Os teores de nutrientes presentes no extrato vegetal (VERGARA et
al., 2017) e na solugao de Hoagland s&o representados na Tabela 1. Essas placas
foram incubadas a 28 °C por até 12 dias. As plantas de Canavalia ensiformis foram
cultivadas para fins de adubacéo verde e coletadas com aproximadamente 60-70
dias ap6s germinacédo, na época de floracao (VERGARA et al., 2017). O extrato
vegetal que possui de 3-4% de N na sua constituicao foi obtido pela moagem e
pulverizacdo da parte aérea seca das plantas (por 72h; 65 °C) e esterilizagao através
de irradiagao com raios gama (dose de 25 kgy) (VERGARA et al., 2017). Aos 12 dias
apos ainoculacdo, mediu-se o didmetro das coldnias fungicas usando um paquimetro
digital e determinou-se a velocidade de crescimento micelial por meio da razao entre
o diametro micelial e os respectivos dias de crescimentos (12 dias), retirando-se o
diametro (6 mm) do disco utilizado para inoculag¢do. Foi removida a colénia do meio
de cultura utilizando-se uma espatula e a mesma foi colocada em recipiente de peso
conhecido para a determinacgdo do peso fresco da colbnia fungica.

N P K Ca Mg S Cu Fe Zn Mn B C
gL mg L~ %

Fonte

Extrato de Canavalia ensiformis 23,80 2,00 5,80 12,30 3,25 1,90 10,00 792,00 39,00 50,00 27,00 38,20

Solucéo de Hoagland 1/2 FlI 0,23 0,03 0,06 0,02 0,02 0,02 0,01 006 003 032 026 1,00

Tabela 1. Teores de nutrientes presentes na solucao de Hoagland modificada com metade da
forca ibnica e no extrato de Canavalia ensiformis (L.) agarizado.

Fl: Forca ibnica.

Analises estatisticas

Os experimentos foram conduzidos em delineamento de blocos ao acaso
com trés repeticbes, e os dados submetidos a anélise de variancia (ANOVA), e
ao agrupamento do teste de Scott Knott (p < 0.05). ANOVA foi realizada apo6s a
determinacdo da normalidade dos erros (Shapiro-Wilk) e da homogeneidade de
variancia (Bartlett) dos dados. O software SISVAR versdo 5.6.86 foi usado para
analises dos dados (FERREIRA, 2011).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Crescimento de fungos “dark septate” em diferentes faixas de pH e alteracao
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do pH em meio de cultivo

Analisando a alteragcéo do pH em meio BDA, pode-se constatar que os isolados
ERR 02 e ERR 04 alcalinizaram o meio de cultivo e os demais o acidificaram (Tabela
2, Figura 1).

pH do meio de cultivo aos 12 dias
apos a inoculacao

Acido Neutro Alcalino
ERR 01 +

ERR 02
ERR 04
ERR 16
ERR 26
ERR 31
ERR 32
ERR 33
ERR 42
ERR 43
ERR 44
ERR 45
ERR 46

Fungos “dark
septate”

+ + + + + + + + + o+

Tabela 2. Alteragcéo do pH em meio BDA com azul de bromotimol por fungos “dark septate”.

(+) Alteracao de pH do meio para &cido ou alcalino.

Figura 1. Alteragcéo de pH do meio para alcalino ou acido pelos fungos ERR 04 ou ERR 45.

Em geral, todos os isolados de fungos DSE testados cresceram no meio
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BDA sob todas as faixas de pH (Tabela 3). As colbnias fungicas foram, de maneira
geral, maiores no pH 7. Os fungos ERR 02 e ERR 46 n&do foram influenciados pelos
diferentes pH, o que € um indicio de que estes fungos possuem mecanismos para
se adaptarem a diferentes faixas de pH. Cinco isolados (ERR 16, ERR 32, ERR 383,
ERR 42 e ERR 43) mostraram seu melhor crescimento somente quando o pH do
meio BDA foi ajustado para 7. O fungo ERR 04 com capacidade para alcalinizar o
meio e o fungo ERR 45 com capacidade para acidificar (Tabela 2) apresentaram o
seu melhor crescimento no meio com pH ajustado para 8 (Tabela 3). O fungo ERR 26
cresceu melhor nos valores de pH acima de 5 e o fungo ERR 01 apresentou melhor
crescimento com os pHs 4 e 7 (Tabela 3). A maioria dos isolados testados teve seu
crescimento micelial afetado pelo pH. Os Fungos ERR 01, ERR 02 e ERR46, que na
presenca de acidez apresentaram maior crescimento micelial (Tabela 3), podem ser
considerados como mais tolerantes a acidez. Estes resultados mostram, de maneira
geral, uma vantagem ecoldgica dos fungos “dark septate” para se adaptarem em
ambientes com diferentes pH.

Esta habilidade de crescimento dos fungos DSE em condic¢des in vitro contendo
diferentes faixas de pH, abre possibilidade para testes de avaliacdo da tolerancia
das interacdes plantas-fungos DSE a diferentes pHs. Com efeito, foi mostrado que
no pH 3, classificado como ultra-acido, as plantas de repolho-chinés inoculadas
com Pseudosigmoidea ibarakiensis sp. nov. apresentaram incremento de 92% na
biomassa, comparativamente ao tratamento controle ndo inoculado (DIENE et al.,
2013). Numa condicao de estresse abidtico mais acentuado, as interacdes planta-
fungos DSE tendem a aumentar (READ; HASELWANDTER, 1981).

Fungos endofiticos “dark septate”

pH ERRO1 ERR02 ERR04 ERR16 ERR26 ERR32 ERR33 ERR42 ERR43 ERR45 ERR46
6 Dias
4,0 58,2A  38,6A 25,9B 39,7C 28,6B 46,6B 37,5B  45,9B 46,3B 42,6C 43,7A
5,0 55,0B 39,3A 27,9B 44,5B 33,8A 47,4B 36,9B 50,2B 46,8B 41,6C 41,3A
7,0 57,7A  41,7A 27,7B 48,7A  38,2A 51,4A 42 5A 54,1A 52,7A  46,1B 40,7A
8,0 54,2B 40,8A 32,0A 44,0B 36,0A 48,7B 35,7B  48,9B 49,2B 50,5A 40,4A
CVO/O) 4!8

Tabela 3. Diametro micelial (mm) de fungos “dark septate” em diferentes pHs.

Letras maiusculas iguais nas colunas, nao diferem estatisticamente entre si

pelo teste de Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Solubilizacao de fosfato de calcio

Quanto a capacidade para solubilizar fosfato de célcio, os treze isolados fungicos
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testados cresceram, no entanto, nenhum produziu halo de solubilizagdo no meio
GL (Tabela 4). Neste estudo, apenas a glicose foi utilizada como fonte de carbono.
Assim, a incapacidade para solubilizar fosfato de célcio, pode ser atribuida a falta de
atividade solubilizadora nos fungos testados ou ao fato de a glicose ser uma fonte
inadequada para a expressdo desta caracteristica. De fato, isolados fungicos dos
géneros Rhizopus, Penicillium e Aspergillus, pertencentes a outros grupos fungicos
tém sido apontados como solubilizadores de fosfato de célcio, mas ndao como
solubilizadores de fosfato de ferro (SILVA FILHO; VIDOR, 2000). Na literatura, ha
relatos, de que a fonte de carbono utilizada nos testes de solubilizacéo de fosfatos
in vitro, influencia a atividade solubilizadora em algumas bactérias e fungos (SILVA
FILHO; VIDOR, 2000; TORRES-JUNIOR et al., 2014).

Teste de solubilizacdo de

Fungos fosfato de calcico

“dark . . Halo
” Dias de crescimento
septate

9 12

ERR 01
ERR 02
ERR 04
ERR 16
ERR 26
ERR 31
ERR 32
ERR 33
ERR 42
ERR 43
ERR 44
ERR 45
ERR 46

+ + + + + + + + + + + + 4| W
+ + + + + + + + + + + + o+
+ + + + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + + + + o+
1

Tabela 4. Resposta de fungos “dark septate” a solubilizacdo de fosfato de célcio.

(+) Foi observado o crescimento da colbnia fungica. (-) Auséncia do halo translucido ao redor da coldnia.

Uso de fontes orgénicas e/ou inorganica de nitrogénio por fungos “dark
septate”

Todos os isolados fungicos testados, apresentaram crescimento micelial em
todos os meios utilizados (Tabela 5 e Figura 2). A massa da colbnia fungica do fungo
ERR 02, aumentou significativamente nos meios SHA+NA e SHA+aa, enquanto que
a do ERR 44 aumentou apenas no SHA+NA, comparativamente a massa da colonia
observada nos demais meios (Tabela 5). Entre os meios testados, o fungo ERR 04
apresentou maior massa fresca da colénia no meio EC1%+NA. A massa da col6nia
fresca do fungo ERR 46, aumentou significativamente nos meios SHA+NA, SHA+aa
e EV1%+NA, comparativamente ao meio SHA sem suplementagdo com glicina ou
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nitrato de aménio. No meio SHA+NA, os isolados ERR 02 e ERR 44 apresentaram
maior massa da col6onia comparativamente aos demais, mas diferiram no didmetro
micelial e velocidade de crescimento, uma vez que o isolado ERR 02 apresentou
valores menores que os observados no ERR 44. No meio SHA+aa, os isolados
ERR 02 e ERR 04 apresentaram maior massa da col6nia comparativamente aos
demais, contudo diferiram no diametro micelial e velocidade de crescimento micelial,
uma vez que o fungo ERR 02 apresentou valores maiores que os observados no
ERR 04. O fungo ERR 04 destacou-se ainda, no meio SHA, pois apresentou maior
massa da colénia, menor didmetro micelial e velocidade de crescimento micelial
que os demais isolados. A presenca de qualquer das fontes de N parece nao trazer
beneficios no crescimento dos demais isolados, uma vez que apresentaram menor
massa da colbénia fungica quando comparados aos isolados ERR 02, ERR 04 e ERR
44. Os resultados mostram a ocorréncia de diferentes perfis de isolados quanto a
habilidade para utilizar diferentes fontes de nitrogénio.

Um estudo realizado in vitro avaliou a utilizacdo de sete fontes de N,
nomeadamente glutamina, glicina, leucina, fenilalanina, valina, NaNO, e (NH,),SO,
na espécie de fungo DSE Heteroconium chaetospira em meio agar basal (USUKI &
NARISAWA, 2007). Os autores observaram aumento significativo na massa seca
do fungo em meios modificados com fontes organicas de N, comparativamente ao
meio suplementado com nitrato de aménio ou sem N. Neste estudo, o fungo ERR
04 utilizou melhor o meio contendo o extrato de Canavalia ensiformis (L.) e SHA
acrescido de glicina, enquanto os isolados ERR 02 e ERR 44 utilizaram melhor o
meio SHA acrescido de nitrato de aménio, sendo que o fungo ERR 02 ainda foi
capaz de usar o meio SHA contendo glicina, comparativamente aos demais isolados.

O diametro micelial da colénia variou, de maneira geral, de trés a seis
centimetros (Tabela 5). Este didmetro da colbnia é similar aquele observado durante
a identificacdo uma nova espécie de fungos “dark septate” (Harpophora oryzae), na
China, que foi de 4,5 cm no meio BDA ou no meio 4gar malte quando o fungo foi
crescido durante sete dias sob uma temperatura de 25°C (YUAN et al., 2010).

Estudos realizados com fontes organicas e/ou inorganicas de nitrogénio em
condi¢cdes “in vitro”, sdo importantes porque podem facilitar a especulacédo sobre
0s mecanismos pelos quais os fungos “dark septate” promovem o crescimento
vegetal, contribuindo para o entendimento das fungcdes ecolbgicas deste grupo de
fungos. Por exemplo, a partir da informac¢ao de que fungos DSE produzem uma
série de enzimas extracelulares, que degradam compostos complexos de C, N e
P (MANDYAM, 2008; SURONO; NARISAWA, 2017), suplementou-se o tomate e
o arroz com Canavalia ensiformis triturada e marcada com atomos de >N como
a unica fonte de N, e observou-se maior recuperacao N tanto na parte aérea de
tomate (VERGARA et al., 2017), como em graos de plantas de arroz (VERGARA,;
ARAUJO; URQUIAGA; et al., 2018), comparativamente as plantas ndo inoculadas,
0 que indicou que o fungo auxiliou a planta hospedeira na aquisicao deste nutriente
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essencial para crescimento. Por outro lado, ao suprir plantas de arroz inoculadas com
fungos “dark septate” com fontes inorganicas de N, observou-se maior crescimento
radicular (VERGARA; ARAUJO; ALVES; et al., 2018), maior atividade da bomba de
prétons da membrana plasmatica — PM H*-ATPase —, e maior acumulo do N na
parte aérea, comparativamente as plantas nao inoculadas (VERGARA; ARAUJO;
SPERANDIO; et al., 2019).

Meio de Fungos endofiticos “dark septate™
cultura ERR 02 ERR 04 ERR 16 ERR 26 ERR 31 ERR 32 ERR 33 ERR 42 ERR 43 ERR 4 ERR 45 ERR 46

Massa fresca da coldnia fiingica (mg)
SHA 60 Bb 550 Ca 40 Ab 100 Ab 90 Ab 40 Ab 90 Ab 50 Ab 60 Ab 50Bb 40 Ab 50 Bb
SHA+NA 1270 Aa 860 Cb 90 Ac 160 Ac 230 Ac 110 Ac 180 Ac 130 Ac 150 Ac 1330 Aa 120 Ac 340 Ab
SHA +aa 1400 Aa 1140 Ba 110 Ac 180 Ac 190 Ac 180 Ac 210 Ac 90 Ac 170 Ac 40 Bc 110 Ac 710 Ab
EC1% + NA 530 Bc 1690 Aa 80 Ac 100 Ac 110 Ac 50 Ac 100 Ac 60 Ac 50 Ac 170 Bc 120 Ac 1040 Ab
CV(%) 40,07

Diimetro micelial (mm)

SHA 52,4Ab 36.0Ac 60.8Aa 60,8Aa 60.8Aa 60.8Aa 60,8Aa 60.8Aa 60.8Aa 60.8Aa 54,0Bb 60.8Aa
SHA+NA 50,6Ab 26 9Bc 53,1Bb 60.8Aa 60,8Aa 54.3Bb 60,843 60.8Aa 52.0Bb 60.8Aa 52,9Bb 60.8Aa
SHA +aa 53.3Ab 39.2Bc 55,6Bb 60,8Aa 60.8Aa 55,8Bb 60,8Aa 60.8Aa 55.1Bb 60.8Aa 53.2Bb 60.8Aa
EC1%tNA 45.2Bb 39.6Bc 60.8Aa 60,8Aa 46,8Bb 60.8Aa 60,8Aa 60.8Aa 60.8Aa 48.9Bb 60.8Aa 60.8Aa
CV (%) 442

Velocidade de crescimento (mm dia™)
SHA 3,940 2.6Ac 4.6Aa 4.6Aa 4.6Aa 4.6Aa 4.6Aa 4.6Aa 4.6Aa 4.6Aa 4.0Bb 4.6Aa
SHA+NA 3,7Ab 1,7Bc 3,9Bb 4.6Aa 4.6Aa 4,0Bb 4.6Aa 4.6Aa 3.8Bb 4.6Aa 3.9Bb 4.6Aa
SHA +aa 3.94Ab 2.8Ac 4.1Bb 4.6Aa 4.6Aa 4.7Bb 4.6Aa 4.6Aa 4.1Bb 4.6Aa 3.9Bb 4.6Aa
EC1%+tNA 3,3Bb 2.8Ac 4.6Aa 4.6Aa 3.4Bb 4.6Aa 4.6Aa 4.6Aa 4.6Aa 3.6Bb 4,6Aa 4.6Aa
CV (%) 497

Tabela 5. Massa fresca da col6nia fungica (mg), diametro micelial (mm) e velocidade de
crescimento (mm dia ') de isolados de fungos endofiticos “dark septate”, crescidos em meios
de cultura contendo fontes organicas e/ou inorganicas de nitrogénio até aos 12 dias apés a
inoculacao.

Letras iguais minUsculas nas linhas e mailsculas nas colunas, nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade. SHA: solucéo de Hoagland agarizada com 1,5% de agar + 1% de
dextrose; SHA+ NA: solucdo de Hoagland agarizada com 1,5% de agar + 1% de dextrose + 0,3 % de N na forma
de nitrato de aménio; SHA + aa: solugéo de Hoagland agarizada com 1,5% agar + 1% de dextrose + 0,3 % de N
na forma da glicina; EC1% + NA: 1,5% de agar + 1% de extrato Canavalia ensiformis (L.) + 0,3 % de N na forma
de nitrato de amdnio.

41 CONCLUSOES

Todos os isolados cresceram nas faixas de pH testadas. Os isolados ERR
02 e ERR 04 alcalinizam o meio BDA contendo azul de bromotimol e os demais o
acidificam. Nenhum isolado solubiliza fosfato de calcio.

O fungo ERR 04 utiliza melhor fontes orgénicas e inorganicas de nitrogénio.
O fungo ERR 02 utiliza melhor o meio SHA acrescido tanto de N inorganico (nitrato
de aménio) quanto de orgéanico (glicina). O fungo ERR 44 utiliza melhor o meio SHA
acrescido de nitrato de aménio. Portanto, estes isolados de fungos dark “septate”
mostram-se promissores para testes de avaliacdo da transferéncia de nutrientes em
direcdo a planta hospedeira.
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RESUMO: As bioindustrias sdo empresas
com que utilizam em escala, os artefatos da
biotecnologia em seus produtos. A inovacgéao
€ um dos fatores prioritarios para a vantagem
competitivade qualquerempresa. Neste sentido,
o problema de pesquisa propde identificar
fatores que podem influenciar a inovagéo nas
bioindustrias para competitividade. Diante disto,
0 presente trabalho tem como objetivo propor
um modelo para a identificacédo e analise de
fatores de inovacéao e competitividade na gestéao
de bioindustrias de bebidas, do meio oeste
de Santa Catarina. O trabalho se compbe por
meio de pesquisa de natureza qualitativa, com
estratégia de estudo de campo e abordagem
descritiva. Foi possivel concluir que o modelo
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de matriz € apropriado como metodologia e
favoravel a adequacdes em outros contextos,
beneficiando outras bioindustrias a se
estabelecerem na bioeconomia emergente.

PALAVRAS-CHAVE: Bioeconomia. Modelo.

Inovacdo. Vantagem Competitiva.

IDENTIFICATION AND ANALYSIS OF
BIOINDUSTRIAL INNOVATION AND
COMPETITIVENESS FACTORS: A MODEL
APPLIED TO THE BEVERAGE SEGMENT IN
THE WEST REGION OF SANTA CATARINA

ABSTRACT: Bio-industries are companies
with which they use in scale, the artifacts of
biotechnology in their products. Innovation is
one of the priority factors for the competitive
advantage of any company. In this sense,
the research problem proposes to identify
factors that can influence innovation in bio-
industries for competitiveness. In view of this,
the present work aims to propose a model for
the identification and analysis of innovation and
competitiveness factors in the management
of beverage industries, in the western half of
Santa Catarina. The work is composed by
qualitative research, with a field study strategy
and a descriptive approach. It was possible to
conclude that the matrix model is appropriate
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as a methodology and favorable to adjustments in other contexts, benefiting other
bioindustries to establish themselves in the emerging bioeconomy.
KEYWORDS: Bioeconomics. Model. Innovation. Competitive advantage.

11 INTRODUCAO

Empreendimentos inovadores sao mais atrativos para investidores. A inovagéo
e a capacidade competitiva sdo fatores que impulsionam os negécios, assim como
as estatisticas de crescimento e desenvolvimento econédmico de uma nacéo. Neste
contexto, as bioindustrias sdo empresas que utilizam em seus produtos, inovagdes
resultantes de pesquisa e desenvolvimento na area da biotecnologia (JUDICE;
BAETA, 2002).

A biotecnologia como ciéncia, abre novas tecnologias a realidade industrial
(ANPROTEC, 2014). Atualmente, como insumo de um setor, a biotecnologia esta
integrada no conceito das bioindustrias e o setor é formado principalmente por
empresas de micro, pequeno e até médio porte representando uma oportunidade
de elevar o crescimento e o desenvolvimento econémico de um pais, regido, setor,
segmento, entre outros (JUDICE; BAETA, 2002).

O cenario para a biotecnologia esta despontando com as inumeras
possibilidades geradas a partir da grande biodiversidade do Brasil, condicao essa
que fortalece um contingente de negécios do pais. E, de acordo com a Associacao
Brasileira de Desenvolvimento Industrial (ABDI, 2017) o pais esta inserido na rota
tecnologica da biotecnologia em setores como a saude, biofarmacos, agroindustrias,
biocombustiveis e meio ambiente.

Com a crescente tendéncia e interesse para 0s negoOcios em ciéncia e
biotecnologia, o governo brasileiro tem concentrado esforgos através de politicas
publicas e incentivos para fomentar o desenvolvimento de empresas, bem como
para promover o crescimento do setor empresarial ligado a biotecnologia (BRASIL,
2007).

A bioeconomia, em seu contexto geral é capaz de contribuir principalmente
com a problemética ligada a sustentabilidade. O incentivo no surgimento de mais
bioindustrias e empresas com solugdes sustentaveis, inovadoras e competitivas, no
ambito ambiental, social e financeiro. O Brasil relne condi¢cbes para abrigar, mas o
indice de inovacgao é baixo.

Diantedeumcenarioglobalizado,competitivo, mas positivo, asbioindustriasestéo
despontando em decorréncia a bioeconomia, e a busca por melhor posicionamento
perpassa pela possibilidade de identificar fatores de inovagcédo e competitividade dos
setores envolvidos, objetivo pelo qual o presente trabalho investiga tais elementos
para ampliar o desempenho das empresas de micro, pequeno e médio porte do setor
de bebidas, especificamente em microcervejarias.

Nesta perspectiva, a ciéncia e a biotecnologia despontam como um assunto
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de notavel tendéncia para negocios. No entanto, ainda ha falta de clareza no
enquadramento das areas nos segmentos da economia. As empresas de biotecnologia
tém estruturas produtivas de alto custo. Falta profissionalizacdo da gestéao, questoes
de burocracia, regulacdes, capacitacao de méao-de-obra especializada, investimento
em pesquisas e adequacao de modelos empresariais.

A bioindustria como segmento da biotecnologia esta pouco explorado e tem
uma crescente participagdo no mercado. Dentre os segmentos da bioindustria, os
resultados do setor de bebidas, especialmente o mercado cervejeiro, indicam uma
tendéncia a um melhor posicionamento, no que diz respeito ao atendimento de uma
demanda que esta correlacionada ao crescimento econdmico e novos padrdes de
consumo e possui boas perspectivas, sobretudo nos segmentos de maior valor
agregado (CERVIERI JUNIOR et al., 2014).

Diante das atuais perspectivas e tendéncias na utilizacdo da biotecnologia na
economia da regido, o problema de pesquisa questiona os fatores que influenciam
o comportamento inovador nas bioindustrias do setor de bebidas, em especifico
das microcervejarias, com propoésito de fortalecer capacidades e favorecer a
competitividade no setor.

Desta forma, o presente artigo procurou apresentar uma afinidade das
potencialidades dos fatores existentes de inovacdo e competitividades que se quer
investigar para qualificar a regido do meio oeste de Santa Catarina como potencial
para bioeconomia emergente.

2 | MATERIAIS E METODOS

Com base nos objetivos, a pesquisa se classifica em exploratéria por ter o carater
de uma investigacao inovadora em relagcao a melhoria dos conceitos estudados. E,
por ser uma pesquisa do tipo flexivel, foi realizada de forma bibliografica (GIL, 2002,
p. 42).

Quanto a abordagem foi uma pesquisa qualitativa, utilizou-se de métodos
indutivos, por ter uma fundamentacéo na experiéncia dos elementos (GIL, 2008).
Com base nos procedimentos foi usada a pesquisa bibliografica e a pesquisa de
campo (MARCONI & LAKATOS, 2002; STRIEDER, 2009; GIL, 2012).

Apbs a andlise do conteudo dos artigos, na pesquisa bibliografica foram
levantados os oito fatores de inovacédo para a competitividade: capital intelectual,
infraestrutura, ambiente regulatério, aliancas estratégicas, custos, capital humano,
producédo e sistemas de controle, bem como os subfatores dimensionados no
ambiente interno e externa da organizagao, estudados de acordo com os autores:
Machado-da-Silva (2002), Roman et al. (2012), Pugatch Consilium (2015) e PINTEC
(2016).

O modelo foi validado inicialmente por especialistas da academia e aplicado em
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bioindustrias do segmento de bebidas do ramo de microcervejarias, com gerentes e
proprietarios, dos municipios que faziam parte da regiao estudada (GIL, 2002).

Foram analisados os fatores existentes e aqueles nao existentes, comparado
aos fatores identificados no levantamento das publicagdes, gerando interpretacoes
e visualizacbes graficas, com reflexdes sobre a importancia dessa matriz para o
cenario regional.

3 1 ANALISE E RESULTADOS

As bioindustrias do segmento de bebidas, objeto deste estudo, fazem parte das
rotas estratégicas do Programa de Desenvolvimento Industrial Catarinense - PDIC.
No programa, o setor agroalimentar e de biotecnologia sao setores identificados para
serem potencializados como setores portadores de futuro para Santa Catarina. Para
os desafios, “a inovacéao € peca fundamental no crescimento sustentado”, sendo que
Santa Catarina registrou sua participagcdo nas empresas inovadoras nacionais com
um aumento de 9,2% (2006-2008) para 9,7% (2009-2011) (FONSECA et al., p. 359,
2014).

Dentre as estratégias para atingir o propésito do trabalho, procedeu-se de forma
sistematica: a) se classificou os fatores apropriados a inovacao e competitividade;
b) identificou-se as bioindustrias existentes na macrorregiao do meio oeste de Santa
Catarina; c) desenvolveu-se um modelo para identificar e analisar os fatores de
inovacéo e competitividade das bioindustrias; d) procedeu-se uma classificacao dos
fatores de inovacao e competitividade para bioindustrias e, por fim, e) implementou-
se a aplicacdo em cervejarias do meio oeste catarinense e avaliando frente ao
cenario regional.

No modelo proposto, também estdo elencados os itens para identificacao
dos fatores com base no Manual de Oslo Organizacdo de Cooperacdo e de
Desenvolvimento Econbémico (OCDE, 2005). Este manual &€ um instrumento
internacional que serve para orientar a coleta e mensuracéo de dados sobre inovacgéo
e é referéncia para acompanhar as atividades de inovagdo na industria do pais,
parametro para competitividade em nivel internacional.

3.1 Fatores de Inovacao e Competitividade

A inovacgao é sinbnimo de mudanca para melhorias constantes. Semelhante a
qualidade, o conceito de inovacédo € uma norma no mundo organizacional. Assim,
quando percebido o que incrementa a competividade, identificar os fatores no ambito
interno e externo se tornam importantes.

Por essa razdo, tais elementos devem ser identificados pelas organizagoes.
A origem dessas informacdes faz parte da cadeia produtiva e o processamento
aplicado permite maior assertividade a decisao dos gestores. Com os elementos
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identificados, seriam estimados habilmente, os volumes de investimentos em capital
humano e infraestrutura de P&D, considerados fatores decisivos para se tornar ou
permanecer competitivo na bioeconomia (FISCHER,2014).

Para o presente estudo, a composicao da matriz dispde da observacao dos
fatores de inovacdo no ambito interno e externo da organizacao. Os fatores sao
referentes a capital intelectual (conhecimento), capital humano, infraestrutura de
P&D (Pesquisa e Desenvolvimento), ambiente regulatério, alianca estratégica,
custos, producéo e sistemas de controle.

A dimensao externa faz referéncia ao espaco em que qualquer a empresa esta
inserida. No presente estudo, essa esfera € observada e se expande a partir de
indicadores que influenciam a performance do negocio.

3.1.1 Capital Intelectual

O capital intelectual esta ligado ao conhecimento, notavel importancia para
qualquer organizacéo, sendo um dos diferenciais para se ter destaque no ambiente
empresarial. Este fator diz respeito ao patrimdnio de inteligéncia e criatividade através
das pessoas, fundamental para gerar novos conhecimentos em uma organizacao
(ALAZMI, 2003 apud ROMAN et al., 2012).

3.1.2 Infraestrutura para P&D

Neste fator, se tem refletido varios indicadores a nivel de pais, incluindo a
despesa total em P&D; patentes de intensidade; despesas de P&D em biotecnologia;
niveis de investimento em ciéncias da vida; parcerias publico-privadas; e citacdes
académicas e cientificas. (PUGATCH, 2015).

3.1.3 Ambiente regulatorio

Ao identificar as regulamentacdes que as organizagdes precisam se adequar,
assegura-se a manutencao do padrao de qualidade competitivo frente ao mercado,
beneficiando os usuarios de novas tecnologias. Para a pesquisa da Pugatch (2015) “O
ambiente regulatorio desempenha um papel importante na formulacdo de incentivos
a inovacao e ao estabelecer niveis adequados de qualidade e seguranca”. Para este
autor, as condi¢cboes adequadas aumentam as vendas e a qualidade dos produtos.

3.1.4 Aliangas estratégicas

O elemento inovador das aliangas estratégicas revela a capacidade de inovar
através de parcerias e redes de cooperagcdo. Para Roman et al. (2012, p. 34) “O
fator esta fundamentado em principios que procuram articular relacionamentos entre
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concorrentes, distribuidores e fornecedores de matéria prima e de material, visam
distribuir riscos e aumentar a competitividade”. No &mbito organizacional, as parcerias
caracterizam competéncias quanto a cooperacéao e fortalecimento de setores.

3.1.5 Custos

Os custos representam um elemento muito importante em qualquer
organizacao. Na bioindustria, a revisdo dos custos para aumentar a produtividade
e competitividade se apoia nas estratégias para o posicionamento de mercado
das organizagoes. A identificacdo sistematizada desse fator, relacionado as acdes
tomadas no sentido de modificar processos ou o proprio produto, em busca da
reducdo do seu preco final demonstram essa capacidade (SLACK, 1997 apud
ROMAN et al. 2012).

3.1.6 Capital humano

Capital humano é uma das esferas de maior sensibilidade nas organizacdes.
O capital humano altamente qualificado e tecnicamente treinado é uma das
caracteristicas fundamentais para a inovacdo bem-sucedida. A falta do capital
humano adequado torna inviavel as condi¢cdes de inovacado (PUGATCH, 2015).

3.1.7 Producgéo

O atendimento aos planos e programas de qualidade para o processo de
produc&o em uma organiza¢ao séo bons indicativos para medir a competéncia frente
ao mercado. Para mensurar a abrangéncia de um bom controle de producéo, Roman
et al. (2012) cita os fatores: gerenciamento de projetos; gestdo da qualidade total;
planejamento, gestédo holistica, estratégia organizacional, producéo enxuta, just in
time, melhoria da producéo, dentro outros elementos, que em conjunto garantem
exceléncia produtiva.

3.1.8 Sistemas de controle

Sem mecanismos de controle, dificilmente uma empresa consegue se
manter competitiva no mercado, com a nova geragcao de consumidores cada vez
mais exigentes, se faz necesséario adotar medidas que viabilizem cada vez mais
o0 negdcio, assim como adotar iniciativas de sustentabilidade e responsabilidade
social. O reconhecimento dos fatores de inovagao e de competitividade para a gestao
nas bioindustrias contribuem para priorizar a enorme quantidade de informacgdes
disponiveis para delinear ideias e solucoes.
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3.2 Matriz dos Fatores de Inovacao e Competitividade

O modelo para identificacdo dos fatores constitui uma ferramenta essencial
para que os gestores possam planejar e dar cumprimento as atividades que possuem
importancia para a inovacao nas bioindustrias, otimizando suas acbes para o bem-
estar das organizagoes.

O modelo de identificacdo busca quantificar, identificando quais os fatores
de inovacado e competitividade tem maior incidéncia e significado para a eficacia

desses elementos nas decisdes por inovacao para manter e elaborar estratégias de
mercado, dando uma viséo da influéncia destes na dimenséo interna e externa das
bioindustrias investigadas.

Dimenséo interna

Dimensao externa

contrato de
licenca de uso/
comercializagao

Inovacéo Competitividade Inovacéo Competitividade
(2 E?pigggg:o (22)Tem patentes (38)Tem posicéo de
Intelectual depositadas Benchmarking
Capital electua
intelectual (2)Paga (39)Tem Redes e
(conhecimento) Royalties (23)Tem patentes Parcerias
(3)Recebe em producéo (40)Tem Reserva de
royalties mercado
ins(?ezl-; el:”;es (24)Tem eficiéncia | (41)Desenvolve novos
prépr(i;as em equipamentos | produtos a partir da P&D
(5)Tem (25)Tem valor
instalacbes agregado a partir
terceirizadas da P&D
Infraestrutura (6)Tem .
para P&D instalacdes (26)Tem apoio a Mi??ﬁr?ﬁa%ﬁigf dn;e dnc'ios
subsidiadas pelo | pesquisa basica . formi
Poder Publico cllentg (con orm|d_ades e
medidas de confiancga)
(27)Possui crédito
(7)Tem . .
investimentos para investimento
em fabrica/
em P&D )
equipamento
(8)Tem
'S;‘r’;”;zti'ﬁ:ggg (43)Tem Certificages de
dos processos qualidade
de registros
(9)Tem registro:
Ambiente Tecnologico/ (28)Possui
regulatério Saude/ incentivos fiscais
Alimento/ .
Bebida (44)Tem registros em
(10)Possui orgaos de fiscalizagao
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(11)Mantém

(29)Mantém redes

Aliancas C(;igifa?;zo de cooperacgao (45)Mantém redes
estratégicas com empresas nacionais com de cooperagao
privadas ou universidade ou Internacional
publicas locais ICT's
(30)Dispoe
(12)Tem sistema de rotinas (46)0 preco é

Capital humano

de educacéo
superior (G/M/D)

(14)Tem
programas
de estimulo a
criatividade e
inovacao

(31)Tem gestéo
Estratégica de RH
com investimento

em Formacao e
Desenvolvimento

Custos de custos administrativas determinado: pela
Definidos € operacionais prépria empresa
flexiveis
(13)Tem
funcionarios
com niveis

(47)Tem politicas de
intraempreendedorismo

(15)Tem PCP

programa de
Investimento em
T.I

perdas

—Programa de (32)Desenvolve .
planejamento novos produtos a (48)Ter:ocorr(1)fé)£?;|dades
e controle da | partir da producao P
producao
(16)Tem
Producao programas (33()31-5:2'5;%9;3?6‘ (49)Tem condigcbes de
de gestdo da . ~ demanda
. ciclo de producgao
qualidade
(17)Dispde de (34)Tem valor (50)Tem eficiéncia
resposta rapida agregado aos em mAaaquinas e
areorganizacdo | produtos a partir cqui aqmentos
de processos da producgéao quip
(18)Tem
9 deeStrZ?:J;fse (35)Tem gestao de | (51)Tem programa de
e cadeia de residuos Rastreabilidade
suprimentos
(t:a?:)nl\ggg;r: (36)Tem iniciativas (52)Tem medidas de
Sistemas de limpas verdes desempenho
controle
(20)Tem
medidas de 3VT 50
confiabilidade | ¢ ingofr;nagéeg Sgraa (53)Tem sistemas de
(21)Tem minimizar riscos e informacao para grandes

movimentacao de dados

Quadro 01 — Matriz dos fatores de inovagao e competitividade

Fonte: os autores, 2018.

(continua)

O modelo tem a prerrogativa de apresentar um retrato da bioindustria em

relacéo aos fatores de inovacao reconhecendo o potencial competitivo. Com esse

arquétipo, se aumenta as chances de se identificar a pratica inovativa.

A busca por entender e avaliar a dinamica da bioindustria do setor de bebidas
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remetem a identificacdo de fatores de inovacdo e competitividade. Estas estdo
associadas a expertises, iniciativas empreendedoras com visdo estratégica de atuar
em nichos especificos, pioneirismo em produtos e servi¢cos inovadores na regiao com
a utilizacao de biotecnologia em seus processos produtivos. Estas constatacdes vém
ao encontro de pesquisas de Judice, Silva e Baéta (2005) que avaliaram a gestao de
inovacéo e dos fatores de competitividade na bioindustria brasileira, como desafios
a evolucéo do cluster de biotecnologia no Estado de Minas Gerais, onde chegaram
as semelhantes constatacoes.

Neste sentido, estes conjuntos de fatores tém potencial para consolidar um
ambiente que estimula os negocios, contribuindo para o surgimento e manutencao
de varias micro, pequenas e médias empresas.

41 CONCLUSAO

A biotecnologia faz parte dos setores “portadores de futuro”. A densidade desta
afirmacao constitui uma forte motivacéo para que empresas e instituicdes realizem
planejamentos relacionando iniciativas considerando as “rotas estratégicas” voltadas
a caminhos e concepc¢ao de futuro vinculados a nova economia evolucionaria em
setores promissores da bioeconomia.

As industrias de bebidas no Brasil vém se caracterizando como um nicho de
negdcios pelas grandes possibilidades de expanséo. O aspecto econémico favoravel,
reconhece que as empresas que investem em capacidade produtiva e inovagéo séo
as aquelas que conseguem maior crescimento.

Os fatores identificados indicam a necessidade de se estruturar iniciativas de
estudo para instalacdes de clusters em bioindustrias, uma vez que o cenario com o
potencial da regido para a inovagao proporciona uma vertente para articulagdes que
inovariam o fator de custos, de regulacdes, de producéo, de sistemas de controle
como vetores de negocios.

Os resultados obtidos permitem apresentar que as principais limitacoes da
metodologia proposta sdo: (1) os fatores identificados a partir da matriz dao base,
mas nao garantem o cumprimento das acdes de inovagédo e competitividade; (2) a
checagem da matriz avalia, mas néo confirma a efetividade das a¢des; (3) o modelo
deveria prever uma dimenséo de alocagcao de pesos aos subfatores, que tivesse a
funcéo de priorizar os fatores e subfatores relevantes em cada uma das dimensdes.

Ademais, a matriz pode se adequar ao contexto e realidade das bioindustrias
de bebidas do meio oeste de Santa Catarina como instrumento de identificacdo de
fatores de inovacdo e competitividade, para a verificagcdo das informacgdes para o
planejamento estratégico da empresa e alavancagem de estratégias para inovar
e competir no setor de bebidas utilizando a biotecnologia. A metodologia proposta
pode ser util, com as devidas adaptacdes, para qualquer outra organizacado que
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tenha como objetivo instituir a cultura da inovacéo.

Como sugestao para futuros estudos, sugere-se a aplicacdo desse modelo
em outras organizagdes que desenvolvem seus produtos e servigos utilizando a
biotecnologia, bem como empresas que desenvolvem P&DI, como forma de verificar
a validade do modelo proposto em realidades distintas ao setor de bebidas.
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