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APRESENTAGAO

A proposta da obra “As Ciéncias Biolégicas e a Construcdo de Novos
Paradigmas de Conhecimento 2” € uma e-book que tem como objetivo principal
a apresentacdo de um conjunto de artigos cientificos sobre diversos areas do
conhecimento em Ciéncias Biologicas, onde cada um dos artigos compde um
capitulo, sendo no total 32 capitulos, do volume 2 dessa obra. Essa coletanea de
artigos foi organizada considerando uma sequéncia l6gica de assuntos abordados
nos trabalhos de pesquisas e revisao da literatura, mostrando a construcao
do pensamento e do conhecimento do homem nas diversas areas das Ciéncias
Bioldgicas.

O objetivo primario da obra consistiu em apresentar de forma clara as
pesquisas realizadas em diferentes em instituicbes de ensino e pesquisa do pais
como: Centros de Ensino Técnico e Superior, Colégios, Escolas Técnicas de Ensino
Superior, Centro Universitarios, Fundacéo de Ensino Médio e Superior, Instituto
Federal, Faculdades de Ensino Superior Privado e Universidades Federais. Nos
diferentes artigos foram apresentados aspecto relacionado a doencas causadas
por Bactérias, Fungos, Parasitos, Virus, Genética, Farmacologia, Fitoterapia,
Biotecnologia, Nutricdo, Vetores biolégicos, Educacéo e outras areas correlatas.

Os temas sé&o diversos e muito interessantes e foram elaborados com o intuito
de fundamentar o conhecimento de discentes, docentes de ensino fundamental,
médio, mestres, doutores, e as demais pessoas que em algum momento de suas
vidas almejam obter conhecimentos sobre a saude abrangendo agentes etiol6gicos
das doencas, uso de substancias para higienizacao bucal, aspectos nutricionais
de alimentos, atividade de organismos na producdo de alimentos, degradacao de
material organica e ciclo de nutrientes no meio ambiente, como capturar e controlar
vetores de doencas, uso de plantas medicinais para cura de enfermidades, e sobre
metodologias que podem ser usadas nas escolas para favorecer a aprendizagem
dos estudantes.

Assim, essa obra “As Ciéncias Bioldgicas e a Constru¢cao de Novos Paradigmas
de Conhecimento 2” apresenta teorias fundamentadas em dados obtidas de
pesquisas e praticas realizados por professores e académicos de diversas areas
do conhecimento biolégico, e que realizaram seus trabalhos com muita forca de
vontade, as vezes, com muitos poucos recursos financeiros, e organizaram e
apresentaram os resultados alcangados de maneira objetiva e didatica. Todos nos
sabemos o quanto € importante a pesquisa em um pais e a divulgacgao cientifica dos
resultados obtidos para a sociedade. Dessa forma, a Athena Editora oferece uma
plataforma consolidada e confidvel para os pesquisadores divulguem os resultados
de suas pesquisas.

Eleuza Rodrigues Machado
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CAPITULO 1

INCIDENCIA E PREVALENCIA DE SIFILIS, HEPATITES
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RESUMO: Os moradores de rua e de abrigos,
que devido a enorme desigualdade, sao
invisiveis para alguns e considerados estorvos
para outros, s&0 mais vulneraveis a doencas
como a Sifilis, Hepatites e HIV, em razdo ao
menor acesso a saude. Estas doencas estao
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relacionadas as condicbes de saneamento
basico, nivel socioeconémico dapopulacéo, grau
de educacao sanitaria, condicées de higiene,
situacbes de rua, praticas e atitudes dessa
populacéo, que favorecem a contaminac¢ao dos
mesmos com o agente infeccioso. O projeto,
feito em parceria com o Centro de Referéncia
Especializado para Populagcdo em Situagcao de
Rua em Contagem (CENTRO-POP), contou
com a participacao de 41 moradores de rua e
foram realizados testes imunocromatograficos
rapidos para determinagcdo qualitativa de
antigenos de superficie e de anticorpos totais
em amostras de soro. Do total de moradores
34,1%
deram resultado reagente. Verifica-se entao

coletados, dos exames realizados
a importancia de informar a populacédo de
rua sobre os modos de contrair HIV, Hepatite
B, Hepatite C e, principalmente, Sifilis, e a
necessidade de medidas que visem a insergao
destas pessoas nos servicos de saude e
campanhas de vacinacgao contra a Hepatite B.
PALAVRAS-CHAVE:
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COUNTY OF CONTAGEM-MG

ABSTRACT: The homeless people and those who leaves in shelters, which owing
the vast inequality, are invisible to some and considered as hindrances to others,
they are more vulnerable to diseases like syphilis, hepatitis and HIV, owing their less
access to health. Those diseases are related to the conditions of basic sanitation,
socioeconomic level of population, the degree of sanitary education, hygiene conditions,
street situations, practices and attitudes of this population that favor the contamination
of the same with the infectious agent. The project, carried with the partnership with
the Specialized Reference Center for Population in Situation of Street in Contagem
(CENTRO-POP), counted with the participation of 41 homeless people and it was
fulfilled fast immunochromatographic tests to the qualitative determination of surface
antigens and total antibodies in serum samples. By the total of street dwellers examined,
34,1% of the exams showed reagent results. It is ensured the importance of informing
the street population about the methodes of contracting HIV, Hepatitis B, Hepatitis C
and, mainly, Syphilis. There is a necessity of improving ways to insert these people into
health programs and campaigns of vacination against Hepatitis B.

KEYWORDS: Homeless; Shelters; Syphilis, HIV.

11 INTRODUCAO

Otrabalho teve como objetivos: comprovar aincidéncia e a prevaléncia de Sifilis,
HIV e Hepatites B e C em moradores de rua e abrigos no municipio de Contagem-
MG; informar a populagcéo de rua acerca dos modos de se prevenir destas doencas;
possibilitar mais visibilidade as necessidades de saude desta populagéo, acolhendo-a
e inserindo-a ao Sistema Unico de Saude (SUS), onde sera encaminhada a um
centro especializado para atendimento por uma equipe multidisciplinar, visando
uma melhora na sobrevida desta populacao e consequentemente a minimizagao
dos riscos de morbidade e mortalidade.

O estudo da prevaléncia e incidéncia de doencgas fornece meios importantes
para decidir quais medidas de controle e prevencdo sdo as mais indicadas, além
de também avaliar se as estratégias usadas foram suficientes para diminuir ou
controlar a ocorréncia de uma determinada doenca.

A pesquisa teve como foco a averiguacao de diagndsticos positivos para as
respectivas infec¢cdes sexualmente transmissiveis investigadas, na populacdo em
estudo, baseando-se em artigos de Wagner, Doutor em Epidemiologia e médico,
VARELLA & JARDIM (2009) e outros, possibilitando um maior contato dos moradores
de rua com atendimento de pesquisa e instrugao preventiva.
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2| METODOLOGIA

No dia 13 de Agosto de 2018, foi realizada uma palestra para os moradores de
rua e abrigos, no Centro de Referéncia Especializado para Populacdo em Situagcao
de Rua em Contagem (CENTRO-POP), acerca dos modos de transmisséo das
doencas e de como seria realizada a coleta e o exame. Em seguida, foram realizadas
as coletas em 41 moradores de rua, usando materiais de coleta descartaveis
(agulha, adaptador de coleta, luvas) e equipamentos de protecao individual (jaleco,
touca, 6culos). Foi feita a puncdo venosa e usado tubo para coleta de tampa
vermelha (soro), contendo ativador de coagulo para anélise sorologica. Durante
esse procedimento, os tubos contendo sangue foram devidamente identificados e
armazenados em recipiente refrigerado de 2 a 8°C e encaminhados ao laboratorio
de Analises Clinicas do Centro de Educacao Tecnolégica de Contagem (CENTEC).
No laboratério, as amostras, devidamente identificadas, foram centrifugadas e
armazenadas na geladeira em uma temperatura de 2 a 8°C.

No dia 15 de Agosto, as amostras foram retiradas da geladeira para a realizacéao
dos exames soroldgicos e foram utilizados kits para testes rapidos, Alere®, ABON®
e SD BIOLINE HBsAg.

O teste rapido utilizado para triagem da infec¢cao pelo Treponema pallidum
(bactériacausadorada Sifilis) baseia-se naimunocromatografia, que permite detectar
0s anticorpos especificos anti-T. Pallidum no soro. Foram usadas as tiras de teste
do Kit Abon® e o conta-gotas para transferir 2 gotas de soro (aproximadamente 50
L) sobre a almofada de amostra da tira de teste. Adicionou-se 1 gota de solugao
tampéo (aproximadamente 40 yL) e aguardou-se 10 minutos para a leitura da tira
de teste. O teste positivo apresenta duas linhas vermelhas distintas, uma linha deve
estar na regiédo da linha do Controle®© e outra linha deve estar na regido da linha do
Teste (T). Ja no teste negativo, uma linha vermelha aparece na regiéo da linha do
Controle© e nenhuma linha vermelha ou rosa aparece na regiao da linha do Teste.

O teste rapido para deteccdo qualitativa de anticorpos do Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) tipo 1, tipo 2 e Subtipo O em soro foi feito usando
o Kit Abon®. O dispositivo de teste foi colocado em uma superficie limpa e nivelada
e, com o conta-gotas na vertical, foi transferida 1 gota de soro (aproximadamente
25uL) para o poco de amostra (S) do dispositivo de teste. Depois, foi adicionada 1
gota de solugdo tampéao (cerca de 40uL) e, decorridos 10 minutos, os resultados
foram lidos. Consideram-se positivos os dispositivos com 2 ou 3 linhas coloridas e
consideram-se negativos os dispositivos com apenas uma linha colorida na regiao
de Controle®©.

O ALERE HCV® é um teste rapido imunocromatografico para deteccdo
qualitativa de anticorpos especificos contra HCV (Hepatite C) em amostras de soro.
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O dispositivo de teste foi retirado da embalagem e identificado, em seguida foi
adicionado 10uL de soro (usando uma micropipeta) na cavidade da amostra (S) e 4
gotas de diluente de ensaio, na mesma cavidade. Apés 15 minutos, os dispositivos
foram lidos e interpretados, sendo resultado negativo a presenca somente da linha
de Controle®© e resultado positivo a presenca da linha de Teste (T) e da linha de
Controle®©.

O teste SD BIOLINE HBsAg® é também um teste imunocromatografico, de
Unico passo, designado para determinacao qualitativa de HBsAg (virus da Hepatite
B) em soro. Para a realizagdo do teste, o dispositivo foi retirado da bolsa de folha
de aluminio e colocado em uma superficie plana e seca e foi adicionado 100uL da
amostra de soro no po¢o de amostra (S). Apds 20 minutos, o teste foi interpretado,
sendo a presenca de uma linha na janela do resultado considerado negativo e a
presenca de duas linhas indica um resultado positivo.

31 RESULTADOS

De acordo com dados da Associacao dos Moradores do Bairro Novo Progresso
Il (Amonp), equipe responséavel pela abordagem de rua no municipio de Contagem-
MG, em 2017, foram identificadas 1.022 pessoas em situacdo de rua. Durante
a realizacao do projeto, foi efetuada a coleta em apenas 41 moradores de rua e
abrigos, devido a falta de consciéncia sobre a importancia e o cuidado com a propria
saude, além do receio por parte dos mesmos em realizar exames laboratoriais. A
populacao total de rua coletada foi de 4% e, desta parcela de moradores de rua,
34,1% dos resultados laboratoriais foram reagentes, como demostra a figura abaixo.

Resultado geral dos exames realizados
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Figura 1 - Resultado geral dos exames realizados.

Fonte: acervo pessoal. Agosto de 2018.
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A maior parte (46%) dos moradores de rua coletados estava na faixa etaria
entre 31 a 40 anos, como demostra o grafico abaixo, e 80% eram do sexo masculino.

50+
40 1
20 a 30 anos
30 M 31 a 40 anos
D% 41 a 50 anos
204 M 51 a 60 anos
104

20230 31a40 41a50 51a60

Figura 2 - Moradores de rua coletados, divididos por idade.

Fonte: acervo pessoal. Agosto de 2018.

Foram realizados 40 testes para deteccado qualitativa de anticorpos do Virus
da Imunodeficiéncia Humana (HIV), 25 testes para diagnosticar Hepatite C (anti-
HCV), 30 testes para diagnosticar Hepatite B (anti-HBsAg) e 41 testes para detectar
a presenca de anticorpos especificos anti-Treponema pallidum (bactéria causadora
da Siflis).

Dos 41 testes feitos para utilizado para triagem da infec¢céo pelo Treponema
pallidum, 31,7% apresentaram resultado reagente. Dos 40 testes para deteccao
qualitativa de anticorpos do HIV, ndo houve resultados reagentes. Nos 30 testes
feitos para diagnostico de Hepatite B (anti-HBsAg), ndo houve nenhum resultado
reagente e, dos 25testes paradiagnéstico de Hepatite C (anti-HCV), 8% apresentaram
resultados reagentes.
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Moradores de rua identificados com anticorpos
especificos anti-Treponema pallidum.

31,7%

M rosiTivVO

M NEGATIVO

68,3%

Figura 3 - Moradores de rua identificados com anticorpos especificos anti-Treponema pallidum.

Fonte: acervo pessoal. Agosto de 2018.

Segundo Wagner (1998, p. 158), Doutor em Epidemiologia e médico formado
pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul,

A prevaléncia mede a proporgcéo de individuos em uma populagdo que estéao
acometidos [sic] da doenca em um determinado momento. E, portanto, uma
medida estatistica (andloga a uma fotografia) relacionada a um ponto no
tempo, mesmo que a coleta de dados ocorra durante dias, meses ou até anos.
O numerador é composto de casos ativos no momento do estudo, sejam eles
recentes ou antigos. A féormula para o calculo da prevaléncia (P) é:

P— numero de individuos afetados em um determmnado momento
total de individuos estudados

[...] A incidéncia refere-se ao nimero de novos eventos ou casos NOvVos que
ocorrem em uma populacdo de individuos em risco durante um determinado
periodo de tempo. [...]

B nimero de casos novos detectados durante um determinado periodo de tempo
total de individuos em risco no inicio do periodo

Ic

Usando as férmulas citadas acima, o calculo da prevaléncia e da incidéncia de
Sifilis, HIV, Hepatite B e Hepatite C em moradores de rua e abrigos no municipio de
Contagem é igual a 0,341%.
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41 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

A transmissdo do HIV se d& por via sexual (IST- Infeccdo Sexualmente
Transmissivel), pelo sangue e pelo aleitamento materno. O virus da Aids nédo é
transmitido por objetos de uso diario, pois se trata de um virus muito sensivel ao
calor e a umidade e, fora do organismo, em contato com o ambiente, n&o sobrevive
mais do que uma hora (VARELLA & JARDIM, 2009).

Sobre a Hepatite B, o Ministério da Saude (BRASIL, 2005) indica que pode
ser transmitida por relagdes sexuais desprotegidas (pois o virus encontra-se no
sémen e secreg¢des vaginais), por meio da realizacdo de procedimentos sem
esterilizacdo adequada ou pela utilizacdo de material descartavel, uso de drogas com
compartilhamento de seringas, agulhas ou outros equipamentos, pela transmissao
vertical, aleitamento materno e acidentes com perfuro cortantes.

Ja a Hepatite C, ainda de acordo com o Ministério da Saude (BRASIL, 2005),
€ transmitida por meio de transfusao de sangue e uso de drogas injetaveis, uso de
instrumentos sem devida esterilizagdo e por relagdes sexuais desprotegidas.

A Sifilis € uma doenca comumente diagnosticada em moradores de rua ou
albergues. Isso acontece especialmente devido a situacdes de rua, praticas e atitudes
dessa populagao, o que favorece a contaminacdo dos mesmos com a bactéria.
Muitos moradores de rua ou abrigos regularmente praticam relacbes sexuais
desprotegidas, as vezes com parceiros portadores de Sifilis e, consequentemente,
adquirem a doenca, sendo esta a forma mais comum de contaminagcdo entre os
individuos. Ha casos de outros que se contaminam através de materiais perfuro
cortantes infectados (descartados em lixos convencionais, local onde alguns
membros dessa populacao obtém alimento, objetos etc.).

De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar o grande numero de
moradores identificados com a bactéria Treponema pallidum. Como os moradores
convivem nos mesmos locais e alguns fazem uso de drogas injetaveis, aumenta-se
a probabilidade de contaminacéao entre eles, visto que, de acordo com relatério de
gestao do CENTRO-POP, de janeiro a abril foram atendidos 566 moradores de rua.

De acordo com dados da Associacao dos Moradores do Bairro Novo Progresso
Il (Amonp), equipe responsavel pela abordagem de rua no municipio de Contagem,
em 2017, foram identificadas 1.022 pessoas em situacdo de rua. Destas, 86%
sao do sexo masculino e 14% do feminino. Em relacdo a faixa etaria, 507 sao
adultos, entre 29 e 59 anos e 213 séo jovens com idade produtiva, entre 18 e 29
anos. O levantamento também identificou que 715 pessoas desse total declararam
ser usuarios de drogas, o que mostra a maior susceptibilidade destes moradores
a contrairem infecgdes sexualmente transmissiveis e por contato com sangue
contaminado (CUNHA, 2018).
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51 CONCLUSAO

Em vista dos resultados obtidos, pode-se verificar a importancia de informar a
populacao de rua sobre os modos de prevencéo contra o HIV, Hepatite B, Hepatite C
e, principalmente, Sifilis, e a necessidade de medidas que visem a insercao destas
pessoas nos servicos de saude e campanhas de vacinagcado contra a Hepatite B. O
trabalho possibilitou mais visibilidade as necessidades de saude desta populacao
e, junto ao CENTRO-POP, conscientizou os individuos sobre as praticas e atitudes
que favorecem a contaminagcdo dos mesmos com agentes infecciosos, além da
realizacdo do diagnéstico de pessoas que ndo sabiam que portavam alguma
doenca. Estas foram acolhidas e encaminhadas a Unidade Béasica de Saude e ao
Centro de Consultas Especializadas Iria Diniz para serem atendidas por uma equipe
multidisciplinar (médicos, infectologistas, enfermeiros, psicdlogos e assistentes

sociais) que as auxiliara durante o tratamento.
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RESUMO: Pacientes com diabetes mellitus representam um grupo Unico de individuos
gue parecem ser mais propensos a desenvolver infec¢cdes. Os problemas com os pés
representam uma das mais importantes complica¢des cronicas desta doenca. O risco
de amputacao de membros inferiores pode ser aumentado se a ulceracéo é seguida
por infeccoes bacterianas associadas a infec¢des fungicas. Dessa forma, o objetivo
deste estudo foi verificar a frequéncia e o perfil de sensibilidade de Candida spp.
isoladas de Ulceras dos pés de pacientes diabéticos. Foram coletadas 154 amostras
de 77 pacientes, entre setembro de 2015 e setembro de 2016, no Hospital Regional
Norte em Sobral — CE. Destes, 50,65% eram do género feminino e 49,35% do género
masculino. Do total de pacientes, 59,74% foram diagnosticados com diabetes mellitus
tipo 2, sendo hipertensdo a comorbidade de maior prevaléncia. Além disso, 70,13%
tinham amputacdo local ou generalizada. As espécies fungicas que cresceram em
cultivo foram identificadas através da metodologia micoldgica convencional. Espécies
de Candida nao albicans foram mais frequentes, sendo a maioria dos espécimes
identificados como C. tropicalis (44,33%). Todas os isolados de C. albicans foram
consideradas sensiveis ao teste de sensibilidade, segundo a metodologia e referéncias
do CLSI-M27A2. Foi preocupante a quantidade de 6bitos dos pacientes relacionados
ao pé diabético neste estudo (14,29%). Medidas preventivas e primarias devem ser
tomadas para diminuir a elevada taxa de mortalidade em pacientes diabéticos com
ulceras nos pés. O autocuidado é fator importante na prevencédo de complica¢des
em pés diabéticos e, para bom controle da doenca, € preciso autogerenciamento
efetivo. Portanto, esses resultados tém implicagdes importantes para a prevengao e
reconhecimento sobre as infecgdes fungicas no pé diabético e recomendamos que
pacientes diabéticos com problemas nos pés devam ser examinados rotineiramente
para avaliagao micoldgica, pois os fungos possuem papel potencial na patogénese da
ulceracgao.

PALAVRAS-CHAVE: P¢ Diabético, Leveduras, Candida spp., Teste de Sensibilidade,
Candida albicans.

FREQUENCY AND ANTIFUNGAL SUSCEPTIBILITY OF Candida spp. ISOLATED
FROM DIABETIC FOOT ULCERS
ABSTRACT: Diabetes mellitus patients represent a unique group of individuals who

appear to be more likely to develop infections. Foot problems represent one of the
most important chronic complications of this disease. The risk of lower limb amputation
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may be increased if ulceration is followed by bacterial infections associated with fungal
infections. Thus, the aim of this study was to verify the frequency and susceptibility
profile of Candida spp. isolated from foot ulcers of diabetic patients. A total of 154
samples were collected from 77 patients between September 2015 and September
2016 at the Norte Regional Hospital in Sobral - CE. Of these, 50.65% were female
and 49.35% male. Of the total patients, 59.74% were diagnosed with type 2 diabetes
mellitus, with hypertension being the most prevalent comorbidity. In addition, 70.13%
had local or generalized amputation. The fungal species that grew in cultivation were
identified by conventional mycological methodology. Non-albicans Candida species
were more frequent, with the majority of specimens identified as C. tropicalis (44.33%).
All C. albicans isolates were considered sensitive to the sensitivity test according to
CLSI-M27A2 methodology and references. The number of patients’ deaths related to
diabetic foot was worrying in this study (14.29%). Preventive and primary measures
should be taken to decrease the high mortality rate in diabetic patients with foot ulcers.
Self-care is an important factor in preventing complications in diabetic feet and effective
self-management is required for good disease control. Therefore, these results have
important implications for prevention and recognition of fungal infections in diabetic
foot and we recommend that diabetic patients with foot problems should be routinely
examined for mycological evaluation, as fungi play a potential role in the pathogenesis
of ulceration.

KEYWORDS: Diabetic Foot, Yeasts, Candida spp., Susceptibility profile, Candida
albicans.

11 INTRODUCAO

Pacientes com diabetes representam um grupo unico de individuos que
parecem ser mais propensos a desenvolver infeccdes do que outros. O mecanismo
pelo qual os microrganismos podem causar um atraso no processo de cicatrizagao
nao estd completamente entendido. Uma das causas mais aceitas para este atraso
€ a producao de fatores de viruléncia por estes microrganismos, tais como proteinas
aderentes, enzimas e toxinas. Além disso, alguns microrganismos, associados a
doenca vascular periférica, tornam-se mais virulentos em ambientes de alta glicose,
ocasionando o chamado pé diabético (CARVALHO et al., 2004; NAIR et al., 2007;
FATA et al., 2010; HEFNI et al., 2012).

O pé diabético € o resultado de uma diabetes descontrolada e falta de cuidados
sanitarios, que leva a lesGes necroéticas, osteomielite e, consequentemente, a
amputacdo do membro afetado, causado pela neuropatia periférica, também
conhecida como neuropatia diabética, quando acomete pacientes diabéticos, uma
sindrome que acomete os nervos periféricos ocasionada pela glicemia aumentada

de longa duracao, levando a perda da sensacao protetora. Esta perda, associada a
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um ambiente de alta glicose, pode resultar em um aumento de infec¢gdes. O estado de
hiperglicemia provoca um atraso no processo de quimiotaxia, fagocitose e apoptose
das células polimorfonucleares, dificultando o aporte dessas células de defesa aos
membros inferiores, agravando a doenca vascular periférica (CARVALHO et al.,
2004; MLINARIC-MISSONI et al., 2005; CHELLAN et al., 2010).

A patogénese do pé diabético € altamente complexa, incluindo polineuropatia,
comprometimento da imunidade, cicatrizacdo mais lenta de feridas, doencga vascular
periférica, trauma e infeccédo, sendo os trés ultimos citados o inicio do processo
de ulceracdo. As ulceracbes nos pés representam uma das mais importantes
complicag¢des cronicas do diabetes mellitus (CARVALHO et al., 2004; FATA et al.,
2010; SIDRIM; ROCHA, 2012; CHADWICK, 2013; SINGH et al., 2013).

As complicagdes associadas com o desenvolvimento da infeccdo e a
sindrome do pé diabético s&o as principais causas de morbidade, hospitalizacéo,
amputacées nao traumaticas e mortalidade do paciente diabético. A ulceracéo,
como consequéncia das infeccdes, é a causa mais comum de amputacdes. O risco
de amputagdo de membros inferiores pode ser aumentado se a ulceracéo é seguida
por infec¢des bacterianas, fungicas e, em casos mais graves, sinergismo entre
microrganismos. O sinergismo entre algumas espécies fungicas, como espécies
de Candida spp., com outros microrganismos, principalmente as enterobactérias,
parecem aumentar o potencial patogénico e a habilidade de causar infeccdes em
ulceras do pé diabético (CARVALHO et al., 2004; MLINARIC-MISSONI et al., 2005;
CHELLAN et al., 2010; SIDRIM; ROCHA, 2012).

A bacteriologia das ulceras do pé diabético tem sido estudada por diversos
pesquisadores, podendo ser de natureza monomicrobiana ou polimicrobiana,
esta ultima ocorrendo na maioria dos pacientes e de natureza mais grave,
tendo origem aerdbica e anaerdbica, as quais tém sido bem caracterizadas. As
bactérias Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Enterococcus spp., Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis, Morganella morganii, Escherichia colie Pseudomonas
spp. sao os isolados aerdbicos mais comuns. Os anaerdbios Bacteroides spp.
e Peptostreptococcus spp. sao os isolados mais comuns em caso de necrose
(CARVALHO et al., 2004; MLINARIC-MISSONI et al., 2005; NAIR et al., 2007; FATA
etal.,, 2010; CHELLAN et al., 2010).

As infeccdes por fungos, associadas as infec¢des bacterianas, podem aumentar
o risco de desenvolver a sindrome do pé diabético, entretanto, ha escassez de
relatos na literatura sobre a incidéncia de patégenos fungicos em amostras de pé
diabético. Poucos dados estao disponiveis em relagdo a incidéncia das infeccdes
fungicas nos pés de pacientes com diabetes, observando-se predominio das
leveduras. Entre os isolados leveduriformes, a predominancia foi das espécies de
Candida spp., seguido da espécie Tricosporon spp. Em relacdo as espécies de
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Candida, C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. guillermondi e C.
krusei sdo as mais comumente encontradas em amostras de tecido profundo em
pacientes diabéticos portadores de ulceras nos pés (MLINARIC-MISSONI et al.,
2005; NAIR et al., 2007; FATA et al., 2010; CHELLAN et al., 2010).

Em virtude de poucos relatos na literatura sobre a incidéncia de fungos nos
membros inferiores, bem como da maioria dos relatos no pé diabético ser da
incidéncia de bactérias, além de direcionar para uma terapia antimicrobiana racional,
através da realizacdo dos testes de sensibilidade, o presente estudo tem como
objetivo descrever a frequéncia e o perfil de sensibilidade de Candida spp. isoladas
de ulceras nos pés de pacientes diabéticos atendidos num hospital terciario da
Zona Norte do Ceara.

2| METODOLOGIA

O presente estudo foi desenvolvido no periodo de setembro de 2015 a
setembro de 2016, sendo a coleta das amostras realizada no Centro Cirurgico do
Hospital Regional Norte (HRN) em Sobral - CE. A parte experimental da pesquisa,
apoOs a coleta das amostras, foi desenvolvida no Laboratorio de Microbiologia e
Parasitologia (LAMP) da Faculdade de Medicina (FAMED) da Universidade Federal
do Ceara (UFC).

Para atender aos aspectos éticos da pesquisa envolvendo seres humanos e
partindo da compreensao que para o desenvolvimento de estudos em saude requer
rigor metodologico e ético, este estudo foi orientado conforme a Resolugéo n° 466,
de 12 de dezembro de 2012, do Conselho Nacional de Saude (CNS), tendo sido
submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Ceara e
obtido aprovacéo (Parecer N° 1.219.760).

2.1 Populacao Estudada

Os pacientes atendidos no referido hospital para manejo cirurgico de ulceras
relacionadas ao diabetes (tipo 1 e tipo 2), em um ou ambos os pés, foram incluidos
nesse estudo. Foram excluidos pacientes em uso de antifiungicos pelo menos nas
ultimas 4 (quatro) semanas, ou que nao deram seu consentimento ou do responsavel
legal.

2.2 Coleta e Transporte das Amostras

O procedimento realizado para a coleta da amostra foi através, primeiramente,
da anestesiaraquidiana (com bupivacaina 5 mg/mL + glicose 80 mg/mL, geralmente),
seguido por lavagem com solugdo salina estéril 0,9 %, logo apdés isso, rigorosa

As Ciéncias Biologicas e a Construgdo de Novos Paradigmas de Conhecimento 2 Capitulo 2




assepsia com solugcao degermante de clorexidina 2 % (geralmente) e, por fim,
desbridamento do tecido necrosado superficial, para que, posteriormente, possam
ser coletados os fragmentos de tecidos do pé diabético do paciente.

Os fragmentos coletados dos pacientes diabéticos com ulceras nos pés foram
de diferentes tipos de tecidos tais como, tecido muscular, fragmento 6sseo, medula
Ossea e tendao (0,5 x 0,5 cm de tamanho, aproximadamente), com instrumental
cirargico estéril (lamina de bisturi) e colocados em frascos plasticos estéreis com
solucao salina 0,9 %, em seguida, encaminhados, no prazo maximo de 24 horas,
sob acondicionamento a frio, ao LAMP para processamento experimental.

2.3 Cultura Fungica

Os fragmentos contidos em solugdo salina foram submetidos ao aparelho
agitadortipovortex paragerarumasuspensaodaamostrabioldgicae, posteriormente,
a amostra em suspensao, foi semeada diretamente com a algca microbiologica
numa placa de Petri estéril, contendo o meio agar Sabouraud com cloranfenicol,
seletivo para crescimento fungico. Estas foram incubadas a temperatura ambiente
por até 02 (dois) dias. As culturas foram observadas diariamente para verificagao
do crescimento fungico. Caso ndo houvesse crescimento fungico em dois dias, a
amostra seria descartada.

2.4 Isolamento e Identificacao das Culturas

As espécies fungicas que cresceram em cultivo seletivo foram identificadas
através da metodologia micolégica convencional. A col6nia que cresceu foi
transferida, com auxilio do garfo microbiolégico, para tubos de ensaios contendo
o meio inclinado de agar batata dextrose, através de trés cortes profundos e em
paralelo no meio de cultura. Esperou-se o crescimento do (s) espécime (s) fungico
(s) por 02 (dois) dias no meio citado anteriormente. Caso a placa apresentasse
mais de uma colbnia leveduriforme diferente, cada coldnia era transferida para um
tubo separadamente. A deteccédo de fungos leveduriformes foi realizada com base
na observacédo macroscopica de colbnias brancas a levemente amareladas, lisas,
glabrosas e mucodides.

Como o meio agar batata dextrose ndao se configura como um meio seletivo,
todas as amostras foram repicadas em tubos de ensaio contendo 0 meio inclinado
de agar Sabouraud com cloranfenicol.

2.5 Identificacao das bactérias presentes em ulceras do pé diabético

Foram coletados os resultados das culturas, realizadas pelo laboratério
terceirizado que presta servicos ao HRN, sobre a identificacdo das bactérias em
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pacientes portadores de ulceras nos pés.

2.6 Teste de sensibilidade de Candida albicans aos antifungicos

O teste de sensibilidade a antifungicos foi realizado para as espécies de
Candida albicans isoladas e identificadas neste estudo. As concentracdes inibitorias
minimas (CIM) para C. albicans foram determinadas pelo método da microdiluicao
em caldo em placas estéreis de 96 pocos, no formato em “U”, descrito pelo CLSI-
M27A2 (2002). Os critérios de sensibilidade e resisténcia foram estabelecidos de
acordo com o CLSI-M27A2 (2002) (QUADRO 01).

SENSIVEL (ug/ | SENSIBILIDADE DOSE- RESISTENTE
mL) DEPENDENTE (pg/mL) (ug/mL)
ANFOTERICINA B <1 - > 1
CETOCONAZOL =0,03e<16 - > 16
FLUCONAZOL <8 =16e <32 =64
ITRACONAZOL <0,125 =0,25e=<0,5 =1

QUADRO 01 - Diretrizes de interpretacao dos testes de sensibilidade in vitro das espécies de
Candida.

Fonte: CLSI-M27A2 (2002).

Os testes foram realizados em duplicata, a fim de garantir maior confiabilidade
dos resultados. As microplacas foram incubadas em estufa na temperatura 37°C e
seus resultados observados ap6s 24 horas.

2.7 Desfecho clinico dos pacientes

Os pacientes foram acompanhados periodicamente para descrever o
desfecho clinico de cada um. Foram quantificados os pacientes que retornaram
ao Centro Cirargico do HRN para a realizacdo de novos procedimentos vasculares
(desbridamentos e revascularizagdes). Quantificou-se também o numero de
pacientes que receberam alta hospitalar ou tiveram ébito relacionado ao pé diabético
durante o periodo do estudo.

2.8 Analise Estatistica dos Dados

Os dados coletados a partir do questionario estruturado foram inseridos e
analisados em um banco de dados utilizando o programa computacional Stata®
versao 12, um programa integrado, desenvolvido para uso por profissionais de saude,
usado para criar e analisar questionarios de protocolos de pesquisa e aplicagcdes em
banco de dados e estatisticas gerais. Foi utilizada a analise de variancia (ANOVA)
para verificar se houve significancia estatistica (p < 0,05) entre os dados obtidos
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através do questionario aplicado.

3| RESULTADOS

3.1 Informacoes clinicas sobre o paciente diabético portador de ulceras nos pés

No periodo de setembro de 2015 a setembro de 2016, foram coletadas 154
amostras, de tecidos diferentes (tecido muscular, fragmento 6sseo, medula 6ssea e
tendé&o), de 77 pacientes, sendo 39 (50,65 %) mulheres e 38 (49,35 %) homens, no
Centro Cirurgico do Hospital Regional Norte (HRN). Do total dos pacientes, (59,74
%) foram diagnosticados com diabetes mellitus tipo 2.

Os resultados das etapas de microcultivo e cromoagar realizados neste estudo
demonstraram que as espécies de Candida tropicalis, foram mais prevalentes que
C. albicans (Quadro 02).

ESPECIES DE Candida QUANTIDADE DE AMOSTRAS (%)
Candida albicans 33 (34,02)
Candida tropicalis 43 (44,33)
Candida parapsilosis 20 (20,62)
Candida krusei 1 (1,03)

Quadro 02. Informagdes quantitativas dos resultados do microcultivo e cromoagar das espécies
de Candida isoladas e identificadas neste estudo.

3.2 Identificacao das bactérias presentes em ulceras do pé diabético

Dos 77 pacientes elencados para o presente estudo, foramrealizadas 62 culturas
pelo referido laboratério, sendo identificadas 155 espécies de microrganismos, dos
quais 151 (97,41%) foram bactérias, havendo uma prevaléncia das Gram negativas
(99/151 — 65,56 %) sobre as Gram positivas (52/151 — 34,44 %). As outras 04
amostras identificadas, pelo laboratério terceirizado, foram leveduras do género
Candida spp., de 2 espécies diferentes, sendo trés culturas de C. tropicalis e uma
cultura de C. albicans, o resultado encontra-se no quadro 03.

Correlacionamos a presenca de infeccdo bacteriana com a presenca de
infeccdo fungica, e n&do observamos diferenca significativa entre esses dois
paradmetros analisados (p > 0,05).

ESPECIES DE BACTERIAS QUANTIDADE DE AMOSTRAS (%)
GRAM NEGATIVAS -
P. aeruginosa 21 (21,21)
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Klebsiella pneumoniae 17 (17,17)

Proteus mirabilis 14 (14,14)
Morganella morganii 13 (13,13)
E. coli 13 (13,13)
Acinetobacter baumanii 7 (7,07)
Enterobacter cloacae 6 (6,06)
Serratia spp. 5 (5,05)
Aeromonas hydrophila 2 (2,02)
Citrobacter koseri 1(1,01)

GRAM POSITIVAS -

Enterococus faecalis 22 (42,30)
S. aureus 24 (46,16)
Streptococcus agalactiae (grupo B) (11,54)

Quadro 03— Informagdes quantitativas e percentuais da identificagdo das bactérias em ulceras
do pé diabético.

O quadro 04 mostra as informacdes sobre o pé do paciente portador de diabetes.
O diagnostico do pé diabético é essencialmente clinico, baseado nas condi¢des
anatémicas do mesmo. Informag¢bes como a presenca de edema (inchacgo ou rubor),
infeccao (através da formacdo de pus) e areas necrosadas sao fundamentais
para este diagnostico. Foram incluidas como informagdes relacionadas aos pés
de pacientes diabéticos: presenca de edema, necrose e infecg¢édo, localizada ou
generalizada, e amputacao, tanto em nivel dos pés (dedos e tecidos adjacentes),
um pé ou ambos, e em nivel da perna ou ambas as pernas, mostrando a gravidade

do diabetes e suas complica¢des vasculares nos membros inferiores.

EDEMA NECROSE INFECCAO AMPUTACAO
~ . ~ . Fo . NAO - 23
NAO — 33 (42,86 %) NAO - 02 (2,60 %) NAO - 02 (2,60 %) (29,87 %)
SIM-44 (57,14%) | SIM =75 (97,40 %) SIM — 75 (97,40 %) SIM — 54
' ’ ’ (70,13 %)
DEDOS - 14 (18,67 DEDOS - 23
- <)o ’ - °o
DEDOS - 08 (18,18 %) %) DEDOS — 14 (18,67 %) (42,59 %)
: 0 . o . o PE-13
PE — 23 (52,27 %) PE — 44 (58,67 %) PE — 44 (58,67 %) (24,07 %)
AMBOS OS PES-03 | AMBOSOSPES-03 | AMBOS OS PES - 03 AMBOS OS PES - 02
(6,82 %) (4,0 %) (4,0 %) (3,70 %)
PERNA - 13 (17,34 PERNA - 12
PERNA — 08 (18,18 %) %) PERNA — 13 (17,34 %) (22,23 %)

AMBAS AS PERNAS — | AMBAS AS PERNAS | AMBAS AS PERNAS — 01 | AMBAS AS PERNAS
02 (4,55 %) —01 (1,34 %) (1,34 %) — 04 (7,41 %)

Quadro 04 — Informagbes sobre o pé do paciente portador de diabetes.
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3.3 Teste de sensibilidade de Candida albicans aos antifungicos

Foi testada a sensibilidade de C. albicans frente aos antifungicos anfotericina
B, cetoconazol, fluconazol e o itraconazol. Embora tenhamos observado uma maior
prevaléncia de C. tropicalis neste estudo, o teste de sensibilidade foi aplicado apenas
para os isolados de C. albicans, devido estas serem mais estudadas que outras
espécies de Candida. Os resultados do teste de sensibilidade aos antifungicos
para cepas de C. albicans isoladas e identificadas deste estudo estdo descritas no

quadro 05.
CIM (ug/mL)
ANFOTERICINAB | CETOCONAZOL | FLUCONAZOL | ITRACONAZOL
0,03125 (5 1(6 0,125 (6
0,125 (1 (5) (6) (6)
0,0078125 (11) 2 (8) 1 (6)
0,125 (4) 4 (7)
0:25(5) 0,015625 (3 8 (2 0.0625 (7)
C. albicans ’ ®) G
0,0039062 (7)
0,5 (14) 0,25 (2) 0,03125 (13)
0,25 (1)
0,0009765 (1)
1(13) 0,5 (8) 0,5 (1)
0,0004883 (1)
Cepa Padrao
C. parapsilosis 1(1) 0,015625 (1) 16 (1) 0,125 (1)
ATCC 22019

Quadro 05 - Concentracao inibitéria minima (CIM) de Anfotericina B, Cetoconazol, Fluconazol, e
Itraconazol, de Candida albicans isoladas de pacientes diabéticos.

@ nimero de isolados para a CIM indicada.

3.4 Desfecho clinico dos pacientes diabéticos portadores de ulceras nos pés

O quadro 06 mostra as informacdes sobre os exames de cultura, recidivas
(desbridamentos), revascularizagdes, altas e Obitos dos pacientes portadores de
diabetes.

Nesta pesquisa, dos 77 pacientes internados no Centro Cirurgico do HRN,
62 exames de cultura foram realizados pelo hospital. Nao foi encontrada uma
justificativa plausivel porque os outros 15 pacientes nao foram solicitados exames

de cultura, visto que, em todos eles tinham claro processo infeccioso e necrético.
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DESFECHO CLINICO DO PACIENTE

EXAMES ) ) NAO
DE DESBRIDAMENTOS | REVASCULARIZACAO ALTA OBITO
INFORMADO

CULTURA
SIM - 62 o .
(80, 52 %) SIM — 75 (97,40 %) SIM - 16 (20,78 %)

54 &70,13 1 (014,29 12 (15.58 %)
NAO - 15 NAO - 02 (2,60 %) NAO - 61 (79,22 %) ) *)
(19,48 %) o e e

Quadro 06 - Informacdes sobre os exames de cultura, recidivas, revascularizacoes, altas e
6bitos dos pacientes portadores de diabetes.

Neste estudo, 75 (97,40 %) pacientes retornaram para sala de cirurgia para
realizacdo da cirurgia de desbridamento, sendo indicativo de falta de cuidados
sanitarios com os proprios pés (Quadro 06).

Em procedimentos de revascularizacdo, o médico tenta aumentar o fluxo
arterial na extremidade dos membros inferiores, onde este se encontra diminuido
devido a doencga vascular periférica, sendo uma medida de ultima escolha antes da
amputacédo. Como pode ser observado no Quadro 06, em 16 pacientes (20,78 %),
foi realizado o procedimento cirurgico de revascularizacao.

Dos 77 pacientes elegiveis para o estudo, 54 (70,13 %) obtiveram alta
hospitalar, 11 (14,29 %) foram a ébito, devido as complica¢des do pé diabético, e 12
(15,58 %) nao continham a informacéao se alta ou 6bito no prontuéario (Quadro 06).

Correlacionamos a presenca de infeccdo com os resultados dos exames de
culturas dos pacientes do hospital; a realizacao de cirurgias de desbridamentos com
a presenca de infeccéo e a falta de controle glicémico; a realizagdo da cirurgia de
revascularizagdo com a presenca de infec¢éo e a falta de controle glicémico; a alta
hospitalar do paciente com a presenca de infeccao e a falta de controle glicémico; o
Obito do paciente com a presenca de infec¢do e a falta de controle glicémico, e néo
observamos diferenca significativa entre esses parametros analisados (p > 0,05).

A falta de orientacdo e informacdes sobre o diabetes e suas complicacdes
repercute diretamente na qualidade vida dos pacientes. No presente estudo, 35
pacientes (45,46 %) relataram que examinavam os pés diariamente, enquanto que
42 pacientes (54,54 %) nao tinham esse habito.

O autocuidado é fator fundamental na prevencédo das complicacbes em pés
diabéticos e, para bom controle da doenca, é preciso autogerenciamento efetivo
diario. Os profissionais da saude devem conscientizar os pacientes de modo
a modificar sua atitude quanto ao autocuidado e aderir as recomendacgdes de
como cuidar dos pés, visto que dessa forma reduz significativamente os casos de
ulceracdes e, consequentemente, as amputacoes.
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Além disso, observou-se que 59,74 % e 54,54 % dos pacientes nunca
receberam orientacdo para os cuidados ou fizeram autoexame diario dos pés,
respectivamente; e 97,40 % tiveram suas feridas reinfectadas, sendo necessario

realizar novos procedimentos vasculares.

41 CONCLUSAO

As infeccbes fungicas dos pés em pessoas com diabetes ndo devem ser
ignoradas, principalmente porque as espécies de Candida possuem potencial
papel na patogénese da ulceracao dos pés, e estas estavam presentes em todos
os isolados fungicos deste estudo, com maior prevaléncia da espécie C. tropicalis.
Portanto, a avaliacéo clinica e laboratorial micologica, é extremamente necesséria
nos pacientes diabéticos portadores de ulceras nos pés.

Além disso, embora os isolados de C. albicans tenham se mostrado sensiveis
aos antifungicos testados neste estudo, ndo se pode negligenciar o uso racional
desses medicamentos, afim de n&o sofrermos com a problematica da resisténcia
antimicrobiana futura.

Ressaltamos ainda que as infecgdes nos pés de pacientes diabéticos requerem
atencao cuidadosa e gestéo coordenada por uma equipe multidisciplinar, reforcando
acdes preventivas e conscientizando os pacientes sobre a importancia do controle
glicémico, uso de calcados adequados, prevencao de traumatismos e autoexame
diario nos pés.
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RESUMO: O Toxoplasma gondii (T. gondii)

€ um protozoéario intracelular obrigatério,

de distribuicdo mundial que pode ser
encontrado em uma grande variedade de
hospedeiros vertebrados. Os camundongos
sédo frequentemente usados como modelo
experimental para determinar a viruléncia de
T. gondii, pois 0s mesmos sao sensiveis a
infeccdo pelo parasito. A cultura de células se
iniciou como um novo método de estudo para
avaliar o comportamento de células animais in

vitro. Portanto, o objetivo do presente estudo
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€ descrever os principais tipos de culturas
de células como um método de avaliagcdo
de viruléncia in vitro do T. gondii. Trata-se de
uma revisao bibliografica através de artigos
analisados no periodo de agosto a dezembro de
2018. Para a realizagao da pesquisa dos artigos
nas bases de dados, utilizou-se descritores
pesquisados em idiomas portugués e inglés:
Cultivo in vitro Toxoplasma gondii e Culturas de
célula viruléncia Toxoplasma gondii (Cell culture
virulence Toxoplasma gondii). Foram incluidos
artigos nos idiomas inglés e portugués, e
artigos que relatassem de forma clara o efeito
citopatico causado pelo parasito em cultura
celular (ades&o, invasdo e/ou lise celular).
Muitos experimentos com o T. gondii inoculado
em linhagens celulares sao voltados para busca
de novos tratamentos para a toxoplasmose,
portanto a maioria dos trabalhos sao realizados
testando compostos farmacolégicos. Sugere-se
a realizacdo de mais experimentos e estudos
utilizando o cultivo celular como método
alternativo ao uso de animais, pois além de ser
de facil manipulacdo, o cultivo celular oferece
baixo risco de contaminacdo no momento de
inocular as cepas em relagcéo ao estudo in vivo.
PALAVRAS-CHAVE:
Toxoplasmose; Técnicas de cultivo de células.

Toxoplasma  gondii;
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CELL CULTIVATION AS THE METHOD OF EVALUATING IN VIRULENCE IN VITRO

OF Toxoplasma gondii

ABSTRACT: Toxoplasma gondii (T. gondii) is a mandatory intracellular protozoan, with
worldwide distribution that can be found in a wide variety of vertebrate hosts. Mice are
often used as an experimental model to determine the virulence of T. gondii, as they
are sensitive to infection by the parasite. Cell culture started as a new study method to
evaluate the behavior of animal cells in vitro. Therefore, the aim of the present study
is to describe the main types of cell cultures as a method of evaluating the in vitro
virulence of T. gondii. This is a bibliographic review through articles analyzed from
August to December 2018. For the search of articles in the databases, descriptors
used in Portuguese and English were used: In vitro cultivation Toxoplasma gondii and
Cultures cell virulence Toxoplasma gondii (Cell culture virulence Toxoplasma gondii).
Articles in English and Portuguese were included, and articles that clearly reported the
cytopathic effect caused by the parasite in cell culture (adhesion, invasion and / or cell
lysis). Many experiments with T. gondii inoculated in cell lines are aimed at finding new
treatments for toxoplasmosis, so most of the work is done by testing pharmacological
compounds. It is suggested to carry out further experiments and studies using cell
culture as an alternative method to the use of animals, because besides being easy to
handle, cell culture offers low risk of contamination when inoculating strains in relation
to in vivo study.

KEYWORDS: Toxoplasma gondii; Toxoplasmosis; Cell cultivation techniques.

11 INTRODUCAO

O Toxoplasma gondii é um protozoario intracelular obrigatério, de distribuicao
mundial que pode ser encontrado em uma grande variedade de hospedeiros
vertebrados. Este parasita € o agente etiol6gico da toxoplasmose, uma protozoonose
cosmopolita que em humanos a transmisséo pode ocorrer através da ingestdo de
agua e/ou alimentos contaminados com oocistos esporulados presentes no meio
ambiente, ingestdo carnes cruas ou malcozidas contendo cistos teciduais, ingestéao
de leite contaminado com taquizoitos, e por transmissdo congénita na qual pode
levar ao aborto (VAZ, 2006; REZENDE, 2018).

O diagnostico laboratorial da toxoplasmose, pode ser feita através de sorologias
como pesquisa de anticorpos IgG e IgM anti-Toxoplasma gondii, diagndstico
parasitoldgico através do sangue e outros fluidos corporais e através de técnicas de
biologia molecular. O T. gondii apresenta fatores de viruléncia que sao propriedades
que geram uma perturbacao da homeostase, que incluem adeséo e invasao nas
células do hospedeiro como a capacidade de evasado do sistema imune, o que
favorece o protozoario estabelecer a infecgcdo (DUBEY, 2008; REZENDE, 2018).
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Os camundongos séo frequentemente usados como modelo experimental para
determinar a viruléncia de T. gondii, pois 0s mesmos sado sensiveis a infeccéo pelo
parasito (REZENDE, 2018). A cultura de células se iniciou como um novo método
de estudo para avaliar o comportamento de células animais in vitro. Existem varios
tipos de culturas de células como cultura de células primarias, linhagem celular
continua e cultura de células transformadas. O cultivo celular € um considerado
bom recurso para pesquisas de diversas areas, pois sdo modelos biolégicos simples
quando comparados com a utilizacao de animais de experimentacao tais como os
camundongos, inclusive para analise de viruléncia parasitaria (PENG, 2011; VAZ,
2006). Portanto, o objetivo do presente estudo é descrever os principais tipos de
culturas de células como um método de avaliac&o de viruléncia in vitro do T. gondii.

2| METODOLOGIA

Trata-se de uma reviséo bibliografica através de artigos analisados no periodo
de agosto a dezembro de 2018. A base de dados utilizada foi o PubMed (Public
Medline). Para a realizagédo da pesquisa dos artigos nas bases de dados, utilizou-se
descritores pesquisados em idiomas portugués e inglés: Cultivo in vitro Toxoplasma
gondii e Culturas de célula viruléncia Toxoplasma gondii (Cell culture virulence
Toxoplasma gondii). Foram incluidos artigos nos idiomas inglés e portugués, e
artigos que relatassem de forma clara o efeito citopatico causado pelo parasito em

cultura celular (adesao, invasao e/ou lise celular).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Alinhagem de células Vero sé@o provenientes de rins de macaco-verde africano
e possui padréo de crescimento caracteristico na cultura. Em condi¢des de estresse
nutricional essa linhagem celular pode sofrer transformacoes irreversiveis em seu
crescimento, sintese proteica e adesao. As células Vero sédo utilizadas como objeto
de estudo por serem uma linhagem internacionalmente recomendada para estudos
de citotoxicidade (FERREIRA et al., 2016). Alguns pesquisadores ja realizaram
estudos utilizando as células Vero para avaliar a viruléncia do T. gondii e obtiveram
bons resultados com tais avaliacdes de interagao célula/parasito, demonstrando o
efeito citopatico (Figura 1a) (VAZ, 2006).

A linhagem de células HelLa sdo derivadas de um adenocarcinoma cervical,
conhecida popularmente como “célula imortal”, devido a sua durabilidade e
capacidade de se dividir em um namero ilimitado em placa de cultura sob condicdes
adequadas para sobrevivéncia sem estar sob condi¢ées de estresse nutricional
(SALIMI et al., 2016). Segundo Salimi (2016) e colaboradores, realizaram um
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estudo onde induziram a converséo de taquizoitos da cepa RH considerada de alta
viruléncia em bradizoitos no meio de cultura de células HeLa com mudanc¢a de pH,
notaram que cerca de quatro dias apds a invasao dos taquizoitos nas células, era
possivel observar estruturas semelhantes a cistos no microscopio, concluiram que
a alcalinizacdo do meio induziu a essa conversao, além de observarem invaséo do
parasito nas células, e a utilizacdo da maquinaria celular para formacéao dos cistos
(Figura 1b).

A linhagem de células BeWo é derivada de coriocarcinoma humano, um
tumor trofoblastico gestacional (OLIVEIRA et al., 2006). Esta linhagem oferece
uma alternativa no sistema de cultura devido ser estavel e de facil manutencgao.
De acordo com Oliveira (2006) e colaboradores realizaram um estudo utilizando
a linhagem celular BeWo com a finalidade de investigar a capacidade da cepa RH
considerada de alta viruléncia em invadir e crescer no interior das células, mesmo
que este estudo foi realizado avaliando um composto farmacolégico, foi relatado
a capacidade de invasao do parasito antes de adicionar o composto na cultura de
células, portando foi avaliado a capacidade de viruléncia da cepa RH na linhagem
celular BeWo, onde observou-se que o parasito foi capaz de se aderir e invadir as
células, portanto avaliou-se indiretamente a viruléncia do mesmo em cultivo celular
(Figura 1c).

A linhagem celular THP-1 sdo derivados a partir de blastos do sangue. E
uma linhagem amplamente usada como modelo experimental em estudos in vitro,
principalmente na busca de novos tratamentos para leucemia mieldide aguda, mas
também pode ser utilizada para estudos com intuito de verificar a capacidade de
disseminacéo do T. gondiiem cultivo celular, porém apenas um estudo foi encontrado
que avaliasse a capacidade do parasito em invadir essa linhagem celular (Figura
1d) (CUELLAR et al., 2012).

A linhagem celular RAW 264.7 é oriunda de camundongos BALB/c, machos
adultos, a partir de tumor ascitico induzido pelo virus da leucemia murina, sendo
uma linhagem de macréfagos aderentes (OLIVEIRA et al., 2016). No estudo de
Oliveira (2016) e colaboradores, analisou-se o efeito citopatico provocado pelo T.
gondii em células RAW 264.7. Um do seus objetivos foi determinar o padrdo de
patogenicidade de dois isolados de galinhas de matadouros in vitro. Concluindo que
a infeccao da linhagem celular pelos isolados foi bem-sucedida, onde observou-se
interacao do parasito com as células (Figura 1e).
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Figura 1: Cultivo Celular de Toxoplasma gondii em linhagens de células: (A) Células Vero. (B)
Células HelLa. (C) Células BeWo. (D) Células THP-1. (E) Células Raw 264.7.
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E possivel observar que a maioria dos estudos ndo sdo totalmente voltados
para analise da viruléncia do parasito. Mesmo sabendo que a cultura de células é
uma boa alternativa para a substituicdo dos animais de experimentacéo, os estudos
para este fim ainda sdo realizados in vivo principalmente em camundongos, sendo
a técnica de bioensaio uma das mais utilizadas.

Os estudos analisados ndo seguem uma mesma linha metodologica quanto
a avaliagdo da viruléncia do T. gondii em culturas de células. Muitos experimentos
com o T. gondiiinoculado em linhagens celulares sé&o voltados para busca de novos
tratamentos para a toxoplasmose, portanto a maioria dos trabalhos sao realizados
testando compostos farmacologicos. Sugere-se a realizagdo de mais experimentos
e estudos utilizando o cultivo celular como método alternativo ao uso de animais,
pois além de ser de facil manipulacdo, o cultivo celular oferece baixo risco de
contaminagdo no momento de inocular as cepas em relagdo ao estudo in vivo.
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RESUMO: Lactobacillus reuteri é capaz de
inibir bactérias patogénicas, com a acao
atribuida a diferentes mecanismos, como a
producéo de acido latico e reuterina. O objetivo
deste estudo foi verificar a acdo inibitoria dos
metabdlitos produzidos por L. reuteri LR 92
sobre o crescimento in vitro de Escherichia coli,

Salmonella spp e Staphylococcus aureus. Além
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disso, avaliar a capacidade inibitoria destes metabdlitos contra S. aureus em iogurte
natural apds 24 h de armazenamento refrigerado. Foram utilizados dois tratamentos:
extrato bruto (EB) e extrato concentrado (EC), obtidos através da fermentacao de L.
reuteri em caldo MRS, sob anaerobiose com 200 mM de glicerol. Analises de reuterina,
pH e a acidez titulavel foram realizadas. Os ensaios de inibicdo foram realizados por
difusdo em agar BHI pela técnica de pocos. No ensaio de difusdo em agar, o tratamento
EB nado apresentou halos de inibicao contra as bactérias patogénicas testadas. Em
contraste, os resultados do tratamento EC mostraram didmetros da zona de inibicao
de 18,7+0,6 mm, 21,0+1,0 mm e 19,3+1,2 mm para E. coli, Salmonella spp. e S.
aureus, respectivamente. A quantificacdo de reuterina foi 0,23+0,03 mM e 2,76+0,30
mM para EB e EC, respectivamente. A acidez titulavel foi de 2,00+0,10% para EB
e 11,45+0,21% para EC. Os valores de pH foram 4,16+0,10 e 4,51+0,09 para EB e
EC, respectivamente. Na anélise de capacidade inibitéria em iogurte, a viabilidade do
patdgeno foi determinada no tempo 0 e 24 h de armazenamento a 4 °C e 0s ensaios
foram feitos com 2 tratamentos: EC e controle (caldo MRS). Houve reducéo significativa
na viabilidade de S. aureus no tratamento EC comparado ao controle, com diminuicéo
de 0,86 log UFC/mL. Portanto, o extrato obtido pode ter uma atividade antimicrobiana
quando concentrado, tanto in vitro como quando aplicado em iogurte natural.
PALAVRAS-CHAVE: Bactéria acido-lactica; difusdao em agar; inibicdo de patégeno;
microrganismo patogénico; reuterina.

INHIBITION OF PATHOGENIC BACTERIA BY EXTRACT CONTAINING
METABOLISM PRODUCTS OF LACTOBACILLUS REUTERIAND ITS
APPLICATION IN YOGURT

ABSTRACT: Lactobacillus reuteri can inhibit pathogenic bacteria, with its action
attributed to different mechanisms, such as the production of lactic acid and reuterin.
The objective of this study was to verify the inhibitory action of metabolites produced
by L. reuteri LR 92 on the in vitro growth of Escherichia coli, Salmonella spp and
Staphylococcus aureus. In addition, to evaluate the inhibitory capacity of these
metabolites against S. aureus in natural yogurt after 24 h of refrigerated storage. Two
treatments were used: crude extract (EB) and concentrated extract (EC), obtained by
fermentation of L. reuteri in MRS broth, under anaerobiosis with 200 mM glycerol.
Reuterin, pH and titratable acidity analysis were performed. Inhibition assays were
performed by well diffusion using agar BHI. In the agar diffusion assay, the EB treatment
showed no inhibition halos against the pathogenic bacteria tested. In contrast, EC
treatment results showed inhibition zone diameters of 18.7+0.6 mm, 21.0+1.0 mm and
19.3+1.2 mm for E. coli, Salmonella spp. and S. aureus, respectively. The reuterin
quantification was 0.23+0.03 mM and 2.76+0.30 mM for EB and EC, respectively. The
titratable acidity was 2.00+0.10% for EB and 11.45+0.21% for EC. The pH values were
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4.16+0.10 and 4.51+0.09 for EB and EC, respectively. In the inhibitory capacity assay
in yogurt, the pathogen viability was determined at time 0 and 24h after storage at 4 °C
and the tests were conducted with 2 treatments: EC and control (MRS broth). There
was a significant reduction in S. aureus viability with the EC treatment compared to the
control, with a decrease of 0.86 log CFU/mL. Therefore, the extract developed may
have antimicrobial activity when concentrated, both in vitro and when applied to natural
yogurt.

KEYWORDS: Lactic acid bacteria; agar diffusion; pathogen inhibition; pathogenic
microorganism; reuterin.

11 INTRODUCAO

Os consumidores estdo cada vez mais exigentes quanto ao risco que constitui
a presenga microrganismos patogénicos nos alimentos. Esta preocupacédo, em
conjunto com a demanda crescente de alimentos industrializados com vida de
prateleira prolongada, tem intensificado as pesquisa para o desenvolvimento de
conservantes eficazes e naturais (BALCIUNAS et al.,, 2013). Uma promissora
alternativa é a utilizacado de bactérias acido-laticas (BAL), pois estas demonstram
grande potencial através dos agentes bio-conservantes, mantendo alta qualidade e
seguranca (SCHMIDT et al., 2018).

Lactobacillus reuterisao BAL Gram-positivas, heterofermentativas (produzem
além de acido latico, etanol e CO,), anaerbbias facultativas ou aerotolerantes, e
utilizam diferentes fontes de carbono e energia para a fermentacéo. L. reuteri possui
também a capacidade de exercer efeito inibitdrio sobre microrganismos patogénicos
(HAMMES; HERTEL, 2006). Esta capacidade € atribuida a uma combinacdo de
diversos mecanismos, principalmente pela produgcdo de acidos organicos como o
acido latico, perdxido de hidrogénio e reuterina (B-hydroxypropionaldeido; 3-HPA).

Os acidos organicos sdo os conservadores mais relatados em estudos. Séo
produzidos a partir da fermentacao de BAL em matrizes de origem alimentar e,
por isso, sdo os mais encontrados O efeito antimicrobiano é atribuido ao baixo pH,
menor que o0 apropriado para a maioria dos microrganismos contaminantes (JAY,
2005).

A reuterina é um antimicrobiano produzido por L. reuteri em condi¢cbes de
anaerobiose e na presenca de excesso de glicerol. Este composto inibe o crescimento
de muitas espécies Gram-positivas e Gram-negativas, como Escherichia,
Salmonella, Shigella, Proteus, Pseudomonas, Clostridium e também leveduras,
bolores e protozoarios (TALARICO; DOBROGOSZ, 1989). Devido ao seu amplo
espectro de acao tem sido proposta para melhorar a seguranca e a qualidade dos
alimentos, reduzindo a adi¢cdo de conservantes quimicos (VOLLENWEIDER et al.,
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2003).

Dentre o género Staphylococcus, S. aureus € a espécie contaminante de
maior prevaléncia em leite e produtos lacteos. A presenca deste microrganismo e
suas toxinas em alimentos esta frequentemente associada a surtos de intoxicagcéo
alimentar. As vias de contaminac¢ao podem ser a matéria prima (leite), o manipulador
e 0 ambiente de processamento (BORGES et al., 2008). Dessa forma, o objetivo
deste trabalho foi verificar se os metabdlitos produzidos por L. reuteri LR 92 podem
inibir o crescimento in vitro de Escherichia coli, Salmonella spp e Staphylococcus
aureus. Além disso, avaliar a capacidade inibitéria destes metabdlitos contra S.

aureus em iogurte natural apdés 24 h de armazenamento refrigerado.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismos e Determinacoes microbioldgicas

Foram utilizadas as linhagens: Lactobacillus reuteriLR 92 (Sacco®, DSM 26866),
Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella spp. ATCC 13076 e Staphylococcus
aureus ATCC 25923 (banco de culturas da Universidade Estadual de Londrina). As
culturas patogénicas foram ativadas em caldo BHI. Para a contagem de S. aureus,
foi realizada semeadura por superficie em agar Baird Parker e incubacado das
placas a 37 °C por 48 horas. Os resultados foram expressos em log de unidades
formadoras de colénia por mL (log UFC/mL).

2.2 Preparo do Extrato Bruto (EB) e Extrato Concentrado (EC)

Para producéo do in6culo, 0,1% (m/v) do po liofilizado contendo L. reuteri foi
dissolvido em caldo MRS (Man, Rogosa e Sharpe) contendo 20% (v/v) de glicerol
estéril. Foram feitas duas ativagdes a 37 °C por 24 horas em condi¢cdes anaerobias,
para promover adaptacado da bactéria e padroniza¢do do in6culo. A partir da cultura
pré-ativada, 10 mL foram transferidos para um frasco contendo 50 mL de caldo MRS
com 200 mM de glicerol e incubados a 37 °C por 24 horas em jarra com gerador de
anaerobiose Anaerogen® (Silva et al. 2010). O fermentado obtido foi centrifugado
(Eppendorf, 5804R) a 6300 x g, durante 10 minutos a 28 °C. O sobrenadante foi
denominado EB e uma parte deste foi submetida a rotaevaporador a 50 ° C até ser
concentrado 10 vezes para obter EC.

2.3 Ensaios de inibicao por difusao em agar

Os ensaios de inibicdo em meio soélido foram realizados através do Método
de Difusdo em Agar pela técnica de pocos em agar BHI, com diametros fixados e
padronizados. Nos pogos foram adicionados 50 pyL de cada um dos tratamentos:
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EB, EC, antimicrobiano gentamicina (controle positivo) ou caldo de MRS (controle
negativo). Cada ensaio foi feito em triplicata e, ap6s o periodo de incubacgéao,
procedeu-se a leitura e interpretacao dos resultados, através da medida do diametro

da zona de inibicdo da linhagem indicadora com paquimetro.

2.4 Analise da viabilidade de S. aureus em iogurte

O teste foi realizado em iogurte natural desnatado (Batavo®) para verificar a
influéncia do tratamento EC na viabilidade celular do patbgeno S. aureus. Os ensaios
foram feitos com 2 tratamentos: EC e controle negativo, que consistiu em caldo
MRS concentrado 10 vezes. Este controle negativo foi necessario para verificar se
o meio de cultura exerceu influéncia na viabilidade de S. aureus. O tratamento EC
e o caldo MRS concentrado foram filtrados em membrana de 0,22 ym previamente
a analise, para evitar contaminacao por microrganismos. O teste foi realizado em
tubos falcon de 50 mL. A uma massa de 25 g de iogurte natural foram adicionados
3 mL da amostra EC ou controle e 1 mL de solugdo salina contendo S. aureus
com viabilidade de 10° UFC/mL. O material foi homogeneizado e os ensaios foram
conduzidos em ftriplicata. A viabilidade do patdgeno foi determinada no tempo 0 e
24 h de armazenamento a 4 °C, temperatura comum de armazenagem do produto
em geladeira.

2.5 Analise de reuterina

A anédlise de reuterina de EB e EC foi realizada de acordo com o método
fotométrico descrito por TOBAJAS et al. (2007), em triplicata. O reagente acroleina,
um analogo molecular da reuterina, foi utilizado como padréo para calibragdo em
tampéao fosfato 50 mM com pH 7,5. O volume de 1 mL da amostra foi adicionado
a 0,75 mL de triptofano 10 mM dissolvido em 0,05 N HCI. Ap6s adicdo de 3mL de
HCI 37%, a mistura foi incubada a 37 °C por 20 minutos e a absorbancia foi medida
a 560 nm. A partir de uma resposta linear da acroleina em tampao fosfato (curva
padrao obtida entre as concentragcdées 0,05 a 6 mM), foi possivel a quantificagcao
molar da reuterina. O resultado foi apresentado em milimolar (mM) de reuterina.

2.6 Determinacao do pH e acidez titulavel

A determinacédo de pH foi realizada por pHmetro digital (AOAC, 2006). As
medidas de acidez foram feitas por titulacdo com uma solugcdao de NaOH 0,1 M
(AOAC, 2006), em triplicata. O resultado foi expresso em porcentagem do acido
predominante na amostra (% (m/v) de acido latico).

2.7 Analise estatistica
Todas as analises foram realizadas em triplicata sendo aplicada a Analise de
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Variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p < 0,05), para comparagcdo de médias ao
nivel de 5% de significancia. Os procedimentos estatisticos foram realizados com o
auxilio do software Statistica 8. Os resultados encontram-se expressos em média +
desvio padréo.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de caracterizacao do extrato bruto e extrato concentrado quanto
ao valor de pH, acidez titulavel e teor de reuterina estdo apresentados na Tabela
1. Pode-se observar que EC apresentou teores maiores de todos os parametros
analisados devido a retirada de agua da amostra e concentracéo deste extrato.

Acidez titulavel

Tratamento pH (% (M) de 4cido latico) Reuterina (mM)
EB 4,168 £0,10 2,008 +0.10 0,238 £ 0.03
EC 4,514+ 0,09 11,454 £ 0.21 2,76* £ 0.30

Tabela 1. Resultados de reuterina, acidez titulavel e pH do extrato bruto (EB) e extrato
concentrado (EC).

*Médias seguidas de mesma letra maiuscula nao diferem estatisticamente entre si na mesma coluna, de acordo
com ANOVA e teste de Tukey (p < 0,05).

O teor de reuterina encontrado foi menor que o descrito por Schmidt e
colaboradores (2018) que encontraram apos 24 horas de fermentacéo resultados
entre 0,9+0,2 a 1,3+0,2 mM de reuterina produzida em meio MRS, utilizando glicerol
250 mM e 500 mM, respectivamente. O teor de glicose do meio utilizado foi similar
ao descrito neste trabalho. Esta diferenca pode ser justificada devido as diferentes
concentragdes de glicerol empregada nos estudos. Segundo Vu e colaboradores
(2017), os tempos de incubacao e a concentragcdes de glicerol afetam diretamente
a producéo de reuterina. Em uma concentracéo fixa de bactérias, um maior tempo
de incubacao e baixa concentracao de glicerol causaram queda na producao de
reuterina.

ATabela 2 mostra o resultado do teste de inibic&o in vitro utilizando as bactérias
Staphylococcus aureus, Salmonella sp. e Escherichia coli. O tratamento EB nao
apresentou halo de inibicdo neste teste, provavelmente porque os compostos com
capacidade antimicrobiana estavam em pouca quantidade.
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Linhagens Zona de inibicdo (mm)

EB EC Controle positivo Sgg;?\lg
S. aureus - 19,342 +0,12 22,08 +0,03 -
Salmonella sp. - 21,04 +0,10 23,0%2 +0,03 -
E. coli - 18,7%2+0,06 19,0% +0,03 -

Tabela 2. Resultados do teste de inibicdo contra Staphylococcus aureus, Salmonella sp. e
Escherichia coli. EB: extrato bruto, EC: extrato concentrado, controle positivo: gentamicina,
controle negativo: caldo MRS.

Dados apresentam o diametro do halo de inibicao determinado por trés medidas; *“Médias seguidas de mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si, mailscula na coluna e mindscula na linha, de acordo com ANOVA e
teste de Tukey (p < 0,05).

No tratamento EC, o didmetro médio da zona de inibicao variou de 18,7 a
21,0 mm e ndo apresentou diferenca significativa entre as bactérias patogénicas
testadas. De acordo com Arqués et al. (2011), a reuterina tem um maior efeito contra
bactérias Gram-negativas, como por exemplo, E. coli e Salmonella sp., comparado
ao efeito contra bactérias Gram-positivas, como S. aureus. Entretanto, este efeito
nao foi observado devido a quantidade de reuterina presente e outros compostos
inibitérios produzidos por L. reuteri, nas condi¢des testadas. Silva e colaboradores
(2010) ao testarem o efeito antimicrobiano do extrato de L. reuteri ATCC 1428 em
MRS, também obtiveram inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, porém Salmonella enterica nao foi sensivel ao extrato utilizado.

Tendo em vista os resultados obtidos, prosseguiu-se a aplicacdo do extrato
EC em iogurte para testar o efeito inibitério dos produtos da fermentacao de L.
reuteri em uma matriz contaminada pelo patégeno S. aureus. A Tabela 3 mostra os
resultados da viabilidade de S. aureus em iogurte natural desnatado apés 24 h de
armazenamento refrigerado. A contagem inicial do patégeno no tratamento EC e no
controle nao diferiram entre si no tempo 0 h. Desta forma, a viabilidade pdde ser

comparada ao final de 24 h de armazenamento.

S. aureus (log UFC/mL)

Trat t
ratamento oh 54 h
EC 4,42% +0,07 3,565 +0,08
Controle 4,462 +0,14 3,997 +0,04

Tabela 3. Contagem de S. aureus em iogurte natural no tempo 0 h e apés 24 horas de
armazenamento a 4 ° C.

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, maitscula na coluna e minascula na
linha, de acordo com ANOVA e teste de Tukey (p < 0,05).

Houve uma reducéo logaritmica significativa na contagem de S. aureus em
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ambos os tratamentos ap6s 24 h de armazenamento refrigerado. O tratamento EC
teve diminuicdo de 0,86 log UFC/mL, enquanto o tratamento controle apresentou
diminuicao de 0,47 log UFC/mL. Desse modo, o tratamento EC apresentou maior
diminuicdo comparada ao controle (p<0,05). Estes resultados indicam que EC
apresenta metabdlitos de L. reuteri que sao capazes de inibir o patégeno S. aureus,
nas condicOes testadas.

Arqués et al. (2011) investigaram o efeito combinado de reuterina e
bacteriocinas na inativacdo de patdogenos de origem alimentar no leite. O leite
controle, que nao continha bacteriocinas, apresentou contagem de S. aureus igual
a 4,01 log UFC/mL no tempo 0 h e 3,83 log UFC/mL apé6s 24 h, indicando uma
diminuicdo da viabilidade do patégeno. Os tratamentos contendo reuterina, nisina
e suas combinacdes ndo apresentaram diferencga significativa na contagem de S.
aureus ap0s 24 horas, quando comparados ao controle. Contudo, na temperatura
de 8 °C a nisina aumentou a atividade antimicrobiana da reuterina contra S. aureus.
Com isso, os autores encontraram um sinergismo na atividade dos antimicrobianos
em temperaturas de refrigeragcdo, onde os patégenos estdo inativados.

Como ja demonstrado, o extrato concentrado utilizado no presente trabalho
possui substancias com efeitos antimicrobianos, tais como acidos orgéanicos e
reuterina (Tabela 1). Além disso, o baixo pH do iogurte durante as 24 h de refrigeragao
também pode ter contribuido para a diminuicdo da contagem de S. aureus. A
capacidade de bactérias lacticas produzirem rapidamente grande quantidade de
acidos, reducao concomitante do pH e producdo de outros metabolitos, como o
perdxido de hidrogénio e o diacetil, também podem contribuir para a potencial acao
antimicrobiana e preservativa geral desses produtos (LINDGREN; DOBRAGOSZ,
1990).

Para promover um maior entendimento sobre os efeitos de cada substancia
antimicrobiana, estas devem ser investigadas isoladamente em testes especificos

de inibicdo, sendo necessarios mais estudos sobre o tema.

41 CONCLUSAO

O trabalho demonstrou que o extrato concentrado contendo metabdlitos
produzidos por L. reuterifoi capaz de promover inibicao do crescimento de bactérias
patogénicas in vitro e diminuicdo de células viaveis do contaminante S. aureus em
iogurte natural refrigerado. Assim, a adicdo desse extrato poderia ser investigada
como uma forma de controlar ou eliminar patégenos indesejaveis em alimentos.
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RESUMO: Os banheiros sao locais insalubres
em que pode ocorrer a contaminagdo com
infecciosos,

microrganismos seja atraves

das macanetas, vasos sanitarios, torneiras,
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valvula de descarga, entre outros. Podem ser
transmitidos de forma indireta ou direta, sendo
as maos consideradas importantes fontes de
contaminagdo e transmissdo. Os banheiros da
escola sao locais utilizados na sua maioria por
alunos e funcionarios que la frequentam, sendo
uma diversidade muito grande, e com isso existe
a possibilidade da presenca de diversos tipos de
microrganismos nas superficies, tais como vaso
sanitério, pias, macanetas que sao prejudiciais
e potencialmente responsaveis por infeccoes
no trato urinario. Os agentes etioldgicos, mais
frequentemente envolvidos com ITU adquirida
na comunidade, sdo em ordem de frequéncia:
a Escherichia coli, o  Staphylococcus
saprophyticus, espécies de Proteus sp e de
Klebsiella sp e o Enterococcus faecalis. A E. coli
€ responsavel por 70% a 85% das infeccoes
do trato urinario adquiridas na comunidade. As
amostras foram colhidas de torneiras, vasos
sanitarios e maganetas, com auxilio da Swab
nos banheiros da escola e foram onde foi
realizado as analise microbioldgicas. Ap6s os
testes microbiolégicos, a analise bioquimica
para diferenciacdo das Enterobactérias e das
espécies do género Staphylococcus foi feita
e 0s resultados encontrados. Em relacéo aos
bastonetes Gram — Negativos, os resultados
encontrados foram: 30% de Escherichia coli,

Capitulo 5




5% de Enterobacter e 5% de Morganella morganii e 60% de outros bastonetes gram
negativos. Das 18 amostras apenas uma obteve resultado de coagulase positiva,
indicando a possibilidade da presenca de Staphylococcus aureus e as demais foram
consideradas Staphylococcus sp, coagulase negativas. Conclui-se que os banheiros
possuem em suas superficies microrganismos causadores de ITU, sendo um grande
risco de contaminacdo devido ao um grande numero de pessoas utilizam esses
banheiros e se tornam expostas a contaminag¢do, havendo necessidade de melhor
higienizacao/desinfec¢éo dos banheiros como importante mecanismo de prevencéo.
PALAVRAS-CHAVE: Banheiros, infecgdes trato urinario, higienizagao, desinfecao

MICROBIOLOGICAL IDENTIFICATION IN FUNEC - CENTEC BATHROOMS AND
THEIR RISKS FOR TRANSMISSION OF URINARY INFECTIONS

ABSTRACT: Toilets are unhealthy places where contamination with infectious
microorganisms can occurs. Whether through the door handles, toilets, taps, flush valve,
among others. It can be transmitted indirectly or directly, and the hands are considered
important sources of contamination and transmission. School toilets are places used
mostly by students and staff with a huge diversity that increases the possibility of the
presence of various types of microorganisms on the surfaces such as toilet, sinks and
doorknobs that are harmful and potentially responsible for urinary tract infections. The
etiologic agents, most often involved with community-acquired UTI, following a most
recurring order of cases are : Escherichia coli, Staphylococcus saprophyticus, Proteus
sp and Klebsiella sp species and Enterococcus faecalis. E. coliis responsible for 70%
to 85% of community-acquired urinary tract infections. The samples were taken from
taps, toilets and door handles with the help of swab in the school toilets where the
microbiological analysis was performed. After microbiological tests, the biochemical
analysis for differentiation of Enterobacteria and Staphylococcus species was made
and the results were found. Regarding the Gram - Negative rods, the results were: 30%
Escherichia coli, 5% Enterobacter and 5% Morganella morganii and 60% other Gram
negative rods. From the 18 samples, only one obtained positive coagulase results,
indicating the possibility of the presence of Staphylococcus aureus and the others were
considered coagulase negative Staphylococcus sp. It is concluded that toilets have on
their surfaces microorganisms that cause UT]I, being a great risk of contamination due
the large number of people who use these toilets and become exposed to. There is
a need for better sanitation/ disinfection of the bathrooms as an important prevention
mechanism.

KEYWORDS: Toilets, urinary tract infections, hygiene, disinfection

As Ciéncias Biologicas e a Construgdo de Novos Paradigmas de Conhecimento 2 Capitulo 5




INTRODUGCAO

Os banheiros séo locais insalubres em que pode ocorrer a contaminagédo com
microrganismos infecciosos, seja através das macganetas, vasos sanitarios, torneiras,
valvula de descarga, entre outros(MEDEIROS et al, 2018). Podem ser transmitidos
de forma indireta (mecanismo segundo o qual bioagentes patogénicos, montados ou
nao no substrato com qual séo eliminados, necessitam de um suporte mediatizador,
veiculo ou hospedeiro intermediario, para percorrerem toda ou parte da distancia
que separa o individuo infectado do suscetivel, onde deverdo desenvolver-se ou
multiplicar-se, estabelecendo a infeccao) ou direta (mecanismo de transferéncia
de um determinado agente causador (virus, bactérias, protozoarios, entre outros.)
em que nao ha interferéncia de veiculos [vetores]), sendo as maos consideradas
importantes fontes de contaminacao e transmissao de microrganismos por estarem
em contato com superficies e pessoas(REZENDE, et al, 2018) Os banheiros da
escola FUNEC unidade CENTEC séao locais utilizados na sua maioria por alunos
e funcionarios que la frequentam, sendo uma diversidade muito grande, e com
isso pode existir a possibilidade da presenca de diversos tipos de microrganismos
nas superficies, tais como vaso sanitario, pias, maganetas que séo prejudiciais e
potencialmente responsaveis por infec¢gdes no trato urinario.

Os usuarios, independente de sexo, raca, podem transferir os contaminantes
que porventura possam estar em suas maos ao abrir a torneira, onde ocorre a
contaminacao (MAZILI, JUNIOR, ALMEIRA, 2018)

Os agentes etiolégicos, mais frequentemente envolvidos com ITU adquirida
na comunidade, sdo em ordem de frequéncia: a Escherichia coli, o Staphylococcus
saprophyticus, espécies de Proteus e de Klebsiella e o Enterococcus faecalis. A
E. coli, sozinha, responsabiliza-se por 70% a 85% das infec¢des do trato urinario
adquiridas na comunidade.(CARNEIRO, etal, 2017; FRANCA, et al, 2017; NICESIO,
KORB, 2018)

A maior suscetibilidade a infeccdo no sexo feminino é devida as condicbes
anatémicas: uretra mais curta e sua maior proximidade com vagina e com anus.
Outros fatores que aumentam o risco de ITU nas mulheres incluem: episodios
prévios de cistite, o ato sexual, o uso de certas geleias espermicidas, a gestacao
e o0 numero de gestacbes, o diabetes (apenas no sexo feminino) e a higiene
deficiente, mais frequente em pacientes com piores condi¢cdes socioecondmicas e
obesas(CMCISS, 2018).

No caso de banheiros publicos a higienizagao e principalmente a forma de uso
aumentam essa frequéncia em mulheres.
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OBJETIVO

A pesquisa teve como objetivo a realizacdo da analise microbioldgica de
superficies dos banheiros da Fundacao de Ensino de Contagem (FUNEC) unidade
CENTEC e identificar os microrganismos presentes nestes locais, e sua relagao
com os riscos de ocorréncia de infecgdes urinarias. Além de promover uma melhor
higienizacao e prevencao de contaminagao dos usuarios dos banheiros analisados,
enfatizando que independente do sexo, existe igualdade tanto para ocorrer ou evitar

uma contaminacao.

METODOLOGIA

A metodologia consistiu em identificar a presenca de bactérias que sao
responsaveis por causar infeccées no trato urinario, nas superficies (vasos
sanitarios, macanetas e torneiras) dos banheiros da FUNEC/CENTEC, através de
analises microbiologicas e bioquimicas. (BRASIL, 2004; BRASIL, 2017).

As amostras foram colhidas de trés superficies: vasos sanitarios, macanetas e
torneiras. De maneira mais especifica, coletaram-se duas amostras das macanetas,
duas amostras dastorneiras e trés amostras dos vasos sanitarios (banheiro feminino);
duas amostras das macanetas, duas amostras das torneiras e duas amostras dos
vasos sanitarios (banheiro masculino).

Tais amostras foram semeadas em meios de cultura agar Sal Manitol e agar
Teague (EMB). Os meios foram utilizados com o intuito de realizar uma pesquisa
de Staphylococcus spp. e Enterobactérias, que sdo os dois principais grupos
que podem causar uma infeccdo urinaria. Os meios de cultura com as amostras
semeadas foram incubados na estufa bacteriol6gica (37°C) por 48h.

Apés a incubacéo, foi feito a apuracdo das colbnias e a técnica de GRAM,
realizada com o intuito de classificar bactérias com base no tamanho, morfologia
celular e comportamento diante dos corantes.

Com os resultados do GRAM, foi feita uma repicagem em meio agar PCA para
a realizacao da coagulase dos cocos gram positivos encontrados, e da cultura em
meio RUGAI dos bastonetes gram negativos encontrados.

O principio da coagulase é a verificacdo da capacidade dos microrganismos
reagirem com o plasma e formar coagulo, uma vez que a coagulase € uma proteina
com atividade similar a protrombina, capaz de converter o fibrinogénio em fibrina,
que resulta na formacao de um coagulo visivel. Essa técnica permite separar as
espécies de Staphylococcus de importancia clinica, S. aureus — coagulase positiva,
das demais espécies — coagulase negativa. Foi realizada a coagulase de 18

amostras.
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O RUGAI possibilita varias reagées em um unico tubo, verificando basicamente
a presenca de enzimas, emissao de gas e motilidade. As provas bioquimicas séo:
motilidade da bactéria pela turvacéo da lisina, lisina descarboxilase, fermentacao
da glicose, fermentacdo da sacarose, producao de gas sulfidrico (H,S), produgéao
de gas, utilizacdo do aminoacido L-triptofano (desaminacéo), hidrélise da ureia e
formacéo de indol. Esse meio permite identificar Enterobactérias, Vibrios e néao
fermentadores, como exemplo: Escherichia coli, Shigella spp., Enterobacter spp.,
Klebsiella spp., Providencia spp., Morganella morganii, Proteus spp., Salmonella
spp., Citrobacter spp., Serratia spp., Vibrio spp., e ndo fermentadores (NICESIO,
2018)

RESULTADOS ENCONTRADOS

A Tabela 01 e Tabela 02 demonstram as unidades formadoras de coldnias
(UFC) por cm? encontradas nos meios Agar Teague e Agar Hiperténico Manita.

Superficies Banheiro Feminino Banheiro Masculino
Maganetas 1 UFC/cm? 2 UFC/cm?
Torneiras 14 UFC/cm? 630 UFC/cm?
Vasos sanitarios 11 UFC/cm? 1 UFC/cm?

Tabela 1 — Unidades Formadoras de Colénias por cm? cultivadas em Agar Teague

Superficies Banheiro Feminino Banheiro Masculino
Macanetas 2 UFC/cm? 10 UFC/cm?
Torneiras 272 UFC/cm? 170 UFC/cm?
Vasos Sanitérios 698 UFC/cm? 9 UFC/cm?

Tabela 2 — Unidades Formadoras de Colénias por cm? cultivadas em Agar Hipertdnico Manita

Com a técnica do GRAM foi possivel classificar as bactérias encontradas em

cocos gram positivos e bastonetes gram negativos.(Figura 01)
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Figura 01 — Bastonetes gram negativos

Fonte: Autoria propria

Das 20 amostras estriadas no RUGAI, seis equivalem a Escherichia coli, uma
equivale a Morganella morganii, uma equivale a Enterobacter, e 12 (doze) equivalem
a outros bastonetes gram negativos(TABELA 03).

Bactérias encontradas Incidéncia (em porcentagem)
Escherichia coli 30%
Morganella morganii 5%
Enterobacter 5%
Outros bastonetes gram negativos 60%

Tabela 3 — incidéncia dos bastonetes gram negativos encontrados em porcentagem (%).

Das 18 amostras em que a coagulase foi realizada, apenas uma obteve
resultado de coagulase positiva, indicando a presenca de Staphylococcus aureus.
As outras 17 amostras tiveram como resultado coagulase negativa, indicando a
presenca das outras espécies de Staphylococcus (TABELA 04).

Bactérias encontradas | Incidéncia (em porcentagem)
Staphylococcus aureus 5,6%
Staphylococcus spp. 94,4%

Tabela 4 — incidéncia dos cocos gram positivos encontrados em porcentagem (%).

DISCUSSAO DOS RESULTADOS

De acordo com os resultados obtidos na apuracéo das colbnias, observa-se
o crescimento significativo nas superficies das torneiras dos banheiros feminino e

masculino. Portanto, chama a atencéo pois essas s&o as que as pessoas possuem
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maior contato quando utilizam o banheiro.

No trabalho realizado, Escherichia coli, Enterobacter, Morganella morganii,
Staphylococcus spp., e Staphylococcus aureus foram o0s principais microrganismos
encontrados. Faz-se valido ressaltar que todas essas bactérias s&o agentes
causadores de infec¢cbes do trato urinario, como mostra a Tabela 05.

Bactérias encontradas | RelagGes com as infec¢6es do trato urinario

A bactéria Escherichia coli é o principal agente etioldgico

de infecgdes do trato urinério. A E. coli esta relacionada a
aproximadamente 50% das infec¢bes hospitalares, e de 70 a 90%
dos episodios de infecgbes do trato urinario (ITU).

Morganella morganii € um microrganismo gram negativo, anaerébio
facultativo que habita o trato gastrointestinal (TGl) de humanos como
parte da microbiota normal, porém também constitui importante
patégeno correlacionado com infecgbes oportunistas (Falagas et

al., 2006). As infeccdes de trato urinario sdo provavelmente as mais
frequentes em humanos acometidos por esta bactéria.

As bactérias do género Enterobacter pertencem a familia
Enterobacteriaceae, e sao bactérias gram negativas, anaerobias
facultativas. Tal género provoca infecgbes do trato gastrointestinal,
trato respiratério, trato urinario e na pele.

As infecgbes do trato urinario s&o frequentes na populag¢do, sendo
uma das infecgbes causadas por microrganismos mais comuns. A
infeccdo do trato urinario por Staphylococcus aureus pode ocorrer na
uretra, na bexiga ou nos rins.

Escherichia coli

Morganella morganii

Enterobacter

Staphylococcus aureus

Estédo presentes na microbiota normal da pele, regido periuretral e
mucosas das vias urinarias e genitais. Quando ocorre desequilibrio
da flora dessas vias causam infec¢do urinéria. Sdo agentes comuns
de infecc¢do urindria em mulheres na faixa de 20 a 40 anos.

Staphylococcus spp.

Tabela 5 — bactérias encontradas nas superficies dos banheiros que causam ITU (infeccdes do
trato urinario).

CONCLUSAO

Com o trabalho realizado pode-se concluir que as bactérias encontradas nas
superficies dos banheiros da Fundacao de Ensino de Contagem (FUNEC) unidade
CENTEC, séao os principais causadores de infecgao no trato urinario (ITU), e essas
podem ocorrer em todas as idades e em ambos 0s sexos.

Faz-se valido ressaltar que na vida adulta, a incidéncia de infec¢ao urinaria se
eleva e o predominio no sexo feminino se mantém, com picos de maior acometimento
no inicio ou relacionado a atividade sexual, durante a gestagcdo ou na menopausa,
de forma que 48% das mulheres apresentam pelo menos um episédio de infeccao
urinaria ao longo da vida. Na mulher, a susceptibilidade a infec¢&o urinaria se deve
a uretra mais curta e a maior proximidade do anus com o vestibulo vaginal e uretra.

Constata-se, entéo, que as superficies analisadas podem atuar como veiculo

de transmissdo desses microrganismos infecciosos, havendo necessidade de
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melhor higienizagao/desinfec¢do dos banheiros e melhor atencéo dos usuarios dos
mesmos, pois tal processo é um importante mecanismo de prevencao.
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RESUMO: Os genes humanos metabdlicos
da familia Cytochrome P450 s&o importantes
na fisiologia, metabolismo de medicamentos e
patogénese de certas doencas, e existe uma
forte necessidade de explorar as variagdes
genéticas e os mecanismos reguladores dessas
enzimas. Mutagdes nos genes CYP levando a
deficiéncia nas enzimas resultam em um amplo
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POR MLPA

espectro de doengcas humanas. O citocromo
P450 2A6 (CYP2A6) é o metabolizador de
alta afinidade da nicotina e seu metabolito
oxidado, cotinina, variantes do CYP2A6 foram
estudados principalmente para o tratamento
do abuso de tabaco. Estudos revelaram que a
cinética do metabolismo da nicotina € diferente
em individuos portadores dos alelos variantes
do CYP2A6. O objetivo do presente estudo
foi investigar a importancia dos polimorfismos
genéticos do CYP2A6 na populagao de Goiania
- GO. O estudo foi realizado de acordo com
o comité de ética da Universidade Federal de
Goias (aprovacao CEP: 895.552). Na pesquisa
atual, 100 pacientes (35M / 65F) de ambos
0s sexos e com idades entre 18 e 90 (M:
30,2) anos foram incluidos apds receberem o
consentimento informado. A amplificacdo da
sonda dependente de ligagao Multiplex (MLPA)
foi realizada usando o kit P128 CYP450 MLPA
(versdao C1; MRC-Holland) de acordo com
as instrugdes do fabricante. Esse gene esta
localizado no cromossomo 19913.2 e possui
9 éxons, mas apenas 4 (1, 2, 3 e 5) foram
analisados. No exon 1 foram encontradas 7
delecbes na heterozigose, no exon 2 foram
encontradas 4 dele¢cdes na heterozigose, no
exon 3 (4 dele¢des na heterozigose) € no exon
5 (5 dele¢cdes na heterozigose). Este estudo
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fornece resultados para o0 CYP2A6 em uma populacéo de Goiania-GO. Assim, abre
novos caminhos para investigacdes posteriores por epidemiologistas na determinacéo
da variagdo interindividual na suscetibilidade genética a varias doencas causadas
devido & interacdo gene-ambiente. E a primeira vez que essa metodologia é usada, e
acreditamos que € uma 6tima ferramenta para estudos futuros com outros genes.
PALAVRAS CHAVE: Citocromo P450, CYP2A6, Polimorfismo

IDENTIFICATION OF DELETIONS AND DUPLICATIONS IN THE CYP2A6 GENE IN
A POPULATION IN GOIANIA - GO BY MLPA

ABSTRACT: Metabolic human genes of the Cytochrome P450 family are important in
physiology, drug metabolism, and pathogenesis of certain diseases, and there is a strong
need to explore the genetic variations and regulatory mechanisms of these enzymes.
Mutations in CYP genes leading to deficiency in the enzymes result in a wide spectrum
of human diseases. Cytochrome P450 2A6 (CYPZ2A6) is the high-affinity metabolizer of
both nicotine and its oxidized metabolite, cotinine, CYP2A6 variants have mainly been
studied for treating tobacco abuse. Studies have revealed that the kinetics of nicotine
metabolism are different in individuals carrying the variant CYP2A6 alleles. The aim of
the present study was to investigate, the importance of CYP2A6 genetic polymorphisms
in the population in Goiénia - GO. The study was performed acording approved by the
ethics committee of Federal University of Goias (approval CEP: 895.552). In the current
survey, 100 patients (35M/65F) of both genders and aged 18-90 (M: 30.2) years old
were enrolled after receiving their informed consent. The Multiplex ligation-dependent
probe amplification (MLPA) was performed using the P128 CYP450 MLPA kit (Version
C1; MRC-Holland) according to the manufacturer’s instructions. This gene is located
on chromossome 19q13.2 and has 9 exons, but only 4 (1, 2, 3 and 5) were analyzed.
In exon 1 was found 7 deletions in heterozygosis, in the exon 2 was found 4 deletions
in heterozygosis, exon 3 (4 deletions in heterozygosis) and the exon 5 (5 deletions
in heterozygosis). This study provides results for CYP2A6 in a population in Goiania
—GO. Hence, it opens up new avenues for further investigations by epidemiologists
in determining inter individual variation in genetic susceptibility to various diseases
caused due to gene-environment interaction. Is the first time this methodology is used,
and we believe it is a great tool for future studies with other genes.

KEYWORDS: Cytochrome P450, CYP2A6, Polymorphisms

INTRODUGCAO

O significado da variacdo estrutural na doengca humana e na diversidade
fenotipica tem sido cada vez mais reconhecido e varios estudos geraram catalogos

de variantes de numero de copias (CNVs) no genoma humano para facilitar uma
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melhor compreensédo de sua relevancia funcional. Assim como os polimorfismos
de nucleotideo unico (SNPs), as CNVs influenciam a suscetibilidade a doencas
e as diferencas interindividuais na resposta ao medicamento, pois varios genes
farmacogenéticos importantes sdo conhecidos por terem numero de copias variavel
(Nygaard et al, 2016).

A superfamilia CYP humana contém 57 genes funcionais e 58 pseudogenes
em 14 subfamilias. Trés familias de genes CYPs, a saber, CYP1s, CYP2s e CYP3s,
sao as principais que contribuem para 0 metabolismo oxidativo de mais de 90%
dos farmacos clinicos com CYPs em outras familias envolvidas no metabolismo
de moléculas endbgenas, como esterdides, gordurosos. acidos, bilirrubina e AAs
(NEBERT; DALTON 2006; NEBERT et al. 2013; NELSON et al. 2013) Os CYPs
humanos s&o importantes na fisiologia, no metabolismo de medicamentos e na
patogénese de certas doencas e, portanto, ha uma forte necessidade de explorar
a variacdes genéticas e mecanismos reguladores dessas enzimas (NEBERT et al.
2013).

Assim, este estudo teve como objetivo determinar a prevaléncia de CNVs
(Delecdes e Dupliagdes) no gene CYP2A6 em um grupo pertencente a populagao
de Goiania — Goias e numero de copias foi determinado por MLPA.

MATERIAIS E METODOS

Populacao de Estudo

Este estudo foi realizado no Laboratério de Genética Molecular e Citogenética
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas 1 da Universidade Federal de Goias, Goiania,
Brasil. O estudo foi realizado em 100 pessoas de saudaveis, de acordo com 0
comité de ética da Universidade Federal de Goias (aprovacdo CEP: 895.552). Na
pesquisa atual, 100 pessoas saudaveis (35M / 65F) de ambos 0s sexos e com
idades entre 18 e 90 (M: 30,2) anos foram aprovadas para parcipar apos receberem
o consentimento informado.

Coleta de amostras e analises de DNA

O sangue periférico (5 ml) foi coletado em tubos vacutainer EDTA de todos os
individuos participantes ap6s a obtencdo do consentimento por escrito. A extracao
de DNA gendmico foi realizada a partir de sangue total usando o Purelink DNA Kit
(Invitrogen).

Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA)
O MLPA foi realizado usando o kit Cytochrome P-450 MLPA desenvolvido
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recentemente (P128-C1; MRC-Holland, Amsterda, Paises Baixos) de acordo com as
instrucdes do fabricante. O Kit P128 CYP (MRC Holland) contém 55 sondas MLPA
que abrangem os genes CYP1A1, CYP1A2, CYP2A6, CYP3A4, CYP3A5 CYP1B1,
CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, GSTP1 e GSTT1.

RESULTADO E DISCUSSOES

Esse gene esta localizado no cromossomo 199g13.2 e possui 9 exons, mas
apenas 4 (1, 2, 3 e 5) foram analisados.

CYP2A6

7
4 4 4
0 I 0 I 0 I 0
Delecdo Duplicacdo Delecdo Duplicacdo Delecdo Duplicacdo Delecdo Duplicacdo

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 5

Figura 1. Demostracao do niumero de duplicacdes e delecbes do gene CYP2A6 encontrados
em um grupo populacional de Goiénia — GO.

O gene CYP2A6 é expresso principalmente no figado, representando
aproximadamente 1% a 10% do total de CYPs e é uma enzima importante, pois
pode metabolizar aproximadamente 3% dos medicamentos clinicos e esta sujeito a
polimorfismo com impactos clinicos significativos (Di et al. 2009; Raunio e Rahnasto-
Rilla 2012).

No presente estudo, encontramos no gene CYP2A6 varias mutacdes nos
exons estudados, como o exon 1 (7 dele¢des), o exon 2 (4 delecdes), o exon 3 (4
delecbes) e 0 exon 5 (5 delec¢bes), como representado em a figura 1.

Verificou-se também que o CYP2A6 é expresso em tecidos relacionados a
esterdides, como glandula adrenal, testiculo, ovario e mama. O gene CYP2A6
metaboliza esterdides como testosterona e estradiol, mas a contribuicado € menor
(Nakajima et al.2006). A atividade também é modificada por certos medicamentos,
além de fatores patolégicos e ambientais. Essas mutacbes podem aumentar a
variabilidade interindividual da atividade do CYP2AG6 e, assim, afetar o comportamento
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de fumar ou a suscetibilidade ao cancer (Malaiyandi et al, 2005; Rossini et al. 2008).

O citocromo P450 2A6 (CYP2A6) é o metabolizador de alta afinidade da
nicotina e seu metabolito oxidado, cotinina. Variantes do CYP2A6 foram estudados
principalmente para o tratamento do abuso de tabaco. Estudos revelaram que a
cinética do metabolismo da nicotina é diferente em individuos portadores dos alelos
variantes do CYP2A6 e o que essas delecdes e duplicacbes podem causar no
organismo (Nakajima et al., 2000; Gonzales, 2007; Nebert et al. 2013).

Este estudo fornece os primeiros resultados para o CYP2A6 em uma populacéao
de Goiania-GO. Assim, abre novos caminhos para investigacdes posteriores por
epidemiologistas na determinacédo da variacdo interindividual na suscetibilidade
genética a varias doencas causadas devido & interacdo gene-ambiente. E a primeira
vez que essa metodologia é usada, e acreditamos que € uma 6tima ferramenta para

estudos futuros com outros genes.
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RESUMO: O projeto consiste em proporcionar
informagdes as pessoas quanto as fontes e
fatores que contribuem para uma exposi¢cao
excessiva e sistémica do fluor tendo em
vista que essa exposicado pode ocasionar o
surgimento da fluorose dentaria, resultando
falhas na mineralizacdo do esmalte e
alteracdo da estrutura do tecido dentario.
Pretende-se verificar se a quantidade de fluor
consumida por pré-escolares esta dentro
dos limites recomendados, além de debater
sobre a quantidade de fluor ativo e inativo em
dentifricios, pois atualmente ndo se tem na
legislacéo vigente a garantia da concentragéo
especifica destes. Realizou-se a escolha de
escolas de educacdo infantii no municipio
de Contagem e aplicou-se um questionario
direcionado aos pais e responsaveis para
colhimento de informagdes sobre a quantidade
de dentifricios e agua fluoretada utilizados e
consumidos diariamente por seus filhos e o nivel
de informacao sobre 0s riscos e consequéncias
do uso indiscriminado de fluor. A partir deste
questionario, foi possivel estimar a quantidade
de fluor ingerida pelos pré-escolares, pela
analise de dados e de ensaios fisico quimicos.
O método Colorimétrico SPADNS foi adotado
para identificacdo da real concentragao de fluor
na agua de abastecimento publico. Contudo,
tem-se que os alunos estao ingerindo flior em
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quantidades maiores que o ideal de até 0,07 mg kg' de massa corporal. Por isso,
€ necessario alertar aos pais 0s riscos que o fluoreto pode causar, aos quais seus
filhos estédo expostos e recorrer ao poder publico medidas de conscientizacdo e
combate ao aumento do indice de fluorose dentéaria no pais.

PALAVRAS-CHAVE: Fluor; Fluorose dentaria; Agua fluoretada; Dentifricios.

ANALYSIS OF THE AMOUNT OF FLUORIDE INGESTED BY PRESCHOOLERS
DUE TO THE USE OF DENTURES AND CONSUMPTION OF FLUORTED WATER

ABSTRACT: The project consists of providing information to people about the
sources and factors that contribute to an excessive and systemic fluorine exposure
considering that this exposure may cause the emergence of dental fluorosis, resulting
in failure of enamel mineralization and alteration of the structure of dental tissue.
The aim is to verify if the amount of fluoride consumed by preschoolers is within
the recommended limits, and to discuss the amount of active and inactive fluoride
in dentifrices, since currently there is no guarantee of their specific concentration
in current legislation. The selection of kindergartens in Contagem was made and a
questionnaire was applied to parents and guardians to collect information about the
amount of toothpaste and fluoridated water used and consumed daily by their children
and the level of information about the risks and consequences of indiscriminate
use of fluoride. From this questionnaire, it was possible to estimate the amount of
fluoride ingested by preschoolers through data analysis and physical chemical tests.
The SPADNS Colorimetric method was adopted to identify the true concentration
of fluoride in public water supply. However, students have ingested more than ideal
fluoride up to 0,07 mg kg' body mass. Therefore, it is necessary to warn parents
about the risks that fluoride can cause, to which their children are exposed and to
resort to the public power to raise awareness and combat the increase in the rate of
dental fluorosis in the country.

KEYWORDS: Fluoride; Dental fluorosis; Fluorinated water; Toothpastes.

11 INTRODUCAO

Tém-se conhecimento de que o Fluor propicia a reducéo dos indices de céries
nos dentes, fortalecendo os dentes de criangas ao se concentrar nos 0ssos em
crescimento, além de reparar o esmalte dentario através da recomposicao do calcio
e fésforo perdidos para manter os dentes duros através da remineralizagcdo. Por
conta destes beneficios e ao aumento da incidéncia de caries no mundo, foram
tomadas iniciativas por 6rgaos publicos para o incentivo a fluoretacdo da agua de
abastecimento.

Desde 1945, diversos paises possuem em vigor uma legislacao para a adicéao
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de flior na agua, como a Portaria n° 518, de 25 de Margco de 2004 do Ministério
da Saude que sancionam que as aguas de abastecimento publico devem sofrer o
processo de fluoretagdo com concentracdo de no maximo 1,5 mg L' de Fluor. A
fluoretagdo da agua de abastecimento publico consiste na adicdo controlada de um
composto de fluor e representa uma das principais € mais importantes medidas de
saude publica no controle da carie dentaria (RAMIRES, BUZALAF, 2007).

Além da fluoretacéo de agua, foram feitas medidas para a adi¢do de fluoretos
em dentifricios. De acordo com o INMETRO (2010), dentifricios devem conter entre
1000 a 1500 ppm de fluoreto. Posterior a essas medidas, foi observada a diminuicao

dos indices de carie no Brasil, como demonstrado pelo Grafico 1.

Valores do CPO-D no Brasil

CPO-D médio aos 12 anos
=T = R S I TN R - ¥ I = B I - = |

1975 1980 1935 1990 1995 2000 2005 2010 2015

Ano

Grafico 1: Variacao dos valores do CPO-D médio aos 12 anos no Brasil, periodo de 1980 a
2010, considerando os anos em que foram executados levantamentos nacionais de saude
bucal

Fonte: AGNELLI P. B., 2015

Segundo CURY et al. (2015), no Brasil, a maioria dos dentifricios utilizados pela
populagéo tem como abrasivo o carbonato de cailcio (CaCO,) e sdo formulados com
monofluorfosfato de soédio (MFP = Na,FPO,). Entretanto, essa formulagdo perde
seu efeito ativo gradativamente a medida que o MFP libera o ion fluoreto, em uma
reacao de hidrélise, sendo inativado pelo ions de Calcio (Ca?*) do abrasivo. Dessa
maneira, aumenta-se a quantidade de Fluor insoluvel, inativo contra a carie. Assim,
nessas formulagdes parte do fluor total (FT) esta soluvel na forma de ion MFP mais

ion flbor (fluor soluvel total, FST) e parte esta insoluvel (inativo contra a cérie).

A Resolucéo 79, Anvisa, 28/8/2000 apenas estabelece que o dentifricio ndo pode
conter mais que 0,15% (1.500 ppm de F) de fluor total, sem estabelecer o minimo
de fluor soluvel que ele deveria conter para ter potencial anticarie, a qual de
acordo com revisfes sistematicas deve ser igual ou maior que 1.000 ppm de F.
(CURY, CALDARELLI, TENUTA, 2015).

A ingestéao excessiva e sistémica de fluoreto, acima de 0,07mg kg de peso
diariamente, possui maleficios podendo causar a curto prazo: tremores, dores
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abdominais, fraqueza, nauseas, diarreia, etc.; e alongo prazo: problemas na tireoide
€ aos 0sso0s, levando a osteoporose ou fluorose dentaria. A fluorose é um defeito
de formacdo do esmalte dentario, resultante da ingestdo excessiva e sistémica de
fldor durante o desenvolvimento do dente. Possui criangas como as mais afetadas,
principalmente antes dos seis anos de idade, época de transicdo entre os dentes
deciduos para os permanentes.

No entanto, os males séo estéticos, gerando manchas na superficie dos dentes
de tons que variam entre o branco e o marrom claro, ndo voltando naturalmente a
sua coloracao natural. Por conta dessas doencas, diversas controvérsias foram
especuladas pela adi¢cdo de fluor na 4gua e dentifricios, gerando o banimento da
adicao de Fluor em agua de abastecimento publico em paises, como Suécia e
Dinamarca.

Paises europeus ndo tém aderido a medida com unanimidade. Holanda, Suécia
e Finlandia chegaram a fluoretar suas aguas, porém, mais tarde, interromperam
o processo. Outros paises, como Suiga, Hungria, Franca e Dinamarca, nunca
aderiram a esse método, embora os delegados desses paises, na Assembleia
Mundial da Saude, sempre tenham votado favoravelmente a medida, em escala
mundial. (FERREIRA et al., 2014).

A fluorose pode ser provocada por sobre doses de ingestdo do elemento como,
por exemplo, a soma deste na agua de abastecimento com alimentos muito ricos
em fldor ou erros na prescricao de sua suplementacéo (CHEDID, GUEDES-PINTO,
1997), ou ainda o inicio precoce da escovagao com dentifricio fluoretado. De acordo
com CURY et al. (2002), devido a adogcao de métodos preventivos a cérie, utilizando
produtos fluoretados, tem sido relatado nos ultimos anos aumento na prevaléncia
de fluorose dental, mesmo em regides em que a agua néo é fluoretada. Além da
agua, os dentifricios fluoretados sdo considerados fatores de risco.

Analisando os dados de prevaléncia da fluorose dentaria no Brasil nos anos de
2003 a 2010, de acordo com a Tabela 1, tém-se um aumento de aproximadamente
10% no pais posterior as medidas tomadas pelos érgaos publicos. Observando-
se as regides do territorio brasileiro (Tabela 2), tem-se que as regides Sul e
Sudeste apresentaram o maior indice de prevaléncia no ano de 2010. Acredita-se
que essa observacédo se deve as desigualdades socioeconOmicas que exercem
grande influéncia sobre a saude e as condi¢cdes de vida das pessoas. Fatores
socioeconémicos como renda, tipo de moradia, nivel de escolaridade, numero de
moradores na residéncia e escolaridade dos pais sao influenciadores e indicadores
de risco a fluorose dentaria.
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Prevaléncia de Fluorose Dentaria

Local 2003 2010
Brasil 7,40% 16,70%

Tabela 1: Distribuicdo da prevaléncia de fluorose segundo dominio de estudo e ano. SBBrasil
2003 e SBBrasil 2010.

Fonte: FREITAS et. al., 2013.

s Fator
Regiao Sem fluorose Com fluorose
Norte 89,60% 10,40%
Nordeste 85,50% 14,50%
Sudeste 80,90% 19,10%
Sul 85,20% 14,80%
Centro-Oeste 88,70% 11,30%
Brasil 83,30% 16,70%

Tabela 2: Prevaléncia da fluorose dentaria em criangas com 12 anos, segundo a regio.
SBBrasil 2003 e SBBrasil 2010.

Fonte: FREITAS et.al., 2013.

Em suma, pode-se notar que, o principio segundo o qual um bem ou servi¢o
qualquer implica risco ou representa fator de protecdo para a saude publica, além
do controle do produtor sobre o processo de producgéo, distribuicdo e consumo,
deve-se haver, também, controle por parte das instituicdes do Estado, ou seja, com
as diversas fontes de fluor hoje existentes e com o aumento do indice de fluorose
dentaria no pais, deve-se controlar e determinar se a quantidade de flior consumida
pelas criangas esta dentro dos parametros estabelecidos, além de debater sobre
a quantidade de fluor ativo e inativo (proprio e impréprio ao combate a carie,
respectivamente) em dentifricios, pois atualmente n&o se tem na legislacao vigente
a garantia da concentracao especifica destes.

2| METODOLOGIA

2.1 Elaboracao e Entrega dos Questionarios

O projeto se iniciou com o levantamento bibliografico de pesquisas e artigos
que abordaram como tema a fluorose dentéaria, além de legislacdes e portarias
de 6rgaos publicos. Com base nas pesquisas realizadas, realizou-se a escolha de
escolas no municipio de Contagem da rede publica e privada, que apresentam
criancas entre 2 a 5 anos, para serem submetidas a analises quanto a ingestao
de fluor, através da aplicagcdo de um questionario entregue aos respectivos alunos
direcionado aos pais e/ou responsaveis destes.
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O questionario teve o intuito de conhecer a quantidade de dentifricios utilizada
e de agua fluoretada consumida diariamente pelos pré-escolares, o nivel de
informacéo sobre o risco do uso indiscriminado de flior e das consequéncias da
fluorose dentaria por parte dos responsaveis. A partir do questionario, foi analisado
se aspectos socioecondmicos alteraram, relevantemente, as respostas obtidas.

2.2 Analise Laboratorial - Método Colorimétrico SPADNS Procedimento

1. Preparou-se uma solucéo padrao de fluoreto de sédio (NaF) de 1 mgL'e
um branco com agua destilada.

2. O Cloro adicional da amostra foi eliminado previamente por adicdo de uma
gota (0,05 mL) de solucdo de Arsenito de s6dio (NaAsO2) 5 g L para cada
mg L' desse.

3. Paracadauma das solugcdes padrées de fluoreto e amostra, foram retirados
50 mL e adicionados 10 mL da solu¢c&o de SPADNS sobe vigorosa agitacéo
(C16H9N2Na3011S3).

4. O Cloro adicional da amostra foi eliminado previamente por adicdo de uma
gota (0,05 mL) de solucdo de Arsenito de s6dio (NaAsO2) 5 g L para cada
mg L' desse.

5. O espectrofotometro foi ajustado para 570 nm e tarou o zero de absorbancia
com agua destilada.

6. Determinou-se a absorbancia dos padrées de 0 e 1 mg L' de fluoreto e da
amostra.

7. Utilizou-se o seguinte célculo para determinar a concentracao de fluor na
amostra:

mg L' F~ = I(AO - Ax) / (AO- A1)l
Onde: AO = Absorbéncia do padrédo 0 mg L™ fluoreto;
A1 = Absorbéancia do padrao 1,0 mg L' de fluoreto;
Ax = Absorbancia da amostra preparada.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Questionarios

A partir do questionario entregue aos pais e responsaveis dos pré-escolares,
realizou-se a analise dos resultados, conforme demonstrado nos Graficos numerados
de 2 a10.
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Adicao de Flior em dentifricios
m Cientes w Nio cientes

Fluoretagao da dgua da COPASA

B Cientes " N3o cientes 2%
26%
2 3
Riscos do Flior Orientacdo durante a escovagdo
Cientes B N3ocientes ® Orientam N3c orientam
2%

ac

Uso de pasta dental especifica

mSim Ni3o

26%

p 5

Conhecimento sobre Fluorose
Conhecem B N3oconhecem

35%

Gréficos numerados de 2 a 7: Resultados obtidos a partir da analise de dados do questionario
entregue aos pais e responsaveis

Fonte: Autoria prépria

Escovagdes didrias Inicio da escovagdo
Trésoumais | >3anos B ‘
VER st s e Entre 12 3 anos *
Uma | <lano i l _ |
o%  20%  ao% 60 o% 20% 40% 60¥
8 9

Gréficos 8 e 9: Resultados obtidos a partir da analise de dados do questionario entregue aos
pais e responsaveis

Fonte: Autoria prépria

A amostragem analisada continha 65 questionarios preenchidos e devolvidos
de 302 entregues as escolas. Através do tratamento de dados, analisaram-se que
74% dos responsaveis estao cientes sobre a fluoretacdao da dgua de abastecimento
publico; 98% dos responsaveis estao cientes sobre a adicao de Fluor em dentifricios;
52% dos responsaveis ndo estao cientes sobre os riscos que o fllor pode causar;
65% dos responsaveis nao tem conhecimento sobre a fluorose dentaria; 98% dos
responsaveis orientam seus filhos durante a escovacdo; 74% dos responsaveis
aplicam pastas dentais especificas para criangcas. Tém-se também, que a maioria
dos alunos escovam os dentes duas vezes ao dia e que a maioria dos alunos iniciou
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a escovacao entre 1 a 3 anos ou menos.

Escola Pablica Escola Privada
1

1

s Fund amental

Vg —idio

Superior

7 “E

Gréfico 10: Nivel Socioecondmico x Resultados

Fonte: Autoria Propria

Esse grafico demonstra o risco do pré-escolar em desenvolver Fluorose dentaria
a partir das respostas dadas pelos seus pais/responsaveis e comparando com 0
nivel de escolaridade desses. A medida que a linha se a afasta do centro maior é o
risco em ocorrer a prevaléncia da fluorose na crianga a partir dos conhecimentos de
Seus responsaveis.

Com a andlise do grafico “Nivel Socioeconémico x Resultados”, pode-se notar
que, os resultados n&o variaram relevantemente, uma vez que a amostragem entre
escolas da rede publica e privada foi feita em uma regidao pequena, demonstrando
uma variagao de renda, escolaridade, e outros fatores, muito pequena em relacéo
ao esperado. Entretanto, de acordo com as pesquisas bibliogréaficas, sabe-se que
mudancas drasticas de fatores socioeconémicos afetam esses dados, como a falta

de saneamento basico, ingestéo excessiva de fast food ou enlatados, entre outros.

3.2 Analise Laboratorial

Dados:

Absorbancia do padréao 1 mg L' de fluoreto: 0,824
Absorbancia do padrao 0 mg L fluoreto: 0,855
Absorbéancia da amostra preparada: 0,881

3.3 Concentracao verificada:

mg L' F =1(0,855 - 0,881)/(0,855-0,824)!

mg L' F- = 0,026/0,031

mgL'F =

Com isso, verifica-se que a concentragao de Fluor na 4gua de abastecimento
publico condiz com a portaria n® 518, de 25 de marco de 2004 que sanciona que a
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concentracéo de fluoreto pode ser no maximo de 1,500 mg L.

3.4 Analise Geral

Para calcular a quantidade de fluor ingerida pelas criangas, utilizou-se a
seguinte fébrmula como base:

CFAxVC(C xQC +CFDxDDxQE'
1000 1000

Sendo:

CFA: Concentracao de fluor em agua de abastecimento publico obtida através
do método colorimétrico SPADNS (0,8387 mg L' F-)

VC: Volume de um copo (200 mL)

QC: Quantidade de copos de agua ingeridos

CFD: Concentragao de fluor em dentifricios

DD: Dose de dentifricio utilizada durante a escovacéao

QE: Quantidade de escovacgdes diarias

Considerando que aaguapossuiconcentracaode 0,8387 mg L' F- (anteriormente
calculado), dentifricios possuem concentracdo em média de 1250 ppm F- e que a
capacidade de um copo é de 200 mL, variou-se a quantidade de agua consumida e
de pasta dental utilizada. Posteriormente, calculou-se a quantidade de fluor ingerida
pelos pré-escolares, fazendo sempre um comparativo de quantidades caso a pasta
dental ndo fosse ingerida e caso fosse totalmente ingerida.

« Ingerindo 6 copos de agua, realizando 2 escovagdes diarias com a quan-
tidade de pasta dental semelhante ao tamanho de uma ervilha (= 0,25 g),
tem-se:

- Caso a pasta dental ndo fosse ingerida durante a escovacéo:

0,8387 x 200 x 6
1000

Quantidade de Fluor ingerida = 1,00644 mg dia
- Caso a pasta dental fosse totalmente ingerida durante a escovacéo:

0,8387x200x 6 N 1250 x 0,25 x 2
1000 1000

Quantidade de Fluor ingerida = 1,00644 + 0,625
Quantidade de Fluor ingerida = 1,63144 mg dia™

Realizando o mesmo raciocinio, determinou-se a quantidade de fluor ingerida
pelos pré-escolares variando a quantidade de agua consumida e de pasta dental
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utilizada, conforme demonstrado na Tabela 3.

Analise da Quantidade Fluor Ingerida
Dados diarios Condigao de uso
Sem ingerir pasta dental -
(mg dia™") Ingerindo pasta dental
(mg dia™)
3 copos de agua (600 mL)
1 + 2 escovagdes (0,5 g) 0,50322 1,12822
4 copos de agua (800 mL)
2 + 2 escovagdes (0,5 g) 0,67096 1,29596
8 copos de 4gua (1,6 L)
3 + 2 escovagdes (0,5 g) 1,34192 1,96692
9 copos de 4gua (1,8 L)
4 + 2 escovagdes (0,5 g) 1,50966 2,13466
3 copos de agua (600 mL)
5 + 3 escovagdes (0,75 g) 0,50322 1,44072
4 copos de agua (800 mL)
6 + 3 escovagoes (0,75 g) 0,67096 1,60846
8 copos de agua (1,6 L)
7 + 3 escovagdes (0,75 g) 1,34192 2,27942
9 copos de agua (1,8 L)
8 + 3 escovagoes (0,75 Q) 1,50966 2,44716

Tabela 3: Analise da Quantidade Fluor Ingerida
Fonte: Autoria propria

Sabe-se que criancas de 2 a 5 anos de idade sédo afetadas pela fluorose,
por estarem desenvolvendo sua arcada dentaria. De acordo com a Sociedade
Brasileira de Pediatria, criancas saudaveis na faixa etaria citada possuem, em
média, uma massa corporal de 15,2 kg. Tomando que a quantidade de fluor ideal
a ser ingerida pelos pré-escolares é de 0,07 mg kg de peso diariamente, tem-se,
como demonstrado abaixo, que 0 maximo a ser ingerido seria de:

Quantidade ideal de F- a ser ingerida = 0,07 x massa corporal

Quantidade ideal de F- a ser ingerida = 0,07 x 15,2

Quantidade ideal de F- a ser ingerida = 1,064 mg dia™.

Portanto, de acordo com a Tabela 3, tem-se que quando a pasta dental é
totalmente ingerida, o limite de 1,064 mg/dia F~ sempre é ultrapassado e que a nao
ingestdo de pasta dental pode ajudar a prevenir esse excedente, como visto nas
suposicoes 1, 2, 5 e 6. Entretanto, os demais dados demonstraram uma ingestao
maior ao estabelecido de Fluoreto apenas com a ingestdo de agua, ou seja, a
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concentracdo de fluor da 4gua de abastecimento publico estd excedendo o limite,
por si s6, no decorrer do consumo diario.

41 CONCLUSAO

Verificou-se que fatores socioeconémicos nao influenciaram significativamente
nas respostas dadas, uma vez que a amostragem entre escolas da rede publica e
privada foi feita em uma regido pequena, demonstrando uma variagado de renda,
escolaridade, e outros fatores, muito pequena em relagdo ao esperado. Entretanto,
de acordo com as pesquisas bibliograficas, sabe-se que mudancas drasticas de
fatores socioecondmicos afetam esses dados, como a falta de saneamento basico,
ingestao excessiva de alimentos enlatados, entre outros.

Em suma, pdde-se notar que, por meio da analise de dados e da referéncia
bibliografica consultada, os pré-escolares apresentam grande tendéncia a adquirir
fluorose dentaria, uma vez que o limite estabelecido de ingestdo maxima de fluoreto
recomendada é de 0,07 mg kg de peso diariamente. Esse limite foi ultrapassado
em todas as situagcbes estipuladas em que a crianga ingere totalmente a pasta
dental. Em alguns casos, esse risco prevaleceu mesmo que fosse consumindo
apenas agua.

Isso demonstra uma fragilidade na legislacéo vigente com relacéo a fluoretacéao
na dgua de abastecimento publico, pois essa é reconhecida como um importante fator
para o declinio da prevaléncia da carie dentéaria, porém percebe-se a necessidade
de monitoramento, a fim de que o teor de fllor seja mantido dentro dos reais padrdes
adequados para o controle da carie e prevencao da fluorose dentaria. Em relacéao
ao Fluor ativo e inativo, tem-se que apenas o primeiro é capaz de combater carie.
Portanto, o segundo é capaz de contribuir apenas para a fluorose. E necessario
alertar aos pais e a populagdo sobre os riscos que o fluor pode causar, através
dos rétulos de produtos que contém Fluor, por campanhas de conscientizagcédo ao
correto uso de pastas dentais aos pais/responsaveis e aos educadores que tanto
convivem com essas criangas, para que essas possam ter acesso aos beneficios
do flaor.

E importante ressaltar que essa conscientizacéo foi feita pelos elaboradores
do projeto ao retornar os dados obtidos as escolas parceiras e alerta-los sobre
os riscos do fluor e da fluorose dentaria. Por fim, este trabalho cumpre seus
objetivos principais de conscientizar e ajudar a sociedade a perceber a importancia
de descobrir, redescobrir e rever a verdade apresentada a esta, para que, assim,
possa-se formar um futuro, baseando-se em fatos.
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esta em franco crescimento, uma vez que ha resisténcia dos microrganismos aos
antimicrobianos convencionais. Considerando as diversas propriedades apresentadas
pelos 6leos essenciais, destaca-se o 6leo essencial de Origanum vulgare (O. vulgare)
conhecido popularmente como orégano, devido ao seu alto potencial como agente
antimicrobiano. Desta forma, este trabalho teve como objetivo desenvolver sabonete
liquido para as maos contendo 6leo essencial de O. vulgare, bem como determinar
a atividade antimicrobiana e farmacotécnica das formulagcbes. Foram desenvolvidas
formulagcbes com e sem 6leo de orégano em duas concentragcbes (0,75 %, p/p e
1,0%, p/p). As formulagdes foram caracterizadas farmacotecnicamente quanto
as caracteristicas organolépticas, fisico-quimicas e microbiologicas. A atividade
antimicrobiana foi verificada pelo método de curva de sobrevivéncia contra bactérias
Gram positivas e negativas, incluindo cepas multirresistentes, que foram comparados
com a atividade antimicrobiana do triclosan (padréo). A curva de sobrevivéncia
comprovou a atividade antisséptica das formulagcées desenvolvidas. A formulagédo
F1,0 apresentou melhor resposta frente aos microrganismos testados. Os resultados
obtidos mostraram a eficacia das formula¢des desenvolvidas contra o crescimento dos
microrganismos testados assim como suas caracteristicas fisico-quimicas, conferindo
ao produto uma futura inovacdo no mercado. Além disso, pode representar uma
alternativa de produto natural para a higienizacdo das maos nos estabelecimentos de
saude que atualmente utilizam, em sua grande maioria, produtos contendo triclosan.
PALAVRAS-CHAVE: Novos antimicrobianos, triclosan, sabonete liquido antisséptico,
Oleo essencial de orégano.

DEVELOPMENT AND EVALUATION OF PROPERTIES OF ANTISSEPTIC LIQUID
SOAP FOR HANDS INCREASED WITH OREGANO ESSENTIAL OIL

ABSTRACT: The search for natural active ingredients in the pharmaceutical and
cosmetic sector is growing fast as there is resistance of microorganisms to conventional
antimicrobials. Considering the various properties presented by essential oils, the
essential oil of Origanum vulgare (O. vulgare), popularly known as oregano, stands
out due to its high potential as an antimicrobial agent. Thus, this article aimed to
develop liquid hand soap containing O. vulgare essential oil, as well as to determine
the antimicrobial and pharmacotechnical activity of the formulations. Formulations
with and without oregano oil were developed in two concentrations (0,75% w/w and
1,0% w/w). The formulations were pharmacotechnically characterized for organoleptic,
physicochemical and microbiological characteristics. Antimicrobial activity was verified
by the survival curve method against Gram positive and negative bacteria, including
multidrug resistant strains, which were compared with triclosan antimicrobial activity
(standard). The survival curve provedthe antiseptic activity of the formulations developed.
The F1,0 formulation presented better response to the tested microorganisms. The
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results showed the efficacy of the formulations developed against the growth of the
tested microorganisms as well as their physicochemical characteristics, giving the
product a future innovation in the market. In addition, it may represent a natural product
alternative for hand hygiene in healthcare facilities that currently use mostly triclosan-
containing products.

KEYWORDS: New antimicrobials, triclosan, antiseptic liquid soap, oregano essential
oil.

11 INTRODUCAO

A higienizacdo das maos é a medida mais antiga e simples para evitar a
disseminacéo de microrganismos patogénicos e uma importante ferramenta para o
cuidado e a promog¢éo da saude (BRASIL, 2009).

Agentes antimicrobianos séo incluidos em preparacdes para limpeza, e também
para aliviar condi¢cbes comuns como odor corporal e infec¢cdes de pele mais simples,
incluindo infec¢bes secundarias, associadas a acne. Entretanto, tais produtos devem
ser diferenciados daqueles utilizados para o tratamento de condi¢des patolbgicas,
0s quais podem conter antibiéticos e outros agentes, ndo comumente associados
para os objetivos gerais de higiene (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2001).

O triclosan é um dos principais agentes antissépticos utilizado em diversos
produtos farmacéuticos e cosméticos, com amplo espectro de agao antimicrobiano
(YUEH; TUKEY, 2016). Entretanto, pesquisas mostram os efeitos maléficos para
0 meio ambiente e a saude humana (HALDEN et al.,, 2017). Dessa maneira,
instituicbes como o Food and Drug Administration (FDA) e a Environmental
Protection Agency (EPA) comecaram a rever o uso e os efeitos desse composto
nos Estados Unidos (HALDEN, 2014). Além disso, ha relato na literatura que o
uso extensivo de produtos contendo triclosan pode contribuir para a resisténcia
aos antimicrobianos (GIULIANO; RYBAK, 2015). Estudos recentes sugerem que 0
triclosan pode modificar o microbioma (GAULKE et al., 2016; HU et al., 2016; SYED
et al., 2014).

Diante disso, o0 interesse na pesquisa de alternativas aos antissépticos
convencionais estd em franco crescimento. Diferentes estudos mostram que
os 6leos essenciais apresentam atividade antimicrobiana e o 6leo essencial de
orégano tem se destacado por sua excelente atividade frente a diferentes espécies
de microrganismos, inclusive os multirresistentes (SCANDORIEIRO et al., 2016;
NAZZARO et al., 2013; TRAJANO et al., 2009). Dentre os componentes do 6leo
essencial do orégano, a atividade antimicrobiana € atribuida ao carvacrol e ao timol
(BAKKALI et al., 2008.). O carvacrol (2-Metil-5-(1-metilletil) fenol) e seu isémero
timol (5-metil-2-(1-metiletil)- fenol) s&o monoterpenos encontrados em diversas
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plantas aromaticas (NOSTRO; PAPALIA, 2012). Embora tenha sido verificado que
o carvacrol e o timol afetem tanto a membrana externa quanto a interna, outros
estudos mostraram que o seu principal local de agcao é a membrana citoplasmatica
(HELANDER et al. 1998).

Considerando que o 6leo essencial de orégano ja é referenciado por suas
diversas propriedades, o estudo da atividade antimicrobiana dos sabonetes
liquidos produzidos com o 6leo em questéo, torna-se uma alternativa de utilizagao
e agregacao de valor (DAMATO, 2015; SCANDORIEIRO et al., 2016).

Desta forma o objetivo do trabalho foi desenvolver um sabonete antisséptico
liquido para as maos, contendo 6leo essencial de orégano e avaliar a sua atividade
antimicrobiana.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras bacterianas

Para avaliacdo da atividade antibacteriana utilizou-se cepas bacterianas de
referéncia (ATCC) e amostras bacterianas da colecao do Laboratério de Bacteriologia
Basica e Aplicada da Universidade Estadual de Londrina. As cepas bacterianas
de referéncia utilizadas foram: Staphylococcus aureus sensivel a meticilina ATCC
25923, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 e S.
aureus resistente a meticilina (MRSA).

2.2 Obtencao do 6leo essencial de orégano (OEO)

OEO foi obtido comercialmente da empresa Ferquima Ind. e Com. Ltda (Vargem
Grande Paulista, Sdo Paulo, Brasil). Segundo relatério descritivo do produto, esse
OEO foi extraido por destilagcdo a vapor e tem como composi¢ao principal: 71% de
carvacrol, 3% de timol, 4,5% de gama-terpineno, 3,5% de para-cimeno e 4% de
beta-cariofileno.

2.3 Desenvolvimento da formulacao antisséptica

Foram desenvolvidas quatro formulagdées, na forma de sabonete liquido
antisséptico para as maos, com e sem OEQ, sendo utilizado nas concentracdes de
0,75% (p/p) e 1,0% (p/p). As formulagdes foram denominadas: 1) FB: formula base,
2) FP: férmula contendo 0,1% (p/p) de triclosan, 3) F0,75: formula contendo 0,75%
(p/p) de OEO e 4) F1,0: formula contendo 1,0 % (p/p) de OEO.

A formulacdo base (FB) foi constituida de lauril éter sulfosuccinato de sodio,
coco amido propil betaina, lauril perolado, dietanolamida de acido graxo de coco,
poliquaternium-7, acido citrico, cloreto de sédio e agua destilada. A preparagcao
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constitui-se de mistura simples das matérias-primas, a frio, sob agitacdo, até a
completa incorporagcéo dos compostos.

2.4 Caracterizacao farmacotécnica

As formulagcbes foram caracterizadas, em triplicata, quanto aos ensaios
organolépticos e fisico-quimicos, de acordo com as orientagdes descritas no Guia
de controle de qualidade de produtos cosméticos (BRASIL, 2008).

2.4.1 Ensaios morfolégicos e organolépticos

Para a analise morfoldégica, as amostras foram submetidas ao teste da
centrifugacédo, onde 5 gramas de cada formulagcdo foi acondicionada em tubo
de ensaio coOnico, graduado. As amostras foram centrifugadas (Centrifuga Baby
| Fanem 206-BL, Sdo Paulo, Brasil) a 3200 rpm por 30 minutos a temperatura
ambiente, para detectar visiveis modificacdes ou instabilidades, como separacéo
de fases, formacao de sedimento compacto e coalescéncia. Em seguida, procedeu-
se a avaliacdo visual.

A observacao do aspecto das formulagdes foi realizada macroscopicamente
apos 24 horas em repouso. Observou-se visualmente se a amostra em estudo
apresentava caracteristicas macroscopicas da amostra padrao ou se ocorreram
alteracdes do tipo separacao de fases, precipitacdo e turvacéo.

Aanalise de cor das formulacdes, foi realizada por colorimetria, por comparacéao
visual da cor da amostra com a cor do padrdo, sob luz branca, armazenado nas
mesmas condi¢cbes e embalagem que a amostra. Para isso, 1,5 gramas da amostra
foi acondicionada em vidro relégio e colocada sob fundo preto. Em seguida foi
fotografada e seus resultados comparados.

O odor das amostras foi comparado com o odor da férmula padréo, através do
olfato. Nas analises de cor e odor, as amostras foram classificadas como normal,

sem alteracdo; levemente modificada; modificada; intensamente modificada.

2.4.2 Ensaios Fisico-Quimicos

Para cada formulagao foi determinado o pH utilizando o peagéametro digital (pH
21 pH/mV meter, HANNA, Brasil) em temperatura ambiente (25 + 5°C), calibrado
com solucéo tampéao (pH 4,0 e 7,0). Para ambas as determinacdes, o eletrodo foi
inserido diretamente na amostra.

A densidade foi avaliada utilizando o picnédmetro de vidro, com capacidade de
10 mL e temperatura monitorada em 20 °C. A relagdo entre a massa da amostra e
a massa da agua, ambas a 20 °C representa a densidade especifica da amostra
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ensaiada.

A reologia das amostras foi analisada com o viscosimetro do tipo Copo Ford
(Metalurgica Tech Vision Ltda., modelo 2070, Sdo Paulo, Brasil). As formulacdes
foram dispostas em recipientes cilindricos em aluminio com capacidade total de 200
mL. Depositou-se a amostra no copo até sua capacidade maxima, com o orificio
bloqueado, retirando o excesso com auxilio da placa. Ao desbloquear o orificio,
um crondmetro foi acionado até escoamento completo. Utilizou-se temperatura de
analise de 25 + 2°C e orificio de numero 3. Para anélise das formulacbées foram
feitas trés leituras, sendo que cada velocidade foi mantida por 60 s. Para todas
formulagdes os dados foram coletados ap6s 10 s.

2.5 Avaliacao da atividade antimicrobiana das formulacoes

Foram testadas a atividade antimicrobiana de todas as formulacbes
desenvolvidas (FB, FP, F0,75 e F1,0) frente as cepas de Staphylococcus aureus
sensivel a meticilina ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae (KPC) ATCC 10031 e Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA).

2.5.1 Curva de Sobrevivéncia frente as cepas bacterianas

As culturas cresceram em agar MH durante 24 horas em estufa a 37°C. Apés
o0 crescimento bacteriano, um novo in6culo foi realizado diluindo a bactéria em
solucao salina (0,9%) até turvacéo equivalente ao tubo 0,5 da escala McFarland
(escala nefelométrica McFarland). A partir deste, foi feito um novo indculo, que
inicialmente continha 5.10° UFC/mL de bactéria e foi adicionado em cada amostra.
Esse procedimento ocorreu em triplicata e em diferentes tempos de contato
(imediatamente, 10, 30 e 60 min) a 37 °C. Apds os tempos de contato, as amostras
foram diluidas, plaqueadas e incubadas por 24 h a 37 °C, para contagem de UFC/
mL.

2.6 Analise estatistica

Todos os testes foram estatisticamente comparados utilizando-se analise de
variancia (ANOVA). As diferencas individuais entre as médias serao identificadas
pelo teste de Tukey. Em todos os casos, um nivel de significancia de p < 0,05 foi
aceito para denotar significancia.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desenvolvimento da formulacao

A evolucéo dos sabonetes liquidos permitiu elevagcao no valor agregado devido
aveiculacao de aditivos com funcdes diversas e especificas como antissépticos, anti-
inflamatérios, entre outros (CRONEMBERGER et al., 2015). No desenvolvimento
das formulagdes utilizou-se o triclosan como padréo, devido a sua fungdo como
antisséptico, que dependendo de sua concentracao na formulacao, é capaz de inibir
o desenvolvimento de fungos, virus e bactérias, nesse caso tanto bactérias Gram
positivas como Gram negativas.

Nos testes utilizou-se o0 OEO no lugar do triclosan, apesar das propriedades
antissépticas do OEO ja estarem comprovadas e descritas (SCANDORIEIRO et
al., 2016), o presente estudo comprova e descreve a eficacia da acédo do OEO
incorporado a um sabonete liquido frente aos microrganismos testados.

3.2 Caracterizacao farmacotécnica

A caracterizacdo farmacotécnica tem como objetivo verificar a conformidade
do produto frente as especificacdes estabelecidas em compéndios oficiais. Em
relacdo aos ensaios organolépticos, quanto a aparéncia das formulacdes, pode-
se observar que ndo houve nenhuma alteracdo macroscopica, € com isso nenhum
sinal de instabilidade aparente. Todas as amostras testadas apresentaram-se
homogéneas, sem precipitacdo ou turvagcdo e mantiveram o aspecto nacarado e

cor branca, conforme a figura 1.
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Figura 1 - Analise visual sob condi¢des de luz branca em fundo preto das formulagbes de
sabonete liquido. A formulagéo base (1) sem a adi¢ao do triclosan e 6leo essencial de orégano;
a formulagéo padréo (2) com o triclosan (0,1%) e as formulagbes contendo 6leo essencial de
orégano em diferentes concentragdes: 0,75% (p/p) (3) e 1,0% (p/p) (4).

Na analise do odor verificou-se o0 aroma caracteristico do OEO nas formulag¢des
acrescidas com esse 0leo, sendo que se pode notar 0 odor um pouco mais intenso
na amostra com maior concentracdo desse ativo.

Quanto ao aspecto morfolégico e centrifugacéo, todas as amostras ndo sofreram
modificacdo ou instabilidade como separacéao de fases, cremeacao e coalescéncia.
As formulagdes mantiveram-se homogéneas, ap0s 24 horas em repouso e apos a
centrifugacéo a 2800 rpm por 30 minutos. Esta anélise foi repetida ap6s 3 meses a
partir do preparo da formulacéo, e observou-se a mesma estabilidade.

Os valores de pH das amostras foram obtidos por potenciémetria direta e
estao apresentados na tabela 2. Como pode ser verificado os valores mantiveram-
se dentro da faixa especificada, pH 5,5 a 7,0 e demonstraram nao existir diferenca
significativa entre as amostras (p>0,05). As caracteristicas fisico-quimicas estéao
diretamente relacionadas com a variacdo de pH de uma formulacédo. Alteracdes
nos valores de pH podem modificar as caracteristicas fisico-quimicas do ativo
utilizado, influenciando nas propriedades como estabilidade, biodisponibilidade e
biocompatibilidade, comprometendo assim, a seguranca e a eficacia da formulagao.

Os valores de densidade variaram pouco, de 1,01273 a 1,02558 g/mL, mesmo

as formulacdes sendo diferentes. Os resultados foram apontados na tabela 2,
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ndao havendo alteracdo estatisticamente significativa (p<0,05). Esses valores
provavelmente se devem a formulagao conter alto teor de agua.

A analise de densidade em sabonetes liquidos € importante para a garantia
da qualidade e manutencédo das caracteristicas dos produtos durante seu prazo de
validade (BRASIL, 2008).

A viscosidade foi determinada utilizando o Copo Ford, e os valores sao
apresentados na tabela 2. O orificio escolhido para a andlise deve-se a baixa
viscosidade dos sabonetes e assim alcangamos os resultados obtidos através da
equacao adequada para tal orificio. Os valores de viscosidade de cada amostra
foram determinados pela média dos valores obtidos e variaram de 204 a 729
segundos. Essa diferenca entre os valores pode ser devido a composicdo dos
sabonetes testados, pois suas formulagcdes séo diferentes. A viscosidade de todas
as formulagdes foi determinada na mesma temperatura.

As formulacdes F0,75 e F1,0 apesar de apresentarem praticamente a mesma
formulacéo (tabela 1), mostraram valores de viscosidade diferentes. Essa diferenca
pode estar relacionada com a quantidade de OEO presente em cada sabonete.

Amostras Caracteristicas fisico-quimicas
H Densidade Viscosidade
P (g/em?) ()
FB 6,8 = 0,023 1,01510 =+ 0,0037 204 0,10
FP 7,0 £0,00 1,01273 + 0,0074 257+ 0,07
FMO0,75 6,3 = 0,06 1,01723 + 0,0042 606 + 0,09
FM1,0 6,5+0,013 1,02558 + 0,0056 729 £ 0,15

Tabela 2 - Caracterizagéo farmacotécnica das formula¢des analisadas.

3.3 Avaliacao da atividade antimicrobiana das formulacoes

Para a avaliacdo da eficiéncia dos sabonetes antissépticos desenvolvidos
foram feitas curvas de sobrevivéncia frente as cepas analisadas, por estas estarem
relacionadas a doencas transmitidas através do contato com as méaos. Na avaliagao
dessa atividade foram testados F0,75 e F1,0; FB foi utilizado como controle e FP
como padrao de comparacao.

Os ensaios realizados comprovaram a atividade antimicrobiana e a eficacia
de F0,75 e F1,0, frente todas as cepas analisadas. Esses resultados foram
demostrados nas figuras 2, 3, 4 e 5. Observando os resultados, podemos afirmar
que F1,0 apresenta atividade e eficacia semelhante a FP. Ja F0,75, apresenta
atividade frente a todas as cepas, contudo sua eficacia € menor quando comparada
com FP e F1,0.

Os ensaios realizados revelaram uma maior inibicdo no crescimento de
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S. aureus pela F1,0 j4 quando em contato imediato com o produto, sendo mais

significativo em 10 minutos, pois a acédo bactericida dessa formulacdo é total.

Entretanto, o estudo mostra que F1,0 ap6s 10 minutos de contato zera a populacao

microbiana em todas as cepas analisadas, ou seja, a agao bactericida é total. Assim,

F1,0 apresenta um melhor efeito quando comparado com F0,75 e F1,0 pode vir a

substituir FP no mercado cosmético e farmacéutico.
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Figura 2 - Curva de sobrevivéncia de E. coli frente as formulagbes de sabonete liquido para as

maos: FB, FP, F0,75 e F1,0.
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Figura 3 - Curva de sobrevivéncia de S. aureus frente as formulacdes de sabonete liquido para
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Figura 4 - Curva de sobrevivéncia de MRSA frente as formulagdes de sabonete liquido para as

maos: FB, FP, F0,75 e F1,0.

6,00E+05
5,00E+05
4,00E+05

3,00E+05

2,00E+05

Populagio bacteriana (UFC/mL)

1,00E+05

0,00E+00

— R

— FP

— F0,75

F1,0

10 30 60
Tempo (minutos)

Figura 5 - Curva de sobrevivéncia de KPC frente as formulagdes de sabonete liquido para as

maos: FB, FP, F0,75 e F1,0.

N&o podemos deixar de considerar a acdo mecénica da lavagem das maos,

ja que essa remove facilmente a microbiota transitoria. A microbiota transitoria &

composta por microrganismos que se depositam na superficie da pele, provenientes

de fontes externas, colonizando temporariamente os extratos cOrneos mais

superficiais. Por serem mais facilmente removidos da pele, por meio de acéo

mecanica, 0s microrganismos que compdem a microbiota transitéria também se

espalham com mais facilidade pelo contato e s&o eliminados com mais facilidade

pela degermacao com agentes antissépticos. (ROTTER, 1997)

41 CONCLUSAO

Neste artigo,

comprovamos a eficiéncia dos sabonetes antissépticos

desenvolvidos com OEO quando comparados a formulacédo padréo, composta por
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triclosan, que é um dos antissépticos mais utilizados no mercado nos dias atuais.
Para a comparacéao foram testados contra S. aureus, E. coli, MRSA e KPC.

Em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas, constatou que os sabonetes
apresentaram diferentes viscosidades, provavelmente pela diferenca nas
formulacdes, o que foi significativo; a densidade variou muito pouco, mesmo com
a diferenca na composicao das formulacdes; em relacao ao pH, as formulacdes
variaram pouco e todas mostraram-se dentro da faixa permitida para sabonetes
tépicos.

Em relacdo as analises microbiologicas, F0,75 e F1,0 apresentaram acéao
bactericida frente as cepas testadas. Contudo, F1,0 apresentou maior eficacia,
obtendo resultado satisfatério em menor tempo. A formulacédo F1,0 também foi a que
mostrou valores mais proximos ao padrao contendo triclosan. Assim, apontando o
éxito do estudo.

Com o intuito de inserir no mercado produtos de composicdo natural,
substituindo assim os produtos quimicos, principalmente aqueles que podem causar
algum maleficio a saude humana, os sabonetes liquidos produzidos a partir do 6leo
essencial de orégano, mostraram ser uma 6tima alternativa, visto que possuem
atividade antimicrobiana e eficacia comprovada. Além disso, as propriedades fisico-
quimicas estéo dentro dos padrdes estabelecidos. Assim, o 6leo esséncia de O.
vulgare tem potencial para substituir os antimicrobianos convencionais utilizados na
producao de cosméticos e outros produtos farmacéuticos.

REFERENCIAS

BAKKALLI, F. et al. Biological effects of essential oils - A review. Food and Chemical Toxicology, v.
46, n. 2, p. 446-475, 2008.

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Guia de controle de qualidade de produtos
cosméticos. Brasilia, 2008. 22 edigéo.

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Seguranca do Paciente em Servicos de
Saude: Higienizacao das Maos. Brasilia, 2009. Disponivel em: < https://wwwZ20.anvisa.gov.br/
segurancadopaciente/index.php/publicacoes/item/seguranca-do-paciente-higienizacao-das-maos>.
Acesso em 10/11/2019.

British Pharmacopoeia Commission, General Medical Council (Great Britain), & Great Britain.
Medicines Commission. (2001). British pharmacopoeia (Vol. 1). Her Majesty’s Stationery Office.

CRONEMBERGER, P. R., PAULA, S. C., MEIRELLES, L. M. A. (2015). Analise de sabonetes
liquidos intimos/analysis of intimate liquid soaps. Saide em Foco, 2(1), 49-59.

DAMATO, J.R.G. (2015) Avaliacao da eficacia antimicrobiana de sabonetes contendo: 6leo
essencial de Melaleuca alternifdlia versus triclosan versus clorexidina e o impacto na adesao
a higienizacao das maos pelo efeito aromaterapico [Tese de Doutorado]. Escola de Enfermagem,
Universidade de Sao Paulo.

As Ciéncias Biologicas e a Construgdo de Novos Paradigmas de Conhecimento 2 Capitulo 8




GAULKE, CHRISTOPHER A. et al. Triclosan Exposure Is Associated with Rapid Restructuring
of the Microbiome in Adult Zebrafish. Plos One, [s.l.], v. 11, n. 5, p.0154632, 18 maio 2016. Public
Library of Science (PL0S). http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0154632.

GIULIANO, Christopher A.; RYBAK, Michael J. Efficacy of Triclosan as an Antimicrobial Hand Soap
and Its Potential Impact on Antimicrobial Resistance: A Focused Review. Pharmacotherapy:
The Journal of Human Pharmacology and Drug Therapy, [s.l.], v. 35, n. 3, p.328-336, mar. 2015. Wiley.
http://dx.doi.org/10.1002/phar.1553.

HALDEN, Rolf U. et al. The Florence Statement on Triclosan and Triclocarban. Environmental
Health Perspectives, [s.l.], v. 125, n. 6, p.0645011-06450113, 23 jun. 2017. Environmental Health
Perspectives. http://dx.doi.org/10.1289/ehp1788.

HALDEN, Rolf U. On the Need and Speed of Regulating Triclosan and Triclocarban in the
United States. Environmental Science & Technology, [s.l.], v. 48, n. 7, p.3603-3611, 14 mar. 2014.
American Chemical Society (ACS). http://dx.doi.org/10.1021/es500495p.

HELANDER, I. M., ALAKOMI, H.-L., LATVA-KALA, K., MATTILA-SANDHOLM, T., POL, I., SMID, E.
J., et al. (1998). Characterization of the action of selected essential oil components on Gram-
negative bacteria. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 46:9, 3590-3595.

HU, JIANZHONG et al. Effect of postnatal low-dose exposure to environmental chemicals on the
gut microbiome in a rodent model. Microbiome, [s.l.], v. 4, n. 1, 14 jun. 2016. Springer Science and
Business Media LLC. http://dx.doi.org/10.1186/s40168-016-0173-2.

NAZZARO, F., FRATIANNI, F., DE MARTINO, L., COPPOLA, R., AND DE FEO, V. (2013). Effect of
essential oils on pathogenic bacteria. Pharmaceuticals. 6:12, 1451-1474. doi:10.3390/ph6121451.

NOSTRO, A., PAPALIA, T. (2012). Antimicrobial activity of carvacrol: current progress and future
prospectives. Recent Patents on Anti-Infective Drug Discovery, 7, 28-35.

ROTTER, M. L., Hand Washing, hand disinfection, and skin disinfection. (In) Wenzel, R. P. (Ed.).
(1997). Prevention and control of nosocomial infections. Williams & Wilkins.

SCANDORIEIRO, S., CAMARGO L.C., CONTRERAS C.A, YAMADA-OGATTA S.F., NAKAMURA
C.V, JUNIOR A.G.O., et al. Synergistic and additive effect of oregano essential oil and biological
silver nanoparticles against multidrug resistant bacterial strains. Frontiers in Microbiology 2016;
7:760.

SYED, ADNAN K. et al. Triclosan Promotes Staphylococcus aureus Nasal Colonization. Mbio,
[s..], v. 5, n. 2, p.1-2, 8 abr. 2014. American Society for Microbiology. http://dx.doi.org/10.1128/
mbio.01015-13.

TRAJANO, V. N. et al. Propriedade antibacteriana de 6leos essenciais de especiarias sobre
bactérias contaminantes de alimentos. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v. 29, n. 3, p. 542-545,
2009.

YUEH, Mei-fei; TUKEY, Robert H. Triclosan: A Widespread Environmental Toxicant with Many
Biological Effects. Annual Review of Pharmacology and Toxicology, [s.l.], v. 56, n. 1, p.251-272, 6
jan. 2016. Annual Reviews. http://dx.doi.org/10.1146/annurev-pharmtox-010715-103417.

As Ciéncias Biologicas e a Construgdo de Novos Paradigmas de Conhecimento 2 Capitulo 8




CAPITULO 9

CARACTERIZACAO E AVALIACAO SENSORIAL DO
KEFIR TRADICIONAL E DERIVADOS

Data de aceite: 14/02/2020
Data de Submissédo: 09/12/2019

Ana Carolina Resende Rodrigues
Fundacéo de Ensino de Contagem — Unidade
CENTEC

Contagem — MG
CV: http://lattes.cnpq.br/9976195493086604

Lucas Soares Bento
Fundacéo de Ensino de Contagem — Unidade
CENTEC

Contagem — MG
CV: http://lattes.cnpq.br/1532224071812978

Rodrigo Lobo Leite
Fundacéo de Ensino de Contagem — Unidade
CENTEC

Contagem — MG
CV: http://lattes.cnpq.br/5215971781478751

Jefferson Rodrigues
Fundacéo de Ensino de Contagem — Unidade
CENTEC

Contagem — MG
CV: http://lattes.cnpq.br/4868677249759460

RESUMO: Atualmente, os consumidores estao
cada vez mais interessados e preocupados
com a saude, buscando alimentos mais

saudaveis e que promovam O bem-estar,
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esses alimentos sdo chamados de alimentos
funcionais. Esses alimentos se caracterizam
por oferecer varios beneficios a saude, além
do valor nutritivo inerente a sua composicao
quimica, podendo desempenhar um papel
potencialmente benéfico na redugao do risco de
doencas crbnicas nao transmissiveis. O grupo
de alimentos funcionais que recebe grande
destaque sao os prebibticos e probiodticos. Os
de maior interesse no presente estudo sao os
probibticos, que possuem microrganismos vivos
importantes na manutenc¢do da flora intestinal
e junto com uma alimentacdo saudavel,
promovem a saude. Entre esses produtos,
destacam-se os leites fermentados, que sao
resultantes da fermentagcdo microbioldgica do
leite. O Kefir € um leite fermentado resultante
da dupla fermentacéao do leite pelos graos de
kefir. De facil preparo, apresenta consisténcia
semelhante ao iogurte, sendo ligeiramente
efervescente e espumoso.O presente estudo
teve como objetivo caracterizar e avaliar o
comportamento de diferentes populacdes
de grédos de kefir e derivados, enquanto
composicéo fisico-quimica e microbiologica,
padronizando novos procedimentos em relagéo
ao tipo de leite utilizado, ao tempo/temperatura
de incubacdo, de maturacéo e de filtracdo e
assim verificou-se a aceitabilidade dos gréos
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de kefir e derivados pelos consumidores. Este teste de aceitabilidade foi realizado
através de 20 voluntarios escolhidos para degustar cada alimento e fazer sua avaliagéo
acerca das caracteristicas organolépticas dos mesmos. E de acordo com este teste
se a amostra apresentar uma porcentagem maior ou igual a 85% de aprovacao a
preparacao do alimento testado estd adequado para o consumo e divulgacéo. Foram
obtidos graos de kefir de leite e de dgua para a realizagao do projeto.
PALAVRAS-CHAVE: Graos de Kefir, Probiéticos, Analise sensorial

CHARACTERIZATION AND SENSORY EVALUATION OF TRADITIONAL KEFIR
AND DERIVATIVES

ABSTRACT: Today, consumers are increasingly interested and concerned about
health, seeking healthier foods that promote well-being, these foods are called
functional foods. These foods are characterized by offering various health benefits, in
addition to the nutritional value inherent in its chemical composition, and may play a
potentially beneficial role in reducing the risk of chronic non-communicable diseases.
The functional food group that receives great prominence are prebiotics and probiotics.
The most important living microorganisms in the maintenance of intestinal flora and
together with healthy eating, promote health. Among these products, we highlight the
fermented milks, which are resulting from the microbiological fermentation of milk. Kefir
is fermented milk resulting from double fermentation of milk by kefir grains. Easy to
prepare, it presents consistency similar to yogurt, being slightly effervescent and frothy.
The present study aimed to characterize and evaluate the behavior of different kefir
grain populations and derivatives, as physicochemical and microbiological composition,
standardizing new procedures in relation to the type of milk used, at incubation time/
temperature, maturation and filtration and thus verified the acceptability of kefir
grains and derived by consumers. This acceptability test was performed through 20
volunteers chosen to taste each food and make their evaluation about their organoleptic
characteristics. And according to this test if the sample has a percentage greater than
or equal to 85% approval the preparation of the tested food is suitable for consumption
and dissemination. Milk kefir and water grains were obtained to carry out the project.
KEYWORDS: Kefir Grains, Probiotics, Sensory Analysis

11 INTRODUCAO

Atualmente, os consumidores estéo cada vez mais interessados e preocupados
com a saude, buscando alimentos mais saudaveis e que promovam o0 bem-estar,
esses alimentos sdo chamados de alimentos funcionais. (SANTOS, et all, 2012)

Os alimentos funcionais se caracterizam por oferecer varios beneficios a saude,
além do valor nutritivo inerente a sua composicao quimica, podendo desempenhar
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um papel potencialmente benéfico na reducéo do risco de doengas crénicas nao
transmissiveis. (ALMEIDA, 2018)

O grupo de alimentos funcionais que recebe grande destaque sao os
prebidticos e probidticos. Prebidticos sdo carboidratos nao digeriveis, também
chamados de fibras dietéticas, que estimulam seletivamente a proliferacdo ou a
atividade de populacbes de bactérias desejaveis no intestino. Ja os probibticos
sdo considerados como alimentos ou suplementos alimentares que contenham
microrganismos vivos importantes na manutencao da flora intestinal e junto com
uma alimentacao saudavel, promovem a saude. Entre esses produtos, destacam-se
os leites fermentados, que sédo resultantes da fermentacdo microbiolégica do leite.
(THAMER, 2018)

Kefir € um leite fermentado resultante da dupla fermentacédo do leite pelos
graos de kefir. De facil preparo, apresenta consisténcia semelhante ao iogurte,
sendo ligeiramente efervescente e espumoso.

O kefir é tradicionalmente produzido a partir do leite de vaca, ovelha, cabra ou
bufala. Além destes, o leite de soja também pode ser utilizado para a produgéo do
kefir (FARNWORTH, 2005). Outra opc¢éo é a utilizacdo de agua e agucar mascavo,
conhecida como kefir de 4gua, consumida, principalmente, no México.

A partir do kefir, pode-se obter o soro de kefir e o leban. O leban é a parte
sélida, obtida pela filtracdo do kefir. E considerado um produto leve e altamente
digerivel, com sabor e textura semelhantes ao queijo quark. O soro de kefir consiste
na fase liquida obtida da mesma filtracdo, este pode ser aproveitado de diversas
maneiras, desde 0 uso como matéria-prima na elaboracao de bebidas lacteas, até a
utilizacdo de modernas tecnologias para obtencao de produtos especificos a serem
utilizados, principalmente, pelas industrias alimenticias. (CZAMANSKI, 2003)

OLIVEIRA et all, 2018, demonstraram que as bebidas fermentadas em
diferentes meios por grao de Kefir, apresentam caracteristica acida com o pH
entre 3,86 a 5,0, suas caracteristicas fisico-quimicas apresentam semelhancas e
demonstram alterar os valores de acordo como substrato utilizado, podendo variar a
quantidade de macro e micronutrientes oferecidos ao individuo quando consumido,
além de suas agdes probiodticas.

Em razdo desses fatores, o presente estudo tem por objetivo caracterizar e
avaliarocomportamento de diferentes populacdes de graos de kefir e derivados - kefir,
kefir leban e soro de kefir —, enquanto composi¢ao fisico-quimica e microbioldgica,
padronizando novos procedimentos em relagao ao tipo de leite utilizado, ao tempo/
temperatura de incubacéo, de maturacéo e de filtragao e verificar a aceitabilidade
dos gréos de kefir e derivados pelos consumidores.

Os alimentos funcionais sdo a nova tendéncia da industria de alimentos,
em consequéncia da comprovacao cientifica das relagdes existentes entre estes
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alimentos e saude, sendo um 6timo tema a ser trabalhado e pesquisado. Além disso,
mesmo existindo um mercado aberto para os alimentos funcionais, o kefir ainda é
pouco conhecido no Brasil, com isso tem-se uma oportunidade de demonstrar sua
importancia e propriedades funcionais através de um projeto cientifico fazendo com
gue mais pessoas tenha acesso a este tipo de informacao.

2| OBJETIVOS

O kefir possui caracteristicas probidticas que contém microrganismos vivos
importantes na manutencéo da flora intestinal e, com uma alimentacdo saudavel,
promovem a saude. Com base nisso, o presente estudo teve como principal objetivo
caracterizar e avaliar o comportamento de diferentes populagdes de graos de kefir e
derivados - kefir, kefir leban e soro de kefir —, enquanto composigao fisico-quimica
e microbioldgica, padronizando novos procedimentos em relagdo ao tipo de leite
utilizado, ao tempo/temperatura de incubacéo, de maturacéao e de filtracéo e verificar
a aceitabilidade dos graos de kefir bem como a fabricacao de suco e paté a partir
do Kefir.

31 METODOLOGIA

O trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia e Laboratério Fisico-
quimico da FUNEC/CENTEC

a. Materiais

+ Leite: para a preparacao do kefir foi utilizado leite UHT integral;
- Agua mineral;

+ Acucar mascavo;

+ Graos de kefir: os graos de kefir desidratado foram obtidos no comércio
local.

b. Ativacao dos graos de kefir

Os graos de kefir de leite foram ativados em leite UHT integral, e em agua mineral
e agucar mascavo, os de kefir de agua. Ambos seréo colocados em recipientes de
vidro sem tampa. As culturas de kefir foram ativadas conforme recomendacéo do
fabricante.

Para o kefir de leite, foi adicionado, inicialmente, 100 mL de leite, aumentando
a quantidade quando necessario. Ja para o kefir de agua foi utilizado 300 mL
de agua mineral e duas colheres de sopa de agucar mascavo. A ativacéo inicial
ocorreu em estufa com temperatura controlada a 25 °C para as duas culturas; ap6s
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a ativagao o cultivo foi realizado em temperatura ambiente. As trocas de leite e agua
foram realizadas todos os dias. Ambos os liquidos foram mantidos em temperatura
ambiente.

c. Analise Sensorial

Foram escolhidos aleatoriamente 20 voluntarios, acima de 15 anos, masculinos
e femininos para a analise sensorial aplicando um questionario em relacéo a textura,
aroma, sabor. A avaliagcédo sensorial foi feita de acordo com o Manual de Testes de
Aceitabilidade do Programa Nacional de Alimentacédo Escolar (PNAE)

4 | RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os alimentos utilizados na anélise feitos a base de kefir de leite estao:
vitaminas de morango, mamao e abacate, pudim de Leite Condensado e Broa de
Fuba. No caso do kefir de agua foi produzido apenas o Suco de Laranja. A ativacao
desses gréos foi feita em temperatura ambiente e as trocas de agua e leite foram
realizadas todos os dias.

Para a elaboracédo da bebida, UGALDE et all, 2018, utilizaram kefir de agua,
suco de laranja organico, agucar mascavo e gengibre. Das pessoas que avaliaram
a bebida, 53 % gostaram muito/muitissimo do produto sendo que destas, 50 %
certamente comprariam o0 mesmo.

MARCHI, PALEZI e PIETTA 2015 concluiram que a utilizacdo do kefir para a
elaboracao de paté de kefir e atum é viavel desde que nao apresente sabores ou
odores estranhos que venham a prejudicar suas caracteristicas organolépticas

As figuras de 01 a 04 representam os produtos obtidos a partir do Kefir de leite
e Kefir de agua

Num primeiro momento foram produzidos apenas alimentos a base de kefir de
leite, a partir de culturas com um tempo maior de fermentacdo, mais de 48 horas,
0 que resultou em um filtrado mais acido e com um teor alcodlico mais elevado.
Com isso o gosto dos alimentos feitos a partir desse filtrado ficaram mais azedos
e ndo foram muito bem aceitos pelas pessoas. Somente o pudim foi aceito com
uma aprovagao de 95%, os demais alimentos ficaram abaixo da porcentagem
determinada pelo teste de aceitabilidade (inferior a 85%).

ZERBIELLI, 2014 observou que bebida lactea obteve boa aceitacdo sensorial,
mas foi observada uma diminuicdo nas notas da escala hedbnica e intencédo de
consumo durante o periodo de estocagem, também constatada nesse trabalho.

Com base nesses resultados obtidos que ndo atenderam as expectativas
foi feita uma adequacédo a esses alimentos, com isso uma nova degustacao foi
realizada com as vitaminas que foram as mais criticadas utilizando um filtrado com
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um tempo de fermentacdo menor, 24 horas, além do suco de laranja feito a base
de Kefir de agua, com isso o sabor desses alimentos se tornou mais agradavel e
menos acido, fator observado diante do novo quadro de resultados que indicou
uma porcentagem superior aos 85% para todos os alimentos produzidos, o que
demostra no Gréfico 01.

WESCHENFELDER, 2011 ao fazer a analise sensorial e testes de aceitabilidade
de amostras de antepastos produzidos a partir de kefir tiveram um resultado aceitavel
onde os antepastos apresentaram consisténcia cremosa, aroma caracteristico,

sabor acido e boa espalhabilidade.

Figura 01 — Pudim de Leite Condensado a base de kefir de leite.

Fonte: Acervo pessoal. Junho de 2018

Figura 02 — Broa de Fuba a base de kefir de leite.

Fonte: Acervo pessoal. Junho de 2018
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Figura 03 — Vitaminas & base de kefir de leite.

Fonte: Acervo pessoal. Junho de 2018

Figura 04 — Suco de Laranja a base de kefir de agua.

Fonte: Acervo pessoal. Junho de 2018

Resultados das Degustacodes
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Grafico 02 — Resultados das degustacdes dos produtos a base de kefir

Fonte: Acervo pessoal. Setembro de 2018
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51 CONCLUSAO

Conclui-se que a utilizacdo do kefir para a elaboracédo de tais alimentos é
viavel desde que nao apresente sabores ou odores estranhos que venham
prejudicar suas caracteristicas organolépticas. Tais fatores podem ser evitados de
acordo com o tempo de fermentacdo utilizado pelas culturas de kefir - como foi
testado experimentalmente - e com base na composicao microbiana dos graos que
varia conforme a regido de origem, tempo de utilizag&o, o substrato utilizado para a

proliferacdo dos graos e as técnicas e materiais usados em sua manipulacgao.
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RESUMO: Asemente de Girassol possuium alto
teor de 6leo e esta entre os cinco Oleos vegetais
mais produzidos no mundo. A extracdo aquosa
enzimatica de Oleos vegetais tem demonstrado
ser uma tecnologia alternativa e um método
de extragdo isento de solvente organico.
Devido este processo de extracdo ocorrer em
meio aquoso, ha a formacédo da emulséo do

6leo com a &gua, sendo a recuperagdo do
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GIRASSOL

0leo emulsificado um dos principais desafios
da extracdo aquosa. O objetivo do presente
trabalho foi avaliar metodologias para a
desemulsificacdo da emulsédo formada na
extracdo do 6leo de girassol. A oleaginosa foi
submetida aos tratamentos de alteracdo do
pH e recuperagcéo com etanol. Os tratamentos
avaliados para desemulsificacdo se mostraram
promissores e dentre os tratamentos o método
com pH 5,0 obteve o maior rendimento em éleo,
sendo este de 16,868% de Oleo livre.

PALAVRAS-CHAVE:

desemulsificac&o, Oleo vegetal.

Extracao aquosa,

DESTABILIZATION OF THE EMULSION
FORMED DURING ENZYMATIC
EXTRACTION OF SUNFLWER OIL

ABSTRACT: Sunflower seed has high oil
content. Sunflower oil is among five vegetable
oils with highest production levels in the world.
The enzymatic aqueous extraction of the
vegetable oil is alternative technology and a
methodology free of the organic solvent. Due
to this extraction process occurring in aqueous
medium, there is the formation of oil emulsion
with water, and the oil emulsified recovery is one
of the main challenges of aqueous extraction.
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The objective of this work was to evaluate methodologies for the demulsification of
the emulsion formed in the extraction of sunflower oil. Oilseeds were submitted to pH
modification and treatments with ethanol. The treatments evaluated for demulsification
were promising and among the treatments the method with pH 5.0 obtained the highest
yield in oil, which was 16.868% of free oil.

PALAVRAS-CHAVE: Aqueous extraction, demulsification, vegetable oil.

11 INTRODUCAO

O girassol (Helianthus annus L.) é uma das oleaginosas amplamente cultivada,
devido a sua adaptabilidade a diferentes solos e condicdes climaticas (CASTRO;
LEITE, 2018). Em 2018 a producéo brasileira de girassol foi de aproximadamente
142 mil toneladas (CONAB, 2019).

O 6leo de girassol estad entre os cinco 6leos vegetais mais produzidos no
mundo. O 6leo de girassol é o principal produto obtido desta oleaginosa, devido ao
seu elevado teor na semente, cerca de 38 a 50% (massa seca) (CASTRO; LEITE,
2018).

A extracéao industrial de 0leos vegetais € normalmente realizada por meio dos
métodos de extracdo por solvente e/ou prensagem mecanica, porém dentre estes
métodos a extracdo por solvente € o mais utilizado devido a sua elevada eficiéncia
na remocao do 6leo, aproximadamente 95% (LIU et al, 2016). O solvente utilizado
comumente é o n-hexano, o qual apresenta elevada volatilidade, toxicidade e
inflamabilidade. Além da necessidade de tratamento dos residuos e a preocupagao
com descarte (RIBEIRO et al, 2016).

Em busca de processos menos prejudiciais ao meio ambiente, sem utilizagao
de solventes téxicos e inflamaveis, a extracao de 6leos vegetais pode ser substituido
pela extracéo enzimatica, um método sustentavel e considerado um processo verde
(CASTEJON; LUNA; SENORANS, 2018). A extracdo enzimatica caracteriza-se por
utilizar agua como solvente e enzimas para hidrélise da parede celular. Desta forma,
€ necessario romper as paredes e membranas celulares da semente, por meio da
hidrolise enziméatica, para realizar liberagao do 6leo, que se encontra nos vacuolos
intracelulares (LIU et al, 2016).

Na extracdo aquosa enzimatica ha a formacdo de trés camadas: emulséo,
fase aquosa e os sélidos. A camada de emulsao contém um elevado teor de 6leo,
a qual retém cerca de 55 a 82% do 6leo total (MOURA et al., 2008). A emulsao
€ estabilizada por proteinas, fosfolipidios e carboidratos. Na semente de girassol
estd presente quatro tipos de proteina as albuminas, globulinas, prolaminas e
glutelinas. Como a extracdo enzimatica é realizada em meio aquoso, acredita-se

que a albumina pode ser responsavel pela emulsao formada, por ser uma proteina
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soluvel em agua (Perez; Vereijken, 2007; MALIK; SAINI, 2019).

Para obter um elevado teor de Oleo esta camada de emulsdo deve ser
desmanchada para que o 6leo aprisionado seja liberado o que torna uma das
etapas mais complexa do método enzimatico (MORALES et al., 2008). Na literatura
h&a diversas metodologias para desestabilizar a emulsdo formada e desta forma
recuperar o Oleo extraido. Dentre estas metodologias ha alteracdo do pH do meio
apos a extracdo (CHABRAND; GLATZ, 2009) e recuperacédo do 6leo com solvente
organico (FANG et al., 2015).

O presente trabalho teve como objetivo a comparacdo dos métodos de
desemulsificagdo para obtencdo de 6leo livre proveniente da extracdo enzimatica
da semente de girassol. Para isso foi utilizado os métodos com alteracédo do pH e
recuperacao do 6leo com etanol.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Extracao enzimatica de 6leo de girassol

As particulas da oleaginosa trituras e classificadas com didametro médio de
0,725 mm, foram adicionadas na razdo massica de 1:5 em agua destilada contidas
em frasco Erlemeyer de 250 mL e o pH da solucéo foi ajustado para 4.5. Em seguida,
foi adicionada 1% (v/v) da enzima celulase Celluclast 1,5L cedida gentilmente pela
empresa LNF Latino Americana, e os frascos foram incubados a 180 rpm por 4
horas a 50 °C.

2.2 Métodos de Desemulsificacao

Apés a extracdo enzimatica, os pH das suspensdes foram ajustados para 4, 5,
6 € 9 e incubados por 1 hora, a 180 rpm e a 25°C. As solug¢bes foram centrifugadas
a 2.000 rpm por 20 minutos e o Oleo livre foi retirado com auxilio da pipeta Pasteur
e incubado em estufa a 105°C para remocédo da agua presente até obter peso
constante.

2.3 Recuperacao com etanol

A recuperacdo do Oleo com solvente consistiu na adicdo de diferentes
concentracoes de etanol 20, 40 e 60% (volume de solvente por massa de emulséo).
A amostra foi incubada a 25°C, 180 rpm por 1 hora. Apéds, a amostra foi centrifugada
a 2.000 rpm por 20 minutos. A fase oleosa foi retirada com auxilio de uma pipeta
Pasteur pesada e incubada em estufa a 105°C para remoc¢ao da agua e do etanol
presente até obter peso constante
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliadas duas metodologias para desestabilizar a emulsdo formada
durante a extracdo enzimatica do 6leo de girassol, essas foram realizadas em
triplicata tendo as suas médias apresentadas na Figura 01.

Com os resultados obtidos em cada tratamento foi verificado que o pH 5,0
e 9,0 obtiveram os maiores valores de rendimento em Oleo livre 16,868%=1,080
e 12,069%=1,043, respectivamente. Este resultado pode ser pelo fato destes
valores estarem préximo aos pontos isoelétricos das albuminas responsaveis pela
estabilidade da emulsédo. No girassol h4 a albumina rica e pobre em metionina,
as quais possuem pontos isoelétricos de 5,6 e 8,8, respectivamente (PEREZ &
VEREIJKEN, 2007). A proteina no seu ponto isoelétrico possui carga elétrica nula
e desta forma nao € solavel no meio, sendo assim tende a precipitar e o Oleo é
liberado (MALIK & SAINI, 2019). Além disso, aplicando o pH proximo ao ponto
isoelétrico da proteina faz com que ocorra a diminuicdo da repulsao eletrostéatica
entre as goticulas de 6leo. Desta forma, a coalescéncia entre as goticulas aumentam

formando goticulas maiores e é possivel obter o 6leo livre (LIU et al, 2016).
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Figura 01 Rendimento em o6leo livre obtido pelas metodologias de desemulsificacédo. Valores
seguidos da mesma letra n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Wu, Johnson e Jung (2009) e Chabrand e Glatz (2009) atingiram o maior
rendimento na recuperacao do éleo de soja extraido pelo método enzimético quando
utilizou o pH 4,5 o0 qual é o ponto isoelétrico da proteina da soja responsavel pela
estabilidade da emulsdo. Fang e Moreau (2014), avaliaram diferentes valores de pH
para quebra a emulsdo formada na extracdo enzimatica de 6leo gérmen de trigo.
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O melhor rendimento foi obtido com pH 4,0 e 5,0, os quais acreditam que o ponto
isoelétrico da proteina que estabiliza a emulsao deste material estaria nesta faixa.

O tratamento com etanol atingiu um rendimento em 6leo livre relevante, pois
de acordo com o teste de Tukey os valores do rendimento de Oleo livre obtido
com as concentragcdes de etanol de 40 e 60 % (v/m) ndo apresentaram diferenca
significativa comparado com o rendimento em éleo livre atingido com o pH 9,0 (Figura
01). O etanol é utilizado para desestabilizar proteinas, causando a desnaturacéo e
precipitacdo da mesma. Como a proteina precipita o 6leo é liberado da emulséo.
(LIU et al., 2016). Li et al. (2014), utilizaram etanol para recuperac¢ao do 6leo de
soja emulsionado oriundo da extracdo enzimatica. Neste trabalho, obtiveram 60%
do total de Oleo presente na soja com uma concentracédo de etanol de 70%, porém
observaram que a emulsdo nao foi completamente desmanchada. Fang et al.,
(2015) realizaram a desemulsificacdao com etanol do 6leo de semente de Camélia
obtido por extracdo enziméatica e obtiveram uma teor de 6leo livre de 35,7% com a
concentracao de etanol de 20%. Na semente da Camélia a estabilidade da emulséo é
realizada por proteinas e saponinas, fato que poderia explicar a baixa concentragao
de etanol na desemulsificacéo do 6leo de Camélia.

41 CONCLUSOES

A analise dos resultados obtidos mostram que o tratamento desemulsificagcao
proveniente da extracao enzimatica do 6leo de girassol que obteve melhor resultado
na liberacéo do 6leo retido na emulséo foi o tratamento de realizado com pH 5,0.
Além do método de recuperacéo do 6leo com pH, o tratamento com etanol também
apresentou resultados favoraveis no rendimento do 6leo livre.
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RESUMO: Objetivou-se com a presente
pesquisa avaliar o efeito alelopatico do &cido
clorogénico presente no extrato aquoso de
girassol sobre a qualidade fisiologica das
sementes de milho (Zea mays L.) e corda de
viola (/pomoea purpurea (L.). Tanto para milho
como para corda de viola os substratos foram
umedecidos com o extrato aquoso de folhas de
girassol na quantidade de 2,5 vezes massa do
papel. As concentragcdes do extrato utilizadas
foram as seguintes: 20 g L', 40 g L', 60 g
L7, 80 gL"e 100 g L' como testemunha foi
utilizada agua destilada (0 g L), totalizando 6
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tratamentos com 4 repeticbes. Para sementes
de milho foi utilizado, como substrato, o rolo
de papel toalha “germitest” e para sementes
de corda de viola foi utilizado papel mata-
borrédo, em caixas plasticas do tipo “gerbox”.
Foram avaliadas as seguintes caracteristicas
para sementes de milho: germinacdo e vigor
pelo indice de Velocidade de Germinagéao-IVG,
pelo desempenho de pléantulas, comprimento
de radicula e comprimento de plantulas.
Para sementes de corda de viola avaliou-
se germinacdao e o vigor pelos testes de
primeira contagem e indice de Velocidade de
Germinacéo-1VG. O acido clorogénico presente
no extrato aquoso de folhas e peciolos de
girassol ndo afeta a geminacdo e indice de
velocidade de germinagao das sementes e milho
hibrido SHA4070. Entretanto, o desempenho
de plantulas pelo comprimento de radicula e
comprimento de plantulas é afetado quando se
utiliza o extrato na concentragéo de 100 g L.
A germinacéao e vigor pela primeira contagem
e pelo indice de velocidade de germinacao de
sementes de corda de viola, s&o afetados pelo
acido clorogénico presente no extrato de folhas
e peciolos de girassol, sendo que, quanto
maior a concentracdo do extrato maior o efeito
alelopatico.

PALAVRAS-CHAVE: Aleloquimicos;
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viabilidade; sementes.

ALELOPATHIC EFFECT OF WATER SUNFLOWER EXTRACT ON GERMINATION
OF CORN AND ROPE SEED SEEDS

ABSTRACT: The objective of this research was to evaluate the allelopathic effect of
chlorogenic acid present in aqueous sunflower extract on the physiological quality of
corn (Zeamays L.) and viola string (Ipomoea purpurea (L.) seeds. corn as for viola string
the substrates were moistened with aqueous extract of sunflower leaves in the amount
of 2.5 times paper mass.The concentrations of the extract used were as follows: 20 g
L-1,40gL-1,60gL-1,80gL-1and 100 g L-1 as a control, distilled water (0 g L-1) was
used, totaling 6 treatments with 4 repetitions. germitest paper towel and viola string
seeds were used blotter paper in gerbox plastic boxes The following characteristics were
evaluated for corn seeds: germination and vigor by the Germination Speed Index-IVG ,
by seedling performance, compress radicle length and seedling length. For viola string
seeds germination and vigor were evaluated by the first count and Germination Speed
Index-IVG tests. Chlorogenic acid present in aqueous extract of sunflower leaves and
petioles does not affect the twinning and germination speed index of SHA4070 hybrid
seeds and corn. However, seedling performance by root length and seedling length
is affected when the extract is used at a concentration of 100 g L-1. The germination
and vigor by the first count and the germination speed index of viola string seeds are
affected by the chlorogenic acid present in the sunflower leaf and petiole extract. The
higher the concentration of the extract the greater the allelopathic effect.
KEYWORDS: Allelochemicals; viability; seeds.

11 INTRODUCAO

O girassol (Helianthus annuus L.) € uma oleaginosa de ampla adaptabilidade as
diferentes condi¢des edafoclimaticas, cujo rendimento agricola é pouco influenciado
pela latitude, altitude e fotoperiodo (CASTRO; CASTIGLIONI; BALLA, 1993).

O seu cultivo é estratégico para rotacdo e sucessao de culturas nas regides
produtoras de grdos. A maior tolerdncia a seca, a menor incidéncia de doencas
e pragas, além da ciclagem de nutrientes sdo fatores que tem possibilitado sua
expanséo nos sistemas de producao.

A composicao quimica do grao de girassol depende do gendétipo da planta,
tratos culturais, condigdes climaticas, posicao das sementes no capitulo e outros
fatores do ambiente. Dentre os Oleos vegetais, o 6leo de girassol destaca-se por
suas excelentes caracteristicas fisico-quimicas e nutricionais e medicinais (GIADA,
2005).
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O girassol possui também compostos fendlicos como os 4cidos clorogénico,
caféico e quinico. Além destes, hd também outros compostos em menores
concentragoes (REYES et al., 1985). O teor de acido clorogénico do girassol varia
conforme a cultivar e em média a semente contém cerca de 2% e a farinha integral
3% (REGITANOD’ARCE; LIMA, 1987).

Os compostos fendlicos presentes no girassol, como acido clorogénico
conferem a esta caracteristica alelopaticas. Quanto ao modo de acéo, as substancias
alelopéticas podem agir sobre o crescimento, desenvolvimento e na germinacéo de
sementes de muitas espécies, tanto cultivadas como plantas daninhas.

A alelopatia é definida como qualquer efeito causado, direta ou indiretamente,
por um organismo doador sobre outro receptor, através da liberagcdo no ambiente
de produtos quimicos elaborados pelo doador. De acordo com Rice, citado por
Oliveira e Brighenti (2018), a alelopatia pode ocorrer entre microrganismos, entre
microrganismos e plantas, entre plantas cultivadas, entre plantas daninhas e, entre
plantas daninhas e plantas cultivadas.

As substancias alelopéaticas, denominadas também por aleloquimicos, sé&o
geralmente derivadas do metabolismo secundario e pertencem a grupos quimicos
bem diversificados (OLIVEIRA; BRIGHENTI, 2018).

Segundo Rezende, Massola Junior e Bebento (2018), os compostos
alelopéaticos sao relativamente nao especificos na sua acéo, podendo afetar
diferentes espécies de plantas e estar envolvidos na defesa das plantas contra ataque
de microrganismos e insetos, como os compostos fenélicos, por exemplo. Acidos
fendlicos, coumarinas, terpendides, flavonoides, alcaloides, glicosidios, taninos e
quinonas estdo entre os mais comuns grupos de substancias com caracteristicas
alelopéticas.

Estes produtos entram no ambiente por diversas maneiras. Compostos
aromaticos podem volatilizar-se das folhas, caules ou flores. Compostos tdxicos
soluveis em agua podem ser lixiviados a partir de raizes ou parte aérea das plantas.
Outros produtos podem serencontrados na serrapilheirae serremovidos por lixiviacao
ou ser formados pela agcdo de microrganismos que atuam na decomposi¢cdo da
matéria organica vegetal. Uma vez liberados no ambiente, estes produtos poderao
inibir a germinagao das sementes ou inibir o crescimento das plantas presentes
naquele local.

Esses metabdlitos podem ter um papel muito importante no desenvolvimento
de agroecossistemas mais sustentaveis, especialmente para reduzir a necessidade
de utilizar agroquimicos com custo elevado e que podem representar uma ameaca
a saude humana e ao equilibrio ambiental. Em sistema de plantas cultivadas,
algumas espécies ja tém sido estudadas com essa finalidade, como soja, sorgo,
girassol e espécies de eucalipto (CORSATO et al. 2010; OLIVEIRA; BRIGHENTI,
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2018; RIBEIRO et al., 2016).

O girassol € uma espécie conhecida por apresentar elevada producéao de
aleloquimicos, principalmente compostos fenélicos como os acidos clorogénico,
caféico e quinico, sendo os dois ultimos provenientes da hidrolise do primeiro. O
teor de &cido clorogénico, caféico e quinico varia de acordo com diversos fatores,
tais como a posicao das sementes nos capitulos das flores, o tempo de estocagem,
a variedade, e o estadio de maturagdo. Segundo Dorrel, citado por Giada (2005),
o acido clorogénico é o principal composto fendlico presente nas sementes de
girassol, variando sua concentracéo entre 1,1 e 4,5%, com uma média de 2,8%.
Os compostos fendlicos sdo essenciais para a fisiologia e metabolismo celular
estando envolvido em vérias fungdes na planta, tais como: propriedades sensoriais,
estrutura, polinizacao, resisténcia a pragas, predadores e processos germinativos
da semente poOs-colheita bem como crescimento, desenvolvimento e reproducéo,
entre outros (GIADA, 2005).

Pasqualeto et al. (2007) verificou, em estudos desenvolvidos no campo, que
espécies vegetais infestantes a cultura de soja, podem ser reduzidas quando o
girassol for cultivado antes da soja e concluiu que esta reducédo pode ter ocorrido
pelainterferéncia fisica ou alelopatica desenvolvida pela palhada do girassol deixada
sobre o solo.

As plantas de girassol exercem efeito alelopatico sobre outras espécies
vegetais, inibindo o crescimento de mostarda (Sinapis alba L.), trigo ( Triticum spp.)
e plantas daninhas dependendo da variedade e da concentracdo das substancias
alelopaticas presentes (BHOWMIK; INDERJIT, 2003).

De acordo com Silva (2009), o girassol apresentou efeito inibitério sobre o
crescimento das plantas de picéo preto, trigo e corda de viola, correspondente a,
respectivamente, 42%, 47% e 28%, em relacao aos tratamentos sem a presenca
dessa espécie.

Corsato et al. (2010) relatam que o girassol apresenta efeito inibidor sobre
as sementes de picao preto, pois 0 extrato aquoso na concentragao a partir de 40%
inibiu a germinacéo desta espécie.

Os mecanismos responsaveis pelos efeitos alelopaticos ndo sdao bem
conhecidos, porém provavelmente ocorrem porque o girassol é fonte de compostos
fendlicos, principalmente o acido clorogénico entre outros compostos com atividade
bioldgica, que se apresentam em concentragdes variaveis entre os genotipos.

Objetivou-se com a presente pesquisa avaliar o efeito alelopatico do acido
clorogénico presente no extrato aquoso de girassol sobre a qualidade fisiologica

das sementes de milho (Zea mays L.) e corda de viola (I[pomoea purpurea (L.).
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2| MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Sementes do Centro Superior de
Ensino e Pesquisa de Machado, Machado — MG. Foi avaliado o efeito alelopatico de
diferentes concentracbes do extrato aquoso de girassol sobre a germinagéo e vigor
de sementes do milho hibrido SHS4070, safra 2019/2019, categoria C1, tratada
com os ingredientes ativos deltametrina, pirimifés-metilico, carbedazim 15%, tiram
35%, metalaxil-M 2%, Tiabendazol 15%, Fludioxonil 2,5% e sementes de corda de
viola (Ipomoea purpurea L.).

Os experimentos foram instalados separadamente para sementes de milho e
corda de viola. Para sementes de milho foi utilizado, como substrato, o rolo de papel
toalha “germitest” e para sementes de corda de viola foi utilizado, como substrato,
o papel mata-borrdo, em caixas plasticas do tipo “gerbox”. Tanto para milho como
para corda de viola os substratos foram umedecidos com o extrato aquoso de folhas
de girassol na quantidade de 2,5 vezes massa do papel. Os tratamentos utilizados
foram as concentracbes de extrato aquoso de folhas e peciolos de girassol nas
seguintes, proporcdées 20gL ", 40gL",60gL",80gL"'e100gL"'como testemunha
foi utilizada agua destilada (0 g L), totalizando 6 tratamentos.

O delineamento experimental utilizado, tanto para sementes de milho como
para sementes de corda de viola, foi o inteiramente casualizado com 6 tratamentos
e 4 repeticdes. Os tratamentos foram constituidos por diferentes concentracdes do
extrato aquoso de girassol, obtido de folhas e peciolos, nas concentracdes de 0
(Controle),20gL",40gL",60gL"e100gL".

2.1 Obtencao do extrato aquoso de girassol

Os extratos aquosos de H. annuus foram obtidos a partir de folhas e peciolos
de plantas coletadas em campo de producao de girassol e desidratadas em
temperatura ambiente. Para a obtencdo dos extratos as folhas e peciolos foram
fragmentados e triturados em liquidificador, com adicdo de agua destilada, nas
seguintes propor¢cdes 20 gL', 40g L', 60gL",80gL"e100gL".

Apbs o preparo dos extratos estes foram acondicionados em vidro escuro,
tipo @mbar e armazenados em geladeira por 24h. Na montagem dos experimentos
os extratos foram filtrados em filtro de papel e, posteriormente, utilizados para
umedecer o substrato.

2.2 Caracteristicas avaliadas

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas para sementes de milho hibrido
SHS4070: germinacéo e vigor pelos testes do indice de Velocidade de Germinacéo-
IVG e desempenho de plantulas pelo comprimento de radicula e comprimento de

As Ciéncias Biologicas e a Construgdo de Novos Paradigmas de Conhecimento 2 Capitulo 11




plantulas. Para sementes de corda de viola (lpomoea purpurea) foram avaliadas:
germinacéo, vigor pela primeira contagem de germinacédo e indice de Velocidade
de Germinacgao- IVG.

2.2.1 Germinacéo e vigor pelo indice de Velocidade de Germinacdo-IVG e

pelo Desenvolvimento de Plantulas para sementes de milho

Para instalacao do teste de germinacéo foram utilizadas 8 subamostras com 25
sementes cada por rolo de papel toalha, totalizando 200 sementes por tratamento.
Apds semeadura os rolos de papel foram mantidos em germinador a 25 °C, com
iluminacao constante, por um periodo de 7 dias.

As avaliacbes foram iniciadas 24h apdés semeadura. Diariamente foram
realizadas contagens do numero de sementes germinadas para célculo do indice
de velocidade de germinacdao com término no sétimo dia apés semeadura. Foram
consideradas sementes germinadas aquelas que apresentavam 2 mm de protruséo
radicular. A germinacdo foi realizada no sétimo dia ap6s semeadura. Foram
computadas as plantulas normais, sendo os resultados expressos em porcentagem
de acordo com as Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009).

Para o calculo do indice de velocidade de germinacgao foi empregada a formula
proposta por Maguire (1962) onde: IVG= G1/N1+G2/N2+G3/N3+...+Gn/Nn sendo,
G= numero de sementes germinadas € N= numero de dias da semeadura, da
primeira até a ultima contagem.

Apds o teste de germinacéao, foi determinado o vigor pelo desempenho de
plantulas. As plantulas normais obtidas do teste de germinagcdo foram mensuradas
quanto ao tamanho da radicula e comprimento de plantulas em centimetro com
auxilio de um paquimetro (KRZYZANOWSKI, 1991).

2.2.2 Germinacdo, vigor pela Primeira Contagem e Indice de Velocidade de

Germinacdo para sementes de corda de viola

Para a instalacao do teste de germinacao foram utilizadas 4 subamostras
com 50 sementes cada, por caixa plastica tipo “gerbox”, totalizando 200 sementes
por tratamento. Antes da semeadura foi realizada escarificacdo das sementes
pelo método de lixa de acordo com o recomendado pelas Regras de Anélise de
Sementes (BRASIL, 2009). Ap6s semeadura as caixas plasticas foram mantidas em
germinador a 20 °C, com iluminagcédo constante, por um periodo de 21 dias.

As avaliacbes foram iniciadas 24h apds semeadura. Diariamente foram
realizadas contagens do nimero de sementes germinadas para calculo do indice de

Velocidade de Germinagdo com término no vigésimo primeiro dia apds semeadura.
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Foram consideradas sementes germinadas aquelas que apresentarem 2 mm de
protrusdo radicular. A primeira contagem de germinacéao foi realizada, no sétimo
dia ap6s semeadura e, a germinagao no vigésimo primeiro dia apés semeadura.
Foram computadas as plantulas normais, anormais e sementes mortas, sendo os
resultados expressos em porcentagem de acordo com as Regras para Analise de
Sementes (BRASIL, 2009).

Para o célculo do indice de velocidade de germinacé&o foi empregada a formula
proposta por Maguire (1962) como realizado para sementes de milho.

A analise estatistica dos experimentos, com milho e com corda de viola,
foi realizada utilizando-se o software Sisvar® (FERREIRA, 2011). As variaveis
significativas no teste F foram submetidas a anélise de regressao para comparacao
das diferentes concentragdes do extrato aquoso de folhas de girassol.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resumos das analises de variancia para os testes de germinacéao e vigor
pelo indice de velocidade de germinacédo, comprimento de radicula e comprimento
de plantulas, para sementes de milho hibrido SHS4070 submetidos a diferentes

concentragdes de extrato aquoso de folhas e peciolos de girassol estdo apresentados

na Tabela 1.
FV GL am
Germinacao IVG CR CP
Concelragéo 5 2166667 0,150000M 2,00558"* 2,3874*
extrato
Repetigdo 3 0,611111" 0,027778" 0,117682" 0,2801
Erro 15 1,811111 0,111111 0,06294 0,194
CV(%) 1,36 1,35 1,32 1,02

Tabela 1 - Resumo da analise de variancia (quadrados médios) para os resultados dos testes
de germinacgéo, indice de velocidade de germinacao (IVG), comprimento de radicula (CR) e
comprimento de plantulas (CP) de sementes de milho hibrido SHS4070 submetidas a diferentes
concentracdes de extrato de folhas e peciolos de girassol.

ns nao significativo, * significativo a 5% de probabilidade, pelo teste de F.

Verificou-se que o teste F nao foi significativo para germinacéo e vigor pelo
indice de velocidade de germinacéo, demonstrando que os tratamentos ndo diferiram
estatisticamente entre si ao nivel de significancia de 5%. Isso indica que o acido
clorogénico presente no extrato aquoso de folhas e peciolos de girassol n&o afetou
a germinagao e o vigor pelo indice de velocidade de germinacé&o das sementes de
milho em nenhuma das concentrag¢des testadas. Ja para o vigor pelo desempenho
de plantulas, comprimento de radicula e comprimento de plantulas, verificou-se que
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o teste F foi significativo ao nivel de 5% de probabilidade, indicando que o acido
clorogénico presente no extrato aquoso de folhas e peciolos de girassol afetou o
desenvolvimento das plantulas.

Para sementes de corda de viola verifica-se pelo resumo das analises
de variancia, Tabela 2 que houve diferenca significativa entre as diferentes
concentragdes do extrato aquoso de folhas e peciolos de girassol ao nivel de 5% de
significancia para germinacéo, vigor pela primeira contagem e indice de velocidade
de germinacao.

FV GL QM
a 0, (+)
12 CG (%) G (%) NG
PN PA PN PA
Concentragao 5  225147* 1826, 97* 910,00* 641,38 18,27
extratos

Repeticdo 3 53,56 40,62 43,11 95 157 0,477
Erro 15 40,35 38,61 12,31 14,17 0,27
CV(%) 13,01 13,48 35,09 4,52 2,63

Tabela 2 - Resumo da analise de variancia (quadrados médios) para os resultados do teste de

Primeira Contagem de Germinacao (12 CG%), Germinagao (G%) de Plantulas Normais (PN) e

Plantulas Anormais (PA) e indice de velocidade de germinacéo (IVG) de sementes de corda de
viola submetidas a diferentes concentragcdes de extrato de folhas e peciolos de girassol.

ns nao significativo, * significativo a 5% de probabilidade, pelo teste de F.

3.3 Germinacdo, vigor pelo indice de Velocidade de Germinacdo - IVG e
desenvolvimento de plantulas de sementes de milho submetidas as diferentes

concentracoes de extrato aquoso de folhas e peciolos de girassol

Vérios estudos tem demonstrado a atividade alelopatica inibitéria do acido
clorogénico presente no extrato aquoso de girassol sobre espécies vegetais
cultivadas, dependendo da concentracéo utilizada. Ribeiro et al. (2016) verificaram
que o extrato aquoso de folhas e caule em concentragdes acima de 25% reduzem
a germinacgao e vigor de sorgo. Ja Corsato et al. (2010) relataram que o extrato
aquoso de folhas de girassol afetou a germinagcdo de sementes de soja CD232
Convencional e CD213 RR, quando aplicado nas concentracdes de 60, 80 € 100%.

Entretanto, no presente estudo néo foi verificada atividade alelopéatica sobre
germinacéo e vigor pelo indice de velocidade de germinacdo de sementes de milho
hibrido SHS4070 (Tabela 1). Esse fato pode ser explicado por estudo de Ferreira
e Aquila (2000), os quais relatam que as substancias alelopaticas podem agir de
diferentes formas de acordo com a espécie testada, sendo que o processo de
germinacdo é menos sensivel a acdo dos aleloquimicos do que o crescimento das
plantulas. Segundo Correia et al. (2005), o sitio de acao do aleloquimico pode nao
estar relacionado a inibicdo da divisdo celular do eixo embrionario, o que resulta na




auséncia de efeito sobre a germinagcdo de sementes. Dessa forma, a bioatividade
de extratos aquosos estaria condicionada a capacidade de absorcéo, translocacéao
e mecanismo de acao dos seus compostos potencialmente inibitérios.

De acordo com Tokura e Nobrega (2005), extratos de colza, milheto, nabo,
trigo e aveia ndo influenciaram a germinacao de sementes de milho, independente da
concentragao utilizada. Pereira et al. (2011) verificaram que diferentes densidades de
massa seca de capim-colch&o ndo afetaram a emergéncia e o indice de velocidade
de emergéncia de plantas de milho.

Para o vigor pelo desempenho de plantulas, comprimento de radicula e
comprimento de pléntulas, a analise de regressdo ajustou o modelo cubico de
acordo com a Figura 1A e 1B. Observou-se que o extrato de folhas e peciolos de
girassol afetou o comprimento da radicula e das plantulas quando foi utilizado na
concentracdo de 100 g L.

20 35
L)
3 19 ¢——o—=e 34
= o
S s ~
e o E
o 18 - 0 33& % <>
s 1
S E 17 g ._g 32
€= EE
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Figura 1. Vigor pelo desempenho de plantulas, comprimento de radicula (A) e comprimento de
plantula (B) de milho obtidas de sementes de milho hibrido SHS4070 submetidas a diferentes
concentracdes de extrato aquoso de folhas e peciolos de girassol.

Tokura e Nobrega (2005) verificaram que os extratos de colza, milheto,
nabo, trigo e aveia nao inibiram a germinagao de sementes de milho, no entanto,
o crescimento da radicula e parte aérea foi inibido, principalmente nas maiores
concentragdes dos extratos. Em experimento realizado por Roncatto e Viecelli (2009),
a utilizacao de residuos de diferentes partes do girassol reduziu o comprimento de
raiz e comprimento da parte aérea de hibridos de milho nas maiores concentracdes
testadas.

Mesmo com a reducdo do comprimento da radicula e comprimento de
plantulas de milho, deve-se levar em consideracédo que esta reducao ocorreu em
concentracao elevada, ou seja, 100 g L' e em condi¢des de laboratorio. No campo
a intensidade deste efeito pode variar, pois a presenca da microbiota do solo
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pode promover a degradagdo das substéancias liberadas pelos residuos vegetais,
reduzindo sua concentragcdo no meio e nao afetando o desenvolvimento das plantas
de milho.

3.4 Germinacdo e vigor pela Primeira contagem e indice de Velocidade
de Germinacao de sementes de corda de viola submetidas as diferentes

concentracoes de extrato aquoso de folhas e peciolos de girassol

Nos resultados do vigor pela primeira contagem de germinacao realizado
aos sete dias apdés semeadura foi possivel quantificar as plantulas normais e
anormais presentes nos substratos umedecidos com diferentes concentracbes de
extrato aquoso de folhas e peciolos de girassol. Foi verificado durante a avaliacéo
qgue algumas plantulas apresentavam a ponta da radicula necrosada, sendo estas
consideradas plantulas anormais.

Os resultados da regressao do teste de primeira contagem de germinacao,
para pléntulas normais e plantulas anormais, nas diferentes concentracbes de
extrato aquoso de folhas e peciolos de girassol encontram-se na Figura 2A e 2B
referente as plantulas normais e anormais.
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60
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40
30

Plantulas normais %

Plantulas anormais %

Y = 12,018 + 1,095x — 0,005x*
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30 Y =B7,661 - 1,325x +0,007x2
R2=8472%

10
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0 20 40 60 80 100 D 20 40 60 80 100

Concentragio extrato ¢ L-' Concentracao extrato g L-
(A) (B)

Figura 2.Vigor Primeira contagem de germinagéo, porcentagem de plantulas normais (A) e
porcentagem de plantulas anormais (B), de sementes de corda de viola submetidas a diferentes
concentracoes de extrato aquoso de folhas e peciolos de girassol.

Pelos dados da Figura 2, observa-se que, tanto para plantulas normais como
para plantulas anormais ajustou-se o modelo quadratico, ou seja, a porcentagem de
plantulas normais diminuiu a medida que se aumentou a concentracéo do extrato
aquoso de folhas e peciolos de girassol (Figura 2A). J& para pléntulas anormais
ocorreu o inverso, havendo aumento das mesmas com aumento da concentracao




do extrato aquoso de folhas e peciolos de girassol. Segundo Ferreira e Aquila
(2000), as substancias alelopaticas podem induzir o aparecimento de plantulas
anormais, sendo a necrose da radicula um dos sintomas mais comuns. Sendo
assim, a avaliagcdo da normalidade das plantulas € um instrumento importante em
ensaios com plantas que possuem potencial alelopatico.

Verificou-se que, com 21 dias apés semeadura, por ocasidao da avaliagao do
percentual de germinacéo houve uma reducéo drastica da percentagem de plantulas
normais e aumento de plantulas anormais, a partir da concentracao de 40 g L' de
extrato aquoso de folhas e peciolos de girassol, sendo que nas concentragdes de
60 gL, 80gL"e 100 g L' as plantulas estavam com a radicula completamente
necrosa nao sendo possivel avaliar o comprimento das mesmas, como mostra a
Figura 3A e Figura 3B referente a porcentagem de plantulas normais e anormais,
respectivamente.

50 100
e 90
=
'é' 40 P 80
E Y =36429 - 1,018 + 0,007x= b 70
S 30 Rz =98.93% E 60
2 e
g = 50
._E 20 % 40
s = 30
E = Y= 63,312 + 0,782x - 0,005x*
10 « 20 R? = 04,47% * *
o 10
] 0
0] 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Concentragao extrato g L-' Concentracao extrato g L-'

(A) (B)

Figura 3. Germinacgao, porcentagem de plantulas normais (A) e porcentagem de plantulas
anormais (B), de sementes de corda de viola submetidas a diferentes concentracdes de extrato
aquoso de folhas e peciolos de girassol.

Observa-se que o indice de velocidade de germinacdo de sementes de
corda de viola também sofreu reducéo significativa a medida que se aumentou a
concentragdo do extrato (Figura 4). Acurva de regresséo para o indice de velocidade
de germinacdo das sementes de corda de viola ajustou-se modelo quadratico.
Verificou-se reducao do IVG a partir da aplicagado da concentracdo de 40 g L' do
extrato aquoso de folhas e peciolos de girassol.
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Figura 4.Vigor pelo indice de velocidade de germinagédo de sementes de corda de viola
submetidas a diferentes concentragdes de extrato aquoso de folhas e peciolos de girassol.

De acordo com Silva (2009), o girassol apresentou efeito inibitorio sobre o
crescimento das plantas de picao preto, trigo e corda de viola, correspondente a,
respectivamente, 42%, 47% e 28%, em relacao aos tratamentos sem a presenca
dessa espécie.

Santore (2013) verificou que extratos de plantas medicinais de sabugueiro
e erva-cidreira apresentaram influéncia alelopatica negativa sobre germinacéao de
corda de viola (Ipomea nil) independente da concentragdo do extrato utilizada.

Pelos resultados obtidos verifica-se que o girassol apresenta potencial para
ser utilizado no manejo de corda de viola (lpomea purpurea) na cultura do milho,
devido ao seu efeito alelopatico. Sua utilizagdo podera ser feita através da rotacéo
de cultura, assim como pela possibilidade da producéo de substancias quimicas
naturais, menos agressivas ao ambiente e que possam ser utilizadas no manejo de
plantas daninhas. Ressalta-se que estudos devem ser desenvolvidos em condi¢cbes
de campo, visto que, a ocorréncia de fatores bidticos e abibdticos pode interferir nos
resultados.

CONCLUSAO

Nas condi¢bes que foi desenvolvida a pesquisa, foi possivel concluir:

O acido clorogénico presente no extrato aquoso de folhas e peciolos de girassol
ndo afetam a germinacéo e indice de velocidade de germinagdo das sementes de
milho hibrido SHA4070. Entretanto, o desempenho de plantulas pelo comprimento
de radicula e comprimento de plantulas é afetado quando se utiliza o extrato na
concentracdo de 100 g L.

A germinacéao e vigor pela primeira contagem e pelo indice de velocidade
de germinacao de sementes de corda de viola, sao afetados pelo acido clorogénico
presente no extrato de folhas e peciolos de girassol, sendo que, quanto maior a
concentracao do extrato maior o efeito alelopético.
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RESUMO: A conservacdao dos alimentos €
uma questdo sempre atual, e € crescente a
busca por alternativas mais naturais, uma
vez que a maioria dos produtos alimenticios
industrializados se utilizam de conservantes
quimicos artificiais. Bacteriocinas sao peptideos
antimicrobianos com ac¢ado comprovada como
conservantes microbioldgicos naturais. Portanto
0 objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
bacteriocinogénica de enterocina (bacteriocina)
em filmes biodegradaveis. Aenterocina foi obtida
pelo isolado Enterococcus durans MF5. O filme
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BIODEGRADAVEL DE AMIDO

biodegradavel foi preparado com amido de milho
nas concentracdes de 2%, 4% e 6%. A atividade
antimicrobiana da bacteriocina incorporada no
filme foi realizado pela técnica spot on lawn,
contra a bactéria teste Listeria monocytogenes.
Como resultado obtivemos que independente do
porcentual de amido utilizado, houve difusdo da
enterocina incorporada no filme biodegradavel,
apresentando assim um potencial de aplicacao
na conservacao de alimentos.
PALAVRAS-CHAVE:

Enterococcus

Bacteriocinas,
durans, revestimento

biodegradavel.

APPLICATION OF ENTEROCIN IN
BIODEGRADABLE STARCH FILM

ABSTRACT: Food preservation is an ever-
present issue, and the search for more natural
alternatives is growing as most industrialized
food products use artificial chemical
preservatives. Bacteriocins are antimicrobial
natural

peptides with proven action as

microbiological  preservatives.  Therefore,
the objective of this work was to evaluate
the bacteriocinogenic activity of enterocin
(bacteriocin) in biodegradable films. Enterocin
was obtained by Enterococcus durans MF5

isolate. The biodegradable film was prepared
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with corn starch at concentrations of 2%, 4% and 6%. The antimicrobial activity of
bacteriocin incorporated in the film was performed by spot on lawn technique against
the test bacteria Listeria monocytogenes. As a result, we obtained that regardless of the
percentage of starch used, enterocin diffusion was incorporated into the biodegradable
film, thus presenting a potential application in food preservation.

KEYWORDS: Bacteriocins, Enterococcus durans, biodegradable coating.

11 INTRODUCAO

As bacteriocinas consistem em um grupo de pequenos peptideos ou
proteinas bioativas, sintetizadas ribossomicamente por bactérias Gram-positiva
e Gram-negativa, que séo liberadas extracelularmente, e apresentam atividade
antimicrobiana frente a bactérias patogénicas e deteriorantes, o que justifica o seu
potencial biotecnolégico (SCHUELER, 2018). Do amplo grupo das bacteriocinas,
pode-se destacar as enterocinas que sao as bacteriocinas produzidas por algumas
bactérias do género Enterococcus. Essa classe de bacteriocina tem caracteristicas
catibnica, resistente a ampla faixa de pH e temperatura, tornando a sua aplicacéao
viavel como conservante de alimentos (TOSONI, 2019).

Sao amplamente reconhecidas como substancias seguras, ndo ativas ou
citotéxicas em células eucaribticas, inativadas por enzimas digestivas (proteases),
com pouca influéncia sobre a microbiota intestinal. Apresentam atividade bactericida
e/ou bacteriostatica, sendo normalmente, a membrana citoplasmatica das
bactérias o seu alvo. Além disso, ndo apresentam resisténcia a antibi6ticos e seus
determinantes genéticos séo codificados em plasmideos, facilitando a manipulacéo
genética (GALVEZ et al., 2007).

De maneira geral, existem duas formas através das quais as bacteriocinas
podem ser incorporadas a um alimento para melhorar a sua seguranca: (1) utilizando
uma preparac¢do purificada ou semipurificada da bacteriocina como ingrediente
alimentar; (2) pela utilizacdo da bactéria produtora de bacteriocina, como cultura
iniciadora ou adjunta (SCHUELER, 2018).

As enterocinas sédo aplicadas em alimentos, na forma purificadas ou
semipurificadas, como conservantes naturais de alimentos, destaca-se o uso da
enterocina AS-48 que possui acao inibitoria contra diversos patdbgenos como a
L. monocytogenes e é aplicada numa variedade de alimentos, principalmente de
origem vegetal como frutas em natura, sucos, sopas ou purés de vegetais (KHAN;
FLINT; YU, 2010).

Ainda na esfera da conservacédo e qualidade de alimentos, uma ferramenta
muito utilizada é o filme comestivel (revestimento biodegradavel), que atua

como uma barreira semipermeavel a umidade, gases e compostos aromaticos,
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controlando a transferéncia de massa (umidade, oxigénio, didxido de carbono e
lipidios) em sistemas alimenticios, ajudando na preservacao do alimento contra a
perda de umidade, além de dar caracteristicas agradaveis aos olhos do consumidor.
Essa pelicula protetora pode ser comestivel, feita de gelificagcbes de amido como o
amido de milho. Essa pelicula é aplicada em camada sobre o alimento e passa por
processo de secagem (SANTOS et al., 2011).

Para a aplicacédo de bacteriocinas nos alimentos, diferentes técnicas podem ser
utilizadas, como: adi¢édo direta na formulac&o do alimento ou imersdo do mesmo em
solucao contendo o peptideo; adsor¢céo da bacteriocina em filmes biodegradaveis
tipo polietileno ou filmes comestiveis a base de celulose, amido entre outros
(GAUTAM e SHARMA, 2009).

Segundo Mali et al (2010) quando produzidos em escala laboratorial, os filmes
de amido também chamados biodegradaveis se formam depois de solubilizagéo
do amido em um solvente, com formacdo de uma solugcédo filmogénica que apés
aplicada é seca. “Ap0Os a gelatinizacao térmica dos granulos em excesso de agua,
amilose e amilopectina se dispersam na solucéo aquosa e, durante a secagem, se
reorganizam, formando uma matriz continua que da origem aos filmes”.

Esse tipo de conservagdo é muito viavel em comparacdo a outras formas
de conservacdo, como embalagens, por serem biodegradaveis e comestiveis,
oferecendo menor impacto ambiental e facilidade ao consumidor (SANTOS et al.,
2011).

A viabilidade da unido das duas tecnologias de conservacédo de alimentos,
a pelicula protetora, ou biofilme comestivel, com um agente antimicrobiano vem
sendo estudado amplamente nas ultimas décadas e em especial a aplicacao de
bacteriocinas como esse conservante de alimentos € interessante por ser uma
alternativa aos aditivos quimicos e pelos resultados positivos, sem interferir nas
caracteristicas do alimento (KHAN; FLINT; YU, 2010).

Souza et al. (2017), utilizando-se de biofilme de gelatina e bacteriocina
apresentaram a acao desta incorporada a pelicula protetora como um promissor
conservante natural.

Listeria monocytogenes € um patégeno amplamente distribuido na natureza
e considerado um sério problema de seguranca alimentar. Esse patdgeno pode
causar listeriose, uma doenca com baixa incidéncia em comparagdo com outras
doencas de origem alimentar, mas com alta taxa de mortalidade (MELO, ANDREW
e FALEIRO, 2015). Esse patdégeno onipresente é capaz de superar as barreiras
microbiolégicas mais comuns aplicadas durante processamento de alimentos
(acidez, refrigeracdo, dessecacéao, etc.) (LUBER et al.,, 2011), sendo, portanto,
necessario novas estratégias no controle de patégeno alimentar.

Nessa premissa, o presente trabalho visou avaliar a acdo antagbnica de
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filme biodegradavel de amido de milho contendo enterocina, contra a bactéria L.

monocytogenes.

2| METODOLOGIA

2.1 Microrganismos utilizados

Para a realizagcdo deste estudo foi utilizado o isolado Enterococcus durans
MF5, proveniente de queijo. Este isolado foi identificado por testes genotipicos e a
producéo de enterocina foi caracterizada por Tosoni (2019).

Abactéria teste foi Listeria monocytogenes Scott, isolada de surtos alimentares.

Ambos isolados estao conservados em tubos criogénicos contendo meio caldo
Brain Heart Infusion (BHI) - glicerol 20% e estavam mantidos a -20°C. A reativagao
dos isolados foi realizada em tubos de ensaio com rosca contendo meio caldo BHI,
mantidos sob agitacdao de 180 rpm, a 37 °C por 24 h. Em seguida as culturas foram
semeadas em agar Brain Heart Infusion (BHI) para a L. monocytogenes e em placa

contendo meio 4gar ManRogosa Sharpe (MRS) para E. durans.

2.2 Obtencao de enterocina

Para obtencédo de enterocina (sobrenadante livre de célula-CFS), E. durans
MF5 foi inoculado em caldo MRS e incubado sob agitacdo 180 rpm a 37 °C por
24 h. Decorrido este tempo, a cultura foi centrifugada por 10min a 8.000 rpm. O
sobrenadante teve seu pH regulado para 6,5 com solugcdo de NaOH 0,5N. O produto
final foi esterilizado filtracdo em microfiltros de 0,22um de porosidade, obtendo
assim o CFS, que foi armazenado em freezer -20 °C.

2.3 Preparacao do filme biodegradavel de amido com enterocina

O preparo do filme biodegradavel de amido de milho foi realizado na
concentragao de 2, 4 e 6% (p/v). O amido foi pesado assepticamente em fluxo
laminar e hidratado em agua estéril, por 5 minutos. Cada mistura foi levada ao
aquecimento por 5 minutos em placa de aquecimento com agitacdo magnética para
promover a gelatinizagdo do amido.

Apoés a geleificagdo (transparéncia do amido) cada mistura foi transferida para
tubos de 2ml e entdo foram acrescentados 2/3 (v/v) de CFS (enterocina). O tubo
controle foi a concentracdo de amido 4% sem a adicao de enterocina.

2.4 Teste de antagonismo

Para o teste de atividade antimicrobiana do filme biodegradavel contendo
enterocina, foi preparada uma solucéo de L. monocytogenes na concentracao de
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1068 UFC/mL em &gar BHI 0,8%. Vinte mL da solugao foi transferida para placas de
Petri e aguardou a total solidificacdo. Posteriormente, foram realizados po¢cos com
o auxilio de ponteira descartavel estéril (Figura 1).

Em cada pogo gerado, foi acrescentado o volume de 100ul do filme de amido
contendo enterocina e o controle (Figura 1).

O O
O O
L = O O
BHI agar 0.8% Furos rcalizados com
¥ B ok 100 pL de filme de
Listeria amido com ¢ sem
monocytogenes enterocina

Figura 1 — Representagédo esquematica da técnica de poco difusdo utilizada nos testes de
antagonismo com o filme de amido com e sem enterocina.

As placas foram incubadas, sem inversao, a 37 °C por 24 h, e 0 halo de inibicao
foi observado e mensurado com o auxilio de uma régua milimetrada. O valor final foi

a diferenca entre o tamanho do halo de inibicdo e o tamanho do po¢o (9mm).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Filme biodegradavel sdo aquelas que além de atuarem como uma barreira a
agentes externos, corrigem deficiéncias presentes na embalagem passiva, além
de facilitar a adicdo de elementos adicionais para melhorar seu desempenho
(ROBERTSON, 2006).

Neste estudo, o potencial antimicrobiano da mistura de CFS com filme
biodegradavel de amido de milho foi analisado através da técnica de poc¢o difuséo,
observando a medicao dos halos de inibicdo. A figura 2 apresenta o halo de inibicéo
formado pela enterocina sobre a bactéria L. monocytogenes.

A figura 2 (C-) corresponde ao controle negativo (filme de amido puro) e
nao houve inibicao, o que significa que a solucdo de amido ndo tem capacidade
antimicrobiana; ja na area com o enterocina pura (figura C+) € notério o halo inibitério,
indo a encontro dos testes preliminares utilizando a enterocina, e € igualmente
visualizavel os halos nas areas adicionadas de filme de amido nas diferentes
concentragdes acrescido de enterocina (2, 4 e 6%), mostrando assim a eficiéncia
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da enterocina mesmo agregada ao filme de amido.

Figura 2: Teste de antagonismo de enterocina em filme de amido contra Listeria
monocytogenes. (A) C-: controle negativo composto por filme de amido sem enterocina; C+:
controle positivo sendo apenas enterocina; 2, 4 e 6% corresponde a concentragcao de amido no
biofilme biodegradavel contendo enterocina.

Os resultados estdo apresentados na forma de grafico na Figura 3. Observamos
gue a enterocina agregada no filme de amido foi eficiente contra a bactéria teste L.
monocytogenes, sendo que ndo houve diferenca significativa na melhor eficiéncia
do antimicrobiano nas diferentes concentracées de amido: 2, 4% € 6%.

16
14
12

10

Valor do halo de inibigdo (mm)
(#a] oo

L

(%]

Enterocina pura filme puro (4% Enterocina+filme  Enterocina+filme  Enterocina+filme
amido) (2% amido) (4% amido) (6% amido)

Figura 3 — Valor em mm do tamanho do halo de inibi¢do da enterocina pura e agregada ao filme
de amido nas diferentes concentracdes

O resultado de inibicdo significativa da bactéria teste corrobora com a
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bibliografia a respeito de enterocinas como a produzida pela E. durans MF5. Kramer
e Brandis (1975) apresentam os resultados de inibicdo especial das enterocinas
contra microrganismo Gram positivos em especial do género Listeria. Segundo
as categorizacOes de Stackebrandt e Teuber (1988) e pela bibliografia levantada
por Javed et al. (2011) isso se deve a proximidade filogenética entre os géneros
Enterococcus e Listeria. O resultado também corrobora com os testes feitos por
Tosoni (2019).

Destaca-se a agao inibitéria da amostra de Enterocina + filme a 4% de amido,
pois com uma média concentracdao de amido permite uma boa gelatinizacao,
garantindo uma textura desejavel para um revestimento comestivel e ainda
apresentou um maior halo de inibicdo (11mm de didmetro) se comparada com a
amostra de outras misturas de enterocina e filme (10 e 9 mm).

Os bons resultados de inibicdo do antimicrobiano adicionado ao biofilme contra
L. monocytogenes corroboram com trabalhos realizados por Souza et al. (2017) em
teste com Staphylococcos aureus com filmes bioativos a base de gelatina e com os
testes de atividade antifungica com filmes bioativos a base de fécula de mandioca
realizados por Souza (2011).

Resultados satisfatérios de inibicdo de filme biodegradavel acrescido de
enterocina contra L. monocytogenes, também corroboram com aqueles obtidos
por Marcos et al. (2008) utilizando filme de alginato e enterocina produzida por
Enterococcus faecium.

A concentracédo de 4% de filme biodegradavel de amido foi citada como
excelente para o revestimento comestivel de frutos e vegetais como a manga e
outras frutas, visando a manutencao das caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais

do alimento (Santos et al.2011).

41 CONCLUSAO

O filme comestivel de amido de milho nas concentracdes 2%, 4% e 6%
agregados com a enterocina nao purificada de E. durans MF5 apresentou acao
antimicrobiana e pode constituir um meio satisfatério para a conservacdo de
alimentos, principalmente frutas e vegetais, inibindo o crescimento da bactéria
patdbgena L. monocytogenes e concomitantemente oferecendo a diversidade de

aplicagdes e o beneficios de um filme biodegradavel.
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RESUMO: O mosquito Aedes aegyptitransmite
doencas, como Dengue, Zika e Chikungunya.
Essas doencas aumentaram de forma
significativa nos ultimos anos. O combate a este
inseto € tido como uma solugéo para o controle
da populacao destes e, consequentemente,

uma diminuicdo na transmissdo de doencas.
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Aedes aegypti

A elaboracéo da armadilha BECA é a proposta
desta pesquisa que teve seu inicio em 2016. A
pergunta a ser respondida nesta pesquisa é a
seguinte: é possivel construir uma armadilha de
baixo custo para capturar o mosquito A.aegypti
e que tenha relativa eficiéncia? Para elucidar
esta questdo, a armadilha foi construida
utilizando garrafa pet, infusdo de capim como
atrativo para o mosquito fémea, canos PVC em
trés tamanhos, cola entomoldgica e tinta guache
preta. Foram confeccionados trés protétipos
da BECA para os testes, sendo: um com cano
longo, o outro com o cano médio e outro com
o cano curto. A primeira fase de testes iniciou-
se de maneira simultdnea em trés localidades
diferentes. Dos trés protétipos testados, aquela
de cano longo mostrou-se mais eficiente.
Embora a armadilha tenha se mostrado eficaz
na captura de mosquitos, nao foi possivel
identificar todos aqueles capturados. Além de
mosquitos, houve captura de outros insetos
alados.

PALAVRAS-CHAVE:
dengue.

Mosquito; armadilha;

BECA: Aedes aegypti MOSQUITO TRAP

ABSTRACT: The mosquito Aedes aegypti
transmits diseases, such as Dengue, Zika and
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Chikungunya, and these cases have increased significantly in recent years. The combat
of this mosquito is considered as the solution to control the population of those and,
therefore reducing the transmission of those diseases. The elaboration of the trap called
BECA is the proposal of this research, which have started in 2016. The question to be
answered is “Is possible to build a trap with low-cost to catch the A. aegypti mosquito
that have relative efficiency?”. To elucidate this question, the trap was built using PET
bottle, grass infusion, which is used such as the attractive for female mosquito, PVC
pipes in three different sizes, entomologic glue and black gouache paint. It was made
three BECA's prototypes, which are: one with long size pipe, other with medium size
pipe and another with small size pipe. The first stage of tests started at the same time
in three different locations. Between the three prototypes, the one with long size pipe
was the one that showed be the more efficient. Although, the trap have showed that it’s
efficient, it was not possible to identify the mosquitos that was caught. Although the trap
proved to be effective in catching mosquitoes, it was not possible to identify all those
caught. In addition to mosquitoes, other winged insects were caught.

KEYWORDS: Mosquito, trap, dengue

11 INTRODUCAO

O mosquito Aedes aegypti é originario da regido do Egito, na Africa, e os
rumores mais aceitos e que ele tenha chegado ao Brasil no século XVI, nos navios
que traziam escravos no periodo colonial. As condi¢cdes climaticas da regiédo onde
o Egito se localiza sao semelhantes a algumas encontradas aqui no Brasil. Dessa
forma, o mosquito facilmente se instalou aqui e em outras areas de caracteristicas
tropicais. O mosquito Aedes aegypti possui quatro fases da vida: a do ovo, uma fase
aquatica, dividida nas fases larval e pupa e a fase adulta, na qual ele passa a voar
(FIOCRUZ, 2016).

Afémeado A. aegyptipica os animais (principalmente humanos) para alimentar-
se do sangue e ter disposicao para depositar seus ovos. Possui a caracteristica de
picar em ambientes bem iluminados, principalmente no inicio da manha e o fim da
tarde, horas que as taxas de insolacdo sdo mais baixas no dia, ja que nao suportam
altas temperaturas. Mas eles podem ter habitos noturnos, ja que a iluminacéao
artificial também é atrativa. Seu habito de picar esta estreitamente ligado a questao
da postura.

Considerando o comportamento de postura, de acordo com o site do Instituto
Oswaldo Cruz (I0OC, 2016):

A alimentacdo dos mosquitos é com base em substancias que contém agucar,
mas a fémea também se alimenta de sangue. Os mosquitos fémea sugam sangue
para produzir ovos. Se o mosquito da dengue estiver infectivo, podera transmitir
0 virus da dengue neste processo. Em geral, mosquitos sugam uma sé pessoa a
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cada lote de ovos que produzem. O mosquito da dengue tem uma peculiaridade
gue se chama “discordancia gonotrdéfica”, que significa que é capaz de picar
mais de uma pessoa para um mesmo lote de ovos que produz. Ha relato de que
um s6 mosquito da dengue infectivo transmitiu dengue para cinco pessoas de
uma mesma familia, no mesmo dia (I0OC, 2016).

Além do exposto, a reproducéo do mosquito € rapida, sendo que os embrides
se desenvolvem em 48 horas. Os ovos sao resistentes e depositados em locais
com acumulo de agua parada seja limpa ou ndo. O desenvolvimento dele é
maior em temperaturas maiores, por isso a populagcdo de A. aegypti aumenta
consideravelmente no verao.

Uma superpopulacdo de A. aegypti causa desequilibrios na natureza e traz
prejuizos ao homem, ja que a saliva desses mosquitos contém virus que sao
transmitidos através da picada, pois a fémea suga o sangue para sua alimentacéo.
Ela reconhece os humanos através do gas carbdénico que é liberado durante a
respiracdo. O A. aegypti pode ser vetor de varios virus causadores de doencas
como a dengue, a Zika, a chikungunya e a febre amarela.

A dengue é uma doenca febril aguda que se divide em classica e hemorragica.
Aclassica causa febre alta com inicio subito, forte dor de cabeca, dor atras dos olhos,
perda do paladar e apetite, manchas e erupcdes na pele semelhantes ao sarampo
(principalmente no térax e membros superiores), nauseas e vomitos, tonturas,
extremo cansaco, moleza, dor no corpo e muitas dores nos 0ssos e articulagdes.
A hemorragica causa dores abdominais fortes e continuas, vémitos persistentes,
pele péalida e imida, sangramento pelo nariz e boca, manchas vermelhas na pele,
sonoléncia e confusdo mental, sede excessiva e boca seca, pulso rapido e fraco,
dificuldade respiratéria e perda de consciéncia.

A chikungunya é uma doenca semelhante a dengue, causada por um virus
de RNA, e seus sintomas sao: febre, dor articular, dor muscular, dor de cabeca,
nausea, fadiga e prurido. Ja a febre amarela € uma doenca infecciosa pertencente a
classificacdo das arboviroses, tendo varias diferencas entre adengue e ao Zika virus,
apesar de pertencerem a familia dos Flavivirus. Seus sintomas sao manifestacdes
repentinas como febre alta, calafrios, cansaco, dor de cabec¢a, dor muscular,
nauseas e voémitos por cerca de trés dias que depois de uma pausa aparente levam
a insuficiéncias hepatica e renal, ictericia (olhos e pele amarelados), manifestacdes
hemorragicas e cansaco intenso.

O Zika virus € um virus que foi encontrado na floresta Zika, na Uganda, em
1947, mas os primeiros casos registrados no Brasil foram em 2015. Causa sintomas
tais como: febre, conjuntivite, hipersensibilidade nos olhos, dor nas articulacdes, dor
de cabeca, dor nos musculos do corpo todo, manchas vermelhas na pele, cansaco
fisico e mental e sensagdo de esgotamento. A doenga também é relacionada a

microcefalia, observada em inUmeros casos de Zika, que foi comprovada através
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de estudos nos Estados Unidos.

Em 2016, foram registrados 802 mil casos de dengue e 91 mil de Zika e um
elevado crescimento nas ocorréncias de Chikungunya e febre amarela, deixando
muitas cidades espalhadas pelo pais em estado de alerta. A considerar que 2015
foi um ano recordista de casos de dengue e que 2016 0 numero cresceu em 97.198
casos a mais de uma doencga que teve o auge na década de 90, o governo reforcou
as campanhas anuais de combate ao vetor, promoveu mais mutirbes de limpeza e
revista as casas além de incentivar a vacinacao de todos, como no caso da febre
amarela. Diante desta situacao ha inumeras formas de combate a este vetor, dentre
elas a construgdo de armadilhas.

Ha diversas armadilhas desenvolvidas e utilizadas para a captura do Aedes
aegypti e do Aedes albopictus em fase adulta, utilizando de seres humanos como
atrativo ou utilizando substancias quimicas e fatores ambientais, como luz, calor,
gas carbénico, octenol e outras substancias. A maior parte das armadilhas criadas
€ inspirada nos seguintes métodos:

1.Gorayeb: Foi desenvolvida uma armadilha ventilada que tem como objetivo
capturar o Aedes aegypti, através do uso de humanos, sem exp6-los ao mosquito.

Uma adaptacao dessa armadilha propds a simulagéo da presenca de humanos

ou animais, utilizando atrativos quimicos, como gas carbdénico, octenol, entre

outros. Ambas as armadilhas possuem um coletor, onde 0os mosquitos ficam
aprisionados pela acao de ventiladores.

2. MosquiTRAP: Esta armadilha foi desenvolvida com o objetivo de instigar e
capturar mosquitos adultos do Aedes aegypti com o uso de pastilhas sintéticas,
com odor semelhante a gramineas, plantas que atraem os mosquitos. As
fémeas atraidas ao tentarem colocar seus ovos, ficam presas em um adesivo.
A MosquiTRAP além de capturar o Aedes, permite a identificacao da espécie de
mosquito durante a inspecéo, fornecendo informacdes para mapear a area de
distribuicdo do Aedes aegypiti.

3.Adultrap: A Adultrap € uma armadilha desenvolvida com objetivo de capturar
a fémea na fase adulta do Aedes aegypti. Ela utiliza agua, possui um formato
arredondado e cor escura agindo como atrativos e estimulantes visuais. A
Adultrap é constituida por trés compartimentos, sendo um para isca, um para
entrada do adulto e outro para prendé-lo dentro da armadilha. A armadilha
obteve grande éxito tanto em laborato6rio quanto no campo na captura de adulto
de Aedes aegypiti.

Mesmo tomando tantas medidas de controle e prevencéo, a diminuicdo dos
casos nao foi tdo significativa como o esperado, ou seja, as epidemias até hoje
ainda sdao um obstaculo a ser derrubado. Em pesquisas, foi observada a existéncia
de vérias armadilhas de combate ao Aedes aegypti, porém as que possuem eficacia

comprovada sdo complexas e de custo elevado, ndo estando disponivel para o uso
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da populacgéo.

Analisando as armadilhas citadas de forma geral pode-se dizer que o objetivo
principal do estudo foi a criacao de uma armadilha eficiente para captura do mosquito
Aedes aegypti. E as perguntas que conduziram a pesquisa foram:

a. Como atrair o mosquito Aedes aegypti?

b. Como seré feita a armadilha para tal feito? E possivel construir uma armadi-
Iha para captura do A.aegypti de baixo custo e com relativa eficiéncia?

Mediante a esse cenario, surgiu a ideia de desenvolver a Armadilha BECA,
com uma proposta alternativa eficaz e principalmente de facil acesso e baixo custo.
Dessa forma, a armadilha foi desenvolvida com materiais simples e facilmente
encontrados em casa.

E de grande importancia a realizacdo desta pesquisa, pois ela mostrou
uma forma simples e alternativa para o combate da populagdo do mosquitos,
considerando que o Aedes Aegypti anualmente € responsavel por cerca de 50
milhdes de casos de dengue em todo o mundo, dos quais aproximadamente 550 mil
demandam hospitalizac&o, ocorrendo ao menos 20 mil obitos em sua decorréncia
(NHANTUMBO, PESSANHA, PROIETTI, 2012), além de outras.

2| OBJETIVOS

A pesquisa teve por objetivo geral construir uma armadilha para se capturar o
mosquito Aedes aegypti, sempre buscando materiais acessiveis a qualquer pessoa
e de baixo custo.

Objetivos Especificos:

Construir trés protoétipos com canos de PVC de comprimentos diferentes, e
observar qual é a mais eficaz. A armadilha considerada eficaz foi a que cap-
turou mais mosquitos em um menor periodo. Procurou-se também averiguar
em qual localizacdo nas residéncias a armadilha foi mais eficiente.

+ Pesquisar sobre atrativos;

+ Estudar e conhecer os habitos do mosquito;

31 METODOLOGIA

A Armadilha contra larvas de mosquito, inicialmente idealizada, foi construida
e experimentada em ambiente residencial, no municipio de Lagoa Santa, regiao
metropolitana de Minas Gerais, Brasil, que esta com registros de casos de Dengue.
A armadilha foi criada a partir do desenvolvimento de um projeto com alunos do
primeiro ano do Ensino Médio do Centro Federal de Educacéao Tecnolégica de Minas
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Gerais. Apds uma pesquisa sobre armadilhas de captura de A. aegypti e sobre o
préprio mosquito, foi notado que havia diferentes tipos de armadilhas, mas néo foi
encontrada nenhuma armadilha que pudesse ser feita com simplicidade em casa e
com materiais de baixo custo e de forma mais acessivel para a populagéo.

Entdo, utilizou-se para a estrutura da armadilha: garrafas PET, cano de PVC
e tela fina. Montou-se a BECA - sigla criada pelo grupo para a armadilha (como
mostrado na figura 1) usando uma garrafa PET de dois litros como base, que
contém o atrativo, ligada a um cano de PVC, entre a garrafa e o cano foi colocado a
mosqueteira, para impossibilitar que o A. aegypti e outros caiam dentro da garrafa,
um joelho de PVC conectando o cano a boca de uma garrafa PET de trés litros.
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FIGURA 1- Desenho do projeto da estrutura da armadilha (BECA)

Fonte: Elaboragao propria

Foram montadas trés estruturas (como mostrado a figura 2), a primeira com
um cano de dezenove (19) centimetros, a segunda com um cano de doze(12)
centimetros e a terceira um cano de apenas um centimetro. Essa diferenca no
comprimento foi pensada para averiguar se o tamanho do cano alterava a eficacia
na captura e se alterasse qual seria 0 mais eficaz.
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FIGURA 2- Estrutura da armadilha antes e ap0s pintura

Fonte: dados da pesquisa

O atrativo utilizado foi infusdo de gramineas que foi colocada na garrafa PET
de dois litros, pois o capim libera didxido de carbono na sua decomposicéo o que
atrai o A. aegypti, segundo Roque (2017). Ainfusdo consiste na mistura de duzentos
gramas de capim colonido para dois litros de agua, que deixada maturando pelo
menos uma semana. A BECA foi pintada de preto (como mostra a figura 2) para
ajudar na dispersao do atrativo ja que esta cor tem caracteristica térmica que a faz
a manter calor. E, para que os mosquitos ficassem presos na armadilha se aplicou
a cola entomologica (que € uma cola especial inodora que néo repele insetos e é
capaz de ficar exposta por periodos longos de tempo sem perder sua capacidade
colante), no interior da boca da garrafa PET de trés litros, no joelho de PVC e na
mosqueteira.

Os testes foram iniciados em agosto de 2016, com as armadilhas colocadas
em locais com condi¢des semelhantes, cada armadilha ficou com uma integrante da
pesquisa. Em novembro de 2016, foi iniciada uma nova fase de teste onde todas as
armadilhas ficaram no mesmo local.

Em 2017 foram conduzidos experimentos com novos tipos de infusdes atrativas
e novas concentracdes (Figura 3), utilizando somente a BECA de gargalo longo.
Foi mantido o capim colonido produzindo uma infusdo de duzentos (200) gramas
em um (01) litro de agua, e mais duas utilizando quatrocentos (400) e seiscentos
(600) gramas na mesma quantidade de agua. Também produzimos trés armadilhas
utilizando folhas de bambu Taquara, cujas propriedades atrativas se assemelham
as do capim colonido, nas mesmas concentracdes usadas nas infusbes de capim
colonido. E, devido a informac¢des aprofundadas sobre os habitos alimentares do
mosquito, adquiridas em participagdes em alguns eventos cientificos, foi decidido o
uso de um terceiro tipo de atrativo: acucar mascavo, nas propor¢cdes de cinquenta
(50), oitenta (80) e cento e dez (110) gramas em um (01) litro de agua. Com isso,
totaliza-se um numero de nove (09) armadilhas: em teste na casa de uma das
integrantes da equipe, que se localiza no bairro Promissdo no municipio de Lagoa
Santa, Minas Gerais.
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FIGURA 3 — Desenho experimental com a Beca de gargalo de 19cm

Fonte: elaboragao propria

+ Testes foram feitos no intra-domicilio e peridomicilio.

4 | RESULTADOS E DISCUSSAO

Como foi dito anteriormente, foram confeccionados trés protdtipos da BECA
para teste: um com cano longo, o outro com 0 cano médio e outro com o cano curto.
A primeira fase de testes iniciou-se de maneira simultdnea em trés localidades
diferentes, em cada local um prot6tipo a seguir:

+ Armadilha de cano longo: Esse protétipo com o cano 19 cm responde de
maneira inversa do que esperavamos. Capturou o primeiro inseto com trés
dias de teste e, em um mesmo periodo, pegou um numero muito maior em
relacdo as outras armadilhas testadas. Esse protétipo também capturou
insetos de tamanho consideravel como abelhas, baratas e maribondos.

+ Armadilha de cano médio: Deu sua primeira resposta ao teste por volta de
trés semanas apos o inicio dos testes. Capturou insetos de pequeno porte
como pernilongos e insetos que usam a luz como fonte de orientagdo no
espago.

+ Armadilha de cano curto: Com o cano de apenas 1 cm, foi a mais ineficiente,
capturando sua primeira presa no ultimo més da fase de testes. Capturou
pernilongos € moscas em numero reduzido.

Independentemente do tempo de resposta e do desempenho geral dos
protétipos, todos eles capturaram mosquitos nao identificados, com grande
possibilidade de ser o A. aegypti. Porém, como os exemplares dos insetos foram
danificados quando eram retirados das armadilhas, nao foi possivel uma avaliacéo
quantitativa real, pois nao foi possivel uma contagem exata de quantidade de

insetos capturados, ja que foram encontradas muitas partes do corpo separadas,
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nao sabendo exatamente quais pertenciam a qual mosquito.

Na segunda fase de teste, foi possivel realizar uma quantificagcdo dos mosquitos
capturados. A armadilha de cano longo capturou cinquenta e oito (58), a de cano
médio vinte e seis (26) e a de cano curto trés (03), comprovando a eficacia do
cano de dezenove (19) centimetros e descartando a influéncia dos diferentes locais
de teste da primeira fase. Foram contabilizados somente os que foram retirados
inteiros, ainda enfrentando o problema da danificacdo dos exemplares no ato de
retirada da armadilha. Mesmo assim, conseguimos fazer registro fotografico através
de lente especial e identificacdo de espécies como insetos dos géneros Muscidae e
Culidae, sendo este ultimo conhecido como mosquito Culex ou pernilongo comum.
Alguns fragmentos como corpo, asa e cabeca nado identificados também foram
registrados em fotografias.

51 CONCLUSOES

A armadilha BECA, que foi feita com materiais acessiveis, apresentou
resultados satisfatérios quanto a captura de mosquitos. Atendeu a expectativa do
grupo, podendo ser usada em residéncias para apanhar pernilongos que possam
picar o morador, e até mesmo transmiti-lo alguma doenca.

Ao longo dos testes da armadilha, a equipe realizou diversas pesquisas que
foram essenciais para seus devidos ajustes e aperfeicoamento. Essas pesquisas
em geral diziam a respeitos dos habitos do Aedes aegypti e sobre outras armadilhas
que tinham uma metodologia semelhante a usada no projeto BECA.

Durante os testes com a armadilha notou-se que dois fatores responsaveis
foram importantissimos na atracdo dos mosquitos a longa distancia: o estimulo
visual (cor) e quimico (odores). Esses fatores estdo diretamente relacionados as
garrafas terem sidas pintadas com tinta preta, que € uma cor que absorve muito
calor fazendo com que a infusdo dentro da garrafa se evapore mais rapidamente.

Tendo em vista que a armadilha com cano longo capturou diversas espécies
de mosquito, desde pequenas abelhas a pernilongos que se assemelham com
0 Aedes aegypti, nota-se que quanto maior o comprimento do cano maior a
qguantidade de insetos capturados. A questao de que os insetos foram mais atraidos
pelas armadilhas de cano longo, ou seja, porque a armadilha de cano curto ndo
foi tao eficaz quanto as outras, € uma duvida pertinente que a equipe ainda busca
respostas. As hipbéteses levantadas estao relacionadas a altura de voo do mosquito
e possibilidade de entrar na armadilha e ndo conseguirem voltar, ja que é necessario
percorrer um caminho mais longo para sair dela.

A retirada dos mosquitos da armadilha foi um empecilho crucial durante todo
0 processo, sendo necessaria a utilizacdo de um método ndo mecéanico, mas sim
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de cunho quimico. A equipe busca um solvente que dilua a cola entomoldgica para
facilitar a retirada sem haver a fragmentacao do corpo do inseto, e entdo abandonar
0 uso de pincas. Acredita-se que desta maneira sera muito mais conveniente para
identificacdo das espécies e uma contagem mais precisa, o que resultaria em uma
tabulacdo de dados e expressdes graficas de resultados mais concretos.
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RESUMO: Nas ultimas décadas as populacdes
naturais de peixes tém diminuido em virtude da
degradacao ambiental e da pesca excessiva.
O Piaractus brachypomus (pirapitinga ou pacu
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branco), pertencente aos caracideos, € uma
das espécies que sofrem com esse problema.
Dessa forma, conhecimentos basicos na area
de reproducao sao cada vez mais solicitados.
O objetivo do presente estudo foi determinar
as caracteristicas morfométricas da cabeca
de espermatozoides de Pirapitinga (Piaractus
brachypomus) no sémen fresco. Para isso,
realizou-se duas coletas de sémen de trinta
machos de Pirapitinga, que foram induzidos
a espermiacdo 14 horas antes da coleta do
sémen. As amostras foram analisadas em
relacdo ao volume seminal, pH e motilidade
subjetiva. Também, uma aliquota de cada
amostra seminal valida foi fixada para analise da
morfometria no Sperm Class Analyser utilizando
o mddulo de anélise da morfologia espermatica
auxiliada por computador (CASMA). Os dados
morfométricos foram expressos em média e
desvio padrdo. Em relacdo a morfometria da
cabeca dos espermatozoides frescos, possui
o comprimento de 3,3784+0,132mm, largura
2,3391+0,075mm, area 7,3130+0,386mm?2,
9,7249+0,332mm, elongacéao

elipticidade  1,4592+0,055,
0,8536+0,009 e
0,9589+0,027. Esse trabalho foi aprovado pelo

perimetro
0,1843+0,018,

regularidade rugosidade

Comité de Etica para o Uso de Animais da
Universidade Estadual do Ceara (09230730-
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2). Conclui-se que este estudo estabeleceu os valores morfométricos da cabeca do
espermatozoide de pirapitinga e com isso fornecera subsidios basicos para avancar
em estudos de reproducéo e de repovoamento da espécie.

PALAVRAS-CHAVE: Peixe, sémen, morfometria espermatica

DETERMINATION OF THE MORPHOMETRIC PATTERNS OF THE HEAD OF
PIRAPITINGA SPERMATOZOIDS (PIARACTUS BRACHYPOMUS)

ABSTRACT: In recent decades, natural fish populations have declined due to
environmental degradation and overfishing. Piaractus brachypomus (pirapitinga or
pacu branco), belonging to characids, is one of the species that suffer from this problem.
Thus, basic knowledge in the reproduction area is increasing. The present study
aimed to determine the morphometric characteristics of the Pirapitinga spermatozoa
head (Piaractus brachypomus) in fresh semen. For this, two semen collections were
carried out from thirty Pirapitinga males, which were induced spermiation 14 hours
before of the semen collection. The samples were analyzed for seminal volume, pH,
and subjective motility. Also, an aliquot of each valid seminal sample was fixed for
morphometry analysis in the software Sperm Class Analyzer using the computer-aided
sperm morphology analysis module (CASMA). Morphometric data were expressed as
mean and standard deviation. Regarding the morphometry of the head of the fresh
spermatozoa, it has a length of 3,3784+0,132mm, width 2,3391+0,075mm, area
7.3130+0,386mm?, perimeter 9.7249+0.332mm, elongation 0.1843+0.018, ellipticity
1.4592+0.055, regularity 0.8536+0.009 and roughness 0.9589+0.027. This work was
approved by the Ethics Committee for the Use of Animals at the Universidade Estadual
do Ceara (09230730-2). It is concluded that this study established the morphometric
values of the head of the pirapitinga spermatozoa and this will provide basic subsidies
to advance in reproduction and repopulation studies of the species.

KEYWORDS: Fish, sémen, spermatic morphometry

11 INTRODUCAO

A espécie Piaractus brachypomus (pirapintiga), endémica do Amazonas,
pertencente aos characideos, € um peixe altamente comercial em outras regides
do Brasil. Recentemente, a diminuicdo na diversidade genética observada nos
plantéis de reprodutores das granjas dedicadas a producdo de alevinos e 0s
freqlentes fendbmenos ciclicos de secas, 0s quais exercem acentuada acao sobre
seus processos reprodutivos, obrigam a regularizacdo ou desenvolvimento de
tecnologias que permitam o intercambio de material seminal entre os produtores,
aproveitamento de gametas que possam ser obtidos de individuos silvestres e
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conservacao de amostras seminais nos periodos menos favoraveis (FARIAS,
1998; FRESNEDA et al., 2004). Diante disto, as técnicas de congelamento tém
sido utilizadas no controle da reproducéao assistida de muitas espécies de interesse
econdémico (BILLARD et al., 1995), na formacédo de bancos de sémen de espécies
ameacadas de extincdo (HARVEY, 1996) e na manutencao da variabilidade genética
nas pisciculturas (MC ANDREW et al., 1993). A aplicacao desta técnica em peixes
estd em amplo desenvolvimento (MURGAS et al., 2007), no entanto, varios aspectos
da morfologia dos espermatozéides séo afetados durante esse processo. Alteracdes
na morfologia espermatica estéo correlacionado a diminuicdo da taxa de fertilizagao
em varios animais (SEKONI & GUSTAFFSSON, 1987). Dessa forma, & necessario
o conhecimento dos parametros morfométricos dos espermatozoides de Pirapitinga
(P. brachypomus) frescos. As técnicas de microscopia eletrénica sao precisas, mas
de dificil execucéo, sendo, portanto, a analise da morfologia espermatica auxiliada
por computador (CASMA) ideal para esse tipo de avaliacdo (MARCO-JIMENEZ et
al., 2008). O estudo objetivou determinar os padrdes morfométricos da cabeca dos
espermatozoides de sémen fresco da Pirapitinga (Piaractus brachypomus) utilizando
o Sperm Class Analyser.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Animais experimentais e coleta

Foram utilizados 30 machos adultos de Pirapitinga (P. brachypomus),
identificados através de microchips, proveniente do plantel do Centro de Pesquisas em
Aquicultura (CPAq) do Departamento Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS)
em Pentecoste, Ceara, Brasil, localizado entre 03°45’00”S e 39°21°00"W, a 90 Km
de Fortaleza. Esse trabalho foi aprovado pelo CEUA (Comité de Etica para o Uso
de Animais da Universidade Estadual do Ceara) com protocolo numero 09230730-
2. Foram realizadas duas coletas de sémen de cada animal em um intervalo de 3
meses. Os animais receberam uma dose Unica de extrato de hipéfise de carpa (EHC:
2mg/kg peso vivo) para inducédo hormonal, 14 horas antes da coleta do sémen. No
dia da coleta, os animais foram sedados utilizando-se uma solucdo a base de 6leo
de cravo (Eugenol; Unido Vegetal Suplementos Nutricionais Ltda) (MYLONAS et al.,
2005), sendo imediatamente submetidos a coleta de sémen ap0s a sedacgao e, em
seguida, devolvidos ao tanque de manuseio.

Para a coleta, cada animal foi contido em decubito lateral, olhos envoltos
em pano umido, para minimizar o estresse e facilitar a contencao. O orificio genital
foi enxuto com papel toalha, e uma leve compresséo abdominal foi realizada no
sentido antero-posterior. O sémen liberado foi colhido e as aliquotas que estavam
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contaminadas com fezes, urina ou sangue foram descartadas, bem como as que
apresentaram um percentual inferior a 80% de espermatozdides moveis pos-
ativacdo, com agua do tanque, na avaliagdo inicial da motilidade subjetiva em
microscopio optico (MARCO-JIMENEZ et al., 2008). Uma aliquota de 100 mL das
amostras validas de sémen de cada animal foi fixada em solucéo salina formolizada
a 1% na proporcéo 1:10 (sémen:fixador) para analise morfométrica.

2.2 Avaliacao da morfometria espermatica

Para anélise da morfometria, dois microlitros das amostras fixadas foram
utilizados para confeccdo de esfregacos de cada animal. As ldminas secaram ao
ar e foram coradas com o kit Panotico de Hemograma (Instant-Prov) mergulhando
cada lamina duas vezes em cada uma das trés solu¢des do kit. Apds a secagem das
laminas, estas foram montadas com laminula utilizando vitral-verniz.

Foram analisados 200 espermatozdides de cada animal através da analise
da morfologia espermatica auxiliada por computador (CASMA). O programa foi
configurado para que todos os espermatozobides fossem visualizados com um
aumento de 40x, com andlise interativa e deteccdo manual dos espermatozoides.
Durante a anélise, cada espermatozoéide selecionado pelo observador foi digitalizado
pelo programa.

Foram computados dados referentes ao comprimento (C), em mm, do maior
eixo da cabeca do espermatozdide; a largura (L), em mm, do menor eixo da cabeca
do espermatozoide; o perimetro (P), em mm, da distancia que circunda a cabeca do
espermatozoide; a area (A), em mm?, da superficie da cabeca do espermatozdide.
A partir dessas informacgdes foram calculados, pelo programa, dados referentes
os parametros morfométricos, de maneira que a elipticidade foi a razdo entre
o comprimento e a largura (C/L). Quando essa razao foi igual a 1, a cabeca do
espermatozoide era redonda; quando maior que 1, a cabeca era alongada. A
elongacédo corresponde a formula C-L/C+L. Quando o resultado dessa férmula
foi igual a 0, ndo existia elongacéo, sendo, portanto, o espermatozoide redondo.
Quando maior que 1, o espermatozodide tinha o comprimento maior que a largura;
e quando menor que 1, a largura foi maior que o comprimento. A rugosidade (4TA/
P2) diz respeito ao perimetro de uma elipse em relagdo ao perimetro da cabeca do
espermatozoide. Quando a rugosidade foi 1, a membrana era lisa, ou seja, sem
rugosidade. A regularidade (MCL/4A) é a razao entre a area teédrica da elipse e a area
real da cabeca do espermatozdide, e quanto mais proxima de 1, mais similar a uma
elipse, ou seja, mais regular era a cabeca do espermatozoéide.
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3| RESULTADOS

3.1 Coleta do sémen

Os animais responderam bem ao tratamento hormonal e tiveram facil liberacao
do sémen. Poucas amostras estavam contaminadas com sangue, agua, fezes ou
urina. Tais amostras foram descartadas do experimento. Nenhuma amostra néo
contaminada apresentou motilidade subjetiva inferior a 80% apds ativacdo com
agua do tanque. As amostras de sémen das 30 pirapitingas apresentaram coloracao
branca leitosa. O maior volume coletado nos individuos foi de 11 mL e o menor foi de
1 mL. O pH né&o variou muito durante as coletas, ficando em torno de 8,5. A média
geral do peso dos machos, motilidade espermatica subjetiva, volume e pH do sémen
pode ser observada na Tabela 1.

Caracteristicas 1° coleta 2° coleta
Peso corporal (kg) 3.127 2.886
Motilidade espermatica subjetiva (%) 88 88
Volume seminal (mL) 4,48 5,44

pH do semen 8,5 8,6

Tabela 1: Peso corporal, motilidade esperméticas, volume seminal e pH do sémen de pirapitinga
na primeira e na segunda coleta

3.2 Morfometria espermatica individual

Apds a analise da cabega de 200 espermatozoides de cada um dos 30
animais foi possivel obter a média dos dados morfométricos, com comprimento de
3,3784+0,132um, largura de 2,339+0,075um, area de 7,3130+£0,386um?, perimetro
de 9,7249+0,332um, elongacao de 0,1843+0,018, elipticidade de 1,4592+0,055,
regularidade de 0,8536+0,009 e rugosidade de 0,9589+0,027.
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Figura 2: - Analise morfométrica da cabeca dos espermatozoides antes (A) e apés (B)
digitalizacao pelo programa de anélise da morfologia espermética auxiliada por computador
(CASMA). 40x.

4 | DISCUSSAO

As coletas de sémen realizadas nesse estudo ocorreram na estacéo reprodutiva
da pirapitinga. Diferencas das estacdes do ano levam a diferencas na qualidade da
agua, alimentacdo e maturidade sexual dos animais, nos quais afetam a qualidade
seminal (NASCIMENTO et al., 2010). O volume de sémen encontrado nesse
estudo foi diferente de outros trabalhos com essa mesma espécie, sendo maior
que o encontrado por PESSOA (2010), o qual realizou suas coletas fora da estacao
reprodutiva, entre junho e setembro, e menor que o encontrado por VELASQUEZ-
MEDINA (2008), que realizou suas coletas no meio da estacao (dezembro e janeiro).

Também foi observada uma reduc&o no peso dos animais. Isso se deve ao
fato de que, na natureza, os peixes de piracema, como a pirapitinga, migram rio
acima saindo do ambiente alimentar em busca do ambiente reprodutivo (GODINHO
et al., 2007).

Nesse estudo foi realizada a anélise morfométrica da cabeca de 200
espermatozdides de cada animal. A padronizacdo de um numero minimo de
espermatozdides a serem analisados € interessante uma vez que a técnica
de morfometria, para peixes, € muito laboriosa, pois 0os espermatozoides dessa
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classe sdao bem menores que os de mamiferos, muitas vezes sendo confundidos
pelo programa com artefatos. Outra dificuldade encontrada nesse processo foi a
escassez de informacgdes sobre a etapa de coloracdao de sémen de peixe.

O limitado sucesso dessa etapa também pode ocorrer devido a numerosos
artefatos produzidos durante a confeccéo dos esfregacos (TUSET et al., 2008).
Segundo VERSTEGEN et al. (2002), os corantes nao necessariamente permitem um
apropriado contraste em escala de cinza para uma analise acurada pelo programa.
TUSET et al. (2008) obtiveram resultados satisfatérios para espermatozéides de
truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) utilizando Hemacolor e Diff-Quick, corantes
similares ao utilizado nesse estudo. Em pré-teste (dados nédo publicados), foram
testados diversos corantes como Panético de Hemograma, Diff-Quick, Azul de
Bromofenol e Rosa Bengala, sendo o Pan6tico de Hemograma o mais eficiente para
analise morfométrica da cabeca dos espermatozoides de pirapitinga. No entanto,
os espermatozbides apresentaram-se fortemente corados, dificultando a captura
das imagens pelo programa. Devido a isso, o tempo de exposicdao do esfregaco
aos corantes sugerido pelo fabricante (cinco mergulhos) foi diminuido para dois
mergulhos em cada uma das substancias do kit de coloragdo, o que melhorou
significativamente as analises.

A analise da morfometria da cabeca dos espermatozdides de pirapitinga
mostrou que estes possuem area (7,31 mm2) bem menor que os espermatozoides de
mamiferos (29,02 mm?) (HIDALGO et al., 2006). O menor tamanho, provavelmente
se deve afaltade acrossoma, que € desnecessario aos peixes de fertilizacao externa,
pois nao realizam reacdo acrossomal e, sim, atravessam um orificio localizado no
ovécito chamado de micropila (MORALES, 1986). As médias de area (7,31 mm?),
perimetro (9,72 mm), largura (2,33 mm) e comprimento (3,37 mm) da cabeca dos
espermatozdides encontradas nesse trabalho sdo similares a area (7,25 mm?),
perimetro (9,99 mm), largura (2,67 mm) e comprimento (3,22 mm) da cabeca dos
espermatozéides de truta arco-iris (Onchorrynchus mykiss) encontradas por TUSET
et al. (2008).

Como concluséo, ressaltamos que é possivel utilizar a metodologia
CASMA do Sperm Class Analyser para caracterizacdo morfométrica da cabeca de
espermatozdides de pirapitinga. Este estudo estabeleceu os valores morfométricos
da cabeca do espermatozoide de pirapitinga e com isso fornecera subsidios basicos

para avancar em estudos de reproducéo e de repovoamento da espécie.
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RESUMEN: Es razonable suponer que la
transicion abrupta entre ambientes asociado a
los procesos de fragmentacion pueda llevar a
padrones bastante distintos en la coloracién de
los organismos. De esta manera, el presente
trabajo busco testar la hipbtesis de que
habria variacion en los patrones de coloracion
de ensambles de abejas y avispas (Insecta,
Hymenoptera) en ambientes de interior y
borde de bosque, evaluando las siguientes

predicciones: (i) los organismos encontrados
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en areas de interior de bosque presentarian
integumentos con colores mas oscuros que lo
organismos encontrados en el areas de borde; (ii)
habria diferencia en la relacién entre el tamafo
del cuerpo y la coloracién de los organismos en
los dos ambientes. Fueron realizadas muestras
de abejas y avispas, con el auxilio de platos-
trampa, en areas de interior y de borde de
bosque en el Parque Nacional Iguazu. Luego de
montados, los insectos fueron fotografiados y la
coloracion y tamafo del cuerpo de los individuos
fueron medidos. Se realizé entonces un analisis
de covarianza (ANCOVA) para testar el efecto
del local en la coloracion de los insectos,
mientras es controlado el efecto del tamafo
de los individuos. Los resultados encontrados
dieron soporte a la hipétesis planteada, una vez
que las predicciones fueron confirmadas. Las
abejas y avispas tendieron a tener colores mas
oscuros en el interior del bosque de que en el
borde, y la relacién entre el tamafio del cuerpo
y el color fue distinta en los dos ambientes, de
forma que solo hubo tendencia a la covariacion
en estas dos variables en el interior del bosque,
donde individuos mayores tendian a ser mas
OSCUros.

PALABRAS CALAVE:
areas verdes; hipo6tesis del melanismo térmico,

Fragmentacion de

Parque Nacional Iguaza.
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EFFECTS OF FRAGMENTATION ON THE MORPHOLOGY OF ORGANISMS:
VARIATION IN COLORING PATTERNS OF BEES AND WASPS (INSECTA:
HYMENOPTERA) IN A HIGHLY FRAGMENTED LANDSCAPE OF THE WEST OF
PARANA

ABSTRACT: It is reasonable to assume that the abrupt transition between
environments associated with fragmentation processes can lead to quite different
patterns in the coloration of organisms. In this way, we aim to test the hypothesis that
there is variation in the patterns of coloration of bees and wasp assemblies (Insecta,
Hymenoptera) in indoor environments and forest edge, evaluating the following
predictions: (i) organisms found in interior forest areas would have integuments with
darker colors than the organisms found in the border areas; (ii) there would be a
difference in the relationship between body size and the coloration of organisms in the
two environments. We made samples of bees and wasps with the help of trap dishes,
in interior and forest edge areas in the Iguazi National Park. After assembling the
insects, we photographed and measured the color and body size of the individuals.
Then, we performed a covariance analysis (ANCOVA) to test the effect of the local on
the coloration of the insects, while controlling the effect of the size of the individuals.
Our results supported the hypothesis, once the predictions were confirmed. Bees
and wasps tended to have darker colors inside the forest than at the edge, and the
relationship between body size and color was different in the two environments, so that
there was only a tendency to covariate in these two variables inside the forest, where
bigger individuals tended to be darker.

KEYWORDS: Fragmentation of green areas; Thermal melanism hypothesis, Iguazu
National Park.

RESUMO: E razoavel supor que a transicdo abrupta entre ambientes associados a
processos de fragmentacéo pode levar a padrdes bastante diferentes na coloracéo
dos organismos. Desta forma, o presente trabalho procurou testar a hipétese de que
haveria variagdo nos padrées de coloracdo de assembléias de abelhas e vespas
(Insecta, Hymenoptera) em ambientes internos e na borda da floresta, avaliando as
seguintes previsdes: (i) organismos encontrados em areas florestais interiores teriam
tegumentos com cores mais escuras do que 0s organismos encontrados nas areas
de borda da floresta; (ii) haveria uma diferenca na relagao entre o tamanho do corpo
e a coloragao dos organismos nos dois ambientes. Foram feitas amostras de abelhas
e vespas, com a ajuda de pratos-armadilha, em areas internas e de borda da floresta
no Parque Nacional do Iguacu. Ap6s a montagem, os insetos foram fotografados e a
cor e o tamanho do corpo dos individuos foram medidos. Uma analise de covariancia
(ANCOVA) foi entao realizada para testar o efeito do local na coloragao dos insetos,
enquanto o efeito do tamanho dos individuos é controlado. Os resultados encontrados
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corroboram a hipétese, uma vez confirmadas as previsdes. As abelhas e as vespas
tendiam a ter cores mais escuras dentro da floresta do que nas bordas, e a relacao
entre tamanho e cor do corpo era diferente nos dois ambientes, de modo que havia
apenas uma tendéncia a covariavel nesses duas variaveis dentro da floresta, onde
individuos maiores tendiam a ser mais escuros.

11 INTRODUCCION

El proceso de fragmentacion forestal viene afectando negativamente las
dindmicas de las poblaciones de insectos polinizadores (Gongalves et al., 2014)
elementos criticos para la manutencion de los servicios ecosistémicos en ambientes
naturales y en paisajes agricolas. La naturaleza adaptativa de los colores para la
regulaciéon de la temperatura del cuerpo de los insectos en diferentes condiciones
ambientales es central en la biologia de estos organismos, pero la explotacion
cuantitativa de la variacién en los patrones de coloracion de los insectos parece
bastante aislada (ej. Williams, 2007). Y considerando que en ambientes fragmentados
hay, en muchos casos, unatransicién abrupta entre ambientes, es razonable suponer
que las diferentes presiones encontradas en ambientes de interior de bosque,
borde y matriz puedan llevar a patrones bastante distintos en la coloracion de los
organismos encontrados en areas de bosque y de matriz. El presente trabajo buscara
testar la hipotesis de que hay variacidén en los patrones de coloracién en ensambles
de Hymenoptera (Insecta) en ambientes de bosque (el interior de fragmentos) y
de borde de bosque, a partir de la evaluacion de las siguientes predicciones (i) los
organismos encontrados en areas de interior de bosque presentarian integumentos
con colores mas oscuros que lo organismos encontrados en el areas de borde; (ii)
habria diferencia en la relacién entre el tamafo del cuerpo y la coloracion de los

organismos en los dos ambientes.

2 | FUNDAMENTACION TEORICA

La fragmentacion de héabitats ha sido considerada hace mucho un objeto central
en la Biologia de la Conservacion (e.j. Meffe & Carroll, 1997) y lleva a las especies
a nuevos ambientes de areas reducidas, mayor aislamiento e nuevas dinamicas
ecologicas (Ewers & Didham, 2006). Y este es el escenario en el Bosque Atlantico
de interior (donde se encuentra la region de la Triple Frontera): aunque los bosques
hayan cubierto una gran parte del este del Paraguay, el noreste de Argentina y el
sureste del Brasil, hoy poco queda de la cobertura original, y esos remanentes son
altamente fragmentados (Holz & Placci, 2005). Considerando que en ambientes
fragmentados hay en muchos casos, una transicion abrupta entre ambientes de
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bosques (el interior de fragmentos) y areas abiertas (la matriz), pasando por la
interfaz entre los dos ambientes (el borde), es razonable suponer que las diferentes
presiones encontradas en cada uno de estos ambientes puede llevar a patrones
bastante distintos en la coloracion de los organismos encontrados en estas areas. El
balance térmico en organismos ectodérmicos depende fuertemente de la capacidad
del animal de ganar y conservar calor y de su flexibilidad en la termorregulacion
(e.j. Olalla-Tarraga et al. 2006; Schweiger et al. 2016). Es importante resalta que
los mecanismos de termorregulacién son totalmente dependientes del tamafio del
cuerpo de los individuos, y que las relaciones entre tamafo de cuerpo y capacidad
de termorregulacion no son lineares (Olalla-Téarraga et al., 2006). La hipoétesis del
melanismo térmico (thermal melanism hypothesis e.j. Watt, 1968) predice que
individuos oscuros tendrian ventaja en climas frios 0 menos soleados ya que se
calientan mas rapido y alcanzan temperatura de equilibrio mas altas que individuos
de coloracién mas clara (Clusella-Trullas et al., 2008). Teniendo en cuenta que
la temperatura corporal influencia gran parte de los procesos fisiolégicos de
los organismos, las diferencias en las tasas de calentamiento y temperatura de
equilibrio en individuos con coloracion de baja y alta reflectancia, es esperado que
estas caracteristicas influencien el fitness de los organismos (Hochachka & Somero,
2002; Clusella-Trullas et al., 2008; Harris et al., 2013). Afirmaciones sobre la ventaja
adaptativa de colores mas claras/oscuras para insectos encontraron evidencias en
trabajos realizados en mariposas (e.j. Kingsolver, 1983; Roland, 2006), escarabajos
(Brakefield, 1985), saltamontes (Unsicker et al., 2008; Harris et al. 2013), avispas (e.}.
Kapyla, 1974) y abejas (e.j. Williams, 2007). La mayor parte de las investigaciones
en este asunto, sin embargo, tienen como foco algunas pocas especies. Abordajes
que tratan de la variacion en la coloracion en asambleas de insectos son bastante
restrictos, donde la mayor parte de los ejemplos envuelven el anélisis de esta
variacion a lo largo de gradientes altitudinales (e.j. Harris et al. 2013).

31 METODOLOGIA

La colecta de datos en campo se realiz6 en el Parque Nacional Iguazu,
especificamente en el camino del “Pog¢o Preto” y la ruta dentro del parque, siendo
estas el area de interior y el area de borde respectivamente. Las colectas fueron
efectuadas entre noviembre y diciembre de 2016, y fueron utilizados platos-trampa
amarillos y azules, método reconocido como capaz de capturar especies de abejas
y avispas de distintos grupos (Goncalves et al., 2014). En cada colecta fueron
distribuidas 20 trampas en cada ambiente, que eran colocadas en torno de las 9:00
h, y dejados hasta las 16:00 h, lo que abarcaria el periodo de mayor actividad de
estos organismos. Luego del montaje en alfileres entomolégicos de los individuos
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colectados, se tomaron fotografias 3D estandarizadas de los especimenes en
microscopio estereoscopico y las fotos fueron tomadas en blanco y negro ya que
lo que se pretende es medir en una escala de grises. También mediante software
especifico (AxioVision) fueron realizadas las medidas da distancia intertegular de los
individuos, siendo esta la variable asumida como capaz de estimar adecuadamente
el tamano del cuerpo de abejas y avispas. A partir de las fotos individuales, se
realizdé un analisis en el programa ImagedJ, en este se midi6 la coloracion en la
escala de grises del mesoscuto de cada espécimen. Para este procedimiento, las
fotos fueron transformadas en archivos de 8 bits, de forma que cada pixel tendria
un valor atribuido, variando de 0 (totalmente negro) a 255 (totalmente blanco).
La mediana de los valores de los pixeles en el mesoscuto, fue considerada como
medida de color del individuo. Este método fue adaptado del presentado por Zeuss
et al. (2014). Luego de la construccion del banco de datos, las medidas extremas
de cada variable, i.e outliers fueron removidas y se realizaron tests de normalidad
(Shapiro-Wilk) para cada una de las variables continuas. Se realizé entonces en
analisis de covarianza (ANCOVA) procedimiento utilizado para testar el efecto de
un factor categorico (en el caso, el local, interior o borde de bosque) en la variable
dependiente (en el caso, la coloracion de los individuos) en tanto controla el
efecto de un cofactor continuo (en el caso, el tamafio de los individuos). Todos los
procedimientos fueron realizados en el programa R (R Core Team, 2016).

4 | RESULTADOS

Fueron analizados el color y el tamano del cuerpo de 195 individuos de abejas
y avispas colectados en borde (N=148) e interior de bosque (N=47). El analisis de
covarianza revel6 un efecto significativo del local (interior o borde de bosque) en la
coloracion de los individuos, de forma que los organismos presentan colores mas
oscuros, i.e. de menor reflectancia, en el interior del bosque (F1,191= 41,713; p=
8,54E-10). El analisis revel6 ademas que hay una interaccion significativa entre local
y tamano de los individuos con relacion a la variacién en el color (F1,191= 7,911;
p= 0,005). Es posible percibir entonces que la manera como el color responde a la
variacion en el tamafio de los individuos es diferente en el borde y en el interior del
bosque. Las regresiones lineares mostraron que solo hay efecto significativo del
tamano del cuerpo en la coloracion en el interior del bosque (t= 2,118; p= 0,039;
como muestra la Figura 1) donde organismos mayores tienden a ser mas oscuros.
En el borde del bosque por otro lado, no hay efecto significativo del tamafo en el
color de los individuos (t= 1,231; p= 0,232; como muestra la Figura 1).
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Figura 1. Distribucion de los individuos colectados en el borde e interior de bosque (variable
categorica), de acuerdo a su coloracién (variable dependiente; eje vertical) y su tamafio
(cofactor continuo; eje horizontal)

51 DISCUSION

Teniendo en cuenta la hipbtesis del melanismo térmico ( Watt, 1968;
Clusella-Trullas et al. 2008). La mayoria de los insectos necesitan alcanzar
temperaturas corporales por encima de la temperatura ambiente para volar,
forrajear o apareamiento. Sin embargo, ser oscuro es solo ventajoso en climas
frios, o0 ambientes frios, como el caso del interior del bosque. Asimismo, en areas
con altas temperaturas e insolacion, los insectos necesitan protegerse contra el
sobrecalentamiento, tal vez eligiendo horarios con menor radiacién solar (ajuste
comportamental). A altas temperaturas, las especies ectotérmicas con coloracion
ligera pueden ser activas durante un periodo mas largo que las especies con
coloracion oscura, y pueden ser capaces de utilizar un rango térmico mas amplio
de habitats. (Zeuss, 2013) reflectancia (baja: vantajosa para regiones frias, alta:
vantajosa en ambientes calientes) (e.j. Kingsolver 1987; Gibert et al. 1998; Ellers &
Boggs 2004). Se necesita estudiar la posibilidad de cambios en la variacion de la
composicion de abejas y avispas en ambientes fragmentados de areas reducidas
y las nuevas dinamicas ecoldgicas aparejadas (Ewers & Didham, 2006), asi como
la influencia en el fithess de los organismos (Hochachka & Somero, 2002; Clusella-
Trullas et al., 2008; Harris et al., 2013).

6 | CONCLUSION

Los resultados encontrados brindan soporte a la hipbtesis planteada, una
vez que las predicciones fueron confirmadas. Las abejas y avispas tienden a tener
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colores mas oscuros en el interior del bosque que en el borde, y la relacion entre el
tamano del cuerpo y el color es distinta en los dos ambientes, de manera que solo
hay una tendencia a la covariacion en estas dos variables en el interior del bosque,

donde individuos mayores tienden a ser mas oscuros.
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RESUMO: Corantes tém sido constantemente
detectados nos recursos hidricos em virtude
de sua ampla utilizacdo em diversos ramos
industriais como industria de alimentos,
téxtil e farmacéutica, que acabam gerando
uma grande quantidade de efluentes que
dificilmente sdo tratados de modo eficaz pelos
métodos convencionais de tratamento de
agua. Métodos avangados como a biossorgcao
se tornam uma O6tima opcdo para remogao
destes micropoluentes da agua em virtude
de seu excelente desempenho, baixo custo e
possibilidade de utilizagcéo de diversos tipos de
materiais como biossorvente. Desta forma, o

presente estudo teve como objetivo avaliar o
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efeito do pH e da temperatura no processo de biossorcao de Laranja Safranina a partir
da utilizagdo do endocarpo do fruto de Aiphanes aculeata. Os resultados mostraram
que o maior percentual de remocéo (90%) foi em pH 10 e na temperatura de 55°C.
Estes estudos contribuem para otimizagao do processo de biossorcdo de Laranja
Safranina pelo endocarpo do fruto de Aiphanes aculeata.

PALAVRAS-CHAVE: Biossorvente. Corantes. Contaminantes. Tratamento de agua.
Efluentes.

EFFECT OF PH AND TEMPERATURE ON SAFRANINA ORANGE BIOSORPTION
BY AIPHANES ACULEATA

ABSTRACT: Dyes have been constantly detected in water resources because
of their widespread use in various industrial branches such as the food, textile and
pharmaceutical industries, which end up generating a large amount of effluents that are
hardly effectively treated by conventional water treatment methods. Advanced methods
such as biosorption become a great option for removing these micro pollutants from
water due to their excellent performance, low cost and the possibility of using various
types of materials as biosorbent. Thus, the present study aimed to evaluate the effect
of pH and temperature on the biosorption process of Orange Safranina from the use
of Aiphanes aculeata fruit endocarp. The results showed that the highest removal
percentage (90%) was at pH 10 and 55 ° C. These studies contribute to the optimization
of the biosorption process of Orange Safranina by Aiphanes aculeata fruit endocarp.
KEYWORDS: Biosorbent. Dyes. Contaminants. Water treatment. Effluents.

11 INTRODUCAO

Variados tipos de industria (téxtil, papel, grafica, farmacéutica, alimenticia,
etc.) usam corantes durante a producao de seus produtos. Em relacdo ao aspecto
ambiental, um dos principais problemas encontrados no tratamento de efluentes é a
remocédo dacordaagua (FAYAZl etal., 2015) Adescarga de aguas residuais contendo
corantes apresenta um grave problema de poluicdo, uma vez que o0s corantes dao
cor indesejavel a agua e reduzem a penetracéo da luz solar, ocorrendo assim, uma
interferéncia no crescimento de bactérias a um nivel insuficiente para degradacao
biol6gica de impurezas, além disso a presenca do corante dificulta a realizacao da
fotossintese, causando sérios danos a fauna e flora destes locais (DALLAGO et al.,
2005). Em humanos, o contato com aguas residuais contendo corantes pode causar
sérios problemas de saude, como dermatite alérgica, mutacao e cancer além disso,
podem levar a disfung¢ado dos rins, figado e cérebro (PEIXOTO et al., 2013).

Os corantes geralmente tém estrutura aromatica complexa e, portanto, a
maioria deles é altamente resistente a quebra por tratamentos quimicos, fisicos
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e biologicos. O Laranja Safranina (cloreto de 3,7-dimetil-10-fenilfenazina-10-io-
2,8-diamina) € um corante organico soluvel em agua, amplamente utilizado nas
industrias téxteis (GUPTA et al.,, 2007). No entanto, o Laranja Safranina pode
causar queimaduras nos olhos podendo ser responsavel por lesbes permanentes
na cornea, além de causar irritacdo na pele e danos ao trato respiratorio (MOSTAFA
et al., 2019).

Muitos métodos tém sido propostos para o tratamento de efluentes contendo
corantes, tais como: floculagdo, coagulagcao, precipitacdo, adsorcao, biossorcéo,
filtracdo por membranas, técnicas eletroquimicas, ozonizacdo e descoloracao
fungica (VADIVELAN; KUMAR, 2005). Entre eles a biossor¢cdo se apresenta
como uma alternativa interessante economicamente em substituicdo a adsorcao
convencional, propondo a utilizacdo de produtos residuais; devido seu baixo custo,
alta seletividade e eficiéncia. Varios trabalhos vém sendo realizados utilizando
materiais usualmente descartados com o intuito de avaliar o potencial biossorvente,
destacando-se: o mesocarpo de coco, o bagaco de cana-de-acucar, a casca de
arroz, as cascas de semente de Moringa, as macroéfitas aquaticas e a serragem de
madeira (ARAUJO et al., 2018; OFOMAJA, 2008).

Visto a importancia da pesquisa sobre novos biossorventes para remocéo de
corantes sintéticos do meio aquoso, o presente estudo teve como objetivo avaliar
o efeito do pH e da temperatura no processo de biossor¢céo de Laranja Safranina a
partir da utilizacdo do endocarpo do fruto da palmeira Aiphanes aculeata, pertencente
a familia Arecaceae.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Preparacao do Biossorvente

Os endocarpos usados como biossorvente (Figura 1) foram coletados na
Universidade Estadual de Maringa, Maringa/PR. Depois de colhidos, eles foram
triturados em um triturador industrial (Tecnal) e peneirados. Em seguida foram
lavados com agua quente em agitador magnético MS-H-Pro-Plus (Scilogex) e o
material obtido foi seco por 24h em estufa a 100 °C.
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Figura 1: Endocarpos de Aiphanes aculeata.

2.2 Preparacao da solucao de Laranja Safranina

O corante usado no estudo foi obtido da empresa INLAB (Diadema/SP). Cerca
de 1 g do p6 de Laranja Safranina foi dissolvido em 5 L de agua destilada e a
concentracado foi quantificada em um espectrofotémetro UV-VIS (HACH DR 2800)
em comprimento de onda de 520 nm, segundo curva de calibracao. Adicionou-se
agua destilada a solugao mae até que esta atingisse a concentracgao inicial desejada
de 50 mg L.

2.3 Ensaios de biossorcao

Pesou-se 0,05 g de biossorvente em um pote de adsor¢céo contendo 25 ml de
solucéo do corante Laranja Safranina (LS) com concentragao inicial de 50 mg L.
A concentracéao final foi lida em espectrofotdbmetro e a porcentagem de remocéao
foi determinada. Os testes foram feitos em Shaker Tecnal modelo TE-4200 com
agitacdo de 150 rpm por 24 horas. Variou-se a temperatura, sendo elas 25, 35, 45
e 55°C e os valores de pH: 4, 7 e 10.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 2, observa-se a influéncia do pH na remocao do corante Laranja
Safranina.
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Figura 2: Influéncia do pH na remocéo de Laranja Safranina.

Analisando os dados do ensaio de efeito de pH, pode-se verificar maior
remocéo de corante em pH 10, cerca de 68%, seguido por 61% de remoc&do no

pH 7 e 59% no pH 4, indicando que a afinidade do corante LS pelo biossorvente
aumenta em pH mais basico.

A figura 3 mostra o efeito da temperatura na remogao de LS da agua.

Efeito da temperatura
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Figura 3: Efeito da temperatura na remocao de Laranja Safranina.

Os dados do efeito de temperatura mostram que quanto maior a temperatura,
maior a remo¢éo de LS. Na temperatura de 25°C, a remocao foi de 64%, seguido

por 82% em 35°C e 84% em 45°C chegando a 90% em 55°C, o que pode indicar um
comportamento endotérmico.
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41 CONCLUSAO

Concluimos neste trabalho que o melhor pH para remoc¢ao do corante Laranja
Safranina do meio aquoso foiem pH 10 e que o processo de biossor¢ao apresenta um
comportamento endotérmico, ou seja, com o aumento da temperatura a capacidade
de remocao do contaminante também aumenta. Estes estudos contribuem para
otimizacao do processo de biossor¢cao de Laranja Safranina da agua pelo endocarpo

do fruto da palmeira Aiphanes aculeata.
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RESUMO: A pesca de camardes de agua doce
€ uma atividade de grande valor principalmente
na regido norte do Brasil, porém a criacéo
de camardes de agua doce (carcinicultura) é
atualmente uma atividade de pouca expressao
econbmica em nosso pais necessitando
mais estudos para seu desenvolvimento,
principalmente em relagdo as

Estudos anteriores demonstraram

espécies
nativas.
que Macrobrachium amazonicum e a espécie
brasileira com maior potencial para producéo
em cativeiro. Além disso, a producdo de
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BIOMEMBRANA

camarbes gera uma grande quantidade de
residuos, portanto técnicas para aproveitamento
da carcagca do animal para extracdo de
subprodutos de alto valor comercial também
sdo muito importantes. Assim, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar o crescimento de
M. amazonicum em sistema de recirculagéo
submetidos a diferentes temperaturas e
confeccionar biomembrana a partir de produtos
extraidos do cefalotorax desta espécie. Foram
montados dois sistemas ( Sistema 1 com 30 °C
e Sistema 2 com 20 °C) com 3 tanques em cada
sistema onde foram inseridos 15 camardes
juvenis previamente pesados em cada tanque
A alimentacdo, sifongem e afericdo da
temperatura foram realizadas trés vezes ao dia
durante todo o experimento bem como afericao
de outros parametros fisicos e quimicos . A
extracdo e confeccdo da biomembrana foram
realizadas seguindo metodologia especifica.
Existe uma relacao positiva entre o aumento da
temperatura e 0 peso dos camaroes e é possivel
reutilizar partes que sé@o descartadas para
confeccionar biomembrana a partir da extracao
da quitosana do cefalotérax dos camaroes.
PALAVRAS-CHAVE:

Macrobrachium amazonicum, Sistema de

Carcinicultura,

Recirculacgéo.
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EFFECT OF TEMPERATURE ON THE PERFORMANCE OF Macrobrachium
amazonicum IN RECIRCULATION SYSTEM AND EXTRACTION OF CHITOSAN
FROM CEPHALOTHORAX FOR THE PRODUCTION OF BIOMEMBRANE

ABSTRACT: The fishing of freshwater shrimp is a notable activity, especially in the
north region of Brazil. However, the freshwater shrimp farming is, currently, an activity
of low economical importance in our country. Therefore, it demands more studies for
its development, specially about the native species. Previous studies showed that
Macrobrachium amazonicum is the Brazilian species with the biggest potential for
captive breeding. Besides, the shrimp breeding generates a big quantity of residues,
so it is important to present techniques for reusing the shrimp’s carcass in order to
obtain subproducts of high commercial value. Thus, this work aims to assess the
growing M. amazonicum in recirculation systems which were submitted to different
temperatures, as well as to obtain biomembrane from the products extracted from this
species’ cephalothorax. Two systems (System 1 at 30 °C and System 2 at 20 °C) were
assembled. Each of them had 3 tanks, where 15 previously weighed young shrimps,
were inserted in. The feeding, siphoning and temperature measurement were carried
out three times a day during all the experiment, as well as the measurement of other
physical and chemical parameters. The extraction and obtainment of the biomembrane
was carried out according to specific methodologies. There was a positive relation
between the temperature increase and the shrimp’s weight and it was also possible to
reuse discarded parts to obtain biomembrane from the shrimp’s cephalothorax chitosan.
KEYWORDS: Shrimp Farming, Macrobrachium amazonicum, Recirculation System.

11 INTRODUCAO

Mundialmente existe um consumo em larga escala do camardo de agua
doce através da carcinicultura. Os dados mais recentes da FAO (2016) apontam
para uma producdo de aproximadamente 500 mil toneladas de camardes de agua
doce provenientes da produg¢do em cativeiro agregando um valor de cerca de U$
2,6 bilhdes. Outro fator que merece destaque é o crescimento da importancia da
producédo de Macrobrachium nipponense uma espécie nativa da China, criada
exclusiva naquele pais, que atingiu uma producéo de 257. 641 toneladas em 2014 e
que desde 2010 tem superado a produ¢cédo mundial de Macrobrachium rosenbergii,
originalmente a principal espécie produzida em todo o mundo.

No Brasil a espécie exética M. rosenbergii é a Unica produzida comercialmente
em cativeiro, entretanto, apesar de haver sido registrado sucesso no inicio desta
atividade com produc¢des proximas a 1000 toneladas por ano no inicio da década de
90 (VALENTI, 1993) a atividade entrou em declinio e atualmente a produg¢éo é muito
reduzida registrando valores proximos a apenas 100 toneladas por ano desde 2008
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(FAO 2016). Por outro lado, as espécies nativas Macrobrachium amazonicum (Heller
1862), Macrobrachium acanthurus (Weigmann 1836) e Macrobrachium carcinus
(Linnaeus 1758) sao exploradas por meio da pesca principalmente nas regides Norte
e Nordeste do Brasil (VALENTI, 2007; MACIEL e VALENTI, 2009) e representam
uma importante fonte de renda para centenas de familias de pescadores artesanais
destas regides. Estimativas ndo publicadas apontam uma produg¢éo que pode atingir
de 20.000 a 40.000 toneladas por ano, através da pesca destas espécies apenas na
regiao Norte (Eduardo Ballester — comunicacéo pessoal).

Entre as espécies nativas brasileiras M. amazonicum € a que apresenta
maior potencial para produgao em cativeiro (MORAES-VALENTI e VALENTI 2010,
MARQUES e MORAES-VALENTI 2012). Este camarao pode atingir 16 cm e 30 g
(MORAES-VALENTI & VALENTI, 2010). Sua carne apresenta textura mais firme e
sabor mais acentuado em relagdo a carne de M. rosenbergii, sendo mais bem aceita
nos mercados consumidores e sendo amplamente consumido pelas populagdes de
baixa, média e alta renda na regiao amazd6nica (MORAES-RIODADES & VALENTI,
2001) e nordeste do Brasil (NEW et al., 2000).

Em nosso pais existem diversas espécies nativas de camardes de agua doce
com potencial para criagdo comercial. A principal € o M. amazonicum (camarao da
Amazodnia) que se encontra melhor adaptada para esta atividade, superando outras
espécies em virtude de caracteristicas como: crescimento rapido, habito alimentar,
alta fertilidade e fecundidade, além de boa aceitacdo no mercado.

A espécie M. amazonicum que € conhecido como camardo-da-amazoénia,
destaca-se, pois a espécie nativa com maior ocorréncia nas aguas interiores desta
regiao (Odinetz-Collart, 1993). Apesar de ser uma espécie endémica da regiao
Amazoénica ( Odinetz — Collart, 1991), também é encontrada nas bacias dos rios
Parana e Sao Francisco. Apresenta ampla plasticidade ecolégica e morfolégica que
facilita sua criacao em sistema de recirculagéo.

Em nossa cidade, através do Laboratorio de Carcinicultura da Universidade
Federal do Parana — Setor Palotina, muitas pesquisas vem sendo realizadas,
inclusive o cultivo desta espécie por produtores da cidade e regido. Como é uma
pratica recente em nosso municipio e com objetivo de introduzir o método cientifico
para os alunos do ensino fundamental Il e instigar o espirito cientifico desses jovens
alunos buscou-se trabalhar com a fase juvenil da espécie M. amazonicum. Uma
espécie facil de cultivar que responde rapidamente as alteracdes fisicas e quimicas
Dentre essas variaveis, a temperatura € uma das principais e, estudos anteriores
demonstram que o desempenho dos camardes pode ser afetado diretamente por
esta variavel (HENNIG e ANDREATTA, 1998).

Os juvenis desta espécie foram cedidos gentiimente pelo laboratério de
carcinicultura da Universidade Federal do Parana — Setor Palotina. Este projeto
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foi desenvolvido nas dependéncias do Colégio Gabriela Mistral no municipio de
Palotina — Pr, durante um periodo de dois meses. A realizacdo do experimento no
proprio colégio serviu para facilitar a participacdo dos alunos nas atividades de
alimentacéo dos camardes, sifonagem dos tanques e monitoramento das variaveis
de qualidade da agua.

2| OBJETIVOS DA PESQUISA

+ Avaliar a influéncia da temperatura sobre o desempenho zootécnico de M.
amazonicum produzido em sistema de recirculacao.

+ Realizar a extracédo da quitosana a partir do cefalotérax do M. amazonicum
e confeccionar biomembrana como subproduto.

31 QUESTAO PROBLEMA

« Atemperatura € mesmo um fator que influencia no desempenho zootécnico
desta espécie?

« Se as partes descartadas do camardo sao jogadas nos lixées, por que nao
utiliza-las para desenvolver subprodutos?

4 | HIPOTESES DA PESQUISA

+ Existe uma relagao positiva entre o aumento da temperatura e o desempe-
nho zootécnico do M. amazonicum;

« Atemperatura influencia no consumo de racéo da espécie estudada;

E possivel confeccionar biomembranas extraindo a quitosana do cefalotérax
de M. amazonicum.

51 DESCRICAO DE MATERIAIS E METODOS

+ Tipo de pesquisa

A pesquisa utilizada neste trabalho foi quali-quantitativa de natureza aplicavel
com comparacao de temperatura entre os tratamentos. Paralelo a isso, foi realizado
em levantamento bibliografico em periddicos e artigos para levantamento de
informacdes cientificas.

Descricao

A montagem do experimento iniciou no més de Maio no Colégio Gabriela

Mistral. Utilizaram-se quatro palhetes como base para que houvesse uma diferenca

no nivel de altura, fazendo com que a agua caisse nos tanques para os filtros por
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meio da pressao atmosférica (IMAGEM 1). Os palhetes foram agrupados de dois
em dois e em cada agrupamento foram posicionadas trés caixas d’agua de 100
litros para que servissem de abrigo aos camardes. No chao foram colocadas duas
caixas para que servisse de filtro, uma para cada sistema. Posicionaram-se tubos
e conexdes de modo com que a agua dos tanques que abrigavam os crustaceos
fosse até o filtro para que fosse filtrada e a agua ja filtrada voltasse para os tanques.

Imagem 1 — Sistemas montados sob os Imagem 2 — Filtros biol6gicos.
palletes. Fonte:Os autores, 2016.
Fonte:Os autores, 2016.

Nos filtros (IMAGEM 2) colocou-se pedras britas para que houvesse uma
filtragem biolégica e mantivesse as bactérias degradadoras de amoénia, visto que
esta substancia é toxica. Utilizaram-se aquecedores regulados de maneira diferente
para atingir a temperatura desejada. Para que a 4gua limpa subisse utilizou-se uma
bomba submersa de 1200 L/h inserida no filtro.

Montou-se a caixa de reposicéo de agua (IMAGEM 3) em uma caixa d’agua de
100 litros que servia para retirar o cloro da agua. Nela havia uma boia que impedia
a agua de transbordar, um compressor para fazer borbulhas de ar com objetivo de
evaporar parte do cloro presente na agua. A agua presente nesta caixa servia de
reposicdo e a cada sifonagem era necessario repor. Vale ressaltar que esta
agua deveria estar sem cloro, pois este inibe a respiracdo dos camaroes.
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Imagem 3 — Caixa de reposicao de agua

Fonte: Os autores, 2016.

Como o objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia da temperatura no
desempenho zootécnico da espécie, montou-se dois sistemas que tiveram suas
temperaturas ajustadas nas seguintes temperaturas com o auxilio de aquecedores:
Sistema 1 (28 a30°C) eosistema2 (20°C a22°C). Os sistemas ficaram funcionando
por 1 semana antes de colocarmos os crustaceos. Os camardes juvenis foram
inseridos no experimento no dia 27 de Junho de 2016 cedidos gentilmente pelo
Laboratério de Carcinicultura da UFPR — Setor Palotina dentro de sacos de
transporte (IMAGEM 4).

Imagem 4 — Camardes dentro de sacos de transporte chegando ao experimento. Fonte: Os
autores, 2016.

Ao chegarem foram aclimatados dentro dos tanques por 10 minutos para que
a temperatura ficasse igual e ndo houvesse um choque térmico (IMAGEM 5). Na
sequencia, abriu-se o saco de transporte e colocou-se uma pequena quantidade
de agua dentro dos sacos para que o pH ficasse idéntico para evitar o 6bito
desses organismos. Foram inse -ridos 15 juvenis de camardo em cada tanque

(devido a densidade), totalizando 90 camardes juvenis no experimento.

Imagem 5 — Aclimatacdo dos camardes.

Fonte: Os autores, 2016.
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Através de uma biometria inicial ( IMAGEM 6), verificou-se o peso e o
comprimento inicial dos juvenis para poder comparar os sobreviventes no final do
experimento. Para isso, utilizou-se a balanca analitica de precisdo e paquimetro.
Estes dados foram langcados em tabelas para comparag¢ao da biometria final através
do Teste T.

Imagem 6- Biometria inicial dos juvenis do M. amazonicum.

Fonte: Os autores, 2016.

Depois da biometriainicial foi calculada a média do consumo diario de ragao dos
animais (0,2 g de racdo por tanque). Através de observacao, verificando se sobrava
ou faltava racdo em cada momento da alimentacdo, pesava-se semanalmente em
balanca analitica de precisao a ragao para os sistemas.

Todos os dias durante esses dois meses de experimento a temperatura foi
aferida com termémetro digital, os camardes foram alimentados e os tanques foram
sifonados as 10h00min, 15h00min e 18h00min. Estes dados foram registrados no
diario de bordo para posterior analise. Alguns parametros limnologicos de agua
foram aferidos no comeco e no término do experimento para controle como pH,
porcentagem de oxigénio dissolvido na agua e a condutividade, além da temperatura
qgue era conferida todos os dias.

+ Passos para extrac&o da quitosana

Como se trabalhou com a espécie M. amazonicum durante 60 dias, estes ainda
eram muito pequenos para realizar a extracdo da quitosana a partir do cefalotorax,
entdo se utilizou o cefalotérax da espécie M. rosembergii cedido gentilmente pelo
laboratério de catalise da UFPR — Campus Palotina. No primeiro momento, realizou-
se a limpeza das carcacas, retirando as visceras presentes com auxilio de luvas e
pincas. Em seguida, as carcacas limpas foram torradas no forno em temperatura de
180° C e trituradas com liquidificador.
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Imagem 8 — Passo a passo da limpeza da carapacga até a confec¢ao da biomembrana.

Fonte: Os autores, 2016.

Realizada esta primeira etapa, partiu-se para a etapa seguinte que foi realizada
no laboratério de catalise da UFPR — Setor Palotina, pois no Colégio onde foi
realizado o experimento ndo tem capela e reagentes quimicos necessarios para
realizar o processo de desmineralizacéo, desproteinacdo e desacetilagao.

Apds passar pelos processos citados, pesou-se 2 gramas de quitosana em
balanca analitica de preciséo e dilui-se em 150 mL de acido acético 15% na capela
e deixou-se dissolver em banho maria. Em seguida, verteu-se em placas de Petri e
se levou na estufa para secar por 24 horas (IMAGEM 9).

Imagem 9 - Biometria inicial do peso e comprimento corporal dos juvenis antes do experimento.
Fonte: Os autores, 2016.

Os dados da temperatura dos dois sistemas, sobrevivéncia e consumo diario
foram anotados e dispostos em planilha no Excel para posterior teste T — Student
para comparacao de médias entre os dois sistemas.

Imagem 11 — Biometria final do peso e comprimento corporal dos camardes no final do
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experimento.

Fonte: Os autores. 2016.

6 | RESULTADOS E DISCUSSAO

Apés sessenta dias de experimento verificou-se que o tamanho e o peso dos
camarodes visualmente eram maiores quando comparados ao inicio do experimento
em ambos os sistemas.

Observando as imagens acima se verifica a diferenca quando se compara
os crustaceos do inicio e final do experimento. Com relacédo a sobrevivéncia dos
individuos nos sistemas, levando-se em consideracdo que foram inseridos 15
individuos por tanque em cada um dos sistemas totalizando 90 camardes, verificou-
se que no sistema 1 sobreviveram 39 camardes no total e no sistema 2 sobreviveram
32 camaroes.

Com relacdo aos dados da média de comprimento, peso, ganho de peso,
sobrevivéncia e temperatura, estes foram registrados em tabela e realizado um

teste t para comparacéo de médias. As médias estdo dispostas na tabela 1.

DESEMPENHO ZOOTECNICO / TEMPERATURA
TRATAMENTO

Comprimento(an) Peso (g) Ganho Sobrevivénda Temperatura

de Peso (g) (%) (°C)
51R1 6,3240,52 2,0340,55 1,43 86
51R2 5,9540,89 1,8540,67 1,25 86
51R3 6,77+0,63 2,47+0,64 1,87 76
MFS1 6,2710,76 2,0510,64*  1,45+0,32* 82,613* 28,8£2,29
52R1 4,71+0,47 0,83+0,23 0,23 67
$2R2 5,26+0,49 1,00+0,27 0,49 67
SER3 4,93:0,71 0,960,33 0,36 67
MFS2 4,9740,59 0,9610,29  (0,3640,13 67 23,4+1,88

Tabela 1 — Médias das variaveis analisadas a partir da analise de comparagéo de médias.

Sistema 1 ( Com aquecimento)
Sistema 2 ( Sem agquecimento)

*p<0,005 Diferenca significativa

Observa-se que a média final do sistema 1 (MFF1) para o comprimento e peso
foram maiores do que a média final do sistema 2 (MFF2). Pode-se afirmar que a

temperatura tem influéncia no desempenho zootécnico desta espécie, pois com o
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aumento no metabolismo os crustaceos comeram mais, logo ganharam mais peso
e ficaram maiores, como mostra a media de ganho de peso na tabela 1. Sampaio
et al (2009) afirmam que esta espécie é encontrada em aguas com temperatura
variando de 27,5 a 31 °C, e se a temperatura ficar muito abaixo desses valores
pode influenciar em seu desempenho zootécnico.

A média de sobrevivéncia do sistema 1 foi maior que a média de sobrevivéncia
do sistema 2 e acredita-se que a temperatura também tenha sido o fator determinante
desta diferenca.

Quanto ao consumo de racgao, inicialmente todos os juvenis foram alimentados
com 0,2 g em todos os tanques independentes do horério e do sistema e terminaram
0 experimento comendo no sistema 1 (1,0 g) diario de racéo nos trés tanques e no
sistema 2 ( 0,6 g) diario de ragcao nos trés tanques. Isso corrobora com o que dizem
Araujo e Valenti (2005, pg 69) “constatou-se que a frequencia diaria de oferecimento
de alimento afetou 0 ganho de peso e sobrevivéncia nessa espécie, mesmo nos
tratamentos com os menores oferecimentos de alimento”.

Durante o experimento verificou-se que as fémeas do sistema 1 ficaram ovadas
e todos os camardes deste sistema sofreram a ecdise evidenciando a importancia da
temperatura no desempenho zootécnico desta espécie, como afirmam os autores
SAMPAIO et al (2007).

Com relacdo a producdo da biomembrana, verificou-se que é possivel sim
realizar esses passos para a confeccao da mesma. Como isso envolve técnicas que
precisam de aparelhagem e reagentes especificos, o proximo passo deste trabalho
sera aperfeicoar a técnica para realizar a extracdo da quitosana no laboratério
do colégio que estudamos. Para isto, testaremos outras concentracdes de acido
acético que podem ter o mesmo efeito e outros acidos que podem suprir a funcéo
do acido acético 15%.

Pensa-se ainda em realizar uma biomembrana que possa ser utilizada no lugar
do plastico filme para embalar frutas, comidas, utensilios, entre outras coisas. Para
isso, novos testes seréo realizados até chegarmos a membrana ideal. Para isso,
se fard uma visita aos carcinicultores da cidade com objetivo de orienta-los tanto
para o consumo proprio quanto para a venda que congelem as carcagas para que
possamos dar seguimento ao experimento.

7 1 CONCLUSOES

As diferentes temperaturas influenciaram no desenvolvimento zootécnico da
espécie M. amazonicum e é possivel extrair a quitosana a partir da carcaca desses
crustaceos para produgao de biomembrana. Portanto, pode-se aceitar as hipoteses
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construidas antes da realizacéo do experimento.

A realizagcao deste experimento com alunos do 8° ano do Ensino Fundamental
pode demonstrar o que € e como aplicar o método cientifico. Ensinou como comparar
tratamentos, o que é e como realizar um teste estatistico simples para comparacéao
de médias ( Teste T). Ensinou também como realizar um resumo para submeter em
feiras cientificas e como realizar a explanacgao do trabalho frente aos espectadores,
seja leigos ou profissionais especificos da area.

Mostra que a unido entre profissionais da universidade + alunos de colégio +
pais + professores orientadores: aprendizado
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RESUMO: Este trabalho foi desenvolvido no
Centro Federal de Educacao Tecnoldgica de
Minas Gerais e teve como objetivo avaliar
o aproveitamento da farinha de Leucaena
leucocephala(FLL) na producéo de biscoitos tipo
cookies. A L.leucocephala € uma leguminosa
arbustiva que apresenta grande potencial de

As Ciéncias Biologicas e a Constru¢cdo de Novos Paradigmas de Conhecimento 2

(FABACEAE)

uso como planta forrageira na alimentacéo
animal. O seu uso na alimentagdo humana é
pouco conhecido e restrito ao consumo das
sementes verdes. Foram produzidos biscoitos
com a substituicdo parcial da farinha de trigo
por FLL na proporcéo de 15% e 5%, e biscoitos
padrédo apenas com farinha de trigo. Antes
da elaboragdo dos biscoitos foram realizados
ensaios para averiguar a interferéncia da
fitotoxina mimosina, presente na semente de
L. leucocephala, nas mitoses da raiz de cebola
(Allium cepa). Os ensaios foram realizados
em triplicata com 3 tratamentos. Tratamento I:
cebola e agua (controle); tratamento II: cebola
e agua mais FLL da semente crua; tratamento
[ll: cebola e 4gua mais FLL da semente cozida
e seca em estufa. Pelos resultados viu-se que
a desnaturacado do aminoacido mimosina pelo
calor e a sua consequente inativacdo pode ser
realizada permitindo que a semente cozida
(tratamento 1ll) seja utilizada na elaboragcéao da
FLL para fins comestiveis. O teste de aceitacéo
inicial do cookie foi realizado apenas entre
os integrantes da pesquisa e mostrou haver
diferenca quanto ao sabor entre as diferentes
formulacbes e o padrdo (usando a mesma
receita), indicando que o biscoito elaborado
com a FLL é mais saboroso. A farinha eleva o
valor nutricional do produto sem alterar suas
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propriedades fisicas e caracteristicas sensoriais, a utilizacdo da farinha pode ser
recomendada no preparo de alimentos alternativos enriquecidos, em relacédo aos
alimentos tradicionais, desde que feito o devido tratamento com as sementes e testes
sejam realizados conforme os padrdes exigidos para alimentagcdo humana.
PALAVRAS-CHAVE: Farinha de Leucaena ;leguminosa; mimosina

ABSTRACT: This work was developed at the Federal Center of Technological Education
of Minas Gerais and aimed to evaluate the utilization of Leucena leucocephala flour
(FLL) in the production of biscuits. L.leucocephala is a shrub legume that has great
potential for use as a feed plant. Its use in human food is little known and restricts
the consumption of green seeds. Cookies with partial substitution of wheat flour by
FLL in the proportion of 15% and 5%, and standard cookies with flour only. Prior to
the preparation of the biscuits, tests were carried out to verify the interference of the
phytotoxin mimosina, present in the L. leucocephala seed, in the onion root mitosis
(Allium cepa). Assays were performed in triplicate with 3 treatments. Treatment I: onion
and water (control); treatment Il: onion and water plus FLL of raw seed; treatment Ill:
onion and water plus FLL from cooked and oven-dried seed. The results show that
heat denaturation of amino acid mimosine and its inactivation can be performed by
allowing cooked seed (treatment Ill) to be used in the creation of FLL for edible fins.
The initial cookie acceptance test was performed only among the survey members
and showed a difference in taste between the different formulations and the standard
(using the same recipe), records the cookie made with the FLL is tastier. Flour elevates
the nutritional value of the product without altering the effects and sensory capabilities.
Flour utilization may be recommended for the preparation of improved alternative foods
over traditional foods, provided it is made or used with seeds and testing executed to
the standards required for human consumption.

KEYWORDS: Leucaena flour, legumes; mimosine

11 INTRODUCAO

A Leucaena leucocephala (Figura 1) € uma planta arbbérea da familia
Leguminosae, subfamilia Mimosoideae, proveniente da América Central, porém
numerosamente encontrada em regides tropicais (TOKARNIA et al., 2000). Mesmo
sendo altamente tolerante a seca, tende a preferir solos bem drenados e com
pouca acidez. Seus tipos podem ser classificados de acordo com a velocidade de
crescimento e habito de ramificacéo.
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Figura 1 — vagens (A) e sementes (B) de Leucaena leucochephala

Fonte: dados da pesquisa

Nos ultimos anos, a industria alimenticia vem utilizando fontes alternativas
de vegetais com o objetivo de criar produtos mais saudaveis e ricos em fibras.
Por isso, sementes de varias espécies se tornaram recursos alternativos para a
alimentacdo humana, mostrando-se excelentes fontes naturais de fibras alimentares
(AMBROSIO, 2006). Mas, mao é facil dispor de uma fonte alimentar de boa
qualidade, com baixo custo e que possa ser ofertada com regularidade, de modo a
suprir as necessidades da populacéo em geral. Por isso, faz-se necessario a busca
de alternativas que apresentem viabilidade e seguranca.

A Leucaena possui grande valor proteico e, por conseguinte, é bastante
utilizada nas dietas de ruminantes em geral. No entanto, néo foi encontrado nenhum
trabalho cientifico em que a destinagcédo da planta fosse para o consumo humano,
embora haja referéncia em sites da utilizacdo das sementes verdes na dieta do
povo mexicano. O vegetal contém em questdo apresenta uma fitotoxina chamada
mimosina, cuja natureza quimica € um aminoacido e deve ser inativado para que
a semente (Figural) possa ser utilizada na alimentacédo. Segundo (NETO, 2010) a
L.leucocephala possui em seus tecidos (folhas e sementes) um aminoacido néo-
protéico, o acido B-[N-(3-hidroxi-4-oxopiridil)]-a-aminopropiénico que apresenta
acao farmacologica antimitotica e antimicrobiana, além de proteger a planta da
radiacéo UV

Pressupondo-se o valor nutricional e a abundancia dessa planta nas
cidades brasileiras, a pesquisa proposta busca contribuir para que a populacéao
tenha disponivel uma fonte de proteina de baixo custo. Portanto, considera-se
fundamental que a investigacdo do melhor modo de adequacéo da referida planta
a dieta comum da populagcéo, possa ser incentivada e estudos como este, focado
no desenvolvimento de novos produtos, sejam muito importantes para indicar
alternativas sustentaveis para a resolucédo de problemas relacionados a questdes
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nutricionais da populacéo. Uma alternativa para o aproveitamento do valor nutricional
Leucaena leucocephala é a transformacao de suas sementes maduras em farinha,
pois possui uma variedade de componentes, tais como fibras, vitaminas, minerais
e proteinas. Um método cabivel que nos possibilita usufruir desta planta triturando
sua semente (p6s-inativada) para preparacao de alimentos.

Diante do exposto, esta pesquisa busca responder a seguinte indagacao: O
processo de coccdo e secagem das sementes de Leucaena leucochephala é apto
para inativar a mimosina e com isso possibilitar que as sementes sejam usadas
como aditivo nutricional na alimentacdo humana?

Como ja dito, a Leucaena contém uma fitotoxina chamada mimosina, cuja
natureza quimica é um aminoacido. Assim, submetendo-se a semente, e, portanto,
0 aminoacido também, ao processo de cocg¢ao e secagem em estufa supde-se que
havera a desnaturacdo desse aminoacido, indicando a possibilidade do processo
de degradacéo deste composto e tornando disponivel a utilizagcdo da semente para
a elaboracéao da farinha sem danos a saude.

Para averiguar se o processo de cocg¢do inativa a mimosina experimentos
foram conduzidos com a utilizacéo de cebolas. A semente crua triturada e misturada
a agua impedira o crescimento das raizes; a semente cozida e seca em estufa

permitird o crescimento ja que a mimosina sera inativada.

2| OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a viabilidade da producédo de
biscoitos com caracteristicas fisicas e caracteristicas sensoriais plausiveis e com
boa qualidade proteica, a partir da complementacao da farinha de trigo com Farinha
de Leucaena leucochephala (FLL).

2.2 Objetivos especificos

+ Avaliar o crescimento das raizes de cebola a partir da diluicdo da farinha na
agua utilizada para verificagao da interferéncia nas mitoses;

« Preparar uma lamina histol6gica de raiz de cebola para a visualizacdo das
fases da mitose ao microscopio Optico apds serem a tratamentos variados
para averiguar alteracdes celulares visiveis;

« Desenvolver formulagcbes de biscoitos utilizando diferentes propor¢des da
FLL;

« Avaliar a aceitacédo sensorial dos biscoitos produzidos com FLL em compa-
racdo com biscoitos elaborados com farinha de trigo.
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31 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A planta Leucaena leucocephala

A Leucaena leucocephala é uma leguminosa de porte arbustivo ou arboreo,
pertence a familia Leguminosaceae, subfamilia Mimosoideae e género Leucaena.
A planta apresenta grande ocorréncia em quase toda a América, apresentando
adaptacéo para o clima semi-arido (BREWBAKER & SORENSSON, 1990; LINS et
al., 2007).

A Leucaena apresenta raizes profundas, o que Ihe confere caracteristica de
toleréncia a seca e, por isso, é considerada uma planta muito rustica (PRATES et al.,
2000). Elatambém é utilizada narecuperacéao de areas degradadas, adubacao verde,
fins madeireiros, producado de carvao vegetal, sombreamento e quebra vento. Além
de todos estes usos, o destaque desta planta € na sua utilizacdo como alimento de
animais ruminantes e monogastricos (ARRUDA et al. 2010). Na Tailandia, Indonésia
e América Central as sementes maduras sao moidas e utilizadas como uma farinha,
ou torrado e utilizada para preparar uma bebida denominada coffeelike..

3.2 Caracteristicas Nutricionais da Leucaena

Garcia et al. (1996) analisaram 65 trabalhos que incluiam L.leucocephala e
viram que no geral a planta apresenta a seguinte constituicdo considerando uma
planta inteira: 22% de proteina bruta; 35% de fibra bruta; 39,5% de fibra detergente
neutro; 35% de fibra detergente acido; 7,9 de lignina; 8% de matéria mineral, 1,1%
de tanino e 2,1% de mimosina. Ainda, segundo o autor, quando comparada a outras
leguminosas, a L. leucocephala apresenta altos teores de fibra, de caroteno e
de minerais (com excecao do fosforo). As sementes sado relativamente ricas nos
essenciais aminoacidos isoleucina, leucina, fenilalanina e histidina. A lisina e a

metionina também estéo presentes em quantidades moderadas.
3.3 Mimosina

A mimosina (B-N-(3-hydroxy-4-pyridone)-a-aminopropanoic acid) (Figura
2) € um aminoacido nao-protéico encontrado em Leucaena leucocephala
que apresenta importantes bioatividades, tais como: efeito antimitdtico, acao
alelopética, antimicrobiana e inibidor de apoptose neuronal. Esta fitotoxina tem um
papel fundamental na resisténcia da planta a uma grande variedade de agentes
fitopatogénicos.
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Figura 2 - Estrutura molecular da mimosina
Fonte: PIRES et al., 2001

Beng e Curran (1972, apud Lima 1982, p 15) afirmam que se houver tratamento
nas folhas da Leucaena, pode haver reducéo do conteudo de mimosina. Dizem que
0s métodos mais citados sdo a secagem das folhas em alta temperatura reduzindo
o teor em 80%, ou imersado das folhas em solucdo de sulfato ferroso, o qual leva
a precipitacdao da mimosina. Ele contém uma quantidade consideravel de grupos
fendlicos de ligacéo ao ferro. Amolécula da mimosina possui um dominio responsavel
por quelar metais, especificamente aqueles de transicao como o Fe+3. Os quelatos,
na medicina, ttm como principais aplicacbes tratamentos por envenenamentos e a
correcdo de deficiéncias nutricionais minerais. As constantes de estabilidade dos
guelatos entre mimosina e varios ions metalicos foram encontrados: Fe3*; Al**; Cu?;
Pb 2+; Ca?*; Mg?* (TSAI E LING, 1973).

4 | MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido junto ao laboratério da coordenacédo de
Ciéncias (Campus |), e junto ao laboratério de Solos (Campus Il) do Centro Federal
de Educacéao Tecnologica de Minas Gerais no ano de 2015/2016. Parte da pesquisa
foi realizada na residéncia dos estudantes do primeiro ano do Ensino Médio, com
supervisao dos pais. As sementes utilizadas para os ensaios foram coletadas entre
junho e setembro de 2015 e no ano de 2016 diretamente das plantas situadas a
margem da lagoa da Pampulha em Belo Horizonte/Minas Gerais.

O trabalho foi dividido em duas etapas:

Etapa | - Ensaio biologico - Ensaio para averiguacédo das mitoses nas raizes
das cebolas nos meios testados com trés tratamentos diferenciados.

Etapa Il - Elaboracdo de um biscoito coockies com a farinha da semente de
Leucaena leucochephala(FLL).

As Ciéncias Biologicas e a Construgdo de Novos Paradigmas de Conhecimento 2 Capitulo 18




« ETAPA IA - Ensaio biolégico com o uso de cebolas (Allium cepa) e vi-
sualizacao das mitoses nas raizes destas:

Antes da elaboracdo das amostras, as sementes foram lavadas (Figura 3)
em agua corrente e deixadas de molho por 15 minutos em solugdo de hipoclorito
de sodio a 20% (para cada 100 ml de &gua, utilizou-se 20ml de 4gua sanitaria). As
sementes foram submetidas aos seguintes tratamentos em triplicata

E
S

Figura 3 — Sementes em tratamento

Fonte: Dados da pesquisa

Tratamento I: As sementes foram cozidas por 40 min em panela de pressao,
seca em estufa por 4 dias, posteriormente moida e diluida em agua. A essa diluicéo
foram colocadas cebolas com as raizes submersas para verificacdo do crescimento
apical.

Tratamento ll: As sementes cruas foram moidas, diluida em agua e feito o
mesmo procedimento do tratamento |.

Tratamento Il (controle): As cebolas foram colocadas apenas em um
recipiente com agua.

Visualizacao das Mitoses

Materiais: Solucdo de orceina acética 1%; Copos, potes de plastico, garrafa
PET ou frasco de alcool cortados; palitos de dente; laminas; laminulas, pin¢cas;lamina
de barbear; pipetas Pasteur; papel absorvente, papel toalha; placa de petri ou pires
de material resistente ao calor; lamparina a alcool, vela, lamparina a alcool; pinca de
madeira; microscdpio éptico. Apds crescimento das raizes por uma semana, cortou-
se 2cm a partir da regido apical (obtidos a partir dos trés tratamentos) e transferido
para uma placa de Pedri contendo orceina acética. Esta placa foi aquecida com uma
lamparina a alcool até que houvesse emissao dos vapores. ApOs este procedimento
as raizes foram colocadas sobre uma Iamina e em seguida seccionada a regiao do
meristema. Esta regi&do foi mergulhada em gota de orceina e em seguida cobriu-se
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com uma laminula. O excesso do corante foi eliminado com auxilio de papel toalha.

Figura 4 - Processo de crescimento das raizes de cebola para visualizagdo das mitoses frente
a auséncia/presenca da mimosina

Fonte: Elaboragéo propria

+ ETAPA IB - Visualizacao do Crescimento das Raizes

Os trés tratamentos foram novamente montados, s6 que em triplicata para
visualizacao do crescimento das raizes conforme (Figura 4)

Tratamento | - Cebola + 4gua; Tratamento |- Cebola + 4gua com sementes
cozidas, lavadas e secas em estufa por 4 dias a 360C.; Tratamento Ill - Cebola +
agua com sementes cozidas, lavadas, secas em estufa por 4 dias a 360C e com
retirada da casca.

Figura 5— Tratamentos em triplicata

Fonte: Dados da pesquisa
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- ETAPAII - ELABORACAO DO BISCOITO COM A FLL

Matérias Primas Utilizadas na confeccao dos biscoitos:

As matérias primas utilizadas foram a farinha de trigo especial (FT), a farinha de
Leucena (FLL) através da moagem das sementes. Foram testadas trés formulacbes
sendo uma de trigo puro e trés de misturas desta farinha com a FLL (Tabela 1).

INGREDIENTES/ PROPORGOES
FT FLL
B1 - Padréao 100 -
B2 - FM-05 95 % 5 %
B3 - FM-15 85 % 15 %
FT = farinha de trigo FLL= farinha de Leucena
leucochephala

Tabela 1. Formulacdes utilizadas para a preparagao dos biscoitos com as diferentes misturas de
farinha de trigo e de FLL.

Fonte: Elaboragao propria

O alto valor nutritivo e as caracteristicas fisico-quimicas da proteina fazem
com que a farinha possa ser utilizada na fortificacao de cardapios consumidos pelas
populacdes de baixa e alta renda, sem distincéao

51 RESULTADOS

O experimento com as cebolas mostrou que a mimosina interfere nas mitoses
ndo apresentando crescimento das raizes quando estas foram colocadas com a
semente triturada crua (Figura 6), mas quando colocada com semente triturada
cozida houve um pequeno crescimento, o que indica que houve inativacdo pelo
calor da mimosina. Portanto, para a elaboracao do biscoito foi utilizada a semente

cozida
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Cebola + semente cozida

Cebola + &gua(controle): Cebola + semente crua

Figura 6 — Resultado do experimento

Fonte: Dados da pesquisa

6 | ANALISE DE DADOS

O experimento com as cebolas mostrou que a mimosina interfere nas mitoses
ndo apresentando crescimento das raizes quando estas foram colocadas com a
semente triturada crua, mas quando colocada com semente triturada cozida houve
um pequeno crescimento, o que indica que houve inativacao pelo calor da mimosina.
Portanto, para a elaboragao do biscoito foi utilizada a semente cozida e seca em
estufa.

A farinha produzida e utilizada na elaboragcédo dos biscoitos néo interferiu nas
caracteristicas destes. Houve uma mudanca discreta no sabor fazendo que ele
ficasse mais palatavel, indicando que o biscoito elaborado com a FLL apresenta um
melhor sabor. O teste de aceitagcéo do cookie (feito entre os integrantes da pesquisa
e seus familiares) indicou nao haver diferenca significativa quanto ao sabor entre as
duas formulacdes e o padrdo, mas ficou evidente que aquele elaborado com a FLL
€ mais saboroso.

Nao foi possivel visualizar diferencas significativas das células em divisao

nos tratamentos 2 e 3 quando comparado com o tratamento 1.

7 | CONSIDERACOES FINAIS

Os testes indicaram que ap0s tratamento térmico a mimosina nao atua na
diminuicdo das mitoses completamente. O biscoito foi elaborado utilizando a
farinha produzida apés o cozimento da semente e n&o houve alteracéo na textura.
Outros testes deverao ser realizados para que esta semente possa ser usada com
seguranca pela populacédo. Mas, no geral, foi possivel inferir que a desnaturacéo
correta da mimosina torna possivel a utilizacdo desta semente para fins comestiveis.
Ainda, sera enviado para um laboratério amostra da farinha para caracterizagcao
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das proteinas que compdem a farinha, de modo que esta possa ser utilizada na
fortificacdo de cardapios consumidos pela populacdo de baixa e alta renda, sem
distingcéo.
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RESUMO: A caracterizacao fenotipica de espécies vegetais, por meio de caracteres
morfoldgicos, permite identificar e diferenciar os individuos de uma mesma espécie.
Esses caracteres sdo de avaliagdo simples, baixo custo e sofrem menor influéncia
ambiental. Diante disso, objetivou-se neste estudo caracterizar etnovariedades de
mandioca cultivadas no estado de Mato Grosso por meio de descritores fenotipicos
de flores e frutos. Para tanto, foram selecionadas doze etnovariedades de mandioca
oriundas da regidao norte-matogrossense e cultivadas no municipio de Alta Floresta.
A caracterizacao morfologica foi realizada aos seis meses pés-plantio (maio/2019),
primeira floragéo das etnovariedades, de acordo com os descritores desenvolvidos para
Manihot esculenta. Na caracterizacao foram utilizados seis descritores qualitativos. De
maneirageral as etnovariedades avaliadas neste estudo apresentam flores com sépalas
de coloracéo ‘roxa’, disco ‘laranja’, ovario ‘verde’, estigma ‘branco ou creme’ e anteras
‘amarelas’. Cinquenta e oito por cento das etnovariedades apresentam frutos com
exocarpo rugoso. Portanto, h& variabilidade fenotipica entre as doze etnovariedades
de mandioca cultivadas no norte mato-grossense para as caracteristicas morfolégicas
vegetativas avaliadas. Os descritores ‘cor do estigma’ e ‘cor das anteras’ ndo foram
informativos, visto que as etnovariedades se concentraram em uma unica classe.
PALAVRAS-CHAVE: Biologia floral; Manihot esculenta; Recursos genéticos.

CASSAVA LANDRACES CULTIVATED IN THE MATO GROSSO STATE:
PHENOTYPICAL CHARACTERIZATION BY FLOWER AND FRUIT DESCRIPTORS

ABSTRACT: Phenotypic characterization of plant species by morphological characters
allows the identification and differentiation of individuals of the same species. These
characters are simple to evaluate, low cost and less influenced by the environmental.
Therefore, this study aimed to characterize cassava landraces cultivated in the Mato
Grosso State through phenotypic descriptors of flowers and fruits. Then, we selected
twelve cassava landraces from northern Mato Grosso State, that were cultivated in the
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municipality of Alta Floresta. Morphological characterization was performed at six the
months after planting (May/2019) when occur first flowering of landraces, according to
the descriptors developed for Manihot esculenta. In the characterization, six qualitative
descriptors were used. In general, the landraces present flowers with sepals ‘purple’,
disc ‘orange’, ovary ‘green’, stigma ‘white or cream’ and anthers ‘yellow’. Fifty-eight
percent of landraces have fruits with a rough exocarp. Therefore, there is phenotypic
variability among the twelve cassava landraces cultivated in northern Mato Grosso for
the evaluated vegetative morphological characteristics. The descriptors ‘stigma color’
and ‘anther color’ were not informative, as landraces were concentrated in a single
class.

KEYWORDS: Floral biology; Manihot esculenta; Genetic resources.

11 INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz., Euphorbiaceae) é uma espécie
vegetal comumente cultivada por agricultores em todas regiées do Brasil, quase
que exclusivamente, para o consumo familiar (ALBUQUERQUE et al., 2009). Suas
raizes sao importante fonte de carboidratos, conferindo-lhe alto valor energético,
sendo base de alimentacdo para milhdes de pessoas em todo o mundo (CHISTE;
COHEN, 2006; ZAINUDDIN et al., 2018).

A mandioca € uma planta monoica, portanto, apresenta flores femininas e
masculinas dispostas na mesma planta, geralmente na mesma inflorescéncia. A flor
feminina da mandioca apresenta cinco sépalas livres, disco liso, ovario tricarpelar,
trés estigmas largos, ondulados e carnosos. E as masculinas apresentam sépalas
unidas até cerca da metade do seu comprimento, que envolve o disco sob o qual
estdo inseridas duas séries de estames e as anteras s&o de forma alongada e se
encontram inclinadas para o interior (eixo) da flor (MATTOS et al., 2006).

As flores da mandioca sao visitadas por coledpteros, vespas, abelhas (Apis
mellifera) e abelhas irapuéa (Trigona spinipes), sendo estes atraidos pelo odor das
flores, pblen e néctar. Na espécie, a autopolinizacdo € impedida, pois as flores
femininas se abrem primeiro que as masculinas (protoginia) (SILVA et al., 2001;
CEBALLOS; CRUZ, 2002).

Ao longo do tempo a mandioca vém sendo propagada vegetativamente,
contudo manteve a reproducdo sexuada ativa, conferindo a espécie ampla
variabilidade genética e distintas etnovariedades que recebem nome de acordo
com a localidade de cultivo (GUSMAO; MENDES NETO, 2008; SILVA et al., 2001),
por isso a importancia de caracteriza-las, evitando assim duplicacbes de acessos.

Os descritores morfolégicos sé&o toda caracteristica que permite identificar
e diferenciar os acessos ainda em campo (FUKUDA; GUEVARA, 1998). Esses
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descritores apresentam alta herdabilidade e expressam-se em todos os ambientes
e, portanto, sdo constantemente utilizados por serem de facil visualizagdo, baixo
custo e sofrer menor influéncia ambiental (VIEIRA et al., 2009). Conforme Santos et
al. (2011) estudos que avaliam a variabilidade fenotipica de espécies vegetais por
meio de caracteres morfoagronémicos sao um pré-requisito para a preservacao da
espécie, bem como para seu melhoramento.

Diante disso, objetivou-se neste estudo caracterizar etnovariedades de
mandioca cultivadas no estado de Mato Grosso por meio de descritores fenotipicos
de flores e frutos.

2| METODOLOGIA

Foram avaliadas doze etnovariedades comerciais de mandioca oriundas dos
municipios de Nova Mutum (NMU), Lucas do Rio Verde (LCA), Sinop (SNP), Itauba
(ITA), Nova Santa Helena (SHE) e Guaranta do Norte (GUA), ambos localizados no
norte de Mato Grosso. As etnovariedades foram coletadas e cultivadas no municipio
de Alta Floresta, Mato Grosso, Brasil (Figura 1A) para posterior avaliagao.

O experimento foi implantado na Chacara Nossa Senhora Aparecida
(9°57°00,8”S, 56°05’44,4’W), na Comunidade Central, em Latossolo Vermelho-
amarelo distréfico (EMBRAPA, 2013) (Figura 1B). O clima do municipio de Alta
Floresta € do tipo Am, com estacéo chuvosa e seca, temperatura média entre 23
°C e 29 °C, e precipitacdo anual variando entre 2.500 e 3.100 mm (ALVARES et al.,
2013).

A caracterizagdo morfolégica das flores e frutos foi realizada aos seis meses
pos-plantio (maio/2019), periodo da primeira floracdo das etnovariedades, seguindo
os descritores desenvolvidos por Fukuda e Guevara (1998) para a espécie Manihot
esculenta Crantz (Tabela 1; Figura 2).
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Figura 1. A) Localizagdo geografica da area do experimento, situado na zona rural do municipio
de Alta Floresta, Mato Grosso, Brasil; B) Campo experimental.

Descritores Classes fenotipicas
Cor das sépalas (CS) branca ou creme, laranja, verde, vermelha, roxa
Cor do disco (CD) branco ou creme, laranja, vermelho, roxo
Cor do ovario (CO) branco ou creme, laranja, verde, vermelho, roxo
Cor do estigma (CE) branco ou creme, laranja, verde, vermelho, roxo
Cor das anteras (CA) creme, amarela, outras
Exocarpo do fruto (EXO) liso, rugoso

Tabela 1. Descritores complementares (flores e frutos) utilizados na caracterizacdo das doze
etnovariedades de mandioca cultivadas no estado de Mato Grosso, Brasil.

Figura 2. Descritores qualitativos de flores e frutos utilizados para caracterizacéo das
etnovariedades de mandioca cultivadas no norte de Mato Grosso. (A) Flores de mandioca:
Detalhe para as sépalas, disco, ovario e estigma da flor feminina (F) e para as anteras da flor
masculina (M). (B) Fruto: Exocarpo.

Para a caracterizagcdo das etnovariedades de mandioca foram utilizados os
dados qualitativos obtidos mediante observagdo e classificagdo dos descritores.
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Os dados foram tabulados com auxilio do software Excel 2013 para apresentacéo
da frequéncia absoluta das classes fenotipicas de cada descritor e para frequéncia
relativa das mesmas, sendo esta obtida por meio da formula 1:

Frequéncia absoluta

Frequéncia relativa = Tolal da amosta x 100

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

As etnovariedades de mandioca avaliadas neste estudo apresentam
polimorfismo quanto as caracteristicas morfolégicas de flores e frutos. Os dados de
cada descritor foram distribuidos em classes, para analise do poder discriminativo
de cada um (Tabela 2). Observa-se uma distribuicdo equitativa das diferentes
classes dos descritores, com excecao da cor do estigma e da cor das anteras nos
quais houve concentracdo de etnovariedades em uma unica classe, ou seja, todas
as etnovariedades apresentam estigma branco ou creme e anteras amarelas.

Descritores Classes fenotipicas Frequéncia absoluta
Roxa 08
Cor das sépalas Branca ou Creme 03
Verde 01
. Laranja 11
Cor do disco
Vermelho 01
. Verde 10
Cor do ovario
Roxo 02
Cor do estigma Branco ou creme 12
Cor das anteras Amarela 12
Rugoso 07
Exocarpo .
Liso 05

Tabela 2. Frequéncia absoluta entre as classes dos seis descritores morfologicos (flores e
frutos), avaliados em doze etnovariedades de mandioca cultivadas no Mato Grosso.

Neste estudo, quatro descritores morfolégicos, sendo trés das flores (cor
das sépalas, cor do disco e do ovario) e um do fruto revelaram polimorfismo entre
as doze etnovariedades de mandioca cultivadas em Alta Floresta, MT (Tabela 2),
podendo entdo, serem exploradas em programas de cruzamento com a espécie.
Aud et al. (2011) destacam que, apesar da maioria das caracteristicas morfologicas
nao estarem relacionadas a atributos agrondmicos de interesse, a presenga desta

variabilidade é de fundamental importancia para a descri¢cado de futuras variedades.
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Flores Frutos

Sigla Etnovariedades
CSs CcD co CE CA EXO
NMUO1 Camanducaia Roxa LAR Roxo BC Amarela Liso
NMUO02 Parana BC VER Verde BC Amarela Liso
LCAO03 Amarela 03 Roxa LAR Verde BC Amarela Rugoso
SNPO06 Branca BC LAR Verde BC Amarela Liso
SNPO7 Amarelinha Verde LAR Verde BC Amarela Rugoso
ITAO1 Casca roxa Roxa LAR Roxo BC Amarela Rugoso
ITAO2 Mandioca péo Roxa LAR Verde BC Amarela Rugoso
ITAO3 Mandioca seis meses  Roxa LAR Verde BC Amarela Liso
ITAOG Branca 01 Roxa LAR Verde BC Amarela Rugoso
SHEO5 Cacau branca BC LAR Verde BC Amarela Liso
SHEO06 Branca 02 Roxa LAR Verde BC Amarela Rugoso
GUAO02 Cacau roxa Roxa LAR Verde BC Amarela Rugoso

Tabela 2. Caracterizacao fenotipica de doze etnovariedades de mandioca cultivadas no norte
de Mato Grosso. CS= Cor das sépalas; CO= Cor do disco; CO= Cor do ovario; CE= Cor do
estigma; CA= Cor das anteras; EXO= Exocarpo dos frutos; BC= Branco ou creme; LAR=
Laranja; VER= Vermelho.

As etnovariedades Branca e Cacau branca, oriundas dos municipios de Sinop
e Nova Santa Helena, respectivamente, foram similares entre si e apresentam
sépalas branca ou creme, disco laranja, ovario verde, estigma branco ou creme,

anteras amarelas e exocarpo do fruto liso, conforme destacado na Figura 3.
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Figura 3. Flores e frutos das duas etnovariedades de mandioca que apresentaram similaridade.
A e B) Branca; C e D) Cacau branca. Barra: 25 mm.

Cinco das doze etnovariedades avaliadas (Amarela 03, Mandioca pao, Branca
01, Branca 02 e Cacau roxa), oriundas de distintos municipios (Lucas do Rio Verde,
Itauba, Nova Santa Helena, Guarantad do Norte), apresentam sépalas roxa, disco
laranja, ovario verde, estigma branco ou creme, anteras amarelas e exocarpo do
fruto rugoso, sendo, portanto 100% similares para estes descritores (Figura 4).
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Figura 4. Flores e frutos das cinco etnovariedades de mandioca que apresentaram similaridade.
A e B) Amarela 03; C e D) Mandioca péao; E e F) Branca 01; G e H) Branca 02; | e J) Cacau
roxa. Barra: 25 mm.

As outras cinco etnovariedades caracterizadas (Camanducaia, Parana,
Amarelinha, Casca roxa, Mandioca seis meses) apresentam pelo menos uma

distincao entre os descritores fenotipicos das flores e/ou frutos, como por exemplo as

etnovariedades Camanducaia e Mandioca seis meses, que se distinguiram apenas
para a cor do ovario, em que se apresentam como roxo e verde, respectivamente
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(Figura 5).

Figura 5. Flores e frutos das cinco etnovariedades de mandioca que apresentaram
dissimilaridade. A e B) Camanducaia; C e D) Parana; E e F) Amarelinha; G e H) Casca roxa; | e
J) Mandioca seis meses. Barra: 25 mm.

A variabilidade genética encontrada nas etnovariedades por meio dos
descritores fenotipicos de flores e frutos pode ser verificada pela frequéncia relativa
dos descritores nas classes fenotipicas apresentadas na Figura 6. O descritor cor da
sépala apresentou trés classes fenotipicas, sendo o que revelou mais polimorfismo.
A maioria das etnovariedades avaliadas apresentam flores com sépalas de
coloracao ‘roxa’ (n=8), disco ‘laranja’ (n=11), ovario ‘verde’ (n=10), estigma ‘branco
ou creme’ (n=12) e anteras ‘amarelas’ (n=12). Cinquenta e oito por cento dos frutos
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apresentam exocarpo rugoso (n=7).
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Figura 6. Frequéncia relativa (%) das classes fenotipicas encontradas nas doze etnovariedades
de mandioca. CS= Cor das sépalas; CO= Cor do disco; CO= Cor do ovério; CE= Cor do

estigma; CA= Cor das anteras; EXO= Exocarpo dos frutos.

41 CONCLUSOES

Os descritores fenotipicos de flores e frutos da mandioca foram eficientes
na caracterizacdo das doze etnovariedades, revelando similaridades e/ou
dissimilaridades entre o material avaliado. Os descritores ‘cor do estigma’ e ‘cor
das anteras’ ndo foram informativos, visto que as etnovariedades se concentraram
em uma unica classe.

Ha diversidade fenotipica entre as etnovariedades cultivadas no norte mato-
grossense para as caracteristicas morfoldgicas vegetativas avaliadas, portanto,
destaca-se aimportancia dos acervos locais mantidos e conservados por agricultores
familiares, pois constituem fontes de genes para estudos que envolvam a espécie
Manihot esculenta.
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e antimicrobiana. Os objetivos foram investigar a composi¢céo quimica, o doseamento
de polifendis e flavonoides totais e a analise do potencial antioxidante dos extratos
alcodlico e hidroalcoodlico 70% bem como das fracbes de S. molle. O extrato alcodlico e
hidroalcodlico 70% contém alcaloides, antraderivados O e C heterosidicos, flavonoides,
taninos e saponinas. O doseamento de polifenois (21,96% +0,0217) foi maior no extrato
hidroalcodlico 70% e flavonoides no extrato alcodlico (34,607 mEqQ.g" + 0,1045). A
fragdo hidroalcoolica diclorometano apresentou maior atividade antioxidante.
PALAVRAS-CHAVE: Aroeira, atividade antioxidante, saponinas, Screening
fitoquimico, polifenois.

PHYTOCHEMICAL AND BIOLOGICAL POTENTIAL STUDY OF LEAVES FROM
Schinus molle L. (ANACARDIACEAE)

ABSTRACT: Schinus molle L. (Anacardiaceae) is popularly known as aroeira-salsa
or aroeirinha and it is used in the tradicional medicine as antispasmodic, healing
and antimicrobial. The objectives were to investigate the chemical composition,
the polyphenols and total flavonoids assay and the analysis of antioxidant potential
from alcoholic and hydroalcoholic 70% extract as well as the fractions from S. molle.
The alcoholic and hydroalcoholic 70% extract have alkaloids, O and C heterosidic
antraderivatives, flavonoids, tannins and saponins. The dosing of polyphenols (21,96%
+ 0,0217) is higher in hydroalcoholic 70% extract and flavonoids in alcoholic extract
(34,607 mEgQ.g' + 0,1045). The dichloromethane hydroalcoholic fraction showed
higher antioxidant activity.

KEYWORDS: Aroeira, Phytochemical screening, antioxidant activity, polyphenols,
saponins.

11 INTRODUCAO

A familia Anacardiaceae R.Br. compreende 72 géneros e aproximadamente
550 espécies usadas como ornamentais, alimentos e medicamentos. Dentre os
importantes géneros dessa familia estd Schinus L. que é formado por 29 espécies
que habitam a América do Sul e Central (LORENZI; MATOS, 2002; MACHADO et
al., 2019; THE PLANT LIST, 2019).

Schinus molle L. € uma planta aromatica, conhecida como aroeira-salsa ou
aroeira-periquita, anacauita e molho (MACHADO et al., 2019). E uma arvore perene
que atinge de 3 a 15 m de altura e que possui casca marrom escura, tardia e
intensamente fissurada. As folhas sdo imparipenadas com raquis aladas e 20 a
40 foliolos. Os foliolos sdo de linear a lanceolados, apresentam margens inteira a
pouco denteadas e medem 2-5cm x 0,4-0,8cm (MARTINEZ-MILLAN; CEVALLOS-
FERRIZ, 2005).
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E utilizada na medicina tradicional como analgésico, antifungico, antitumoral,
antiespasmaédico, diurético, antisséptico topico e para tratar hipertensao, feridas,
infeccdes bacterianas e asma (GOLDSTEIN; COLEMAN, 2004; MAEMA et al.,
2016; DO ROSARIO MARTINS et al,, 2014). Estudos farmacologicos relataram
varias propriedades como anti-inflamatério (YUEQIN et al., 2003), antimicrobiano
(GUERRA-BOONE et al., 2015), cicatrizante (SANTOS et al.,, 2013), sedativo
(TAYLOR et al., 2016), tripanocida (MOLINA-GARZA et al., 2014) e repelentes e
inseticidas (FERRERO et al., 2006; MACHADO et al., 2019).

Quimicamente S. molle possui flavonoides (MARZOUK et al., 2006), taninos,
alcaloides, saponinas, terpenos e 6leos essenciais (FERRERO et al., 2007). Em
relacdo ao 6leo essencial, os componentes majoritarios foram B-pineno (14.7%),
a-pineno (14.1%), limoneno (9.4%) e muurolol (11.8%) (MACHADO et al., 2019).

O valor terapéutico das plantas medicinais € atribuido aos metabdlitos
secundarios, sendo que constituintes quimicos que sdo denominados de marcadores
quimicos caracterizam o vegetal (MIGLIATO et al., 2007). Portanto, o conhecimento
da composicdo quimica das espécies vegetais € de suma importéncia para
a identificacdo do material vegetal. O potencial antioxidante de um vegetal tem
importancia medicinal para a prevencao de doencas degenerativas (NASCIMENTO
et al., 2011). Os objetivos do trabalho foram investigar a composicao quimica de S.
molle L., quantificar polifenois e flavonoides totais e avaliar o potencial antioxidante
do extrato alcodlico e hidroalcodlico 70%.

2| MATERIAL E METODOS

Material botanico

As folhas de S. molle L. (Anacardiaceae) foram coletadas no Horto Medicinal
do curso de Farmacia da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG) (latitude
25°5’23” S e longitude 50°6°23” W) Brasil, em marco de 2017. O material contendo
inflorescéncias foi identificado por um taxonomista e depositado no Herbario da
UEPG, sob os numeros de registro 20048, 22240 e 22239. O acesso ao material
boténico foi registrado pelo Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético
e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob numero AD57C57, como
requer a Legislacéo Brasileira.

Preparacao dos Extratos e Fracoes

Folhas de S. molle secas (500g) foram utilizadas na preparacédo do extrato
alcodlico (EABSM) e hidroalcodlico 70% (EHABSM) por turbélise, com etanol e

maceracao por 3 dias. Os extratos foram fracionados por parti¢céo liquido-liquido com
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hexano (H), diclorometano (DCM) e acetato de etila (AE) e obteve-se as fracdes:
FHBEASM, FDCMBEASM e FAEBEASM do EABSM e FHBEHASM, FDCMBEHASM
e FAEBEHASM do EHABSM.

Screening fitoquimico

Identificacdo dos metabdlitos secundarios: alcaloides (Draggendorf, Mayer
e Bourchardat), heter6sidos cardiotonicos (Lafon, Liebermann-Buchard, Keller-
Killiani), antraquinonas (Borntraéger), flavonoides (Shinoda, AICI,, Taubouk, Pew,
NaOH e HCI), taninos (gelatina, acetato de cobre e de chumbo, FeCl,), cumarina e
saponina.

Doseamento de polifenois totais pelo método de Folin-Ciocalteau

Preparacédo de trés diluicbes sucessivas de 6/1,2/0,096 mg/mL de extrato
alcodlico e hidroalcodlico 70% (0,015 g). Adicionou-se 1 mL do reativo Folin-
Ciocalteau. Solugdes ficaram em repouso por 30 min. ao abrigo da luz. Leitura em
espectrofotdmetro (760 nm). O padrédo de &cido pirogalico em 0,5/0,025/0,002 mg/
mL. Para fins de calculos: TT (%) = [62,5 (A1 — A2) x m2] + (A3 — m1), [m1: massa
(g) da amostra; m2: massa do acido pirogalico (g)]. Resultados expressos pela
média/desvio padrao do teor de polifenois totais em % de ac. pirogalico.

Doseamento de flavonoides totais pelo método AICI, 2%

O extrato alcodlico e hidroalcodlico 70% e as fracbes acetato de etila foram
diluidas em metanol (1000 pug/mL) e 2 mL de AICI, 2% e 2 mL das amostras. Apds
1 h foram realizadas as leituras em espectrofotdmetro 420 nm por meio da curva
de calibracao do padrdo de quercetina 5, 10, 15, 20, 25 e 30 pg/mL. Resultados
expressos em mEQQ.g , de quercetina/g do extrato e fragbes, usando a equagao
com base na curva de calibracdo: y = 0,1012x — 0,5032; R2 = 0,9984.

Determinacao da atividade antioxidante pelo complexo fosfomolibdénio

Solucbes padrdes de rutina (200 pug/mL) e ac. galico (200 pg/mL). EBASM,
EBHASM, FHBEASM, FHBEHASM, FDCMBEASM, FDCMBEHASM, FAEBEASM e
FAEBEHASM foram testados na concentracdo de 200 ug/mL em etanol. Misturou-
se 3 ml do reativo (molibdato de aménio 4mM, fosfato de sddio 28 mM, acido
sulfurico 3 M) e 300 pL de cada extrato. Este mesmo procedimento foi feito para os
padrdes e o branco (etanol). Os tubos foram incubados por 90 min a 95°C e depois
resfriados. A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro (695nm). Para efeito de
célculo, a vitamina C e o acido galico foram considerados como 100% de atividade
antioxidante.
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Atividade antioxidante pela reducao do radical DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila)

A atividade antioxidante foi avaliada de acordo com a metodologia descrita
por Rufino et al. (2007). Utilizou-se 100 pL da solugédo de DPPH (0,8 mg/mL) e 20
yL de metanol para o controle. Padrbes de ac. géalico (1mg/mL) e vitamina C (1
mg/mL). Estes padrdes sofreram dilui¢cdes seriadas (500/25/12,5/6,25/3,125/1,5 pg/
mL). EABSM, EHABSM, FHBEASM, FHEBHASM, FDCMBEASM, FDCMBEHASM,
FAEBEASM e FAEBEHASM sofreram diluicbes seriadas nas mesmas concentragoes
dos padrdes. Misturou-se 20 pL de cada amostra e 100 yL da solucdo de DPPH. A
absorbancia foi medida em espectrofotébmetro (517nm). Resultados foram expressos
pela IC 50 (formula: % inibicdo = [(Ac — Aa)/Ac)] x 100. Ac: absorbéncia da solug¢ao
controle; Aa: absorbancia dos extratos no tempo de 30 min.

Atividade antioxidante pelas espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Retirou-se 500 pL da solucdo de gema de ovo (5% m/v) e 100 uL de sol.
de EABSM, EHABSM, HBEASM, FHBEHASM, FDCMBEASM, FDCMBEHASM
FAEBEASM e FAEBEHASM, foram dissolvidos em 1 mL de etanol (95%).
Determinagdes foram feitas na concentracdo de 1000 ppm (m/v). A peroxidagao
lipidica foi induzida pela adicédo de 50 uL de ABAP a 0,035%. Foi adicionado 1500
ML de sol. de &c. acético (20%) e 1500 uL de sol. de TBA a 0,035% (m/v) em
sol. de SDS a 0,55% (m/v). O grupo controle foi preparado com os reagentes. As
reacoes foram realizadas durante 1 h a 95°C. ApOs o resfriamento, as amostras
foram centrifugadas com 1500 pL de butanol a 1200 rpm por 3 min. A absorbéncia
do sobrenadante foi realizada em 532 nm em espectrofotdmetro. Os resultados
foram expressos pelo indice Antioxidante da amostra em percentual (1A%). 1A% =
(1-A/C) x 100, (C: absorbéancia do controle totalmente oxidado; A: média aritmética

das absorbancias dos extratos testados).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Screening fitoquimico

Foi detectado a presenca de alcaloides, antraderivados O e C — heterosidicos,
flavonoides, taninos e saponinas na sua composicao quimica. Taninos, alcaloides,
flavonoides, saponinas, e além da presenca de O6leo essencial, esteroides e
triterpenoides foram encontrados em S. molle (LORENZI, 2002).
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Doseamento de polifenois totais pelo método de Folin-Ciocalteau

O doseamento de polifenois no EABSM foi de 16,9 + 0,064 % e no EHABSM
70% foi de 21,96 + 0,0217 %. O EHABSM 70% extraiu melhor os polifenois.

Polifenois € uma classe de metabdlitos secundarios que divide-se em diversas
sub-classes, como antocianinas, proantocianinas, taninos, catequinas, flavonoides,
flavononas, dentre outras. Essa classe de compostos € a grande responsavel em
garantir propriedades antioxidantes, sendo que previnem o desenvolvimento de
véarias patologias em organismos humanos (PERRON; BRUMAGHIM, 2009).

Os polifenois ainda conferem outras atividades como antitumoral, bactericida,
fungicida e antiviral (SIMOES et al., 2017).

Doseamento de flavonoides totais pelo método AICI, 2%

O doseamento de flavonoides totais (mEqQ.g-1) resultaram nos seguintes
valores: EABSM (34,607 +0,1045), EHABSM (24,073 + 0,089), FAEBEASM (20,911
+ 0,04) e FAEBEHASM (10,674 + 0,017). Verificou-se que o teor de flavonoides
€ maior no EABSM, seguido do EHABSM, FAEBEASM e FAEBEHASM. O teor
maior de flavonoides em EABSM pode ser explicada pela presenca majoritaria do
flavonoide rutina, sendo que outros estudos comprovaram esse composto fendlico
em extratos etandlicos de S. molle (MACHADO et al., 2008).

Compostos fendlicos foram encontrados anatomicamente em folhas de S.
molle em células epidérmicas e subepidérmicas, no epitélio de ductos secretores e
ao redor de feixes vasculares. Esses compostos reagiram com solu¢des de cloreto
férrico e dicromato de potassio, no estudo histoquimico de Machado et al (2019).

A maior concentracdo de compostos fendlicos foi determinada em extratos
aquosos da madeira de S. molle, entretanto a maior concentracao de flavonoides
totais foi encontrada em extratos metandlicos (SALEM et al., 2016).

Os resultados obtidos no presente trabalho também confirmam que a polaridade
do solvente extrator influencia diretamente no processo extrativo, baseado no
principio da polaridade, sendo que semelhante dissolve semelhante.

Garzoli et al. (2019) ainda sugere que o uso de diferentes solventes com
diferentes polaridades, interferem na extracdo dos metabdlitos secundarios ou
dos compostos majoritarios presentes em extratos de S. molle, principalmente em
extratos de plantas machos ou fémeas, ou de plantas floridas ou nao-floridas.

Determinacao da atividade antioxidante pelo complexo fosfomolibdénio

Aatividade antioxidante (%) emrelacéo a vitamina C demonstra FDCMBEHASM
(81,38 + 0,1107), FAEBEASM (49,87 = 0,0609), FAEBEHASM (37,29 + 0,0540),
FHBEHASM (36,49 + 0,082), FHBEASM (14,29 + 0,0175), EABSM (11,68 + 0,035),
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EHABSM (10,17 +0,015) e FDCMBEASM (0,70 + 0,001). FDCMBEHASM (138,95 +
0,1107), FAEBEASM (85,16 + 0,0609), FHBEHASM (62,30 + 0,082), FAEBEHASM
(63,68 + 0,0540), FHBEASM (24,40 + 0,0175), EABSM (19,94 + 0,035), EHABSM
(17,36 + 0,015) e FDCMBEASM (1,20 + 0,0010). Os resultados demonstram que a
FDCMBEHASM apresentou a maior atividade antioxidante e FDCMBEASM o menor
potencial antioxidante, Tabela 1.

Extratos de Schinus molle L. | AA% em relacao a vitamina C AA% em r;;a;ig;::)o ao acido
EABSM 11,68 + 0,035 19,94 + 0,035
EHABSM 10,17 £ 0,015 17,36 £ 0,015
FHBEASM 14,29 +0,0175 24,40 +0,0175
FDCMBEASM 0,70 + 0,001 1,20 + 0,001
FAEBEASM 49,87 +0,0609 85,16 + 00,0609
FHBEHASM 36,49 + 0,082 62,30 + 0,082
FDCMBEHASM 81,38 +0,1107 138,95 +0,1107
FAEBEHASM 37,29 +0,0540 63,68 + 0,0540

TABELA 1 - Atividade antioxidante dos extratos e fra¢cdes de S. molle L

Atividade antioxidante pela reducao do radical DPPH

O resultado revela que a fracdo hidroalcodlica diclorometano apresentou
maior potencial antioxidante (6,25 pug/mL) (Grafico 1). FHBEASM, FDCMBEASM e
FHBEHASM nao tem acdo antioxidante. Estudos realizados com o 6leo essencial
extraido dos frutos de S. molle evidenciaram baixa atividade antioxidante por meio
da reducdo do radical DPPH, em comparagdo a Schinus terebinthifolia Raddi
(BENDAOUD et al., 2010). Entretanto, a atividade antioxidante é maior para o 6leo
extraido das folhas do que dos frutos de S. molle (DO ROSARIO MARTINS et al.,
2014).

Em outros estudos demonstraram a atividade antioxidante para o ensaio com
DPPH, sendo que Salem et al. (2019) também confirmou a efetividade da atividade

antioxidante para o 6leo essencial e para os extratos aquosos.
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Atividade antioxidante - DPPH

120

% de inibigao

Concentragdo dos extratos (pg/mL)

@ Alcoolico @ Hidroalcoolico
E Fracdo hidroalcodlica acetato de etila O Fracdo hidroalcodlica diclorometano

B Fracdo hidroalcodlica acetato de etila

GRAFICO 1 - Atividade antioxidante (Reducéo do radical DPPH)

Atividade antioxidante pelas espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

As analises por TBARS nos revelou que o potencial antioxidante de FHBEHASM
€ 143,072+ 0,0176 e FDCMBEHASM ¢ 108,511 £ 0,0072, conforme Tabela 2 abaixo.

Extratos de Schinus molle L. indice Antioxidante %
EABSM 31,127 £ 0,0169
EHABSM 39,410 +0,0152
FHBEASM 39,628 +0,0113
FDCMBEASM 44634 +0,0167
FAEBEASM 88,889 + 0,0293
FHBEHASM 143,072 = 0,0176
FDCMBEHASM 108,511 £ 0,0072
FAEBEHASM 88,272 +0,0787

TABELA 2 - Atividade antioxidante TBARS das folhas de S. molle L

Ao analisar os testes antioxidantes de Fosfomolibdénio, DPPH e TBARS,
conclui-se que FDCMBEHASM possui melhor potencial antioxidante (108,511 +
0,0072) por TBARS. FDCMBEHASM extraiu melhor os flavonoides metoxilados,
responsaveis pela atividade antioxidante (SA et al., 2012). Portanto, a atividade
antioxidante dos extratos de S. molle é garantida pela a presenca de polifenois,
principalmente os flavonoides, dos quais s&o compostos que previnem o surgimento
de espécies reativas de oxigénio, sendo esses 0s responsaveis pelo surgimento de
diversas doencas (PERRON; BRUMAGHIM, 2009).
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41 CONCLUSAO

Extrato alcodlico e hidroalcoodlico 70% contém taninos, flavonoides, alcaloides,
saponinas e antraderivados O e C heterosidicos. O extrato hidroalco6lico 70% tem
maior teor de polifenois e o extrato alcodlico maior teor de flavonoides. A fragdo
diclorometano do extrato hidroalcodlico 70% tem melhor acdo antioxidante.
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RESUMO: O crescimento do uso de plantas

medicinais, através da fitoterapia tem
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aumentado na populagéo, ampliando assim a
prescricéo por profissionais da area de saude.
Ap6s a autorizacdo do Conselho Federal de
Nutricdo, por meio da Resolugcdo numero
402/2007, os nutricionistas incorporaram 0s
fitoterapicos ao tratamento dietoterdpico de
forma complementar. O objetivo da pesquisa
foi identificar como esta sendo realizada a
prescricao de fitoterapicos por nutricionistas da
cidade de Imperatriz. Aderiu-se a uma pesquisa
quantitativa, descritiva e transversal, utilizando
roteirode questionario semiestruturado, aplicado
aos prescritores de fitoterapicos atuantes no no
Maranhdo. Dos 32 entrevistados, 97% eram
mulheres entre uma média de idade de 25
a 29 anos através de pesquisa preconizada
por aplicativo de formulario (Google Forms),
entrevistando os profissionais. Verificou-se que
46,9% dos entrevistados concluiu a graduagao
de Nutricdo ha pelo menos 4 anos, 53,3% nao
realizou curso de especializagao em fitoterapia,
porém 53% realiza prescri¢cao para os casos de
obesidade, ansiedade entre outros. Os motivos
para prescreverem ou nado, vai desde a falta
de conhecimento, passando pela auséncia
do tema na graduagdo até a credibilidade do
produto. Portanto evidencia-se com base nos
resultados que nado esta sendo estabelecido
nas Resolugcbées n° 402/2007 e n° 525/2013,
pois a maioria hao possui especializacao para
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prescricao, sendo que a competéncia para prescri¢cao de fitoterapicos e de preparacdes
magistrais é atribuida exclusivamente ao nutricionista portador de titulo de especialista
ou certificado de p6s-graduacgéo lato sensu nessa area. Contudo, a legislacdo afirma
qgue os nutricionistas sé poderao realizar a indicagcdo de medicamentos fitoterapicos
e plantas medicinais, quando devidamente capacitados, no qual 0 medicamento em
questédo seja isento de prescricdo médica, e que sua indicacéo terapéutica esteja
relacionada com o seu campo de conhecimento especifico.

PALAVRAS-CHAVE: Plantas medicinais, Fitoterapicos, Nutricionistas.

ABSTRACT: The growth in the use of medicinal plants through herbal medicine has
increased in the population, thus increasing the prescription by health professionals.
After the authorization of the Federal Council of Nutrition, through Resolution number
402/2007, the nutritionists incorporated the herbal medicines in the dietary treatment
in a complementary way. The objective of the research was to identify how the
prescription of herbal medicines is being performed by nutritionists from the city of
Imperatriz. It adhered to a quantitative, descriptive and cross-sectional research, using
a semi-structured questionnaire script, applied to phytotherapic prescribers working
in Maranhado. Of the 32 respondents, 97% were women between an average age of
25-29 through a form application survey (Google Forms), interviewing professionals.
It was found that 46.9% of respondents completed the degree of Nutrition at least
4 years ago, 53.3% did not take specialization course in herbal medicine, but 53%
prescribe for cases of obesity, anxiety among others. The reasons for prescribing or
not, ranging from lack of knowledge, through the absence of the subject in graduation to
the credibility of the product. Therefore, it is evident from the results that are not being
established in Resolutions No. 402/2007 and No. 525/2013, since most do not have
specialization for prescribing, and the competence for prescribing herbal medicines
and master preparations is attributed exclusively to nutritionist holding a specialist
title or postgraduate certificate lato sensu in this area. However, the legislation states
that nutritionists may only refer herbal medicines and medicinal plants, when properly
trained, in which the drug in question is exempt from medical prescription, and that their
therapeutic indication is related to their specific field of knowledge.

KEYWORDS: Medicinal plants, Herbal medicines, Nutritionists.

11 INTRODUCAO

Na busca pelo corpo ideal, algumas pessoas utilizam plantas para auxiliar na
perda de peso. Os fitoterapicos, de fato, quando utilizados de forma correta, podem
auxiliar o paciente a obter bons resultados, em especial uma melhora em sua saude
(UYEDA, 2015).

A incorporacdo da fitoterapia na pratica do nutricionista, ainda que

As Ciéncias Biologicas e a Construgdo de Novos Paradigmas de Conhecimento 2 Capitulo 21




recomendada por organismos internacionais e regulamentada pelo Ministério da
Saude, significa um novo momento na qualificacédo desse profissional, de forma a
permitir que os objetivos de seguranca e eficacia propostos pela Politica Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos sejam alcangados. Essas consideracbes sé&o
especialmente importantes quando se trata de pratica que tem base teédrica propria,
e reconhecidos efeitos adversos e interacdo com outras plantas, medicamentos e
alimentos (YPIRANGA, 1990).

Contudo a prescricdo de medicamentos fitoterapicos, de produtos tradicionais
fitoterapicos e de preparagcdes magistrais de fitoterapicos, como complemento de
prescricéo dietética, é permitida ao nutricionista desde que seja portador do titulo de
especialista em Fitoterapia. Regulamenta a pratica da fitoterapia pelo nutricionista,
atribuindo-lhe competéncia para, nas modalidades que especifica prescrever plantas
medicinais, drogas vegetais e fitoterapicos como complemento da prescri¢ao dietética
e, da outras providéncias (CFN, 525/2013).

Este trabalho tem como objetivo identificar como estd sendo realizada a
prescricéo de fitoterapicos por nutricionistas em uma cidade no estado do Maranhéao.
E como objetivos especificos, apresentar as caracteristicas sécio demogréficas dos
entrevistados, identificar a area e tempo de atuacao dos profissionais, identificar a
prevaléncia dos profissionais com especializacdo na area de fitoterapia, listar os
fitoterapicos mais prescritos, além de identificar a prevaléncia em adultos.

2| FITOTERAPICOS

A palavra Fitoterapia deriva da juncao de dois termos em grego, “Phyton” que
significa vegetal e “Therapeia” cujo significado é terapia, originando o termo “terapia
utilizando plantas”. A Organizacado Mundial de Saude (OMS) define fitoterapicos como
um termo amplo que inclui ervas, materiais a base de plantas, preparacdes a base
de plantas e produtos acabados a base de ervas. O termo erva, inclui material de
planta em bruto, tais como folhas, flores, frutos, sementes, caules, madeira, casca,
raizes, rizomas ou outras partes da planta, que pode ser inteiro, fragmentado ou em
pb e processadas por métodos locais e utilizado como estabelecido tradicionalmente
(BUENO, 2016).

A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, foi aprovada através
do decreto n° 5.813, de 22 de junho de 2006 onde fala que os nutricionistas poderao
realizar a indicacdo de medicamentos fitoterapicos e plantas medicinais, desde que
devidamente capacitados, que o medicamento em questao seja isento de prescricao
médica, e que sua indicacao terapéutica esteja relacionada com o seu campo de
conhecimento especifico (BRASIL, 2009).
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Infelizmente, a maior parte dos fitoterapicos que séo utilizados atualmente por
automedicacgao ou por prescricdo médica néo tem o seu perfil tdxico bem conhecido.
Por outro lado, a utilizacao inadequada de um produto, mesmo de baixa toxicidade,
pode induzir problemas graves desde que existam outros fatores de risco tais como
contraindicagdes ou uso concomitante de outros medicamentos (CAPASSO et. al.,
2000).

2.1 A histéria da fitoterapia

A utilizac&o de plantas para o tratamento de doengas acontece em todo o mundo
e ha muito tempo. Médicos famosos na antiguidade, como Hipécrates e Avicenna, ja
faziam uso de plantas medicinais. Em paises como a China, essa pratica € seguida
h& muitos séculos. No Brasil, as plantas eram usadas pelos povos indigenas em
rituais de cura, da mesma maneira que os povos africanos faziam sua associagéo
com rituais religiosos (ALVES, 2004).

Historicamente o uso de plantas medicinais remonta a eras pré-histéricas
e a convivéncia do homem com estas é antropoldgica. Apés ingerir determinada
planta experimentou melhora ou piora de algum padecimento que o acometia.
Observou, também, esses efeitos entre os animais do habitat que compartilhavam.
Com o tempo pela observacéo pode chegar a alguns grupos de plantas que traziam
alivio dos sintomas em detrimento de outras que os agravavam. E algumas delas,
provavelmente, levando até mesmo a morte devido a uma maior toxicidade. Esse
conhecimento foi passado para as proximas gerag¢oes, nascendo assim a fitoterapia
enquanto pratica terapéutica tradicional (ROSSATO, et al., 2012).

2.2 Fitoterapia / Botanicos ou Fitoervas

A fitoterapia é a ciéncia do uso de substéncias derivadas de plantas para tratar
e prevenir enfermidade. Tecnicamente essas plantas — inclusive suas folhas, flores,
caules, rizomas e raizes — sao chamados botanicos ou fitoervas, mas os termos
erva e botanico sao com frequéncia usados de modo permutavel. Erva tecnicamente
se refere apenas a uma planta com um caule ndo lenhoso que resseca a partir das
extremidades dos ramos no inverno (MAHAN; ECOTT-STUMP, 2005).

A fitoterapia abrange a maior parte das especialidades médicas e 0 uso de
fitoterapicos no tratamento de diversas enfermidades vem sendo cada vez mais
utilizado. Sua seguranca e qualidade estdo asseguradas pela rigorosa legislacao
a qual estes estabelecimentos estdo submetidos, segundo as normas da
ANVISA. Segundo a Portaria n° 971, de 3 de maio de 2006, a fitoterapia € uma
“terapéutica caracterizada pelo uso de plantas medicinais em suas diferentes formas
farmacéuticas, sem a utilizagcdo de substancias ativas isoladas, ainda que de origem
vegetal” (SRIVASTAVA; SHANKAR; GUPTA, 2010).
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2.3 Tipos de fitoterapicos

Para muitos produtos boténicos, os ingredientes ativos e 0 modo de acéo
foram definidos, outros ainda estao sendo pesquisados. A base cientifica para esse
medicamento pode ser investigada com as mesmas ferramentas cientificas que as
drogas por prescricao (por exemplo, experiéncias clinicas duplo-cegas, controladas
por placebo). As informacgdes de pesquisa sobre fitoterapia como uma modalidade de
terapia complementar estdo comecando a surgir (MAHAN; ESCOTT-STUMP, 2005).

A diversidade de espécies e familias botanicas é um fator complicador na
correta identificacédo das plantas medicinais. Devido ao regionalismo, uma mesma
espécie pode apresentar uma variedade de nomes populares, por exemplo, a erva
medicinal que no Norte/Nordeste é chamada de cha-de-pedestre, no Sul/Sudeste é
conhecida como erva-cidreira-de-rama. Também pode ocorrer que um mesmo nome
popular indique plantas medicinais diferentes em regides distintas, como no caso
espinheira-santa, nome popular que normalmente se refere ao género Maytenus,
em algumas regides sdo confundidas com outras espécies e familias como a da
familia das leguminosas, devido a semelhanca morfolégica de suas folhas (GOBBO;
LOPES, 2007).

O primeiro critério para a utilizacdo das plantas medicinais € a identificacao
botanica. Um dos aspectos mais delicados na fitoterapia esta na identidade das
plantas. Por ser baseada em nomes vernaculares, a verdadeira identidade de uma
planta recomendada pode variar enormemente de regido para regidao. “Plantas,
completamente distintas, podem ter o mesmo nome popular, algumas acumulam
elevado numero deles para a mesma espécie” (LORENZI; MATOS, 2008).

2.4 Aquisicao de insumos, processos de preparacao e estabilizacao da droga

vegetal

Aflora brasileira abriga uma riqueza imensuravel quando se fala de tratamentos
médicos naturais. As florestas do Pais guardam a maior biodiversidade do planeta,
com mais de 50 mil espécies de plantas. Entre toda essa variedade, apenas 10%
dos vegetais ja tém a propriedade conhecida e explorada pelos fabricantes de
medicamentos fitoterapicos. Para que seja possivel extrair o melhor dessas plantas,
€ preciso seguir um processo rigoroso, desde o plantio até a manipulacédo dos
extratos. Qualquer mudanca dentro do processo altera o resultado final desejado
(BRAGANCA, 1996).

A parte da planta a ser utilizada também tem grande influéncia no tipo de
medicamento que se quer obter, isto porque a distribuicdo das substancias ativas
numa planta pode ser bem irregular. Alguns grupos de substancias localizam-se
preferencialmente em partes especificas: os flavonoides, de maneira geral, estao
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mais concentrados na parte aérea da planta. Na camomila, as substancias estao
mais concentradas nas flores (ARAUJO, 2002).

2.5 Espécies e Formas de Fitoterapicos

O Brasil abriga cerca de 55 mil espécies de plantas, aproximadamente um
quarto de todas as espécies conhecidas. Quanto maior o nUmero de espécies, maior
o potencial de novos medicamentos. A despeito dos mais de 50 anos de pesquisa
com plantas medicinais no pais, 0 numero de espécies estudadas ainda é muito
reduzido (DI STASI, 1996).

Devido a grande extensao territorial, o Brasil tem, em cadaregido, caracteristicas
edafoclimaticas peculiares a cada regido, que podem interferir no desenvolvimento
das espécies nativas ou introduzidas, mesmo que as condicdes sejam semelhantes
as do local de origem. Portanto, antes de iniciar o cultivo, especialmente em escala
comercial, € necessario conhecer o comportamento da espécie em relacdo aos
efeitos climaticos da regido do plantio, os tratos culturais e os fatores bidticos que
sé@o responsaveis pelo desenvolvimento da planta. A falta de dominio tecnologico
em todas as etapas de desenvolvimento levara, provavelmente, a baixa qualidade
da biomassa e reducao nos teores dos principais constituintes quimicos do 6leo
essencial, assim como no rendimento (MARCHESE; FIGUEIRA, 2005).

31 O NUTRICIONISTA

Todo nutricionista especialista pode prescrever métodos de tratamento
caracterizado pela utilizacao de plantas medicinais em suas diferentes preparacoes,
sem a utilizagcdo de substancias ativas isoladas, ainda que de origem vegetal, sob
orientacdo de um profissional habilitado. A fitoterapia engloba a utilizacdo de plantas
medicinais in natura, de drogas vegetais, de derivados de drogas vegetais e de
medicamentos fitoterapicos (BRASIL, 2015).

O Cédigo de Etica do Nutricionista, aprovado pela Resolucdo CFN n° 334/2004,
gue no seu artigo 1° estabelece o Principio Fundamental de atender aos “principios
da ciéncia da Nutricdo para contribuir para a satude dos individuos e da coletividade”
e determina, no inciso IV do artigo 5°, o dever do nutricionista de “utilizar todos os
recursos disponiveis de diagnéstico e tratamento nutricionais ao seu alcance, em
favor de individuos e coletividade sob sua responsabilidade profissional” (BRASIL,
2007).

3.1 Fitoterapia pelo profissional nutricionista

Resolucdo do Conselho Federal de Nutricionistas, que regulamenta a pratica
da Fitoterapia pelo nutricionista, atribui competéncia para, nas modalidades
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que especifica prescrever plantas medicinais e chas medicinais, medicamentos
fitoterapicos, produtos tradicionais fitoterapicos e preparacbes magistrais de
fitoterapicos como complemento da prescricao dietética e da outras providéncias
(BRASIL, 2015).

A discussao da utilizagao pelo nutricionista da fitoterapia iniciou -se em 2002,
sendo aprovada em 2007, a Resolugcdo CFN n° 402 no Diario Oficial da Unido
em 6 de agosto de 2007, regulamentando, entédo, a prescricdo pelo profissional
nutricionista de fitoterapicos de plantas in natura frescas, ou como droga vegetal nas
suas diferentes formas farmacéuticas. (CFN, 2007).

E importante ressaltar que a prescrigéo destas substancias exige do profissional
o estudo de cada um dos principios ativos, partes das plantas a serem utilizadas,
modo de preparo, dosagens, contraindicacdes, reacdes adversas, dentre outros
aspectos. O paciente confia em quem faz a prescricédo, e este € um ato de extrema
responsabilidade que pode, inclusive, prejudicar o paciente quando feito de maneira
errada. Os nutricionistas tém em suas méaos mais uma ferramenta que, sendo
utilizada com adequacéo, conhecimento e responsabilidade, sdo mais uma aliada
na conquista de novos mercados (CFN, 2007).

41 LEGISLACAO DOS MEDICAMENTOS FITOTERAPICOS

De acordo com a CFN n° 402/2007, o nutricionista tera total autonomia
para prescrever os produtos objetos desta Resolucédo, quando julgar conveniente
a necessidade de complementagcdo da dieta de individuos ou grupos, atuando
isoladamente ou como membro integrante de uma equipe multiprofissional de saude
(JANAU, et. al., 2010).

Atualmente, a prescricao de fitoterapicos faz parte da rotina dos profissionais da
saude, tais como nutricionistas, enfermeiros e médicos. Os insumos farmacéuticos
da categoria dos fitoterapicos sdo comercializados nas farmacias de manipulacéo,
em diferentes formas (CFN, 2007).

A resolucdo CFN n° 402 de 2007, regulamenta a prescricao fitoterapica pelo
nutricionista, na forma de planta in natura frescas, ou como droga vegetal nas suas
diferentes formas farmacéuticas. Nela, evidencia-se a importancia da formacéao
do Nutricionista na prescricdo de plantas medicinais, j& que este contetudo ainda
ndo faz parte das matrizes curriculares de cursos e Nutricdo. E fundamental, para
a adequada prescricdo de fitoterapicos, que o Nutricionista busque um profundo
conhecimento cientifico na area, visto que varios fitoterapicos apresentam interacdes
com nutrientes, medicamentos e até mesmo efeitos colaterais (KALLUF, 2007).

Desde que foi langcado, em 2006, o Titulo de Especialista em Nutricdo é o
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reconhecimento de sua capacitacdo técnica e cientifica, no desempenho das
especialidades profissionais. Ele s6 pode ser conferido pela ASBRAN, seja por
meritocracia ou por prova escrita, conforme a resolucdo CFN n° 416/2008, e
abrange as areas de alimentacé&o coletiva, nutricao clinica, saude coletiva e nutricdo
em esportes. Agora, também ird conferir o Titulo de Especialista em Fitoterapia,
conforme Resolugao publicada pelo CFN em 2015, titulo de especialista em fitoterapia
(BRASIL, 2008).

Segundo o ato normativo, a partir de 2018 s6 poderéao prescrever medicamentos
fitoterapicos, como complemento de prescricdo dietética, nutricionistas que sejam
portadores do Titulo de Especialista em Fitoterapia, conferido pela ASBRAN. A
prescricdo também podera ser feita por profissionais que iniciaram ou ja concluiram
a pbs-graduacao nesta area antes da publicacédo da Resolucdo em 2015. Podem
se inscrever profissionais que tenham, no minimo, dois anos de experiéncia como
nutricionista, sendo um deles comprovado em Nutricdo Clinica (CFN, 2013).

Ao adotar a estratégia de complementacdao dietética com fitoterapicos, o
Nutricionista deve observar as indicagdes e acdes terapéuticas do medicamento para
que estejam em consonéncia com a area de competéncia profissional estabelecida
na Lei Federal n° 8.234/1991 e a Resolucao CNE/CES N° 5/2001.

51 METODOLOGIA

5.1 Tipo de estudo

A pesquisa realizada € do tipo descritiva, transversal e quantitativa.

5.2 Local de estudo

O estudo foi realizado no municipio de Imperatriz. Segundo IBGE (2018) é a
segunda maior cidade do estado do Maranhdo, tem uma populacdo aproximada
de 258 mil pessoas, geograficamente, Imperatriz faz fronteira com Cidelandia, S&o
Francisco do Brejéo, Joao Lisboa, Davinépolis, Governador Edison Lobéo.

5.3 Universo e amostra

Incialmente pesquisou-se em érgaos como o CRN 6, e farméacias de manipulacéo
da cidade de Imperatriz, porém néao foi possivel ter o acesso a dados e quantidade
exata de profissionais, uma vez que, os 6rgaos nao disponibilizaram esses dados,
entdo a amostra foi obtida através de grupos de aplicativo de celular.

O universo desse estudo foi composto por 32 profissionais de nutricdo que
trabalham na cidade de Imperatriz e de outros estados ou cidades vizinhas que

participam de grupos de aplicativo de celular direcionado para nutricionistas.
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5.4 Critérios de elegibilidade

Foram incluidos neste estudo, profissionais que estavam interligados nos
grupos de aplicativo de celular direcionado para nutricionistas que atuam na cidade
de Imperatriz e regido.

5.5 Coleta de dados

Por ndo ter acesso as informag¢des dos érgaos foi utilizado a amostra por
conveniéncia em rede (amostragem nao probabilistica) devido nao disponibilizarem
0s contatos dos profissionais.

Foi utilizado para coleta de dados o instrumento contemplando questoes
objetivas através de um questionario das quais indagava-se sobre sexo, idade,
quanto tempo de formado, se trabalha com prescricdo de fitoterapicos, se tem
especializacdo em fitoterapia, para que finalidade séo indicados os fitoterapicos mais
prescritos, para que idade é mais indicado o uso de fitoterapicos e se é explicado as
contraindica¢cdes do uso.

Acoletade dados para estapesquisase desenvolveu emtrés momentos distintos.
Inicialmente, foi apresentado para a orientadora do estudo, no qual é nutricionista,
onde a mesma enviou para 0s grupos de aplicativo de celular direcionado aos
nutricionistas no periodo de fevereiro a abril de 2019 convidando os profissionais a
participarem e responderem o estudo, sendo devidamente esclarecidos quanto aos
seus objetivos, riscos e beneficios.

O questionario foi aplicado através de um aplicativo de celular (Google Forms) e
identificado por meio de numeros, portanto, foram assegurados o sigilo e o anonimato
dos profissionais que compuseram a amostra do estudo. Assim, os riscos referentes
a participacado dos mesmos foram minimos e decorrentes da possibilidade de algum
tipo de constrangimento ou incbmodo em responder ao questionario, contudo, as
medidas de protecéo e prevencao puderam minimiza-los ou extingui-los.

No segundo momento foi feita outra tentativa para obter mais resposta no
periodo de maio a julho de 2019. E para encerrar a pesquisa, no periodo de agosto
a outubro de 2019, foi enviado para os grupos mais uma vez. Tanto na segunda e
terceira tentativa as respostas que vieram foram checadas para ndao haver duplicidade
de respostas. Dessa forma, o restante dos nutricionistas que ndo responderam o
questionario, foi excluido.

5.6 Analises dos dados

Os dados foram agrupados, categorizados e apresentados por meio de graficos,
bem como de forma descritiva e foram tratados no Software Excel e Google Forms.
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5.7 Aspectos éticos

Diretrizes e normas regulamentadoras estabelecidas na resolugédo devem ser
cumpridas nos projetos de pesquisa envolvendo seres humanos que devem ainda
atender aos fundamentos éticos e cientificos também elencados na resolugdo n°
466/ 2012 do CNS.

Dentre as exigéncias da resolugdo, estd a obrigatoriedade de que os
participantes, ou representantes deles, sejam esclarecidos sobre 0s procedimentos
adotados durante toda a pesquisa e sobre 0s possiveis riscos e beneficios conforme
o TCLE (Apéndice B).

A resolucao traz termos e condi¢des a serem seguidos e trata do Sistema CEP/
CONEP, integrado pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP/CNS/
MS do CN) e pelos Comités de Etica em Pesquisa (CEP) compondo um sistema que
utiliza mecanismos, ferramentas e instrumentos proprios de inter-relacdo que visa
a protecao dos participantes de pesquisa. Foi cumprido o que esta preconizado na
resolucao n° 466/ 2012 do CNS.

6 | RESULTADOS E DISCUSSOES

No estudo foram avaliados 32 (trinta e dois) nutricionistas. Foi realizado um
estudo com alguns nutricionistas prescritores e nao prescritores de fitoterapicos para
se obter informacgdes sbécio demograficas e de importéncia relevante para o trabalho.

Com a realizacdo do questionario pbéde-se coletar dados sobre o sexo
dos entrevistados preconizados em 31 mulheres (97%) e 1 homem (3%). E uma
caracteristica socio demografica responsavel por nos mostrar que atualmente no
mercado de profissionais em um municipio do Maranhdo, a maioria das mulheres
optou pela areade prescricao como forma de crescimento profissional, enriquecimento
curricular e especializagdo para atendimento a populagao.

A predominéncia feminina que trabalha na area de saude tem sido evidenciada
por muitos estudiosos, que observaram que as atividades de cuidar frequentemente
de individuos, tém sido exercidas por mulheres (ROSA; CARLOTTO, 2005).

6.1 Idade e periodo de atuacao no mercado dos entrevistados

Em relacéo a idade, os mesmos foram divididos em faixas etarias distintas, a
faixa etaria predominante foi de 22 a 26 anos preconizados em (41%). No gréfico 01,
estdo expressos os resultados referentes a idade:
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Gréafico 01 — Idade dos entrevistados

Fonte: Pesquisa de campo, 2019.

Nota-se que a maioria dos entrevistados tém idade inferior a 30 anos, indicando
uma faixa etaria mais jovem e que foram formados recentemente.

Segundo Silva (2017), é notavel que essa relagcao idade e tempo de atuacéo no
trabalho revelam o acumulo de experiéncia, conhecimento, dedicagdo, compromisso,
realizacéao pessoal e profissional dos sujeitos da pesquisa.

Em relagdo ao periodo de atuagdo no mercado, 15 entrevistados contemplaram
que a maior predominéncia de individuos formados € de 1 a 4 anos, preconizados
em (46,88%), representado no grafico 02:
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Grafico 02 — Periodo de atuagéo no mercado

Fonte: Pesquisa de campo, 2019.

O periodo de atuagado no mercado € um fator relevante para aquisicao de
experiéncia profissional, administracdo, prescricdo e analise da necessidade em
aprimorar as técnicas voltadas para a qualidade de vida e bem-estar dos individuos.

Esta nova realidade, referente a maior prescricdo de plantas medicinais por
agentes capacitados, sinaliza a busca e interesse dos profissionais de saude em
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adquirirem qualificacdo especifica sobre o tema de plantas medicinais (OLIVEIRA;
LUCENA, 2015).

6.2 Tipos de especializacao

Com relacdo a area de especializacdo dos entrevistados, a area de nutricao
clinica apresenta maior predominancia com 11 individuos (34,38%), conforme o
grafico 03. Esta area é responsavel por tratamentos de diversas doencas através da

alimentacao, onde provavelmente se ha mais profissionais que optam por prescricao
de medicamentos a base de plantas medicinais.
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Grafico 03 — Area de especializagéo dos entrevistados

Fonte: Pesquisa de campo, 2019.

Nascimento Junior et al. (2016), relacionam a frequéncia de prescricdes com
a familiaridade dos profissionais com os medicamentos alternativos. Isso é reflexo
dos conhecimentos adquiridos, seja pelo aprendizado no periodo académico ou com
cursos de qualificacdo sobre o tema e até mesmo pelo proprio consumo destes
produtos pelos agentes responsaveis por prescrevé-los.

6.3 Prescricao, especializacao e finalidades

A pergunta realizada aos entrevistados foi: Vocé trabalha com a prescri¢cao de
fitoterapicos? Os dados coletados respondidos indicam que a maior predominancia
foi de 17 individuos (53,1%), que nao trabalham com prescricao de fitoterapicos e
15 respostas para individuos que trabalham com a prescricédo, caracterizados por
(46,9%).

A prescricao de fitoterapicos requer capacitacéo de profissionais qualificados
como nutricionistas e especialistas em fitoterapia. Pelos resultados obtidos nessa
pesquisa, pode-se avaliar que a maioria dos entrevistados nao prescreve o uso de
fitoterapicos, pois a maioria ndo possui especializagéo.
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Pontes, et al., (2007), menciona que muitos estudos indicam que grande parte
dos profissionais de saude nao prescreve fitoterapicos, muitas vezes por falta de
conhecimento e, 98% destes profissionais admitem que deveriam conhecer melhor
a utilizagao das plantas medicinais.

Ao decorrer da realizacdo do questionario foi solicitado que apenas os
nutricionistas prescritores continuassem a pesquisa, € que 0s nutricionistas que
nao tivessem a pratica de prescricdo, encerrassem o questionario. Em relacéo a
especializacdo dos prescritores, a maior predominéncia contempla a especializacao
na area em andamento, ao todo 9 respostas (60%), conforme demonstrado no grafico
04
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Grafico 04 — Especializacao em fitoterapia

Fonte: Pesquisa de campo, 2019.

A busca de jovens por especializagdo na area de fitoterapia ocorre devido ao
grande interesse pela prescricao de medicamentos fitoterapicos, e conhecimentos
aplicados na populacao que necessita da utilizagao dos farmacos, principalmente na
atencao basica a saude (BRASIL, 2009).

A diversificagdo das praticas de atendimento a saude é de conveniéncia
académica, socioecondmica e cultural, sendo assim, a aplicacdo das plantas
medicinais e fitoterapicas é um possivel meio de ampliacdo da area de trabalho dos
profissionais de saude que ainda estdo pouco informados e preparados para lidar
com esses recursos alternativos (RIBEIRO; MOSEGUI; VIANNA, 2012).

Em relagcdo para quais finalidades sao utilizados os medicamentos fitoterapicos,
houve predominancia para emagrecimento, onde 7 pessoas (46,25%) responderam
para esta op¢ao conforme o gréafico 05:
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Gréfico 05 — Finalidade dos medicamentos fitoterapicos

Fonte: Pesquisa de campo, 2019.

Para quem realizava prescricao/orientacéo fitoterapica (plantas medicinais), as
condi¢des clinicas mencionadas foram para os casos de obesidade (emagrecedor),
moderador de apetite, ansiedade, compulséo, insénia, dispepsia, retencao hidrica,
constipacéo/diarreia, ma digestao, hepatoprotetor.

Atualmente, o mercado brasileiro comercializa diversos medicamentos

fitoterapicos, simples e associados, com atuagcdo em varias areas do organismo
humano (BRASIL, 2019).

6.4 Grupos que utilizam fitoterapicos

O grupo que mais utiliza fitoterapicos, segundo os entrevistados, sédo os adultos.
Em relacdo a essas faixas-etarias preconiza a maior predominancia em 12 respostas
(80%) para adultos, conforme o gréafico 06:
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Adolescentes Adultos Idosos
Grupos que mais utilizam fitoterapicos

Grafico 06 — Grupos mais indicados para o uso de medicamentos fitoterapicos
Fonte: Pesquisa de campo, 2019.

Foram expostos mais grupos na pesquisa, como criangas, gestantes e
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atletas, porém ndo contemplaram resultados na coleta de dados, portanto para os
entrevistados, esses grupos nao contemplam requisitos para o uso de medicamentos
a base de plantas medicinais.

No Brasil, o mercado de medicamentos fitoterapicos tem aumentado
continuamente, acompanhando o crescimento da industria farmacéutica como um
todo. Apesar disso, estima-se que apenas 10% das pessoas consomem esse tipo
de produto. H4 um potencial ainda muito grande a ser explorado. O principal desafio
esbarra no desconhecimento dos efeitos dos fitoterapicos principalmente pela classe
médica (BRASIL, 2009).

Com relagcdo as contraindicagcbes, foi solicitado que o0s entrevistados
respondessem com sim ou néo, se ha contraindicagcdes informativas para a utilizagcao
dos medicamentos fitoterapicos. Foi preconizado com 10 respostas (66,6%), que se
é fornecido as contraindicagdes, ao oposto das outras respostas, 5 pessoas (33,3%)
indicaram que nao ha explicacbes para contemplar as contraindicacoes.

O profissional ao prescrever fitoterapicos, deve basear-se em evidéncias
cientificas quanto a indicacdo, critérios de eficacia e seguranga dos produtos
prescritos, bem como de suas contraindicac¢des, efeitos colaterais, e interacdes
com outras plantas, drogas vegetais, medicamentos e alimentos. Os fitoterapicos
prescritos devem possuir indicagdes de uso relacionadas com o campo de atuacao
do nutricionista. Além destes aspectos técnicos, o nutricionista deve também
observar os aspectos legais que regulamentam a notificacao e o registro de plantas
medicinais, drogas vegetais e fitoterapicos, observando sempre as restricbes de
prescricdo e comercializagao destes produtos (BRASIL, 2016).

7 | CONSIDERACOES FINAIS

Com a realizagdo da pesquisa foi possivel coletar os dados necessarios e de
relevancia para o trabalho, onde a predominéncia foi de mulheres, entre 22 a 26 anos,
com tempo de atuagcdo no mercado entre 1 a 4 anos, advindas da area de nutricao
clinica, na qual a maioria ndo possui especializagcdo, ou com a especializacdo em
andamento, que prescrevem fitoterapicos com a finalidade para emagrecimento, e o
grupo que mais utiliza desses produtos a base de plantas medicinais sdo os adultos,
sendo fornecidas as informac¢des acerca das contraindicacdes para 0s mesmos.

A realizacdo de mais estudos voltados para a prescricdo de fitoterapicos
pelos nutricionistas torna-se importante, pois investigara, apdés o conhecimento e
aprovacao de resolucbes mais recentes, a pratica, adequacéao e percepcao desses
profissionais. Esse estudo mostrou-se relevante, pois, além de caracterizar alguns

nutricionistas que prescrevem fitoterapicos, revelou as condi¢des clinicas associadas
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a essas recomendacgdes, bem como desvelou os sentimentos de alguns profissionais
diante dessa atividade.
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RESUMO: Dentro da cultura da soja, a
espécie Chinavia impicticornis (Hemiptera:
Pentatomidae) € uma praga de grande
importancia no Brasil. Dentro das medidas
de controle de pragas utilizadas para plantas
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cultivadas, o controle quimico €& a principal. Varias medidas sdo propostas para
reduzir o uso indiscriminado de inseticidas, sendo uma delas uso de plantas com
carater inseticida. A aroeira-salsa, Schinus molle L. (Anacardiaceae), € uma arvore
estudada quimicamente por seus compostos apresentarem varias propriedades
médicas e inseticidas. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de S. molle na
mortalidade e preferéncia para alimentacéo de ninfas de 4° instar de C. impicticornis
com o extrato alcodlico e hidroalcodlico a 70% das folhas de S. molle. Nas condigbes
avaliadas, os resultados mostraram que os extratos hidroalcodlico e alcodlico de S.
molle a 5% causaram baixa mortalidade em ninfas de 4° instar de C. impicticornis
qguando contaminados via tarsal e topica. Houve nao preferéncia para alimentacdo das
ninfas de percevejos por vagens de feijao tratadas com ambos os extratos de S. molle.
Concluiu-se que S. molle possui propriedades de repeléncia para a alimentacéo de C.
impicticornis, porém, com baixo potencial para mortalidade de ninfas de 4° instar por
contaminacgao tarsal ou topica.

PALAVRAS-CHAVE: Chinavia impicticornis, Schinus molle, atividade inseticida .

INSECTICIDAL POTENTIAL AND FEEDING REPELLENCY OF SCHINUS MOLLE
L. (ANACARDIACEAE) ON CHINAVIA IMPICTICORNIS (STAL, 1872) (HEMIPTERA:
PENTATOMIDAE)

ABSTRACT: Within the soybean culture, the species Chinavia impicticornis (Hemiptera:
Pentatomidae) is a pest of great importance in Brazil. Several measures are proposed
to reduce the indiscriminate use of insecticides, one of them being the use of insecticidal
plants. Aromatic parsley, Schinus molle L. (Anacardiaceae), is a tree chemically studied
for its compounds with various medical and insecticidal properties. The objective of this
study was to evaluate the effect of S. molle on mortality and feeding preference of C.
impicticornis 4th instar nymphs with alcoholic and hydroalcoholic extract at 70% of
S. molle leaves. In the evaluated conditions, the results showed that the 5% S. molle
hydroalcoholic and alcoholic extracts caused low mortality in C. impicticornis 4th instar
nymphs when contaminated via tarsal and topical. There was no preference for the
feeding of bed bug nymphs by bean pods treated with both extracts of S. molle. It was
concluded that S. molle has repellent properties for C. impicticornis feeding, but with
low potential for mortality of 4th instar nymphs by tarsal or topical contamination.
KEYWORDS: Chinavia impicticornis, Schinus molle, insecticide activity

11 INTRODUCAO

Segundo Franca, et al. (1985), o controle quimico é a principal forma de
controle de pragas em plantas cultivadas, isso se deve a sua eficacia e facilidade
de utilizacdo. Porém, o controle de pragas com o uso de produtos derivados da
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indastria quimica tem sido colocado em duvida, devido aos maleficios causados
pelo uso indiscriminado dos mesmos, como poluicdo da agua e do ar, aumento
da resisténcia de pragas e contaminacdo de alimentos; por isso aumentou-se o
interesse por métodos alternativos de controle, como o uso de extratos de plantas
ou produtos naturais de origem vegetal (OLIVEIRA, 2013).

Os efeitos dos inseticidas botanicos séo variados, podendo causar tanto a morte
quanto esterilidade ou repeléncia, podendo ainda modificar seu comportamento,
desenvolvimento ou reduzir a alimentacdo (MOREIRA, 2016).

Dentro das pragas que causam problemas na cultura da soja no Brasil, Chinavia
impicticornis é um inseto de grande importancia econédmica devido aos seus danos
causados as plantacdes, e para um controle efetivo do mesmo é importante o uso de
diversas formas de controle que visem reduzir o numero de aplicagdes, bem como
técnicas que prolonguem a vida util de produtos disponiveis no mercado (CASTELO
BRANCO; FRANCA, 2000).

Em face as informacbes, sdo necessarios estudos para a descoberta de
substancias que possam auxiliar a producéo agricola. O objetivo desse trabalho foi
avaliar o efeito de extratos de Schinus molle na mortalidade de ninfas de 4” instar
de C. impicticornis através de contaminacgao tarsal e tdpica, assim como o seu

potencial de repeléncia para alimentacéo.

2| MATERIAL E METODOS

Identificacao da espécie

A espécie Chinavia impicticornis utilizada nessa pesquisa foi identificada por
Ribeiro (2013), através da chave pictoéria proposta por Schwertner; Grazia (2007) e
confirmada pelo Dr. Cristiano F. Schwertner da UNIFESP (Universidade Federal de
Sao Paulo) por taxonomia.

Criacao massal

Os percevejos utilizados no experimento foram obtidos da criagdo massal
mantida no Labortatério de Entomologia Agricola (LEA), pertencente a Universidade
Estadual de Ponta Grossa (UEPG), Ponta Grossa — PR. A criagdo foi mantida na
sala de criacdo do LEA, em temperatura de 25+ 2°C e fotofase de 14 horas. Os
percevejos adultos foram mantidos em gaiolas de acrilico com as laterais e tampa
cobertas com tela de nylon, para permitir a livre circulacao do ar. A alimentacéo dos
percevejos foi constituida de feijdo vagem e soja, esta depositada em uma placa de
petri, enquanto a outra apenas colocada dentro da gaiola; foi depositada também na
gaiola uma placa de petri contendo algodao embebido de dgua destilada.
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Os ovos resultantes da copula entre machos e fémeas foram coletados e
acondicionados em gerbox até que as ninfas eclodissem e atingissem o quarto
instar, quando foram transferidas para gaiolas de acrilico até chegarem a fase adulta.
Quando adultos, foram transferidos para outra gaiola de acrilico para reproducéo e
consequente manutencgao da criagao.

Coleta e preparo dos Extratos

As folhas de S. molle L. (Anacardiaceae) foram coletadas no Horto Medicinal
do curso de Farmécia da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG) (latitude
25°5’23” S e longitude 50°6’23” W) Brasil, em marco de 2017. O material contendo
inflorescéncias foi identificado por um taxonomista e depositado no Herbario da
UEPG, sob os numeros de registro 20048, 22240 e 22239. O acesso ao material
botanico foi registrado pelo Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético
e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob numero AD57C57, como
requer a Legislacao Brasileira.

Os extratos foram preparados por turbdlise, seguido de maceracgao, filtrados,
concentrados em rotaevaporador e diluidos em agua destilada a 5% (p/v).

Bioensaios

A pesquisa foi constituida de dois biensaios: no bioensaio 1 foi feita a avaliacéo
da mortalidade de ninfas de 4° instar por contaminacéo tarsal e tdpica por extratos
alcodlicos e hidroalcodlicos de folha de S. molle; j& no bioensaio 2 onde foram
testados a preferéncia por alimentacao de ninfas de 4° instar de C. impicticornes em
vagens de feijao tratadas com os extratos alcodlicos e hidroalcodlicos de folha de S.
molle. Para os bioensaios foram utilizadas cubas de vidro com as dimensdes de 8
cm de largura, 14 cm de comprimento e 5,5 cm de altura. As cubas foram fechadas
com uma tampa de poliestireno, presas com um elastico para evitar a fuga dos
percevejos. Para cada tratamento foram utilizadas 8 cubas com 10 percevejos de
4° instar em cada cuba, totalizando 80 percevejos por tratamento repetidos quatros
vezes.

No bioensaio 1, os tratamentos foram constituidos de dois extratos de folhas de
S. molle a 5% de concentracdo aplicados de duas formas visando a contaminacao
tarsal quando aplicado nas paredes da cuba e a contaminag&o por contato quando
contaminacéao por aplicacéo topica de 2uLno dorso do inseto.

Para o teste de contaminacao tarsal, 4 cubas foram tratadas com o extrato
alcodlico de folhas de S. molle a 5% e outras 4 com o extrato hidroalcoolico a 5% e
posteriormente colocadas para secagem da calda por 20 horas em capela, sendo a
testemunha tratada apenas com agua destilada.

No teste de contaminagdo por contato com aplicacdo topica, 10 ninfas de 4°
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instar receberam cada uma 2uL de extratos alcodlicos ou hidroalcodlicos a 5%
de concentracao depositados no dorso do inseto e posteriormente colocados nas
suas respectivas cubas. Para constituir a testemunha, 10 ninfas receberam 2uL
de agua deionizada no dorso individualmente. Nas cubas de cada tratamento, foi
disponibilizado agua para os insetos através de um eppendorf contendo algodéao
umedecido e uma vagem de feijao-vagem para a sua alimentacao. A avaliagcdo da
mortalidade foi feita a cada 12 horas no primeiro dia e a cada 24 horas nos proximos
11 dias.

Para avaliar a preferéncia para alimentacédo (bioensaio 2), metade de uma
vagem verde de feijdo foi tratada, cada uma com seu respectivo extrato vegetal
através de um borrifador e a outra metade tratada com agua deionizada, ambas
dispostas em sentidos opostos em cada extremidade da cuba de vidro, que continha
marcagao para identificacdo dos tratamentos das vagens. Posteriormente, 10
percevejos de 4° instar foram dispostos no centro da cuba e entdo observados seu
comportamento para alimentagcdo em livre escolha. Para a testemunha, as cubas
foram montadas exatamente iguais aos demais tratamentos, porém, ambos os
fragmentos de vagem foram tratados apenas com agua deionizada. As avalia¢des
foram feitas a cada 1 hora no primeiro dia, 2 horas no segundo dia foi, a cada 12
horas no terceiro e quarto dia e posteriormente a cada 24 horas.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos inteiramente casualizados
com 4 repeticdes. Os dados foram tabulados e as médias submetidas a analise de
variancia e a diferenca entre as médias, quando significativas, foram comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade através do programa Assistat versao 7.7.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas condigcdes avaliadas, os resultados mostraram que o0s extratos
hidroalcodlicos e alcodlicos de S. molle a 5% causaram baixa mortalidade em ninfas
de 4° instar de C. impicticornis quando contaminados via tarsal e tépica (Figura
1), sendo a aplicacédo topica do extrato alcodlico a 5% a que proporcionou a maior
mortalidade (87,5%). Isso indica que S. molle possui compostos bioativos que
dependem do método de extracédo e apesar de sua baixa mortalidade, ndo se deve
descartar a possibilidade de estudos fitoquimicos visando uma maior eficiéncia de
suas substancias no efeito deletério para ninfas de C. impicticornis.
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Figura 1 — Média de mortalidade (%) de ninfas de 4° instar de C. impicticornis contaminadas
dorsal e tarsalmente por extratos hidroalcodlico e alcodlico de S. molle.

Médias seguidas de mesmas letras néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade

Observando a mortalidade cumulativa (Figura 2), pode-se observar que nao
houve mortalidade significativa entre os extratos e a testemunha nas primeiras 216
horas ap0Os o tratamento das ninfas. Apenas o extrato alcodlico por contaminagao
tépica evidencia mortalidade significativa apoés as 216 horas apés o tratamento.
Esse fato evidencia que este extrato n&o causa toxicidade aguda, porém pode
desfavorecer o inseto fazendo com que seu custo energético seja afetado
ocasionando redugcdo em sua longevidade. Esse fato pode ser reforgcado quando se
observa o comportamento do inseto na Figura 4 em que os extratos alcoodlicos de
S. molle inibem a alimentacdo de ninfas de 4° instar de C. impicticornis. A inibi¢cao
da alimentagdo pode reduzir a longevidade do percevejo por este reduzir acamulo

de reservas energéticas.
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Figura 2 - Mortalidade cumulativa (%) de ninfas de 4° instar de C. impicticornis contaminadas
dorsal e tarsalmente por extratos hidroalcodlico e alcodlico de folhas a 5% de S. molle.

Para a anélise da avaliacdo da preferéncia para alimentagao, pode-se observar
as Figuras 3, 4 e 5 abaixo. Houve né&o preferéncia para alimentacéo das ninfas de
percevejos por vagens de feijdo-vagem tratadas com ambos os extratos de S. molle
(Figuras 3 e 4), pois como observado na Figura 5 referente a testemunha, néo
ocorre um padrdao no comportamento das ninfas de 4° instar de C. impicticornis
quanto a frequéncia nas vagens tratadas apenas com agua deionizada. Ja para os
extratos, nota-se claramente que as ninfas de C. inpicticornis preferem frequentar
areas em que os alimentos ndo estejam contaminados pelos extratos. A repeléncia
aqui constatada, condiz com ISMAN (2006), que relata que a atividade mais comum
de bleos essenciais e de seus componentes € a repeléncia.

[y
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Figura 3- Numero de ninfas de 4° instar do percevejo C. impicticornis em alimento tratado e ndo
tratado com extrato hidroalcodlico de folhas de S.molle.
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Figura 4— Numero de ninfas de 4° instar do percevejo C. impicticornis em alimento tratado e nédo
tratado com extrato Alcodlico de folhas de S. molle
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Figura 5- Namero de ninfas de 4° instar do percevejo C. impicticornis em alimento tratado com
agua deionizada (Testemunha).

Segundo Dequech (2010), a nao preferéncia é interessante do ponto de vista
que a cultura cultivada seria menos atacada pela praga e que ndo ocorreria danos
aos inimigos naturais.

Neste sentido, os resultados desta pesquisa indicam que S. molle possui
propriedades que se enquadram em alternativas para o manejo de C. impicticornis.
Novos estudos, principalmente fitoquimicos e seus efeitos bioldégicos, sao
recomendados para S. molle visando uma avaliacdo mais profunda no potencial

desta planta para o manejo de pragas.
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41 CONCLUSAO

Conclui-se que S. molle possui propriedades repelentes para a alimentacao
de C. impicticornis em feijao vagem, porém, com baixo potencial para mortalidade
de ninfas de 4° instar por contaminacéo tarsal ou topica. No entanto, enfatiza-se a
importancia de se realizarem mais estudos para se avaliar o efeito de S. molle sobre
as pragas e seu comportamento em campo.
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RESUMO: E notavel
da modificagdo genética sobre a sociedade

a grande influéncia
atual, especialmente a modificagéo de plantas
consumidas como alimento. Considerando
este tema de destaque, sera possivel afirmar
que essa tecnologia trara algum risco para o
meio ambiente? Grande parte dos alimentos
produzidos mundialmente sdo geneticamente
modificados, € muitas vezes os produtores e
consumidores ndo sabem as consequéncias
desse cultivo. Tendo isto em vista, nesta revisao
sistematica de literatura buscamos elencar,
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comparar e discutir as abordagens do tema no
meio cientifico, a partir de artigos da Plataforma
SciELO, de modo a informar a populagéo,
despertando seuinteresse sobre este importante
avanco da biotecnologia. Em conclusao,

os alimentos geneticamente modificados
apresentam sim riscos para o meio ambiente,
porém para que haja dados experimentais mais
concretos € preciso continuar as pesquisas
sobre tao relevante tema.

PALAVRAS-CHAVE: Alimentos. Biotecnologia.

Meio Ambiente. Modificagcdo Genética. Riscos.

RISKS OF GENETICALLY MODIFIED FOOD
TO THE ENVIRONMENT: A SYSTEMATIC
LITERATURE REVIEW

ABSTRACT: It is notable the great influence of
the genetic modification in nowadays society,
especially modification of plants consumed as
food. Considering this prominent theme, is it
possible to affirm that this world know technology
will bring some risk for the environment? Big
part of world produced foods are genetically
modified, and there are a lot of times that
producers and consumers do not know the
consequences of this cultivation. With this in
mind, in this systematic literature review, we seek
to list, compare and discuss the approaches of
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the theme in the scientific society, we used articles from the SciELO Platform, arousing
public interest in this important advance in biotechnology. In conclusion, the genetically
modified foods do pose risks to the environment, however, in order to have more
concrete experimental data, it is necessary to continue rearsach on this theme.
KEYWORDS: Food, Biotechnology, Environment, Genetic Modification, Risks.

11 INTRODUCAO

Organismos geneticamente modificados (OGMs) sdo um grande avanco
cientifico possibilitado pela biotecnologia e pela engenharia genética.

OGMs sao seres vivos que tiveram seu material genético modificado
objetivando ora alterar uma ou mais de suas caracteristicas ora inserir uma nova
caracteristica, podendo também ser chamados de transgénicos (CAMARA et al.,
2009; FRANCESE; FOLGUERA, 2018).

Foram desenvolvidos por pesquisadores da universidade de Stanford, na
Califérnia, em 1973, a partir da tecnologia do DNA recombinante, técnica esta que
consiste na transferéncia de genes entre organismos, unindo a biologia molecular e
a engenharia genética (ALVES, 2004; CAMARA et al., 2009).

Alimentos geneticamente modificados, ou seja, OGMs com fins alimenticios,
passaram a ser consumidos na década de 1980, quando iniciou-se a producdo em
escala comercial, que vém aumentando desde entdo (COSTA et al., 2007).

Por ser uma tecnologia recente, os efeitos que o cultivo de alimentos
geneticamente modificados acarreta no meio ambiente geram muita discussdo no
meio cientifico, trazendo uma grande polémica para a sociedade, ja que mesmo com
tanta importancia as pessoas muitas vezes nao sabem as consequéncias dessa
producédo, ou nem estéao cientes de que consomem estes alimentos (FURNIVAL;
PINHEIRO, 2008).

Tendo em vista a relevancia deste assunto, nesta pesquisa buscamos
compreender se a utilizacdo desta tecnologia trara algum risco para o meio ambiente.
Deste modo, objetivamos ampliar o conhecimento da populagao e despertar seu
interesse sobre alimentos geneticamente modificados.

2| MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa consiste em uma revisdo sistematica de literatura baseada
no Manual de Publicacdo da American Psychological Association (2012) e em
consideracoes feitas por Soares, Picolli e Casagrande (2018), os quais caracterizam
uma revisao sistematica aquela que define um problema, analisa criticamente e
relaciona os resultados de trabalhos ja publicados com o tema proposto e propde o

As Ciéncias Biologicas e a Construgdo de Novos Paradigmas de Conhecimento 2 Capitulo 23




préximo passo para a resolugao do problema previamente estabelecido.
Paratanto, foramrealizadas quatrobuscas naplataforma SciELO, aprimeiracom
as expressoes “riscos”, transgénicos” e “alimentos”; a segunda com as expressodes
“riscos”, “transgénicos” e “meio ambiente”; na terceira foram utilizadas “riscos”,
“organismos geneticamente modificados” e “alimentos”; e por fim a quarta busca foi
feita com as palavras “meio ambiente”, “organismos geneticamente modificados” e
“alimentos”. Em seguida, a partir da leitura do resumo dos trabalhos encontrados,
foram excluidos aqueles que nao se enquadrassem na proposta da pesquisa, ou
seja, que nao tratasse do assunto “riscos de alimentos geneticamente modificados

para o meio ambiente. Por fim, foi feita a revisdo dos artigos selecionados.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

As buscas realizadas resultaram em 17 artigos, tendo alguns aparecido em
mais de uma busca. Dentre os 17 artigos encontrados, 7 adequaram-se a proposta
da pesquisa, e serao discutidos a seguir.

Para Lewgoy (2000), a utilizacdo de plantas geneticamente modificadas na
agricultura traz o risco da transferéncia de genes imprevista ou indesejada, tanto
vertical (entre organismos modificados e ndo modificados da mesma espécie)
quanto horizontal (entre organismos modificados e ndo modificados de espécies
diferentes), risco também apontado por Nodari e Guerra (2000, 2001), Camara et
al. (2009) e Ribeiro et al. (2017).

Segundo Nodari e Guerra (2000, 2001), Leite (2007) e Ribeiro et al. (2017), a
transferéncia de genes acarreta na polui¢cao genética e na hibridizacao de espécies,
tanto modificadas como ndo modificadas.

Leite (2007) destaca a possibilidade do surgimento de ervas daninhas
resistentes a herbicidas na lavoura, assim como Nodari e Guerra (2000, 2001), que
classificam este fen6meno como uma selecdo de pragas resistentes, justamente
pela transferéncia de genes, argumento utilizado por Francese e Folguera (2018)
em seus apontamentos.

Por meio da transferéncia genética, Nodari e Guerra (2000, 2001) ressaltam
a perspectiva do surgimento de novos patégenos ou agentes tdxicos, o que pode
contaminar os alimentos produzidos.

Danos para organismos nao-alvo, como insetos que se alimentam das
espécies modificadas, podem acontecer, de acordo com Nodari e Guerra (2000,
2001), argumento reforcado nos trabalhos de Leite (2007) e Ribeiro et al. (2017).

Francese e Folguera (2018) destaca a contaminacéo de aguas e solos, o que
traz problemas para a plantacdo agricola, risco apresentado nas pesquisas de

Nodari e Guerra (2000, 2001).
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Segundo Nodari e Guerra (2000, 2001), a insercéao de uma espécie modificada
em um meio pode acarretar no deslocamento ou até eliminacédo de espécies que
habitavam o local, caracterizado por Francese e Folguera (2018) como risco de perda
de biodiversidade nos ecossistemas em que a espécie modificada foi inserida, que
pode ser fundamentado justamente pela contaminacdo de aguas e solo (NODARI;
GUERRA, 2000, 2001, FRANCESE; FOLGUERA, 2018), bem como pelo surgimento
de organismos patdgenos ou agentes toxicos (NODARI; GUERRA, 2000, 2001).
Este fenbmeno poderia enquadrar-se como uma forma de efeito adverso a uma
espécie nao-alvo, risco previsto por Nodari e Guerra (2000, 2001), Leite (2007) e
Ribeiro et al. (2017).

Camara et al. (2009), porém, afirma que apesar de trazer beneficios, ainda ha
incerteza sobre os riscos da utilizacdo de organismos geneticamente modificadas,
ja que ndo ha muitos dados experimentais de pesquisas sobre o tema, ja que € uma
tecnologia recente.

41 CONSIDERACOES FINAIS

Os alimentos geneticamente modificados revolucionaram a maneira com
gue pensamos e as técnicas que utilizamos para sustentar a todos que vivem no
planeta Terra. Esta tecnologia, além de beneficios, traz para o meio ambiente o
risco de desequilibrio do ecossistema no qual a variedade foi aplicada, bem como
a possibilidade de efeitos adversos a espécies nao-alvo, assim como a geracéo de
variedades de plantas daninhas e novos patdégenos ou agentes toxicos a partir da
transferéncia genética quando aplicada. Assim, concluimos que mesmo trazendo
beneficios, ha riscos ambientais que devem continuar sendo estudados de forma
aprofundada e mais frequente, ja que ha poucos estudos experimentais atuais sobre

0 assunto, o que pode indicar uma diminui¢c&o no interesse dos pesquisadores.
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RESUMO: A ordem Lepidoptera € composta
por 13% de espécies de borboleta e apresenta
3.288 espécies no Brasil, ocorrendo em grande
abundancia no bioma brasileiro Mata Atlantica.
Neste bioma categorizado como floresta tropical
com alto indice de biodiversidade, é possivel
realizar atividades de monitoramento de varias
espécies que, neste trabalho, ha énfase nos
lepidopteros, que sédo de facil execucdo de
amostragem por apresentarem grande riqueza
de espécies e ciclo de vida curto. O presente
estudo teve como objetivo caracterizar a
comunidade de borboletas frugivoras da
Reserva Biologica (REBIO) Guaribas. Para a
coleta de dados, foram dispostas 4 séries de
armadilhas espacadas por 500m e realizou-se
4 revisGes com intervalo de 48hs entre elas. As
iscas foram feitas com bananas maceradas e
caldo de cana, que fermentaram por cerca de
48hs. Sabendo que as borboletas frugivoras (as
quais consomem frutas fermentadas e excretas
de plantas) séo de facil captura em armadilhas
com iscas, foi observado que a subfamilia
Satyrinae foi a mais evidenciada na ocorréncia,
devido a regido neotropical encarregada pela
maior riqueza de satirineos no mundo e sua
disposicao homogénea.
PALAVRAS-CHAVE: Mata
Biodiversidade;

Atlantica;

Monitoramento; Borboletas
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Frugivoras.

OCCURRENCE OF FRUIT FEEDING-BUTTERFILES (LEPIDOPTERA:
NIMPHALIDAE) IN ATLANTIC FOREST FRAGMENTS IN THE GUARIBAS
BIOLOGICAL RESERVE, MAMANGUAPE-PB

ABSTRACT: The order Lepidoptera is composed of 13% butterfly species and has
3,288 species in Brazil, occurring in great abundance in the Brazilian Atlantic Forest
biome. This biome is categorized as a tropical forest with a high biodiversity index, and it
is possible to carry out monitoring activities of several species. In this study, emphasize
the Lepidoptera, which are easy to perform sampling because they have great species
richness and a short life cycle. The present study aimed to characterize the community
of fruit-feeding butterflies of Guaribas Biological Reserve. As sampling method, we set
up 4 sets of 500m spaced traps were arranged and 4 revisions were made with 48h
intervals between them. The baits were made with macerated bananas and sugarcane
juice, which fermented for about 48 hours. Knowing that frugivorous butterflies (which
consume fermented fruit and plant excreta) are easy to catch in baited traps, it was
observed that the subfamilie Satyrinae were the most evident in the occurrence, due to
the neotropical region responsible for the largest richness of Satyrini in the world and
its homogeneous disposition.

KEYWORDS: Atlantic Forest; Monitoring; Biodiversity; Frugivorous Butterflies.

11 INTRODUCAO

Distribuida ao longo da costa leste, sudeste e sul do Brasil e sendo um bioma
de floresta tropical, a Mata Atlantica exp6e agregacdes de ecossistemas florestais
muito variaveis e com grandes alternancias na pluviosidade e no relevo geografico,
somado a diferenciadas organizagcdes floristicas. Tais fatores proporcionam a
grande biodiversidade encontrada nesse local (PINTO et al., 1997; OLIVEIRA-
FILHO; FONTES, 2000; SILVA; CASTELETI, 2003;).

Regides geograficas possuem assimétricos arranjos de espécies,
proporcionados por abundancia de recursos, competicdo e caracteristicas fisicas.
A utilizagdo dos recursos ira resultar em diferentes composicdes das populacdes
- as espécies que recorrem a recursos restritos podem restringir sua distribuicéo
a determinados locais de uma regido. Ja espécies que usam recursos diversos
tendem a atingir uma maior variedade de areas, resultando numa maior densidade
(BROWN, 1984).

As borboletas equivalem a 13% de um total de 146.000 espécies da ordem
Lepidoptera no mundo, sendo encontradas no Brasil 3.288 espécies. As quais sao
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divididas em seis familias: Hesperiidae, Lycaenidae, Nymphalidae, Papilionidae,
Pieridae e Riodinidae (BROWN JR.; FREITAS, 1999). Essa ordem & caracterizada
por ser identificada em variados habitats, manifestando uma gama de interacdes
ecologicas com outros organismos, servindo como biomassa alimentar em varios
niveis troéficos superiores.

Além disso, apresentam desenvolvimento holometdbolo, emergindo do ovo
uma lagarta, a qual sofrera modificagcbes morfofisiolégicas, formando a pupa -
estagio praticamente séssil - até o desenvolvimento da forma adulta. (FREITAS et
al., 2003, MACHADO et al., 2010).

Partindo do habito alimentar dos individuos adultos, as borboletas podem ser
divididas em guildas. As nectarivoras, que se alimentam principalmente de néctar
das flores, e as frugivoras, de frutas fermentadas, excrementos de plantas e animais
em decomposicdo. Na familia Nymphalidae, encontram-se todas as borboletas
frugivoras, sendo distribuidas em quatro subfamilias: Satyrinae, Charaxinae,
Biblidinae e Nymphalinae (tribo Coeini) (WAHLBERG et al., 2009; LAMAS, 2004).

Os Lepidopteros sdo um grupo bastante familiarizado cientificamente, por
serem de facil identificacado (MACHADO et al., 2010), destacando as borboletas
frugivoras, as quais sdo amplamente acessiveis a coletas em armadilhas com iscas.
Portanto, sdo muito utilizadas em analises comparativas de amostragem (DEVRIES
et al., 1997).

Segundo o Programa Nacional de Monitoramento da Biodiversidade do Instituto
Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBio), essas atividades sao
de grande importancia por possibilitarem que o pesquisador analise a longo prazo
as alteracdes nas populacdes e/ou ecossistemas, bem como os resultados das
praticas de conservagao nos fragmentos estudados. Assim, o objetivo do presente
estudo foi realizar um levantamento da biodiversidade das tribos de borboletas
frugivoras encontradas na Reserva Bioldgica Guaribas (REBIO Guaribas).

2| METODOLOGIA

2.1 Area de estudo

O presente estudo recebeu a autorizagdo SISBIO n° 55008-1 e ocorreu na
REBIO Guaribas (6° 43’ 17” S e 35° 10’ 4” W), uma unidade de conservagao (UC)
de protecdo integral de gestao do ICMBio. A Reserva Biologica Guaribas localiza-se
nos municipios de Mamanguape e Rio Tinto, no litoral norte da Paraiba. O bioma
da regiao é Mata Atlantica e a UC é composta por um mosaico de florestas e em
0 solo arenoso apresenta formagdes savanicas. A area € formada por trés areas
distintas, denominadas SEMA 1, 2 e 3, remanescentes de um intenso processo de
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fragmentacéao e exploracéo. Foi fundada com o objetivo de reintroducéo do primata
que da o seu nome, Guariba (Alouatta belzebul), que estava praticamente extinto
na UC (ARRUDA, 2013).

2.2 Coleta de dados

A pesquisa foi realizada entre setembro e outubro de 2018 no maior fragmento
da UC: SEMA 2 (Figura 1). Foi utilizada a Trilha do Inhao, que tem 2km de extenséo,
para situar as armadilhas dispostas a partir dos 100m até os 1600m. Foram
dispostas 4 séries de armadilhas espac¢adas por 500m, buscando interdependéncia
de cada setor. Cada série era composta por 4 armadilhas com distancia de 30m
entre elas, exceto as que cruzavam a trilha, onde a distancia dobrava para 60m
(Figura 2). As armadilhas instaladas eram do tipo VanSomeren-Rydon (a 1m do
solo) e consistem de tubos de 110 cm de altura x 35 cm de didmetro feitos com tela,
com um funil interno (30 cm de altura e 22 cm de largura na abertura) para evitar
gue as borboletas escapassem.

O tubo foi anexado em acima de uma plataforma de poliestireno tereftalato,
sobre a qual a isca foi colocada (adaptada de SHUEY, 1997), (Figura 3). Foram
efetuadas 4 revisdes com intervalo de 48hs entre elas. As iscas foram feitas com
bananas maceradas e caldo de cana, que fermentaram por cerca de 48hs. Durante
as coletas, as borboletas eram marcadas na asa anterior esquerda para que néao
fossem contabilizadas em futuras revisdes (recaptura).

Figura 1: Imagem do Google Earth com destaque na regido Nordeste do Brasil. Zoom na area
do fragmento SEMA 2.
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Figura 2: Imagem do Google Earth com destaque na regidao SEMA 2, evidenciando a trilha
principal (trilha do Inh&o, na vertical) e as trilhas secundarias (na horizontal) nas quais as
armadilhas estéo localizadas.

Figura 3: Armadilha do tipo VanSomeren-Rydon utilizada na coleta de dados.

2.3 Analise dos dados

Foram capturadas borboletas de 8 das 13 tribos descritas conforme o Guia
de Identificacdo de Tribos de Borboletas Frugivoras cedido pelo Ministério do Meio
Ambiente (Figura 4).
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Figura 4: Guia de Identificacdo de Tribos de Borboletas Frugivoras.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi obtido o valor total de 266 individuos distribuidos nas séries de armadilhas.

Como mostrado no Quadro 1, € possivel observar as diferencas de abundancia
entre as tribos. No Guia de Identificacdo de Tribos de Borboletas constam 13 tribos,
no entanto, as tribos Biblidini, Callicorini, Epiphilini, Melanitini e Haeterini ndo
foram capturadas durante a vigéncia do estudo. E possivel que individuos dessas
tribos ndo ocorram na SEMA 2 da REBIO Guaribas. A série 3 apresentou a maior
quantidade de individuos capturados totalizando 105 espécimes. No que se refere a
tribo com mais abundante, foi constatada a Satyrini com 84 individuos capturados.

Para demonstrar a variagcdo de abundéncia entre as tribos, pode-se observar o
Grafico 1. Verificou-se no monitoramento que a maior abundancia foi de individuos
da tribo Satyrini, com 31,6%. Logo apés, individuos da tribo Ageroniini, com 26,3%.
A tribo com menos representatividade no estudo foi Epicaliini, com apenas 1,1%.

As tribos acima apresentadas, fazem parte de quatro subfamilias, sendo elas:
subfamilia Satyrinae (tribos Morphini, Brassolini, Satyrini), subfamilia Nymphalinae
(Coeini), subfamilia Charaxinae (Anaeini e Preponini) e subfamilia Biblidinae
(Ageronini, Biblidini e Epicaliini).
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Tribos Serie 1 Série 2 Série 3 Série 4 Total

Ageroniini 12 44 13 1 70
Anaeini 1 0 3 1 5
Brassolini 0 2 3 1 b
Coeini 4 10 28 3 45
Epicaliini 0 3 0 0 3
Morphini 4 3 17 6 32
Preponini 4 6 10 1 21
Satyrini 16 19 31 18 84
Total 4 87 105 KX] 266

Quadro 1: Numero de individuos de acordo com série e tribo; total de individuos de cada série e
tribo.

i Ageroniini
Satyrini i St
31.6% £0.2

Epicaliini

1.1%

Brassolini Anﬂql
Morphini PTED?F!I!I'I;_I
e Coeini

Gréfico 1: Porcentagem de individuos por tribo.

Como pode-se observar no Grafico 2, a subfamilia Satyrinae apresentou maior
abundéancia de individuos (45.9%), seguida de Biblidinae (27.4%), Nymphalinae
(16.9%) e Charaxinae (9.8%). Pode-se explicar o destaque em abundancia de
Satyrinae pelo fato de ser uma subfamilia de alta biodiversidade e distribuicéo,
consistindo em um terco de todas as espécies da familia Nymphalidae (PENA;
WAHLBERG, 2009). Além disso, a regidao neotropical encarregado pela maior
riqgueza de satirineos no mundo (D’ABRERA, 1988).

Comparando com levantamentos de outros estudos realizados em diferentes
regidoes de Mata Atlantica no Brasil, em Floresta Ombréfila Mista no Rio Grande do
Sul (Teston; Corseuil 2002, Iserhard et al. 2010), a subfamilia encontrada em maior
quantidade foi a Satyrinae em todos os estudos. Considera-se que sua notoriedade
também esteja associada a disposicao homogénea presente na maioria das espécies
desse grupo (UEHARA-PRADO et al. 2005).
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Na pesquisa de Iserhard et al. (2010) a segunda em ressalto foi a Biblidinae.
Tal repercusséao reforca o que foi mostrado nos dados obtidos neste estudo, em
qgue a subfamilia Biblidinae € a segunda mais numerosa, por conta da facilidade de
coleta de individuos por rede entomolégica devido ao porte dos individuos.

Biblidinae
|

Satyrinae

Charaxinae

Nymphalinae

Gréfico 2: Porcentagem de individuos por Subfamilia.

41 CONCLUSAO

Algumas tribos de borboletas mostradas no guia utilizado nao ocorreram na
area de estudo, somando um total de 5 das 13 tribos. Nota-se que a subfamilia
Satyrinae se sobressai em quantidade nos fragmentos amostrado. Vale salientar
que a subfamilia Biblinidae também é evidenciada como muito abundante, o que
reforca os estudos ja realizados sobre a diversidade de Lepidoptera, nos quais
afirmam a facilidade da coleta por rede entomoloégica.
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CAPITULO 25

PSEUDOTRIMEZIA SPECIOSA (Iridaceae, Trimezieae),
NOVA COMBINACAO DE Pseudotrimezia DOS
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RESUMO: Afamilia Iridaceae possui 66 géneros
e cerca de 2030 espécies, com distribuicao
cosmopolita e centro de diversidade na Africa do
Sul, seguido pela América do Sul (Goldblatt et
al. 2008a). O género Pseudotrimezia pertence a
triboneotropical Trimezieae Ravennaeteveasua
circunscricdo ampliada por Lovo et. al. (2018),
por incluir parte das espécies anteriormente
reconhecidas como Trimezia sect. Juncella
(Chukr & Giulietti, 2001; 2008). Pseudotrimezia
caracteriza-se por possuir catéafilos espiralados,
cormo alongado, folhas cilindricas, escapo afilo
ou portando duas bracteas imbricadas entre
si, tépalas patentes ou fortemente revolutas,
flores amarelas, alaranjadas, lilases ou roxas.
Pseudotrimezia speciosa (Ravenna) Chukr foi
primeiramente descrita como Trimezia juncifolia
(Klatt) Benth. & Hook. subsp. speciosa por
Ravenna (1988). Em trabalhos anteriores Chukr
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(1992) e Chukr & Giulietti (2008) sinonimizaram
a subespécie sob o basibnimo Trimezia
juncifolia, ( =Pseudotrimezia juncifolia) sem
considerar subespécies. Foram encontrados
exemplares de Trimezia ( =Pseudotrimezia)
com folhas cilindricas e flores vermelhas em
duas localidades dos campos rupestres de
Minas Gerais, nos municipios de Passos e
Séo José do Barreiro, nos contrafortes da
Serra do Canastra. Como o carater é de suma
importancia, mudou-se o nivel hierarquico do
taxon, passando de subespécie para espécie
e efetuando a mudanca de género. Neste
trabalho é apresentada a diagnose do taxon,
suas caracteristicas anatdmicas, comentarios
e relacbes com outros taxa, distribuicao
geografica assim como sua fenologia.

PALAVRAS-CHAVE:
Pseudotrimezia, Trimezia

Iridaceae, Trimezieae,

ABSTRACT: The Iridaceae family has 66 genera
and about 2030 species, with cosmopolitan
distribution and diversity center in South Africa
followed by South America (Goldblatt et al.
2008a). The genera Pseudotrimezia belongs to
the neotropical tribe Trimezieae Ravenna and
it had the circumscription enlarged by Lovo et
al. (2018), as it includes part of the species
as Trimezia sect.

previously recognized
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Juncella (Chukr & Giulietti, 2001, 2008). Pseudotrimezia is characterized by having
spiraled cataphils, elongted corms, cylindrical leaves, aphile stem or carriyng two
imbricate bracts, patent or strongly revolute tepals and yellow, orange, lilac or purple
flowers. Pseudotrimezia speciosa (Ravenna) Chukr was first described as Trimezia
juncifolia (Klatt) Benth. & Hook. subsp. speciosa by Ravenna (1988). In previous work
Chukr (1992) and Chukr & Giulietti (2008) have synonymized the subspecies under
the basionym Trimezia juncifolia (=Pseudotrimezia juncifolia) without considering
subspecies. Specimens of Trimezia ( = Pseudotrimezia) with cylindrical leaves and
red flowers were found in two locations in Minas Gerais fields, in the municipalities of
Passos and Sao José do Barreiro, at “ Serra do Canastra”. As this character is mostly
important, the hierarchical level of the taxon has changed from subspecies to species
and generic change was provided. This paper presents the diagnosis of the taxon, its
characteristics, comments and relationships with other taxa, geographic distribution as
well as its phenology.

KEYWORDS: Iridaceae, Trimezieae, Pseudotrimezia, Trimezia

Basi6nimo: Trimezia juncifolia (Klatt) Benth & Hooker subsp. speciosa Ravenna, Onira 1(1): 10-
11. 1988.

TYPUS: Brasil, Minas Gerais, Santana do Riacho, Serra do Cipé, Ravenna 180 (holotypus
Herb. Ravennae, n.v.; isotypus RB, n.v.). Lect6tipo (aqui designado):

MINAS GERAIS: Passos, 20° 38’S, 46° 15’'W, MG 50, km 280, Cachoeira da estrada, ca 820 m.
alt., 29/01/2010, N. S. Chukr 805, fl. (SPF, RB).
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INTRODUGCAO

Pseudotrimezia speciosa (Ravenna) Chukr foi primeiramente descrita como
Trimezia juncifolia (Klatt) Benth. & Hook. subsp. speciosa por Ravenna (1988). A
subespécie foi relatada para a Serra do Cip6 (MG), vegetando em campos rupestres
e tendo como caracteristica diferencial a presenca de flores vermelhas. Foi buscado
o material Ravenna 180 (RB), sem contudo, obter sucesso.

Em trabalhos anteriores Chukr (1992) e Chukr & Giulietti (2008) sinonimizaram
a subespécie sob o basibnimo Trimezia juncifolia, sem considerar subespécies,
por nao terem sido detectadas flores vermelhas pertencentes ao género Trimezia
na Serra do Cipé apds muitos anos de coleta. Considerou-se que, por ter flores
amarelas ou alaranjadas, a descricdo fornecida por Ravenna (1988) seria uma
incorrecao.

Posteriormente, em consulta a rede de computadores (www.brazilplants.

com.br), foram observados exemplares de Trimezia (=Pseudotrimezia) com flores
vermelhas. Em contato com o autor da pagina (Mauro Peixoto, com. pessoal) foi
obtida a informacédo da ocorréncia de exemplares de Iridaceae de flores vermelhas
em duas localidades dos campos rupestres de Minas Gerais, nos municipios de
Passos e Sao José do Barreiro, nos contrafortes da Serra do Canastra. Em visitas
aos locais foi evidenciada a ocorréncia de exemplares de Pseudotrimezia com a
presenca de flores vermelhas, que nédo poderiam ser consideradas uma variante da
cor amarela. Como o carater é de suma importancia, mudou-se o nivel hierarquico
do taxon, passando de subespécie para espécie.

O taxon é citado na Flora do Brasil 2020 como Trimezia speciosa ( Ravenna)
Chukr, sem contudo ter uma diagnose da espécie. No presente trabalho efetuaram-
se estudos taxonémicos classicos com seccdes anatdbmicas de folhas e escapos,

buscando melhor delimitar o taxon.

MATERIAL E METODOS

O material coletado foi dividido, sendo parte prensado no campo devido a
fragilidade de suas flores e em seguida submetido a secagem em estufa com registro
de n° de coletor, data de coleta, estado fenoldgico, ponto geografico mais proximo e
coordenadas geograficas e de altitude. Outra parte, constituida de folhas e escapos,
foi fixada em FAA (formaldeido, acido acético, alcool etilico 5:5:90 em etanol50%
(Johansen, 1940). O seccionamento foi realizado a mao, com auxilio de lamina
de barbear, e as seccdes foliares transversais obtidas foram submetidas a dupla
coloracao de safranina e azul de astra em solucdo aquosa 1% e azul de toluidina
nas seccgoes transversais ao escapo (Bukatsch 1972, apud Kraus & Arduin,1997).
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O trabalho anatdmico foi desenvolvido no Instituto de Botanica da Secretaria de
Meio Ambiente do Estado de Sao Paulo, Nucleo de Pesquisa em Anatomia.

DESCRICAO DA ESPECIE

Ervas eretas. Cormo 0,7-1,2 X 0,5-1,0 cm. coberto por catéfilos espiralados,
crassos, castanhos. Folhas cilindricas 45-97 X 0,2-0,3 cm., eretas, glabras, apices
cuspidados, estriagdes longitudinais visiveis a olho nu. Escapos éafilos, 10-15 cm
compr, cilindricos, portando no apice ripidios, 7,0-7,5 cm compr., compostos por
bracteas carenadas dispostas em 3 séries, as externas coriaceas, estéreis, as
internas membranaceas, férteis. Pedicelos 3,0-3,5 cm compr. Flores vermelhas.
Tépalas externas oboval-elipticas, 4,0-6,5 X 1,7-2,5 cm, por¢éo inferior portanto
tricomas capitados, com arabescos r6seos ou vinaceos, por¢ao superior glabra,
tépalas internas oboval-oblongas, com arabescos réseos a base ou vinaceos, apices
cuspidados; tépalas internas vermelhas, 3,5-4,8 X 1,0-1,4 cm , por¢cdes superiores
revolutas, zonas de articulacdo densamente pilosa, apices agudos, arabescos
vinaceos por toda a extensdo. Anteras adpressas as colunas dos estiletes, verde-
enegrecidas, oblongas, 1,0-1,2 cm compr., filetes finissimos, 0,8-1,2 cm compr.
Hipanto oblongo, levemente trigono, 1-1,2X0,3-0,4 cm, esverdeado, sulcado;
estiletes trigonos 2,5-3,2 cm no comprimento total, r6seos, bases alargadas,
porcdes superiores livres, 0,5-0,8 cm compr, bifidas, lacinios eretos, 0,4-0,5 cm
compr. Capsulas oboval-oblongas, 1.0-2,0 cm compr., 0,6-1,5 cm diam., léculos se
abrindo até a metade do seu comprimento. Sementes 9-25 por l6culo, 2,6-4,0 mm
compr., 2,0-3,0 mm. larg.

Material examinado

MINAS GERAIS: Passos, 20° 38’S, 46° 15°'W, MG 50, km 280, Cachoeira da
estrada, ca 820 m. alt., 29/01/2010, N. S. Chukr 805, fl. (SPF, RB); idem, 12/01/2011,
N.S. Chukr 825 & P.U. Avila, fl. (SP); Sdo José do Barreiro, Serra da Babil6nia,
20°22’S, 46° 28’'W, 30/01/2010, N. S. Chukr 806, fr. jovem ( RB).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Iridaceae Juss. é formada por ervas perenes ou anuais com sistema subterraneo
na forma de rizoma ou cormo (por ex. Trimezia e Pseudotrimezia). As laminas foliares
na familia possuem variadas formas, sendo geralmente lineares ou ensiformes,
equitantes, bi ou monofaciais e de venacéo paralelinérvia (Dahlgren & Clifford
1982). A maioria das espécies possuem folhas planas, porém folhas cilindricas séao
encontradas com certa frequéncia nos géneros Sisyrinchium, Iris, Trimezia e Bobartia

As Ciéncias Biologicas e a Construgdo de Novos Paradigmas de Conhecimento 2 Capitulo 25




(Chukr & Giulietti, 2008). As folhas caracterizam-se por apresentar uma parte basal,
laminar e subterrédnea, correspondendo aos catéafilos fibrosos e uma parte aérea,
cilindrica ou linear, de coloracao verde e apice agudo. As folhas inserem-se nos nés
caulinares com disposicéo espiralada e justapostas entre si, devido a proximidade
dos nés caulinares. Os catéafilos envolvem parcialmente o sistema caulinar,
formando uma estrutura ovalada. Os catafilos mais externos correspondem as
bainhas de folhas caducas, séo fibrosos, mais ou menos espessados, de coloragao
amarronzada ou enegrecidos devido a presencga de substancias resiniferas.

Chukr & Giulietti (2008) haviam separado o género Trimezia em duas secoes,
sect. Juncella com as espécies de folhas cilindricas e sect. Trimezia com folhas
planas, bifaciais, de acordo com proposi¢céo de Ruddall (1993). Em recente trabalho
Lovo et al. (2018) transferiram as espécies de folhas cilindricas, monofaciais de
Trimezia para 0 genéno Pseudotrimezia e mantiveram em Trimezia as espécies
de folhas planas, lineares com base em estudos morfolégicos e moleculares. Em
Pseudotrimezia ha a separacdao de um grupo com inflorescéncias afilas e outro
portando bracteas em sua extensao (Lovo et al. 2018; Chukr & Giulietti, 2008; Chukr
& Giulietti, 2003). Nesse grupo de folhas cilindricas com escapo afilo incluem-se
Pseudotrimezia juncifolia (Klatt) Lovo & A.Gil, Pseudotrimezia truncata (Ravenna)
Lovo & A.Gil, Pseudotrimezia fistulosa (Foster) Lovo & A.Gil, Pseudotrimezia
gracilis Chukr, Pseudotrimezia synandra Ravenna e agora Pseudotrimezia speciosa
(Ravenna) Chukr.

As folhas cilindricas de Pseudotrimezia speciosa apresentam em corte
transversal uma epiderme uniestratificada glabra com cuticula relativamente
espessa, esclerénquima subepidérmico, interligando os feixes colaterais (Fig.
IC, 1D, 1E) . Possuem na regido mediana foliar cerca de dez sulcos, visiveis a
olho nu (estrias), cuja epiderme apresenta células globosas com cuticula fina e
varios estdbmatos, porém nao apresentam papilas, como em P. truncata e P.
juncifolia (Fig.1A, 1B, 1C, 1D). Chueiri (1977), Chuieiri-Chiaretto (1984) e Rudall
(1993) assinalaram que a presenca de tricomas e de estdbmatos em depressdes
sao caracteristicas xeromorficas das espécies, condicionadas por stress hidrico,
conferindo a P. speciosa um carater adapatativo a tais condicdes ambientais.

Em Pseudotrimezia speciosa as folhas apresentam diferentes tipos de feixes
vasculares, com um grande feixe na regido mediana de cada braco formado
pelos sulcos, rodeado por dois feixes menores, ambos colaterais e associados
ao esclerénquima subepidérmico (fig. 1A, 1B, 1C, 1D, 1E). Além desses, ocorrem
pequenos feixes colaterais na regiao medular (fig 1C, 1D). O floema dos grandes
feixes esta mergulhado no esclerénquima subepidérmico, apresentando uma
bainha constituida de células parenquimaticas alargadas e cujo contetudo lhes
confere diferentes tonalidades de vermelho (fig. 1C, 1D, 1E). A presenca de
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esclerénquima logo abaixo da epiderme foi considerada por Rudall & Goldblatt
(1993) e Rudall (1994) como um carater plesiomorfo, amplamente disseminado nas
subfamilias de Iridaceae e presente em algumas espécies muito primitivas, como
Isophysis tasmanica (Rudall 1986). Em todos os materiais examinados pode-se
notar a presenca de esclerénquima subepidermal associados aos grandes feixes
vasculares (tab.1).

Pela analise dos cortes histolégicos das laminas foliares, pode-se observar as
seguintes caracteristicas:

a. O corte transversal é circular com a presenca de uma epiderme unisseriada
e a presenca de papilas esporadicas (fig. 1C, 1D, 1E) Ocorrem aleatoria-
mente estdmatos especialmente associados aos sulcos.

b. Os sulcos possuem abertura de 100 a 200 ym e comprimento de 180 a 220
um ( Tab. 1; fig 1E), sem tricomas associados. Tais sulcos ndo ultrapassam
a linha do xilema ( fig. 1C, 1D, 1E).

c. Abaixo da epiderme ocorre uma faixa esclerenquimatica continuade 5 a6
camadas de células ( fig. 1E).

d. Os feixes vasculares séo colaterais, dispostos ordenamente abaixo da faixa
esclerenquimatica e desordenadamente na regido medular ( fig. 1A, 1B);
nestes pode ocorrer um capuz de esclerénquima sobre o polo do floema em
feixes de maior tamanho ( Fig. 1A, 1B)

e. Ainda em relagdo aos feixes vasculares podem ocorrer dois feixes menores
associados aos feixes de maior tamanho mergulhados na faixa esclerenqui-
matica, dispostos lateralmente e na mesma linha do floema ( fig. 1D, 1E)

CARATER/ TAXON P. speciosa P. truncata* P. juncifolia**
Presenca de t.rlcomas XXXX

nos sulcos foliares

Sulcos até a linha do XXXXX (ultrapassa a XXXX

xilema . :
linha do xilema)

Comprimento dos sulcos 85-100-(175)-

FOLHA 180-(200)-220 250- 300

(pm) 200-240
Abertura dos sulcos 100-120-200 195-250 50-97,5-100
@wm R e
Feixes laterais na altura

do floema nos cortes XXXXX ACIMA ACIMA
foliares
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Alternancia de feixes de
menor e maior tamanho | XXXXX
nos escapos

Bainha de feixe
ESCAPO prolongando-se até faixa

o XXXXX XXXXX
esclerenquimatica no
escapo
Numerosas papilas ao XXXXX
escapo

Tabela 1. Dados de folha e escapo de Pseudotrimezia speciosa, Trimezia truncata (= P.
truncata) e Trimezia juncifolia (=P. juncifolia) segundo Chueiri,1977(*) (**), Rudall, 1993(**),
Lovo, 2007 (**). auséncia. XXXX - presenca

Dentro da tribo Trimezieae, varias sinapomorfias podem ser evidenciadas na
lamina foliar, como a presenca de esclerénquima subepidermal ligando os feixes
colaterais entre si, floema circundado pelo esclerénquima e presenca de pequenos
feixes laterais aos feixes de maior tamanho (Rudall, 1993, Chukr & Giulietti, 2003;
2008, Lovo, 2007). A presenca de pequenos feixes laterais foi considerada por Rudall
(1993) como um carater Unico da tribo Trimezieae dentro da subfamilia Iridoideae,
com correspondéncia apenas entre alguns representantes da subfamilia Ixioideae.

Todas estas caracteristicas foram visualizadas em Pseudotriimezia speciosa,
enquadrando o taxon perfeitamente na tribo. Pelas caracteristicas morfoldgicas
externas a espécie é indistinguivel a outras duas espécies do género, Pseudotrimezia
truncata e Pseudotrimezia juncifolia, tanto pela estrutura caulinar, principal
caracteristica do género, como pelas folhas e escapos cilindricos. A caracteristica
visual mais evidente que separa as trés espécies € a cor das flores, apesar de outras
caracteristicas morfolégicas externas nos auxiliarem na separagdo especifica, a
saber, flores de cor amarela em P. juncifolia, flores roxas ou violaceas em Trimezia
truncata (= P.truncata (Ravenna) Lovo & A.Gil e flores vermelhas em P. speciosa
(fig 2A, 2B, 2C, 2D, 2E, 2E, 2F, 2G. ). A presenca de anteras de menor tamanho e
separadas por largo conectivo € marcante em P. truncata (Chukr & Giulietti, 2008)
e pouco evidente em P. juncifolia (Chukr & Giulietti,2008) e P. speciosa ( fig. 2B,
2D). A porcéo apical dos estiletes é também carater seletivo para Pseudotrimezia
truncata, pois nesta espécie eles se apresentam bifidos e patentes (Chukr &
Giulietti, 2008), enquanto em P. speciosa se apresentam bifidos e eretos (fig. 2B,
2D) e em P. juncifolia eles séo polimorfos, podendo ser bifidos, patentes ou eretos
e ainda trifidos e eretos (Chukr & Giulietti, 2008). A coloracédo dos arabescos é
também distintiva: em P. truncata apresentam-se vinaceas (Chukr & Giulietti, 2008)
em P. juncifolia (Chukr & Giulietti, 2008) apresentam Ocraceas ou vinaceas e em
P. speciosa apresentam-se vinaceas a rdéseas, assim como os estiletes (fig 2A, 2B,
2C, 2D, 2E, 2E, 2F, 2G). Os estames em P. speciosa sao enegrecidos e o conectivo

estreito ( fig. 2B, 2D) assim como em P. juncifolia, enquanto que em P. truncata séo
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também enegrecidos mas se apresentam separados por largo conectivo ( Chukr &
Giulietti, 2008), o que a distingue das outras espécies.

Analisando a Tab. 1, podemos perceber algumas caracteristicas comuns a P.
truncata, como:

a. Auséncia de papilas associados aos sulcos foliares;
b. Presenca de abertura de sulcos de maior tamanho;

c. Bainha de feixe que se prolonga até a faixa esclerenquiméatica continua do
escapo.

Aausénciade tricomas aos sulcos € um carater de forte importancia taxonémica,
pois € de regulagdo génica. A presenca de sulcos de abertura larga é evidente (Tab.
1). Em relacdo ao comprimento dos sulcos P. speciosa posiciona-se em posicao
intermediaria a P. truncata e P. juncifolia (Tab. 1), no entanto, aproximando-se mais
a P. truncata. Neste sentido podemos perceber que proposicdo de Ravenna (1988),
posicionando o taxon como uma subespécie de P. juncifolia nao encontra apoio
na analise anatdbmica, porque a auséncia de tricomas nos sulcos é um forte fator,
que fala a favor de aproximar a espécie a P. truncata e néo a P. juncifolia. Também
o tamanho da abertura dos sulcos é muito mais proxima a P. truncata que a P.
juncifolia, esta ultima contando com sulcos de aberturas menores (Tab. 1).

ESCAPO

Na familia Iridaceae os escapos séo geralmente eretos, rigidos, planos ou
cilindricos, éafilos ou portando bracteas em sua extenséo. O género Pseudotrimezia
apresenta inflorescéncias condensadas onde as bracteas estéo justapostas devido
a proximidade dos internos, sendo considerado um tipo de ripidio (Chukr & Giulietti,
2003; 2008, Lovo, 2007).

Emrelacédo ao escapo, podemos observar em P. speciosa a presenga de escapo
afilo (fig. 2C), portando estriagdes visiveis a olho nu. Tais estriagcdes relacionam-
se a presenca de corddes esclerenquimaticos que alcangam a epiderme e que se
conectam a uma faixa esclerenquimatica continua disposta mais internamente em
relacdo ao escapo, associada com regulariedade a feixes localizados na sua regiao
cortical e outros esparsamente distribuidos na regiao medular (fig. 1F, 1G, 1H, 1I).
Todos os feixes sdo colaterais, algumas vezes com um capuz esclerenquimatico
posicionado sobre o polo do floema (fig. 1G,1H, 11). Sobre a epiderme observam-se
numerosos papilas esclereificadas dispostas por toda a circunferéncia do escapo
(fig.1G, 1H). Na porcéao central ocorrem outros feixes vasculares aleatoriamente
distribuidos, com o xilema voltado para dentro e o floema voltado para fora (fig. 1H,

11).
E
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Sobre o escapo nota-se uma diferenca marcante em relacéo as duas espécies,
pois observa-se uma alternancia de feixes vasculares de maior e menor tamanho
sobre a faixa esclerenquimatica (Fig. 1F, 1G). Esta caracteristica ndo se encontra
nem em P. fruncata nem em P. juncifolia (Chueiri 1977, Tab. 1). Semelhante
carater foi evidenciado em P. fistulosa Foster (Chukr & Giulietti, 2008). Esta
alternancia nao € total a circunferéncia do escapo, mas € bastante evidente (fig.
1F). Semelhantemente a P. truncata e diferindo de P. juncifolia observa-se que 0s
feixes colocados acima da faixa esclerenquimatica possuem bainha de feixe que se
prolonga ao esclerénquima (fig.1F, 1G, 1H, tab. 1), carater importante que mais uma
vez separa a espécie de P. juncifolia (Chueiri, 1977).

Em termos fenoldgicos, Pseudotrimezia speciosa floresce desde janeiro até
abril em dias ensolarados. A antese das flores inicia-se nas primeiras horas (~6
horas), abrindo-se totalmente entre 8:00 e 9:00 horas com secrecao intensa dos
tricomas glandulares (provavelmente elaidéforos) presentes na tépalas externas e
mais pronunciadamente nas tépalas internas (fig.2A, 2B, 2C, 2D, 2F, 2G). Entre
10:00 e 12:00 horas a secregado dos elaioforos torna-se mais pronunciada. Entre
15:00 e 16:00 horas inicia-se o fechamento das flores. Todas estas altera¢cdes foram
tomadas a partir de material em cultivo da espécie, Chukr 825 (SP), retirado no
municipio de Passos (MG). E interessante dizer que esta espécie apresentou boa
toleréncia as condi¢des de cultivo em ambiente diverso ao clima de cerrado, pois
o material foi cultivado em Cotia (SP), em condicbes ambientalmente subtropicais.
Nenhuma outra espécie do género aceitou bem o cultivo “ex situ”, e mesmo dentre
0S espécimes, porque os materiais retirados de Sao José do Barreiro (MG) nao
obtiveram sucesso, processados de mesma maneira € em mesmo local. Apesar de
florescer por 2 ou 3 anos, o material de Passos entrou em senescéncia e morreu.

Pseudotrimezia speciosa somente foi encontrada nos municipios de Passos
e Sao José do Barreiro (MG) em campo rupestre pedregoso. No material cultivado
nao houve formacédo de frutos, o que, provavelmente, foi devido a auséncia de
polinizador especifico.

Os dados, portanto, confirmam a espécie Pseudotrimezia speciosa,
especialmente devido a auséncia de tricomas nos sulcos foliares associados aos
estOmatos e alternancia de feixes de maior e menor tamanho ao escapo, carater
incomum em Pseudotrimezia, observado apenas em Pseudotrimezia. fistulosa
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PRANCHAS

fem fem

Prancha 1- Anatomia de Psedotrimezia speciosa (A-E- cortes transversais das folhas, Chukr
805) A-B: vista geral. C: Detalhe dos sulcos. D: Detalhe de grande feixe colateral associado a
dois pequenos feixes laterais e bainha de feixe que se estende ao esclerénquima. E: Detalhe da
epiderme unisseriada e dos sulcos. F-I: cortes transversais ao escapo. F: vista geral mostrando
alternancia de feixes de maior e menor tamanho acima da faixa esclerenquimatica continua.
G: Detalhe dos feixes laterais associados ao esclerénquima e regido medular com feixes
colaterais. H: Detalhe de feixe cortical com capuz de esclerénquima e papilas esclereificadas. I:
Detalhe de feixe colateral medular. A, B, F:escala:1 cm = 400ym; C,D,G: 1cm= 200 ym; E-H:
1cm=100 ym; |: 1cm=50 ym
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Prancha 2- Detalhes das flores de Psedotrimezia speciosa, em especial a cor vermelha-carmim
das tépalas ( A- G). Fotos: A, B, D, E, F, G: N. S. Chukr. Foto C: Mauro Peixoto
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Pesquisa institucional desenvolvida durante o

componente curricular Ecologia

RESUMO: As plantas podem ter respostas

variadas frente a herbivoria, entre o0s
mecanismos de defesa destacamos a producao
de metabdlitos secundarios e o investimento
energético, porém também devem ser levados
em consideragdo os recursos dos ambientes
em que se desenvolvem. Para a realizacéao
das andlises foram coletadas 40 folhas de dois

individuos de Brunfelsia uniflora, sendo que
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BORDA E INTERIOR DA MATA

20 folhas foram coletadas de um espécime
presente na regido de borda e outras 20 folhas
foram coletadas de um espécime no interior
da mata. Posteriormente, as folhas coletadas
foram reproduzidas em papel milimetrado,
para calcular a éarea foliar total e area foliar
consumida, e assim realizar a porcentagem
de herbivoria nos dois diferentes ambientes.
Finalizados os calculos, os dados obtidos foram
analisados comparados com a bibliografia para
sintese dos resultados e discussao.
PALAVRAS-CHAVE: Diferentes;

defesa; plantas.

ambientes;

HERBACEOUS OBSERVATION (Brunfelsia
uniflora) IN THE BORDER AND INNER
REGIONS OF THE FOREST

ABSTRACT: Plants may have varied responses
to herbivory; among the defense mechanisms
we highlight the production of secondary
metabolites and energy investment, but also
the resources of the environments in which they
are developed must be taken into account. For
the analysis, 40 leaves of two individuals of
Brunfelsia uniflora were collected. Twenty leaves
were collected from one specimen present in
the border region and another 20 leaves were
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collected from one specimen inside the forest. Afterwards, the collected leaves were
reproduced on graph paper, to calculate the total leaf area and leaf area consumed,
and thus to perform the percentage of herbivory in the two different environments.
After completing the calculations, the obtained data were analyzed compared to the
bibliography for synthesis of results and discussion.

KEYWORDS: Many different; environments; defense; plants.

INTRODUGCAO

Na natureza existem herbivoros de diferentes espécies, desde grandes
herbivoros vertebrados como os cervos, até pequenos invertebrados como uma
lagarta. As respostas da planta frente a herbivoria podem ser variadas. Entre os
mecanismos de defesa destacam-se a producdao de metabdlitos secundarios e o
investimento energético da planta. Além disso, ha ainda os recursos morfolégicos
da planta, como a cuticula que recobre a epiderme ou, tricomas e espinhos que
podem estar presentes nas folhas ou nas demais estruturas do vegetal. Além disso,
em calculos de indice de herbivoria os recursos do ambiente devem ser levados em
consideracéo.

Assim, o objetivo da pesquisa foi avaliar a diferenca dos indices de herbivoria
em uma mesma espécie, presente em dois diferentes ambientes, na regido de borda

e interior da mata.

MATERIAL E METODOS

A coleta das folhas para o calculo da herbivoria ocorreu no periodo da manha
do dia onze de novembro de dois mil e dezoito no municipio de Panambi - Rs.
Foram coletadas um total de 40 folhas de dois individuos de Brunfelsia uniflora
(Pohl.) D. Don (Solanaceae). Das 40, 20 folhas foram coletadas de um espécime
presente na regido de borda da mata e outras 20 folhas foram coletadas de um
espécime presente no interior da mata. O horario, as condi¢des climaticas na hora
da coleta foram as mesmas.

Apéds a escolha dos dois individuos, um na regiao de borda e outro no interior
da mata foram sorteados dez ramos de cada um deles. Em cada um dos dez ramos
sorteados para cada espécime, foram retiradas a terceira e quinta folha a partir do
apice, resultando em 20 folhas por individuo. Posteriormente, as folhas coletadas
foram reproduzidas em papel milimetrado (Figura 1) para céalculo da area foliar total,
da éarea foliar consumida e, finalmente, da porcentagem de herbivoria apresentada
nas duas regides da mata. O calculo foi realizado através de regra de trés simples,
os dados obtidos foram analisados e comparados com a bibliografia para sintese
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dos resultados e discusséo (Zuluaga, 2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Desenho das folhas em papel milimetrado para realizacdo dos calculos:

Figura 1. Folhas coletadas reproduzidas em papel milimetrado.

Fonte: autores

A partir dos célculos de area total e area total consumida, obtiveram-se os
resultados apresentados na Tabela 1. Observando as medicées de area foliar
consumida e a porcentagem final de herbivoria de cada uma das areas, € possivel
verificar que a herbivoria se mostrou muito maior no interior da mata do que na

regiao de borda.

. Area foliar total Area foliar consumida Porcentagem de herbivoria
Ambiente 2 o
(mm2) (mm?) (%)
Borda da mata 33.244 9 0,027
Interior da mata 23.685 467 1,97

Tabela 1. Somatorio da area foliar total e area foliar consumida dos ambientes de borda e
interior da mata e respectivas porcentagens de herbivoria.

Fonte: Autores

Como todos os processos ecoldgicos, a herbivoria é influenciada por diversos
outros fatores, tanto biéticos (competicao, producao de metabdlitos secundarios pelas
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plantas, predacao), como abidticos (temperatura, incidéncia solar, disponibilidade de
nutrientes do solo), dentre esses fatores se destaca a incidéncia luminosa. Segundo
Dimarco et al. (2004), plantas localizadas em regides com maior disponibilidade de
luz tém menor porcentagem de dano foliar do que aquelas localizadas em areas
com menor disponibilidade de luz. Este pode ser um dos fatores responsaveis pelo
resultado apontado pela pesquisa, visto que, a regiao do interior da mata onde foi
observado o maior percentual de herbivoria, possui menor disponibilidade luminosa
em relacdo a regido de borda.

Outra condicao que pode estar relacionada ao fato de a regido do interior
da mata ter demonstrado maiores indices de herbivoria & o equilibrio de relagdes
ecologicas da area. As regides de borda, por estarem mais expostas e serem um
ambiente de transicao sofrem variacdes constantes, que podem afetar os herbivoros
presentes na area e suas inter-relagoes.

Segundo Luttge (1997), a disponibilidade de nutrientes do solo também é um
fator que afeta a propenséo das plantas a herbivoria. Plantas localizadas em sitios
com solos mais pobres em nutrientes precisam produzir compostos secundarios
para protecao contra a herbivoria, visto que a escassez de nutrientes torna dificultosa
a reposicao dos tecidos lesados. Ja as plantas que se localizam em ambientes
com solos mais férteis, podem investir mais em crescimento e menos em defesas.
Esse estudo corrobora com os resultados encontrados, pois a regido interna da
mata possui solo mais rico em nutrientes, devido a deposicao e decomposi¢cao
constante de matéria organica, sendo assim, as plantas ali estabelecidas podem
aumentar seus esforcos em crescimento, enquanto que as plantas da regido de
borda investem mais em defesas.

Plantas expostas ao sol produzem como resposta a insolagdo um composto
fendlico chamado de antocianina, essa substancia confere uma coloracao diferente
a planta e a protege das radiacdes solares. Existe a possibilidade de este composto,
assim como outros compostos fendlicos, proteger a planta contra a herbivoria
causada por alguns insetos, nesse caso, as plantas presentes nas regides de borda
da mata teriam maior resisténcia frente a herbivoria, visto que estdo mais expostas

a radiacao solar e, consequentemente, produzem mais antocianinas.

CONSIDERACOES FINAIS

As respostas frente a herbivoria mostraram diferencga significativa entre a area
de interior da mata e a borda, onde se observou que o interior teve maior taxa de
herbivoria. Com isso, consideramos que a maior interac&o entre os diversos vegetais
e animais de dentro da mata, bem como a producdo de compostos secundarios
pelas plantas que ficam em regidao de borda e ainda a maior disponibilidade de
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nutrientes no interior da mata em relagdo a borda.

Destacamos que sdo necessarias maiores investigacdes sobre as respostas
da herbivoria em relacdo ao meio, especialmente no que se refere a atividade
das antocianinas, visto que n&o foram encontrados estudos que comprovem a
capacidade de esta substancia repelir os consumidores. Fatores como local, clima,
espécie vegetal e até mesmo o desequilibrio ambiental sempre devem ser levados

em consideracéo.
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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi
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RECIRCULACAO

verificar a eficiéncia de remocdo de matéria
organica e nitrogénio em um reator de leito
estruturado sob duas condi¢cdes operacionais
(Aeracgéo Intermitente Sem Recirculagédo - AIS
e Aeracdo Intermitente Com Recirculacdo
— AIC). O reator foi operado com Tempo de
Detencéo Hidraulico (TDH) de 16 horas e ciclo
de aeracdo intermitente de 2h com aeracéo
e 1h sem aeragédo. As analises de Nitrogénio
Total Kjeldahl (NKT), nitrito (NO,), nitrato (NO,
) e demanda quimica de oxigénio (DQO))
foram feitas no afluente e efluente. Avaliando
a remocao de matéria organica na fase AIS
obteve-se 87% de eficiéncia e na fase AlIC 92%.
Considerando os valores médios de remogao
de nitrogénio as duas fases foram semelhantes,
sendo 73% na fase AIS e 72% na fase AIC.
ApOs a andlise dos resultados conclui-se que o
sistema operado com recirculagdo apresentou
melhor desempenho quanto a remocdo de
matéria organica.

PALAVRAS-CHAVE: Efluente de
Aeracdao intermitente. Remocéao de nitrogénio.

laticinio.

ORGANIC AND NITROGEN REMOVAL
BEHAVIOR IN A STRUCTURED BED
REACTOR OPERATED WITH AND WITHOUT
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RECIRCULATION

ABSTRACT: The objective of this work was to verify the efficiency of organic matter and
nitrogen removal in a structured bed reactor under two operating conditions (Intermittent
Aeration Without Recirculation - AIS and Intermittent Aeration with Recirculation -
AIC). The reactor was operated with a 16-hour Hydraulic Detention Time (DTT) and
an intermittent aeration cycle of 2h with aeration and 1h without aeration. Kjeldahl
Total Nitrogen (NKT), nitrite (NO,’), nitrate (NO,’) and chemical oxygen demand (COD)
analyzes were performed on the tributary and effluent. Evaluating the removal of
organic matter in the AIS phase obtained 87% efficiency and in the AIC phase 92%.
Considering the average values of nitrogen removal the two phases were similar, being
73% in the AIS phase and 72% in the AIC phase. After the analysis of the results it is
concluded that the system operated with recirculation presented better performance in
the removal of organic matter.

KEYWORDS: Dairy Effluent. Intermittent aeration. Nitrogen removal.

11 INTRODUCAO

Um dos maiores problemas ambientais em todo o mundo é a poluicéo de corpos
hidricos superficiais, causando problemas de saude e prejudicando a qualidade da
agua. A principal origem dessa poluicdo vem do langcamento de aguas residuarias
domésticas e industriais (Leite, 2004).

Em 2018 a producao global de leite foi estimada em 843 milhdes toneladas,
com um aumento de 2,2% em relacdo a 2017. Ja o Brasil obteve uma producéo
de 35,5 milhdes de toneladas (FAO,2019). Segundo Villa et al. (2007), o grande
volume de agua necessario para producao de leite coloca as industrias de laticinios
como uma das principais geradoras de efluentes industriais. Estima-se que para
cada litro de leite produzido sejam gerados cerca de 2,5 litros de efluente ricos em
DQO (mg.L"), nitrogénio (mg.L™") e gorduras (mg.L™).

Para a remocéao de matéria orgéanica e nitrogénio simultaneamente, sistemas
compactos vém sendo estudados, dentre esses destacam-se os reatores de leito
estruturado e fluxo continuo, que vem demonstrando resultados satisfatérios,
principalmente quando operado com aeracgao intermitente e recirculacdo (CORREA
et al., 2018; MOURA et al., 2012).

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo analisar a eficiéncia
de remocé&o de nitrogénio e material orgénica em um reator de leito estruturado
quando operado sob aeracao intermitente com e sem recirculagcao de efluente.
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2| METODOLOGIA

Para desenvolvimento do presente trabalho utilizou-se um reator de leito
estruturado e fluxo continuo, construido em acrilico, com um volume total de 2,27 L,
volume util de 1,32 L e volume de lodo de 0,20 L. Como material suporte do reator
foi utilizado espuma cilindrica de poliuretano com um volume de 0,75 L. A fixacao
destas foi feita com hastes de ferro nos limites do reator.

Foram trabalhadas 2 fases experimentais ao longo do estudo, sendo a Fase
1 com Aeracéo Intermitente Sem Recirculacdo (AIS) e a Fase 2 com Aeracao
Intermitente Com Recirculagao (AIC). As duas fases foram operadas com um tempo
de detencao hidraulico (TDH) de 16 horas e ciclo de aeragao intermitente de 2h
com aeracao e 1Th sem aeracao. A taxa de recirculacédo de efluente foi de 3 vezes a
vazao de entrada (Qre = 3Q).

Para o monitoramento do sistema foram realizadas analises fisico-quimicas,
Nitrogénio Total Kjeldahl (NKT), nitrito (NO,), nitrato (NO,’) e demanda quimica de
oxigénio (DQO), de acordo com Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater (APHA,2012). Os calculos de remogao de nitrogénio total (NT),
remocao de NKT e desnitrificacdo foram realizados conforme proposto por Barana
et al. (2013).

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados médios obtidos das analises fisico-quimicas, bem como os
desvios padrédo e as concentracdes estdo apresentados na Tabela 1, tanto para o
afluente quanto para o efluente.

Parametro/ Unidade AIS AIC
Af 34,0+28 34,1
NKT (mg.N.L")
Ef 5,3+2,6 7,3
Af 6,3 0,1 32+21
N-NH, (mg.N.L")
Ef 3,8 £0,1 0,3+0.5
N-NO,  (mg.N.L") Ef 0,6 +0,7 1,3+1,1
N-NO, (mg.N.L") Ef 6,1 +47 0,3+0,2
Demanda Quimica de Oxigénio Af 744,0 + 330,0 894,0 +559,0
Total
(mg.L") Ef 88,0 +20,0 54,0 +25,0
Eficiéncia de remocao de DQO Ef 87.0 4.0 92,070
(%)
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Eficiéncia de remocéao de NT

(%) Ef 73,0 +15,0 72,0 +3,0

Tabela 1 - Médias e desvio padrao das concentragdes de NKT, N-NO,” e N-NO_", bem como as
remogoes de DQO, e NT.

Legenda: AIS: Aeragao Intermitente sem recirculagéo; AIC: Aeragao Intermitente com recirculagao; AF: afluente;
EF: efluente.

Nota: ' na fase AIC sé foi realizada uma anélise de NKT (mg.N.L").

Fonte: Autoria propria (2019).

Com base nos resultados apresentados na Tabela 1 notou-se que arecirculagao
nao interferiu na concentracdo de NKT, visto que foram muito préximas nas duas
fases, tanto para o afluente quanto para o efluente. Para efeito de simplificagao usa
o Nitrogénio Total Kjeldahl (NKT) para representar o total de aménia, admitindo-
se que o nitrogénio va ser todo convertido a aménia durante o processo (VON
SPERLING, 1996). Em relagdo ao NH, em ambas as fases houve diminuicdo da
concentracdo do afluente para o efluente do sistema de tratamento.

Observou-se também que ndo houve acumulo de nitrito no sistema, podendo
ser um indicativo de que foi consumido no processo de nitrificacao e desnitrificacéo.
Quanto ao nitrato, o sistema com recirculagdo foi 0 que apresentou os menores
valores, indicando que este sistema pode estar favorecendo a sua remocao,
provavelmente pelo processo de desnitrificacdo. As remogcdes de NT em ambas
as fases foram muito proximas, sendo de 73% e 72% para a fase 1 e fase 2,
respectivamente. As remocdes de NT do presente trabalho foram superiores quando
comparado com o resultado obtido por Correa et al. (2018), onde obtiveram 68+9%
de remocédo de NT tratando esgoto sanitario com a mesma condi¢cao de aeracéao
intermitente e taxa de recirculacao de efluente.

Analisando os resultados de DQO afluente e efluente (Tabela 1), notou-se
que ocorreu reducdo na concentracdo de matéria organica nas duas fases do
funcionamento do reator, sendo maior na etapa com recirculacao (AIC). Em termos
de percentual foram constatadas remocdes médias de DQO de 87% e 92% nas fases
AlS e AIC, respectivamente. As remoc¢des de DQO obtidas foram muito semelhantes
as de Leick et al. (2017) que obtiveram eficiéncias de remoc¢édo de DQO na faixa de
89+12% tratando esgoto em um reator de leito estruturado operado com aeracéao

intermitente.

41 CONCLUSAO

Considerando os dados apresentados, conclui-se que a recirculagao favoreceu
a remocao de matéria organica. Onde as remocoes foram de 87% e 92% nas fases
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AIS e AIC, respectivamente. Quanto a remoc¢ao de nitrogénio, essa foi favorecida
na fase de operacdo sem recirculagcédo, porém a média de remocao em ambas as
fases foram préximas.
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RESUMO: Na tentativa de reduzir o tempo
da coleta de dados de temperatura foliar, em
fenotipagem de plantas em casa de vegetacao,
um dispositivo foi criado a partir de uma camera
térmica de baixo custo (Flir One Lepton).
Foram coletadas imagens térmicas de folhas
de arroz (dossel) para detecc¢ao de algum nivel
de estresse hidrico. O dispositivo captura as
imagens térmicas juntamente com uma série
de informagdes do ambiente onde a planta
esta inserida. Posteriormente, um programa do
dispositivo processa estes dados fornecendo
um resumo das medidas encontradas e
compara os valores entre a amostra estudada
e a planta de controle. Logo, partindo-se de
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ESTRESSE HIDRICO

uma camera térmica relativamente barata, em
comparacao as demais no mercado, foi possivel
obter um dispositivo para detectar estresse
hidrico da planta e fornecer outras analises
a partir da temperatura do dossel da planta,
como a deteccao da presenca de organismos
patogénicos nas folhas.

PALAVRAS-CHAVE: Lepton. Processamento.
Temperatura.

THERMAL IMAGE CAPTURE AND
PROCESSING DEVICE FOR WATER
STRESS DETECTION

ABSTRACT: In an attempt to reduce the time
of data collection of leaf temperature, in plant
phenotyping in a greenhouse, a device was
created from a low-cost thermal camera (Flir
One Lepton). Thermal images of rice leaves
(canopy) were collected to detect some level of
water stress. The device captures the thermal
images along with a series of information from
the environment where the plant is inserted.
Subsequently, a device program processes
these data by providing a summary of the
measures found and compares the values
between the sample studied and the control
plant. Therefore, starting from a relatively
inexpensive thermal camera, in comparison to
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the others in the market, it was possible to obtain a device to detect water stress of the
plant and to provide other analyzes from the temperature of the plant canopy, such as
the presence of organisms pathogens in the leaves.

KEYWORDS: Lepton. Processing. Temperature.

INTRODUGCAO

Com o aumento da populacdo mundial e as mudancas climaticas em varias
regides do mundo, a demanda mundial por alimentos tende a crescer nos proximos
anos. Além disso, 0 avango da tecnologia e a propagacao de informacgdes fizeram
com que um numero maior de individuos buscasse uma maior qualidade nos produtos
consumidos. Logo, uma producéo agricola sustentavel é vital para assegurar que
todas essas exigéncias sejam atendidas. Para isso, varias pesquisas e experimentos
foram desenvolvidos para alcancar uma melhor taxa de producéo e qualidade das
técnicas de cultivo. Dentre os estudos realizados, o melhoramento genético vegetal
ganha bastante destaque por apresentar solu¢des tecnoldgicas quanto a resisténcia
das plantas aos desafios ambientais que impactam negativamente o crescimento
das plantas, como a falta e/ou excesso de agua, nutrientes e luminosidade (SOUZA,
2015).

Para que o melhoramento genético supere e avance em seu programa,
€ necessario um conhecimento maior sobre as caracteristicas fisiolégicas que
determinam o fenétipo das plantas. O fenétipo é a expresséo do genétipo, em funcéo
de um ambiente em complexa transformacéo. Atualmente, sabe-se que a grande
diferenca entre gendtipo e fenétipo é particularmente relacionada as interacdes
entre plantas e ambiente. Portanto, a fenotipagem de plantas faz parte do estudo
integral de um determinado sistema bioldgico e, atualmente, é considerado um fator
limitante exatamente por néo ter acompanhado o avanco na area de genotipagem
de planta. A fenotipagem utiliza técnicas tradicionais e requer métodos destrutivos,
0s quais demandam tempo, recursos financeiros e mao-de-obra.

Sabe-se que a busca por conhecimentos mais refinados exige a formacéao de
equipe multidisciplinar para que experimentos sejam conduzidos com o objetivo de
detectar respostas das plantas mediante as diferentes condi¢cbes de cultivo. Nesse
sentido, 0 avancgo na area de fenotipagem de plantas prevé a utilizacdo de novos
métodos (n&o invasivos/n&o destrutivos) e estes estdo sendo considerados cruciais
para o avang¢o dos programas de melhoramento, fisiologia e a integracdo com a
bioquimica, biologia molecular, dentre outras areas. Esses novos métodos requerem
uma abordagem inter, multi e transdisciplinar, envolvendo fisiologistas, melhoristas,
engenheiros, fisicos, quimicos, bioinformatas, e ecofisiologistas para atuar no
desenvolvimento e aplicacdo de sensores, biosensores, métodos espectroscédpicos,
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dentre outros para quantificar as propriedades da planta e do ambiente no tempo e
no espaco.

O uso de imagens digitais auxilia na obtencao de dados fenotipicos e podem
fornecer informacdes distintas, conforme a banda do espectro eletromagnético
utilizado. Para detectar informagcdes como a temperatura foliar/dossel, que é uma
das caracteristicas que varia de forma expressiva e é altamente dependente do
nivel de estresse da planta, sdo utilizadas imagens térmicas que captam a radiagao
infravermelha distante (8 a 15 ym). Ao captar as temperaturas da superficie das
folhnas da planta, é possivel perceber mudancas no estado hidrico da mesma
em funcdo da restricdo de agua imposta. Logo, a informagédo obtida esta ligada,
diretamente, a abertura ou fechamento dos estématos, os quais sao responsaveis
pelas trocas gasosas entre a planta e o ambiente. Outros exemplos de aplica¢des de
imagens térmicas sdo a sua utilidade na detecc¢éo de regides das folhas infectadas
por organismos patogénicos, detec¢céo de danos mecanicos e no acompanhamento
do comportamento dos estématos (COSTA; GARCIA-TEJERO; CHAVES, 2009).

Por ser portatil, a captura de imagens térmicas torna-se mais dinamica e
pratica, economizando tempo na coleta de dados. Além disso, como recurso
adicional, o dispositivo foi projetado de modo que, apds a fase de coleta de dados,
um processamento das imagens fosse realizado. Como saida, o dispositivo fornece
as informacgdes da planta de forma sucinta e de facil analise. Com estas informacdes,
0 objetivo deste trabalho foi a criacdo de um dispositivo portatil, de baixo custo, que
pudesse auxiliar nos experimentos de fenotipagem baseados em imagens térmicas
para obtencédo de dados de temperatura foliar para monitoramento do status hidrico
da planta, e assim discriminar gen6tipos mais tolerantes a deficiéncia hidrica nos

programas de melhoramento vegetal.

MATERIAIS E METODOS

Para controlar todos os componentes utilizados, foi usado um minicomputador
desenvolvido pela fundagédo Raspberry Pi, 0 minicomputador Raspberry Pi 3 (ver
www.raspberrypi.org). Além disso, todos os softwares produzidos foram feitos neste
minicomputador. Na captura de imagens térmicas, foi utilizada uma camera contendo
um sensor infravermelho de longo comprimento de onda (LWIR) da empresa FLIR
(ver https://'www.flir.com/flirone), o sensor FLIR Lepton 3. Este sensor é destinado
para dispositivos moveis e foi necessario o uso de um modulo (adaptador) para
conecta-lo ao minicomputador. Para coletar dados do ambiente em que as plantas
estdo submetidas, foi conectado ao minicomputador um Arduino Nano (ver https://
store.arduino.cc/usa/arduino-nano), usado para alimentar e controlar um sensor
de temperatura e umidade (SHT3x) e um sensor de luminosidade (GY-30). Com
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este aparato (figura 1), além da imagem térmica da amostra avaliada, foi possivel
obter informacbes como a temperatura ambiente, a umidade relativa do ar e a
luminosidade. Para a coleta de dados, o dispositivo foi posicionado acima das
amostras de modo a captar uma area maior da superficie das folhas.

Figura 1 — Dispositivo contendo camera térmica e sensores
Fonte: (Prépria, 2019)

IMPLEMENTACAO

Como o sensor (camera Lepton) foi colocado em médulo para poder ser
conectado as portas GPIO da Raspberry Pi 3, foi necessario o uso de um programa
escrito em linguagem C para que o minicomputador pudesse controlar a captura de
imagens. Este programa foi desenvolvido na propria Embrapa Arroz e Feijéo, e foi
baseado em repositérios online para o sensor Lepton. Ao ser acionado, o programa
cria uma janela onde é emitido um video do que o sensor capta do ambiente.
Nesta mesma janela, existem dois botbes referentes a captura de uma imagem
e a calibragem do sensor. Ao apertar o botdo de captura de imagem, o programa
emite uma foto e um arquivo texto com as temperaturas ponto a ponto da imagem.
Por conta da resolucdo do sensor, a imagem de saida possui 160x120 pixels e
consequentemente, o arquivo texto apresenta temperaturas distribuidas em 120
linhas e 160 colunas sendo cada elemento referente aos pixels da imagem.

Para tornar este processo mais dindmico, foi desenvolvido um programa
na linguagem Python para acionar o programa do sensor térmico e pressionar o
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botédo da janela em intervalos de tempo periédico. Desse modo, no teste realizado
posteriormente a cada cinco minutos, uma nova foto era obtida juntamente com
seu arquivo texto. Quanto aos sensores conectados no Arduino Nano, um pequeno
programa foi desenvolvido para que o Arduino captasse as trés medidas do ambiente
(temperatura, umidade relativa do ar e luminosidade) continuamente e logo apés
enviaria via serial para o minicomputador Raspberry Pi 3. Posteriormente, foram
adicionadas ao programa em Python algumas linhas de codigo onde a informacéo
da porta serial era lida e armazenada juntamente com a data e hora da captura da
imagem, em um segundo arquivo texto.

Portanto, o dispositivo, ao acionar o programa de captura, obtém uma imagem
térmica da regido avaliada com 160x120 pixels e dois arquivos textos, um contendo
as temperaturas ponto a ponto da imagem e outro com a temperatura ambiente,
umidade relativa do ar, luminosidade do ambiente e data e hora da imagem. Para
manter uma organizacédo durante a analise dos dados obtidos, todos os arquivos
foram salvos com nomes referentes as amostras, e esse sistema foi projetado
de modo que torne mais pratico o acesso posterior a estas informacdes. Como
passo final, foi criado um programa em Python com uma interface para acesso das
informacdes. Neste programa, € possivel acessar o banco de fotos e selecionar a
imagem desejada. Ao selecionar a foto, os arquivos textos referentes também séao
carregados, bem como a imagem e arquivos da planta de controle para comparar
as informacoes.

Quando estes dados sdo carregados, uma janela é criada onde as imagens
da planta de controle e a amostra sdo mostradas, e para facilitar a visualizacéo,
as fotos sao redimensionadas para um tamanho maior. Posteriormente, a interface
fornece a opgado de processar as imagens inteiras ou apenas uma regido selecionada
pelo mouse. Na parte de processamento, as imagens passam por um filtro para
diferenciar os valores dos pixels referentes a planta dos pixels do ambiente. Dessa
forma os pixels da imagem passam a apresentar apenas dois valores distintos: zero
para pontos nao referentes as folhas e um para pontos das folhas. Em seguida,
a imagem é transformada em uma matriz, assim como o arquivo texto com as
temperaturas. Multiplicando-se a matriz da imagem com a matriz das temperaturas,
as temperaturas referentes aos pontos da planta sdo obtidas. Com estes dados,
o0 programa realiza os calculos para obter dados como a temperatura média,

temperatura maxima e minima.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Paratestar o programade captura de imagens, foi desenvolvido um experimento
onde a camera foi posicionada entre algumas colunas de arroz em uma casa de

257
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vegetacdo. Como o programa capturava uma imagem a cada cinco minutos, as
mesmas colunas foram observadas durante variados horarios do dia. Devido a
natureza do teste ser apenas para verificacdo do funcionamento do dispositivo,
foram feitas comparacbes apenas com relagdo ao posicionamento da camera
(JONES, 2009). Como resultado deste procedimento, foram obtidas algumas fotos
e seus respectivos arquivos textos. Ao capturar imagens das colunas de arroz
(Figura 2), é possivel perceber visualmente a diferenca entre os pixels referentes
as folhas das plantas com o resto do ambiente.

Figura 2 — Imagem térmica de colunas de arroz
Fonte: (Propria, 2019)

O sensor, capta a radiacao infravermelha refletida e emitida pela planta, e de
acordo com uma lei da Fisica (Stefan-Boltzmann) que afirma que a quantidade de
radiacdo emitida depende diretamente da temperatura do objeto, e produz uma
imagem que diferencia a coloracéo dos pixels de acordo com a radiagao recebida.
Logo, o padréao de cores da imagem se deve por conta da radiagao infravermelha e
consequentemente pela temperatura. Ao detectar a diferenca de temperatura entre
as folhas das plantas e o resto do ambiente, cria um padrdo de cor que depende
da quantidade de radiacado infravermelha que cada objeto emite. Nesse caso, a
temperatura cresce de acordo com a cor passando de cores mais escuras para mais
claras. Juntamente com a imagem, um arquivo texto (Figura 3) é criado tomando
como base os dados captados pelo sensor. A partir destes dados, a temperatura
correspondente € calculada e armazenada para cada ponto da imagem.
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25,987810 25,821003 25,669182 25,821683 25,821003 25,690800 25,625706 25,582316@
25,669182 25,625706 25,604088 25,7124598 25,5823160 25,6084888 25,647484 25,698800
25,6988680 25,684008 25,568596 25,647484 25,473804 25,560596 25,568596 25,568596
25,625786 25,647484 25,604088 25,517280 25,69680@ 25,7559@9 25,7993@85 25,951286
25,495582 25,582310 25,538898 25,452186 25,473804 25,495582 25,669102 25,604008
25,568596 25,517200 25,495582 25,517280 25,568596 25,538898 25,538898 25,604008
25,51728@ 25,538898 25,517280 25,495582 25,56@596 25,495582 25,517208 25,51720@
26,146583 25,712498 25,452186 25,517280 25,51720@ 25,56@596 25,4955682 25,517200
25,647484 25,712498 25,842781 25,712458 25,842701 25,8427@1 25,8218@83 25,3842701
25,864399 25,821003 25,755989 25,842701 25,842701 25,886097 25,987818 25,799385
25,755989 25,734196 25,625786 25,6848088 25,473884 25,452166 25,582318 25,698800
25,712498 25,669182 25,669182 25,625786 25,538898 25,538898 25,568596 25,712498
25,647484 25,625706 25,582318@ 25,58231@ 25,568596 25,712498 25,712498 25,604008
25,821083 25,777607 25,799385 25,084808 25,799385 25,734196 25,755909 25,647484
25,495582 25,538898 25,669182 25,684808 25,625706 25,712498 25,690808 25,669182
25,568596 25,582310 25,647484 25,886897 25,734196 25,8210883 26,859696 25,864399
25,987810 25,777607 25,755989 25,777687 25,712498 25,777687 25,669182 25,58231@
25,755989 25,712498 25,647484 25,647484 25,58231@ 25,58231@ 25,690808 25,712498
25,582310 25,560596 25,495582 25,51728@ 25,538898 25,568596 25,568596 25,5172080

Figura 3 — Corte do arquivo texto com as temperaturas
Fonte: (Propria, 2019)

Apesar da quantidade de casas ap06s a virgula, a precisdo do sensor e da
natureza dos experimentos, apenas as trés primeiras casas foram consideradas.
Essa quantidade deve-se por conta dos célculos efetuados durante o programa de
captura de imagens que armazena os valores de cada pixel e depois os transforma
em temperaturas na escala Celsius. Posteriormente, a foto é processada pelo
programa em linguagem Python para fornecer as informacdes mais gerais sobre
as folhas avaliadas. Como resultado, foi entregue uma nova imagem com o0s
marcadores de temperatura maxima e minima e dois arquivos textos: um deles com
apenas os valores de temperatura referentes aos pontos das folhas presentes na
imagem, e o outro com os dados estatisticos calculados e os dados coletados pelos
sensores acoplados ao Arduino. Na imagem processada (Figura 4), o marcador em
vermelho, inicia a partir do canto superior esquerdo e vai até o ponto de temperatura
maxima encontrado nas folhas. Ja o0 marcador em amarelo, parte do canto superior
esquerdo e vai ao ponto de temperatura minima.
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Figura 4 — Imagem final com marcadores
Fonte: (Proépria, 2019)

Para esta imagem, a temperatura maxima detectada nos pontos referentes
as folhas foi 26,04°C, e a temperatura minima foi de 24,95°C. Logo, a amplitude
de temperatura ao longo dos pontos avaliados foi de 1,09°C. Levando em conta
a precisao da camera térmica usada, aproximadamente 0,1°C, a variacdo de
temperatura pode ser aproximada para 1°C. Quanto a temperatura média dos
pontos das folhas, o valor encontrado foi de 25,47°C, o que € uma medida aceitavel
por estar proximo do valor médio da amplitude de temperatura. Para questao
de comparacéo, a temperatura do ar no momento da captura da imagem era de
aproximadamente 23,9°C.

CONCLUSOES

Observando os resultados obtidos e as especificagbes dos componentes, a
cameratérmica usada apresenta diferentes campos de visao dependendo da posi¢céao
em que é colocada (JONES, 2009). Para a aplicacdo usada, a melhor posicao para
obter uma maior area das folhas da copa é de um ponto superior a planta, pois
como as folhas do arroz possuem uma espessura pequena, uma imagem lateral
nao traria uma quantidade significativa de pontos da superficie das folhas. Dessa
forma, além de aumentar a quantidade de pontos da imagem referentes as folhas,
pode-se alterar a altura do dispositivo em relacdo as plantas, fazendo com que a
foto seja tirada de uma regido com mais de uma amostra.

Este dispositivo foi construido a partir de uma camera térmica de baixo custo e
de algumas pecas eletronicas de facil acesso, logo o uso desse tipo de equipamento
torna-se bastante viavel para os mais variados grupos de pesquisa nacionais. Por

basear-se no uso de imagens térmicas o dispositivo pode fornecer informacdes
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em varios assuntos referentes a agricultura como alguns fenétipos de plantas, a
presenca de pragas ou doencgas e a presenca de falhas de irrigagcdo em plantacdes.

Foi mostrado o seu uso em casa de vegetacédo para obter a temperatura de
cada folha e assim ter a temperatura média do dossel da planta e poder avaliar
cada uma se tem algum estresse hidrico ou se estd sendo injuriada por alguma
praga. Ajustando alguns pardmetros e posicionando o dispositivo em um drone ou
em algum suporte movel, ele pode também ser aplicado para obter informagdes no
campo. Uma forma de tornar o dispositivo ainda mais portatil e de facil acesso, é
transformar os programas desenvolvidos em um aplicativo para smartphones e usar

como camera térmica o préprio equipamento FLIR ONE (ver https://www.flir.com/

flirone). Dessa forma, a resolu¢cdo das imagens obtidas serd muito maior e 0 uso
dessa ferramenta se tornara mais acessivel. Com essa ferramenta presente em um
telefone celular, todo o processo de captura de imagens e processamento de dados
se tornaria mais rapido e intuitivo, pois com o aplicativo essas duas etapas seriam
feitas de forma simultédnea. Logo, o produto final pode ser modelado pelo préprio

usuario mediante a sua necessidade.
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RESUMO: O ensino de Biologia é marcado
por um ensino tradicional, conteudista e
descontextualizado com a realidade dos
alunos. Uma ferramenta capaz de romper
com esse método de ensino sdo 0s jogos
didaticos, por apresentar um carater educativo
e ludico que facilita o processo de ensino
aprendizagem. Este trabalho pretendeu avaliar
como a interdisciplinaridade pode contribuir
para o aprendizado da microbiologia no ensino
médio, por meio do desenvolvimento de um
jogo didatico. Para isso realizou-se uma analise
por meio de questionarios com os alunos
antes e apods a aplicagdo de um jogo didatico
de tabuleiro interdisciplinar denominado de
“Microlabore”. Com a analise dos questionarios
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percebemos que 96% os alunos acreditam que
0s jogos didaticos podem ser uma excelente
ferramenta motivadora no processo de ensino-
aprendizagem. Os alunos destacaram ainda os
principais motivos pelo desinteresse no ensino
de Biologia: o vasto conteido em pouco tempo;
a auséncia de laboratério deixando o ensino
mais abstrato e uma predominancia de aulas
expositivas com falta de recursos e tecnologias.
Percebeu-se que o jogo promoveu a interagao
e 0 aprendizado da turma, diante das situacoes
relacionadas a Microbiologia onde todos os
alunos consideraram o jogo didatico importante
e que poderia ser usado nas salas de aulas. O
jogo didatico “microlabore” foi capaz de suprir as
necessidades do professor no desenvolvimento
de ferramenta interdisciplinar, de baixo custo,
facil aplicabilidade e de facil entendimento, que
estimulou o raciocinio logico, a cooperacao,
a interacdo e o aprendizado em sala de aula
acerca dos conceitos em Microbiologia.

PALAVRAS-CHAVE: Microbiologi; Ensino
de Biologia; Jogos Didaticos; Ludico;
Interdisciplinaridade.
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CONTRIBUITIONS FROM RESEARCH ACTIVITIES: PLAY FOR THE EXPERIMENT
AND FOR TEACHER TRAINING

ABSTRACT: The teaching of biology is marked by a traditional teaching, content
and decontextualized with the reality of students. A tool capable of breaking with this
teaching method is the didactic games, because they have an educational and musical
character that facilitates the teaching-learning process. This study aimed to evaluate
how interdisciplinarity can contribute to the learning process of the Microbiology in
high school, through the development of a didactic game. For this, an analysis was
performed through questionnaires with students before and after the application of an
interdisciplinary board game called “Microlabore”. With an analysis of the perceived
questionnaires, 96% of students affirmed that games can be an excellent motivating
tool in the teaching-learning process. The students also highlighted the main reasons
for disinterest in the teaching of Biology: the vast content in a short time; the lack of
laboratory leaving the most abstract teaching and a predominance of lectures lacking
resources and technologies. It was noticed that the game promoted interaction and the
learning of the subject, given the situations related to Microbiology where all students
considered the didactic game important and could be used in the classroom. The
“Microlabore” didactic game was able to support the teacher as interdisciplinary tool
development, with low cost, easy to apply and easy to understand and, to stimulate
logical thinking, cooperation, interaction and learning in the classroom. Microbiology.
KEYWORDS: Microbiology; Biology leacture; Educational Games; Playful;
Interdisciplinarity.

11 INTRODUCAO

Devido ao crescimento da sociedade mundial ao longo das ultimas décadas, a
organizacao educacional tem permitido as modificacdes, que se fazem necessarias,
com o intuito de realizar aperfeicoamento e melhorias nessa area, baseados em
situacbes-problemas, com conteudos contextualizados de acordo com a realidade
dos alunos, visando uma melhora no processo de ensino e de aprendizagem.
(NETO, 2018; OLIVEIRA, 1999).

Assim, para ensinar e aprender em Ciéncias Biologicas é também referendada
os Parametros Curriculares Nacionais (PCN) (BRASIL, 1998) ao considerar que é
fundamental no processo de ensino e de aprendizagem: “O incentivo aos esforgos
de curiosidade, de respeito a diversidade de opinides, a persisténcia na busca
e compreensao das informacdes as provas obtidas, de valorizacdo da vida, de
preservacéo do ambiente, de apreco e respeito a individualidade e a coletividade”.
Para que o ensino de Ciéncias Naturais possa se relacionar com a aprendizagem
de forma significativa, clara e motivadora, o professor precisa deixar de ser um mero
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reprodutor de conceitos ou um grande organizador das classificagées biologicas e
passar a investigar o que pensam os alunos; avaliar suas experiéncias e analisar
0s seus argumentos no cotidiano e vivéncias culturais (BOAS et al, 2018; NETO,
2018; OLIVEIRA, 1999).

As caracteristicas relacionadas aos microrganismos (bactérias, fungos,
protozoarios e virus) e as doencas causadas pelos mesmos fazem parte dos
conteudos abordados no Ensino Médio pela disciplina de Biologia, na Educacéo
Basica (RIODE JANEIRO, 2012). Nesse contexto, torna-seimprescindivel a utilizacao
de uma variedade de atividades para que os alunos possam efetivamente aprender,
e que os professores possam conhecer muitas técnicas e recursos disponiveis.
Diante disso, o professor tem ao seu dispor inUmeras ferramentas educacionais que
pode auxiliar na compreenséo dos conteudos especificos das Ciéncias Biologicas
(BOAS et al, 2018; SANMARTI, 2002). Esse presente trabalho apresenta um jogo
educacional interdisciplinar como proposta de melhorias no processo de ensino e
de aprendizagem, para os alunos no ensino médio, na area de Microbiologia.

1.1 O problema e a sua contextualizacao

o Sistema Educacional Brasileiro ainda carece de novas formas de ensino e
aprendizagem direcionadas para as areas de Ciéncias Biologicas e, principalmente,
voltados para a area de Microbiologia. O ensino de Ciéncias e Biologia ainda € visto
em muitas salas de aulas como um ensino tradicional, expositivo e dialogado, onde
o professor tem a sua disposicao somente o quadro, o giz € o livro didatico. Além
do mais observa-se nas aulas uma fragmentacao do ensino, longe da realidade dos
alunos e sem conexdao com o que é aprendido em diferentes disciplinas. Por sua
vez, os professores ficam muito preocupados com o cumprimento das ementas e
do curriculo escolar, sendo poucos o0 que buscam adotar novas metodologias para o
ensino. Dentre os relatos de dificuldades os professores destacam a falta de tempo
para o planejamento devido a carga horaria excessiva e falta de suporte e estrutura
dentro das escolas. (CRUZ et al, 2019; MORAES et al, 2018; PAIXAO et al, 2017).

Diante do cenario atual na Educacgéo, ainda carecemos de novas metodologias
inovadoras, investigativas, participativas, e de baixo custo e facil aplicabilidade
para o ensino e a aprendizagem das Ciéncias Biologicas, direcionadas para os
estudantes no Ensino Médio. Diversos autores tém descrito suas experiéncias
com essas caracteristicas em sala de aula, envolvendo atividades direcionadas ao
ensino de microbiologia. Um dos recursos que acabam suprindo a necessidade dos
professores séo os jogos didaticos (BOAS et al, 2018; CRUZ et al, 2019; MORAES
et al, 2018; SANTOS e PINTO, 2019).
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1.2 Os jogos didaticos

O jogo didéatico € uma excelente ferramenta que pode suprir as necessidades
do professor, apesar de ser muito conhecido e pouco compreendido na pratica. Os
jogos didaticos sédo definidos como:

[...] de acordo com Zanon, Guerreiro e Oliveira (2008) os jogos podem ser
considerados educativos se desenvolverem habilidades cognitivas importantes
para o processo de aprendizagem, tais como: resolu¢&o de problemas, percepcéo,
criatividade, raciocinio rapido, entre outras habilidades. Se o jogo, desde seu
planejamento, for elaborado com o objetivo de atingir conteudos especificos e
para ser utilizado no &mbito educacional podemos denomina-lo de jogo didatico
(VENERI, 2008).

Existem diferentes tipos de jogos e aplicabilidades, porém segundo LARA
(2004), podemos diferencia-los em quatro tipos principais, que estao relacionados
no quadro 1.

Caracteristicas Gerais

S&o aqueles que trazem aos
educandos um assunto desconhecido,
em que o aluno possa fazer novas
buscas, na resolugéo desse problema.

Tipo de Jogos Exemplos

Jogos utilizados na construgcéo
do aprendizado, despertando
a curiosidade e levando o
educando na busca de novos
conhecimentos.

Jogo educativo que, nessa
modalidade, serve para

0 educando aumentar a
autoconfianca e familiarizagdo
com 0 mesmo.

Jogos de Construcéao

Nesse tipo de jogo, apesar de que
mesmo o educando o ter construido
com o seu pensamento, ele precisara
exercita-lo e pratica-lo

Jogos de Treinamento

Podem ser explorados, depois Aplicados em determinados

Jogos de
Aprofundamento

de ser construido ou trabalhado,
determinados assuntos.

assuntos, para que os educandos
nos apliquem em situagées de
jogos.

Jogos Estratégicos

Jogos que fazem com que o/a aluno/a
criar estratégias de acao, para uma
melhor atuagdo como jogador/a,

para que possa ainda criar hipoteses

Exemplos: damas, xadrez,
freecell, Batalha Naval, Campo
Minado e muitos outros.

e desenvolver um pensamento
sistémico.

Quadro 1 - Principais tipos de jogos didaticos. (Fonte: LARA (2004)

Todo jogo deve ser analisado pelo professor antes de ser aplicado com os
alunos. Ainda, acrescenta Lara (2004), em que ndo se possa tornar o jogo como
obrigatério e em que o fator sorte néo interfira nas jogadas, ou seja, o que 0 jogo néo
tenha completamente o carater competitivo. Dessa forma, como outra proposta de
jogo educativo temos sua forma colaborativa, que permita ao que vencer aquele que
descubra as melhores estratégias; estabelecer regras, que possam ser modificadas
no decorrer do jogo; trabalhar as frustacbes pela derrota para os jogadores, no
sentido de minimiza-los; estudar o jogo antes de aplica-lo e analisar as jogadas
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durante e depois da pratica.

Oliveira em 2001 e Pinto em 2019 afirmam que 0s jogos educacionais tém
como principal objetivo possibilitar entretenimento por meio do interesse, diverséao e
satisfacdo, para o jogador, bem como propiciar o seu desenvolvimento sécio afetivo

e cognitivo.

“Podem apresentar situacdes que contenham simulacdes, tutoriais ou sistemas
inteligentes (...). Uma situacé&o de jogo oferece aos usuarios intensa interatividade,
permitindo ampliar as relacdes sociais no ambiente de ensino, cativando o
interesse dos alunos em relacao a temas muitas vezes, dificeis de ser apresentados
por outras abordagens. A esséncia do jogo educacional é a aprendizagem com
prazer e a criatividade com diversdo. ” (OLIVEIRA, 2001, pag.81).

Nesse contexto, Oliveira (2001) acrescenta-nos que mesmo reconhecendo a
comunicacdo como uma prerrogativa fundamental na interacdo humana; ndo se
pode conceber a elaboracao de materiais didaticos, como uma simples produc¢éo de
conhecimentos “por parte de alguns e na recepcao por parte de outros”.

Paixao et al (2019) relata a sua experiéncia na confeccao de jogos didaticos
nas aulas e monitoriais de microbiologia com o objetivo de despertar o interesse
e o aprendizado satisfatorio. Os autores confeccionaram um quebra cabegca como

método ludico e educativo na revisdo dos conteudos relacionados a microbiologia.

“O jogo pode ser considerado como um importante meio educacional para a
aprendizagem de Microbiologia no ambiente escolar; como de propiciar um
desenvolvimento din&dmico e coletivo, além de contribuir para a construgéo
da autonomia, da criatividade, da responsabilidade e da cooperacéo entre 0s
alunos” (CASTRO, 1974).

Souto (2015) relata a confec¢cdo de um outro tipo de jogo didatico “Biocombat”
inspirado em “Magic the Gathering”. E um jogo estratégico de cartas no estilo batalhas
que foi utilizado como instrumento didatico no ensino de conceitos associados ao
Reino Monera, em especial as profilaxias e transmissao de patologias, trata. O jogo
que teve a duracédo de uma hora, durou oito encontros e contou com a participacao
de sete (07) alunos do 2° ano do ensino médio.

Schneider (2019), realizaram uma categorizagao e quantificacédo na produgao
académica referente a tematica jogos, na area do Ensino de Quimica, nos artigos
contemplados nos anais XVI, XVIl e XVl do Encontro Nacional do Ensino de Quimica.
Observaram que em poucos trabalhos os alunos participavam na construcéo,
desenvolvimento e aplicacdo dos jogos didaticos. Em relacdo a categorizacdo a
autora relatou:

“Através das categorizacdes, podemos concluir que os jogos didaticos mais
utilizados entre os analisados, s&o aplicados para auxiliar os alunos na revisao,
memorizacéo e fixacao, ou seja, para reforco de conteddos quimicos. Em segundo
lugar, com maior quantidade, aparece a utilizagdo de jogos para a construgéo do
conhecimento quimico, que tem como intencéo a constru¢do do conhecimento
sobre determinado assunto. A utilizac&o de jogos para abordagem tematica com
a intencdo de um aprendizado mais significativo e a utilizacdo de jogos como
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instrumento avaliativo aparece em menor quantidade. E os jogos menos utilizados
sdo aqueles aplicados para fins de pesquisa educacional” (SCHNEIDER, 2019).

Segundo o autor os jogos didaticos analisados eram mais voltados para o refor¢o
de conteudo quimico. Silva et al (2016), realizou um levantamento na literatura dos
principais temas em Biologia onde ha mais produg¢des de jogos didaticos. Percebeu-
se que os temas de jogos mais produzidos sao os que envolvem os conceitos de
ecologia (13); Saude (08); Evolucéo (07), entre outros. Em relac&o ao tipo de jogo
verificou que existe uma maior producéo de jogos de tabuleiros (16); eletrénico/
virtual (10); Passa e repassa (06), entre outros tipos de jogos. Uma maior producao
de jogos de tabuleiro esta relacionada com uma maior familiarizacédo com esse tipo
de jogo, nas nossas casas e escolas.

“Um dos jogos educativos mais comuns ditos de azar, sem duvida, nos remete
aos jogos de tabuleiro, que ja se torna muito comum nos meios ndo-formais.
Atualmente, o jogo ganha um novo enfoque, também, nos ambientes formais de
aprendizagem, pois esta inserido e integrado aos curriculos escolares deixando
de ser uma atividade secundaria e passando a fazer parte principal nos curriculos
escolares atuais. Nesse sentido, pode-se ponderar que ha o interesse do professor
em conhecer seus alunos, com relacdo ao seu desempenho na premissa em
cumprir os objetivos propostos para determinado curso, matéria e série escolar”.
(CASTRO, 1974).

A proposta da utilizagdo dos jogos didaticos na aprendizagem da Microbiologia
esta em consonancia com os Pardmetros Curriculares Nacionais (PCN) Saude
e Meio Ambiente (BRASIL, 1997c). No volume do PCN temas transversais e
ética (BRASIL, 1997b), as relacbes sociais sdo apresentadas em um cenario de
hierarquizagao social, na medida em que boa parte da populacdo nao tem acesso
aos direitos basicos.

Nesse sentido, pretende-se nesse trabalho desenvolver um jogo didatico
interdisciplinar voltados para os interesses dos alunos promovendo uma motivacgao,
investigacao e contextualizagcdo por meio de um jogo de tabuleiro e cartas. Além de
ser um recurso pedagdgico que atenda os interesses dos professores no ensino de
Microbiologia.

2| DESENVOLVIMENTO

Segundo Mendes (2016), Rocha (2016), Ruoso Moresco (2017), o conceito
de microbiologia classicamente é definido como o ramo da biologia voltado para
0 estudo dos seres microscopicos. A palavra microbiologia provem da fusé&o das
palavras gregas mikrds-, que significa pequeno, e —biologia, do grego bios = vida
+ logos = estudo. No sentido literario significa estudo de pequenos seres vivos.
Com base neste conceito, a microbiologia aborda um vasto e diversos grupos de

organismos unicelulares patogénicos ou ndo de dimensdes reduzidas, que podem
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ser encontrados como células isoladas ou agrupados em diferentes arranjos. Assim,
a microbiologia envolve o estudo de organismos procariéticos (bactérias, archaeas),
eucarioticos (algas, protozoarios, fungos) e também seres acelulares (virus).

“ Os microrganismos tém grande importancia para o nosso planeta, pela sua
acdo decompositora de residuos, pela biomassa que produzem, por serem
empregados no preparo de alguns alimentos, por serem 0s responsaveis pela
producéo de energia em industrias, em modelos de engenharia genética, ou pelo
seu emprego no desenvolvimento de medicamentos voltados ao combate de
infeccBes nocivas a saude” (ROCHA, 2016).

Ha& muito tempo o ensino da microbiologia passou a ser considerado um tema
fundamental relacionado as questdes basicas, como a cidadania, envolvendo o meio
ambiente; o cotidiano; a higiene; a saude, a prevencao de doencas, dentre outros;
favorecendo-se sua abordagem no cotidiano e no ambiente escolar, relacionando
com a realidade dos alunos e ndo apenas no ensino superior ou laboratérios de
pesquisa (PRADO et al, 2004).

Esse assunto é visto em muitas salas de aula, como um assunto abstrato onde
os alunos s6 aprendem que 0s microrganismos sao seres patogénicos e maléficos
aos seres humanos, desconsiderando os beneficios desses microrganismos para a
sociedade. Tal fato pode ser explicado pela ma formagéo dos professores, ou ainda
pelo distanciamento entre a academia e a sociedade, onde observa-se um certo
distanciamento do curriculo escolar em relagdo ao que é ensinado nas escolas € 0
que € pesquisado nos centros de pesquisas em microbiologia (ANTUNES; PILEGGI;
PAZDA, 2012).

“Alguns aspectos n&o menos importantes devem ser considerados no ensino
da microbiologia como o uso indiscriminado de antibidticos no tratamento de
doencas, emracdes animais e na agricultura ocasionando um aumento assustador
no numero de linhagens resistentes a estas drogas. Este fato, aliado aos avancgos
tecnoldgicos responsaveis pela facilidade de transporte de um microrganismo de
um extremo a outro do planeta, sdo circunstancias que obrigam o professor a uma
nova postura perante as questées inerentes ao mundo microbiano” (CARVALHAL,
1997).

2.1 Os processos didaticos de aprendizagem envolvendo os jogos didaticos: as

teorias educacionais

Os jogos educativos podem facilitar e acelerar o processo de ensino-
aprendizagem e ainda podem propiciar o prazer, o interesse e os desafios. Os jogos
podem ser um excelente recurso utilizado de forma didatica ou estratégia de ensino
inovadora para os educadores e também como uma rica forma instrumental na
construcao do conhecimento (LARA, 2004; PANOSSO, SOUZA e HAYDU, 2015).

Lara (2004), afirma que os jogos educativos tém ganhado espaco dentro do
ambiente escolar, natentativa em trazer o ludico para o espago formal da sala de aula.
Nesse contexto, pode-se tornar possivel nessa pretensao de que a possibilidade do
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uso dos jogos didaticos pelos professores, vém ao encontro em tornar as aulas
mais agradaveis; no intuito em tornar a aprendizagem mais significativa e atrativa.
Além disso, as atividades ludicas podem tornar-se uma estratégia motivadora no
estimulo ao raciocinio, levando o aluno a enfrentar situacbes novas de desafios
relacionadas com o seu cotidiano.

Os jogos bem construidos e elaborados podem ser vistos como uma estratégia
motivadora de aprendizagem, podendo inserir varios objetivos que “variam desde o
simples treinamento, até a constru¢cdo de um determinado conhecimento”, confirma-
nos (LARA, 2004; PANOSSO, SOUZA e HAYDU, 2015).

“A aprendizagem através de jogos, como domind, palavras cruzadas, memoria
e outros permite que o aluno faga da aprendizagem um processo interessante e
até divertido. Para isso, eles devem ser utilizados ocasionalmente para sanar as
lacunas que se produzem na atividade escolar diaria. Nesse sentido, verificamos
que héa trés aspectos que por si so justificam a incorporagédo o jogo nas aulas. Sdo
estes: o carater ludico, o desenvolvimento de técnicas intelectuais e a formacao
de relacdes sociais”. (GROENWALD e TIMM (2002) citado por LARA (2004, p.23).

Temos ainda varios jogos de carater virtual alavancados pelo computador, que
ajudam no desenvolvimento do pensamento e do raciocinio; e ainda, nas questdes
de ciéncias, de escrita, fisicas, psicologicas, dentre outras. Atualmente, temos
varios jogos educacionais e diferentes formatos LARA (2004; CARVALHO et al,
2016) Ramos e Marques (2007, apud GRANDO, 2000) destaca entre muitas outras,
algumas das vantagens da utilizagc&do de jogos educativos:

Consolidacdo, de uma forma motivadora, de conceitos ja aprendidos;
Aprendizagem de conceitos de dificil compreensdo; Desenvolvimento de
estratégias de resolucdo de problemas; Tomada de decisGes e sua avaliagao;
dar significado a conceitos incompreensiveis; interdisciplinaridade; participagao
ativa dos alunos nos seus processos de aprendizagem; incremento da
socializacdo entre os alunos e consciencializacdo para a importancia do
trabalho em equipe; a utilizacdo dos jogos, em contexto educativo, e um fator
de motivagao para os alunos; a utilizagdo de jogos favorece o desenvolvimento
da criatividade, de senso critico, da participagéo, da competicdo saudavel, da
observacéo, das varias formas de uso da linguagem e recuperacéo do prazer em
aprender; ao utilizar jogos pode-se reforcar ou recuperar habilidades de que os
alunos necessitem. As atividades com jogos permitem ao professor identificar e
diagnosticar alguns erros de aprendizagem, as atitudes e as dificuldades dos
alunos (Grando, 2000).

Segundo Valente (1993) a pedagogia que esta alinhada com os jogos educativos
€ a de “exploracédo auto-dirigida” ao invés da “instrucdo explicita e direta”. Esta
ultima teoria de ensino apregoa a ideia de que: “a crianga aprende melhor quando
ela é livre para descobrir relagdes por ela mesmo, ao invés de ser explicitamente

ensinada”.
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2.1.1 Aprendizagem como proposta de vygotsky

Segundo Vygotsky (apud ROLIM, GUERRA e TASSIGNY, 2008, p.177).

“O brincar relaciona-se ainda com a aprendizagem. Brincar é aprender;
na brincadeira, reside a base daquilo que, mais tarde, permitird a crianca
aprendizagens mais elaboradas. O ludico torna-se, assim, uma proposta
educacional para o enfrentamento das dificuldades no processo ensino-
aprendizagem”.
Nessa perspectiva, temos a impresséo de que a brincadeira nem sempre esta
associada a ludicidade e nem tao pouco a aprendizagem; mas que na verdade néao
corresponde a nossa realidade inventiva na construcdo dos conhecimentos. Santos

(2011, p.12) afirma que:

“A ludicidade é uma necessidade do ser humano em qualquer idade e né&o
pode ser vista apenas como diversdo”. O desenvolvimento do aspecto ludico
facilita a aprendizagem, o desenvolvimento pessoal, social e cultural [...],
facilita os processos de socializagdo, comunicacdo, expressdo e construcédo do
conhecimento” (SANTOS, 2011, p.12).

Para Vygotsky (1998), em comparacdo com a afirmacao de Santos (2011),
a ludicidade se relaciona diretamente com a aprendizagem. Brincar é aprender.
O ludico torna-se nesse caso uma proposta educacional muito importante, para
dirimir os entraves que ocorrem no processo de ensino e de aprendizagem (ROLIM,
GUERRA & TASSIGNY, 2008).

2.1.2 Aprendizagem como proposta de piaget

Nos processos gerais de Piaget, a assimilagcdo e a acomodacgao; na forma de
inteligéncia sensorio-motora reflete-se como em sua capacidade em desenvolver
uma atividade assimiladora que permite a incorporar e acomodar os objetos
exteriores e esquemas, tendo em vista um equilibrio estavel entre a assimilacéao
e a acomodacdo (NEGRINE, 1994). Sa e Santin Filho (2017), caracterizou o
aprendizado segundo Piaget:

“Caracterizou-se entao diferentes niveis de um percurso sobre um dado
conhecimento, percurso este que parte da no¢cdo de algo mais simples que
caminha para a no¢édo de algo mais complexo, 0 que se constitui nos Estadios
de Desenvolvimento. Nessa perspectiva, tinha-se conhecimento de como uma
crianga passa de um nivel de desenvolvimento a um nivel seguinte, bem como
a razédo dos diferentes niveis na construcdo de um numero muito grande de
nocodes”.

2.2 Importancia da construcao de jogos educacionais como aliada das atividades
investigativas

Para a definicdo do que é um jogo, podem-se ter varias situagcées que as
definam, porém, o foco aqui é o jogo na educacao. Em associacao, a etimologia da
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palavra “ludico” origina-se de “ludus” que nos interpde o significado de “jogo”.
Nesse contexto, Antunes (2007) complementa que:

“[...] do ponto de vista educacional, a palavra jogo se afasta do significado de
competicao e se aproxima de sua origem etimoldgica latina, com o sentido de
gracejo ou mais especificamente divertimento, brincadeira, passatempo. Desta
maneira, os jogos infantis podem até excepcionalmente incluir uma ou outra
competicdo, mas essencialmente visam estimular o crescimento e aprendizagem
[...] (ANTUNES, 2007, p. 9).

A partir do exposto anteriormente, podemos perceber que um jogo didatico, no
que se refere aos seus aspectos gerais, também pode ser considerado educativo;
pois envolve agdes ludicas, cognitivas, sociais, dentre outros, mas nem sempre um
jogo que é educativo pode ser considerado um jogo didatico. Isso, portanto, nao
minimiza nem exclui a agdo a importéancia de ambos.

Dessa maneira, a adogao de novas metodologias de ensino e de instrumentos
pedagdgicos se faz necessaria, com a finalidade de tornar o estudo desses conceitos

abstratos de forma mais atrativa e dindmica. Como afirma-nos Marcelino (1987):

“Recuperar o ludico na perspectiva que proponho, significa, entre outros
procedimentos, uma pratica pedagdgica que relacione a necessidade de
vivenciar todo o processo de mudanca do futuro, através da agao no presente,
e a necessidade de vivenciar todo o processo de mudanca, sem abrir mdo do
prazer” (MARCELINO, 1987).

2.3 A inter e transdisciplinaridade na aprendizagem da microbiologia médica

através de jogos educacionais e sua contextualizacao

A interdisciplinaridade surgiu na metade do século XX com a necessidade
de superar a fragmentacdo e o carater de especializacdo do conhecimento. No
Brasil a preocupacédo em torna da interdisciplinaridade surgiu por volta dos anos
setenta. E definido como a integracéo entre duas ou mais disciplinas ou areas do
conhecimento para um fim comum. E uma abordagem metodolégica que integra
conceitos, teorias e formulas na tentativa de compreender o objeto de estudo como
um fendmeno sistémico. Alguns autores consideram a interdisciplinaridade como
alternativa em romper com visédo da ciéncia fragmentada em areas (NOGUEIRA e
CINTRA, 2018).

Nogueira e Cintra (2018) realizaram um estudo para saber a concep¢oes de
um grupo de professores sobre interdisciplinaridade e os professores relataram as
dificuldades em relacdo a implementagdo nas escolas:

“Além disso, as dificuldades em sua implementac&o estao associadas a caréncia
de professores com formacé&o na area especifica de educagéo (a existéncia dessa
formacao daria mais seguranca para a equipe que pretende desenvolver um
projeto interdisciplinar), a escassez de tempo, a formacédo tradicional, a falta de
referenciais de metodologias interdisciplinares e, principalmente, a resisténciaem
quebrar com o paradigma disciplinar (talvez reflexo de uma formacé&o disciplinar
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gue proporciona seguranca ao professor para lecionar somente a disciplina na
qual se formou (NOGUEIRA, 20118).

Dados semelhantes também foram obtidos por Caldeira e Augusto (2007)
onde os professores Ciéncias da Natureza relatam as dificuldades de se trabalhar
de forma interdisciplinar nas escolas estaduais do ensino médio (Figura 2).

PORTUGUES MATEMATICA

\ CIENCIAS

HISTORIA

GEOGRAFIA
Quimica

Figura 1 - Diagrama mostrando a integracdo possibilitada entre as disciplinas ou inter e
transdisciplinaridade

Fonte:google/imagem de dominio publico

31 METODOLOGIA

A metodologia empregada tem o carater empirico-dedutiva com aplicacdes
praticas desenvolvidas em varias etapas. Sao elas:

3.1 Etapas da pesquisa

Etapa 1: Foirealizada uma aula tradicional tedrica, expositiva e dialogada sobre
Microbiologia, onde o professor utilizou o quadro branco e o livro didatico. Durante
as explicacbes orais do professor foram abordadas as principais caracteristicas
do reino monera; a histdria da microbiologia; as principais doencgas; os métodos
profilaticos; o tratamento; e a importancia desses seres vivos para 0 meio ambiente
e para a populacéao, que fazem parte do Curriculo Basico da Secretaria Estadual de
Educacédo do Estado do Rio de Janeiro (SEEDUC/RJ) e que eram abordados nos
livros didaticos da escola.

Etapa 2: Os alunos foram apresentados a proposta do projeto de pesquisa.
Foi realizado a aplicacdo de um questionario pré-teste (Apéndice A), com sete
(07) perguntas previamente elaboradas pelo professor com cunho quantitativo. O
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questionario prévio tinha o objetivo de caracterizar o grupo focal, em relacéo a
idade e ao género; saber a opiniao dos alunos em relagao ao poder transformador
da educacao; como eles veem o ensino de biologia; se os jogos didaticos poderiam
motivar os alunos em relacdo a aprendizagem; e o principal motivo pelo desinteresse
dos alunos nas aulas de biologia.

Etapa 3: Nesta etapa foi apresentado e aplicado o jogo didatico “Microlabore”,
por meio de uma demonstracdo e explicacdo do prototipo do jogo de do tabuleiro,
as principais casas encontradas no tabuleiro; a diferenca entre os tipos de cartas;
a composicao; as regras e os aspectos gerais do jogo didatico. Os alunos foram
divididos em grupos de quatro componentes para que pudessem interagir melhor
durante o jogo.

3.2 Construcao do jogo de tabuleiro interdisciplinar “microlabore”

0 jogo de tabuleiro interdisciplinar foi construido na forma de um tabuleiro
simples, com o uso do software Microsoft Power Point (ppt) da Microsoft® como
proposta ludica de apresentagcdo dos conceitos tedricos basicos da microbiologia
destinados aos alunos do 2° ano do ensino médio, de forma interdisciplinar destinado.

O jogo foi confeccionado com objetivo ser de baixo custo, facil aplicabilidade
e facil entendimento, a qualquer aluno e professor. O jogo didatico apresenta um
carater interdisciplinar, onde se relaciona com outras disciplinas comuns ao ensino
médio para promover uma maior interacdo e contextualizacdo do conteudo. Todas
as disciplinas envolvidas na realizacédo do jogo, tem uma pergunta com resposta
efetiva, como por exemplo: “Biologia — Qual a bactéria causadora da peste bubénica
€ quais sao os seus sintomas? ”; “Histéria — Em que periodo histérico ocorreu a
“Grande Peste?”; “Geografia — Quais os paises europeus atingidos pela “Grande
Peste?” “Matematica — Qual a estimativa do numero de habitantes mortos?

Assim, como proposta de eixo tematico abrangera o papel dos microrganismos
com a saude humana; a Microbiota benéfica e saudavel do organismo, dentre outros
assuntos.

O jogo de tabuleiro “Microlabore” € composto pelas seguintes pecas: 01
Tabuleiro, 01 Baralho com trés tipos de cartas, 04 Pedes e 01 Dado. O jogo de
tabuleiro interdisciplinar, sera composto por trés tipos de casas ao longo da trilha
denominadas de: Recordando; Mito ou Verdade e Desafio, além das casas de inicio
e fim. Cada naipe de cartelas contera com informagdes que viabilizem o tema
central proposto para o0 jogo, incluindo perguntas interdisciplinares, onde cada
disciplina possa contribuir com perguntas e respostas voltadas para o tema central
e inseridas nos eixos tematicos destacados no quadro 2. Como por exemplo, a
disciplina de Artes que podera abordar a construgdo de painéis, jogos didaticos,
cartazes e pinturas sobre a vida dos micrébios.
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O tabuleiro que compde o jogo (Figura 3) foi desenvolvido com a utilizagao
do Microsoft Power Point, por ser uma ferramenta de facil acesso e utilizagéo de
todos os professores. As imagens foram obtidas por meio de um banco de imagens
gratuito disponivel na internet o Pixabay (https://pixabay.com/pt/). Sendo composta
por uma casa de inicio e fim; e trés tipos de casas ao longo da trilha denominadas
de: Recordando; Mito ou Verdade e Desafio.

Mito ou Desafio Mito ou Desafio Mito ou Desafio Mito ou
Jesaro esano J2s5ario
Verdade? =aetio Verdade? o Verdade? ° Verdade?
Desafio ' B
e ( 3 PROFBIO S T

Mito ou Mito ou
Verdade? Verdade?

Desafio

Desafio

Desafio
- - .
Mito ou Mito ou
Verdade? _' Verdade?
. Mito ou Mito ou .
desafio esafio desafio
Desafio Desafio Verdade? Verdade? Desafic

Figura 2 - Modelo do tabuleiro para uso no Jogo Didatico “Microlabore”.

3.3 As cartas auxiliares do jogo

o0 jogo como foi menciado anteriormente € composto por trés modelos de
naipes de cartas com carater interdisciplinar.

3.3.1 Cartas do naipe “Recordando”:

Esse naipe de cartas contém 20 perguntas sobre a histéria e os marcos da
microbiologia (Figura 4). Aborda-se ainda as teorias da biogénese e da biogénese; as
primeiras observagdes sobre 0s microrganismos; a linha do tempo da microbiologia,
destacando os personagens internacionais e brasileiros que contribuiram para
o0 avanco da microbiologia. Onde o aluno encontra duas opg¢des para acertar a

resposta correta.
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RECORDANDO:

Alguns cientistas acreditavam que os
microrganismos se formavam
espontaneamente a partir da matéria
organica:

(A) Biogénese
(B) Abiogénese

Figura 3 - Modelo da carta recordando presente no naipe do baralho.

3.3.2 Cartas do naipe "Mito ou Verdade”:

Esse “naipe” de cartas contém 20 perguntas baseadas em mitos e noticias que
circulam pela midia sobre os temas que envolvem a area de microbiologia (Figura
5). Aborda-se ainda algumas curiosidades e fake news relacionadas a microbiologia.
Os alunos terao que dizer se as afirmacgdes sao verdadeiras ou falsas.

Nédo tem problema deixar comida fora da
geladeira, do almogo para o jantar, desde que
a panela fique tampada.

MITO

VERDADE? VERDADE

Figura 4 - Modelo da carta mito ou verdade presente no naipe do baralho.

3.4 As regras do jogo

O jogo de tabuleiro foi desenvolvido para jogar de 2 a 4 participantes. Para isso
o professor devera realizar a impressao do tabuleiro e das cartas que compdem o
jogo didatico. Ou ainda podera realizar a proje¢ao do jogo de tabuleiro com o uso
de um computador e de um data show promovendo uma maior interacdo da turma
podendo o professor dividir a turma em grupos. O jogo contém 3 tipos de cartas que
estdo com o0 mesmo nome que aparece no tabuleiro denominadas de recordando,
mito ou verdade, e desafio.

Antes de comecar, cada participante ou grupo deveré pegar 01 peéo de cores
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distintas e coloca-los na casa inicio do tabuleiro. Depois os jogadores devem decidir
guem comecara o jogo e lancar o dado. Cada jogador deve responder uma pergunta
do tipo da casa sorteado pelo dado. Por exemplo, ao lan¢ar o dado e cair o numero
trés o aluno devera responder a uma pergunta dessa casa sorteada. O jogador da
sua esquerda retira uma carta do baralho e |é a pergunta.

Para uma maior agilidade do jogo podera ser adotado o uso de um cronémetro
ou de ampulheta de 30 segundos, para os alunos ndo demorarem muito nas
respostas.

Se acertar ele devera andar com o peao a quantidade de casas sorteadas no
dado. Se errar fica parado até a proxima jogada, quando deve langcar novamente o
dado e responder o tipo de pergunta sorteada.

Ganha o jogo quem chegar na casa fim primeiro respondendo a um tipo de
carta, ficando a critério de escolha do jogador. Caso erre, o0 jogador permanecera na
casa e terd uma nova chance de responder a pergunta na proxima rodada.

Etapa 4: Apds a aplicacao do jogo didatico, foi aplicado um segundo questionario
poOs-teste (Apéndice B), que tinha o objetivo de saber a opinido dos alunos sobre
as vantagens do jogo testado; o que eles entendiam sobre interdisciplinaridade;
a contribuicdo do jogo na aprendizagem sobre o conteudo estudado e a sua
reprodutibilidade em outras aulas. O questionario apresentou quatro (04) perguntas
com cunho qualitativo que deveria ser respondido em grupos pelos mesmos
componentes do grupo durante o jogo didatico.

41 CONCLUSAO E DISCUSSAO

O jogo didatico pode ser considerado como uma importante ferramenta
educacional para a aprendizagem de Microbiologia no ambiente escolar por propiciar
uma aprendizagem interdisciplinar, investigativa, dindmica e divertida. Além de
colaborar para a construgcdo da autonomia, da criatividade, da responsabilidade
e da cooperacao entre os alunos. O professor exerceu o papel de mediador no
desenvolvimento do jogo com o intuito de garantir o aprendizado ao longo da
atividade ludica em sala de aula, destinado ao ensino de Microbiologia.

O jogo didatico “Microlabore” pode suprir as necessidades do professor no
desenvolvimento de ferramenta interdisciplinar, de baixo custo, facil aplicabilidade e
de facil entendimento, que estimulou o raciocinio l6gico, a cooperagéo, a interacéao
e 0 aprendizado em sala de aula acerca dos conceitos em Microbiologia.
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RESUMO: Existem diferentes fen6menos (acéao
do detergente em louca suja, o cozimento de
ovos e 0 escurecimento de frutas e hortalicas)
que sao observados no cotidiano diario e
explicados cientificamente, principalmente pela
biologia, quimica e fisica. Aulas experimentais
didaticos robustos e
eficientes para demonstrar

sdo instrumentos
conceitos de
diversos fenbmenos. Fenébmeno amplamente
difundido, com severas mudancas de cor, sabor
indesejavel e perdas nutricionais, em frutas e
hortalicas, o escurecimento enzimatico esta
relacionado a acéo da enzima polifenoloxidase.
A maga, fruta importante nutricionalmente,
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APLICADA

gue é fonte de vitaminas do complexo B, C, E,
em sais minerais, e possui conteudo calérico
baixo, apenas 60 calorias a cada 100 gramas.
Objetivou-se analisar, um fenbmeno comum,
com baixo custo, de ocorréncia no cotidiano,
em sala de aula e utiliza-lo como ferramenta
pedagogica na aprendizagem aos educandos.
Realizou-se a aplicagdo de solugcbes de
substancias de acido citrico (B), bicarbonato
de sbdio ou carbonato acido de sédio (C), e
catecol grau analitico (D). Utilizou-se agua
destilada (A) como controle negativo. Analisou-
se a ocorréncia do processo de inativacao
enzimatica. A eficiéncia do processo foi avaliada
qualitativamente. Apds 3 min de exposicao das
frutas as solugdes, ocorreu escurecimento das
fatias de maca em A, C e D, em diferentes
niveis. Em B, ndo houve escurecimento. Esses
resultados se mantiveram, mesmo apoés 3h,
corroborando com dados da literatura. Apos
atividades avaliativas aplicadas, Docentes
de disciplinas afins relataram maior interesse
e capacidade de interdisciplinaridade pelos
educandos. Experimentagcao, contextualizacao
e importancia tematica estimularam os
educandos a interagirem com a proposta
pedagdgica experimental, pois demonstrou
insercdo em seu cotidiano. A biologia e a

bioguimica aplicada, ndo sao distantes dos
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educandos, e possuem abrangéncia e aplicabilidade, assim como a ciéncia em geral.
O uso de experimentos (demonstrar na pratica o que € explicado na teoria) € um
suporte didatico satisfatério para o processo ensino-aprendizagem.
PALAVRAS-CHAVE: Acido citrico. Acido clorogénico. Bioquimica aplicada.
Polifenoloxidases.

ENZYME INHIBITION: EXPERIMENTATION AS A PEDAGOGICAL TOOL IN
APPLIED BIOCHEMISTRY

ABSTRACT: There are different phenomena (action of detergent on dirty dishes, the
egg cooking and the browning of fruits and vegetables) that are observed in daily life
and explained scientifically, mainly by biology, chemistry and physics. Experimental
classes are robust and efficient teaching tools to demonstrate concepts of various
phenomena. A widespread phenomenon, with severe color changes, undesirable taste
and nutritional losses, in fruits and vegetables, enzymatic browning is related to the
action of the polyphenoloxidase enzyme. Apple, a nutritionally important fruit that is
a source of B, C, E complex vitamins in minerals and has a low calorie content, only
60 calories per 100 grams. The objective was to analyze, a common phenomenon,
with low cost, occurring in everyday life, in the classroom and use it as a pedagogical
tool in learning for students. Solutions of citric acid (B), sodium bicarbonate or sodium
acid carbonate (C), and analytical grade catechol (D) were applied. Distilled water (A)
was used as negative control. The occurrence of the enzymatic inactivation process
was analyzed. The efficiency of the process was evaluated qualitatively. After 3 min
of fruit exposure to the solutions, apple slices darkened in A, C and D, at different
levels. In B, there was no darkening. These results were maintained even after 3h,
corroborating with literature data. After evaluative activities applied, teachers of related
disciplines reported greater interest and ability of interdisciplinarity by the students.
Experimentation, contextualization and thematic importance stimulated the students
to interact with the experimental pedagogical proposal, as it demonstrated insertion
in their daily life. Biology and biochemistry applied, the students are not far, and
have scope and applicability, as well as science in general. The use of experiments
(demonstrating in practice what is explained in theory) is a satisfactory didactic support
for the teaching-learning process.

KEYWORDS: Citric acid. Chlorogenic acid. Applied biochemistry. Polyphenol Oxidases.

11 INTRODUCAO

Diferentes fenbmenos que ocorrem na natureza e no nosso cotidiano, tais
como: a acao do detergente em loucga suja engordurada, o processo de cozimento
de ovos e o0 escurecimento de frutas e hortalicas sao observados no cotidiano diario
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e sao explicados cientificamente, principalmente pela biologia, quimica e fisica
(MORAIS, POLETTO, 2014).

Destarte, aulas experimentais de ciéncias séo instrumentos didaticos
adequados e eficientes para a aplicacéo de conceitos destes fenbmenos (MORAIS,
POLETTO, 2014).

Neste sentido, o escurecimento enziméatico € um fendmeno amplamente
estudado e difundido que induz severas mudancgas de cor, sabor indesejavel e
perdas nutricionais em frutas e hortalicas e esta relacionado a agdo da enzima
polifenoloxidase, que utiliza compostos fendélicos como substratos (SILVA, et al.,
2017).

No mercado consumidor, a procura e aceitacao de um determinado produto
estdo baseadas em sua qualidade. Em alimentos, a cor € um dos atributos mais
importantes, pois o consumidor geralmente avalia inicialmente a qualidade de um
produto pela sua aparéncia (SILVA, et al., 2017).

Dessaforma, é importante se usar, no processamento, além de insumos de boa
qualidade, técnicas adequadas que permitam a maxima preservacao das qualidades
que o alimento possuia quando estava no estado fresco (VASCONCELOS, MELO
FILHO, 2011).

Diante dessa realidade, estudos sobre escurecimento de maca (Malus
domestica) sdo necessarios, por ser uma fruta de composi¢cado nutricional que é
fonte de vitaminas do complexo B, C, E e sais minerais, além de possuir conteudo
calorico baixo, cerca de 60 calorias a cada 100 gramas (MELO, 2015).

O escurecimento que normalmente ocorre em frutas e hortalicas durante o
processamento ou quando sofrem qualquer injaria tecidual, como descascamentos,
cortes, amassamento, é devido a acdo das enzimas polifenoloxidases (PFO) que
reagem com seus substratos, os compostos fenélicos (monofenol e o-difenol), na
presenca de gas oxigénio do ambiente (CLERICI et al., 2014).

O produto inicial da oxidagdo é a quinona, que por sua vez, sofre uma
condensacéao e gera pigmentos escuros denominados, que possuem como principal
componente a melanina, conforme demonstrado na figura 1.

O OH ()
p H{J 0, Polimero
FFO. e 6110
(melanina)
OH )

Monofenol o-difenol (-quinona

Figura 1. Equacéo que representa a reacdo de oxidagdo de compostos fendlicos catalisada pela

polifenoloxidase.
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Dessa forma, objetivou-se no presente trabalho realizar e analisar
experimentalmente, um fendbmeno biolégico/quimico muito comum, de baixo custo,
de ocorréncia frequente no cotidiano, em sala de aula, em ambientes ndo formais
de ensino-aprendizagem. Assim como, utilizar a experimentacédo como ferramenta
pedagogica de interacdo com os educandos da 3? série do ensino médio, de escola
estadual de ensino médio, para que visualizem o processo de oxidacao do acido
clorogénico nas fatias do fruto da maga.

Objetivou-se também promover a contextualizagdo interdisciplinar e
transdisciplinar, sobre alguns conteudos basicos em bioquimica: compostos
organicos, fungdes organicas, enzimas, grupo de enzimas polifenoloxidases (que
sao responsaveis pelo escurecimento enzimatico de frutas e hortalicas).

2 | MATERIAIS E METODOS

Realizou-se a aplicacdo, na forma de contato direto, de solugcbes de substancias
quimicas (Figura 1) de acido citrico (sumo de limao) (B), bicarbonato de sédio ou
carbonato acido de sédio (C), e catecol (grau analitico) (D).

Foi utilizado, também, a agua destilada (grau analitico) (A) como um controle
negativo para analisar a preservacao e manutencédo da cor dos frutos de macas
fatiadas, durante 3h.

As macgas que foram utilizadas, foram classificadas (sem danos fisicos
e integras), higienizadas por imersdo em solu¢cdo de agua sanitaria, durante 15
minutos e em seguida lavadas com agua filtrada (CLERICI et al., 2014; MELO,
2015).

Depois de higienizadas, as macas foram cortadas em quatro partes para que
0 “miolo”, que contém as sementes, pudesse ser retirado sem dano e de maneira a
nao contaminar a polpa com possiveis microrganismos presentes (CLERICI et al.,
2014; MELO, 2015).
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Figura 2. Substéncias quimicas utillizadas para contato com as fatias de maca. Fonte: Imagens
obtidas pelas autoras.

Avaliou-se o processo de inativacao enzimatica das enzimas polifenoloxidases,
que sdo enzimas que catalisam as reagdes de escurecimento enzimatico, com o
uso de diferentes substancias quimicas nas amostras vegetais de macga, que foram
minimamente processadas. (HARTWIG et al., 2014).

Apébs o contato com as macés, a eficiéncia do processo foi avaliada de forma
qualitativa verificando-se a atividade da enzima peroxidase pela observacao do
escurecimento ou ndo-escurecimento das fatias da fruta maca.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apés 3 min de contato das fatias de macas com as substéncias quimicas
utilizadas, observou-se que houve o escurecimento das fatias do fruto maca em A,
C e D, conforme pode-se observar na figura 3.

Em D, ocorreu um escurecimento vigoroso e intenso, com o0 enegrecimento
total do fruto, pois o catecol que € um polifenol, atuou no aumento da concentracao
de substrato para a agcédo da enzima polifenoloxidase.

Em B, ndo houve escurecimento, e comprovou-se a eficiéncia do acido citrico,
presente no suco do limao, como inibidor da oxidacao e escurecimento (CLERICI
etal., 2014).
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Figura 3. Fatias de macas apés 3h de contato com as sustancias quimicas utilizadas. Fonte:
Imagens obtidas pelas autoras.

Essesresultados ndo se alteraram, mesmo apds 3h de contato das substancias
com as fatias de macéa, corroborando com dados da literatura sobre a eficacia do
acido citrico como inibidor da acdo das polifenoisoxidases na oxidagao do acido
clorogénico da maca.

E importante lembrar que o processo de escurecimento enzimatico é um
fendmeno importante no processamento de frutas, pois estéa intimamente ligado a
degradacao desses alimentos: frutas e vegetais (MARTINS et al., 2017).

Nesse contexto, a acéo da polifenoloxidase e da peroxidase, duas enzimas,
destacam-se como um dos principais fatores nesse processo metabélico (MARTINS
etal., 2017).

Assim, o escurecimento enzimatico, que ocorreu nas fatias de macgas,
aqui denominas de A, C e D, decorrem de uma lesdo dos tecidos de um vegetal,
que provocou a perda ou reducdo da compartimentalizagcdo celular, acarretando
extravasamento de substratos do vacuolo e subsequente reagdo com enzimas
presentes no citoplasma (KOBLITZ, 2017).

Portanto, com a utilizacdo das aulas tedricas e experimentais sobre o
conteudo, inibicdo enzimatica e escurecimento de frutas, pode-se perceber que que
se trata de uma ferramenta didatica robusta para o aprendizado dos educandos,
dada sua importancia.

Além de observar, em aula, a maior participacao efetiva e interesse dos
educandos, durante as atividades sobre o conteudo, pode-se também constatar,
também, que apés atividades avaliativas aplicadas e com o relato de Docentes
de outras disciplinas afins, que os educandos demonstraram maior capacidade de
realizar interdisciplinaridade e maior fixacdo do conhecimento sobre os conteudos
estudados (MORAIS, POLETTO, 2014).

As Ciéncias Biologicas e a Construgdo de Novos Paradigmas de Conhecimento 2 Capitulo 30




41 CONSIDERACOES FINAIS

E importante destacar que as atividades experimentais com boa qualidade,
didatica e pedagdgica, se fundamentam na solucdo de problemas que envolvem
questdes da realidade dos educandos, para que possam ser submetidos a conflitos
cognitivos.

O Brasil € um dos maiores produtores de maca do mundo. Portanto, o
ensino sobre inibicdo enzimatica e escurecimento de frutos possui uma relevancia
econbmica e social.

A experimentacdo e a contextualizagdo, sobre assuntos cientificos que séo
ensinados em aulas tradicionais e posteriormente, sdo rememorados e ensinados
com interagédo, estimularam os educandos a estudarem mais sobre eles, para as
atividades avaliativas e a interagirem efetivamente com a proposta pedagogica,
pois o0s resultados obtidos confirmaram os estudos tedéricos.

Além demonstrar de forma inequivoca, que este assunto esta inserido em
sua vida e no cotidiano dos educandos. A biologia, a quimica e a fisica, ndo séao
distantes da realidade dos estudantes e possuem uma abrangéncia e aplicabilidade
assim como a ciéncia em geral.

O uso dos experimentos, para demonstrar na pratica o que € explicado
na teoria € um suporte didatico robusto, eficiente, eficaz e satisfatério para a
aprendizagem.
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RESUMO: O presente trabalho foi desenvolvido
em uma escola da rede publica da Secretaria
de Educacao do Distrito Federal (SEDF) e teve
como objetivo proporcionar uma reflexao sobre
0s problemas ambientais locais, contribuindo
para a formacdo de sujeitos criticos e
conscientes acerca de suas responsabilidades
com o0 meio ambiente e seu processo de
formacdo. A Educacdo Ambiental na escola
e suas acbOes educativas contribuem para
minimizar os problemas ambientais, pois requer
praticas pedagogicas sobre questbes éticas e
sociais promovendo alteracdo na atitude dos
sujeitos presentes no ambiente escolar, sendo
o0 professor mediador dessa acao. Assim,
este trabalho prop6s uma discussao sobre 0s
problemas, tendo como base a Metodologia da
Problematizacéo, afim de contribuir para que o
aluno tenha consciéncia da responsabilidade
para com O meio ambiente, desenvolvendo
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melhores habitos e atitudes para a conservacgéo
do ambiente escolar.
PALAVRAS-CHAVE:
ambiental; Educacdo Ambiental; Metodologia

Conscientizagao

da problematizagao.

ABSTRACT: The present work was developed
in a public school of the Federal District
Department of Education (SEDF) and aimed
to provide a reflection on local environmental
problems, contributing to the formation of critical
subjects and aware of their responsibilities
to the environment and their training process.
Environmental education at school and its
educational actions contribute to minimizing
environmental problems, as it requires
pedagogical practices on ethical and promoting
changes in the attitude of the subjects present
in the school environment, being the mediator
teacher of this action. Thus, this work proposed
a discussion about the problems, based on
the Problematization Methodology, in order
to contribute to the student’s awareness of
responsibility for the environment, developing
better habits and attitudes for the conservation
of the school environment.

KEYWORDS:

Environmental

Environmental awareness;

education; Methodology of

problematization.
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11 INTRODUCAO

As instituicbes de ensino, como escolas de ensino fundamental, médio e
superior sdo comunidades que geram impactos significativos diretos e indiretos no
meio ambiente (ALSHUWAIKHAT; ABUBAKAR, 2008). Assim, essas instituicbes
devem ter como principio basico a formacao de individuos com olhar critico, capazes
de enfrentar problemas sociais. Através da difusdo do conhecimento produzido por
elas mesmas a percepcao dos problemas ambientais fica mais nitidos e ampliados
podendo promover a mudanca de comportamento dos cidadaos. A formacéao de
sujeitos capazes de reflexdo critica acerca dos problemas ambientais e sociais que
0s cercam, colaborando para que estejam preparados para exercer sua cidadania
deveria ser o principal objetivo.

De acordo com Tavares (2013), as praticas diretas de professores em sala de
aula possibilitam aos discentes refletir e 0 compreender os problemas ambientais
que afetam a comunidade onde vivem, pois 0s docentes sao importantes no
processo de conscientizagdo e incentivo a habitos sadios de conscientizacao e de
conservacédo ambiental, formando, assim, cidaddos conscientes e comprometidos
com a sustentabilidade.

Assim, a Educacdao Ambiental devera proporcionar experiéncias que
possibilitem colocar as pessoas em contato direto com os problemas ambientais, a
fim de sensibiliza-las e discutir a importancia do ambiente para a saude, o bem-estar
do homem e dos seres vivos e 0 equilibrio ambiental dos ecossistemas. No entanto,
Oliveira et al. (2012) ressaltam que é necessario que as abordagens educativas de
Educacao Ambiental nas escolas sejam um processo continuado, com resultados a
longo prazo, pois os resultados sdo percebidos em um futuro distante. Além disso,
recomenda que o processo educativo permeie desde a aquisicao do conhecimento
abstrato até a participacao efetiva na construcao de tarefas.

2| OBJETIVO GERAL

O Proporcionar uma reflexdo sobre os problemas ambientais presentes em
uma escola, contribuindo para a formacao de cidadaos criticos e conscientes de
suas responsabilidades com o meio ambiente e o poder de transformacéo do local

em que se encontram.

31 MATERIAL E METODOS

O local de estudo foi o Centro de Ensino Fundamental do Lago Norte, localizado
na cidade de Brasilia, S15°52’11,87”, W047°55’17,13”. A escola possui 500 alunos
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em cada turno e atende alunos oriundos do Varjao, Paranod e trechos. O trabalho
foi realizado com uma turma de 25 alunos da 72 série do Ensino Fundamental, com
idades entre 12 e 13 anos.

A metodologia foi baseada na Metodologia da Problematizacdo, “Arco de
Maguerez”, como meio de contribuir para o entendimento da importancia dos
problemas na realidade escolar, como o lixo, a necessidade da separacdo dos
residuos, a conscientizacdo de que a producéo de lixo por parte da populagcdo &
uma questao ética e que as agdes do homem contribuem para a conservagao ou
nao dos recursos naturais, ja que a questao ambiental € uma problematica que
urge atencao especial por parte da sociedade. Esta metodologia aponta que as
acdes educativas tém como ponto de partida o problema da realidade por meio da
observacao dos alunos e por fim, volta a essa mesma realidade de forma intencional
para que possam acontecer algumas transformacdées da realidade ou dos problemas
com as devidas solu¢cdes (BORDENAVE e PEREIRA, 2002). Apoiando também nas
reflexdes sobre esta metodologia e sua relagcdo com os saberes de professores, de
Colombo; Berbel (2007), em que, entre outros aspectos, sdo pormenorizadas as
acoes a serem desenvolvidas pelos participantes de sua aplicacdo, em cada uma
de suas etapas. O trabalho deveria ser apresentado na Feira de Ciéncias.

Com esta metodologia, para a realizacdo das atividades foram propostas as
seguintes etapas:

12 Etapa: Os alunos foram levados a fazer a observacdes acerca da realidade
escolar, apropriando-se das informacgdes obtidas, trocando ideias entre os colegas
e funcionarios.

2% Etapa: Apds a troca de informacgdes e reflexdes feita pelo grupo, foi definido
o ponto chave de estudo, cuja investigacao possibilitara uma nova reflexado sobre
o tema em questdo, onde a criatividade, a flexibilidade e a colaboracédo serdo de
relevancia para a solucao dos problemas. Com essa troca de informacdes, os alunos
foram capazes de elaborar uma nova compreensao dos problemas detectados.

3% Etapa: Momento da teorizacdo onde as respostas individuais e coletivas
deverdo ser mais elaboradas e fundamentadas, tendo sempre o problema como
objeto de estudo. Todos os dados obtidos foram registrados, analisados e discutidos,
levando em consideracgao os fatores culturais, politico-sociais e pedagdgicos, sendo
a pratica a acao que contribuira com o processo de transformacgao da realidade.

42 Etapa: Na fase da hipdtese de solugcéo o aluno foi levado a expor a sua
criatividade e a originalidade tendo o professor como estimulador para se pensar
nas alternativas de solugéo.

Bordenave afirma que “o aluno usa a realidade para aprender com ela, ao
mesmo tempo em que se prepara para transforma-la” (BORDENAVE, 1989, p. 25).

5% Etapa: A ultima etapa é a da aplicacdo a realidade onde possibilita um
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momento especifico para que o aluno possa colocar em préaticas as novas acoes,
intervindo, exercitando e promovendo a solu¢do do problema. A aplicacdo permite
fixar as solugdes geradas afim de voltar para a mesma realidade transformando-a
em algum grau ou solugao.

Os alunos registraram através de fotos, videos e escrita os possiveis problemas
encontrados na escola e propuseram possiveis responsaveis. Em seguida realizaram
pesquisa acerca dos temas e refletiram sobre as solu¢gbes que poderiam alcancar

para melhorar o ambiente escolar.

4 | RESULTADOS

O trabalho obteve participacéo de 100% da turma. Os alunos cumpriram todas
as etapas propostas na metodologia. Houve participacdo ativa. Os problemas
apontados pelos alunos foram: pneus jogados pelaescola, entulho, patriménio publico
jogado ao ar livre, maus tratos a animais, desperdicio de alimentos, desperdicio de
agua e auséncia de coleta seletiva na escola, apesar do bairro realizar a coleta.
Detectaram ainda que haviam varios casos de bullyings, 10 adolescentes gravidas
com idades entre 11 e 13 anos e ainda apontaram possivel trafico de drogas e
agressodes entre alunos e professores como problemas permanentes na escola.

Os alunos a principio apontaram culpados para os problemas encontrados
na escola, foram apontados direcdo, professores, funcionéarios, pais de alunos e
governo. Alguns alunos disseram que isso se trata da escola publica, pois em sua
concepgdo em escolas particulares 0 mesmo nao ocorria. Ao serem instigados a
refletir sobre o que deveria ser feito a partir do que viram pela escola, os alunos
realizaram as pesquisas sobre os problemas encontrados, 0 que gerou discussao
sobre o tema. Foi realizado um mutirdo pelos discentes e retirados os entulhos
presentes na escola com o auxilio da Regional do Lago Norte que forneceu um
caminh&o e trator para recolher o material recolhido pelos alunos. Foram retirados
0s moveis de patriménio publico que estavam expostos a sol e chuva e organizados
sob protecéo do telhado. Os alunos tiveram aula de educacé&o ambiental no Viveiro
do Lago Norte e palestra com morador do bairro em que se localiza a escola que
é criador de abelhas sem ferréo e falou da importancia e ameaca de extingcdo das
abelhas.

Com os pneus da escola, os alunos confeccionaram lixeiras para coleta seletiva
de reciclaveis e orgéanicos. Para tanto obtiveram participa¢céo do pai de um aluno de
outra sala, que a principio, ndo estava envolvido com o projeto.

Foi realizada uma palestra com a comunidade escolar, organizada pela
Associacéo de Catadores do Varjao, onde a mae de um aluno da escola trabalha,
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para a conscientizacao da importéncia da separacéao do lixo.

Um grupo de alunos, percorreram todas salas nos dois turnos da escola,
colocando cartazes e orientando os demais discentes quanto ao uso das lixeiras,
coleta seletiva e quanto a importancia de se manter a fauna e flora locais.

As lixeiras foram colocadas em lugares que de acordo com as funcionarias
da cantina e limpeza seriam estratégicos para o depoésito de lixo pela comunidade
escolar. A direcéo solicitou o conserto do encanamento de uma pia que estava com
vazamento.

Por fim, foi realizada a Feira de Ciéncias com exposicdo montada em sala, com
fotos e representacdo dos problemas diagnosticados pelos alunos, a metodologia
da pesquisa e o que fizeram para tentar solucionar os problemas. Com a intencéo
de diminuir o bullying, os alunos lembraram a campanha “Setembro Amarelo” e se
revezaram abragcando os visitantes, propuseram também o projeto “Entre olhares”
para conexdao humana. Foi montada uma feira da gratiddo com roupas e objetos
doados pelos alunos. Como Lembranca ao visitante, os alunos entregaram revistas
em quadrinhos da” Turma do Cerrado” e poesias no papel que foi reciclado pelos
mesmos, sobre a desigualdade, que era a tematica do ano de 2018 proposta pelo
governo federal para as Feiras de Ciéncias escolares.

51 DISCUSSAO

A atividade proposta proporcionou em pouco tempo, reflexbes acerca do
cotidiano dos alunos. A escola em questdo, se localiza em uma regiao nobre de
Brasilia, distante da realidade dos alunos que por sua vez, moram em outras
comunidades. Os alunos se envolveram com o projeto de tal forma que muitos
professores reclamaram que os mesmos pediam para que fosse trocado os horarios
com a professora orientadora do projeto para que pudessem dar continuidade ao
mesmo. De acordo com a literatura da area motivacional, é pouco provavel que os
estudantes, em situacao escolar, envolvam-se de modo espontaneo na totalidade
das atividades escolares, com grande interesse, alegria ou prazer, como afirmam
Deci e Ryan (2000 apud GUIMARAES, 2003). A interacdo com seus professores é
uma das principais fontes para a melhoria da qualidade motivacional. Acomunidade
em que a escola esta inserida, apesar de nao ser onde os alunos residem se
mostrou aberta a atendé-los, como na palestra realizada pelo morador do bairro
que cultiva abelhas e pela palestra realizada no Viveiro do Lago Norte, que também
foi local para um piquenique realizado em comemoracdo ao projeto realizado.
Houve envolvimento também da Regional do bairro que enviou o caminh&o e trator
para retirada do entulho. Apesar do pouco envolvimento da direcdo da escola e de
outros professores, o que pode decorrer da presenca de outros acontecimentos
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desgastantes vivenciados no dia a dia pelos mesmos, houve participacao ativa
de uma professora de geografia, que incansavelmente realiza diversos projetos
em beneficio da educacéo dos discentes. Os alunos por sua vez, perceberam que
sdo capazes de realizar mais do que apontar possiveis culpados ou esperar pela
resolucao dos problemas por eles vivenciados.

A satisfacéo e envolvimento dos alunos com o projeto realizado, foi enfatizada
em reunides escolares entre 0s docentes e entre os pais dos alunos e a importancia
de atividades praticas. Segundo Segura (2001, p.71): “A énfase em atividades
praticas talvez seja um reflexo da prépria rotina atribulada das escolas: muitas
aulas, muitos alunos, caréncia material e sobrecarga burocratica”.

E fundamental frisar que a realidade vivida pelo professor nas escolas publicas
de modo geral, em nada favorece a qualidade das atividades de ensino, incluindo
as de educacdo ambiental. Os professores, na sua grande maioria, ndo possuem
acesso as condi¢des estruturais minimas necessarias para o bom desempenho das
atividades de ensino, ainda possuem uma carga horaria excessiva, nao dispondo
do tempo necessario para o planejamento de suas atividades; convivem com
desrespeito, salas de aulas lotadas e sao desestimulados e desprestigiados pelas
baixas remuneracbes ou por uma tentativa de realizar um trabalho que mude a
rotina escolar.

A Educacdo Ambiental na escola é uma pratica pedagbgica que pode
contribuir para minimizar os problemas ambientais, pois requer de conhecimentos
sobre as questdes éticas, sociais e, sobretudo, promover mudancas de atitude
por parte dos alunos, sendo o professor elemento colaborativo e mediador dessa
acao. A Educacao Ambiental como uma ferramenta social possibilita aos alunos
compreenderem que as reais consequéncias de atitudes e/ou a¢des que degradam
0 ambiente, eventualmente provocadas por eles, podem ser substituidas por acdes
de preservacdo e conservacao. E preciso enfatizar que quando se trata de discutir a
forma com que a Educacao Ambiental vem sendo trabalhado na maioria das escolas,
0 que se vé € que nem sempre ela explicita o peso das relagdes de mercado, de
grupos de interesses, da determinagdo das condicbes do ambiente, entre outras
coisas, sobre os danos ambientais. Por mais que se fale de sustentabilidade, de
consciéncia ecolbgica, de responsabilidade social empresarial, e muito mais, a
escola, de maneira geral, ainda ndo buscou por pedagogias referenciais importantes
capazes de promover interagcdes em todos os niveis que constituem a vida em
sociedade.
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6 | CONCLUSOES

A educacao ambiental ndo formal € uma importante ferramenta do processo
educacional e da formacdo da consciéncia ambiental. No entanto, observamos
que ela sozinha ndo consegue atingir todos os objetivos da educacéo ambiental.
Verificou-se que as bases e fundamentacgdes tedricas da educacao ambiental podem
ser estabelecidas por um processo formal de ensino, mas a educacao ambiental
nao formal também pode ser eficiente nesse

processo. A continuidade do projeto, com a participacao dos diretores da escola
colaboraria para a efetividade do mesmo. Cabe sempre enfatizar a historicidade
da concepcédo de natureza (Carvalho, 2001), o que possibilita a construgcao de
uma visdo mais abrangente (geralmente complexa, como é o caso das questbes
ambientais) e que abra possibilidades para uma acdo em busca de alternativas e

solugoes.
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RESUMO: O ensino de Biologia, ao longo
do tempo vem sofrendo modificacbes e
ultimamente, apresenta-se com carater de
preparacao paraos vestibularese o Enem. O que
torna o ensino pautado apenas na memorizacao
e perde-se 0 espago para o desenvolvimento
do pensamento biologico. Este fato evidéncia
a influéncia das perspectivas tradicionais no
processo de ensino-aprendizagem. Com o
intuito de mudar esta realidade, a utilizagao de
projeto surge como um recurso que contribui
para o enriquecimento do processo de ensino-
aprendizagem. O presente estudo teve como
objetivo integrar os conhecimentos bioldgicos
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tedricos com a pratica através do projeto de
pesquisa na area da Biologia Forense. O mesmo
foi aplicado na Escola Estadual de Ensino Médio
em Tempo Integral Mal Cordeiro de Farias, no
ano de 2017 e contou com a participacao de
25 estudantes. Durante o desenvolvimento do
projeto, os estudantes tiveram contato com
literatura cientifica na area, onde tiveram que
fazer fichamentos dos artigos que serviram
como embasamento tedrico. Para o experimento
do projeto, utilizou-se a carcaca de um coelho
(Ceua n° 007/2017) que serviu de isca para
a captura de insetos, no qual os estudantes
puderam analisar o tempo de decomposicéao
durante sete dias, a morfologia dos insetos e
assim produziram relatérios diarios do que era
observado. Este tipo de pratica contribuiu para
a vivéncia da ciéncia e estimulou a iniciacao
cientifica por parte dos estudantes, bem como
correlacionar os conteudos de outras disciplinas
com a de biologia, contribuindo com o processo
de ensino-aprendizagem.

PALAVRAS-CHAVE:
Ensino-aprendizagem. Iniciagéo cientifica.

Ensino de Biologia.

ABSTRACT: The teaching of Biology, over
time has undergone modifications and lately,
presents itself with a preparation character for
the entrance exams and the Enem. What makes
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teaching based only on memorization and the space for the development of biological
thought is lost. This fact evidences the influence of traditional perspectives on the
teaching-learning process. In order to change this reality, the use of project emerges
as a resource that contributes to the enrichment of the teaching-learning process. The
present study aimed to integrate theoretical biological knowledge with practice through
the research project in the area of Forensic Biology. The same was applied to the
State School of Full-Time High School Mal Cordeiro de Farias, in 2017 and had the
participation of 25 students. During the development of the project, the students had
contact with scientific literature in the area, where they had to make records of the
articles that served as a theoretical basis. For the design experiment, the carcass of a
rabbit was used (Ceua n° 007/2017) which served as bait for insect capture, in which
students were able to analyze the decomposition time for seven days, the morphology
of insects and thus produced daily reports of what was observed. This type of practice
contributed to the experience of science and stimulated scientific initiation by students,
as well as correlating the contents of other disciplines with that of biology, contributing
to the teaching-learning process.

KEYWORDS: Biology Teaching. Teaching-learning. Scientific Initiation.

11 INTRODUCAO

O ensino de Biologia, ao longo do tempo vem sofrendo modificacbes e
ultimamente, apresenta-se com carater de preparacao para os vestibulares e o
Enem. Porém, temas relacionados a disciplina vém ganhando espaco na midia
— televisao, jornais, revistas e redes sociais. Assim, 0 ensino pautado apenas na
memorizacao perde-se espag¢o com esta nova realidade, tornando-se necessario o
desenvolvimento do pensamento biologico (GONZAGA, et al., 2012).

Com o passar do tempo, 0 ensino de biologia distanciou-se do cotidiano
dos estudantes. Os conhecimentos bioldgicos ficaram pautados apenas os livros
didaticos, que se tornaram a uUnica estratégia de ensino. Este fato evidéncia a
influéncia das perspectivas tradicionais no processo de ensino-aprendizagem. Fato
que favorece o apenas 0 acumulo de informacgdes e se distancia da contextualizagéao
dos conhecimentos biolégicos (SALES e SILVA, 2010).

Com o intuito de mudar esta realidade, as atividades praticas surgem como
um recurso que contribui no processo de ensino-aprendizagem. Porém, acabam
sendo confundidas apenas com o uso de laboratdérios com equipamentos, o0 que
a torna praticamente impossivel. Na busca de outros recursos para a realizacéo
das praticas, pode-se utilizar: simulacdo em computador, pragas publicas, jardim
da escola, colagem, resolucéo de problemas e teatro, pois sao facilitadores nesse
processo (SENICIATO e CAVASSANI, 2004).
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A utilizacdo de projeto escolar como estratégia de ensino de biologia torna-
se um facilitador o processo de aprendizagem, uma vez que o professor pode
inserir no seu planejamento uma série de recursos, como a leitura e escrita
cientifica nos estudantes de forma contextualizada. Assim, a aprendizagem torna-
se mais significativa e possibilitada a formacdo de um cidaddo mais critico e no
engajamento da ciéncia. Desta forma, o presente estudo teve como objetivo integrar
0s conhecimentos biologicos teéricos com a pratica através do projeto de pesquisa
na area da Biologia Forense.

2| METODOLOGIA

O presente estudo foi aplicado na Escola Estadual de Ensino Médio em Tempo
Integral Marechal Cordeiro de Farias, no municipio de Pimenta Bueno-RO e contou
com a participacdo de 25 estudantes, com a execucao ocorrendo em duas aulas
semanais dedicadas ao projeto. Apesquisa caracteriza-se como qualitativo, baseado
na premissa dos problemas poderem ser resolvidos e as praticas melhoradas por
meio observacéo, a interacdo participativa e a interpretacdo do discurso sujeitos
(KNECHTEL, 2014).

Para a execucao do projeto foi escolhido o tema Entomologia Forense. Esta
€ a ciéncia que utiliza o estudo de insetos e outros artropodes, na elucidacéo
de questdes judiciais, civis e criminais. Os Artropodes que estdo relacionados a
Entomologia Médico-legal podem ser classificados em quatro grupos: necréfagos,
predadores, parasitas de necro6fagos e onivoros (SILVA, 2012). Dentre estes, os
necrofagos que aparecem numa sequéncia previsivel sdo os mais importantes para
estimar o intervalo p6s-morte (MARQUES, 2008).

Para realizacdo do experimento, utilizou-se como isca para os insetos, a
carcaca de um coelho (Sylvilagus brasiliensis) de aproximadamente 950 gramas,
que ficou exposta ao ar livre dentro da area da prépria escola, recebendo sol
direto em ambiente urbano. A eutanasia foi realizada por um médico veterinario
e executada apoés liberagcdo do conselho de ética para uso de animais — CEUA
(Protocolo n° 007/2017), que primeiro aplicou um anestésico e posteriormente uma
injecao de cloreto de sodio potassio, neste caso o animal ndo sofreu com estresse
e nem dor (figura 01) (SILVA e SANTOS, 2012).

Antes da morte do coelho os estudantes construiram uma gaiola de 1.600
cm?, cercada com tela de arame de 1 polegada, para evitar que animais de
pequeno porte se alimentassem do cadaver. Por cima, foi montada armadilha do
tipo Shannon modificada, com tela de nylon e garrafa pet e em torno da isca foi
enterrado armadilhas do tipo pitfalls no total de seis (Figura 1) (SOUZA, 2009).
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Posteriormente, sobre a carcaca do coelho foi colocada a gaiola e o tule, nas
armadilhas foram colocadas a solu¢éo para captura dos insetos (Figura 1). E assim
foram observando os dados referente a temperatura do ambiente, as modificagoes
gue ocorriam na carcaca (estagios de decomposicéo) e a coletagem dos insetos que
caiam nas armadilhas do ché&o e da garrafa de cima. Todos devidamente seperados
por data de coleta.

Figura 1 — Coelho utilizado como isca para os insetos no periodo de putrefacéo do estagio de
decomposicao. Autoria: POMINI, P. C.C.

No decorrer da atividade os estudantes escreveram relatério indivial sobre
0s eventos que aconteciam no decorrer da pratica. No final da experiéncia todos
entregaram um relatério sobre a atividade da entomologia forence realizada por
eles.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade pratica agugou o interesse dos estudantes, uma vez que
participaram de forma ativa em todas as etapas da execucédo do projeto de
pesquisa. Durante a aula, foram realizadas interveng¢des para execucgao do projeto,
com a intencao de orienta-los para seguindo as etapas de uma pesquisa cientifica.
Durante a montagem das armadilhas foi o periodo que houve maior participagao
dos estudantes, possivelmente pela necessidade de resolver o problema para o
melhor posicionamento das armadilhas para a coleta dos insetos.

Em relagdo as observagdes realizadas do decorrer da execugao do projeto,
a etapa da construgdo das armadilhas, foi notado que os estudantes participaram
de forma ativa procuram os professores que estavam presentes na aula para
duvidas sobre terminologias. Assim, este tipo de material auxilia no enriquecimento
e construcdo do conhecimento, por serem fontes atuais sobre o conteudo que esta
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sendo apresentado (HOLBROOK e RANNIKMAE, 2016).

Segundo Sales e Silva (2010) as praticas experimentais efetivamente é um
recurso que o professor pode fazer uso com o intuito de deixar as aulas mais
dindmicas e participativas. Assim, possibilita que o estudante possa criar hipbtese,
interpretar resultados entre outros, de forma a melhorar a relacdo conceitos-
cotidiano.

Segundo as Orientacbes Brasil Curriculares para o Ensino Médio (BRASIL,
2006) esta estratégia necessita estar em consonancia da necessidade do estudante,
levando-o a desenvolver o espirito investigativo e que pode ocorrer em diversos
ambientes.

A utilizacdo de textos cientificos, como estratégia de ensino favorece a
consolidacédo do conhecimento cientifico, a aquisicao de leitura e dominio de
conceitos da area de ciéncias da natureza, além das terminologias cientificas e
expdem o estudante a uma diversidade de informag¢des (FERREIRA e QUEIROZ,
2012). O uso deste recurso pode contribuir para o fortalecimento do conhecimento
cientifico e tecnologico para a vida em sociedade, além de melhorar o desempenho
em provas externas.

A partir da prética foi possivel desenvolver nos estudantes a escrita cientifica
e a observacdo com foco nos processos de decomposicdo e como age 0s
microrganismos e a ciclagem dos nutrientes no solo. Além da visualizacdo das
estruturas dos insetos capturados e as funcdes biolégicas dos mesmos. Houve
a identificacdo apenas de duas familias de insetos capturadas durante a etapa
de decomposicéo, a Calliphoridae e a Sarcophagidae, totalizando 168 individuos
(Figura 2).

Figura 2 — Insetos coletados durante o processo de decomposi¢cado, para serem separados e
feito a descricdo morfoldgica. Autoria: POMINI, P. C.C.

Como fruto desse trabalho de pesquisa executado pelos estudantes, a escola
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participou da selecdo de duas feiras cientificas voltadas para alunos de escolas
publicas e particulares, uma no estado de Ronddnia Feira de Ronddnia de Cientifica
de Inovacado e Tecnologia (Ferocit) e a nivel nacional a Feira de Tecnologias,
Engenharias e Ciéncias de Mato Grosso do Sul (Fetec/MS). Assim, participando
de eventos cientificos e estimulando a pratica da investigacao cientifica nos jovens
(Figura 3).

Figura 3 — Estudantes participando dos eventos cientificos apresentando o os resultados do
projeto de pesquisa executado na escola. Letra A: estudantes na Ferocit/2018, que ocorreu em
agosto de 2018 na cidade de Porto Velho-RO. Autoria: POMINI, P. C.C; Letra B: estudantes na

Fetec/MS, no més de novembro de 2018, na cidade de Campo Grande-MS.

41 CONCLUSAO

Esta atividade contribuiu para o enriquecimento do conteudo tedrico, uma
vez que todos foram estimulados a participar das atividades. Com isso, puderam
constatar toda etapa de estagio de decomposi¢cédo de um ser vivo e como 0s insetos
sdo importantes nesse processo, informagcdes que vinham apenas na forma de
texto nos livros ou em explicacées. A utilizacao desta pratica tornou o processo de
ensino-aprendizagem mais atrativo para os estudantes.
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RESUMO: A presente pesquisa, tematiza sobre
o Conhecimento Tecnolégico Pedagogico
de Conteudo na pratica docente no ensino
de Ciéncias Bioldgicas: potencialidades e

competéncias, a partir de uma pesquisa
exploratoria e descritiva, com abordagem quali-
quantitativa, utilizando como procedimento de
coleta de dados um levantamento de dados
por meio de um questionario, tendo como
sujeitos 05 docentes de duas escolas publicas
do municipio de Conceicdo do Almeida-BA,

com o objetivo de identificar e analisar o grau
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de Conhecimento Tecnolégico e Pedagobgico
do Contetdo - TPACK dos professores de
Ciéncias Biolégicas das escolas publicas
da cidade de Conceicdao do Almeida-Ba e
suas contribuicbes para potencializacdo do
processo de ensino-aprendizagem, e, mais
especificamente: conhecer cada componente
do TPACK (Tecnologia, Pedagogia e Conteudo)
e de que forma eles podem ser aplicados na
sala de aula; qual a importancia das TDIC na
educagdo e como elas contribuem no processo
de ensino-aprendizagem nas aulas de Ciéncias
Biologicas; reconhecer as potencialidades do
TPACK como teoria educacional para expansao
do conhecimento e melhoria das praticas
pedagégicas. O estudo buscara responder a
seguinte questdo norteadora: De que modo o
TPACK podera potencializar o desenvolvimento
do educando nas aulas de Ciéncias Bioldgicas?
De modo que, o estudo busca compreender as
competéncias necessarias para a utilizacao do
TPACK e sua relagdo com as TDIC de modo
a nao tornar o ensino obsoleto, confundindo
informacdo com  conhecimento, sendo
necessario o professor refletir sobre o uso
das tecnologias em suas aulas de Ciéncias
Biolégicas, inserindo pedagogicamente ao
conteudo, contribuindo para o processo ensino-

aprendizagem e consequentemente, suscitando
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discussdes, debates e levantamentos de informagbes acerca do uso das tecnologias
presentes no cotidiano e, principalmente, no espaco escolar, potencializando a
educacao do futuro.

PALAVRAS-CHAVE: Conhecimento. TPACK. TDIC. Ensino de Ciéncias Bioldgicas.

PEDAGOGICAL TECHNOLOGICAL KNOWLEDGE OF CONTENT IN TEACHING
PRACTICE IN THE TEACHING OF BIOLOGICAL SCIENCES: POTENTIALITIES
AND COMPETENCIES

ABSTRACT: The present research, tematizes on the pedagogical technological
knowledge of content in the teaching practice in the Education of biological Sciences:
potentialities and competencies, from an exploratory and descriptive research, with
quali-quantitative approach, Using as a data collection procedure a survey of data
through a questionnaire, having as subjects 05 professors from two public schools
in the municipality of Conceicdo do Almeida-BA, with the objective of identifying and
analyzing the degree of knowledge Technological and pedagogical content-TPACK
of the teachers of biological sciences of public schools in the city of Conceicédo do
Almeida-Ba and their contributions to potentialize the teaching-learning process, and
more specifically: to know each Component of the TPACK (technology, pedagogy and
content) and how they can be applied in the classroom; What is the importance of TDIC
in education and how they contribute in the teaching-learning process in biological
sciences classes; Recognizing the potentialities of the TPACK as an educational theory
for expanding knowledge and improving pedagogical practices. The study will seek to
answer the following guiding question: how can the TPACK potentiate the development
of the student in biological sciences classes? Thus, the study seeks to understand the
competencies necessary for the use of TPACK and its relationship with the TDIC so
as not to make the teaching obsolete, confusing information with knowledge, and it is
necessary for the teacher to reflect on the use of technologies In his biological sciences
classes, pedagogically inserting the content, contributing to the teaching-learning
process and consequently, raising discussions, debates and surveys of information
about the use of technologies present in Daily life and, especially, in the school space,
enhancing the education of the future.

KEYWORDS: Knowledge. TPACK. TDIC. Teaching of Biological Sciences.

11 INTRODUCAO

O presente estudo busca identificar como as Tecnologias Digitais da
Informacédo e Comunicacao - TDIC podem influenciar a formacao do professor de
Ciéncias Biologicas, constituindo-se em recursos que potencializam as estratégias

pedagobgicas para o ensino e a aprendizagem do conteudo curricular, uma vez
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que, a pratica docente requer um saber-fazer com atitudes, flexibilidade e fluéncia
da tecnologia, pedagogia e conteudo curricular, visando elucidar as estruturas
que compdem o0 processo de ensino-aprendizagem da disciplina, com énfase no
(Technological Pedagogical Content Knowledge) ou Conhecimento Tecnoldgico e
Pedagogico do Conteudo - TPACK.

O TPACK refere-se a forma sintetizada de conhecimento com a finalidade de
integrar as TDIC e tecnologias educacionais para o ensino e aprendizagem em
sala de aula (CHAI; KOH; TSAI, 2013). Essa nova teoria educacional elucida a
possibilidade de enfrentamento do desafio em aproximar ensino e tecnologia, pelos
professores e até mesmo pelos educandos.

Deste modo, o presente trabalho objetivou analisar o grau de Conhecimento
Tecnologico e Pedagoégico do Conteudo - TPACK dos professores de Ciéncias
Biologicas das escolas publicas da cidade de Conceicdo do Almeida-Ba, e suas
contribuicbes para potencializacdo do processo de ensino-aprendizagem.

O estudo caracteriza-se como uma pesquisa exploratéria e descritiva, com
abordagem quali-quantitativa, tendo-se como procedimento de coleta de informacéo
um levantamento de dados por meio de um questionario realizado com 05 (cinco)
professores licenciados em Ciéncias Biologicas.

Verifica-se que, o modelo tedrico (TPACK) Conhecimento Tecnoldgico e
Pedagogico do Conteudo é que “delineia os conhecimentos necessarios para a
pratica docente, apoiando-se no entrelacamento em trés eixos de saberes, isto €,
os conhecimentos pedagogicos, conhecimentos tecnoldgicos e os conhecimentos
dos contetudos” (CARDOSO et al, 2018).

Assim sendo, o estudo traz uma analise do TPACK demonstrando como esse
modelo tedrico traz um diferencial para as aulas n&o so6 de Ciéncias Bioldgicas como
de outras disciplinas, inserindo e fazendo uma relacdo adequada entre conteudo,
pedagogia e tecnologias.

2|1 DA ORIGEM DO TPACK A SUA EFETIVACAO COMO FERRAMENTA DE ENSINO

O TPACK se disseminou nos Estados Unidos, além do Brasil e outros paises
latinos americanos, sendo criado pelos autores Koehler e Mishra (2006, 2008), com
a perspectiva de tracar um diadlogo concernente a formacéo de professores, bem
como, acerca das Tecnologias Digitais de Comunicacéo e Informac¢éo — TDIC como
potencializador das praticas pedagdégicas. Os autores Koehler e Mishra ampliaram
seus conceitos sobre as TDIC no processo de ensino baseados nas ideias de
Shulman (1987). Em 2006, o TPACK passou a ser considerado componente de
investigacdo entre educadores interessados na area de tecnologia educacional
(SANTOS; EGIDO, 2016).
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O modelo te6rico TPACK fundamentado nas propostas de Mishra e Koehler
(2006) apontam os conhecimentos necessarios para a pratica docente, apoiando-
se no entrelagamento das trés bases de conhecimentos docente, isto €, os eixos ou
saberes do conhecimento pedagogico, conhecimento tecnolégico e conhecimento
do conteudo, conhecido como TPACK, em virtude de seu acrénimo na lingua inglesa,
ou seja, Technological Pedagogical Content Knowledge (SANTO et al, 2018, p.3).

Shulman (1987) elucidada que, o professor para ser professor precisa ter
um conhecimento minimo, sobre: conhecimento de conteudo, conhecimento
pedagobgico geral, conhecimento de curriculo, conhecimento pedagbgico do
conteudo, conhecimento dos alunos, conhecimento dos contextos educacionais e
por fim, conhecimento das finalidades educacionais (CIBOTTO, 2015).

Cada base de conhecimento minimo citado por Shulman (1987) sdo os
conhecimentos que o professor precisa saber, a fim de mediar os contetdos basicos
a um publico especifico, pois o professor devera por meio das categorias conteudo e
pedagogia adaptar pedagogicamente o conhecimento de determinada disciplina as
capacidades de aprendizagem apresentadas pelos educandos (CIBOTTO, 2015).

Entender o TPACK perpassa compreender a base do framework delineado
por Koelhler e Mishra, representado pelo diagrama de Venn, onde trés circulos se
sobrepdem, representando distintamente os conhecimentos dos professores, sendo
que essa triade corresponde as conexdes existentes entre TDIC e abordagens
pedagogicas especificas, além de conteudos curriculares, havendo uma interagao
entre cada elemento, a fim de que a produg¢do do ensino se baseie em tecnologias
educacionais (CIBOTTO, 2015).

De modo que, o modelo TPACK possibilita o reconhecimento das dimensodes
do conhecimento, delimitado em trés tipos fundamentais de conhecimentos:
Conhecimento do conteudo (CK); Conhecimento Pedagogico (PK) e Conhecimento
Tecnologico (TK), esses trés tipos inter-relacionados dao vazao a outros quatro
tipos fundamentais: Conhecimento Pedagdgico de Conteudo (PCK), Conhecimento
Pedagogico da Tecnologia (TPK), Conhecimento Tecnoldgico de Contetudo (TCK)
e a unido de todos os componentes resulta em Conhecimento Tecnoldgico e
Pedagogico do Conteudo (TPACK) (CIBOTTO, 2015; CIBOTTO, 2013).

O Conhecimento Tecnolégico (TK) de acordo o referencial de Mishra e
Koehler (2006) trata-se do conhecimento da tecnologia digital, bem como, de outras
tecnologias. Assim sendo, Cibotto (2015, apud Mishra e Koehler, 2006) cita que,
o Conhecimento Tecnolbgico é conhecimento padrao, envolve livros, giz e quadro
negro, além das tecnologias mais avancadas, exemplo, Internet, Video Digital,
e, sobretudo, envolvem as habilidades necessarias para operar determinadas
tecnologias.

Nesse contexto, os autores, destacam ainda que as tecnologias digitais

As Ciéncias Biologicas e a Construgdo de Novos Paradigmas de Conhecimento 2 Capitulo 33




envolvem os Sistemas Operacionais e Hardwares, um conjunto de ferramentas
de Softwares, instalacdo e remocao de dispositivos periféricos, instalar e remover
programas, criar, editar e arquivar documentos.

De modo que, Mishra e Koehler (2006) esclarecem que o Conhecimento
Tecnoldgico (TK) envolve a capacidade de aprender e de se adaptar as tecnologias,
destacando ainda que, s&o independentes das tecnologias consideradas
especificas. (CIBOTTO, 2017). Compreende-se diante do exposto, que o papel do
professor diante dessas argumentacdes perpassa mais que o fazer basico da sala
de aula, envolve dominio das TDIC, aprendizado e adaptac¢ao dessas tecnologias
ao conteudo da disciplina ministrada.

Esse conhecimento estd em continua evolugcédo (CIBOTTO, 2017), sendo
de acordo com o autor, dificil adquiri-lo e manté-lo atualizado, isso por que, os
professores muitas das vezes nédo dispbem de tempo para um estudo mais
aprofundando e maior reflexdo acerca da modernizagdo dessas tecnologias, sendo
qualquer definicdo que se tente estabelecer sobre o conhecimento tecnoldgico,

obsoleta, dada a evolugdo dia apos dia.

31 0 CONHECIMENTO PEDAGOGICO DO CONTEUDO - PCK

O Conhecimento Pedagdgico do Conteudo ocorre por meio da intersecéao e
interacdo da pedagogia com o conhecimento do conteudo, ou seja, possui forte
relacdo com as questbes pedagdgicas, ao conteudo, tendo como foco principal
efetivar o processo de aprendizagem.

O PCK é tratado por Schulman (1987) como uma necessidade de o professor
transformar o conhecimento que ele detém do conteudo em formas pedagdgicas
adaptadas as necessidades apresentadas pelos alunos. Ja Mishra e Koehler (2006)
inferem que o conhecimento pedagégico do conteudo abarca mais que ser um
especialista em uma determinada disciplina. Implica conhecer e aplicar estratégias
de ensino que incorporem representacdes conceituais pautadas nas dificuldades
que o aluno demonstra, o conhecimento que ele ja traz consigo, equivocos e
situacgdes deturpadas, utilizando esses aspectos como estratégias para o processo
de aprendizagem e consequentemente promover uma compreensao significativa de
determinado conteudo.

Cibotto (2013) afirma que, “o PCK é o conhecimento que visa integrar a
tecnologia e o pedagogico, isto €, a variagao da metodologia com o recurso utilizado”.

De acordo com Coutinho (2011), esse conhecimento relaciona-se com o
conhecimento do conteudo e o conhecimento tecnoldgico, isto &, possui relacéo
com a tecnologia mais adequada para se ensinar um determinado conteudo.

Esse conhecimento tecnoldgico, segundo expde o autor, possui relacdo com

307
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0 que o professor ensina e domina acerca do trabalho com um tema associando ao
mesmo o uso de uma tecnologia.

Gottardo (2016, p.22) destaca que uma aula com TCK envolve uma tecnologia
trabalhada junto ao conteudo, n&o havendo a necessidade de construcédo de uma
sequéncia didatica. De modo que, o professor que possui compreensao do TCK,
reflete sobre a aplicacdo da tecnologia com o assunto que sera ensinado, levando
em consideracdo como os alunos poderédo aprender as diferentes tecnologias e o
conteudo ensinado.

O Conhecimento Pedagdgico de Contetudo Tecnoldégico — TPACK conforme
explica Coutinho (2011) delimita a relacdo entre tecnologia, pedagogia e
conhecimento de conteudo, buscando compreender o equilibrio que ocorre entre
eles, trabalhando a importancia destes, bem como, a relagcéo entre cada um desses
pilares.

Ao enfatizar essa relacédo, pode-se perceber que, para Coutinho (2011) esse
seria um dos aspectos principais para uma educac¢éo de qualidade, haja vista, que
o professor detendo um conhecimento abalizado sobre o TPACK, o mesmo poderéa
utiliza-lo nas diversas etapas de ensino, sendo aplicado de forma planejada.

Para Pessoa e Costa (2015), o TPACK funciona como uma tecnologia que
contribui de forma significativa no aprendizado, evidentemente, os autores destacam
que o professor precisa compreender quais tecnologias séo capazes de contribuir e/
ou auxiliar na constru¢éo de conhecimento, uma vez que, na aplicacao de conteudos
curriculares mais complexos, faz-se necessario que, a escolha da tecnologia esteja,
ou faca relacdo com que, e como ensinar, isto €, o professor devera adequar o
recurso tecnoldgico utilizado as necessidades nao sé do conteudo, mas em especial,
do educando.

Conforme destacado por Lara (2011) a utilizacdo do TPACK justifica-se
pela relacdo estabelecida entre os conhecimentos de conteludo, pedagdgico e
tecnoldgico, os quais sdo fundamentais para um ensino contextualizado.

Desta forma, pode-se perceber que o modelo TPACK correlaciona tecnologia
ao conteudo, possibilitando que as TDIC (Tecnologia Digital de Informacao e
Comunicacgao) sejam elementos facilitadores da aprendizagem, uma vez que, as
tecnologias funcionam como importantes recursos estratégicos de ensino.

No TPACK o processo ensino-aprendizagem ocorre a partir da juncao de
diferentes elementos, conteudos e tecnologias, e a seguir, pela compilagdo dos trés
pilares: contetdo + pedagogia + tecnologia.

Assim, a articulacao desses trés pilares ou conhecimentos, conforme Lopes
(2011) constituem a base para a estruturacédo do TPACK, buscando o alcance dos
objetivos no que tange ao processo ensino-aprendizagem, cingindo as relagcoes
estabelecidas entre esses pilares (conteudo, pedagogia e tecnologia), sem, contudo,
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ignorar a complexidade existente, individual ou coletiva.

410 TPACK NA FORMACAO DO PROFESSOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS

No seu processo formativo, o professor precisa estar munido de trés tipos
de conhecimento — conhecimento do conteudo, conhecimento pedagdgico e
conhecimento tecnoldgico aliando as TDIC ao ensino, e, esse € um dos aspectos
em que se pauta o TPACK, onde as intersec¢des de conhecimentos tecnoldgicos,
pedagobgicos e do contetudo sao o fio condutor para o trabalho com as tecnologias
em sala de aula.

No ensino de Ciéncias Bioldgicas, bem como, no ensino em geral, existe a
necessidade de diversificar a metodologia. Conforme explicam Santo (et al, 2018,

p'3)’

O aprofundado nivel do conhecimento tecnoldgico pedagdgico do conteudo
(TPACK) se constitui em uma premente necessidade para os docentes que atuam
em qualquer nivel de ensino, visto se tratar de uma variavel que contribui para o
sucesso do processo de ensino e aprendizagem.

Nesse contexto, o professor devera estar em seu processo formativo preparado
para usar as TDIC pedagogicamente, no que tange aos procedimentos de ensino-
aprendizagem de Ciéncias Bioldgicas.

Brasil (2008, apud Pessoa e Costa, 2015, p.3) destaca que, as orientacdes
curriculares para o ensino médio, estabelecem que o ensino da ciéncia, em
particular o ensino de Biologia, deve possibilitar ao aluno a participacéo nos debates
contemporéaneos, através de uma soélida formagao conceitual e de uma perspectiva
de raciocinio critico frente a sua realidade. O ensino deve atender a necessidade de
insercdo social de seu publico alvo, possibilitando que os estudantes tenham uma
participacéo ativa na sociedade.

No que tange ao TPACK no ensino das Ciéncias, Sampaio e Coutinho (2012),
salientam que, o TPACK impde ao professor a tarefa de entender as técnicas
pedagogicas, as quais permitem que as TDIC sejam efetivamente utilizadas visando
a construgao do conhecimento por parte do educando.

Atecnologia digital vem se inserindo nos diversos campos, tanto da sociedade,
quanto da educacao, desta forma, exige-se na formacao do professor de Ciéncias
Biolégicas uma nova cultura profissional, capaz de fornecer ferramentas teérico-
metodoldgicas ao ensino da disciplina. Pois para ensinar Ciéncias Bioldgicas, assim
como qualquer outro conteudo, o professor precisa ser criativo, ndo se limitando
apenas em apresentar os conteudos propostos, antes, o0 mesmo deve suscitar
por meio de discussbes, debates a capacidade exploratéria e reflexiva de seus
educandos.
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A medida que o professor fizer a insercdo de ferramentas computacionais,
bem como, as outras TDIC na aplicacao dos conteudos da disciplina a qual ensina,
possibilitara ao educando experimentar e experienciar as diversas possibilidades
de aprendizagem.

Assim sendo, Lemes (2011) afirma que, para a escola poder alcancar seus
objetivos de formar cidadaos com competéncias praticas, técnicas e cognitivas para
se inserirem no atual contexto social, é urgente e necessario ao sistema de ensino,
além de modernizar seu espaco fisico, prover a formacao dos professores para o
trabalho com essas tecnologias. Portanto, para que isso ocorra, o TPACK em seu
modelo teérico tende a revolucionar a compreenséo do professor acerca de suas
competéncias em TDIC trabalhadas na sua area de atuacgéao.

51 ANALISE DOS RESULTADOS

O primeiro dado levantado a partir do estudo realizado e aplicacdo de
questionarios foi a faixa etaria dos participantes. Foi identificado que 60% dos
participantes possuem uma faixa de idade de 30 a 39 anos, e 40% possuem até
29 anos.

Verificou-se também, o tempo de experiéncia dos docentes no Magistério. Foi
identificado que 20% desses docentes atuam no Magistério entre 05 a 10 anos, sendo
que 40% deles atuam no Magistério entre 10 a 15 anos. De modo que, o levantamento
de dados a respeito do tempo de atuagcdo no Magistério se justifica por considerar
gque um maior tempo de atuacéo é fator favoravel ao desenvolvimento e aplicacéo
do conhecimento pedagogico, tecnolégico do conteudo e consequentemente uso
das TDIC em suas aulas.

Observou-se diante dos dados que 80% dos docentes possuem especializacéo,
a qual nao foi especificada, tendo um percentual de 20% com graduag¢édo, o que
denota que a maioria dos participantes tém e/ou demonstram preocupacédo em
estarem com uma formag¢éo académica atualizada.

A segunda parte do questionario teve como objetivo investigar o conhecimento
pedagoégico tecnoldégico do conteudo (TPACK), delimitando alternativas que
buscavam compreender o nivel de conhecimento tecnoldgico de cada docente,
assinalando entre: nenhum, pouco, moderado, bom ou completo, tendo como
critério a percepg¢ao pessoal de cada um dos profissionais.

Conhecimento techolégico Nenhum | Pouco | Moderado | Bom | Completo
Resolvo um problema técnico no ) 4 i 1 )
computador
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Conheco o basico sobre hardware (placa
mae, RAM) e suas funcdes

Conheco o basico sobre softwares
(Windows, Office) e suas funcdes

Acompanho as recentes tecnologias de
computadores

Utilizo programa de processador de texto
(MS Word etc.)

Utilizo programa de planilha eletronica (MS
Excel, etc.)

Comunico-me por meio das ferramentas da
internet (E-mail, aplicativos etc.)

Utilizo programa de edicéo de imagens
(Paint etc.)

Utilizo programa de apresentagcao (MS
PowerPoint etc.)

Consigo salvar informagbes em midia
digital (pendrive, nuvem etc.)

Utilizo softwares especificos da area

Utilizo impressora

Utilizo projetor

Utilizo scanner

1

Utilizo cAmera digital

1

(| IDND| ®

QUADRO 1 — Conhecimento Tecnologico

Fonte: Dados da pesquisa elaborado pelo autor, 2019.

Observa-se que o conhecimento tecnoldgico apresentado pelos mesmos é

bem significativo, no que tange a utilizacdo dessas TDIC em suas aulas. Sabino

(2014) aborda que os professores vivenciam atualmente um periodo de transicao,

uma vez que, as tecnologias trazem inumeras possibilidades de trabalho em sala de

aula, por outro lado é um grande desafio, visto que adequar estes recursos a pratica

necessita um planejamento visando o desenvolvimento do aluno e o contexto que

€ abordado.

Compreende-se diante do exposto, que é de suma importancia que os docentes

tenham algum conhecimento sobre as TDIC, a fim de poderem utiliza-las na aplicacéao

de conteudos da disciplina que ensinam e que a utilizem adequadamente num

contexto pedagégico e nao apenas, utilizar a tecnologia sem nenhum fundamento.

Conhecimento tecnolégico pedagégico do
conteudo

Nenhum

Pouco

Moderado

Bom

Completo

Integro apropriados métodos de ensino e
tecnologias em minha area

Seleciono estratégias e tecnologias
atuais que auxiliam ensinar o contetdo de
forma efetiva
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Ensino com sucesso combinando os
conhecimentos do contelido, pedagogia e - - - 4 1
tecnologia

Exerco um papel de lideranga entre meus
colegas na integragédo do conhecimento do 1 - 2 2 -
conteudo, pedagogia e tecnologia

Ensino um assunto utilizando diferentes
estratégias de ensino e ferramentas - - 1 4 -
computacionais.

QUADRO 2 — Conhecimento tecnoldgico pedagdgico do conteudo

Fonte: Dados da pesquisa elaborado pelo autor, 2019.

O quadro 2 trata do conhecimento tecnoldgico pedagdgico do conteldo,
percebe-se que de todas as alternativas expostas a maioria dos docentes afirmam
ter conhecimento “bom”, isto €, 80% dos docentes. Vale salientar que esse
conhecimento, “Trata-se da base do que se pode chamar de um “bom ensino” e
pressupde a representacdo de conceitos tedricos utilizando tecnologias, bem como
técnicas e aportes pedagdgicos na transposicéo didatica do conteudo” (MISHRA,;
KOEHLER, 2006; ROLANDO et al, 2015).

Tecnologias Digitais de Informacao e
Comunicacao

Vocé realiza atividades utilizando recursos
tecnologicos no processo de aprendizagem no - - 1 4 -
ensino de ciéncias e/ou biologia?

Gravacgao e edicao de videos (celular, tablets,

Nenhum | Pouco | Moderado | Bom Completo

etc.) i 2 2 1
Gravagéo e edi¢do de audios (Podcast) - 1 3 1 -
Funcgdes basicas do software de apresentacao

. ! - - 1 4 -
(PowerPoint, Prezi etc.)
Redes sociais (Facebook, WhatsApp, etc.) - - - 2 2
Livros eletrénicos (E-book etc.) - 2 - 3 -

QUADRO 3 - Tecnologias Digitais de Informag¢éo e Comunicagéo

Fonte: Dados da Pesquisa elaborada pelo autor, 2019.

Sobre as TDIC observa-se que elas ja estdo presentes nas escolas, suscitando
formas diversificadas de ensinar e aprender, pois propiciam néo s6 aos professores,
mas aos educandos o0 acesso a informacdes e midias, que podem e devem ser
utilizadas visando a constru¢céo do conhecimento, segundo Cardoso (et al, 2013) “A
aplicacao das tecnologias digitais na educacéo apresenta grande relevancia tanto
no sistema educacional brasileiro, quanto para a sociedade em geral”.

Santo (et al, 2018, p.3) afirma que, nestes tempos de modernidade liquida,
torna-se desafiador atuar como docente, pois nao é mais possivel repetir os mesmos
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procedimentos didaticos e pedagégicos amplamente utilizados na sua formacéo. E
preciso se ajustar as demandas impostas pela sociedade da informacao que utiliza
as Tecnologias Digitais da Informacao e Comunicagéao (TDIC) como ferramenta do
seu cotidiano.

6 | CONSIDERACOES FINAIS

Nesse contexto, os dados levantados por meio da pesquisa, possibilitou fazer
inferéncias acerca dos objetivos propostos para o estudo, sendo possivel analisar
como os docentes entrevistados percebem os componentes do TPACK, sendo
analisados, conhecimento tecnoloégico, conhecimento pedagdgico, conhecimento
do conteudo, conhecimento tecnoldgico pedagdgico, conhecimento pedagobgico
do conteudo e, por fim, conhecimentos das tecnologias digitais de informacao e
comunicacgao — TDIC.

Referente as abordagens destacadas sobre TPACK, os professores
demonstram conhecimento sobre esse modelo tedrico e seus componentes, no
entanto, as respostas dos mesmos, deixa claro suas percepg¢des considerando
que as alternativas propostas variam entre: nenhum, pouco, moderado, bom e
completo, e as respostas obtidas pelos professores variam entre moderado, bom e
completo, embora néo existe a opcao de explicarem o porqué consideram seu nivel
de conhecimento da forma assinalada.

Percebe-se, diante disso, a necessidade de um processo formativo mais
abalizado, voltado para o TPACK e de que forma este componente tedrico pode ser
inserido mais adequadamente na metodologia de ensino das Ciéncias Biologicas,
um dos aspectos destacados neste estudo.

Estudar acerca do TPACK e sua forte relagdo com o uso das TDIC é um assunto
que nao se esgota, uma vez que, é possivel perceber os recursos tecnologicos nas
diversas esferas do conhecimento e tornar possivel também, a utilizacado desses
recursos de modo pedagogico e adequado ao componente curricular de todas as
disciplinas.

REFERENCIAS

BRASIL. Orientacoes Curriculares para o Ensino Médio: Ciéncias da Natureza, Matematica e suas
Tecnologias. Brasilia: Ministério da Educacgéo, 2008. Volume 2.

CARDOSO, A. L.; SANTO, Eniel do Espirito; MOREIRA, J. A. M. Conhecimento Tecnologico e
Pedagégico do Contelddo: um estudo com docentes do ensino superior. In: Katia Soane Santos
Arauljo; Rosangela Patricia de Sousa Moreira. (Org.). As tecnologias na educacéao: desafios e
possibilidades na pratica docente. Curitiba: CRV, 2018, p. 325-336.

CIBOTTO, R. A. G.; OLIVEIRA, R. M. M. A. TPACK - Conhecimento Tecnolégico e Pedagdgico do

As Ciéncias Biologicas e a Construgdo de Novos Paradigmas de Conhecimento 2 Capitulo 33




Conteudo: uma revisao tedrica. Imagens da Educagdo, Maringa, v. 7, n. 2, p. 11 23, 2017. Disponivel
em:<http://doi.org/10.4025/imagenseduc. v7i2.34615>. Acesso em: 10 jan. 2019.

CIBOTTO, R. A. G. O uso pedagdgico das Tecnologias da Informacao e Comunicacao na
formacao de professores: uma experiéncia na Licenciatura em Matematica. 2015. 273 f. Tese
(Doutorado em Educacao). Programa de Pés-Graduacdo em Educacgéao, UFSCar, Sao Carlos, 2015.

CHAI, Ching Sing; KOH, Joyce Hwee Ling; TSAI, Chin-Chung. A Review of Technological Pedagogical
Content Knowledge. Educational Technology & Society, 16 (2), 31-51, 2013.

COUTINHO, Clara Pereira. TPACK: em busca de um referencial teérico para a formagéo de
professores em Tecnologia Educativa. Revista Paidéi@, UNIMES VIRTUAL, v. 2, n. 4. jul, 2011.

SANTO, E. E.; CARDOSO, A. L.; SANTOS, A. G. Conhecimento Tecnolégico Pedagégico Do
Conteudo (TPACK). CIET: EnPED, [S.l.], maio 2018. ISSN 2316-8722. Disponivel em: <http://
cietenped.ufscar.br/submissao/index.php/2018/article/view/264>. Acesso em: 09 fev. 2019.

GOTTARDO, Lais. Compreenso6es do Conhecimento do Professor ligadas as Tecnologias da
Informacao e Comunicacao no Ensino de Ciéncias e Biologia. 2016. Trabalho de Concluséo de
Curso (Graduacao) — Universidade Federal da Fronteira Sul, Curso de Ciéncias Biologicas, Cerro
Largo, RS, 2016. Disponivel em https://rd.uffs.edu.br/handle/prefix/367. Acesso em 29 jan. 2019.

KOEHLER, M.; MISHRA, P. Technological pedagogical content knowledge: A new framework for
teacher knowledge. Teachers College Record, 108 (6), 2006, p. 1017-1054.

LARA, A. L. de et al. O PIBID, o ENPEC e os trabalhos sobre tecnologias de informacéo e
comunicagdo no ensino de ciéncias: algumas reflexdes e possiveis relagdes. In: ENCONTRO
NACIONAL DE PESQUISA EM EDUCACAO EM CIENCIAS, 8., 2011, Campinas. Anais. Campinas:
Abrapec, 2011. p. 1 - 10. Disponivel em: http://www.nutes.ufrj.br/abrapec/viiienpec/resumos/R1067-1.
pdf. Acesso em 20 jan.2019.

LEMES, Rogério. Gestédo por competéncias no setor publico. Rio de Janeiro: Qualitymark, 2011.

PESSOA, G. P.; COSTA, F. de J. Technological Pedagogical Content Knowledge (TPACK) no
ensino de ciéncias: qual é a possibilidade? In: X ENCONTRO NACIONAL DE PESQUISA EM
EDUCAQAO EM CIENCIAS, 10., 2015, Agua de Lindbias. Anais. Sao Paulo: Abrapec, 2015. v. 10, p.
1 - 8. Disponivel em http://www.abrapecnet.org.br/enpec/x-enpec/anais2015/resumos/R11511.PDF.
Acesso em 29 jan. 2019.

ROLANDOQO, L. G. R. et al. O conhecimento tecnolégico pedagoégico do contetido no contexto luséfono:
uma revisao sistematica de literatura. Revista Brasileira de Informacdo na Educacéo, vol. 23, n. 3,
p. 174-190, 2015. Disponivel em: hitp://www.br-ie.org/pub/index.php/rbie/article/view/3331 Acesso em:
18 jan.2019.

SABINO, Eliney. Uso de software de interacdo no ensino fundamental: apoio a formagéo do
aluno com monitorizag&o e controle de processos educativos / Eliney Sabino. — Belo Horizonte, 2014.
Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Ciéncias Empresariais (FACE) Curso de P6s-Graduagéo
Stricto Sensu — Mestrado em Sistemas de Informacao. Disponivel em http://www.fumec.br/revistas/
sigc/article/viewFile/2316/1384. Acesso em 25 jan.2019.

SAMPAIOQ, Patricia; COUTINHO, Clara. Avaliagcdo do TPACK nas atividades de ensino e
aprendizagem: um contributo para o estado da arte. Revista Educa Online. V. 6 — N. 3 Setembro/
Dezembro de 2012. Universidade Federal do Rio de Janeiro — Escola de Comunicacao. Laboratério
de Pesquisa em Tecnologias da Informagédo e da Comunicagédo — LATEC/UFRJ.

SANTOS, Luciane Mulazani dos; EGIDO, Sidnéia Valero. Conhecimento Pedagdgico e
Tecnolégico do Contetiido. COLBEDUCA. |l Colbéquio Luso-Brasileiro De Educacao Joinville /
SC, 5 e 6 de setembro de 2016. Disponivel em www.revistas.udesc.br/index.php/colbeduca/article/

As Ciéncias Biologicas e a Construgdo de Novos Paradigmas de Conhecimento 2 Capitulo 33



http://cietenped.ufscar.br/submissao/index.php/2018/article/view/264
http://cietenped.ufscar.br/submissao/index.php/2018/article/view/264

download/8330/6140. Acesso em 20 Jan.2019.

SHULMAN, Lee S. Those Who Understand: knowledge growth in teaching. Educational Research.v.
12,n.2,p. 4—14, 1986.

As Ciéncias Biologicas e a Construgdo de Novos Paradigmas de Conhecimento 2 Capitulo 33




CAPITULO 34

ASPECTOS BIOLOGICOS-MOLECULARES DO
ENVELHECIMENTO CUTANEO

Data de aceite: 14/02/2020

Moisés H. Mastella

Programa de P6s-Graduagcdo em Farmacologia,
Universidade Federal de Santa Maria, Santa
Maria-RS. Link Lattes: http://lattes.cnpq.
br/434501033288166

Neida L.K. Pellenz
Laboratério Biogendémica, Universidade Federal
de Santa Maria, Santa Maria-RS. Link Lattes:

http://lattes.cnpq.br/5269363454655292

Liana Marques dos Santos

Programa de Pés-Graduagdo em Disturbios da
Comunicagao Humana, Universidade Federal de
Santa Maria, Santa Maria-RS. Link Lattes: http://
lattes.cnpqg.br/0131332430440217

Jéssica de Rosso Motta

Programa de P6s-Graduacédo em Gerontologia,
Universidade Federal de Santa Maria, Santa
Maria-RS. Link Lattes:

http://lattes.cnpq.br/5521000675513310

Thamara Graziela Flores

Programa de P6s-Graduagcdo em Farmacologia,
Universidade Federal de Santa Maria, Santa
Maria-RS. Link Lattes:

http://lattes.cnpq.br/1885218080678884
Nathalia Cardoso de Afonso Bonotto
Laboratério de Biogendmica, Universidade

Federal de Santa Maria, Santa Maria-RS. Link
Lattes:

http://lattes.cnpq.br/4055216682279933

Ednea Aguiar Maia- Ribeiro
Fundacéo Universidade Aberta da Terceira ldade-

As Ciéncias Biologicas e a Constru¢cdo de Novos Paradigmas de Conhecimento 2

FuNati- Manaus- AM. Link Lattes: http://lattes.
cnpq.br/3539187433205801

Ivana B. M. da Cruz

Programa de P6s-Graduacédo em Gerontologia
e Programa de P6s-Graduagéo Farmacologia,
Universidade Federal de Santa Maria, Santa
Maria-RS. Link Lattes: http://lattes.cnpq.
br/3426369324110716

Fernanda Barbisan

Programa de P6s-Graduacéo em Gerontologia
e Programa de Pés-Graduagao Farmacologia,
Universidade Federal de Santa Maria, Santa
Maria-RS. Link Lattes: http://lattes.cnpq.
br/1428674947616182

RESUMO: A conquista de tempos cada
vez maiores de vida, faz da longevidade
uma realidade. Entretanto, associado ao
processo de envelhecer diversas disfuncoes e
modificagdes ocorrem no organismo, incluindo
as da pele. Mesmo que as modificagées da
pele associadas ao envelhecimento, né&o
necessariamente representem condicoes letais,
estas podem comprometer a qualidade de
vida dos individuos, por diminuir a autoestima,
interferindo na qualidade de vida e predispondo
até mesmo a transtornos psiquiatricos como a
depressao. Assim neste capitulo objetivamos
elencar aspectos biolégicos/ moleculares do

envelhecimento cutaneo relevantes visando
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uma compreensao mais aprofundada, que possa contribuir para o desenvolvimento
de estratégias de prevencao e tratamento.
PALAVRAS-CHAVE: Genes, Inflamacgao, Senescéncia, P53

BIOLOGICAL-MOLECULAR ASPECTS OF SKIN AGING

KEYWORDS: Genes, Inflammation, Senescence, P53

INTRODUGCAO

O desenvolvimento social e tecnoldégico de um pais é um dos fatores
condicionantes para atransicao demograficadapopulacéo. Através doavango dessas
questdes aliadas, por vezes, a quesitos culturais, observa-se uma queda nas taxas
de fecundidade ao mesmo tempo em que se tem reducao nas taxas de mortalidade
infantil. Como consequéncia dessas variaveis, a proporcao de individuos jovens
em relacédo ao de idosos sofre decréscimo, levando a um fenébmeno demografico
conhecido como envelhecimento populacional (SCHNEIDER e IRIGARAY, 2008;
VANZELLA, 2018).

No entanto, o fato de as pessoas estarem vivendo mais tempo, ndo significa
necessariamente que elas estejam vivendo de forma mais saudavel e com maior
qualidade de vida (ONU, 2016). Uma vez que existe um numero consideravel
modificacbes, disfuncbes e doencas cronicas ndo-transmissiveis que acometem
os idosos. Esta condicéo esta diretamente associada ao envelhecimento biolégico
que representa a Ultima etapa do desenvolvimento que antecede a morte. As
disfuncdes e modificagdes na pele, com certeza sdo as mais marcantes ao longo do
envelhecimento humano, uma vez que sao bastante visiveis.

Mesmo que as modificacbes da pele associadas ao envelhecimento, nao
necessariamente representem condi¢cdes letais, estas podem comprometer a
qualidade de vida dos individuos, por diminuir a autoestima, muitas vezes expor o
idoso a situagdes constrangedoras, interferindo na qualidade do sono, aumentando
o risco de depressao, e isolamento social (BARROS, 2014; SANTOS, 2017). Deste
modo, a compreensao dos aspectos biolégicos/ moleculares do envelhecimento
cutaneo é relevante.

DESENVOLVIMENTO

A pele e seu envelhecimento

A pele é considerada o maior érgao do corpo desempenhando funcdes de
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vital importancia para a sobrevivéncia ja que protegem o organismo contra agentes
externos patogénicos e nao-patogénicos, ajuda a controlar a homeostasia corporal,
em especial temperatura e umidade e apresenta também uma rede de receptores
sensoriais que auxiliam o organismo a perceber presséo, frio, calor, dor e outros
sensacoes relevantes (DOUGLAS, 2006; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013;
SANTOS, 2014). Em termos estruturais a pele é formada pela epiderme e a derme.

O tecido epitelial, na pele, é dotado de variedade funcional sendo constituido
por diferentes tipos de células e por uma matriz extracelular (MEC) escassa, ainda
que composta por diversos tipos de moléculas, algumas das quais sao altamente
organizadas, formando estruturas complexas como as fibrilas de colageno e as
moléculas que compde a membrana basal (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013).

Os tecidos corporais formam arranjos de acordo com o tipo de célula e a
quantidade de matriz extracelular por elas proprias produzidas. A pele é formada
basicamente por trés camadas: epiderme, derme e hipoderme.

O envelhecimento cutaneo (Figura 1) pode ser causado por dois fatores: o
intrinseco e o extrinseco, onde o0 primeiro € um processo cronoldgico inevitavel
e geneticamente programado que pode ser visto, na pele, através das linhas
de expressédo, por exemplo, enquanto o segundo pode ser ocasionado via
fotoenvelhecimento que é a exposicéo a raios ultravioleta (UV) (Tabela 1). Em
termos histoldgicos, a integridade da pele pode ser comprometida quando a juncao
dermo-epidérmica é afetada reduzindo o aporte nutricional, a quantidade de células
(mesmo as da camada hipodérmica), o tamanho e a presenca de fibras de colageno,
levando a uma cicatrizacdo mais lenta (JENKINS, 2002; KHAVKIN e ELLIS, 2011).
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Envelhecimento

Envelhecimento

Intrinseco Extrinseco
(Cronossenescéncia) (Actinossenescéncia)
Rugas Finas Profundas
Fibras Elisticas Reorganizadas Baixa produgio

Alta degeneracio

Fibras de Coligeno

Pequena alteracdo no

tamanho e organizacio

Grande alteracdo no

tamanho e organizacdo

Foliculo Capilar

Baixo numero e

afinamento

Baixo numero e estrutura:

perda capilar

Melanocitos

Normal

Baixo nimero e produgio

de melanina

Glandulas sebiceas e

Baixo nimero

Baixo nimero: pele seca

sudoriparas

Juncio Dermo- Leve achatamento Importante achatamento

epidérmica

Acéo do envelhecimento intrinseco e extrinseco em diferentes areas corporais

Tabela 1: Causas dos fatores intrinsecos e extrinsecos no processo de envelhecimento da pele.
Fonte: adaptado de MONTAGNER (2009).

A maioria dos autores reconhece que o envelhecimento da pele possui dois
processos a cronossenescéncia ou intrinseco, e a actinossenescéncia ou extrinseco
gue sao resultantes de fatores ambientais, especialmente radiagcao UV. As alteracdes
por cronossenescéncia ocorrem de maneira igual em todas as partes do corpo. Ja
as mudancas decorrentes da actinos-senescéncia ocorrem principalmente no rosto,
pescoco e maos, locais com maior exposicao (PERES et al., 2014).

As principais altera¢des do envelhecimento da pele incluem: adelgacamento da
membrana basal, responsavel pela oxigenacao, nutricao e retirada de metabdlitos
da epiderme. Esse processo torna a epiderme mais fina e mais suscetivel a lesdes
(LeBLANC et al., 2011). Na derme os vasos sanguineos tornam-se mais frageis,
aumenta a queratinizacdo da epiderme, o sistema de ancoragem derme-epiderme
torna-se menos resistente e a derme chega a perder 20% da espessura total, um
dos principais fatores da chamada “pele de seda” (PERES et al., 2014).

A producéao de colageno é fortemente prejudicada e as fibras de colageno
tornam-se escassas, diminuindo a elasticidade e resisténcia da pele, ainda, a
pele torna-se mais ressecada. A tela subcutanea fica mais fina e menos eficiente
(LeBLANC et al., 2011; PERES et al., 2014).
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Senescéncia sob a 6tica biolégica

Dada a complexidade do envelhecimento biolégico e da modulagdo do tempo
de vida nas espécies (longevidade), muitas teorias tém sido propostas, sem que
até o presente momento exista uma real “teoria unificadora do envelhecimento”
(ARKING, 2008). Contemporaneamente, a grande maioria dos autores reconhece
gue o envelhecimento biolégico é desencadeado pela interacéo de fatores genético-
ambientais (CRUZ e SCHWANKE, 2001; CRUZ, 2014). Neste sentido pode ser aceito
gue existe uma base constitutiva (genética) relacionada ao envelhecimento de cada
espécie, mas este processo pode ser acelerado ou desacelerado, principalmente
por fatores ambientais que agem de modo positivo ou negativo.

Autores como Lopez-Otin et al (2013) e Nicolai et al (2015) revisaram de modo
aprofundado os marcadores moleculares e celularesdo envelhecimento afimde definir
o chamado “fenétipo envelhecido”. (1) Marcadores primarios do envelhecimento que
incluem: danos no DNA (acido desoxirribonucleico), encurtamento dos telémeros
e alteracOes epigenéticas; (2) marcadores antagonistas, incluindo as EROs cujos
efeitos inicialmente protegem o organismo de dano, mas tornar-se progressivamente
negativo; (3) caracteristicas integrativas, como inflamag¢ao ou exaustéo no estoque
de células-tronco que prejudicam diretamente a homeostase quando o processo
que leva ao acumulo de danos torna-se irreversivel.

Em nivel celular, o envelhecimento biol6gico se caracteriza por um acumulo
de alteragcdes em diversos compartimentos celulares nos quais se destacam: (1)
alteracbes em nivel nuclear ocorrendo diminui¢céo na taxa de reparo de mutag¢ées do
DNA incluindo queda nos niveis transcricionais e pds-transcricionais relacionados
a sintese de proteinas, alteragdes epigenética e encurtamento telomérico a cada
diviséo celular; (2) disfungédo mitocondrial, incluindo aumento de mutagcdes no DNA
mitocondrial associados ao aumento nos niveis de EROs, o que contribui para
o desencadeamento do estresse oxidativo e diminuicdo na eficiéncia producéo
energética (ATP); (3) diminuicdo na taxa de catalise de residuos metabdlicos
pelos lisossomos levando ao acumulo de moléculas conhecidas como “damage-
associated molecular patterns, DAMPs”, que contribuem para o estabelecimento
de estados inflamatérios crénicos associados ao envelhecimento (CRUZ, 2014).

No envelhecimento da pele, os processos de dano de DNA, encurtamento
telomérico, e disfungdo mitocondrial s&o criticos e por este motivo devem ser
abordados de modo mais aprofundado.

Aspectos moleculares do envelhecimento cutaneo

Em condicbes fisiolégicas estima-se que por dia ocorram cerca de 4000
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mutag¢des diferentes em aproximadamente 500 genes. Estas mutagdes ocorrem
pelas chamadas genotoxinas enddégenas ou exégenas. Estes fatoresinduzem danos
gendmicos que podem serem ocasionados e mantidos devido a erros na replicagao
do DNA associados a incorporacéao incorreta de bases por DNA polimerases. Nesse
sentido, as atividades de reparo de DNA sao essenciais para manter a estabilidade
genbmica e a propria vida. O acumulo de mutacdes nao reparadas, inicialmente leva
a instabilidade gendmica que € considerada um dos principais desencadeadores
do processo de envelhecimento (NICOLAI et al., 2015; PRATES-MORI E SOUZA
PINTO, 2018).

Se as lesbes de DNA néo sdo adequadamente reparadas ou séo replicadas,
elas sédo convertidas em mutagdées permanentes que aumentam significativamente
o risco de cancer. Alternativamente, o dano ao DNA também pode interromper a
replicacdo levando a senescéncia celular ou morte celular o que contribui para o
processo de envelhecimento. Portanto, cancer e envelhecimento, ambos surgindo
como consequéncia de danos irreparaveis ao DNA, podem ser considerados dois
lados da mesma moeda (NICOLAI et al., 2015).

Principalmente no momento em que a célula se prepara para se dividir (fase
S) danos no DNA ativam a proteina p53 que é considerada guardia do genoma.
Na realidade, esta proteina e outras moléculas como a p63 e a p73, incluidas
na chamada “Familia da Proteina p53” detectam os danos no DNA e podem: (1)
interrompem o ciclo celular para facilitar as agcdées do reparo do DNA; (2) se estes
danos séo permanentes estas proteinas podem impedir a replicacédo da célula e estas
tendem a apresentar um fenétipo senescente que inclui aumento do volume celular
e aparéncia achatada. Estas células se tornam refratarias a mitbgenos ou fatores
de crescimento e modificam dramaticamente a sua expresséo génica e estrutura da
cromatina; (3) conforme a intensidade dos danos no DNA a proteina p53 também
pode induzir a apoptose por via mitocondrial (intrinseca) ativando a expressao do
gene BAX e inibindo a expressédo do gene Bcl-2. O aumento nos niveis da BAX
induz a ocorréncia de poros na membrana mitocondrial, com subsequente liberagao
do citocromo C para o citoplasma. A presenca desta molécula acaba por ativar as
rotas das caspases (CASP), incluindo a CASP-8 que € uma molécula iniciadora
a CASP 3 que é uma proteina executora do processo apoptoético (NICOLAI et al.,
2015; BARBON et al., 2016; ALMEIDA, 2017; FERRER et al., 2017).

A inativacdo do gene p53 ou mutacdo em um dos seus alelos, como ocorre
na sindrome de Li-Fraumeni, é caracterizada pela formagcdo de grande numero
de tumores, estreita a relacdo entre exposicdo a raios UV, dano no DNA e
desenvolvimento de cancer de pele. Esses acontecimentos intranucleares séo, na
verdade, indutores da sintese de p53 e moléculas acessorias, como p21 e BAX
responsaveis pela parada do ciclo antes da sequéncia replicativa, visto que os
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niveis proteicos de p53 na célula estdo, geralmente, em niveis basais (BENJAMIN
e ANANTHASWAMY, 2007).

Outra questao importante diz respeito ao aumento da meia-vida proteica da
p53 em células expostas a irradiagdo. Normalmente o produto do gene p53 tem
duracdo curta dentro da célula, no entanto, considerando que a elevacao de suas
taxas pode significar, a nivel celular, a possibilidade de inicio de carcinomas, a maior
estabilizacao da proteina transcrita para atuar no reparo do DNA se faz necessaria
(BENJAMIN e ANANTHASWAMY, 2007).

Além disso, 0 gene p53 possui sequéncias di-pirimidinas no loco, o que, pela
acao UV, favorece o surgimento de mutagdes no proprio gene de reparo como
visto em camundongos. Brash et al (2005) demonstraram que a irradiacdo UV nao
apenas induz a mutacéo do gene, mas impulsiona o ciclo replicativo dessas células
alteradas ao induzir apoptose em células normais vizinhas, criando um ambiente
onde se faz necessario preenchimento com novas células, contando com a sintese
de fatores de crescimento e citocinas, bem como ativacdo de seus receptores.

E importante ressaltar que, quando suprimida nas células, a p53 ndo executa
a via de interrupgcao do ciclo e a célula pode sofrer estimulos que a induzam a
avancar nas agdes de replicacdo independente do comprimento telomérico. Dada
essa condicdo, pode ser precoce, mas ndo descartada, a ideia de que a p53 seja
mais decisiva na senescéncia e integridade celular do que a telomerase (MELO,
2015; MACIEJOWSKI e DE LANGE, 2017).

O envelhecimento estd associado a uma menor eficiéncia energética, o
que esta por sua vez, envolvido com processos mitocondriais. Nesse quesito, a
proteina p53 também desempenha papeis no controle bioenergético, ao afetar vias
metabodlicas dependentes da integridade da mitocdndria (por induzir o citocromo
C oxidase) e sensibilidade a horménios, como a insulina (Figura 1) (RUFINI et al.,
2013; CAMPISI, 2016; ZHANG et al., 2011).
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Figura 1: Vias de interesse sob a influéncia da p53. (A) Sintese diferenciada conforme o
estado celular; (B) Importancia na parada do ciclo celular para execuc¢éo de reparos, inducao
de apoptose e, quando suprimida, surgimento de neoplasias; (C) Exemplificacdo de Splicing

alternativo da p53. Fonte: Mastella, 2018

Um fator interessante a ser mencionado sobre a p53 é sua versatilidade de
splicing alternativos (Figura 1C), ou seja, de uma vez formada a fita de pré-RNAm
haver retirada diferenciada de introns e éxons que compde a fita Unica, permitindo
gue 0 mesmo gene dé origens a diferentes proteinas, como a p16, p21 e p44 Os
processos de senescéncia podem ser afetados quando ocorre desequilibro de p53
e suas variantes, indicando que a modulagcdo dos processos de envelhecimento
requerem a presenca da p53 (MAIER et al., 2004; PEHAR et al., 2014).

Ainda, estudos demonstraram a capacidade reguladora da Sir1 (Sirtuina)
sobre a p53 em células sob senescéncia ou ja envelhecidas, corroborando acerca
das diferentes vias influentes nos processos de envelhecimento, ndo apenas
produzirem influéncias de modo isolado, mas cooperativamente (DESCHENES e
CHABOT, 2017).

O teldmero € uma regidao importante pelo seu desempenho como protetor
do cromossomo estando muito além da caracteristica de “reldgio bioldgico”. Isto
porque, em certo grau também limita fusbes entre diferentes cromossomos. Isso
€ possivel gragcas as extensas repeticdes ricas em guaninas nas terminagoes, que
permitem a dobra sobre si mesmo, formando o chamado T-loop (Figura 2A) que,
nas extremidades, também impede o0 acesso da maquinaria proteica de sintese
(LEMOS, 2015).
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Visto que a sintese de DNA ocorre no sentido 5° — 3’, é observada uma
perda progressiva de nucleotideos na extremidade 3’ a cada replicacédo devido a
incapacidade replicativa exercida pela DNA polimerase em finalizar a sintese (Figura
2B) (LIBERTINI e FERRARA, 2017). O encurtamento telomérico continuo decorrente
de sucessivas divisdes celulares induz a célula a um estado de senescéncia o
que pode, posteriormente, acarretar em morte celular, processo mais comumente
observado com o avancar da idade (Figura 2C) (CARCANO, 2016; HEIDENREICH
e KUMAR, 2017).

A telomerase é uma enzima com atividade catalitica de transcriptase reversa
com capacidade de reconhecer teldbmeros encurtados, em outras palavras, ela
permite a criacdo de um molde na extremidade do teldmero onde a sintese néo foi
concluida, possibilitando que a DNA polimerase siga a sequéncia substituindo pelos
nucleotideos adequados conforme avanca (GAO, 2015; LIU e XING, 2016).
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Figura 2: Funcionamento e a¢des da telomerase nos teldomeros. (A) Formacao de T-loop na
extremidade do cromossomo. (B) Prolongamento telomérico pela agcéo da telomerase. (C)
Senescéncia decorrente da divisdo. Fonte: Mastella, 2018.

Ao apresentar essa questao se evidencia que a telomerase fornece potencial de
replicacao ilimitado, uma vez que o 6nus da reducéo telomérica seria compensado
por sua reconstrucao através da acdo enzimatica. No entanto, é caracteristico de
células normais, saudaveis e em diferenciacdo que a telomerase se apresente em
niveis pouco expressivos e, assim, nédo tenha ou forneca discreta acdo (BARBON,
2016; HEIDENREICH e KUMAR, 2017). Fora desse escopo, a expressao e atividade
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excessiva da telomerase sdo encontradas em células-tronco embrionarias devido
a intensa duplicacao para formacéao tecidual, bem como em células cancerosas ou
tumorais onde se instala divisdo celular descontrolada, fornecendo, em ambos os
casos, capacidade proliferativa indefinida (GAO, 2015; BARBON, 2016).

Com base nestas caracteristicas o estudo da expressao proteica e génica
da telomerase fornece informacdes sobre o estado potencial de senescéncia
celular, principalmente queratindcitos e fibroblastos que sé&o as principais células
constituintes da pele.

Estresse oxidativo e senescéncia celular

Uma das teorias mais populares do envelhecimento biolégico € a chamada
“teoria dos radicais livres” que foi proposta por Harmann nos anos 50. Esta teoria
considerava que a maior parte dos efeitos deletérios observados nas organelas,
células e tecidos era causada por niveis elevados e descontrolados das EROs.
Posteriormente esta teoria foi reforcada na medida em que se evidenciou o papel
da disfuncdo mitocondrial na elevacédo nos niveis de EROs e estabelecimento de
estados de estresse oxidativo (HARRIS, 2009; TEIXEIRA e GUARIENTO, 2010).
No interior dessas organelas, o0 oxigénio passa pela cadeia transportadora de
elétrons gerando ATP (Trifosfato de Adenosina), ou seja, energia metabdlica. Isto
porque, na respiracdo aerdbia conduzida na mitocéndria, a redugéo do oxigénio &
incompleta e conduz a geracéo de diferentes EROs, tais como o radical superdxido
(O,") e o perdxido de hidrogénio (H,0,), considerado o principal contribuinte dos
danos oxidativos (VITALE et al., 2013). O H,O, é capaz de originar outras EROs,
principalmente o radical hidroxila (OH-), que por ter uma meia vida bastante curta
dificilmente é sequestrado in vivo (PERL, 2013; BARBISAN et al., 2014).

Por outro lado, evidéncias posteriores também descreveram que, em niveis
baixos e controlados alguns tipos de EROs, como o oxido nitrico e o perdxido de
hidrogénio atuavam como moléculas sinalizadoras de algumas rotas celulares
associadas com a sua proliferacdo, migragcao, sobrevivéncia e diferenciagcao celular
(RANG e DALE 2012; MACHADO et al., 2014).

Como mecanismos de controle dos niveis de EROs, organismos aerdbios
incluindo os seres humanos possuem dois sistemas principais de defesa antioxidante:
0 exogeno e o enddgeno. O sistema exdgeno é adquirido via alimentacéo através
do consumo e absor¢cdo de moléculas bioativas com ag¢ao redutora de moléculas
oxidativas. O sistema enddgeno €& constituido por um conjunto de enzimas
antioxidantes com destaque para: Superéxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT)
e Glutationa Peroxidase (GPX) (Figura 3) (MONTAGNER, 2010). Entretanto, cabe
também salientar que o organismo também é capaz de produzir moléculas com

acao antioxidante que n&o sao enzimas, como é o caso da glutationa.
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No sistema antioxidante enzimatico, a primeira linha de defesa é constituida
pela enzima SOD, que catalisa a reagédo de O,” em H,O,. Existem trés isoformas
da enzima SOD, sendo que a isoforma SOD dependente de manganés (MnSOD
ou SOD2) tem papel crucial na sobrevivéncia celular, uma vez que atua no interior
da mitocondria dismutando O,'que €& constantemente produzido pela cadeira
respiratdéria em um processo conhecido como vazamento do superdxido (em inglés
superoxide-leak). O H,O, produzido pela reagdo da SOD2 é catalizado por trés
enzimas, que atuam conforme o compartimento celular: a CAT, a glutationa reduzida
e a GPX catalisam a degradacéo de H,0, em H,O (agua). Assim, essas enzimas séo
capazes de neutralizar os agentes oxidantes, e manté-los em niveis adequados no
organismo (NEVES et al., 2014). No caso, o estresse oxidativo se instaura quando
h& uma queda no sistema de defesa enzimético e/ou um aumento na producgao de
EROs (HALLIWELL, 2007).

Estudos demonstram que o estresse oxidativo estd intimamente associado
ao processo de envelhecimento e morte celular por apoptose. As EROs tém sido
consideradas como pré-requisito para o processo inflamatério e apoptético, o
estresse oxidativo teria assim, um papel central em processos de envelhecimento
celular, além de patologias e perda da homeostase do organismo (SINHA et al.,

WA
H
- )
Xenobidticos  Fatores Ambientais Ox'dmm \fo

H-N H- N \ i
P\ ' / >§N <" h
AN <X ) Danos ao DNA a N

=, ‘/ )'/‘,«"/ H Guanina H 8- oxiguanina
I3 S
el < 577 I, EROs %
Epiderme Danos a 1

[/ \ proteinas = &

I -1

Derme ) S h * Carbonilagio
EROs ]
Danos a w
proteinas
T e
Danos a N
lipideos .\': t N
OH Agregagio Protedlise
ON/V\

Figura 3: As EROs tém sua formagédo aumentada pela incidéncia de radiacao UV, exposicao a
fatores ambientais e xenobibticos. As EROs podem causar danos protéicos do tipo agregador
ou lisante e danos lipidicos que podem vir a afetar a membrana celular, tornando-a mais
permeavel e, assim, interferindo na sua homeostase e desestabilizando o tecido e favorecendo
0 aparecimento de patologias associadas. Fonte: o autor.

Inflamacao e senescéncia celular

O termo “inflammaging”, cunhado no inicio dos anos 2000 pelo pesquisador

Claudio Franceschi, tem sido usado para definir o sistema estéril (na auséncia
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de infecgdo) crénico e de baixo grau de estado de inflamacédo que hoje em dia
€ considerado um essencial biolégico do processo de envelhecimento. De fato,
a inflamagcdo &€ um processo benéfico como uma resposta imune a condicdes
prejudiciais, mas com o envelhecimento ha uma reducéao na capacidade de suportar
desencadeantes antigénicos, quimicos, fisicos e nutricionais, tornando-se crénica
e de baixo grau, levando aos tecidos disfuncao e degeneracdo (LEONARDI et al.,
2018).

Numerosas evidéncias tém mostram que aparentemente diferentes doencgas
crbnicas nao-transmissiveis, incluindo cancer, morbidades cardiovasculares e
diabetes tipo 2 tém em comum um quadro de inflamacé&o crénica de baixo grau.
Assim, estudos epidemiol6gicos tém sugerido relacdo entre niveis aumentados de
inflamacao mediados pela interleucina (IL) -6 ou proteina C-reativa (CPR) a multiplas
doencas relacionadas a idade (VASTO et al., 2009; LEONARDI et al., 2018).

A associacdo de inflamacéo crbnica e senescéncia celular ocorre ja que,
apesar de células senescentes interromperem sua atividade replicativa, elas ainda
assim continuam metabolicamente ativas, principalmente em nivel transcricional,
interferindo no seu microambiente via ocorréncia do chamado “fenétipo senescente”.
Com este fendétipo, as células podem alterar a quantidade e qualidade de produgao
de proteinas e também diminuir a eficiéncia na catalise de residuos metabdlicos
pelos lisossomos. Além disso o estresse oxidativo também pode gerar uma maior
quantidade de residuos metabdlicos que podem permanecer dentro das células
ou no meio extracelular. Este grupo de elementos ndo desejaveis passou a ser
denominado de “padrdao molecular associado aos danos” (DAMPs). As DAMPs
podem atuar como indutoras de respostas inflamatérias, por ativarem células imunes
como os macrofagos de modo similar ao que ocorre na presenga de patdgenos.
Na medida que a produc¢do e o acumulo de DAMPs nao é controlado pode se
estabelecer quadros inflamatérios cronicos, via manutencéo de niveis elevados de
citocinas pro-inflamatérias como a IL-1B, IL-6, TNF-a, e niveis baixos de citocinas
antioxidantes como a IL-10. Por este motivo, Huang et al (2015) propuseram
que as DAMPs representariam biomarcadores ideais do envelhecimento celular
constituindo um alvo atraente para intervengdes no envelhecimento e também nas
doencas associadas a idade.

CONCLUSAO

A pele é um 6rgao multifuncional e esté sujeita a envelhecimento intrinseco e
extrinseco, resultando em perda de capacidade funcional. O envelhecimento cutaneo
se manifesta como uma mudanca observavel na aparéncia externa da pele, sendo o
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principal acelerador do processo de envelhecimento nossas interagdes com o0 meio
ambiente, como a exposi¢ao crénica a irradiacao solar (UV, IV ou comprimentos
de onda visiveis da luz). Assim, conforme o que foi exposto a compreenséo dos
aspectos moleculares do envelhecimento cutaneo é de fundamental relevancia para
o desenvolvimento de novos métodos preventivos e de tratamento.
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