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APRESENTACAO

As Ciéncias Biologicas abrangem multiplas areas do conhecimento que se
dedicam ao estudo da vida e dos seus processos constituintes, sejam elas relacionadas
a saude, biotecnologia, meio ambiente e a biodiversidade. Dentro deste contexto,
o E-book “As Ciéncias Biologicas e a Interface com vérios Saberes 2", apresenta
24 capitulos organizados resultantes de pesquisas, revisdes de literatura, ensaios
teoricos e vivéncias de diversos pesquisadores do Brasil.

No capitulo “ASPECTOS MICROBIOLOGICOS DE COMPOSTOS
ORGANICOS PROVENIENTES DE COMPOSTAGEM DOMESTICA EM SAO LUIS
- MA” Vasconcelos e colaboradores investigaram a presenga de Samonella ssp. e de
coliformes termotolerantes em compostos organicos provenientes de compostagem
de residuos domésticos de um bairro localizado na zona urbana de Sédo Luis,
Maranhdo. Carvalho e colaboradores em “INCIDENCIA DE STREPTOCOCCUS
AGALACTIAE EM CULTURA DE SWAB VAGINAL E ANORRETAL ANALISADAS
EM LABORATORIO PARTICULAR DE BELEM DO PARA” descreveram a incidéncia
de Streptococcus agalactiae em amostras coletadas em sitios anais e vaginais de
gestantes provenientes de um laboratério particular de Belém do Para.

Em“ASCARIDIASE: UM GRAVE PROBLEMADE SAUDE PUBLICANO BRASIL
E NO MUNDOQO” Soares e colaboradores apresentam uma revisao sobre a parasitose
causada por Ascaris lumbricoides discutindo seu modo de transmisséo, sintomas,
epidemiologia, tratamento e profilaxia. No capitulo “PERFIL EPIDEMIOLOGICO DE
DERMATOFITOSES EM PACIENTES ATENDIDOS EM UM LABORATORIO DA REDE
PRIVADA DE MACEIO — AL” Calumby e colaboradores avaliaram a frequéncia de
dermatofitoses em pacientes atendidos em um laboratorio da rede privada de Maceio,
Alagoas, e obtiveram dados epidemiol6gicos sobre a dimensao desta problematica,
as quais podem servir como fonte de informagdes para érgédos publicos e para a
comunidade cientifica.

Sobrinho e colaboradores no capitulo “PRINCIPAIS TECNICAS APLICADAS A
DETECCAO DO PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV) EM TUMORES ASSOCIADOS:
BREVE REVISAO DE LITERATURA” realizaram uma breve revisdo de literatura sobre
este tema, abordando os aspectos gerais da infeccao por HPV, seus mecanismos de
oncogénese e a reposta celular a presencga do virus. Também foram discutidos no
capitulo os principais métodos utilizados na deteccao do virus, abordando as técnicas
que se baseiam na deteccéo do genoma viral como a PCR (polymerase chain reaction)
e a Captura Hibrida, e aqueles baseados na observagéo de altera¢cdes morfoldgicas
induzidas pelo virus como a deteccdo de coilocitos e a imuno-histoquimica. Em
“CARCINOMA ORAL DE CELULAS ESCAMOSAS: RELATO DE CASO E REVISAO



DE LITERATURA” Castro e colaboradores trazem um relato de um caso clinico-
cirtrgico de carcinoma de células escamosas de lingua, bem como, apresentam uma
revisdo literaria explorando a caracterizagéo clinica, sintomatologia, diagnostico e
tratamento da doenca.

Serpe e Martins no capitulo “POLIMERO POLI-E-CAPROLACTONA
ASSOCIADO A FARMACOS PARA CONTROLE DA DOR E INFECCAO: UMA
REVISAO DA LITERATURA” efetivaram uma revisdo na literatura especializada
sobre os sistemas de liberagdo controlada a base do polimero poli-e-caprolactona
(PCL), focando em seu uso associado aos anestésicos locais, antiinflamatérios nao
esteroidais (AINEs) e antibiéticos. O capitulo de autoria de Fernandes e Suldofski
“PREVALENCIA DE DOENGCA RENAL CRONICA E SUA RELACAO COM O NT-
PROBNP EM PACIENTES DE UM HOSPITAL UNIVERSITARIO NO PARANA” trazem
dados sobre a prevaléncia dos estagios de DRC em uma populacdo de pacientes
que realizaram dosagem de NT-ProBNP e estudaram a relacé@o entre os niveis deste
marcador e Taxa de Filtracdo Glomerular (TFG) calculada por CKD-EPI.

Tuono e colaboradores em “TERMOGRAFIA INFRAVERMELHA NO FUTEBOL
FEMININO DE ELITE: ANALISE DE MEMBROS INFERIORES EM REPOUSO
DURANTE AS FASES DO CICLO MENSTRUAL” analisaram a temperatura da pele
dos membros inferiores, em repouso, de jogadoras de futebol de elite do Brasil,
durante as diferentes fases do ciclo menstrual. Alves e colaboradores no capitulo
“AVALIACAO DA QUALIDADE DE VIDA ASSOCIADA A CRONOBIOLOGIA EM
TRABALHADORES DE TURNO DE UM HOSPITAL UNIVERSITARIO DOS CAMPOS
GERAIS” analisaram o perfil cronobiologico da equipe de enfermagem responsavel
pela clinica médica do Hospital Universitario Regional dos Campos Gerais (HURCG),
visando correlacionar o cronotipo com a qualidade de vida dos individuos estudados.

No capitulo “A EXPOSICAO AOS AGROTOXICOS NA SAUDE HUMANA”
Tenbrio e colaboradores discutem sobre as implicagcdes negativas que o contato direto
e indireto com essas substancias pode acarretar na salde humana. Em “EXTRATOS
DE DALEA COMO POTENCIAL PARA FITO-INGREDIENTES: AVALIACOES
ANTIOXIDANTES, ANTITIROSINASE, ANTIFUNGICA E CITOTOXICIDADE IN
VITRO” Gaudio e colaboradores analisaram as propriedades quimicas e biolégicas
de Dalea leporina, espécie sem estudo quimico ou biol6gico, e a comparou com
as espécies D. boliviana e D. pazensis visando verificar a existéncia de atividade
antioxidante, antitrosinase e antifungica.

No capitulo “AVALIACAO DA CAPACIDADE DE DEGRADACAO DE MATERIA
ORGANICA DE EFLUENTES LACTEOS POR LEVEDURAS” Ribeiro e colaboradores
avaliaram a capacidade de degradacdo da matéria organica presente no soro de
ricota, que &€ um dos principais efluentes das industrias de laticinios, e, analisaram

a dosagem de acuUcar redutor e proteinas totais antes e ap6s a fermentagcé@o. De



autoria de Pessoa, Mesch e Guzman, o capitulo “ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE
OLEOS ESSENCIAIS DE PLANTAS SOBRE ISOLADOS DE ALTERNARIA SOLANI,
CAUSADOR DA PINTA PRETA NO TOMATEIRQO” avaliaram o efeito antifiungico dos
Oleos de eucalipto (Eucalyptus globulus), melaleuca (Melaleuca quinquenerviano),
citronela (Cymbopogon winterianus) e cravo-da-india (Syzygium aromaticum) no
controle do fungo causador da pinta preta do tomate em condigbes in vitro.

O capitulo “DESCRIGAO ANATOMICA DA CAVIDADE ORAL DE TUBARAO-
MARTELO, SPHYRNA LEWINI” de autoria de Vargas e colaboradores apresenta um
estudo morfolégico detalhado da cavidade oral de Sphyrna lewinii e correlacionam
o tamanho, as estruturas e formatos ao tipo de alimentacéo e habito de forrageio
desde animal. Silva e colaboradores em “MARCADORES MITOCONDRIAIS
REVELAM BAIXA VARIABILIDADE GENETICA DE PROCHILODUS NO SISTEMA
HIDROLOGICO PINDARE-MEARIM” utilizaram sequéncias do genoma mitocondrial
para identificar e estimar os niveis de variabilidade genética de Prochilodus na
tentativa de esclarecer o status taxondémico de P. lacustris de ocorréncia nas bacias
hidrogréficas Pindaré e Mearim do Maranh&o.

Em “QUANTIFICACAO DO ACIDO URSOLICO PRESENTE EM EXTRATOS
HIDROETANOLICOS DE DIFERENTES PARTES DA NESPERA” Santos, Silva
e Fante realizaram um estudo quantitativo do acido ursoélico presente em extratos
de diferentes partes da néspera. Gongalves e colaboradores em “TOXICIDADE EM
NIVEL CELULAR DE PRODUTOS SANEANTES DE POLIMENTO DE UTENSILIOS
DE ALUMINIO PRODUZIDOS E COMERCIALIZADOS NO BRASIL” investigaram
por meio de meristemas de raizes de Allium cepa, em dois tempos de exposi¢ao
e trés concentrag¢des/diluicbes, os potenciais citotoxicos e genotoxicos de produtos
“prilha aluminios” produzidos e comercializados no pais. No capitulo “QUALIDADE
BIOLOGICA DO SOLO EM AREAS CULTIVADAS COM CANA-DE-ACUCAR NO
ESTADO DE GOIAS” Faquim e colaboradores estudaram a influéncia da cultura
da cana-de-agUcar nos atributos bioldgicos do solo, em duas regides do estado de
Goiéas (Quirinopolis e Goianésia), em talhdes de cana-de-aclUcar com diferentes anos
de implantagcéo, de modo a identificar se ha equilibrio, sustentabilidade e possiveis
modificagcdes no solo em decorréncia do cultivo da cana-de-acgUcar.

Pinheiro e Silva em “ELABORACAO DE MATERIAL DIDATICO PARA ACOES
DE EDUCACAO E SAUDE SOBRE CANCER DE PELE NA EJA NA COMUNIDADE
PESQUEIRA DE PIACABUCU/AL” descrevem o processo de construcdo e aplicagéo
de um material didatico desenvolvido para auxiliar na execucdo de acgbes de
educacao e saude em uma escola da rede publica ha modalidade EJA no municipio
de Piagabugu, Alagoas. Pinto e colaboradores no capitulo “ANALISE DE CONCEITOS
GEOCIENTIFICOS ABORDADOS EM UM LIVRO DIDATICO DO 6° ANO UTILIZADO
EM UMA ESCOLA MUNICIPAL NA CIDADE DO RIO DE JANEIRO” analisaram a



eficiéncia do contetdo de geociéncias em um livro didatico em comparagédo com a
Base Nacional Comum Curricular.

O capitulo de autoria de Pozzebon e Lima “MANDALA SENSORIAL COMO
RECURSO PEDAGOGICO PARA INCLUSAO DE ALUNOS COM NECESSIDADES
ESPECIAIS NO ENSINO DE BOTANICA E EDUCACAO AMBIENTAL” utilizaram-
se de uma Mandala Sensorial, construida na Universidade Tecnol6gica Federal do
Parana, para possibilitar a construgdo do conhecimento de Educagcdo Ambiental e
Botanica, além de promover a inclusédo de alunos atendidos pela sala de recursos
multifuncionais de um Colégio do municipio de Dois Vizinhos em Parana. Em
“ANALISE E AVALIACAO DOCUMENTAL DAS ORIENTACOES CURRICULARES
PARA O ENSINO DE CIENCIAS NA EDUCACAO INDIGENA: UM OLHAR PARA
A BOTANICA” Marques e colaboradores realizaram uma anéalise documental e
bibliografica sobre o ensino indigena com foco no conteudo de botanica, presentes
nas orientacdes Curriculares nacionais e estaduais vigentes para o ensino de Ciéncias
e Biologia. Pozzobon e Merli no capitulo “SUSTENTABILIDADE AMBIENTAL E
BIOCOMBUSTIVEIS NO CONTEXTO EDUCACIONAL” investigaram na literatura
especializada elementos que buscam sistematizar as discussdes a tematica ambiental
e a producdo de energia limpa dentro da area da educacao, visto que estes devem
ser trabalhados para o processo de socializagdo dos conhecimentos cientificos e uma
mudanca de perfil socioambiental das geracdes futuras.

Em todos esses trabalhos, percebe-se a linha condutora entre as Ciéncias
Bioldgicas e suas interfaces com diversas areas do saber, como a Microbiologia,
Parasitologia, Anatomia, Biologia Celular e Molecular, Botanica, Zoologia, Ecologia,
bem como, estudos envolvendo os aspectos das Ciéncias da Saude, Ciéncias
Ambientais, Educagdo em Ciéncias e Biologia. Espero que os estudos compartilhados
nesta obra contribuam para o enriquecimento de novas praticas académicas e
profissionais, bem como possibilite uma visdo holistica e transdisciplinar para as
Ciéncias Bioldgicas em sua total complexidade. Por fim, desejo a todos uma 6tima
leitura.

Clécio Danilo Dias da Silva
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RESUMO: Os residuos organicos representam
cerca de 60% dos residuos solidos produzidos em
domicilios, a técnica de compostagem doméstica
€ tida como uma alternativa de aproveitamento
desses residuos, além de ter forte impacto social
e econdmico, porém é necessario que esses
residuos estejam livres de microrganismos

As Ciéncias Biologicas e a Interface com varios Saberes 2

patogénicos ao final do processo. O objetivo
deste trabalho foi identificar a presenca de
Salmonella ssp e coliformes termotolerantes em
compostos organicos produzidos pela técnica
da compostagem doméstica na zona urbana de
Sé&o Luis - MA. Durante 30 dias foram coletados
residuos orgénicos de 5 familias em um bairro
de Séo Luis, totalizando 53,5 kg de residuos
depositados separadamente em composteiras
domésticas que foram monitoradas a temperatura
e aeracao por um periodo de 95 dias. Decorrido
o tempo de compostagem, as amostras das
composteiras foram analisadas em ftriplicata
para determinacdo de coliformes termotolerantes
e Salmonella ssp. Os resultados mostraram
satisfatérios para auséncia de Salmonella ssp.
e para Escherichia coli (< 3 NMP/g), principal
representante dos coliformes termotolerantes, a
temperatura dos compostos variou entre 41-45 °C
de méaximas durante a fase mesofilica validando
a metodologia realizada no decorrer da pesquisa.
Assim, a pesquisa mostrou a eficiéncia do uso
das composteiras domésticas para tratamento
de compostos organicos, a possibilidade da
diminuicdo da geragéo de lixo e de uso correto de
residuos organicos para favorecer a conservacgao
ambiental.

PALAVRAS-CHAVE: Composteiras. Residuos.
Salmonella ssp. Coliformes termotolerantes.

MICROBIOLOGICAL ASPECTS OF
ORGANIC COMPOUNDS FROM
DOMESTIC COMPOSTING IN SAN LUIS
- MA

ABSTRACT: Organic waste represents about
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60% of the solid waste produced in home, the domestic composting technique is
considered an alternative to use this waste, in addition to having a strong social and
economic impact, however it is necessary that these residues are free of pathogenic
microorganisms at the end of the process. The objective of this work was to identify
the presence of Salmonella ssp and thermotolerant coliforms in organic compounds
produced by the technique of domestic composting in the urban area of Séao Luis -
MA. During 30 days, organic waste was collected from 5 families in a neighborhood
of S&o Luis, totaling 53.5 kg of waste deposited separately in domestic compost
containers that were monitored for temperature and aeration for a period of 95 days.
After composting time, the samples of the composters were analyzed in triplicate to
determine thermotolerant coliforms and Salmonella ssp. The results were satisfactory
for the absence of Salmonella ssp. and for Escherichia coli (<3 NMP / g), the main
representative of thermotolerant coliforms, the temperature of the compounds varied
between 41-45 ° C maximum during the mesophilic phase, validating the methodology
carried out during the research. Thus, the research showed the efficiency of the
use of domestic composters for the treatment of organic compounds, the possibility
of reducing the generation of waste and the correct use of organic waste to favor
environmental conservation.

KEYWORDS: Composters. Waste. Salmonella ssp. Thermotolerant coliforms.

11 INTRODUGAO

A populagé@o era sobretudo rural outrora a revolugéo industrial, originando
residuos organicos que eram considerados de baixa relevancia ao meio ambiente,
hodiernamente a maioria da populagao passou a ser urbana, ocasionando uma alta
taxanageragao deresiduos solidos responsaveis por consequéncias socioambientais
negativas (OLIVEIRA e CARVALHO, 2017). O aumento descontrolado das cidades
desde o século XX, com o decorrente crescimento da geragao de residuos, promove
uma apreenséo relacionada com o modo ao qual é feito o descarte dos residuos
(BAPTISTA et al., 2019).

Conforme NBR 13591 (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS
TECNICAS, 1996), compostagem pode ser entendida como um sistema biolégico
de degradacdo da fracdo organica biodegradavel, realizada por heterogénea
populacéo de organismo, em condi¢des adequadas que propiciam aerobiose dentre
outros fatores, com duas fases que diferem entre si: fase de degradacéo ativa e fase
de maturacédo. Franco et al. (2018) afirmam que a temperatura do composto devera
oscilar entre 40-60°C para que possa ocorrer higienizagdo dos microrganismos que
poderiam causar algum tipo de patologia.

Doencas que podem ocasionar diarreias agudas s&o provocadas pela
ingestdo de alimentos e &agua contaminadas, principalmente por Escherichia
coli e Salmonella ssp, (MARQUEZ et al. 2019). A Salmonella ssp. sao bactérias

responsaveis por zoonoses como a salmonelose tiféide e néo tifoide, em casos mais
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graves podem levar a morte, a Escherichia coli também é uma bactéria causadora
de maleficios a saude, que provoca doengas como sindrome hemolitico-urénico,
infeccbes urinarias e a colite hemorragica, além de ocasionar mortalidade, ao
mesmo tempo, a maioria dessas bactérias s&o inofensivas e contribuem para o bom
funcionamento do sistema digestivo (SANTOS et al., 2019; BRASIL, 2011). A atual
legislacdo do Brasil preconiza pardmetros microbiolégicos de Salmonella ssp., ovos
viaveis de helmintos e coliformes termotolerantes como indicadores de qualidade
do composto orgénico. Essas concentragbes permitidas em condicionadores e
fertilizantes organicos estdo descritas nas Instrucbes Normativas SDA/MAPA n°
27/2006 e n° 7/2016.

A vista disso, fica evidenciado que medidas como a compostagem devam
ser empregadas de forma adequada a fim de mitigar os impactos negativos
causados pelos residuos organicos e redugéo a niveis toleraveis de microrganismos
patogénicos no composto final. Nesta pesquisa objetivou-se identificar a presenca
de Samonella ssp. e de coliformes termotolerantes em compostos organicos
provenientes de compostagem de residuos domésticos de um bairro localizado na
zona urbana de Séo Luis.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta dos residuos organicos

Os residuos foram coletados em cinco familias no bairro do Monte Castelo,
localizado em Sé&o Luis - MA e depositados separadamente em composteiras feitas
com recipientes de plastico com capacidade de 16 kg, sendo um recipiente coletor
de residuos solidos e um coletor de percolato. Os residuos foram transportados para
a unidade de compostagem instalada no Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e
Tecnologia do Maranhdo — Campus Monte Castelo. As designacoes F1, F2, F3,
F4 e F5 foram dadas para que houvesse diferenciacdo das composteiras, além
de melhorar a identificacédo e para evitar possiveis contamina¢des microbiolégicas
entre os residuos de cada participante (Figura 1).

As Ciéncias Biologicas e a Interface com varios Saberes 2 Capitulo 1 _



Figura 1 — Composteiras instaladas na unidade de compostagem
Fonte: O Autor (2019)

Os residuos organicos permaneceram monitoradas por 95 dias dentro das
composteiras com revolvimentos a cada dois dias e avaliagéo de temperatura diaria.
Foram depositados 53,5 kg de residuos orgénicos, no somatério entre todas as
familias, juntamente com folhas secas de Ficus benjamina encontradas na unidade
de compostagem estabelecendo uma relagéo utilizada de 2:1 (duas partes de folhas
secas para uma parte de residuos) para que ocorresse a compostagem de forma
correta.

2.2 Analises Microbiol6gicas

As analises de Salmonella ssp. e coliformes termotolerantes foram realizadas
conforme metodologia proposta por Silva et al. (2017), com uso de 25 g da amostra
de composto de cada familia diluida em 225 ml de Agua Peptonada. No teste
presuntivo para coliformes termotolerantes foi utilizada aliquotas contendo 1 ml das
diluicdes 10", 102 e 10 nas quais utilizou-se trés tubos seriados com 9 ml de caldo
Lauryl Triptose contendo tubos de Duhan em triplicata de F1, F2, F3, F4 e F5, logo
em seguida foram colocadas em estufa com temperatura de 35° C durante 24-48
horas de incubacéo. Decorrido esse periodo, os tubos que apresentaram turvamento
com presenca de bolha dentro do tubo de Duhan foram tidos como positivos e
estes tiveram uma alcada transferida para tubos contendo caldo Escherichia coli
(coliformes termotolerantes) e posicionados dentro do banho-maria com temperatura
de 45° C. A contagem de coliformes foi realizada com auxilio da técnica de Numero
Mais Provavel (NMP).

Para analise de Samonella ssp. foi utilizado 25 g da amostra de cada
composto (F1, F2, F3, F4 e F5) diluida em 225 ml de Agua Peptonada e levadas a
estufa com temperatura de 35° C durante 18 horas de incubagéo. Decorrido este
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periodo de pré-enriquecimento, procedeu-se inoculagdo 0,1 ml em 10 ml de Caldo
Rappaport de 1 ml em 10 ml de Caldo Selenito, incubando-os em 42° C e 35° C,
respectivamente por 24 horas. Os tubos que apresentaram turvacdo do meio de
cultura foram plaqueadas em Agar Xilose Lisina Descarboxilase e em Agar Entérito
Hectoen, incubadas em estufa a 35° C durante 24 horas.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

As amostras coletadas separadamente de cada composteira tiveram
resultados satisfatérios quanto a auséncia de Salmonella ssp. em todas as amostras
analisadas e coliformes termotolerantes com respostas < 3 NMPOg em todas as
amostras, tal fato pode ser justificado pelas temperaturas médias alcancadas
durante os primeiros dias de compostagem em F1, F2, F3, F4 e F5, variando entre
41-45 °C de maximas e pelos revolvimentos semanais realizados nos residuos.
Andrade et al. (2018) encontraram valores médios de temperatura entre 40-70
°C em compostagem controloda de temperatura e aeragdo de residuos agricolas
organicos, sendo caracterizado pelos autores como fase termofilica. Chinakwe et
al. (2019), em pesquisa com esterco de vaca e residuos sélidos urbanos coletados
seletivamente na fonte geradora, verificaram a eliminagéo total de coliformes fecais
e Samonella ssp. com valores de temperatura entre 47-60 °C. Silva et al. (2019)
também nao detectaram a presenga de Salmonella ssp, porém na mesma pesquisa
em compostagem de residuos de pescados com maravalha de pinus e cascas
de arroz, os autores encontraram E. coli. Heck (2013) afirma que a destruicdo
de microrganismos patogénicos deve ser garantida durante a fase termofilica do
processo de compostagem.

Néo foram realizadas andlises de ovos viaveis de helminto conforme
estabelecido pela Instru¢cdes Normativas SDA/MAPA n° 27/2006 e n° 7/2016. devido
ao fato de que houve coleta seletiva diretamente na fonte geradora de residuos,
ndo havendo qualquer tipo de presenca de fezes ou outros tipos de residuos
gastrointestinais, fato este que também contribuiu para os bons resultados para
coliformes termotolerantes (cuja a bactéria E. coli é a principal representante sendo
sua presenca ligada diretamente a contaminacéo de origem fecal) e Salmonella
ssp que também possui ligacao direta com fezes de animais, incluindo os animais
domésticos de sangue quente. Silva et al. (2019), afirmam que deve-se tomar
cuidado maior ao utilizar alimentos de origem animal que contenham materiais
gastrointestinal na compostagem devido ao fato de serem mais facilmente
encontrados microrganismos com potencial causador de doenca.

Os resultados sustentam que todos os compostos produzidos com os residuos
de cada familia estavam em conformidade quanto aos padrdes microbiolégicos
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estabelecidos para o seu uso em hortas e jardins, além de demonstrar que todo
0 processo da técnica de compostagem e coleta seletiva de residuos adotadas
neste trabalho foi segura, pois segundo Silva et al. (2019), o uso do composto
biotecnoldgico oriundo da compostagem poderd acarretar graves infortunios de
salde a consumidores, caso ndo haja um bom desenvolvimento do processo.

41 CONCLUSAO

Nos compostos analisados na pesquisa nao houve a presencga de salmonella
ssp e <3 NMP/g de E. coli devido ao método de compostagem domeéstica utilizado,
que mostra a eficiéncia desta técnica para o tratamento de residuos soélidos
organicos. Os resultados contribuem para o incentivo a coleta seletiva, tratamento
dos residuos sélidos e o0 uso dos compostos produzidos como fertilizantes naturais

para uso no solo.
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RESUMO:  Streptococcus  agalactiae  ou
Estreptococos do Grupo B (EGB), apresenta
caracteristica morfotintorial de cocos Gram
positivas, faz parte da microbiota normal
de humanos e outros animais, colonizando
principalmente o trato gastrointestinal e
geniturinario. Estudos apontam colonizagédo
materna de 5 a 40%, no Brasil, essa taxa varia
de 10 a 30%. O EGB é considerado o principal
agente etiolégico de septicemia neonatal.
Este estudo visa descrever a incidéncia
de Streptococcus agalactiae em amostras
coletadas dos sitios: anal e vaginal de gestantes
provenientes de um laboratério particular de
Belém do Para. Estudo retrospectivo e descritivo
que analisou 1.191 resultados de culturas de
swab anal e vaginal do periodo de janeiro de
2010 a outubro de 2011, a partir do banco de
dados do setor de Microbiologia do Laboratério
de Patologia Clinica Paulo Azevedo, em Belém-
Par4. A coleta e tratamento das amostras foi
realizada conforme técnica preconizada pelo
CDC. Analise estatistica realizada pelo teste do
Qui Quadrado (x?) utilizando BioEstat, versao
5.3, sendo valores de p < 0,05 considerados
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significativos. Dentre os 1.191 resultados de culturas analisados 357 (30%) foram
positivas, sendo 123/357 (34%) correspondentes ao sitio vaginal, 71/357 (20%) ao
sitio anorretal e 163/357 (46%) ao sitio anorretal e vaginal combinados. Os valores
de p encontrados durante o estudo foram p=0,0395, p=0,3547 e p=0,8421. O estudo
mostra que a taxa de colonizacdo materna por EGB estd no extremo da média
nacional, que houve gestantes com colonizagdo em apenas um dos sitios, reforcando
assim a importancia da coleta do material nos dois sitios anatémicos.

PALAVRAS - CHAVE: Streptococcus agalactiae, Infeccdo neonatal, colonizagéo
anorretal e vaginal.

INCIDENCE OF Streptococcus agalactiae IN VAGINAL AND ANORECTAL
SWAB CULTURE ANALYZED IN A PRIVATE LABORATORY IN BELEM,
PARA

ABSTRACT: Streptococcus agalactiae or Group B streptococcus (GBS) shows a
morphotintorial characteristic of Gram-positive cocci, it is part of the normal microbiota
of humans and other animals, colonizing mainly the gastrointestinal and genitourinary
tract. Studies indicate maternal colonization of 5 to 40%, in Brazil, this rate varies
from 10 to 30%. GBS is considered the main etiological agent of neonatal sepsis.
This study aims to describe the incidence of Streptococcus agalactiae in samples
collected from the anal and vaginal sites of pregnant women from a private laboratory
in Belém, Para. Retrospective and descriptive study that analyzed 1,191 results of anal
and vaginal swab cultures from January 2010 to October 2011, from the Microbiology
sector database of the Paulo Azevedo Clinical Pathology Laboratory, in Belém, Para.
The collection and treatment of the samples was performed according to the technique
recommended by the CDC. Statistical analysis performed by the Chi-square test (x2)
using BioEstat, version 5.3, with p <0.05 values considered significant. Among the 1,191
results of cultures analyzed, 357 (30%) were positive, 123/357 (34%) corresponding to
the vaginal site, 71/357 (20%) to the anorectal site and 163/357 (46%) to the anorectal
and vaginal sites combined. The p values found during the study were p = 0.0395, p
= 0.3547 and p = 0.8421. The study shows that the rate of maternal colonization by
GBS is at the extreme of the national average, that there were pregnant women with
colonization in only one of the sites, thus reinforcing the importance of collecting the
material in the two anatomical sites.

KEYWORDS: Streptococcus agalactiae, Neonatal infection, colonization anorectal
and vaginal.

11 INTRODUGAO

Estreptococos sdo cocos Gram-positivos e assim, tém apenas um plano
de divisdo, formando cadeias, por ndo se dissociarem apo6s a divisdo, e assim
diferenciam-se do género estafilococos, que se dividem em 3 planos, agrupando-
se semelhantemente a cachos de uva. Os estreptococos sdo catalase-negativos,
caracteristica que os diferencia do género Staphylococos. Constituem a principal
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microbiota da cavidade oral, sdo agentes etiologicos de diferentes doencas
(NISENGAND & NEWMAN, 1997).

A espécie Streptococcus agalactiae pertence ao grupo B de Lancefield
realiza hemdlise total em placas de 4gar sangue (beta hemolitica), esté presente na
microbiota normal da membrana das mucosas de humanos, assim como de outros
animais, colonizando principalmente o trato gastrointestinal e o geniturinario. E
tratada como um importante agente causador de sepse neonatal, além de infeccoes
em gestantes e pessoas com imunodeficiéncia (TRABULSI & ALTERTHUM, 2008).
Os estreptococos do grupo B (EGB) agrupam-se em colbnias, pares ou cadeias
(caso estejam em meio sélido) ou amontoadas (caso estejam em meio liquido).
Medem entre 0,6 a 1um, sdo imbveis e ndo esporuladas, crescem principalmente
na presenca de dioxido de carbono (CO2), sdo catalase negativa e sensiveis a
penicilina e ampicilina (MURRAY & ROSENTHAL, 2010).

Em relagdo a medicina fetal, os casos de infec¢do pelo EGB em neonatos
ainda sé@o bem frequentes, causando varios quadros de infecgdes como meningites,
distlrbios mentais, pneumonias, choque séptico e sepse (POGERE et al., 2005).

Existem 3 formas clinicas que esta bactéria pode causar em neonatos, cada
uma com seus periodos para a manifestacdo de seus sintomas. O primeiro e mais
comum é o de inicio rapido ou precoce, que manifesta-se nas primeiras 24 horas ou
em até os primeiros 7 dias de vida dos RNs; o de inicio tardio, que acomete apés o
sétimo dia ou em até 3 primeiros meses de vida; e o de inicio muito tardio, que pode
se desencadear ap6s 3 meses, estando esta como a menos comum entre as trés.
As manifestacoes clinicas podem ser desde desconforto respiratorio, apneia ou até
sinais de sepse que se iniciam nas primeiras 24 horas de vida e podem evoluir para
oObito em até 48 horas nos casos mais graves. E indicado como método mais eficaz
na prevencao deste quadro, a realizagdo da antibidtico-profilaxia antes do parto,
além de um pré-natal feito corretamente (CDC, 2014; MAIN & SLAGE, 2000; FIOD,
2011).

O presente estudo, fez um levantamento de dados epidemiol6gicos sobre a
incidéncia desta bactéria em amostras coletadas de gestantes em um laboratério
privado do Municipio de Belém do Para, no periodo de Janeiro de 2010 a Outubro
de 2011 com objetivo de verificar a incidéncia de S. agalactiae beta hemolitico do
Grupo B em amostras de gestantes, além de, avaliar a relagdo entre a sazonalidade
e a colonizacao das gestantes por S. agalactiae.

21 METODOLOGIA

Estudo retrospectivo e descritivo, no qual analisou-se 1.191 resultados de
culturas de SWAB anal e vaginal de amostras de gestantes do Municipio de Belém,
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realizadas no periodo de janeiro de 2010 a outubro de 2011, arquivados no banco de
dados do setor de Microbiologia do Laboratério de Patologia Clinica Paulo Azevedo,
em Belém do Para.

Inicialmente, o nUmero amostral a ser trabalhado neste estudo era de 1.211
resultados de cultura, no entanto foram excluidas 20 culturas que néo apresentavam
coleta dos dois sitios, com isso o tamanho amostral utilizado foi 1.191 resultados de
cultura para EGB.

Segundo a fonte de dados os procedimentos de coleta e processamento do
material biolégico foram realizados conforme a técnica preconizada pelo CDC, o
material do introito vaginal e anal foi obtido através de SWAB, seguido de imerséo em
caldo Todd Hewitt seletivo para Streptococcus do grupo B e Enterococcus, incubado
por um periodo minimo de 4 horas a 35° C a 37 °C por 24 horas. Das culturas
positivas foi realizado teste de CAMP em placas de Agar Sangue de Carneiro a
5%. Com auxilio de uma alga bacteriologia foi inoculada em placa de Agar sangue
uma colbnia de Staphylococcus aureus beta hemolitica, em seguida foi inoculado
perpendicular ao inoculo de Staphylococcus aureus uma colénia de Streptococcus,
posteriormente a placa foi incubada em estufa a 35°C a 37°C por 24 horas. O teste
foi considerado positivo quando observado o efeito seta na zona entre a fita e o
semeio de Streptococcus (CDC, 2010).

Foram incluidos no estudo laudos de cultura para EGB em que a coleta de
amostra das gestantes havia sido realizada no sitio vaginal e no sitio anorretal, e
que também apresentassem a idade das gestantes.

Apo6s analisados laudos de cultura para EGB os dados foram organizados em
planilhas, os resultados foram tabulados e analisados em planilha Excel.

A andlise estatistica foi realizada pelo teste do Qui Quadrado (x?) utilizando
0 BioEstat, versao 5.3, para verificar se ha ou nao diferencas significativas entre
os resultados obtidos entre os dois anos e entre o primeiro e o segundo semestre
de cada um destes, sendo valores de p < 0,05 considerados estatisticamente
significantes.

A média de idades das gestantes, bem como, a idade mais frequente,
a minima, a maxima e o desvio padrdo, também foram calculadas por meio do
programa Excel 2013 em conjunto com o BioEstat, verséo 5.3, para confirmacao
dos dados, utilizando analise estatistica descritiva para dados quantitativos.

O uso dos dados que foram utilizadas nesse estudo foi devidamente
autorizado mediante assinatura de uma “Declaracdo de Autorizacdo do Uso dos

Dados do Laboratério”.
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31 RESULTADOS

Foram analisados 1.191 resultados de cultura para o EGB, dentre estes, 357
(30%) eram positivos e 834 (70%) negativos (Tabela 1 e Grafico 1).

Cultura para EGB Frequéncia Percentual
Positivas 357 30%
Negativas 834 70%
Total 1.191 100%

Tabela 1: Culturas para EGB realizadas entre janeiro de 2010 a outubro de 2011.

M Positivas

H Negativas

Gréfico 1: Percentual de gestantes colonizadas e néo colonizadas pelo EGB.

Do total de amostras positivas, 123 (34%) correspondiam ao sitio vaginal,
71 (20%) ao sitio anorretal e 163 (46%) aos sitios anorretal e vaginal combinados
(Tabela 2 e Grafico 2).

Sitio Total Percentual
Vaginal 123 34%
Anorretal 71 20%
Anorretal e Vaginal 163 46%

Tabela 2: Total de amostras positivas por sitio de colonizagéo.
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Grafico 2: Percentual de positividade por sitio de colonizagao.

No ano de 2010, foram realizadas 665 culturas para EGB, sendo 216 (32%)
positivas e 449 (68%) negativas, ja em 2011 foram realizadas 526 culturas, sendo
141 (27%) positivas e 385 (73%) negativas (Tabela 3 e Grafico 3), ndo havendo
diferencas significativas com relacao ao percentual entre os resultados obtidos no
periodo do estudo, porém é estatisticamente significante, pois apresenta o valor de
p=0,0395.

Cultura para EGB ém% :OT‘: 0, 0g95
Positivas 216 (32%) 141 (27%)
Negativas 449 (68%) 385 (73%)
Total 665 526

Tabela 3: Resultados positivos e negativos das culturas realizadas.

Gréfico 3: Percentual de resultados positivos e negativos para cultura do EGB nos anos
de 2010 e 2011.
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Dentre as 665 culturas realizadas em 2010, 323 no primeiro semestre e 342 no
segundo, foram encontrados 216 resultados positivos distribuidos entre os semestres,
111 (84%) no primeiro e 105 (31%) no segundo, ndo havendo diferencgas significativas
estatisticamente (p=0,3547). Dentre as 526 culturas realizadas em 2011, 319 no
primeiro semestre e 207 no segundo, os 141 resultados positivos encontraram-se
distribuidos entre os semestres, 87 (27%) no primeiro e 54 (26%) no segundo (Tabela
4 e Gréfico 4), ndo havendo diferencas significativas estatisticamente (p=0,8421).

Total Semestre p Positivas
Ano
1° 2°
2010 665 34% (111/323) 31% (105/342)  0,3547 216 (32%)
2011 526 27% (87/319) 26% (54/207) 0,8421 141 (27%)

Tabela 4: Resultados positivos distribuidos por semestre

35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

2010 2011

H 1° Semestre ®2° Semestire

Grafico 4: Percentual de positividade distribuidos por semestre no ano de 2010 e 2011.

Dentre os resultados positivos obtidos em 2010, 36 (17%) gestantes
apresentavam colonizacdo somente no sitio anorretal, 89 (41%) somente no sitio
vaginal e 91 (42%) em ambos os sitios, anorretal e vaginal. Em 2011, dentre os
resultados positivos obtidos, 35 (25%) gestantes apresentavam colonizacéo
somente no sitio anorretal, 34 (24%) somente no sitio vaginal e 72 (51%) em ambos
os sitios, anorretal e vaginal (Tabela 5 e Grafico 5).
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Ano

Sitio
2010 2011
Anorretal 36/216 (17%) 35/141 (25%)
Vaginal 89/216 (41 %) 34/141 (24%)
Anorretal e vaginal 91/216 (42%) 72/141 (51%)
Total 216/665 141/526

Tabela 5: Resultados positivos distribuidos por sitio de colonizagéo.

60%

2010 2011

® Ano-retal ™ Vaginal ™ Ano-retal e vaginal

Gréfico 5: Percentual de isolamento distribuido por sitio de colonizag&o.

A média de idade das gestantes que realizaram o exame foi igual a 29,8
anos, sendo 31 anos a idade mais prevalente, 15 anos a menor idade e 45 anos a
maior. Dentre as gestantes que apresentaram cultura positiva para EGB, a média
de idade foi igual a 29,7 anos, sendo 29 anos a idade mais prevalente, 16 a menor
e 43 a maior idade (Tabela 6).

Gestantes Que Realizaram Gestantes Colonizadas
O Exame
Média de Idade 29,8 anos 29,7 anos
Idade Mais Frequente 31 anos 29 anos
Menor Idade 15 anos 16 anos
Maior Idade 45 anos 43 anos

Tabela 6: Média de idade, frequéncia, maior e menor idade entre as pacientes que
realizaram o exame e as que estavam colonizadas.

Atabela 7 mostra o nUmero de pacientes que realizaram o exame em relacéo
a suas idades.
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Gestantes Que Realizaram Gestantes Colonizadas

O Exame
Menores de 18 anos 15 pacientes 3 pacientes
Entre 18 e 40 anos 1148 pacientes 347 pacientes
Mais de 40 anos 28 pacientes 7 pacientes

Tabela 7: Nimero de gestantes que realizaram o exame e que estavam colonizadas
organizado por idades.

41 DISCUSSAO

O percentual de isolamento de 30% encontrado durante o periodo do estudo
estd em concordancia com os resultados relatados na literatura mundial que variam
de 5 a 40% (BERALDO et al., 2004), e estdo no extremo da média brasileira, que
varia entre 10 a 30% (LINHARES et al., 2011).

Isolamento de EGB em outros paises: na Turquia (8%), Estados Unidos (18,6
a 21,1%), Chile (19,9%), india/Paquistdo (12%), Asia/Pacifico (19%), Africa (19%),
Norte da Africa (22%) (BELMAR et al., 2002; BARBAROS et al., 2005; POGERE et
al., 2005).

Os primeiros estudos no Brasil sobre EGB foram realizados na década de
80, nos Estados do Rio de Janeiro e Santa Catarina, os quais revelaram taxas
de colonizacdo materna de aproximadamente 25% (BENCHETRIT et al.,1982;
SMANIA-JUNIOR et al., 1986).

Este trabalho apresentou percentuais de isolamento de EGB condizentes
com achados em outros trabalhos realizados no pais, no entanto, apresentou uma
taxa acima de valores encontrados em Minas Gerais, Sdo Luis do Maranhao,
Santa Catarina e Sao Paulo (cidade de Jundiai), em que fora utilizado metodologia
semelhante a usada em nosso estudo, e obtendo os seguintes valores, 15%, 20,4%,
21,6% e 14,6%, respectivamente (POGERE et al., 2005; SIMOES et al., 2007;
COSTA et al., 2008; CAETANO, 2008).

No entanto, o valor de 30%, encontrado neste trabalho, &€ condizente com
achados em trabalhos nas cidades de Campinas e Ribeirdo Preto, em Sao Paulo,
que utilizaram metodologia semelhante e encontraram os percentuais de 27,6% e
33,9%, respectivamente (EL BEITUNE et al., 2006; NOMURA et al., 2006).

A metodologia utilizada neste estudo, de coleta do material bioldgico feita dos
dois sitios anatdmicos, permitiu observar que se tivesse realizada coleta apenas de
um sitio, gestantes colonizadas poderiam n&o ter sido identificadas, visto que, trinta
e quatro por cento apresentaram colonizagdo apenas no sitio vaginal e vinte por
cento apresentaram colonizagdo somente no sitio anal. Varios estudos confirmam
nossos achados, de casos positivos apenas em um local, assim, esses casos nao
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seriam diagnosticados se a coleta néo tivesse sido realizada em ambos os sitios,
vaginal e anorretal (BERALDO et al., 2004; POGERE et al., 2005; COSTA et al.,
2008).

O estudo também nos revela uma alta taxa de gestantes que estavam
colonizadas em ambos os sitios, valor superior as taxas de gestantes que estavam
colonizadas em apenas um dos sitios. Reforcando desta forma, a importéncia de
se realizar a coleta em ambos os sitios anatémicos, pois alguns estudos sugerem
que as taxas de isolamento sdo maiores, quando é utilizada a associa¢ao dos dois
sitios de coleta, tendo um aumento de 5 a 25% na detecgcdo do EGB (QUINLAN et
al., 2000; CDC, 2004; PHILIPSON et al., 2007).

Em alguns trabalhos os valores encontrados podem ndo estar mostrando
a verdadeira realidade sobre a taxa de colonizacdo materna pelo EGB, no Brasil,
os dados sdo escassos e a principal falha encontrada em alguns estudos é a nédo
utilizacdo de meios seletivos e a coleta de amostra apenas do sitio vaginal (POGERE
et al., 2004). Este fato é bastante preocupante, pois podem estar ocorrendo altas
taxas de infeccao neonatal sem a devida identificacao (REZENDE et al., 2010).

No Estados de Séo Paulo, foi detectado um indice de colonizagcdo materna de
1,9%, valor muito diferente do encontrado neste estudo, este fato pode ter ocorrido,
devido a metodologia utilizada no trabalho, de coleta da amostra apenas do sitio
vaginal (sabe-se que a coleta realizada nas regides vaginal e retal aumenta a
sensibilidade do exame) e inoculagdo em meio de cultura ndo seletivo (CARVALHO
et al., 2001; SCHRAG et al., 2002).

Costa e colaboradores (2010) encontraram uma taxa de colonizacdo de
4,7%, o0 baixo percentual de isolamento, pode ter ocorrido devido ao fato de o estudo
nao ter utilizado o meio seletivo Todd Hewitt para o isolamento da bactéria e ter feito
0 uso de um unico SWAB para a vagina e o reto.

Os estudos que nao utilizaram metodologia semelhante a utilizada neste,
detectaram taxas de colonizagdo materna muito abaixo das encontradas por nos,
em contrapartida, os estudos que utilizaram metodologias semelhantes a nossa,
encontraram percentuais de colonizagdo materna relativamente proximos aos
detectados neste trabalho, mostrando a necessidade de se utilizar a metodologia
preconizada pelo CDC, de coleta nos dois sitios anatémicos, com dois SWABS
diferentes e inoculagdo em meio especifico Todd Hewitt.

Em nossa regido, os dados sobre incidéncia desta bactéria sdo muito
escassos, no Para, o ultimo trabalho realizado em 2003 com 50 gestantes, coletando
apenas amostra do sitio vaginal e utilizando para a semeadura meio ndo especifico,
caldo Tioglicolato, que encontrou um percentual de 14% de colonizagdo materna
pelo EGB (DIAS, 2003).

No entanto, nossas analises trouxeram novos dados, para somar ao pouco
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que se tem sobre este agente para a regido.

Muitos autores indicam que as variagcdes nas taxas de colonizacdo por S.
agalactiae, estejam relacionadas a varios fatores, dentre eles, o periodo gestacional
no qual as culturas sao realizadas, os sitios de coleta da amostra, os métodos
bacteriolégicos utilizados para a detec¢do do agente e caracteristicas da populacdo
alvo do estudo (REGAN et al., 1991; BERALDO et al, 2004).

De acordo com Rauen e colaboradores (2005) a utilizagdo de meio de cultura
seletivo contendo antimicrobianos aumenta sensibilidade dos resultados. Neste
estudo, foi utilizado o meio de cultura Todd Hewitt, ideal para o cultivo do EGB,
suplementado com gentamicina e 4cido nalidixico, baseado na justificativa de que
os sitios de coleta da amostra sédo as mucosas vaginal e anorretal, colonizado por
uma abundante e heterogénea microbiota, entdo, o meio seletivo tem o objetivo
de inibir o crescimento de outros microrganismos sapréfitas da microbiota vaginal,
facilitando a identificacdo do EGB e aumentando a possibilidade de crescimento
deste, mesmo em amostras com uma populagcdo minima da bactéria (QUINLAN et
al., 2000; CDC, 2002; SCHRAG et al., 2002; GOMES et al., 2007).

Sabe-se que a taxa de deteccédo das culturas é de aproximadamente 87%
(NANCY & SCHUCHAT, 1997). No entanto, a utilizagdo de meios mais seletivos
pode aumentar a taxa de isolamento em até 50% (TUROW & SPITZER, 2000; CDC,
2002).

Em relacdo a média de idade das gestantes colonizadas, o valor de 29,7
anos encontrado por nos, estad em concordéncia com outros autores que adotaram
metodologia semelhante a utilizada neste trabalho, tanto para a coleta, quanto para
a identificacdo da bactéria, como o de Reis e colaboradores em 2008, Nomura e
colaboradores em 2009 e Souza também em 2009, que observaram um maior indice
de colonizagéo em gestantes com mais de 20 anos.

Neste estudo foi analisado um periodo consideravel, de aproximadamente
dois anos, 22 meses especificamente, a literatura ndo fornece informacdes sobre

sazonalidade da incidéncia de colonizagdo materna por EGB.

51 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no estudo, nos revelam uma alta taxa de colonizagao
materna, no extremo da média nacional. O estudo também detectou gestantes que
estavam colonizadas em apenas um dos sitios anatdmicos, reforcando assim a
necessidade de se realizar a pesquisa do EGB em ambos os sitios. As etapas pré-
analiticas e analiticas do processamento das amostras, séo de grande importéancia e
interferem diretamente nos resultados das analises permitindo assim, um diagnostico

seguro e eficaz.

As Ciéncias Biologicas e a Interface com varios Saberes 2 Capitulo 2 “



Observamos que a incidéncia da colonizacdo materna pelo EGB independe
da sazonalidade, na pesquisa houve uma diferenca ndo significativa entre os
resultados positivos do primeiro e do segundo semestre de cada ano estudado.

O trabalho foi realizado com pacientes residentes na capital do Estado,
propomos que sejam realizados estudos futuros em outros municipios para que
se possa ter mais dados sobre as taxas de colonizacado das gestantes por este
agente, propomos também que todas as prefeituras abracem a ideia de rastrear a
colonizacdo pelo EGB, assim muitas vidas seréo salvas, visto que, a colonizagédo
ocorre a uma taxa maior que 30%, e 50 % dos contaminados possivelmente irdo a
obito.
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RESUMO: O Brasil € um dos paises campedes
em doencgas parasitarias. Uma das parasitoses
predominantes no pais de norte a sul é a
ascaridiase, causada por Ascaris lumbricoides,
um do helminto com ampla distribuicéo
geografica e causador de danos a hospedeiros
humanos. O Objetivo deste trabalho é apresentar
uma revisdo e uma reflexao sobre a ascaridiase,
apresentando seu modo de transmissao,
sintomas, epidemiologia, tratamento e profilaxia.
A sua transmissdo ocorre pela ingestao de agua
ou alimentos contaminados com ovos férteis
do parasito, e a poeira, aves e insetos sao
capazes de veicular mecanicamente ovos de A.
lumbricoides. O homem é o Unico hospedeiro ao
longo do ciclo, desde a infeccdo até a liberagéo
de ovos nas fezes do hospedeiro por parte dos
helmintos adultos. Os sintomas da ascaridiase
podem ser pulmonares ou intestinais, e
dependem do 6rgdo atingido, com alteracbes
que podem causar subnutricdo, depauperamento
fisico e mental, convulsdes, edema e urticaria,
obstrucdo intestinal, apendicite, pancreatite,
colica biliar, colelitiase, apéndice cecal. O
tratamento €& realizado com albendazol,
mebendazol, levamisol, pamoato de pirantel,
piperazina e ivermectina. Para ascaridiase
ectdpica o tratamento também pode ser a base
de antimicrobianos e anti-convulsionantes.
PALAVRAS-CHAVE: Ascaridiase; atencéo
primaria; saude publica.

ABSTRACT: Brazil is one of the champion
countries in parasitic diseases. One of the
predominant parasites in the country from
north to south is ascariasis, caused by Ascaris
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lumbricoides, one of the helminths with a wide geographical distribution and causing
damage to human hosts. The objective of this work is to present a review and reflection
on ascariasis, presenting its mode of transmission, symptoms, epidemiology, treatment,
and prophylaxis. Its transmission occurs through the ingestion of water or food
contaminated with fertile eggs of the parasite, and dust, birds, and insects are capable
of mechanically transporting A. lumbricoides eggs. Man is the only host throughout
the cycle, from infection to the release of eggs in the host’s feces by adult helminths.
Symptoms of ascariasis can be pulmonary or intestinal, and depend on the affected
organ, with changes that can cause malnutrition, physical and mental depletion,
seizures, edema and urticaria, intestinal obstruction, appendicitis, pancreatitis, biliary
colic, cholelithiasis, appendix. Treatment is carried out with albendazole, mebendazole,
levamisole, pyrantel pamoate, piperazine, and ivermectin. For ectopic ascariasis, the
treatment can also be based on antimicrobials and anti-convulsants.

KEYWORDS: Ascariasis; primary attention; public health.

INTRODUCAO

O parasitismo por helmintos hd muito tempo €& considerado um grave
problema de salde publica em muitos paises do mundo, principalmente nos
subdesenvolvidos. O Brasil € um dos paises campedes em doencgas decorrentes do
baixo desenvolvimento socioeconémico, condi¢cdes sanitarias precarias e falta de
higiene (FERREIRA; ANDRADE, 2005; BASSO et al., 2008; BIASI et al., 2010). As
geohelmintiases, infec¢cbes parasitarias humanas de grande relevancia para a satude
publica, sdo as doencas tropicais negligenciadas (Neglected Tropical Diseases/
NTDs) mais predominantes da América Latina e consideradas as infec¢gdes mais
prevalentes da humanidade (PULLAN; BROOKER, 2012).

Os geohelmintos que possuem mais relevancia sao: Ascaris lumbricoides,
Trichuris trichiura, ancilostomatideos e Strongyloides stercoralis. Estes parasitos
causam anemia por deficiéncia de ferro, desnutricdo, prejudicam o crescimento e
desenvolvimento cognitivo das criancas, além de causar resultados adversos na
gravidez e reduzir o desempenho em adultos (ECHAZU et al., 2015; CLAUS et al.,
2018). Estas espécies sao parasitos nematddeos transmitidos pelo solo e possuem
ciclo de vida restrito ou n&o ao sistema digestivo do hospedeiro, ndo envolvendo um
hospedeiro intermediario ou um vetor (GREIGER et al., 2004).

Ascaris lumbricoides € um dos helmintos citados com frequéncia, por sua
ampla distribuicdo geografica e danos causados aos hospedeiros humanos. Esta
agrupado no filo Nematoda e na familia Ascarididae, subfamilia Ascaridinae,
representadas principalmente por Ascaris lumbricoides Linnaeils, 1758 ¢ A. suum
Goeze (1882), que parasitam, respectivamente, o intestino delgado de humanos
e de suinos e sé@o responsaveis pela doenca denominada ascaridiase, ascariase,

ascaridose e ascariose. Estas espécies sdo também popularmente conhecidas
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como lombriga ou bicha (NEVES, 2016, p. 259).

Para a arqueoparasitologia, o helminto Ascaris lumbricoides e Ascaris suum
possuem um antepassado em comum, o qual era parasita de humanos e de porcos
selvagens, mas por conta da domesticacdo durante o periodo neolitico ocorreu
a evolucdo do parasita e consequentemente a sua especializacado, fato esse que
pode ter ocorrido ha 10.000 anos atras. Como se sabe os parasitas possuem DNA
diferente, mas existe uma similaridade na sequéncia mitocondrial dos mesmos
provando uma ocasional hibridagéo e possivelmente um antepassado em comum. O
achado mais antigo tem 30.000 anos e foi encontrado em Arcy-sur-Cure, na Franca
(LOREILLE; BOUCHET, 20083).

Este capitulo tem o objetivo de apresentar uma reviséo e uma reflexao sobre
a parasitose causada por A. lumbricoides apresentando seu modo de transmissao,
sintomas, epidemiologia, tratamento e profilaxia.

MODO DE TRANSMISSAO

Ascaris lumbricoides também conhecido como lombriga, é o que apresenta
maior taxa de infec¢éo dentre os geohelmintos que afetam o homem (BETHONY
et al., 2006; SABOYA et al., 2013). A transmiss&o ocorre pela ingestdo de agua ou
alimentos contaminados com ovos férteis do parasito. Muitas vezes a agua utilizada
para irrigacado de hortas, lavar frutas e verduras estdo contaminadas e acarretam
na contaminacdo desses alimentos com ovos viaveis. Além disso, poeira, aves e
insetos sdo capazes de veicular mecanicamente ovos de A. lumbricoides. O homem
€ o Unico hospedeiro ao longo do ciclo, desde a infeccéo até a liberagcéo de ovos
nas fezes do hospedeiro por parte dos helmintos adultos. O ciclo completo de
transmissao e desenvolvimento do A. lumbricoides esté representado na Figura 1.
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Figura 1. Ciclo biolégico de Ascaris lumbricoides no ser humano.
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Geofagia € um fator de risco significante em criangas, elas costumam se
infectar ao brincar em solos contaminados, uma vez que suas méaos sujas podem
levar os ovos diretamente para a boca ou contaminar brinquedos e objetos —
chamados de fémites — que entrardo, posteriormente, em contato com a boca de
outras criangas e as contaminardao (HALL; HOLLAND, 2000; SCOTT, 2008). Outro
fator que pode agravar o aumento de parasitoses se refere as inundac¢des. A maioria
dos municipios brasileiros ndo possuem o esgoto tratado, e como a infecgcéo por
A. lumbricoides. ocorre pela ingestdo de ovos embrionados procedentes do solo,
agua ou alimentos contaminados, quando ocorre inundacdes ou alagamentos, caso
essa agua seja utilizada para consumo humano, as pessoas podem adquirir essas
infeccbes por esse parasita (BARBOSA, 2010; MASSARA et al. 2003).

Na transmissdo de Ascaris sp. o ambiente também exerce um importante
papel, quando seus ovos sao eliminados junto com as fezes e ainda ndo apresentam
capacidade de infec¢ao, pois s6 € adquirida apds o processo evolutivo do helminto
que dura cerca de trés semanas, necessitando para isso de locais que sejam Umidos,
quentes e sombreados, pela qual a agua e alimentos podem ser contaminados, e
acarretar na infecg@o caso sejam ingeridos (CAMPOS et al. 2002).

SINTOMAS

Os sintomas da ascaridiase sdao manifestados de acordo com o numero de
parasitos adultos albergados pelo individuo. Infeccbes em massa podem resultar
no bloqueio mecéanico do intestino delgado, principalmente em criangas, ou seja, o
funcionamento natural do intestino é alterado e o paciente precisa ir atras de outros
meios para conseguir evacuar (MELO et al., 2004).

Apesar das infec¢des por geohelmintos serem raramente letais, elas causam
morbidade imensa: acarretam grandes deficiéncias nutricionais — em especial
anemia -, fisicas, intelectuais e cognitivas (LOZOFF et al., 2006; BROOKER, 2010).
As manifestagbes clinicas da doenga podem ser agudas ou crénicas. Durante a
passagem das larvas, na fase aguda, dos pulmdes para os alvéolos, os hospedeiros
podem ser acometidos com inflamagao pulmonar aguda, com ocorréncia de varios
pontos hemorragicos no érgéo e inchacos dos alvéolos com infiltrado inflamatério
por neutréfilos e eosindfilos, podendo ocorrer lesdes hepaticas e pulmonares. Nessa
mesma passagem de larvas pode ser formado um quadro pneumatico com febre,
crise de asma, dispneia, tosse, manifesta¢des alérgicas, bronquite e tais conjuntos
de sinais denominando a sindrome de Loeffler (O'LORCAIN; HOLLAND, 2000;
DOLD; HOLLAND, 2011; SILVA; MASSARA, 2016).

Os sintomas dependem do 6rgao atingido, as alteracoes podem ser de varias
formas: pela acdo espoliadora, provocando subnutricdo, depauperamento fisico e

As Ciéncias Biologicas e a Interface com varios Saberes 2 Capitulo 3 “



mental, devido ao grande consumo de proteinas, lipideos, carboidratos, intolerancia
temporaria a lactose e vitaminas A e C pelas larvas; pela agdo toxica (reagdes
que ocorrem envolvendo a imunidade), que ocorre entre anticorpos alergenos
do hospedeiro e 0s antigenos parasitarios podendo causar convulsdes, edema
e urticaria; pela agdo mecanica (agdo que pode interferir no fluxo alimentar e na
absorcéo dos alimentos), ocorre irritacdo na parede intestinal, podendo enovelar-
se ocasionando obstrugéo intestinal; pela localizacao ectépica (fora do intestino),
quando o paciente apresenta grande carga parasitaria ou quando ocorre acgéo
irritativa no verme por medicamento com pequena dosagem ou improprio, pode fazer
o verme deslocar-se do intestino delgado para outro local anormal. Pode ocasionar
apendicite, pancreatite, colica biliar, colelitiase, apéndice cecal ou até mesmo a
saida do verme pela boca e narinas. Nas criancas é bem comum o aparecimento
de manchas claras e circulares pelo rosto, tronco e bragos, denominados de “pano”,
essas manchas desaparecem com a eliminagcdo do verme (CHOI; SEO, 2017;
ISMAILI-JAHA et al., 2018; REY, 2002; NETO; VOLPI; REIS, 2003; NEVES, 2005;
Van Eijk et al., 2009).

E valido ressaltar que na tosse com muco o catarro pode ser sanguinolento
e apresentar larvas do helminto. Estes casos séo relativamente comuns, e ocorrem
quando ha infecgbes muito grandes ou quando os vermes sofrem com acao de
alimentos condimentados ou por uso impréprio de algumas drogas (NEVES, 2005).

Na fase crbnica da ascaridiase, a presenca de grande numero de parasitos
no intestino pode ter acéo espoliadora, os helmintos podem enovelar-se na luz
intestinal, causando obstrucdo que pode se complicar com o desenvolvimento
de volvulus (obstrugcdo causada por ndé do trato intestinal ou torcéo), volvulus
com gangrena e intussuscep¢do (condicdo em que parte do intestino sofre uma
invaginacdo) (KANNEGANTI; MAKKER; REMY, 2013).

No decorrer da ascaridiase ocorrem colicas abdominais com frequéncia
devido a posi¢cdo em U do parasito que exerce pressao no intestino. A distensdo do
intestino acarreta o enovelamento dos nematoides, irritagcdo, espasmo da musculatura
lisa que tem como resultado uma reacao alérgica, liberagéo de histamina do proprio
corpo do verme e obstrucgéo intestinal (REY, 2002; CIMERMAN; CIMERMAN, 2005).
Podem ocorrer também dor epigéstrica, ma digestéo, diarreia, ndusea, sensagao de
coceira no nariz, sono intranquilo, ranger de dentes a noite devido a presenca do
parasita no pulmao, pelo abortamento de vermes adultos e pela broncopneumonia.
(REY, 2002; NETO; VOLPI; REIS, 2003; NEVES, 2005; ANDRADE et al., 2010).

Raramente ocorre infestacdo da vesicula biliar com vermes de Ascaris,
representando apenas 2,1% dos casos. Isto ocorre em geral devido a carga
parasitaria intestinal elevada do hospedeiro. Outro quadro raro é o abscesso
hepético, que se resume a um total de 1%. Quando helmintos que estdo no duodeno
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invadem o orificio ampular podem induzir a quadros de colica biliar ou de pancreatite
aguda, e podem causar bloqueio no ducto cistico, causando distensao da vesicula e
levando a episédios de colelitiase aguda. A histéria prévia de cirurgia no trato biliar
predispde a ascaridiase biliar (WANI, 2011; CHAKRABARTI et al.,2011; ELALDI et
al.,2003; BUDE e BOWERMAN, 2000).

EPIDEMIOLOGIA

A. lumbricoides infecta seres humanos e A. suum é encontrado em porcos,
respectivamente. Morfologicamente e geneticamente as duas espécies sao muito
semelhantes, sugerindo que fagam parte da mesma espécie, ocorrendo transmissao
cruzada de carater zoono6tico entre pessoas e seus porcos. Sao microscopicas as
diferengas morfologicas identificadas: o A. lumbricoides possui labios concavos, trés
labios que envolvem a boca com denticulos pequenos e triangulares, o A. suum
possuem dentes maiores, em formato triangulares e retos (CROMPTON, 2001; REY,
2008; DUTTO; PETROSILLO, 2013). Acredita-se que a infeccdo humana possa ter
origem em uma forma hibrida de Ascaris, porém, possivelmente transmitida por
porcos. De acordo com os casos humanos zoonbticos existentes na literatura, 80%
apresentam carga parasitaria baixa (NEJSUM et al., 2005; DUTTO; PETROSILLO,
2013), enquanto nos paises em desenvolvimento a transmissdo de pessoa para
pessoa é predominante (PENG et al., 2005).

O A. suumtem nos suinos os hospedeiros definitivos, sendo uma parasitose de
importancia mundial na suinocultura, resultando em perdas econdmicas significativas
para esta industria; uma vez que pode prejudicar o processo de absorcao intestinal,
diminuir os ganhos de massa corporal, diminuir a qualidade da carne ou diminuir o
teor de carne na carcaca e interferir na eficacia de vacinas (FRONTERA et al. 2005;
DOLD; HOLLAND, 2011; KNECHT; JANKOWSKA; ZALESNY, 2012; VLAMINCK et
al., 2014; ALVES; CONCEICAOQ; LELES, 20186).

A ascaridiase humana representa um problema de saude publica e possui
grande impacto socioecondmico refletindo em uma perda anual estimada de 1,31
milhdes de anos de vida ajustados por incapacidade (DALYs), medida que leva em
consideragédo a soma dos anos de vida perdidos por morte prematura e o nUmero de
anos vividos com alguma incapacidade devido a morbidade causada pela doenga
(BETHONY et al., 2006; WHO, 2012; HOTEZ et al., 2014).

A Ascaridiase esta distribuida por mais de 150 paises e territorios, atinge
cerca de 70% a 90% das criangas de 1 a 10 anos. Apesar de ser cosmopolita,
essa infeccdo possui prevaléncia de 73% na Asia, 12% na Africa e 8% na América
Latina. As condicdes climaticas influenciam diretamente nas taxas de infecgdo. No
geral, a prevaléncia é baixa em regibes aridas e alta onde o clima é imido e quente,
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condicao ideal para a sobrevivéncia e o embrionamento dos ovos (NEVES, 2016). A
distribuicdo espacial de A. lumbricoides estad demonstrada na Figura 2.

Prevaléncia %

0-49
5-24,9
25-44,9
45 —54,9
>55

Figura 2. Distribuicdo mundial da ascaridiase humana. Adaptado de Cavallero et al.
2013.

Fonte: Os autores, 2020.

TRATAMENTO

Os medicamentos indicados para o tratamento da ascaridiase intestinal sao:
albendazol, mebendazol, levamisol, pamoato de pirantel, piperazina e ivermectina.
Estes medicamentos atuam desintegrando e matando o verme, que sado eliminados
pelas fezes (INNOCENTE; OLIVEIRA; GEHRKE, 2009; ANDRADE et al, 2010;
NEVES, 2016).

O albendazol ¢ indicado usar na posologia de 400 mg/dose Unica; ele
bloqueia a absor¢céo de glicose pelo parasito. O mebendazol deve ser usado na
posologia de 100 mg, 2 vezes ao dia durante 3 dias; & um anti-helmintico de largo
espectro, bloqueia a captacéo de glicose e altera fung¢des digestivas gerando um
processo autolitico. O levamizol também pode ser utilizado em adultos e deve ser
administrados 150 mg por via oral em dose Unica; em criancas abaixo de 8 anos
devem ser utilizados 40 mg e naquelas acima de 8 anos devem ser administrados 80
mg. Este medicamento tem acéo rapida que paralisa a musculatura do verme apés
segundos de contato, ao agir nos ganglios nervosos do nematoide, fazendo com que
0s vermes sejam expelidos pelos movimentos peristalticos normais dentro de 24
horas ap6s a sua administracdo. Pirantel causa uma paralisia espastica do helminto,
e usa-se dose unica de 10 mg/kg. A piperazina causa paralisia neuromuscular no
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helminto seguida de expulséo passiva, pelo peristaltismo intestinal, evitando assim
a absor¢éo de seus produtos téxicos, porém nédo o absorve, é ideal para o uso em
casos de obstrugao intestinal e ascaridiase nas vias biliares. Se usa uma dose Unica
de 4 g —50 a 75 mg/Kg (ou maximo de 3 g para criangas) de 2 a 5 dias. lvermectina
causa paralisacdo da musculatura os helmintos, matando-os e eliminando-os
do corpo do hospedeiro; € um medicamento utilizado em dose Unica e deve ser
administrado de acordo com o peso do paciente (MINISTERIO DA SAUDE, 2010;
BRASIL, 2010; NEVES, 2016; REY, 2010).

Em caso de ascaridiase biliar o tratamento baseia-se no uso de hidratagédo
parenteral, anti-helminticos, antibiéticos e antiespasmédicos. No abscesso hepatico
causado por Ascaris a abordagem deve ser cirlrgica, acompanhada de terapia
antimicrobiana.

O controle da cura de ascaridiase é feito com a repeticdo do exame
parasitolégico de fezes um més apds o tratamento. Devido a possibilidade de
deteccéo de larvas de Ascaris presentes no pulméo, é necessario que o tratamento
seja repetido 30 a 60 dias apds o 1° tratamento (CRUA, 2003; MELO et al., 2004).

Quando se trata de semi-obstrugdo intestinal, o primeiro passo é a
hospitalizacéo do paciente e a desobstrucéo ocorre 8 a 30 horas apés o tratamento
clinico. Pacientes com quadro de desnutricdo que venham a necessitar de
tratamento cirurgico podem ter seu quadro agravado, chegando a morte. Em casos
de infestagdo macica por A. lumbricoides, € possivel a indicacao de intervencéo
cirurgica, uma vez que os helmintos tendem a enovelar-se formando um tampéao que
pode levar a ocluséo intestinal parcial ou total, bem como quadros associados de
necrose, perfuragéo intestinal e subsequente peritonite ou volvulo intestinal (CRUA,
2003, MOTA et al., 2004, DORIA e ROCHA, 2000).

PROFILAXIA

Um dos motivos de haver uma infec¢ao tdo grande por Ascaris no ambiente
tem a ver com a propria biologia do parasita, mas também ésta relacionado ao
ambiente em que os seus hospedeiros vivem. O tratamento de habitantes de areas
sem saneamento basico e tratamento de agua e esgoto com drogas nao-ovicidas
pode facilitar que as fémeas do helminto expelidas pelas fezes mantenham seus
ovos fertilizados intactos, que contaminam o ambiente e consequentemente, o
homem. Sabe-se que uma fémea gravida de Ascaris pode conter em seu Utero cerca
de 27 milhdes de ovos, portanto a contaminagdo ambiental também seria grande,
seguindo este modelo tedrico, criado para explicar o alto nivel de infeccao em areas
urbanas com precérias condicées de higiene e alta concentracdo de populagéo.
Deste modo, o saneamento é essencial para a manutencdo, a longo prazo, do
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controle das helmintoses. Mesmo utilizando no ambiente uma série de desinfetantes,
0 ovo de Ascaris € bastante resistente, e consegue permanecer no ambiente com o
peridomicilio funcionando como foco de infecgdo. Também as condi¢des precarias
de higiene e até a utilizacdo de fezes humanas como adubo, além da temperatura
anual elevada, séo fatores que também favorecem a epidemiologia da ascaridiase,
contribuindo para a permanéncia desta helmintose em paises em desenvolvimento
(SELLA, 2013). Por tudo isto, é importante que algumas medidas sejam tomadas
para o controle desta e de outras helmintoses intestinais (Neves, 2016).

As medidas profilaticas devem ser: fazer uso de repetidos tratamentos em
massa dos habitantes de areas endémicas com drogas ovicidas por pelo menos 3
anos; tratar das fezes humanas que eventualmente, possam ser utilizadas como
fertilizantes; fazer uso de calgados; construir redes de esgoto, com tratamento e/
ou fossas sépticas e proteger os alimentos contra insetos e poeira (Neves, 2016).

Também é importante fazer a lavagem correta de alimentos e das maos,
ingerir agua potavel, introduzir campanhas de conscientizagdo da populacao para
0s bons hébitos de higiene, para as medidas de prevencgdo, e orientacéo a respeito
do parasita, além de promocgéo a educacao no ambito do sistema de saude publica,
0 que possibilitaria a melhoria da condi¢do de vida de criangas e adultos (BARBOSA
et al., 2016).
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RESUMO: Dermatéfitos séo fungos filamentosos
com habilidade de invadir substratos
queratinizados e semi-queratinizados, tais
como pele, pelos e unhas causando infeccbes
superficiais em humanos e animais. O presente
estudo teve como objetivo determinar o perfil
epidemiologico de dermatofitoses em pacientes
atendidos em um laboratério da rede privada
de Macei6 - Al. Trata-se de estudo transversal
observacional descritivo, onde foram avaliados
102 pacientes com lesdes sugestivas para
dermatofitoses, durante o periodo de dezembro
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de 2010 a margo de 2011. Dos 102 pacientes avaliados, foram coletadas 142 amostras
clinicas, e dessas, 22 (15,5%) apresentaram-se positivas para dermatéfitos. A faixa
etaria mais afetada compreendeu individuos entre 31 e 45 anos (36,8%), sendo o0 sexo
feminino o mais acometido, com 10 (52,6%) atendimentos. Trichophyton tonsurans
foi a espécie mais frequente, representando 9 (41,0%) isolados. Considerando os
sitios anatdbmicos avaliados, os pés (tinea pedis) foram os de maior prevaléncia,
responsavel por 31,9% dos casos. Esses achados orientam um melhor entendimento
sobre os agentes etiolégicos de dermatofitoses no estado de Alagoas e enfatizam
a importancia do diagnéstico micolégico, visto a necessidade de se estabelecer a
terapia baseada na correta identificacao do agente infeccioso.

PALAVRAS-CHAVE: Dermatofitoses; Trichophyton tonsurans; Diagndstico
micoldgico.

EPIDEMIOLOGICAL PROFILE OF DERMATOPHYTOSIS IN PATIENTS
SERVED IN A LABORATORY OF THE PRIVATE NETWORK OF MACEIO -
AL

ABSTRACT: Dermatophytes are filamentous fungi with the ability to invade
keratinized and semi-keratinized substrates, such as skin, hair and nails, causing
superficial infections in humans and animals. The present study aimed to determine
the epidemiological profile of dermatophytosis in patients seen in a private laboratory
in Macei6 - Al. This is descriptive observational cross-sectional study, in which 102
patients with lesions suggestive of dermatophytosis were evaluated during the period
of December 2010 to March 2011. Of the 102 patients evaluated, 142 clinical samples
were collected, and of these, 22 (15.5%) were positive for dermatophytes. The most
affected age group comprised individuals between 31 and 45 years old (36.8%), with
the female sex being the most affected, with 11 (52.6%) attendance. Trichophyton
fonsurans was the most frequent species, representing 9 (41.0%) isolates.
Considering the anatomical sites evaluated, the feet (tinea pedis) were the most
prevalent, accounting for 31.9% of cases. These findings guide a better understanding
of the etiologic agents of dermatophytosis in the state of Alagoas and emphasize the
importance of mycological diagnosis, given the need to establish therapy based on the
correct identification of the infectious agent.

KEYWORDS: Dermatophytosis; Trichophyton tonsurans; mycological diagnosis.

11 INTRODUGAO

As dermatofitoses constituem um tipo de micose superficial produzida por
varios géneros de fungos, denominados dermatofitos, que utilizam a queratina como
fonte de subsisténcia e, por esta razdo, parasitam as por¢des queratinizadas ou
semi-queratinizadas da epiderme, pelos e unhas. Os dermatofitos séo representados
por trés géneros importantes: Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton,

responsaveis pela maioria das micoses superficiais com distribuicdo universal e
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maior afinidade por regides tropicais e subtropicais (SILVA-ROCHA et al., 2017;
GNAT et al., 2019).

As espécies de dermatofitos séo classificadas, de acordo com seu habitat,
como antropofilicas (encontradas principalmente em humanos), geofilicas (vivem
no solo, podendo ser encontradas também em humanos, animais ou em fontes de
queratina no meio ambiente) ou zoofilicas (presentes em animais) (CHIACCHIO
et al., 2014). Estes agentes infecciosos apresentam predilecdo topografica, de
modo que Trychophyton pode ocasionar lesdes de pele, pelos e unhas, enquanto
Microsporum acomete pelos e pele e Epidermophyton atinge pele e unhas (SIDRIM;
ROCHA, 2010).

Cerca de 40% da populagao mundial ja foi acometida por infecgdes causadas
por dermatofitos, o que corresponde a 30% de todas as dermatomicoses, afetando
principalmente a pele. Acredita-se que o risco de infeccao aumenta conforme a
idade, sendo individuos adultos os principais acometidos (CHIACCHIO et al., 2014).

Tendo em vista a importancia das doengas causadas por fungos em regioes
tropicais, bem como a escassez de dados sobre a ocorréncia de dermatofitoses no
estado de Alagoas, o objetivo desse estudo foi avaliar a frequéncia de dermatofitoses
em pacientes atendidos em um laboratério da rede privada de Macei6 - AL, a fim
de se obter dados epidemiolégicos sobre a dimensao do problema que servirdo de
informacgdes para 6rgéaos publicos e a comunidade cientifica.

21 MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo transversal observacional descritivo, onde foram
avaliados 102 pacientes com sintomatologia sugestiva de dermatofitose, durante o
periodo de dezembro de 2010 a margo de 2011 em um laboratério da rede privada
da cidade de Maceid - Alagoas.

Apos aprovacgdo pelo comité de Etica em Pesquisa do Centro Universitario
Cesmac, sob n° de protocolo 1145/10, iniciou-se o estudo. Todos os participantes da
pesquisa receberam explicagéo acerca da investigacédo e assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

No momento da coleta, os paciente ndo estavam fazendo uso de antifungicos
topicos ou sistémicos por no minimo 5 dias. Apds antissepsia local com gaze
embebida em alcool 70%, as amostras para pesquisa de dermatomicoses foram
obtidas por raspagem superficial das bordas das lesdes, fragmentos de unhas,
material de decomposicao subungueal e pelos, utilizando-se bisturi estéril, pingcas
ou tesouras. Todo material coletado foi depositado em placas de Petri e, em
seguida, transportados para processamento no Laboratério de Micologia do Centro

Universitario Cesmac.
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O exame micoldgico direto do material coletado foi realizado com hidroxido
de potassio (KOH) a 20% e mantido a temperatura ambiente por 20 minutos para
dissolver a queratina da amostra, sendo consideradas positivas para dermatoéfitos
quando observada a presenca de artrosporos, hifas hialinas e estruturas conidiais
especificas (LACAZ et al., 2002; SIDRIM e ROCHA, 2010; ZAITZ et al., 2010).

A cultura foi realizada por meio da inoculagédo do material clinico em cinco
pontos equidistantes na superficie de placas de Petri contendo Agar Sabouraud
Dextrose (ASD) acrescido de cloranfenicol (50 mg/mL) e incubadas a temperatura
ambiente (T.A), por um periodo de 15 a 30 dias. Ap6s constatagéo de crescimento
fungico, foram efetuadas purificacées das colénias obtidas, através da transferéncia
de estruturas fungicas para preparo de uma suspensdo em solugéo salina estéril
(0,9%) e, em seguida, realizado o semeio por esgotamento em ASD. As placas
foram mantidas a temperatura ambiente até o surgimento de colénias isoladas.

A identificacdo dos dermatdfitos baseou-se na associagcdo dos aspectos
macroscoOpicos com as caracteristicas microscopicas do exame direto da cultura,
sendo os mesmos confirmados pela estimulacdo da esporulacdo pela técnica de
microcultivo em lamina (RIDDELL, 1950), utilizando-se agar Lactrimel (LACAZ et
al., 2002). As caracteristicas microscopicas das estruturas reprodutivas, juntamente
com as caracteristicas macroscopicas da cultura foram comparadas as descritas em
literatura especializada (HOOG et al., 2000; LACAZ et al., 2002; SIDRIM; ROCHA,
2010; ZAITZ et al., 2010), auxiliando na identificacdo da espécie fungica. Provas
fenotipicas complementares foram realizadas, tais como produgcéo de urease,
capacidade de perfuragéo do pelo in vitro e crescimento em gréaos de arroz (SIDRIM;
ROCHA, 2010).

A andlise estatistica para comparagéo entre os grupos foi realizada através
do teste ANOVA e de Fisher.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 102 pacientes avaliados, foram obtidas 142 amostras clinicas, e
dessas, 22 (15,5%) apresentaram-se positivas para dermatofitos, 84 (59,1%) para
leveduras, 6 (4,2%) para fungos ndo dermatéfitos e 30 (21,1%) foram negativas,
conforme observado na tabela 1. As 22 amostras positivas para dermatoéfitos foram
provenientes de 19 pacientes, uma vez que em alguns casos, mais de uma amostra

clinica foi coletada no mesmo paciente.

As Ciéncias Biologicas e a Interface com varios Saberes 2 Capitulo 4 “



AMOSTRAS N° CASOS OCORRENCIA (%)

Positivas para dermatofitos 22 15,5%
Positivas para leveduras 84 59,2%
Positivas para fungos ndo-dermatéfitos 6 4,2%
Negativas 30 21,1%

TOTAL 142 100%

Tabela 1. Frequéncia de amostras positivas e negativas para dermatoéfitos, leveduras
e fungos filamentosos ndo-dermatéfitos em um laboratério da rede privada de Maceio,
AL.

Dados semelhantes aos encontrados nesta pesquisa foram verificados por
Chiacchio et al. (2014), que ao avaliarem a epidemiologia das dermatomicoses em
uma populagéo atendida na Clinica de Dermatologia no Hospital do Servidor Publico
Municipal de Sao Paulo, observaram 29% de positividade para dermatoéfitos em
9042 amostras coletadas.

Entre os agentes infecciosos, as leveduras destacaram-se como 0s principais
agentes causadores de micoses, especialmente onicomicoses. Esses achados sao
semelhantes aos encontrados por Souza et al. (2007) e Maranhéo et al. (2019),
que observaram 46,0% e 38,78% de amostras positivas para esses patdgenos,
respectivamente. Em contrapartida, alguns autores relatam predominio de fungos
dermatéfitos na etiologia das micoses superficiais, tais como Schoeler et al. (2010) e
Cai et al. (2016), que obtiveram 59,45% e 84,36% casos positivos, respectivamente.

De acordo com Chimelli et al. (2003) e Rezende et al. (2008), os dermatbfitos
constituem um dos grupos de fungos mais frequentemente isolados em laboratérios
de micologia. Segundo dados da Organizagdo Mundial de Saude, esses patbgenos
afetam cerca de 40% da populagéo mundial e estima-se que 30 a 70% dos adultos
sejam portadores assintomaticos e que a incidéncia aumenta com a idade (PERES
et al., 2010).

Amostras das unhas dos pés (43,0%), das maos (23,2%) e das escamas
epidérmicas dos pés (14,1%) apresentaram significado estatistico (p=0,0001),
correspondendo aos espécimes clinicos mais avaliados para pesquisa de
dermatdfitos. Por conseguinte, as amostras clinicas mais prevalentes foram as
escamas epidérmicas da perna (3,5%), escamas epidérmicas da virilha (3,5%),
escamas epidérmicas da mao (2,8%) seguido das demais, conforme tabela 2.
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ESPECIMES CLIiNICOS N° DE OCORRENCIA VALOR

AMOSTRAS (%) DE p

Unhas do pé 61 43,0% 0,0001*
Unhas da méao 33 23,3% 0,0001*
Escamas epidérmicas do pé 20 14,1% 0,0001*
Escamas epidérmicas da méao 4 2,8% 0,0719
Escamas epidérmicas da nadega 1 0,7% 1,0000
Escamas epidérmicas da face 4 2,8% 0,0719
Escamas epidérmicas da virilha 5 3,5% 0,0369
Escamas epidérmicas do brago 3 2,1% 0,1489
Escamas epidérmicas da perna 5 3,5% 0,0369
Escamas epidérmicas da axila 2 1,4% 0,3458
Escamas epidérmicas das costas 1 0,7% 1,0000
Escamas epidérmicas do abdémen 2 1,4% 0,3458
Couro cabeludo 1 0,7% 1,0000
TOTAL 142 100,0%

Tabela 2. Espécimes clinicos de maior ocorréncia para pesquisa de dermatofitos em
um laboratério da rede privada de Macei6, AL.

*p com significado estatistico ao nivel de 5%.

De acordo com Lima et al. (2007) e Sidrim e Rocha (2010), em algumas
localidades, especialmente em regibes tropicais e subtropicais, as onicomicoses
chegam a ser responsaveis por mais de 90% dos casos de micoses superficiais,
constituindo uma das principais causas de enfermidades ungueais a nivel
mundial. Sua lesdo é caracterizada por uma borda livre na unha, iniciando-se por
deslocamento da lamina superficial que evolui nessa regiéo, para se tornar opaca,
esbranquicada e espessa.

As onicomicoses podem ser causadas por leveduras, dermatéfitos ou fungos
filamentosos ndo-dermatofitos e os fatores predisponentes mais importantes para
a ocorréncia de onicomicoses s&o imunossupressao, idade avangada, disfuncao
hormonal, deficiéncia circulatéria, diabetes mellitus e traumas ungueais (ARAUJO
et al., 2003; SOUZA et al., 2007; ARAUJO et al., 2010).

Além disso, algumas atividades profissionais podem favorecer a ocorréncia
de onicomicoses, principalmente mulheres que mantém contato constante com
agua em servicos domésticos e homens que desempenham atividades associadas
ao manuseio do solo, manipuladores de frutas, jardineiros e operarios de curtume. A
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presenca de fungos em unhas dos pés, também pode ser influenciada pelo uso de
calcados fechados e por utilizacdo de banheiros coletivos (FERREIRA; MARTINS,
2016).

Com relagdo ao diagnéstico micolégico, as amostras foram consideradas
positivas quando apresentaram exame micologico direto e/ou cultura positiva. Desta
forma, 12 (54,5%) amostras (p<0,0001) tiveram exame direto e cultura positivos,
enquanto em 2 (9,1%) detectou-se a presenca de dermatofitos apenas no exame
direto; e nos 8 (36,4%) casos restantes somente a cultura mostrou-se positiva para
o isolamento de espécies de dermatofitos (figura 1), concordante com os resultados
observados por Brilhante et al. (2000) e Oliveira et al. (2006) que também verificaram
maior positividade ao exame direto e cultura.

A deficiente positividade ao exame direto, em algumas amostras, pode
ser justificada por técnica de coleta equivocada que por consequéncia ndo oferta
uniformidade de estruturas fungicas. Para o diagnéstico das dermatofitoses é
importante observar o sitio de coleta, dando-se preferéncia a regides periféricas,
onde se encontram os elementos fungicos mais ativos, e nas lesdes ungueais, no
limite entre a parte normal e a afetada (ARAUJO et al., 2003; AQUINO et al., 2007).

Exame direto negativo e cultura positiva 36.4%

Exame direto positivo e cultura negativa [FEREZS

Exame direto e cultura positivos 54.5%

0.0% 10.0% 20.0% 30.0% 400% 50.0% 60.0%

Figura 1. Correlacéo de positividade do exame micologico direto e da cultura nos casos
de dermatofitoses identificados.

Entre os agentes causais das dermatofitoses, Trichophyton tonsurans foi a
espécie de maior ocorréncia com 9 (41,0%) casos (p<0,0001), seguido por T. rubrum
com 4 (18,2%), T. mentagrophytes com 3 (13,6%), Microsporum canis com 2 (9,1%)
e Epidermophyton floccosum e Trichophyton sp. com 1 (4,5%). Duas espécies nédo
foram identificadas (9,1%), uma vez que as amostras foram positivas apenas ao
exame direto, ndo sendo possivel isolar o agente infeccioso na cultura (figura 2).
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Figura 2. Espécies de dermatofitos isolados de amostras clinicas em um laboratério da
rede privada de Macei6 - AL.

Os resultados apresentados nesse estudo mostram-se diferentes de outros
achados da literatura. Segundo estudo realizado por Leite Junior et al. (2013) na
regido Centro-Oeste do Brasil, T. rubrum, T. tonsurans e M. canis, nesta sequéncia,
foram os mais isolados. J& em estudo epidemiolégico realizado por Rezende
et al. (2008) na cidade de S&o Paulo, T. rubrum também foi o dermatéfito mais
evidenciado, porém, o segundo e o terceiro mais frequentes foram atribuidos a M.
canis e T. tonsurans, respectivamente.

Varios autores tém relatado ndo s6 uma predominancia do numero de
infeccdes causadas por T. rubrum, mas um aumento significativo em sua prevaléncia
ao longo do tempo (AQUINO et al., 2007; DAMAZIO et al., 2007; SEEBACHER et
al., 2008; SILVA-ROCHA et al., 2017; MARANHAO et al., 2019). Entretanto, em
estudo realizado por Schoeler et al. (2010) em hospital particular de médio porte, na
cidade de Chapeco, Santa Catarina, verificou-se predominio de T. mentagrophytes
como principal agente causador de dermatofitoses.

T. tonsurans foi a espécie de maior ocorréncia e apresentou significado
estatistico (p<0,0001). De acordo com Calado et al. (2011) e Silva-Rocha et al.
(2017), essa espécie vem se mostrando bastante adaptada a temperatura e umidade
elevadas das regides Norte e Nordeste do Brasil, 0 que ndo acontece nos estados
do Sul e Sudeste, onde o clima é mais seco e a umidade relativa do ar tem niveis
baixos, justificando sua maior prevaléncia naquelas regioes.

E relevante ressaltar que a distribuicéo das espécies de dermatéfitos varia ao
longo do tempo e de acordo com a regiao, refletindo as condi¢cdes socioeconémicas
da populagéo; adaptando-se as condicbes de determinados ecossistemas, sendo

considerado de importagéo, isto é, ndo fazendo parte da microbiota dermatofitica
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propria do lugar (AQUINO et al., 2007; REZENDE et al., 2008).

Em relacdo a faixa etéria, observou-se que a idade compreendida entre
31-45 anos (36,8%) apresentou maior ocorréncia de amostras positivas para
dermatéfitos, com predominio do sexo masculino (seis casos), entretanto no geral
o sexo feminino foi mais prevalente com dez casos (52,6%). Observou-se também
casos de dermatofitoses em quatro pacientes maiores de 61 anos, trés pacientes
entre 16-30 anos, trés pacientes em 46-60 anos e dois entre 0-15 anos (figura 3).

OSexo Feminino

3 -

m Sexo Masculino
2
0

0-15 16-30 31-45 46-60 61-80
Faixa Etaria

Figura 3. Frequéncia de casos positivos para dermatéfitos de acordo com o sexo e a
faixa etéria dos pacientes.

O maior niumero de amostras positivas na faixa etaria entre 31-45 anos,
corroboram com dados da literatura, onde dermatofitoses ocorrem preferencialmente
em adultos jovens, em regides do corpo como unhas, pés e pele glabra (MARANHAO
et al., 2019). Os principais fatores predisponentes a essa parcela da populacdo
caracterizam-se pela profisséo, traumas por atividade profissional e exposicao a
produto quimico (SEEBACHER et al., 2008).

Entre as localizagbes das lesbes avaliadas neste estudo, as dermatofitoses
nos pés (tinea pedis) (p=0,0197) foram as mais prevalentes, representando sete
(31,9%) casos, sendo T. mentagrophytes isolado em trés amostras clinicas; seguido
por unhas (tinea unguium) com cinco (22,7%) casos e predominio de T. tonsurans
em quatro amostras; dermatofitose na regido inguinal (tinea cruris) com trés (13,7%)
dos casos, sendo T. rubrum isolado em duas amostras; dermatofitoses em pele
glabra (Tinea corporis) com trés (13,7%); dermatofitose na face (tinea faciei) com
dois (9%); dermatofitose no couro cabeludo ( Tinea capitis) e na méo ( Tinea manuum)

ambos com 1 caso (4,5%), conforme mostra a tabela 3.
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SiTIO ANATOMICO  NUMERO DE

DAS LESOES CASOS (%) ESPECIES VALOR DE p

T. mentagrophytes
T. mentagrophytes
T. mentagrophytes
Tinea pedis 7 (31,9%) T. rubrum 0,0197*
T. tonsurans
T. tonsurans
E. floccosum

T. tonsurans
T. tonsurans
Tinea unguium 5 (22,7%) T. tonsurans 0,0719
T. tonsurans
Espécie nao identificada

T. tonsurans
Tinea corporis 3 (13,7%) M. canis 0,1489
Espécie néo identificada

T. rubrum
Tinea cruris 3 (13,7%) T. rubrum 0,3458
Trichophyton sp.
Tinea faciei 2 (9%) TTtor,Z/Z% ans 0,3458
Tinea capitis 1 (4,5%) M. canis 1,0000
Tinea manuum 1 (4,5%) T. tonsurans 1,0000

Tabela 3. NUmero de casos de dermatofitoses de acordo com o sitio anatémico e
espécies identificadas.

*p com significado estatistico ao nivel de 5%.

O termo tinha do pé (tinea pedis) é usado para englobar, clinicamente,
diferentes infec¢gdes que atingem a pele dessa regido, podendo acometer os
interdigitos e a regido plantar (LACAZ et al., 2002; SIDRIM; ROCHA, 2010). Estudo
desenvolvido por Rezende et al. (2008) demonstrou que a tinea pedis € a forma
mais comum de dermatofitose, podendo simular outras doencas de pele e tende
a ser crbnica. A casuistica dessa pesquisa apontou alta incidéncia de micose
nesta regido anatémica, o que pode ser explicado pelo habito da populacdo em
usar sapatos fechados tornando um meio propicio (umidade e temperatura) para o
desenvolvimento de dermatofitos.

Embora tenha sido bastante variada, neste estudo houve predominio no
isolamento de T. mentagrophytes em amostras do pé. De acordo com a Schoeler
et al. (2010), a patogenicidade das cepas antropofilicas de T. mentagrophytes sao
frequentemente associadas as infecgdes cronicas dos pés e das unhas.

T. tonsuransfoi a espécie de maior ocorréncia, sendo identificada em amostras
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de 5 sitios anatdmicos distintos. Esse achado corrobora com a literatura no sentido
de que esta espécie € mais prevalente na regido Nordeste do pais, acometendo
tanto a pele, quanto pelos e unhas (SCHOELER et al., 2010; MARANHAO et al.,
2019).

T. rubrumfoi isolado em amostras dos pés e da regido inguinal, esse resultado
reforca os dados da literatura mundial que aponta essa espécie principalmente
relacionada a regido dos pés, inguino-crural e pele glabra (SEEBACHER et al.,
2008; SCHOELER et al., 2010).

41 CONSIDERAGOES FINAIS

Esses achados permitem um melhor entendimento sobre os agentes
etiologicos de dermatofitoses no estado de Alagoas e enfatizam a importancia do
diagnéstico micolégico, visto a necessidade de se estabelecer a terapia correta
baseando-se na identificacdo do agente infeccioso.

Nesse sentido, estudos epidemioldgicos futuros tonam-se necessarios, a fim
de se conhecer as espécies predominantes em cada regido, visando auxiliar clinicos
e dermatologistas na melhor conduta terapéutica dessas dermatomicoses.
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RESUMO: O papel do papilomavirus humano (HPV) no surgimento de alguns tipos
de tumores malignos tem sido cada vez mais demonstrado na literatura cientifica. Em
cancer de colo do Utero, essa associacao foi constatada desde a década de 70, quando
0 médico aleméo Harald Zur Hausen detectou a presenca do virus em bidpsias de
tumores. A medida que o conhecimento acerca da biologia viral e seus mecanismos
de oncogénese sao elucidados, diversas abordagens metodolégicas surgem como
ferramenta para deteccdo do virus nos mais diversos tipos de amostras biolégicas.
Diante disso, no presente estudo realizamos uma breve reviséo de literatura sobre
o tema, abordando os aspectos gerais da infeccdo por HPV, seus mecanismos de
oncogénese e a reposta celular a presencga do virus. Ademais, listamos os principais
métodos utilizados na detecgao do virus, abordando técnicas que se baseiam na
deteccéo do genoma viral (métodos moleculares), como a PCR (polymerase chain
reaction) e a Captura Hibrida, e aqueles baseados na observacdo de alteracoes
morfolégicas induzidas pelo virus (métodos histologicos), como a deteccéo de coilécitos
e a imuno-histoquimica. Com base nesse levantamento, discutimos a importancia da
correta definicdo do método de detecgéo para cada tipo de amostra, bem como impacto
desses fatores e do pré-analitico na sensibilidade, especificidade e positividade global
dos métodos. Os topicos abordados sdo importantes para compreensao do papel do
HPV no surgimento de tumores, bem como dos principais métodos de detecgéo viral.
A escolha metodologica adequada garante maior celeridade aos resultados, os quais
possuem grande impacto na elucidacao etioldgica do tumor, estratificacdo de risco e
definicao terapéutica.

PALAVRAS-CHAVE: Papilomavirus humano (HPV); histopatologico; PCR; imuno-
histoquimica; coilocitos.

MAIN TECHNIQUES APPLIED TO THE DETECTION OF HUMAN
PAPILLOMAVIRUS (HPV) IN ASSOCIATED TUMORS: BRIEF LITERATURE
REVIEW

ABSTRACT: The role of human papillomavirus (HPV) in the appearance of some types
of malignant tumors has been increasingly demonstrated in the literature. In cervical
cancer, this association has been observed since the 1970s, when doctor Harald
Zur Hausen detected the presence of the virus in tumor biopsies. As the knowledge
about viral biology and its mechanisms of oncogenesis are elucidated, several
methodological approaches emerge as a tool for detecting the virus in the most diverse
types of biological samples. Therefore, in the present study, we conducted a brief
review on the field, highlighting the general aspects of HPV infection, its mechanisms
of oncogenesis and the cellular response to the presence of the virus. We list the
main methods used in the detection of the virus, addressing techniques that are based
on the viral genome detection (molecular methods), such as PCR (polymerase chain
reaction) and Hybrid Capture, and those based on the observation of morphological
changes induced by the viruses (histological methods), such as koilocytes detection
and immunohistochemistry. Based on this survey, we discussed the importance of
the correct definition of the detection method for each type of sample, as well as the
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impact of these factors and the pre-analytical on the sensitivity, specificity and overall
positivity of the methods. The topics discussed are important for understanding the role
of HPV in the appearance of tumors, as well as the main methods of viral detection.
The appropriate methodological choice guarantees greater speed to the results, which
have a great impact on the etiological elucidation of the tumor, risk stratification and
therapeutic definition.

KEYWORDS: Human  papillomavirus  (HPV);  histopathological;  PCR;
immunohistochemistry; koilocytosis.

11 INTRODUGAO

1.1 Papilomavirus humano (HPV): Aspectos gerais

Durante anos os estudiosos procuravam determinar o agente causador do
cancer de colo do Utero, uma doenca que estava associada normalmente a praticas
sexuais. A elucidagao etiol6gica desse tipo de neoplasia maligna s6 foi possivel
no final da década de 70, com os resultados da pesquisa de Harald Zur Hausen,
que constatou a relacdo do Papilomavirus Humano (HPV) com a génese desses
tumores, sendo agraciado com o prémio Nobel de medicina em 2008 (PYTYNIA et
al., 2014).

O HPV pertence a familia Papillomaviridae (VAN REGENMORTEL et al., 2000)
e sdo classificados, segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa em Avaliagédo do
Cancer (IARC), em trés principais grupos: HPV de baixo risco (HPV-6, 11, 26, 42,
43, 58, 54, 61, 70, 81), HPV de risco intermediario (HPV-32, 34, 53, 62, 64, 71,
72,73, 82, 83, 84, 85, 89, 97, 102, 106) e HPV de alto risco oncogénico (HPV-16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 82). Os subtipos de baixo risco
oncogénico estdo normalmente envolvidos no aparecimento de verrugas na pele,
em regides orais (boca, labios, cordas vocais e etc) e genitais. Ao ponto que, os de
risco intermediario e de alto risco oncogénico séo frequentemente encontrados em
lesdes pré-malignas e tumores invasivos (DE SANJOSE et al., 2018).

O genoma do HPV é composto por uma molécula de DNA circular, e seus
genes sdo divididos em dois grupos: aqueles se expressam precocemente (do
inglés, early), séo eles E1, E2, E3, E4, E5, E6 e E7. Esses genes estdo normalmente
envolvidos no controle do ciclo celular hospedeiro e na regulagdo da transcricéo e
replicacao viral (DOORBAR et al., 2012). O segundo grupo é o de expressao tardia
(do inglés, late), representado pelos genes L1 e L2, responsaveis pela codificagao
das proteinas estruturais constituintes do capsideo viral. Aléem dessas, ha a regido
LCR (do inglés, long control region), que contém sequéncias estimuladoras e
repressoras da transcricéo viral, aléem da origem da replicagdo (BOOY et al., 1998).
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Replicagdo do DNAviral.
Replicagdo do DNA, regulagdo transcricional
esegregacgdo gendmica viral.

Controle de maturagdo viral e liberagdo de
novos virions.

Regulag3o da atividade de E6 e ET.
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GENOMA HPV 18

Oncoproteina: interagdo com pRB.
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Figura 1. Representacéo esquematica do genoma do HPV 18 (alto risco). As regides
E3 e E8 nao foram representadas devido & auséncia de fun¢éo bioldgica definida.

Fonte. Adaptado de Chakravorty e Sugden (2018).

O HPV é um virus mucoepiteliotrdpico, ou seja, possui tropismo pelo epitélio
escamoso da mucosa e da pele (PYTYNIA et al., 2014). O ciclo de vida do virus
se inicia quando o virus infecta as células da camada profunda (basal), tendo seu
acesso facilitado através de fissuras no epitélio. Sua internalizagéo ocorre a partir da
interacdo entre as proteinas do capsideo e os receptores especificos da superficie
da célula, alguns estudos apontam a integrina alfa-6 como principal receptor viral
(EVANDER et al., 1997; ABBAN et al., 2012). No interior da célula, o capsideo &
perdido e o seu DNA é exposto a agdo de enzimas nucleares, facilitando a expressao
dos genes virais.

Ao penetrar na célula, o genoma viral € mantido com um episédio de baixo
nuamero de codpias (DOORBAR et al., 2005), e se replica somente junto a célula
hospedeira, sem causar nenhuma alteracdo citologica, sob a forma epissomal
(PYTYNIA et al., 2014). Nesta fase, ha um baixo nivel de dos genes E6, E7, E1 e E2,
suficiente para a manutencéo gendmica do virus (DOORBAR et al., 2005). Para a
producao de particulas virais, ocorre a amplificacdo do genoma do HPV, dependente
da expressao dos genes E1, E2, E4 e E5 (DOORBAR et al., 2005). A montagem das
particulas infecciosas ocorre nas camadas médias e superiores do epitélio. Na fase
mais tardia, o virus se replica para um numero alto de copias e expressa 0s genes
do capsideo, L1 e L2, resultando na formacao de novos virions da progénie que séo
liberados na superficie epitelial, caracterizando sua forma integrada (DE SANJOSE
et al., 2018). Em sintese, ap06s a infecgédo, as oncoproteinas virais integram com
proteinas celulares do hospedeiro, repercutindo no perfil de expressao dessas
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proteinas.

1.2 HPV e o ciclo celular hospedeiro

Como descrito anteriormente, o ciclo de vida do HPV é vinculado a
diferenciacao das células epiteliais do hospedeiro, que estdo em processo de divisdo
em direcéo a camada superficial do epitélio (PYEON et al., 2009). Entéo, para melhor
entender o ciclo de vida do HPV no organismo, é necessario compreender, também,
0s mecanismos envolvidos no controle celular em sua normalidade. As células do
epitélio dividem-se por mitose, logo, seguem as seguintes fases no processo de
divisdo: fases G1, S, G2 (interface) e M (mitose) (figura 2).

Figura 2. Esquema do ciclo celular.

A fase G1 representa a fase mais longa do ciclo, ocorrendo crescimento
celular devido a intensa sintese de enzimas e RNA. A progressao da fase G1 para
a fase S é regulada por dois pontos de controle: o ponto de restricdo e o ponto
de checagem de danos de DNA. Esses pontos s@o pausas no processo para
verificag@o das etapas que deveriam ser cumpridas naquela fase, caso haja algum
dano a célula para o ciclo e as corrige (MATHEWS et al., 2014). Curiosamente,
esses pontos de verificagdo sdo frequentemente perdidos em células cancerosas,
nao havendo checagem de dados e consequentemente progresséo do ciclo mesmo
na presenca de DNA danificado, o que o contribui para o acumulo de mutag¢des ao
longo das divisdes (MATHEWS et al., 2014; COOPER et al., 2000).
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A fase S é responsavel por estimular a divisdo celular, e garantir que
as células-filhas recebam as informagdes genéticos que determinardo suas
caracteristicas. Nesta fase as células duplicam seus cromossomos, responsaveis
por toda a informagéo genética, e fazem uma coépia exata de si mesmos (COOPER
et al., 2000), seguindo para a proxima fase. E a fase G2, onde ha a sintese de
proteinas necessarias para manipulacdo cromossémica. Nesta fase ha mais um
ponto de checagem, a fim de verificar se ha algum “erro” (COOPER et al., 2000).

Diversos genes, moléculas e proteinas desempenham papéis importantes
durante a divisdo do ciclo celular, sejam como reguladores positivos ou negativos
(ALVES et al., 2016). Dentre estes fatores, as ciclinas constituem uma importante
familia de proteinas que desempenham um papel essencial no controle do ciclo.
Cada ciclina esta associada a uma determinada fase, ajudando a conduzir os
eventos desta fase ou periodo. Ha, também, as quinases dependentes de ciclina
(CDK'’s) que como o nome sugere, sb se tornard uma enzima funcional e modificara
proteinas alvo dentro da célula se estiver associada a uma ciclina. As ciclinas e as
CDK’s formam complexos, que podem atuar fosforilando as proteinas, no intuito
de suprimir ou ativar sua funcdo em uma determina via bioquimica. Normalmente
esse controle € positivo, ou seja, estimulando a acao de proteinas que atuam na
progresséao do ciclo celular (DURONIO et al., 2013).

Uma importante ciclina envolvida nesse processo, € a ciclina-D1, que se
liga a CDK4/6, formando um complexo que é responsavel por fosforilar a proteina
do retinoblastoma (pRB), uma importante proteina que regula a passagem das
células de G1 para a fase S. A proteina pRB em seu estado hiperfosforilado, libera
o fator de transcricdo E2F, o qual entrara no nucleo ativando a expresséo de genes
responsaveis pela progressao do ciclo celular para a fase S (ZHAO et al., 2016).
Além de pRB, o ciclo celular conta também com a atuacdo de outras proteinas
supressoras tumorais, como a p53 e a p16.

1.3 Proteina p16

Como citado anteriormente, os complexos Ciclina-CDK desempenham
importante funcdo na regulagdo do ciclo celular. No entanto, quando ndo ha
necessidade de estimulo da progresséo do ciclo celular, precisam ser desativadas.
Nesse contexto, a proteina p16 surge como um importante regulador dos complexos
ciclina-D e CDK4/6, responsaveis por fosforilar a proteina Rb. A proteina p16 forma
um complexo com a CDK4/6, impedindo a formagéo do complexo ciclina-CDK, e,
consequentemente, a permanéncia de pRB em seu estado hipofosforilado. Dessa
forma, o fator de transcricdo E2F néo ¢é liberado, e a progressao do ciclo celular é
inativada (WEINBERG et al., 1995).

Por desempenhar importante fungdo no correto funcionamento do ciclo
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celular, alteracbes no funcionamento de p16 ocasionam desregulagdo dos
mecanismos normais de divisdo celular. As alteracdes em p16 podem ser ocasionadas
por mutagdes em seu gene codificante (CDKN2A), a exemplo de dele¢des ou perda
de heterozigosidade, pela perda de funcédo efetiva em consequéncia da infeccéo
por HPV (LARQUE et al., 2015), e até mesmo por eventos epigenéticos (metilacéo)
(ZHOU et al., 2017). A perda de fungédo de p16 tem sido frequentemente relatada em
diversos tipos de neoplasias malignas (RUIZ et al., 2016).

Em tumores HPV-associados, quando o epitélio é infectado pelo
papilomavirus humano (HPV), as oncoproteinas virais interagem com as proteinas
da célula hospedeira, geralmente induzindo sua degradag¢édo ou perda de funcéo
(SOUTO et al., 2005). As proteinas do HPV mais bem estudadas no processo
de desregulagdo do ciclo celular sdo as oncoproteinas E6 e E7 (DA ROSA et
al.,, 2009). A oncoproteina E6 atua na via do p53, sequestrando essa proteina e
direcionando-a para degradacgéo proteossémica (REUSCHENBACH et al., 2008).
Enquanto a proteina E7 se liga a proteina pRB, que perdera sua funcéo de regular
negativamente o ciclo celular, consequentemente, o fator de transcricdo E2F ficara
livre e possibilitara a progressao da fase G1 para afase S no ciclo (REUSCHENBACH
et al., 2008).

No entanto, diante de eventos adversos, como a infeccdo pelo virus, a
célula possui mecanismos préprios para identificar esses eventos, e ao detectar
erros no processo de divisdo, lanca méao de mecanismos especificos para frear
o processo de divisdo celular (CUBILLA et al., 2011). Um desses mecanismos
consiste no bloquei de formacao dos complexos ciclina D- CDK4/6, como citado
anteriormente. Em células infectadas pelo HPV, a inativa¢cdo de pRB via E7-HPV
gera um feedback negativo, aumentando a expressédo da proteina p16 (Figura 3).
O aumento da expressado de p16 é uma tentativa de inibir a formagéo do complexo
ciclina D e CDK4/6, e consequentemente, a fosforilacao da pRb e liberacéo do fator
de transcricdo E2F. Dessa forma, ha superexpressdo de p16 e acimulo da proteina
no citoplasma celular (ZHOU et al., 2017).
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Figura 3. Esquema do funcionamento de uma célula normal e uma célula infectada pelo
HPV.

Fonte: adaptado de Wai KC et al. (2020).

1.4 Deteccédo molecular do papilomavirus humano (HPV)

Tumores associados ao HPV podem ser identificados de diferentes maneiras
na pratica médica, partindo dos aspectos clinicos (macroscopicos), histopatolégico
(microscopicos), aos métodos de deteccao especifica do virus (LETO et al., 2011).
Como citado anteriormente, a imuno-histoquimica para p16 € um método bastante
utilizado na rotina da patologia, no entanto, ndo é totalmente segura e néo nos
permite saber qual subtipo viral envolvido no processo. As técnicas moleculares,
no entanto, geralmente nos permitem ndo somente a deteccdo, mas também a
genotipagem viral (SOUTO et al., 2005). A definicdo de qual subtipo de HPV esta
presente na amostra é essencial para o entendimento da biologia do tumor, visto
que ha diferentes subtipos de HPV distribuidos em diferentes grupos de risco
oncoldgicos. A PCR (do inglés, polymerase chain reaction) é considerada o método
molecular padrdao outro na deteccdo do HPV (LETO et al.,, 2011), mas outras
metodologias também s&o utilizadas, como a captura hibrida e a hibridizacéo in situ.

Todas baseiam-se na detecgcéo do genoma viral em amostras biolégicas.

1.4.1 Captura Hibrida (CH)

A captura hibrida € um método de hibridizagdo molecular bastante utilizado
na detec¢do HPV devido sua boa sensibilidade (91,7%) e especificidade de (95,4%)
quando comparada a técnica de PCR (CASTLE et al., 2002). Diversos estudos tem
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mostrado que os resultados de CH possuem estreita associagdo com a evolugéo
clinica dos casos, principalmente em amostras de rotina (assintomaticos), além de
ser aprovada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e pela Food and
Drugs Adminstration (FDA) (TULIO etal., 2017). O método usa quimiluminescéncia para
detectar hibridos de DNA/RNA e assim avaliar quantitativamente e qualitativamente a
presenga do HPV (CARVALHO et al., 2003; YLITALO et al., 2000). Apés a coleta do
material, as amostras passam pelas seguintes etapas:

Desnaturacao: Ocorre a lise celular DNA das células e a desnaturagéo dos
acidos nucleicos) (WANG, 2006);

Hibridizacédo: Sondas de RNA diluidas no tamp&o s&o adicionadas. As sondas
de RNA ligam-se ao DNA-alvo do virus, criando os hibridos DNA-RNA (WANG, 2006);

Captura dos Hibridos: Depois de hibridizados, sdo transferidos para uma
microplaca com as paredes recobertas por anticorpos monoclonais universais e
especificos de DNA-RNA, que reconhecem e vinculam-se ao hibrido DNA-RNA
(WANG, 2006);

Reacdo com conjugado: E adicionado uma solugdo contendo o anticorpo
monoclonal anti-DNA-RNA conjugado a fosfatase alcalina, uma enzima que, na
presenca de substrato quimioluminescente produz luz e atua como amplificacdo de
sinal. Elas se ligam em diferentes sitios dos hibridos que foram capturados, obtendo
uma amplificacao de até 3000 vezes (WANG, 2006);

Deteccao dos hibridos: Por Gltimo, a detecgao do sinal de quimiluminescéncia.
A fosfatase alcalina cliva o substrato, expondo uma luz, e a sua intensidade depende
da quantidade de enzimas que estédo ligadas ao complexo. A luz é medida pelos
quimioluminescentes.

Em seguida, a leitura é feita no quimioluminémetro e transmitida no computador,
que analisa os dados recebidos e faz a quantificacdo dos controles positivos e
negativos (WANG, 2006). Os controles positivos e negativos servem como parametro
para diagnostico das amostras em andlise. Além da deteccao HPV, a CH é também
utilizada para deteccéo de outros agentes infecciosos, como a Chlamydia trachomatis
e Neisseria gonorrhoeae (WANG, 2006).

1.4.2 Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

A PCR é considerada padréo outro para deteccdo de HPV e diversos
outros microrganismos em amostras biolégicas devido sua elevada sensibilidade
e especificada. A técnica permite a amplificacdo do material genético in vitro,
potencialmente gerando bilhbes de cépias especificas a partir de uma Unica
sequéncia alvo. Atécnica utiliza mecanismos que simulam o que acontece no interior
da célula durante a replicagdo do DNA (LETO et al., 2011). Os componentes para a
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realizacdo da técnica séo:

A amostra de DNA que se deseja amplificar contendo a sequéncia que se
deseja detectar por amplificagéo;

DNA polimerase, mais especificamente a Taq polimerase, inicialmente
descoberta na bactéria extremofila Thermus aquaticus. Essa enzima é naturalmente
estavel em altas temperaturas, por isso se mantém ativa em todos os ciclos da PCR,
mesmo com 0 aquecimento necessario para a desnaturagéo, que gira em torno dos
94°C (SIENA et al., 2018).

Um tampé&o que serve para evitar a variacéo do pH, ou seja, mesmo com a
adicdo de substancias de carater acido e basico, o pH se mantém estavel (SIENA
et al., 2018);

O cloreto de magnésio que funciona como um cofator da enzima DNA
polimerase, essa interagdo tem a capacidade de aumentar a eficiéncia enzimatica
(SIENA et al., 2018);

Os primers ou iniciadores, s@o sequencias curtas de nucleotideos que se
ligam a regido alvo e possibilitam o inicio da sintese de DNA, sinalizando onde a Taq
polimerase deve comecar a adicionar nucleotideos (SIENA et al., 2018).;

Os dNTP’s, que séao os desoxirribonucleotideos trifosfatados contendo cada
uma das quatro bases nitrogenadas presentes na molécula de DNA (A, T,C e G), em
igual concentracao (SIENA et al., 2018);

Agua ultrapura, que devido ao seu carater fisico-quimico, permite que
substancias polares ou ibnicas formem solugcbes aquosas (SIENA et al., 2018). E
como a PCR é um processo de grande sensibilidade, é necessario que a agua esteja
livre de nucleasse e outros contaminantes.

O ensaio divide-se, em trés etapas: (a) desnaturagao, (b) termociclagem e (c)
extensdo. A primeira etapa da PCR é a desnaturacao inicial, onde as duas cadeias
do DNA-alvo séo separadas pela temperatura de 95°C durante 5 minutos. O objetivo
€ garantir que toda a dupla fita seja aberta, um processo que in vivo é executado
pelas helicases (SIENAet al., 2018; JOSHI et al., 2011). Logo apés, a termociclagem
se inicia. Essa etapa envolve a repeticdo de todas as etapas gerais do processo. A
desnaturac@o na temperatura de 95°C, mas, em uma duracao de 30 segundos. O
anelamento, em uma temperatura em torno de 57°C. Essa diminuigdo de temperatura
possibilita que os dois primers venham a se parear nas suas respectivas cadeias de
DNA-alvo. Isso fornece a extremidade 3’ OH livres, necessarias para a extensao da
cadeia, mediada pela DNA polimerase, que vai adicionando nucleotideos na direcédo
5’-3’. Esse ciclo é repetido em média de 30 a 35 vezes (SIENA et al., 2018; JOSHI
et al., 2011). Por dltimo, a extenséo, que é a adicao final dos nucleotideos pela taq
polimerase.

Na PCR convencional, apés a ciclagem, os fragmentos amplificados (bilhées
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de copias) devem ser analisados em gel de agarose. Com base no tamanho dos
fragmentos observados é possivel realizar o diagnoéstico positivo ou negativo da
amostra (SIENA et al., 2018; JOSHI et al., 2011).

Devido a sua complexidade e necessidade de andlise em gel p6s-PCR,
a técnica tem sido constantemente aprimorada, surgindo diversas variacdes, a
exemplo da PCR em tempo real (SIENA et al., 2018). Na PCR em tempo real, a
utilizacdo de primers conjugados com corantes fluorescentes gera uma combinacao
de cores que é utilizada para diagnostico. Se torna um processo mais rapido que a
convencional pelo fato de nédo precisar de eletroforese. Além de gerar um resultado
quantitativo, ou seja, se a sequéncia alvo esta presente ou ndo na amostra, &
possivel quantificar (quantitativo) a cada ciclo a quantidade de produtos gerados
pela PCR em tempo real (JOSHI et al., 2011).

Diante do exposto, a PCR é considerada padrdo ouro na detec¢do de HPV,
pois se baseia ndo somente na detecgdo do genoma do virus (Captura hibrida),
mas na amplificagdo de regides especificas do genoma viral, 0 que aumenta as
chances de deteccgéo principalmente em amostras com baixa carga viral. E possivel
a utilizacéo de iniciadores especificos para regides intrinsecas de cada subtipo viral
e assim realizar a detecgdo de genotipagem do virus (DONG et al., 2017).

1.5 Deteccéo histoldgica do papilomavirus humano (HPV)

A andlise histologica de tumores e tecidos normais fornecem importantes
informacdes acerca dos aspectos histopatolégicos em humanos, plantas e
animais. A analise por microscopia Optica permite descrever visualmente diversas
caracteristicas da morfologica celular e elucidar alteragdes histologicas que diferem
da organizagao normal do tecido/6rgéo em andlise. No ambito da detecgéo do HPV,
a histologia pode nos fornece importantes informagdes devido a capacidade do virus
de induzir alteracoes morfolégicas nas células epiteliais que podem ser facilmente
identificadas por microscopia 6ptica (JORDAO et al., 2003).

1.5.1 Observacdo de alteragbes cito arquiteturais (coilocitos)

Dentre as possibilidades da deteccao histolégica do virus, a coilocitose
constitui-se como um importante aspecto da morfologia tecidual indicativa da
presenca do virus. Os coilocitos sdo células epiteliais infectadas pelo HPV e que
possuem uma citomorfolégica diferente de outras células do epitélio que ndo foram
infectadas pelo virus (JORDAO et al., 2003). Através da identificagdo dessas células,
o patologista que avalia uma amostra suspeita ou um tumor com diagnéstico clinico,
pode descrever as caracteristicas gerais da amostra e se ha ou néo a presenca de
coilécitos, e, consequentemente, a presenca do HPV.

Os coilocitos sdo geralmente identificados levando em consideragéo trés
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critérios majoritarios quando analisadas laminas de hematoxilina e eosina (HE), séo
eles: a presenca de halo perinuclear (espago entre o nicleo e o citoplasma); atipia
nuclear (aparéncia anormal do nucleo, geralmente lembrando uma ameixa murcha);
bi nucleagdes (célula com dois nicleos em um mesmo citoplasma) (ABADI et al.,
1998; KRAWCZYK et al., 2008) (Figura 4).

Figura 4. Amostra com presenga de coilocitose.
Fonte: Teixeira, Junior A. A. L. (2018)

A principal vantagem da utilizacdo desse método é sua incluséo nos laudos
histopatolégicos, que é rotina na andlise de qualquer tipo de neoplasia para
descrigao dos aspectos microscopicos do tumor. Dessa forma, pode-se acrescentar
ao laudo se na amostra em analise ha presente ou nédo de coil6citos (KRAWCZYK
et al., 2008). A observacéao de coilocitos € uma das principais ferramentas utilizadas
por citopatologistas na analise classificagéo de altera¢des celulares do colo do Gtero
em exames de rotina (Papanicolau) (KRAWCZYK et al., 2008).

Apesar disso, a principal desvantagem do método é que os coil6citos s6
sé@o evidentes quando o virus esta se replicando intensamente, geralmente em seu
estado epissomal. Quando o genoma do virus se encontra integrado ao genoma da
célula hospedeira, ele perde a capacidade de se replicar, e consequentemente a
observagéo de coilocitos pode néo ser possivel andlise tecidual, mesmo que o virus
esteja presente na amostra (KRAWCZYK et al., 2008).
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1.5.2 Ensaios de imuno-histoquimica (IHQ)

A imuno-histoquimica € uma ferramenta amplamente utilizada no diagnostico
e classificagao de tumores. Atécnica se baseia na deteccao de antigenos especificos
em sec¢des teciduais, podendo diferenciar subpopulagdes celulares em um mesmo
tecido, ou até mesmo detectar a presenca de proteinas exégenas provenientes de
agentes infecciosos, como o HPV (NANGUZGAMBO et al., 2011). Existem diversas
variagcdes da técnica de imuno-histoquimica, no entanto, de modo geral o método se
baseia no principio de ligagdo entre um antigeno e um anticorpo (NANGUZGAMBO
et al., 2011).

Inicialmente séo feitas sec¢des de tecidos previamente fixados, processados
e incluidos em parafina a fim de se gerar um corte histoldgico, os quais sé@o dispostos
em laminas apropriadas para o ensaio (NANGUZGAMBO et al., 2011). De forma
geral, a lamina contendo o corte tecidual € submetida a recuperacao antigénica
(etapa onde os epitopos do antigeno alvo serdo expostos, pois 0 processamento
histol6gico para preparagcdo do bloco de parafina modifica a estrutura do alvo);
aplicagdo de anticorpo primario que se ligara ao alvo que se deseja detectar no
tecido, caso ele esteja presente (preferencialmente anticorpos monoclonais).
A revelagdo da ligacdo anticorpo-antigeno pode ser feita de varias maneiras, na
principal o anticorpo é conjugado com uma enzima, como a peroxidase, que na
presenca de um substrato especifico pode catalisar uma reagédo produtora de cor
(vermelha, marrom, etc.) (NANGUZGAMBO et al., 2011).

No ambito da detecgcdo do HPV, pode-se utilizar anticorpos especificos para
as proteinas virais, como anticorpos que se ligam as oncoproteinas E6 e E7, ou a
proteinas celulares especificas que sugiram a presencga do virus no tecido, como
a proteina p16. A superexpressdo de p16 € amplamente utilizada como marcador
indireto de infec¢do por HPV de alto risco em diversos tipos de tumores associados
ao virus devido ao feedback negativo gerado pelo virus nas células, como descrito
anteriormente (ROMAGOSA et al., 2011; GEIBLER et al., 2013). A praticidade do
método quando comparado aos métodos moleculares, que geralmente necessitam
de maior aparato técnico e de infraestrutura é a principal vantagem. A Figura 4
evidencia a superexpressao de p16 em secc¢ao histoldégica de um caso de tumor de
pénis (tumor HPV-asscoiado).
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Figura 5. Epitélio escamoso evidenciado superexpressao de p16 em amostra de cancer
de pénis.

Fonte. Cubilla et al., (2011).

No entanto, apesar de sua ampla utilizagdo no diagnostico de lesbes
associadas ao HPV, a analise imuno-histoquimica de p16 per se nédo constitui
um meétodo direto de detecg¢do do virus, podendo estar superexpressa em outras
situagcdes celulares que nédo infecgdo por HPV, da mesma forma que a auséncia
de expressao néo significa auséncia de infecgéo por HPV (CUBILLA et al., 2011).
Além disso, a técnica de imuno-histoquimica, néo diferente das outras metodologias
moleculares, sofre direto impacto da etapa pré-analitica. Dessa forma, se o tecido
nao for fixado, processado e incluido em parafina da forma correta, o ensaio pode
ser comprometido e gerar resultado duvidosos.

21 QUAL METODO ESCOLHER?

Todo método de diagnostico possui duas principais vertentes a serem
levadas em consideracédo, a especificidade e sensibilidade. A sensibilidade de um
teste refere-se a capacidade de identificar corretamente as amostras positivas
para o agente/doenca que se deseja detectar. J& a especificidade diz respeito a
capacidade do teste para identificar corretamente os casos negativos (LALKHEN et
al., 2008).
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Em suma, a escolha do teste depende de muitas variaveis, como o tipo de
amostra a ser utilizado e o objetivo a ser alcancado. Por exemplo, de forma genérica,
havendo disponibilidade apenas de material fixado e embebido em parafina, da-
se preferéncia aos métodos que melhor se adequam as condicbes desse tipo
de amostra, que dentre os exemplos discutidos até aqui, seriam a deteccdo de
coilécitos e a imuno-histoquimica. Quando ha disponibilidade de tecido fresco,
conhecidamente de melhor qualidade para obtengcédo de material genético integro e
favoravel para aplicacdo em ensaios moleculares, pode-se adotar a captura hibrida
ou a PCR. A correta conducgao das etapas pré-analitica é de suma importancia para
confiabilidade dos dados obtidos a partir do teste escolhido.

Certamente um teste que detenha simultaneamente alta sensibilidade e
especificidade seria a melhor escolha, entretanto, o que se observa é que os métodos
variam em relagé@o a essas duas vertentes. Testes que possuem alta especificidade
geralmente possuem sensibilidade reduzida, e vice-versa. Dessa forma, uma
alternativa frequentemente adotada é a aplicacdo de mudltiplas metodologias
para uma mesma finalidade, de forma a complementar os resultados e dar mais
confiabilidade ao diagnostico. Por exemplo, a utilizagdo simultanea de PCR (alta
sensibilidade) e da que Captura Hibrida (alta especificidade) na detecgéo de HPV.

Em um breve levantamento bibliografico, selecionamos artigos que
descreveram a sensibilidade e especificidade dos testes de captura hibrida e
PCR aplicados a detecgdo de HPV (Tabela 1). Descrevemos também estudos que
utilizaram métodos histolégicos (Imuno-histoquimica) e moleculares como PCF,
captura hibrida e hibridizacao in situ (ndo abordada nesse trabalho) (Tabela 2).

PCR Captura hibrida
Fonte Amostra N
Positividade Sensibilidade Especificidade | Positividade Sensibilidade Especificidade
KO et al. (2017) Colo do utero | 900 27,4% 85,4% 91,9% 12,8% 83,5% 95,9%
CHUNG et al. (2014) Colo do utero | 619 39,7% 95,5% 61,6% 19,7% 100% 83,3%
PARK et al. (2012) Colo do utero | 356 27% 78,3% 99,2% 39.7% 96,6% 89,1%
LEE et al. (2011) Colo do utero | 173 51,4% 95,2% 73.0% 48,0% 93,5% 77.5%
POLJAK et al. (2011) Colo do utero | 4432 11,6% 98,2% 89,5% 13,3% 94,7% 87,7%
TSIODRAS et al. (2010) Colo do utero | 1270 31,2% 100% 69,6% 20,4% 733% 80,2%
GUSTAVSSON et al. (2009) | Colo do utero | 391 45% 85% 73% 34% 91% 60%
HONG et al. (2009) Colo do atero | 199 48,7% 63,9% 65,7% 52,3% 74,2% 68,6%
SAINI et al. (2007) Colo do utero | 40 52,5% 81,8% 58,6% 12,5% 36,4% 96,6%
NOMELINI et al. (2007) Colo do utero | 80 87,5% 83,3% 13,3% 47,5% 66,7% 56,7%
CARESTIATO et al (2006) Colo do utero | 137 75% 97,1% 85,2% 713% 99,2% 86%
SCHIFFMAN et al. (2005) Colo do utero | 5026 40,8% 89,3% 48,5% 457% 93,6% 41,2%
CARVALHO et al. (2004) Colo do utero | 40 75% 96,5% 100% 70% 86,2% 100%
CLAVEL et al. (1998) Colo do utero | 42 81% 96,4% 66,7% 76,2% 92,8% 66,7%

Tabela 1. Estudos comparativos das técnicas moleculares PCR e Captura hibrida.
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Fonte Amostra N Positividade p16 (%) Positividade PCR (%)
LINGE et al. (2018) Cabeca e pescogo 175 36% 29,1%
RAZMPOOSH et al. (2014) Colo do Utero | 64 46,9% 93,8%
MELKANE et al. (2014) Cabega e pescogo | 46 61% 63%
Orofaringe 3304
WALLINE et al. (2013) 60%a 58%a
184o
Colo do dtero | 895,
MESHER et al. (2013) 54,4%a 72,9%b
1173
Orofaringe | 231
JORDAN et al. (2012) 70,2%a 78,3%b
233s
Amigdalas 26a
EVANS et al. (2011) 84,6%a 83%b
30p
Cérvix uterino 1434
BENEVOLO et al. (2010) 8 58%a 46,4%b
b
Orofaringe | 239
LEWIS et al. (2010) 78%a 39,6%b
48p
LICITRA et al. (2008) Orofaringe 90 35,6% 19%
YOSHIDA et al. (2004) Colo do utero 98 61% 61%

Tabela 2. Estudos comparativos da Imuno-histoquimica para p16 e PCR.

* As letras A e B indicam o resultado de cada N amostral

Utilizando o recurso de pesquisa avangada de dois bancos de dados (PubMed
e Google Académico), com as seguintes palavras-chaves: (PCR); (HPV); (Hybrid
Capture); (P16), foram selecionados 43 artigos, dos quais 26 foram submetidos a
analise, seguindo os seguintes critérios de inclusdo: (1) descricdo de positividade
global para cada método; (2) descricdo de sensibilidade e especificidade de cada
método, ou os valores de falsos-positivos e falsos-negativos para calculo; (3) artigos
que apresentassem a positividade global para no minimo dois testes. E os critérios
de néo inclusdo foram: (1) estudos que que apresentavam apenas sensibilidade e
especificidade, e ndo a positividade global; (2) artigos que apresentavam positividade
total apenas para um dos métodos.

Na Tabela 1 foram avaliados 14 artigos que adotaram simultaneamente a PCR
e captura hibrida como métodos de detec¢do. Na maioria dos estudos, a positividade
global foi maior através da técnica de PCR (71,4%), assim como a sensibilidade
(57,1%). Ja a especificidade foi maior na técnica de captura hibrida (66,7%). Dentre
os estudos selecionados, quando comparadas as técnicas de PCR e captura hibrida,
a sensibilidade analitica da PC é geralmente alta, no entanto, ha alto risco de
contaminacao durante a realizacdo do teste, aumentando as chances de obteng¢éo de
resultados falso-positivos. Na captura hibrida, ha reducdo da sensibilidade em fungéao
da restricao de subtipos virais detectaveis pelo método, que geralmente é direcionado
para o grupo de HPV de alto risco, no entanto, ha aumento na especificidade. Dessa
forma, a realizagdo de ambos os testes, se disponiveis, ocasionaria um aumento
simultaneo na especificidade e sensibilidade na deteccado do virus. Essa possibilidade
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tem sido discutida em alguns estudos, a exemplo de Carvalho e colaboradores (2003),
que demonstraram que a positividade para HPV utilizando apenas um teste foi de 68%,
e quando combinados, aumentou para 89%. Embora haja varia¢cdes nos protocolos de
PCR para detecgao do HPV, a concordancia entre os testes de Captura hibrida e PCR
em varios estudos é geralmente alta, superior a 80%.

Os casos falsos negativos podem ocorrer devido a presenga de novos tipos
virais (n&o incluidos nos painéis dos testes), principalmente na PCR. Enquanto que,
na captura hibrida, as lesbes podem apresentar poucas cdpias virais, ainda nao
detectaveis por esse método.

Na Tabela 2 elencamos alguns estudos que comparam a positividade por um
método direto-molecular (PCR) e um método indireto-histolégico (imuno-histoquimica).
Na Tabela 1, apesar da PCR ser considerada o padrao ouro e ter apresentado maior
positividade global quando comparada a captura hibrida, ainda sim em alguns casos
a captura hibrida obteve melhores resultados. Com base nessas observagdes, é
possivel sugerir que ha influéncia das etapas pré-analiticas nos resultados obtidos.
Da mesma forma, que na tabela 2, foi observado que em alguns estudos ha maior
positividade por imuno-histoquimica que por PCR, diferente do esperado ja que a
PCR em tese detectaria todos os casos que de fato apresentassem infecgéo por HPV,
e a imuno-histoquimica somente aqueles em que o feedback negativo tivesse ocorrido
(discutido anteriormente). Quando avaliamos somente os estudos em que isso
ocorreu, notamos que todos utilizaram amostras de fixadas em formol e embebidas
em parafina para extragcdo de DNA e realizagdo da PCR, o que possivelmente pode
ter reduzido de sensibilidade do método em comparacéo a imuno-histoquimica, que
melhor se adequa a esse tipo de amostra.

Dessa forma, é importante reforcar que para cada tipo de método é preciso
ter cautela nas etapas pré-analiticas para que se obtenha resultados satisfatorios
e confiaveis. Além do tipo de amostras, a PCR pode ser influenciada também por
fatores como: a metodologia de extragéo escolhida para determinado tipo de amostra,
a concentracdo e a integridade de DNA, contaminacdo com outras amostras, etc.
Da mesma maneira, os métodos histolégicos, como a imuno-histoquimica, sofrem
influéncia direta de processos fixagdo tecidual inadequados, variacdo no tipo e
clonalidade de anticorpos, etc.

Diante disso, a escolha do teste apropriado para cada tipo de amostra, bem
como os cuidados pré-analiticos da coleta ao processamento sao fatores decisivos na
elucidacao diagnéstica. Em muitos tumores, como cancer de orofaringea, os casos
HPV positivos possuem sobrevida aumentada em comparag¢do aos casos negativos,
bem como os protocolos terapéuticos, o que torna correta detecgéo de HPV crucial
para elucidacao etioldgica da leséo e estratificacdo dos grupos.
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31 CONCLUSAO

Tumores associados a infeccdo pelo papilomavirus humano (HPV) constituem
um importante grupo de neoplasias malignas com caracteristicas distintas. A
compreens@o dos mecanismos moleculares envolvidos na carcinogénese induzia
pelo virus é essencial para definicdo dos métodos adequados para deteccéo viral
nesses tumores. A escolha metodolégica adequada garante maior celeridade aos
resultados, os quais possuem grande impacto na elucidacéo etiolégica do tumor,
estratificacdo de risco e definicdo terapéutica. Dessa forma, no presente estudo foi
possivel revisar os principais mecanismos virais associados a carcinogénese, bem
como seus principais métodos de deteccao.
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RESUMO: O carcinoma de células escamosas
(CEC) oral acomete principalmente homens
acima de 50 anos, tabagistas e etilistas. O
local mais acometido é a borda posterior da
lingua e se manifesta através de Ulceras com
areas necroticas centrais e bordas elevadas. O
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presente trabalho tem como objetivo abordar
a caracterizagdo clinica, a sintomatologia, o
diagnostico e o tratamento do CEC de lingua.
Este projeto foi fundamentado no relato de caso
de uma paciente pertencente a Clinica Angratrab
e OncoBarra. Ademais, foi realizada uma reviséo
de literatura acerca do assunto para a constru¢éo
do trabalho. Foram utilizados artigos cientificos
disponiveis na bases de dados do SCIELO, do
PubMed, na revista Nature e o livro-texto Bases
Patologicas das Doengas de Robbins e Cotran.
Atualmente, a classificagdo TNM é utilizada para
definir o estagio do tumor e orientar a conduta.
Quanto ao diagnoéstico, a bidpsia incisional é
a mais utilizada, sendo interessante para a
avaliacdo do perfil microscopico da lesdo. A
cirurgia é a terapéutica de escolha para o CEC
bucal, sendo que a modalidade varia de acordo
com o estadiamento da doenca. A radioterapia
(RT) é o método realizado para pacientes com
baixo performance status ou quando o tumor se
apresenta em fase avangada no momento do
diagnéstico e a lesdo ndo pode ser removida
cirurgicamente com margem de seguranca. O
caso relatado traz & luz a discussdo acerca do
CEC oral, sua sintomatologia, epidemiologia
e tratamento. O tabagismo € um dos agentes
primordiais na carcinogénese oral e o etilismo
potencializa seus efeitos. O estadiamento
clinico influencia a escolha terapéutica, sendo
importante salientar a anamnese e exame fisico
minuciosos para o diagndstico precoce.

PALAVRAS-CHAVE: Carcinoma de células
escamosas; Radioterapia; Neoplasias da lingua.
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ORAL SQUAMOUS CELL CARCINOMA: CASE REPORT AND
LITERATURE REVIEW

ABSTRACT: Oral squamous cell carcinoma (SCC) affects mainly men over 50 years
with a history of high tobacco and alcohol consumption, being located mainly in the
tongue, especially in the lateral posterior border. Oral SCC usually manifests through
an ulceration with central necrotic area and raised edges. This project aims to identify
the clinical characterization, symptoms, diagnosis and treatment of tongue cancer. It
was based on a patient who presented herself at the Clinica Angratrab and OncoBarra.
A literature review was carried out on the subject for the construction of the work. In
addition, were used scientific articles available in SCIELO and PubMed databases, in
Nature Journal and the textbook Pathologic Basis of Disease by Robbins and Cotran.
Currently, SCC is based on mouth cancer TNM classification criteria to define the
tumor stage and guide the conduct. As for the diagnosis of tongue cancer, the incisional
biopsy is the most used, being interesting for the evaluation of the microscopic profile
of the lesion. Surgery is the choice therapy for oral SCC, and the modality varies
according to the stage of the disease. Patients with low performance status or when
the tumor is in an advanced stage at the time of diagnosis and the lesion cannot be
surgically removed with a safety margin are treated with radiotherapy. In conclusion,
this case report brings to light the discussion about oral squamous cell carcinoma, its
symptoms, epidemiology and treatment. Regarding the etiology, smoking is one of the
primary agents in oral carcinogenesis and alcoholism potentiates the effects. Clinical
staging influences the choice therapy and it is important to highlight the anamnesis and
physical examination for early diagnosis.

KEYWORDS: Squamous cell carcinoma; Radiotherapy; Tongue neoplasms.

11 INTRODUGAO

O cancer de boca é o sétimo tipo de cancer mais comum entre os homens
e ocupa o décimo segundo lugar em relacdo as mulheres. Dentre todos os paises
da América Latina, o Brasil é o pais que possui a maior incidéncia de neoplasias
malignas da boca, sendo em 90% dos casos classificados como carcinoma de células
escamosas (CEC) ou carcinoma epidermoide (EMERICK, 2020).

Quanto ao perfil socioepidemiologico, o carcinoma de células escamosas
bucal acomete principalmente homens, com idade entre 60 e 70 anos, tabagistas e
etilistas. Aléem disso, fatores de riscos adicionais estdo sendo estudados, tais como
predisposic¢ao genética, infecgao por HPV, infeccao por Candida, deficiéncia nutricional
e exposicao a radiacao ultravioleta (especialmente no caso de acometimento labial)
(EMERICK, 2020).

Os locais mais acometidos incluem lingua (borda lateral e 2/3 anteriores),
orofaringe (1/3 posterior e palato mole), labio, assoalho e gengiva. O CEC bucal,
geralmente, se manifesta através de uma Ulcera com areas necroticas centrais e
bordas elevadas. Quando superficial, na maioria das vezes é assintomatico, mas
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também pode estar associado a dor, disfagia, halitose e dificuldades na fala (FABIO,
2013).

Atualmente, a classificagdo TNM (Tumor, Node, Metastasis) € utilizada para
definir o estagio do tumor e orientar a conduta. As diferentes formas de abordagem
incluem a cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia, sendo por vezes necessario o
tratamento combinado (NOBREGA, 2018).

O carcinoma de células escamosas da lingua pode apresentar-se com
comportamento agressivo, mesmo quando diagnosticado em fases iniciais. Apesar
da importancia, ha pouca disponibilidade de estudos referentes ao tema. Objetiva-se,
portanto, através deste relato de caso, ampliar o acervo de conhecimentos quanto a
questdo (MIGUELANEZ-MEDRAN, 2019).

21 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo abordar a caracterizagao clinica,
sintomatologia, diagnostico e tratamento do carcinoma de células escamosas de

lingua.

31 METODOLOGIA

Este projeto foi fundamentado no relato de um caso clinico-cirargico de uma
paciente pertencente a Clinica Angratrab e OncoBarra. A partir da aplicagcdo do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, foi permitida a divulgacdo de dados
clinicos e laboratoriais, bem como imagens fotograficas. Ademais, foi realizada
uma revisao de literatura acerca do assunto para a construgcéo do trabalho. Foram
utilizados artigos cientificos disponiveis na bases de dados do SCIELO, do PubMed,
da revista Nature e o livro-texto Bases Patolégicas das Doencas de Robbins e
Cotran. Os descritores utilizados na construgdo foram: Carcinoma Epidermoide de
lingua; Carcinoma de Células Escamosas; Fisiopatologia de Carcinoma de Células
Escamosas; Radioterapia.

41 RELATO DE CASO

Paciente do sexo feminino, branca, 84 anos, do lar, natural e residente de
Angra dos Reis, apresentou-se ao ambulatorio de Clinica Médica, queixando-se de
dor intensa associada a lesédo na lingua, com vinte meses de duragcédo. Ao exame
fisico, na borda lateral direita da lingua, observou-se leséo tumoral Ulcero-infiltrante
medindo 2,2 x 2,0 cm e, no dorso, area esbranquicada e eritematosa, sugestiva de
leucoplasia, associada a dor a palpacdo e auséncia de linfonodomegalia (Figuras
1 e 2). A protese total superior foi elaborada ha mais de trinta anos e possuia
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higienizagdo satisfatéria. Do ponto de vista funcional, encontrava-se desgastada e
bem adaptada. Hipertensa e portadora de Artrite Reumatoide, em uso de Losartana e
Metotrexato, negava historia de tabagismo e etilismo. Em relagéo a historia familiar,
constatou-se mae falecida por cancer colorretal. Estava em uso de Benzidamina
spray, Nistatina suspenséo oral, Lidocaina pomada e Triancinolona acetonida.
Foi submetida a Endoscopia Digestiva Alta, na qual verificou-se hérnia de hiato e
pangastrite com teste de urease negativo.

SN |

Figura 1: Les&o de borda lateral direita da lingua com placa leucoplasica de
consisténcia endurecida.

Figura 2: Les&o em dorso da lingua com placa leucoplésica.

Foiencaminhadaao estomatologista, o quallevantou as hipétesesdiagnosticas
de CEC, estomatite aftosa e moniliase oral e, posteriormente, foi realizada biopsia
incisional de tumor com margem profunda. O resultado anatomopatologico foi de
carcinoma de células escamosas de lingua moderadamente diferenciado (Figura

3), estendendo-se até o musculo esquelético, sendo a neoplasia classificada como
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T2NOMO (estadio Il), baseada no critério de classificagdo TNM de cancer de boca da
UICC/AJC (American Joint Committe for Cancer Staging).

Figura 3: Carcinoma de células escamosas de lingua moderadamente diferenciado.

A paciente foi encaminhada ao servico OncoBarra, de Barra Mansa. Em
relacdo a terapéutica, foi instituida glossectomia parcial associada a esvaziamento
cervical bilateral. Entretanto, como a paciente ndo realizou a disseccéo cervical,
devido aidade e auséncia de adenomegalia cervical, o tratamento foi complementado
com radioterapia adjuvante. Atualmente, paciente encontra-se sob controle periodico,
incluindo acompanhamento por fonoaudidloga e cirurgido de cabeca e pescoco.

51 DISCUSSAO

Um estudo transversal retrospectivo foi realizado buscando avaliar o perfil
dos pacientes diagnosticados com carcinoma de células escamosas bucal. Quanto
a localizagao, 48,75% localizavam-se na lingua, seguidos por 10,25% localizados
no assoalho da boca, 10% no labio inferior e 31% em outras regides (EMERICK,
2020).

Ainda sobre o estudo, o padrdo de lesGes mais encontrado foi a Ulcera
(49,75%), enquanto nddulos e placas foram identificados em porcentagens de
18,75% e 16,25% respectivamente. Histologicamente, 85% eram moderadamente
ou bem diferenciadas. Quanto as outras caracteristicas epidemiologicas, 70% eram
homens, 80% tinham 60 anos ou mais, 70% eram brancos, 77,5% tabagistas e 55%
estilistas (EMERICK, 2020).

Analisando o relato de caso que esta sendo apresentado, pode-se perceber
que muitas caracteristicas sdo congruentes com o protétipo de pacientes que
apresenta CEC bucal. Trata-se de uma pessoa branca, idosa, apresentando lesdo
do tipo ulcerosa na lingua e que estava associada a dor, um sintoma comum.
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A incidéncia de CEC de cabeca e pescoco, em geral, esta decaindo, fato
que se correlaciona a reducao do tabagismo, considerado fator de risco importante.
Em contrapartida, h4 um aumento da incidéncia especificamente do CEC de lingua,
0 que contribui para a necessidade de maiores estudos quanto a identificagcdo de
possiveis fatores de riscos distintos para esse tipo de neoplasia (MESQUITA, 2014).

Alguns CEC de cabeca e pescogo, como os de orofaringe, ocorrem devido a
colonizacdo por HPV e também tiveram a incidéncia aumentada nos Ultimos anos,
no entanto, segundo uma metanalise recente, em apenas 6,5% dos carcinomas de
lingua foi identificada a colonizagéo por HPV. Os métodos para identificacédo do HPV
se restringem a alguns subtipos, o que talvez possa justificar o fato, exigindo melhor
elucidagao (KIM, 2020).

Da mesma forma, esse aumento da identificagéo de CEC de lingua aconteceu
predominantemente em mulheres, que estatisticamente consomem menos cigarro
do que os homens e cuja prevaléncia de tabagismo caiu entre os anos 1985 até
2015. Salienta-se, assim, a importancia de se investigar outros fatores contribuintes
para o surgimento do CEC lingual (KIM, 2020).

Quanto ao diagnostico da neoplasia maligna de lingua, a biépsia incisional é
a mais utilizada, sendo interessante para a avaliagéo do perfil microscépico da leséo.
Porém, ndo é a melhor escolha para a avaliacado do estadiamento e do prognostico,
visto que areas pouco diferenciadas podem nao ser incluidas na amostra, por isso
o prognéstico & melhor estabelecido a partir da avaliagéo clinica (EMERICK, 2020).

A cirurgia é a terapéutica de escolha para o CEC bucal, sendo que a
modalidade varia de acordo com o estadiamento da doenca. O procedimento cirirgico
esta indicado para as fases lll e IV, entretanto, 45% dos pacientes apresentam
recidiva locorregional ou a distancia. Desse modo, indica-se a quimioterapia (QT)
adjuvante para lesdes em estagios avancados ou em casos de lesbes irressecaveis,
sem que tenha-se verificado reducdo na taxa de mortalidade. Considerando-se que
a QT apresenta resultados inesperados, no Reino Unido, ela é indicada somente
para CEC oral no estadio 1V, inoperavel ou recorrente (BRENNER, 2006).

A radioterapia (RT) é o método realizado para pacientes com baixo
performance status ou quando o tumor se apresenta em fase avangada no momento
do diagnéstico e a lesdo ndo pode ser removida cirurgicamente com margem de
seguranca. Entretanto, a RT neoadjuvante aumenta as taxas de complicacbes
cirurgicas, pois dificulta a realizagdo desta em um intervalo menor do que seis
semanas ap6s o término da RT. Ademais, pacientes com CEC oral avangado
necessitam da RT adjuvante, isto é, apés o procedimento cirirgico (BRENNER,
2006).

De acordo com levantamento realizado na cidade de Sao Paulo, néo foi

constatada diferenca entre a modalidade de tratamento e a taxa de sobrevida.
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Entretanto, o prognoéstico é mais favoravel em pacientes submetidos a cirurgia,
associada ou nédo a RT (FILHO, 20083).

61 CONCLUSAO

O caso relatado traz a luz a discussdo acerca do carcinoma epidermoide
oral, sua sintomatologia, epidemiologia e tratamento. Individuos acima de 40
anos de idade constituiram o grupo de risco predominante em todos os estudos,
com destaque para o sexo masculino. O tabagismo € um dos agentes primordiais
na carcinogénese oral e o etilismo potencializa seus efeitos. Entretanto, fatores
como predisposi¢cdo genética, imunodeficiéncia e higiene oral também devem ser
investigados. O local mais comum de acometimento do CEC bucal foi a lingua
(48.75%), e o padrdo ulceroso foi encontrado com maior frequéncia (49.75%).
(BRENNER, 2006).

O estadiamento clinico influencia a escolha terapéutica, sendo a anamnese e
o0 exame fisico minuciosos importantes como forma de se estabelecer o diagnéstico

precoce e contribuir para o melhor prognéstico dos pacientes.
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RESUMO: Este trabalho tem por objetivo
revisar a literatura sobre os sistemas de
liberacdo controlada a base do polimero
poli-e-caprolactona  (PCL), focando em
seu uso associado aos anestésicos locais,
antiinflamatérios ndo esteroidais  (AINEs)
e antibidticos. A PCL foi estavel associada
a diversas estruturas como nanocapsulas,
nanofibras, nanoesferas e nanoparticulas,
sozinhas ou em uso concomitante com hidrogéis
e outros tipos de aparatos, formando complexos
Uteis para liberagcdo controlada de farmacos.
A associagdo da PCL com anestésicos locais
traz varios beneficios nos testes in vitro e in
vivo, como aumento do tempo de anestesia,
aumento do fluxo de permeagéo, prolongamento
do efeito e diminuicdo da toxicidade celular. O
mesmo foi observado com sua associagdo com
AINEs, trazendo muitos beneficios para o uso
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clinico. Os testes com antibi6ticos trazem boa
acao contra as espécies de bactérias testadas,
e bom perfil de liberacdao da droga. A PCL
apresentou boa associagdo com os antibioticos
testados, tanto para uso em pele, tecido 6sseo,
em mucosa oral ou em associa¢do a implantes
dentais. Concluimos que a PCL é um polimero
bastante versatii em uso como sistema de
liberacao controlada de farmacos, conseguindo
otimizar a terapéutica com os farmacos testados,
justificando, desta forma, a continuidade das
pesquisas por novas formulacgdes.

PALAVRAS - CHAVE: Poli-e-Caprolactona;
Analgésicos, Antibi6ticos, Anestésicos Locais.

POLY-e-CAPROLACTONE POLYMER
ASSOCIATED WITH DRUGS FOR
PAIN AND INFECTION CONTROL: A
LITERATURE REVIEW

ABSTRACT: This work aims to review the
literature on controlled release systems based on
the poly-e-caprolactone polymer (PCL), focusing
on its use associated with local anesthetics,
non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs)
and antibiotics. PCL was stable associated
with several structures such as nanocapsules,
nanofibers, nanospheres and nanopatrticles, alone
or in concomitant use with hydrogels and other
types of apparatus, forming complexes useful
for controlled drug release. The association with
PCL with local anesthetics brings several benefits
in in vitro an in vivo tests, such as increase in
anesthesia time, increased permeation flow,
prolonged effect and decreased cellular toxicity.
The same was observed with its association with
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NSAIDs, bringing many benefits for clinical use. Antibiotic tests bring good action
against the species of bacteria tested, and a good drug release profile. PCL showed
a good association with the antibiotics tested, both for use on skin, bone tissue, oral
mucosa or in association with dental implants. We conclude that PCL is a very versatile
polymer in use as a controlled drug release system, managing to optimize therapy with
the tested drugs, thus justifying the research for new formulations.

KEYWORDS: Poly-e-Caprolactone; Analgesics, Antibiotics, Local Anesthetics.

INTRODUCAO

O tratamento farmacologico de um paciente cirirgico em ciéncias da saude
comumente recai sobre os antiinflamatérios ndo esteroidais e anestésicos locais
para controle da dor, e antibidticos para controle da infeccdo, sendo essas drogas
a base de tratamento médico/odontol6gico para muitos pacientes. A capacidade do
controle da dor através da descoberta a anestesia por Horace Wells (BORGHI, 2015)
foi um dos grandes marcos da Medicina, e um avanco histérico para os tratamentos
médico/cirurgicos. Fatores como a ansiedade gerada pelo medo de sentir dor durante
o atendimento ja foram demonstrados em literatura como sendo causa da falta de
aderéncia ao tratamento odontol6gico(NUTTALL et al., 2001) e em aumento da dose
de anestésico durante a indug@o a anestesia geral (MARANETS; KAIN, 1999). A
ansiedade pré-operatéria causa flutuagdes no sistema auténomo (CELIK; EDIPOGLU,
2018) e que pode levar a efeitos indesejaveis durante o procedimento. Por isso, uma
anestesia local feita de forma indolor, com acdo profunda e por tempo adequado
melhora a qualidade do atendimento. Neste mesmo interim, os antiinflamatoérios nao
esteroidais sdo de fundamental importancia para a manutencao do controle da dor,
e juntamente com os anestésicos locais, constituem a base para muitos tratamentos.
Desde o inicio do uso da aspirina para tratar quadros algicos ha cerca de 3500
nos atras (MONTINARI; MINELLI; DE CATERINA, 2019), os antiinflamatérios nao
esteroidais progrediram bastante em termos de sua eficacia. Porém, alguns quadros
como toxicidade(BRUNE; RENNER; TIEGS, 2015; MARSICO; PAOLILLO; FILARDI,
2017; TAI; MCALINDON, 2018) e interferéncia em func¢des renais (MURRAY; BRATER,
1997; PRIETO-GARCIA et al., 2016) ainda persistem. Outro divisor de 4guas dentro da
medicina foi a descoberta dos antibiéticos por Fleming, o que iniciou um novo campo
de pesquisa, com descoberta de muitas outras drogas da classe (NICOLAOU; RIGOL,
2018). Como as outras classes de drogas ja citadas, esta possui seus problemas ligados
a toxicidade (RUTKA, 2019; YILMAZ; OZCENGIZ, 2017), alergias (BLUMENTHAL et
al., 2018; BLUMENTHAL et al. 2019; DORN et al e, 2018) e problemas com a inducgéao
da resisténcia bacteriana (ALOS, 2015; DODDS, 2017; MUNITA; ARIAS, 2016). Uma
forma de amenizar estes possiveis efeitos deletérios dos farmacos supracitados é a sua

associacao com sistemas de liberagéo controlada. Estes se constituem de substancias
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quimicas que sé@o capazes de manter a liberacao constante da droga por tempo longo
(HENG, 2018), diminuir sua toxicidade aumentando assim sua eficicia. Existem varios
sistemas de liberagdo em pesquisa como lipossomas, ciclodextrinas, nanocapsulas,
nanoesferas, nanofibras etc. Nesta revisdo abordaremos os sistemas de liberacao
controlada de farmacos a base de poli-e-caprolactona, um polimero biodegradavel
(MELO et al., 2018) extensamente utilizado para o preparo deste tipo de formulagéo
(MUNIZ et al., 2018). A literatura recente traz testes utilizando a poli-e-caprolactona
com analgésicos de uso cotidiano como ibuprofeno (CHEN et al., 2019; SHALUMON
et al., 2018), piroxicam (RAHMANI DEL BAKHSHAYESH et al., 2020) e nimesulida
(SENGEL-TURK et al., 2017) e antibi6ticos para uso médico em infecgbes Osseas
(DING et al., 2018; MALIKMAMMADOQV et al., 2018; PUGA et al., 2012; ROTMAN et
al., 2020; ZHOU et al., 2018), pele (EZHILARASU et al., 2019; RAMALINGAM et al.,
2019; RANJBAR-MOHAMMADI; BAHRAMI, 2015; RANJBAR-MOHAMMADI et al.,
2016) e para uso odontolégico (DIAS; DA SILVA; MONTEIRO; PINZON-GARCIA et
al., 2019; LAN et al., 2013; MIYAI et al., 2008; MONTEIRO et al., 2017; SCHUCKERT;
JOPP; TEOH, 2009; SHAHI et al., 2017; WANG et al., 2019). A poli-e-caprolactona é
um polimero bastante versatil, utilizado no preparo de muitos sistemas de liberagéo
controlada, como nanoparticulas, nanoesferas, nanofibras e nanocapsulas. As
nanoparticulas poliméricas sdo esferas coloidais sélidas, que variam de 10 a 1000
nm, e podem ser classificadas, dependendo da composi¢édo e organizag¢ao estrutural,
em nanoesferas ou nanocapsulas. As nanoesferas possuem um nicleo e uma parede
polimérica, ja as nanocapsulas sao compostas por nicleo liquido envolto por uma
parede polimérica. Em ambos os casos, o farmaco pode estar dissolvido no nucleo
ou adsorvido a parede polimérica (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010;
SCHAFFAZICK et al., 2003; SINGH; LILLARD, 2009). As nanocéapsulas séo estruturas
vesiculares, com um conteudo oleoso, utilizadas para transporte de drogas (MELO et
al., 2018). As nanofibras, que séo estruturas em forma de rede ou malha, que servem
de aparato para retencéo de drogas em seu interior (DING et al., 2018; DZIKOWSKI et
al., 2017; EZHILARASU et al., 2019; MALIKMAMMADOV et al., 2018; RAMALINGAM
et al., 2019; RANJBAR-MOHAMMADI; BAHRAMI, 2015). Este artigo visa revisar a
literatura sobre os sistemas de liberagdo controlada de farmacos a base de poli-e-
caprolactona (PCL) complexadas com farmacos para controle da dor e da infecgéo,
focando em antiinflamatorios nao esteroidais, anestésicos locais e antibibticos e seus
usos dentro da Odontologia e da Medicina.

POTENCIAL DA POLI-e-CAPROLACTONA (PCL) COMO SISTEMA DE
LIBERACAO DE ANESTESICOS LOCAIS

Melo et al. (2018)(MELO; CAMPOS; FRANZ-MONTAN; PAULA et al,
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2018), estudaram uma formulagéo de hidrogel a base de poli-e-caprolactona (PCL)
complexada com articaina. Os resultados de caracterizacdo do gel mostraram
resultados promissores para inicio dos testes clinicos, com percentual de encapsulagéo
de 78% para este anestésico local. Amesma autora ja havia testado em estudo prévio
uma formulacdo de nanocapsulas de polietilenoglicol/PCL complexadas com a forma
carregada da articaina. Os resultados mostraram boa estabilidade da formulagéo em
120 dias, e taxa de encapsulacao de 60%, além da diminuicdo da toxicidade celular in
vitro (SILVA DE MELO et al., 2014). Em estudo com as nanoesferas de PCL, Campos
et al.,, (2012)(RAMOS CAMPOS et al., 2013), testaram pela primeira vez com éxito a
encapsulagéo da lidocaina em nanoesferas de PCL. Os resultados mostraram uma
boa liberacéo da droga pela formulagéo com nanoesferas, tendo 60 % da droga sendo
liberada em 350 minutos, em comparacao com 100% para a formulagéo controle neste
mesmo tempo. A lidocaina encapsulada em nanoesferas apresentou um bloqueio
sensorial na técnica de bloqueio do nervo ciatico de 420 minutos, contra 240 minutos
parao controle comlidocaina. Dado interessante € de que o bloqueio motor permaneceu
igual para o controle e a formulagéo encapsulada, tendo os autores considerado esse
efeito como positivo. Muniz et al., (2018)(MUNIZ et al., 2018) estudaram hidrogéis a
base de carbopol contendo PCL encapsulada com mistura de lidocaina e prilocaina
para acédo topica intra oral em mucosa jugal e palato. Os resultados demonstraram
boa estabilidade da formulagdo (com percentual de encapsulagédo da lidocaina
chegando 83%) e boa compatibilidade celular. A lidocaina demonstrou melhor fluxo de
permeacao para a mucosa jugal, e ambas as drogas apresentaram maiores fluxos de
permeacao para a mucosa palatina do que os controles com a formulagédo comercial
EMLA®. Este resultado é especialmente importante, pois é conhecida a dor causada
a pungao no palato durante a anestesia local (AL-MAHALAWY et al., 2018; GUPTA
et al., 2018). Os resultados de testes de analgesia in vivo em ratos, com teste de tail
flick, mostraram superioridade da formulacdo de nanocapsulas PCL em relagcdo com
controle com EMLA®. Assim, o creme foi considerado promissor para inicio de testes
clinicos (MUNIZ et al., 2018). Zhang et al. (2017) (ZHANG; YUE; CHANG, 2017)
testaram uma combinacao de ropivacaina e dexametasona para otimizar a analgesia,
encapsuladas com nanoparticulas de PCL revestidas com Chitosan. Segundo o autor,
a mistura de dexametasona com anestésicos locais prolongam a a¢ao do anestésico
pela reducéo da descarga neuronal causada pelo corticdide, pela atenuagdo de
mediadores inflamatorios e pela inibicdo dos canais de potassio presentes nas fibras
C nociceptoras A taxa de encapsulagéo foi de 90% para a ropivacaina e de 85% para
a dexametasona. A citotoxicidade foi menor nos grupos encapsulados do que nos
controles e a permeacao da droga pela pele nos grupos encapsulados chegou a 5,5
vezes maior do que nos controles. O teste in vivo em ratos de analgesia, utilizando a

metodologia tail flick, mostrou superioridade nos tempos de anestesia para os grupos
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encapsulados, em relagéo aos controles (ZHANG; YUE; CHANG, 2017). Isso aponta
para um potencial uso clinico da formulagéo testada. Ainda com a Ropivacaina, Li
et al., (2019)(LI; YANG; XIN; BAI, 2019) estudando um polimero hibrido utilizando
poli-diestero-fosfatidietanolamina-etilenoglicol como envoltério hidrofilico e poli-
g-caprolactona como nucleo hidrofoébico. A droga encapsulada mostrou melhores
resultados na permeacéao pela pele, com quantidade final de droga permeada sendo
2,6 vezes maior do que a solugdo controle com ropivacaina. A analgesia também
apresentou melhores resultados, sendo foi 10 vezes melhor do que o controle
nos testes in vivo de tail flick e resposta vocal a estimulo elétrico, além de menor
citotoxicidade. Os autores concluiram que a formulagdo tem potencial para ser

utilizada como anestésico de longa duragéo.

POTENCIeL DA POLI-s-CAPROLACTONA~(PCL) COMO SISTEMA DE
LIBERACAO DE ANTIINFLAMATORIOS NAO ESTEROIDAIS

Chen et al. (2019) tiveram resultados positivos estudando ibuprofeno e o fator
de crescimento para fibroblasto, encapsulados um gel micelar termosensivel a base
de poli- e-caprolactona. O resultado foi um gel em consisténcia injetavel enquanto
em temperatura ambiente, e um hidrogel enquanto em temperatura ambiente, com
boa capacidade de liberacdo das drogas hidrofilicas e hidrofébicas. Além disso, o
gel possui capacidade de promover crescimento e adeséo de fibroblastos, e exercer
efeito antiinflamatério. Os autores concluem que o gel resultante pode ajudar nas
cirurgias de implantes dentais, ajudando na cicatrizacdo de tecidos moles, evitando a
mucosite periimplantar (CHEN; ZHI; FENG; GAO et al., 2019). Outras estratégias como
otimizar o uso oral de antiinflamatérios também séo testadas com a nanoparticulas
de poli- e-caprolactona. Rahmani Del Bakhshayesh et al. (2020)(RAHMANI DEL
BAKHSHAYESHetal.,2020)testaramnanoparticulasde PCLemcompésitode colageno.
O composito a nanocapsulado a base de colageno mostrou um bom volume e baixa
solubilidade, o que proporcionou uma liberagéo lenta do piroxicam (aproximadamente
63% da droga encapsulada liberada em 12 h). O composto nanoparticulado também
mostrou uma 6étima biocompatibilidade celular, e os autores apontam que este tipo
de complexa¢éo nanoparticulada do piroxicam junto com colageno pode ser utilizado
em doengas artriticas, especialmente osteoartrite (RAHMANI DEL BAKHSHAYESH
et al., 2020). As nanopatrticulas de poli- e-caprolactona também foram testadas por
Sengel-Turk et al. (2016)(SENGEL-TURK et al. 2017) como meio de encapsulagao
da nimesulida, mas para uso no tratamento do cancer. Segundo os autores, 0 uso
de inibidores da ciclooxigenase-2 (COX2) tem efeito sobre a progressao do cancer,
especialmente 0 de mama por 3 principais meios: inibicdo da prostaglandinas-2

diminui a angiogénese, o que diminui sua invasividade e progressao; inibe a acéo das

As Ciéncias Biologicas e a Interface com varios Saberes 2 Capitulo 7 m



cinases, que promovem a formacéo de fatores de crescimento tumorais e e reduz a
sintese da aromatase, que é a mais importante enzima para a formacao do estrdégeno.
Os resultados mostraram que as nanoparticulas do tamanho de 150 a 250nm foram
as mais eficazes em liberar a nimesulida nas células tumorais do cancer de mama
(SENGEL-TURK et al. 2017). Shalumon et al. (2016)(SHALUMON et al., 2018),
estudaram membranas nanofibrosas revestidas com nanoparticulas de prata em
polietilenoglicol/ poli- e-caprolactona como envoltério e nicleo com acido hialurénico e
ibuprofeno. O estudo foi feito em aplicagéo da formulacédo para prevencéo de adeséo
de fibroblastos e otimizacéo da lubrificagdo e analgesia pos-cirurgica em tenddes de
ratos. Os resultados mostraram que as nanoparticulas de prata e o acido hialurénico
tiveram efeito positivo na diminuicdo da adesado dos fibroblastos nos tenddes sem
causar citotoxicidade, e inibiram o crescimento da E. colie S. aureus, justificando seu
uso.

POTENCIeL DA POLI-S-QAPROLACTONA (PCL) COMO’SISTEMA DE
LIBERACAO DE ANTIBIOTICOS PARA USO ODONTOLOGICO

Wang et al, (2019)(WANG et al., 2019), estudaram nanofibras de
nanohidroxiapatita com envoltério composto de poli- e-caprolactona e
nanohidroxiapatita, e nicleo gelatinoso com metronidazol. Segundo os autores, o
material tem aplicagdo em membranas de regeneragdo 0ssea guiada, para evitar a
infeccdo do sitio cirargico, otimizando a inducéo 6ssea. Os resultados demonstraram
que a ndo so6 que a formulagdo efetivamente incorporou o metronidazol, mas foi capaz
de fazer a liberagdo controlada do mesmo, com a formulacéo testada diminuindo de
80 para 55% o pico de liberagdo inicial da droga e aumentou o tempo de liberagéo,
em comparagdo com controle sem nanofibras. Além disso, a nanofibra mostrou
boa capacidade osteoindutora, possuindo dessa forma potencial candidata para
elaboracdo de futuras membranas de regeneracdo 6ssea guiada com potencial anti-
infeccioso. Ainda testando o metronidazol dentro de aplicagéo na odontologia, Lan et
al. (2013)(LAN et al., 2013), testaram anéis para acoplamento em implantes dentais
feitos de poli- e-caprolactona e alginato carregados com metronidazol. Os resultados
mostraram uma eficacia na liberagcdo do metronidazol por 30 dias, além do método
de confecgéo eficaz e personalizado dos anéis contendo a formulagdo. Schuckert
et al. (2009)(SCHUCKERT,; JOPP; TEOH, 2009), em relato de caso, utilizaram com
éxito uma membrana feita com PCL, em combinagdo com plasma rico em plaquetas
(PRP) e proteina morfogenética recombinante humana para cobrir um defeito
anterior em mandibula, oriundo de infecgdo por periimplantite. A PCL foi utilizada
sob a forma de tela e arcabouco para conter o PRP e a proteina morfogenética. Os

resultados mostraram uma nova formacéo 6ssea em 4 meses. Monteiro et al. (2017)
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(MONTEIRO et al., 2017), estudaram dois tipos de nanofibras a base de PCL, uma
contendo o antibitico tetraciclina e outra contendo 0 mesmo antibiético encapsulado
em [-ciclodextrinas para tratamento em doencgas periodontais. Os resultados
mostraram a formagdo da nanofibra a base de PCL com éxito, e ainda a formagéo do
complexo teraciclina- B-ciclodextrina. A formulagdo complexada com B-ciclodextrina
liberou 50% da carga de tetracilcina em 4h, comparado com 48h para a mesma
quantidade de droga formulagéo contendo apenas PCL - tetraciclina, tendo ambas
mantido a liberagdo por 14 dias. Ambas as formula¢cdes mostraram boa eficiéncia
contra Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis, porém
a formulagdo com [-ciclodextrina demonstrou melhor adesdo a dentina e menor
desmineralizagdo na mesma in vitro. Ainda em estudos com tetraciclina, Shahi
et al. (2016)(SHAHI et al., 2017) testaram um tipo de fibra a base de PCL e poli-
DL-lactidio associadas a gel de tretraciclina nas concentragbes de 5, 10 e 25%,
em acgéo contra as bactérias Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum,
Prevotella intermedia, e Aggregatibacter actinomycetemcomitans. As fibras de PCL
contendo antibiético inibiram o crescimento das bactérias com acdo patogénica na
periimplantite, diferindo estatisticamente dos controles sem PCL. Isso, segundo os
autores, conferiu as microfibras importancia para futura aplicagdo como revestimento
de implantes dentais. Ainda em estudo com derivados da tetraciclina, Dias et al.
(2019) (DIAS et al., 2019), testaram nanofibras de PCL em associagdo com dois
antibioticos (Oxitetracilcina e 6xido de zinco) para uso contra doenca periodontal. As
nanofibras de PCL obtiveram uma boa liberagdo da oxitetraciclina por 5 dias (com
54% de retengdo da drogas nas nanofibras), e uma boa atividade antibacteriana para
espécies causadoras de doencga periodontal, além de baixa citotoxicidade, o que,
segundo os autores, faz com que seja candidata para aplicagdo em tratamento clinico
da doenca periodontal. O mesmo grupo de pesquisa ja havia publicado em 2018 bons
resultados com a doxicilina encapsulada em nanofibras de nano-hidroxiapatita e PCL,
estudando seu efeito antitumoral e antibacteriano contra Staphylococcus aureus e
Porphyromonas gingivalis (RAMIREZ-AGUDELO et al., 2018). Miyai et al. (2008)
(MIYAL et al., 2008), estudaram um compoésito poroso feito de fosfato B-tricalcico
associado com poli- e-caprolactona carregada com o antibiético gatifloxacino para
tratamento da osteomielite. A droga foi liberada no tecido ésseo in vivo por 4 semanas
para ambas as formulagdes (PCL em fosfato B-tricalcico e somente PCL), porém a
porcentagem de liberada para a formulagdo de PCL em fosfato B-tricalcico foi de
91+8%, comparada a 55+10% para a formulagdo de PCL. O compoésito contendo
PCL manteve a atividade bactericida contra S. milleri e B. fragilis depois de aquecido,
correspondendo a 92+6% da capacidade bactericida da droga livre néo aquecida. O
composito foi capaz de controlar a infecgdo dentro do espag¢o morto causado pelo
debridamento da infecgdo experimental na mandibula de coelhos. Nos grupos-teste
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com o composito ndo houve formagédo de tecido fibroso inflamatério em 4 semanas,
e houve neo formagédo éssea pelos poros do compésito. Os autores concluem que o
composito possui aplicagéo clinica para tratamento da osteomielite, especialmente se
associado ao uso de antibidticos sistémicos.

POTENCIeL DA POLI-S-QAPROLACTONA (PCI’_) COMO SISTEMA DE
LIBERACAO DE ANTIBIOTICOS PARA USO MEDICO

Um dos principais problemas em tratamentos com antibiéticos em medicina é a
disponibilizagcdo do mesmo para tratar infeccdes em locais com pouca vascularizagéo,
como é o caso dos 0ss0s e da pele. Neste sentido, os sistemas de liberagéo controlada
possuem papel importante. Malikmammadov et al. (2017)(MALIKMAMMADOQYV et al.,
2018), estudaram matrizes fibrosas e porosas da base de PCL e fosfato tricélcico
complexadas com microesferas de ceftriaxona para uso em cicatrizagdo éssea. Em
testes in vitro, a formulagéo foi complexada com éxito, tendo taxa de aderéncia nas
microesferas na matriz foi de ~77% e a taxa de droga dentro das microesferas foi
de 37%. A liberacédo do antibiético foi consistente por 7 dias, e acabou depois de
15 dias, tendo boa agéo contra E.coli, sugerindo os autores que testes in vivo com
a formulacdo podem ser feitos. Em dois trabalhos independentes, Puga et al. (2012)
(PUGA et al., 2012) e Ding et al., (2018)(DING et al., 2018) e testaram as drogas
ciprofloxacino e levofloxacino, respectivamente, utilizando matrizes a base de PCL
para uso em cicatrizag@o 6ssea. Puga et al. (2012), testaram uma matriz implantavel
de PCL e poloxamina, contendo ciprofloxacino. O sistema foi eficaz em manter a
liberacdo da droga, sendo que algumas variedades de PCL testadas mantiveram a
liberacdo constante da droga por 2 meses. Além disso, a formulacao foi biocompativel
com osteoblastos e com boa atividade antibacteriana contra S. aureus. Resultados
semelhantes foram obtidos posteriormente por Ding et al., (2018) ao estudarem dois
diferentes suportes fibrosos, um feito de polihidroxibutirato/ poli- e-caprolactona (PHB/
PBL) e outro de PHB/PBL em fase gel/sol derivado de silica. O levofloxacino foi bem
incorporado em ambos os suportes, mas o PHB/PCL em fase gel-sol apresentou
melhores caracteristicas por ndo apresentar droga cristalizada na superficie. Ambas
as formulacdes apresentaram bons resultados clinicos contra a E. colie o S. aureus,
e baixa citotoxicidade em osteoblastos. O autor concluiu que a formulagdo contendo
levofloxacino em PCL e a fase gel/sol tem boas aplicagbes para a engenharia de
tecidos 6sseos. Rotman et al. (2018)(ROTMAN et al., 2020) tiveram sucesso em
testes com microesferas biodegradaveis de poliésters feitas de poli- e-caprolactona e
poli - D, L - &cido latico, contendo o antibi6tico gentamicina e otimizadas com a droga
alendronato para melhorar penetracdo 6ssea. Os testes mostraram boa eficacia contra
0 S. aureus, e que a complexag¢é@o com o alendronato melhorou em 15 vezes a ligagéo

das microesferas com a estrutura 6ssea, além de diminuir o potencial de reabsorgcéo
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dos osteoclastos em 35%, comparando com uma reducéo de apenas 25% quando
o alendronato néo foi adicionado. Zhou et al. (2018)(ZHOU et al., 2018) estudaram
microesferas de acido polilatico e acido glicélico contendo o antibiético vancomicina
revestidas em estruturas de poli- e-caprolactona para tratamento de infecgbes 6sseas.
Os resultados mostraram boa porcentagem de encapsulacao, e de liberacéo da droga
de 82,53%, e o efeito antibacteriano in vitro perdurou por 28 dias. A PCL também é
extensamente utilizada para tratamento de infecgcbes em pele. Ranjbar-Mohammadi
et al. (2015,2016)(RANJBAR-MOHAMMADI et al., 2016) (RANJBAR-MOHAMMADI;
BAHRAMI, 2015) em dois estudos demonstraram a utilidade de nanofibras de poli-
e-caprolactona e goma adragante em controle de infeccbes em pele. No primeiro
estudo foi feita a caracterizagdo da PCL em uso concomitante com a goma adragante.
Os resultados foram positivos, demonstrando boa morfologia da nanofibras, aderéncia
de fibroblastos e baixa citotoxicidade. No segundo estudo, a goma adragante foi
carregada com curcumina e associada as nanofibras de poli- e-caprolactona e para
uso em feridas de pele em ratos diabéticos. As nanofibras foram eficazes em liberar a
curcumina nas feridas por 20 dias. As 4reas tratadas evoluiram clinicamente melhores
do que as areas sem tratamento. Ainda em associagéo da poli-e-caprolactona com
fitoterapicos, Ramalingam et al., (2019)(RAMALINGAM et al., 2019) estudaram uma
malha fibrosa a base de PCL e associada a estrato de folha da Gymnema sylvestre. As
malhas fibrosas inibiram o crescimento bacteriano, porém sem causar halo de inibicao.
O crescimento foi inibido sobre as malhas, sugerindo inibicao por contato. Os autores
apontam este resultado como positivo, pois favoreceria a migracéo das células para
o local da ferida. Em trabalho semelhante na tematica de fitoterapicos associados
ao PCL, Ezhilarasu et al. (2019)(EZHILARASU et al., 2019) estudaram a tetraciclina,
e os fitoterapicos Aloe vera e curcumina complexados com poli- e-caprolactona. As
nanofibras de PCL complexadas com Aloe vera e tetraciclina obtiveram melhores
resultados de biocompatibilidade e antimicrobianos (contra bactérias Gram positivas
e Gram negativas) do que o controle com curcumina e ainda forneceu suporte para
crescimento de fibroblastos com um maior depésito de colageno.

CONCLUSAO

Concluimos com esta revisdo da literatura que a poli-e-caprolactona é um
material extremamente versatil no que se refere a composigao de sistemas de liberagao
controlada de farmacos. Sua caracteristica de biodegradavel e capacidade de ser
estavel quando junto de outros polimeros a torna base para vérios outros sistemas
de liberacao controlada, o que faz com que seja aplicavel em uma grande variedade
de especialidades nas ciéncias da salde. Sua utilizacdo é importante clinicamente

pois otimiza a terapéutica, trazendo uma melhora na qualidade de vida do paciente, e
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diminuindo sua morbidade.
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RESUMO: A Doenga Renal Crbnica (DRC) é
um problema de sadde mundial e estima-se que
cerca de 3 a 6 milhdes de brasileiros convivam
com ela. Objetivos: identificar a prevaléncia
dos estagios de DRC em uma populagdo de
pacientes que realizaram dosagem de NT-
ProBNP e verificar relagcdo entre niveis deste
marcador e Taxa de Filtracdo Glomerular (TFG)
calculada por CKD-EPI. Estudo retrospectivo
com dados coletados no Hospital Universitario do
Oeste do Parana (HUOP), no periodo de janeiro
de 2017 a dezembro de 2019. Sendo excluidos
<18 anos e os que nao possuiam dados
necessarios para calcular CKD-EPI (creatinina,
idade, sexo e etnia). Foram divididos conforme
TFG para classificacdo da DRC, seguindo
KDOQUI. O programa para andlise estatistica
foi XLSTAT® e os resultados obtidos através da
metodologia de regressédo linear, considerando
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significativo p<0,05. O numero final de pacientes
foi 614, a idade média 65 anos, 51,14% eram
do sexo masculino e 2,77% eram negros. O
nivel de NT-proBNP teve média de 9.034,45 pg/
mL. A prevaléncia de DRC foi 56% e o estagio
4 foi predominante, seguido de 3B, 3A e 5. Os
estdgios 3B, 4 e 5 apresentaram diferenca
significativa em relacdo as concentracbes de
NT-Pré6BNP e ele apresentou correlagéo direta
com a TFG calculada por CKD-EPI. Conclui-se
que na populagéo de estudo hé alta prevaléncia
de DRC e em predominancia um estagio que
ja é considerado de redugéo severa da TFG. A
correlacéo de NT-PréBNP e TFG, serve de alerta
para seu uso em pacientes com Insuficiéncia
Cardiaca e DRC concomitantes.
PALAVRAS-CHAVE: Doencas Renais, Taxa
de Filtracdo Glomerular, Insuficiéncia Cardiaca,
Biomarcadores.

PREVALENCE OF CHRONIC KIDNEY
DISEASE AND ITS RELATIONSHIP
WITH NT-PROBNP IN PATIENTS OF A
UNIVERSITY HOSPITAL IN PARANA

ABSTRACT: Chronic Kidney Disease (CKD)
is a global health issue and it is estimated that
3 to 6 million brazilians live with this disease.
Objectives: identify the prevalence of CKD stages
in a population of patients who underwent NT-
ProBNP measurement and check the relationship
between levels of this marker and Glomerular
Filtration Rate (GFR) calculated by CKD-EPI.
Retrospective study with data collected at the
Western Parana University Hospital (HUOP),
from january 2017 to december 2019. Patients
under 18 years old and those who did not have
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the necessary data in the medical report to calculate CKD-EPI (e. g. creatinine, age,
sex and ethnicity) were excluded. The patients were divided according to the GFR
for classification of CKD, following KDOQUI. The program for statistical analysis was
XLSTAT® and the results obtained through the linear regression approach, considering
p <0.05 of significance. The final number of patients was 614, the mean age was 65
years, 51.14% were male and 2.77% were black. The NT-proBNP mean level was
9,034.45 pg/mL. The prevalence of CKD was 56% and stage 4 of the disease was
predominant, followed by 3B, 3A and 5. Stages 3B, 4 and 5 presented a significant
difference in regarding NT-proBNP concentrations and it showed a direct correlation
with GFR calculated by CKD-EPI. It is concluded that in the studied population there is
a high prevalence of CKD and in a predominance stage that is already considered of
severe reduction of GFR. The correlation of NT-ProBNP and GFR serves as a warning
for its use in patients with concomitant heart failure and CKD.

KEYWORDS: Kidney Diseases, Glomerular Filtration Rate, Heart Failure, Biomarkers.

11 INTRODUGAO

A Doencga Renal Crénica (DRC) é considerada um importante problema de
salde publica mundial. A prevaléncia desta enfermidade na populagdo adulta nos
paises desenvolvidos varia entre 10 e 13%. Estima-se que cerca de 3 a 6 milhdes de
brasileiros teriam DRC.

E definido como portador desta doenga, segundo a Kidney Disease Outcome
Quality Iniciative (KDOQI), aquele com Taxa de Filtragdo Glomerular (TFG) <60mL/
min/1,73m? ou >60mL/min/1,73m? juntamente a outro marcador de dano renal, por
exemplo, proteindria por um periodo de pelo menos 3 meses. KDOQI também sugere
que a DRC deve ser classificada em estagios conforme a TFG. Esses estagios séo
definidos como: estagio 1 (normal) - TFG =90mL/min/1,73m?, estagio 2 (reducado
discreta) - TFG 60-89mL/min/1,73m2, estagio 3A (redugdo discreta a moderada) -
TFG 45-59mL/min/1,73m?, estagio 3B (redugdo moderada a severa) - TFG 30-44mL/
min/1,73m2, estagio 4 (redugdo severa) - TFG 15-29mL/min/1,73m? e estagio 5
(faléncia renal) - TFG <15mL/min/1,73m?, sendo conforme definicéo, os estagios 1 e
2 acompanhados de outro marcador de dano renal.

Neste contexto, a monitorizacéo da funcao renal € de suma importancia e pode
ser feita através de marcadores isolados e férmulas para estimar a TFG. Atualmente
0 que € mais indicado e aceito, devido a precocidade, facilidade de obtengéo de
dados, precisédo (principalmente quando TFG >60mL/min/1,73m?) e também por ter
sido desenvolvido com a avaliagdo em pacientes diversos (com e sem DRC, ambos
0s sexos e etnias), é a formula do CKD-EPI. Proposta por Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration, esta féormula leva em consideragdo a dosagem de
creatinina sérica, idade, sexo e etnia do paciente.

A TFG é aceita como a melhor medida da fungé@o renal tanto no paciente
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saudavel como no que ja possui dano. Além disso, € a forma de avaliagdo desta
funcdo melhor compreendida pela comunidade médica e também pelos pacientes.
Ela expressa o volume de sangue que é completamente depurado em determinada
unidade de tempo. Os pacientes com DRC apresentam alto risco de doencas
cardiovasculares fatais. A deteccao precoce de alteragdes na TFG é importante na
prevencéo e tratamento da DRC e evita desfechos irreversiveis, que resultem em
transplante ou dialise, por exemplo.

O Peptideo Natriurético Cerebral (BNP) foi isolado primeiramente no cérebro de
porcos, porém através de estudos verificou-se que é até 10 vezes mais concentrado no
coracgao. Por isso, atualmente é utilizado como marcador para Insuficiéncia Cardiaca
e prognostico de risco cardiovascular. Tem origem no Pré-pr6-BNP que € secretado
no midcito, ocorrendo uma clivagem, formando ProBNP e um peptideo sinalizador.
Este ProBNP por sua vez, é dividido em duas moléculas, o BNP, que tem funcgéo
natriurética e vasodilatadora e a por¢éo N-terminal do Peptideo Natriurético Cerebral,
o NT-ProBNP, que € um metabdlito inativo. Ambos podem ser dosados na pratica
clinica e vem se tornando comuns na mesma. A unica forma de excregdo do NT-
ProBNP é por meio renal e por isso, alguns autores propdem que a TFG diminuida esta
associada ao aumento dos niveis deste marcador mesmo na auséncia de problemas
cardiacos. Desta forma, sugere-se que ele pode ter seus niveis alterados por ambas
as enfermidades.

21 OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo foram: identificar a prevaléncia dos estagios de DRC
em uma populacao de pacientes de um Hospital Universitario do Parana e verificar a
relacao entre niveis de NT-ProBNP e a TFG calculada por CKD-EPI.

31 MATERIAIS E METODOS

3.1 Selecao de pacientes

Estudo retrospectivo realizado com dados coletados no prontuario eletrénico
Tasy® de todos os pacientes que realizaram exame de NT-ProBNP no Hospital
Universitario do Oeste do Parana, de janeiro de 2017 a dezembro de 2019. Foram
excluidos os menores de 18 anos e os que ndo possuiam os dados necessarios para
calcular o CKD-EPI (creatinina, idade, sexo e etnia). A creatinina selecionada foi a
mais proxima a dosagem de NT-ProBNP, ndo ultrapassando 1 dia a mais ou a menos.
3.2 Quantificacao da creatinina

A creatinina foi dosada no soro através das metodologias: quimica seca
e cinética (reacdo de Jaffé modificada) realizadas nos aparelhos Ortho-Clinical
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Diagnostics VITROS™ 3600 Immunodiagnostic System. E também no sangue
total através da metodologia enzimatica no aparelho ABL800 FLEX blood gas
analyzer. Todas as metodologias utilizam calibradores rastreaveis ao método ID-MS
(espectrometria de massas com diluicdo isotépica), critério exigido para o uso da
formula CKD-EPI.

3.3 Quantificacdo do NT-ProBNP

O NT-Pr6BNP foi dosado no soro dos pacientes através da técnica Enzyme-
Linked Fluorescent Assay (ELFA) no imunoanalisador multiparamétrico compacto Mini
VIDAS® da bioMérieux. Por ser comumente usado como marcador de Insuficiéncia
Cardiaca (IC), seus valores de referéncia estéo relacionados a esta patologia. Sdo
eles: >450 pg/mL para pacientes abaixo de 50 anos e >900 pg/mL para pacientes a
partir de 50 anos.

3.4 Calculo do CKD-EPI

O célculo do CKD-EPI foi realizado através da formula eTFG = 141 x min(Cre/k,
1) x max(Cre/k, 1)7-2%° x 0,993'% x 1,018 [se mulher] x 1,159 [se negro]. Onde: Cre: é
creatinina sérica, K: € 0,7 para mulheres e 0,9 para homens, a: € -0,329 para mulheres
e -0,411 para homens, min: indica 0 minimo de Cre/k ou 1; max: indica 0 maximo
de Cre/k ou 1. A férmula diferencia apenas negros, portanto individuos declarados
brancos, pardos ou orientais foram considerados para a mesma variagdo da equagéo.
Os pacientes foram divididos em grupos de acordo com a TFG para classificagcéo da
DRC, seguindo o critério estabelecido pelo KDOQUI. Apesar de nao ter associado
outro marcador de dano renal, os pacientes que se encontravam nos estagios 1 e 2
também foram considerados para algumas estatisticas do estudo.
3.5 Analise Estatistica

O banco de dados foi montado no Programa Microsoft Excel, onde também
foi aplicada a férmula do CKD-EPI. Para as variaveis numéricas, adotou-se a
apresentacéo dos valores como média e desvio padréo (DP). Para descrever o perfil
da amostra segundo as variaveis qualitativas em estudo, foi adotada a apresentacao
do numero de individuos e frequéncia. O programa utilizado para a analise estatistica
foi XLSTAT® e os resultados foram obtidos através da metodologia de regresséo
linear. O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi p<0,05.

41 CONSIDERAGOES ETICAS

Este estudo cumpre as normativas do Conselho Nacional de Saude (Resolugéo
CNS 466/2012) e da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa e foi aprovado pelo
comité de ética CAAE 17514219.5.0000.0107 sob parecer numero 3.464.311.
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51 RESULTADOS

O numero final de pacientes foi 614 e a idade variou entre 18 e 101 anos
(média 65,8 anos e DP 58,69). Destes, 314 (51,14%) eram do sexo masculino e 300
(48,86%) do sexo feminino. Quanto a etnia, 17 (2,77%) eram negros e 597 (97,23%)
eram brancos. O nivel de NT-pr6BNP variou de 4,60 pg/mL a 167.062,00 pg/mL

(média 9.034,45 pg/mL e DP 16.387,66).

Ao avaliar o perfil dos estagios de DRC dos individuos do estudo, foi observado
o predominio dos estégios 1 e 2, com 22% cada. Como néo foi avaliado nenhum outro
marcador renal, apenas a TFG, conforme a recomendacéo do KDOQI, somente pode-
se considerar DRC os estagios 3A, 3B, 4 e 5. Desta forma, a prevaléncia de DRC foi
de 344 pacientes, 56% dos avaliados. O detalhamento da distribuicdo nos estagios de
DRC segundo o célculo da TFG por CKD-EPI esta demonstrado na Figura 1.

M Estagio 1: 290 mL/min/1,73m2

M Estagio 2: 89-60 mL/min/1,73m2
M Estagio 3A: 59-45 mL/min/1,73m2
M Estagio 3B: 44-30 mL/min/1,73m2
M Estagio 4: 29-15mL/min/1,73m2

W Estagio 5:<15mL/min/1,73m2

Figura 1 — Namero absoluto de pacientes e frequéncia da distribuicdo nos estagios de

DRC segundo o célculo da TFG por CKD-EPI.

Fonte: o autor.

Através do programa XLSTAT® por metodologia de regresséo linear, foram

obtidos os resultados a seguir.

Quando relacionados os estagios de DRC com os niveis de NT-ProBNP,
apenas os estagios 3B, 4 e 5 apresentaram diferenca significativa (Tabela 1).
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Estagios de DRC NT-Pr6BNP (pg/mL) P

Estagio 3A 5.716(9.178) 0,292
Estagio 3B 9.263(12.862) 0,002
Estagio 4 12.748(16.900) <0,0001
Estagio 5 21.658(26.608) <0,0001

Tabela 1 — Estagios de Doencga Renal Cronica e diferenca nos niveis da Porgéo
N-terminal do Peptideo Natriurético tipo B

| - As variaveis numéricas estdo apresentadas em média e desvio-padréo (entre
parénteses). Il - Os valores de P <0,05 s&o considerados estatisticamente significativos.

Fonte: o autor.

Em nosso estudo, o marcador NT-ProBNP apresentou correlagéo direta com a
TFG calculada por CKD-EPI (Figura 2).

Correlagio de NT-PBNP (pg/imL) com CKD-EPI (mLimin/1,73m?) (R*=0,087)

200000
.
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50084
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| Madslo I, de conf. (M&dia 95%)  — Int. de conf. (Obs95%) |

Figura 2 - Correlagdo de NT-PréBNP (pg/mL) com CKD-EPI (mL/min/1,73m?) através
de regressao linear.

Fonte: o autor.

61 DISCUSSAO

Este trabalho obteve um numero expressivo de 614 pacientes e uma
populacdo bem distribuida quanto ao sexo (numero préximo a 50% de cada) e
abrangente quanto a idade (minimo 18 e maximo 101), resultando em uma populagéo
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representativa e heterogénea. Fatos relevantes, uma vez que para o calculo do CKD-
EPI sdo consideradas estas variaveis e que além de hipertensao arterial, diabetes
e disparidades socioeconémicas, género e envelhecimento, estdo relacionados ao
aumento do nimero de casos de DRC.

Uma limitagdo do estudo foi o fato de apenas 2,77% dos participantes serem
negros. Porém, a definicdo de negros usada para a formula, foi estabelecida nos
Estados Unidos considerando individuos norte-americanos africanos e estes padroes
raciais ndo sdo bem definidos quanto a populagdo brasileira. Podem apenas ser
usados como referéncia, seguindo a recomendacdo da Sociedade Brasileira de
Nefrologia, que sugere relatar no laudo tanto o resultado para negros como o para
outras etnias, ficando a critério do clinico qual considerar.

Piccolli et al, grupo de pesquisa em Curitiba, encontraram resultados
semelhantes em relagéo ao fato de haver predominio dos estagios 1 e 2, entretanto
a porcentagem deles de 91,58%, foi muito superior a nossa de 44%. Mas tendo em
vista que néo realizamos dosagem de outro marcador de dano renal, precisamos
considerar DRC a partir dos estagios seguintes. A respeito deles, este mesmo estudo
encontrou predominio do estagio 3A (7,2%), divergindo de nosso trabalho, onde o
estégio 4 foi o mais expressivo, contendo 17% dos pacientes.

Em estudo realizado por Pinho et al., em um hospital universitario de Sao Paulo,
com dados coletados de 2010 a 2013 e populagéo semelhante (adultos (=18 anos),
48,49% de sexo feminino), a prevaléncia de DRC foi de 27,20%. Porém, este valor
demasiado inferior ao encontrado em nosso estudo (56%), pode ser explicado pelo
fato de no estudo citado, a metodologia de avaliagéo ter levado em consideragéo a
dosagem de duas creatininas séricas presentes nos prontuéarios dos pacientes. Sabe-
se que as alteragbes da creatinina ndo séo precoces e sdo pouco sensiveis, havendo
aumento significativo apenas com perda de aproximadamente 50% da fungéo renal.
Além disso, sofre influéncia de idade, sexo, estado nutricional e massa muscular. Ja
a TFG detecta alteragdes renais muito antes da dosagem isolada de creatinina, o que
pode gerar esta elevagdo no numero de casos, demonstrando a importancia do uso
da formula nas avaliagdes clinicas. A precocidade na deteccdo da DRC e o tratamento
em estagios iniciais colaboram na prevencao de morbidade, melhoram a qualidade de
vida dos pacientes e ainda reduzem custos em saude.

Embora seja descrito que ha aumento de NT-ProBNP em pacientes com
insuficiéncia renal, ainda néo esta bem clara a relacao entre o marcador e os estagios
da DRC. Em nosso estudo, os estagios 3B, 4 e 5 de DRC quando relacionados os niveis
de NT-PréBNP, apresentaram diferenca significativa, enquanto 3A n&o apresentou.
Entende-se que estagios iniciais de DRC ainda ndo séo capazes de elevar os niveis
de NT-Pr6BNP, demonstrando merecer atengéo a partir do estagio 3B. Sandeep et al.,
publicaram resultados semelhantes, onde a faixa normal de TFG (=90 mL/min/1,73m?)
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nao foi associada ao NT-PréBNP, porém no estudo deste grupo, valores a partir de
<90 mL/min/1,73m? ja tiveram aumento significativo e associagéo inversa, divergindo
em parte de nossos resultados, que apresentaram diferenga somente a partir de 3B
(44-30 mL/min/1,73m?).

Analisando a TFG calculada por CKD-EPI (sem classificar por estagios
e incluindo todos os pacientes) e o NT-ProBNP, encontramos correlagdo direta
entre eles. A maioria dos estudos sugere que para valores normais de TFG ndo ha
correlagdo com o peptideo. Bruch et al. por exemplo, também avaliaram a relagéo
entre a TFG e os niveis de NT-ProBNP e seus resultados sugerem que faixas normais
de TFG (97 mL/min/1,73m?, neste estudo) ndo estdo associadas ao aumento de NT-
ProBNP. Ja em valores de TFG abaixo de 90 mL/min/1,73m?, a concentracdo de NT-
ProBNP aumentou de forma exponencial conforme a diminui¢éo da TFG. Concluiram
um efeito linear entre a fungéo renal e os niveis de NT-ProBNP, corroborando com
nossos resultados. Em outro estudo realizado no Texas, quando <90 mL/min/1,73m?2,
ocorreu aumento de aproximadamente duas vezes os niveis de NT-ProBNP e também
foi observada uma associag¢do inversa entre 0 aumento deste marcador e a TFG,
assim como em nosso trabalho. Outro grupo com 213 pacientes com DRC encontrou
0s mesmos resultados de aumento de NT-ProBNP conforme a diminuicdo da TFG e
ainda, demonstraram que NT-ProBNP teve maior associacao com a TFG do que BNP.

A observagéo de que a TFG diminuida esta associada ao aumento de NT-
ProBNP na populagdo em geral, pode ter implicagbes clinicas importantes, uma
vez que o peptideo € usado como triagem em pacientes com possivel doenca
cardiaca. A influéncia do decréscimo da TFG nas concentragbes de NT-ProBNP
pode ser significativa no momento do diagnéstico da IC. Um estudo demonstrou que
a fungéo renal comprometida foi associada aos peptideos mesmo na auséncia de
aterosclerose coronariana ou anormalidades na estrutura e fung¢éo cardiaca (verificado
por ressonancia magnética), deixando claro que NT-ProBNP nao é especifico para
eventos patoldgicos cardiovasculares.

Desta forma, nossos resultados corroboram com alguns ja encontrados na
literatura e agregam, uma vez que definimos os estagios em que ja havia alteracéo.
Considerando isso, é necessario atencéo para pacientes com suspeita de DRC e IC.
Sabe-se que cerca de 33% a 56% dos pacientes com IC tem fungdo renal diminuida e
como podemos observar, as duas enfermidades podem alterar o mesmo biomarcador.
Em pacientes sem DRC, um ponto de corte de <100pg/mL para BNP e <300pg/mL
para NT-ProBNP tem valor preditivo negativo de 99% para IC. E de se esperar que o
ponto de corte seja maior em pacientes com DRC, como demonstrado na andlise de
pacientes com TFG <60 mL/min/1,73m?(se enquadrariam no estagio 3A, 3B, 4 ou 5),
onde um ponto de corte foi descrito por McCullough et al., como de 200pg/mL para
BNP. Também foi observado em pacientes Chineses com =80 anos em estagio 3 de
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DRC, que niveis 2413,3pg/mL de NT-PréBNP tem risco significativamente maior de
causa de morte e grandes eventos cardiacos adversos. Neste contexto, o significado
clinico de NT-ProBNP como diagnéstico e prognostico para IC em pacientes com DRC
deve ser adotado com cautela e em conjunto com outros sinais e sintomas verificados

no exame clinico.

71 CONCLUSAO

Conclui-se que na populacdo de estudo de nosso hospital ha alta prevaléncia
de DRC e em predominancia temos o estagio 4, que ja é um estagio considerado de
reducdo severada TFG. NT-ProBNP e TFG obtiveram correlacao direta, demonstrando
ser auxiliar no diagnostico de DRC e servindo de alerta para seu uso em pacientes
com IC e DRC concomitantes.
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RESUMO: A termografia infravermelha tem
contribuido para a avaliagdo de fungbes
fisiologicas de atletas em diversas modalidades,
mostrando sua eficacia no entendimento de
respostas organicas frente ao esforco. No
entanto, existem poucas informagdes sobre o
comportamento da temperatura da pele nas
diferentes fases do ciclo menstrual. Sendo
assim, o objetivo deste manuscrito foi analisar
a temperatura da pele dos membros inferiores
em repouso, de jogadoras de futebol de elite
do Brasil, durante as diferentes fases do ciclo
menstrual. Foram coletados 154 termogramas
(FLIR®Systems EUA, E8) de membros inferiores,
divididos em dominante (D) e ndo dominante
(ND) e nas regides de interesse (ROI's),
quadriceps, tibial, isquiotibiais e panturrilhas
de jogadoras de elite do futebol brasileiro (22,9
+ 4,3 anos, 1,6 + 0,06 m, 58,3 + 2,7 kg), que
apresentavam ciclo menstrual regular e néo
faziam uso de contraceptivo oral. As fases do
ciclo foram divididas em: folicular, ovulatéria e
lutea. As coletas foram feitas durante o periodo
competitivo do Campeonato Paulista da série A1.
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Os resultados indicaram: i) na fase folicular - quadriceps D (27,5 + 1,1) e ND (27,5 =
1,1); tibiais D (28 +0,7) e ND (28 + 0,8); isquiotibiais D (27,9 = 0,3) e ND (27,8 +0,2);
bezerros D (27,7 +1,2) e ND (27,8 + 1,2). ii) na fase ovulatéria - quadriceps D (27,3 +
0,2) e ND (27,2 £ 0,3); tibiais D (28 +0,6) e ND (27,9 +0,8); isquiotibiais D (27,6 +0,7)
e ND (27,6 = 0,6) e panturrilhas D (27,2 + 1,3) e ND (27,2 + 0,9) e, iii) na fase lutea
- quadriceps D (27,6 = 1,0) e ND (27,2 + 0,3); tibiais D (28,2 + 0,7) e ND (28 + 0,2);
isquiotibiais D (27,9 + 0,9) e ND (27,9 + 1,1) e panturrilhas D (27,4 +0,8) e ND (27,5
+ 0,5). Concluiu-se que a temperatura da pele dos membros inferiores em repouso,
de jogadoras de elite do futebol brasileiro, mantém-se estavel e simétrica durante o
ciclo menstrual.

PALAVRAS-CHAVE: Temperatura da pele; futebol feminino; fisiologia do esporte;
treinamento desportivo.

INFRARED THERMOGRAPHY IN WOMEN'S ELITE SOCCER: ANALYSIS
OF LOWER MEMBERS AT REST DURING THE PHASES OF THE
MENSTRUAL CYCLE

ABSTRACT: Infrared thermography has contributed to physiological functions
evaluation in several modalities, showing its effectiveness in understanding organic
responses to effort. However, there is little information on the behavior of skin
temperature at different phases of the menstrual cycle. Therefore, the objective of
this manuscript was to analyze the skin temperature of the lower limbs at rest of elite
soccer players from Brazil, during the different phases of the menstrual cycle. 154
thermograms (FLIR®Systems EUA, E8) were collected from lower limbs, divided in
dominant (D) and non-dominant (ND) and regions of interest (ROI's): quadriceps,
tibial, hamstrings and calves of the Brazilian elite of soccer players (22.9 + 4.3 years,
1.6 + 0.06 m, 58.3 + 2.7 kg), who had regular menstrual cycle and did not use oral
contraceptives. The phases of the cycle were divided into: follicular, ovulatory and
luteal. The collections were made during the competitive period of the Paulista
Championship. The results indicated: i) in follicular phase - quadriceps D (27.5 + 1.1)
and ND (27.5 + 1.1); tibial D (28.0 = 0.7) and ND (28.0 + 0.8); hamstrings D (27.9 =
0.3) and ND (27.8 +0.2) and calves D (27.7 + 1.2) and ND (27.8 + 1.2). ii) in ovulatory
phase: quadriceps D (27.3 + 0.2) and ND (27.2 + 0.3); tibial D (28.0 + 0.6) and ND
(27.9 +0.8); hamstrings D (27.6 + 0.7) and ND (27.6 + 0.6) and calves D (27.2 + 1.3)
and ND (27.2 £ 0.9) and, iii) in luteal phase - quadriceps D (27.6 +1.0) and ND (27.2 +
0.3); tibialis D (28.2 +£0.7) and ND (28.0 +0.2); hamstrings D (27.9 £0.9) and ND (27.9
+1.1) and calves D (27.4 £ 0.8) and ND (27.5 £ 0.5). In was concluded that the skin
temperature of the lower limbs at rest, of elite Brazilian soccer players, remains stable
and symmetrical during the menstrual cycle.

KEYWORDS: Skin temperature; female soccer; sport physiology; sports training.

11 INTRODUGAO

Nos ultimos anos, a termografia infravermelha tem contribuido para a
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avaliacdo de alteracgdes fisiologicas por meio da temperatura da pele, mostrando
sua eficicia no entendimento das respostas organicas frente ao esfor¢o em diversas
modalidades, como o futebol, duathlon e handebol. Particularmente no futebol, as
acoes utilizadas durante as partidas e sessbes de treinamento nessa modalidade,
como saltos, mudancgas de direcdo, aceleracdes e desaceleragbes em diferentes
intensidades elevam a exigéncia de membros inferiores ressaltando a necessidade
da compreensao das alteragbes provocadas nessas regides (STOLEN et al., 2005;
BEZERRA et al., 2016; COGO et al., 2017; CORTE et al., 2018).

Especificamente no futebol feminino, alguns trabalhos apresentam a
termografia infravermelha como método a ser utilizado no controle e monitoramento do
treinamento, alertando para a importancia da padronizagcao quanto a metodologia na
coleta de dados e apontando para a relagcéo entre a temperatura da pele e a prevengéo
de lesdes articulares (STROPPA et al., 2017), o desempenho da velocidade (VIEIRA
et al., 2019) e o efeito agudo de diferentes sessdes de treinamento (TUONO et al.,
2019). Além disso, o conhecimento acerca dos valores de referéncia da temperatura
da pele em repouso de acordo com as particularidades da modalidade e do atleta,
torna-se essencial para a interpretacéo das possiveis alteracdes provocadas por uma
sesséo de treino ou competicdo (TUONO et al, 2020).

Destacadamente nas mulheres nota-se um aumento dos estudos relacionados
ao funcionamento do corpo humano em relagéo a pratica esportiva e informacoes
quanto ao ciclo menstrual tém se mostrado interessante para a compreensdo do
desempenho feminino em diferentes capacidades biomotoras (RIBEIRO; PADOVANI;
BORIN, 2020), uma vez que este processo promove altera¢cdes hormonais que podem
influenciar nas respostas corporais frente ao exercicio fisico (LEBRUN; RUMBALL,
2001).

Nesse sentido, torna-se relevante o monitoramento do ciclo menstrual e das
possiveis influéncias de suas diferentes fases no desempenho (JULIAN et al., 2017;
NEIS; P1ZZI, 2018). No entanto, existem poucas informagdes sobre o comportamento
datemperatura da pele nas diferentes fases do ciclo menstrual em repouso, o que pode
deixar lacunas a respeito da analise e interpretacdo dos dados e consequentemente
da utilizagéo das informagdes obtidas no controle e monitoramento do treinamento em
atletas de futebol.

21 OBJETIVO

O objetivo desse manuscrito foi analisar a temperatura da pele dos membros
inferiores, em repouso, de jogadoras de futebol de elite do Brasil, durante as diferentes
fases do ciclo menstrual.
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31 METODOLOGIA

Foram coletados 154 termogramas (camera FLIR® Systems EUA, modelo E8)
dos membros inferiores de 18 atletas profissionais da elite do futebol brasileiro (22,9 +
4,3 anos, 160 + 0,6 cm, 58,3 + 2,7 kg) que apresentavam ciclo menstrual regular (28
a 32 dias) e ndo faziam uso de anticoncepcionais orais. As fases foram divididas em:
folicular (8 + 2 dias), ovulatéria (4 = 1 dia) e lutea (16 = 1 dia).

As atletas treinavam em média oito sessdes por semana, com duragdo média
de 90 minutos, iniciando os trabalhos com exercicios de alongamento e aquecimento
muscular geral e, a seguir, era executada a sessdo de treinamento programada pela
comissao técnica.

Quanto as questOes éticas, apos serem esclarecidas as finalidades da
pesquisa e os procedimentos as atletas seriam submetidas, todas assinaram termo
de consentimento livre e esclarecido aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade envolvida, sob protocolo numero CAEE: 00348818.1.0000.5404.

As coletas dos termogramas ocorram durante dois ciclos menstruais, no
periodo competitivo do Campeonato Paulista, seguindo protocolo proposto por Pinto
(2018), antes do inicio da sessdo de treinamento e estavam sem realizar exercicio
fisico nas 24 horas precedentes a captura das imagens.

Apbs a coleta, os dados foram separados em membros dominante (D) e nao
dominante (ND) e quanto as fases do ciclo menstrual (folicular, ovulatéria e lutea). A
seguir foi realizada a analise por meio do software especifico FlirTools®compreendendo
as regides musculares de interesse (ROI’s) no plano anterior (quadriceps e tibiais) e
posterior (isquiotibiais e panturrilhas) conforme ilustrado na Figura 1.

Figura 1. Regibes de interesse (ROI’s): A— Quadriceps; B — Tibial; C — Isquiotibial; D —
Panturrilha.
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Quanto aos procedimentos estatisticos, no ambito descritivo utilizou-se a
média e desvio-padrao como parametros de centralidade e dispersao, e no inferencial,
verificou-se a normalidade dos dados por meio do teste Shapiro-Wilk, e a seguir, o
teste “Anova” One-Way para medidas repetidas, para comparar as variaveis segundo
os momentos de avaliacdo. O nivel de significancia adotado foi de 5% (PADOVANI,
2001).

41 RESULTADOS

A partir dos dados coletados os resultados dos valores das regides analisadas
séo apresentados na tabela 1, quanto a média e desvio-padréo, segundo dominancia
e fases do ciclo menstrual.

, Fase Folicular Fase Ovulatoéria Fase Lutea
ROT's D ND Simetria D ND Simetria D ND Simetria
Quadriceps | 27,5(1,1) | 27,5(1,1) 0,0 27,3(0,2) | 27,2(0,3) 0,1 27,6(1,0) | 27,2(0,3) 0,4
Tibiais 28,0(0,7) | 28,0(0,8) 0,0 28,0(0,6) | 27,9(0,8) 0,1 28,2(0,7) | 28,0(0,2) 0,2
Posteriores | 27,9(0,3) | 27,8(0,2) 0,1 27,6(0,7) | 27,2(1,3) 0,4 27,9(0,9) | 27,9(1,1) 0,0
Panturrilhas | 27,7(1,2) | 27,8(1,2) 0,1 27,2(1,3) | 27,2(0,9) 0,0 27,4(0,8) | 27,5(0,5) 0,1

Tabela 1: Média e desvio padrao da temperatura em graus Celsius (°C) das ROI's
analisadas segundo dominancia e fases do ciclo menstrual.

*p<0,05.

Particularmente quanto a temperatura das ROl’s, nota-se que as atletas
apresentam valores entre 27,2 + 1,3°C e 28,2 + 0,7°C. Corroborando com esses
dados, Tuono et al. (2020) apresentam o perfil termografico em repouso, de membros
inferiores de atletas da elite do futebol brasileiro, com temperaturas que variam entre
27,7 +1,2°C e 28,3 + 1,2°C.

Quanto a temperatura da pele de acordo com as diferentes fases do ciclo
menstrual, nota-se proximidade de valores independente da regiao analisada, com
valores médios de 27,7°C = 0,2°C (D) e 27,7°C = 0,2 (ND) na fase folicular, 27,5°C +
0,3°C (D) e 27,3°C = 0,3°C (ND) na fase ovulatéria e, por fim, 27,7°C + 0,3°C (D) e
27,6°C +0,3°C (ND) na fase lutea.

Quanto a simetria entre membros D e ND, apesar dos posteriores na fase
ovulatéria e quadriceps na fase litea apresentarem escores de 0,4°C, ha um
consenso na literatura (MARINS et al., 2015; TANDA, 2015; KORMAN et al., 2016;
SANTOS et al., 2017; CORTE, et al., 2018) que valores de simetria até 0,3°C situam
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em normalidade e ndo s&o considerados clinicamente importantes, enquanto que
valores acima de 0,4°C alertam para um acompanhamento mais refinado, podendo
ser um indicador de les&o ou sobrecarga.

De fato, entender o estado do atleta em repouso é fundamental, visto que ha

uma relacdo direta com o tempo de descanso e a carga de treinamento aplicada.

51 CONCLUSOES

A partir dos objetivos propostos e os resultados obtidos concluiu-se que a
temperatura da pele dos membros inferiores, em repouso, de jogadoras de futebol
de elite do Brasil durante o ciclo menstrual, mantém-se em proximidade de valores e

simetria.
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RESUMO: Objetivo: O objetivo deste estudo
foi avaliar a influéncia do cronotipo e do turno
na qualidade de vida de trabalhadores da
enfermagem em um Hospital Universitario dos
Campos Gerais. Métodos: Utilizou-se no estudo
uma comparagcdo quantitativa e transversal
entre 36 individuos que trabalhavam em turnos
na unidade de clinica médica de internacéo de
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CAMPOS GERAIS

adultos. O cronotipo foi determinado através do
Questionario de Maturnidade — Vespertinidade
de Horne e Ostberg e a qualidade de vida
avaliada pelo WHOQOL - bref. Resultados:
Metade da amostra foi classificada no cronotipo
intermediario, 33,33% em matutino e o restante
em vespertino, sendo 5,55% do total discordante
de seu turno. Ndo houve associagéo entre
cronotipo e qualidade de vida (p > 0,05),
entretanto foi verificada uma associagao positiva
entre o dominio fisico e o turno e entre cinco dos
quatro dominios do WHOQOL e os cronotipos
concordantes (p < 0,05). Conclusées: O
estudo demonstrou que a concordancia entre o
cronotipo com o turno pode ser considerada um
fator protetor na qualidade de vida da amostra
estudada.

PALAVRAS CHAVE: Cronobiologia; Qualidade
de vida; Saude do trabalhador; Ritmo circadiano.

EVALUATION OF THE QUALITY OF LIFE

ASSOCIATED WITH CHRONOBIOLOGY

IN SHIFT WORKERS AT A UNIVERSITY
HOSPITAL IN CAMPOS GERAIS

ABSTRACT: Objective: The objective of this
study was to evaluate the influence of chronotype
and shift on quality of life of nursing workers in a
University Hospital of Campos Gerais. Methods:
In this study, was used a quantitative and cross-
sectional comparison of 36 individuals who work
in shifts at the adult medical clinic. The chronotype
was determined with the Horne and Ostberg’s
Questionnaire and the quality of life assessed
by the WHOQOL - bref. Results: Fifty percent
of the sample was classified as intermediate
chronotype, 33.33% was considered as matutinal
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and the rest as vespertine, being 5.55% of the total discordant compared to the turn.
There was no association between chronotype and quality of life (p > 0,05). However,
there was found a positive association between the physical domain and the shift and
between five of the four WHOQOL domains and concordant chronotypes (p < 0,05).
Conclusions: The study demonstrated that the agreement between the chronotype
and the shift can be considered a protective factor in the quality of life of the sample
studied.

KEYWORDS: Chronobiology; Quality of life; Worker’s health; Circadian rhythm.

11 INTRODUGAO

A cronobiologia & uma area da neurociéncias que estuda os ritmos circadianos
e sua interferéncia na vida dos seres vivos. Sua origem encontra-se a partir da
percep¢do de um mecanismo interno gerador de ritmo, concebida no século XVIII
através da observacao da planta Mimosa pudica, o que levantou uma série de estudos
a fim de esclarecer se os seres humanos também sofriam interferéncia do ambiente
(ARAUJO, 2002; BUENO, 2012; GOMEZ, 2013. MARTYNHAK, 2012; PEREIRA,
2012)

Os ndcleos supraquiasmaticos (NSQs) sdo os responsaveis pelo
gerenciamento do ciclo circadiano dos mamiferos. Eles ficam localizados no
hipotalamo e comegam a se desenvolver no primeiro bimestre gestacional, quando
se encontram sob influéncia do ciclo materno (BUENO, 2012; JANSEN, 2007).
Esses nucleos de neurbnios determinam o ritmo biolégico dos individuos, sendo
popularmente conhecidos como “relégios bioldgicos”, além disso, comunicam-se
com a retina através de aferéncias do trato retino-hipotalamico, pelas quais consegue
diferenciar claro de escuro (ARAUJO, 2002; BUENO, 2012; JANSEN, 2007; PEREIRA,
2012). Através desses nucleos algumas glandulas recebem estimulos secretores, com
liberacdo de melatonina em situacdes de pouca luminosidade e cortisol, a claridade
(GOMEZ, 2013; PEREIRA, 2012).

Através da cronobiologia e dos estudos de Horne e Ostberg € possivel classificar
os seres humanos em trés cronotipos distintos: matutinos, vespertinos e indiferentes.
O controlador endégeno dos individuos matutinos possui um periodo menor ou igual
a 24 horas, enquanto os vespertinos costumam ter um periodo circadiano maior do
que as 24 horas do dia comum (JANSEN, 2007; PEREIRA, 2012). Apesar do controle
endogeno, esse sistema temporizador pode sofrer modificagbes de acordo com os
padrdes da vida cotidiana do individuo, como o proprio ciclo claro/escuro, privagao de
sono, habitos sociais da vida moderna (televiséo, celular), trabalho em turnos, além
de variagbes hormonais e altera¢des estruturais relacionadas a idade (BUENO, 2012;
PEREIRA, 2012).

Alguns estudos tém colaborado para a percepc¢ao do impacto negativo na saude
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dos individuos que possuem uma vida profissional ou social ndo concordante com seu
ciclo biolégico, destacando-se trabalhadores noturnos ou em regime de turno. Muitos
destes encontram-se em privagdo de sono, favorecendo sonoléncia diurna intensa
e déficits de atencéo, além de aumentar o risco de sindrome metabdlica, doengas
cardiovasculares e oncogénicas (ALVES, 2015; GOMEZ 2013; FREITAS, 2018;
ROCHA, 2010; SIMOES, 2010). As mulheres nessa situagdo de trabalho possuem
um risco adicional de problemas ginecologico-obstétricos, além de estarem mais
susceptiveis aos disturbios psicologicos, como depresséo e ansiedade (PEREIRA,
2012).

Trabalhadores da éarea da saude sdo um claro grupo de risco quando se
trata de trabalho em turnos, com destaque a enfermagem, profissdo que demanda
atengéo continua 24 horas por dia (ROCHA, 2010). Esses profissionais muitas vezes
se encontraram num periodo que nao lhes é favoravel, o que promove diversas
adaptacgoes bioldgicas e psicoldgicas a fim de realizar seu trabalho de forma adequada.
As consequéncias dessas modificagbes podem ser observadas na saude fisica e
mental do trabalhador, que podera sofrer impactos significativos em sua qualidade de
vida (ROCHA, 2010; SOUZA, 2012; XAVIER, 2012).

Possibilitar a elaboracdo de escalas que respeitem os cronotipos dos
trabalhadores de enfermagem ¢€ interessante tanto para o individuo quanto para o
empregador, visto que evita acidentes laborais por privagdo de sono e afastamento
por doencas, bem como aumenta a qualidade no atendimento de saude. Entretanto,
essa realidade encontra limitacdes quando os profissionais desempenham dupla
carga de trabalho (XAVIER, 2012). Os resultados deste estudo podem ser relevantes
para a melhor alocagéo dos funcionarios.

Considerando a falta de estudos sobre o tema e a importancia de se evitar
acidentes de trabalho da area de saude, este trabalho teve como objetivo a analise
do perfil cronobiolégico da equipe de enfermagem responsavel pela clinica médica do
Hospital Universitario Regional dos Campos Gerais (HURCG), a fim de correlacionar
0 cronotipo com a qualidade de vida dos individuos estudados. A hipotese é que
individuos concordantes com seu perfil biol6gico apresentem maiores niveis de
qualidade de vida quando comparados com os discordantes.

21 METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada através de um estudo quantitativo, transversal e
comparativo. Foi desenvolvido através de questionarios autoaplicaveis para a equipe
de enfermagem do setor da clinica médica do HURCG.

O setor analisado possui uma populagéo de 36 individuos, incluindo enfermeiros
e técnicos de enfermagem, que trabalham no regime 12/24, ou seja, trabalham 12
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horas seguidas e folgam nas 24 horas seguintes.

Os critérios de inclusdo foram trabalhadores ativos durante a pesquisa que
aceitaram participar do estudo e em regime fixo de trabalho (matutino ou noturno).
Os critérios de exclusdo foram individuos ausentes durante a coleta ou que nao
responderam adequadamente os questionarios. A amostra final foi totalizada em 36
individuos, entre enfermeiros e técnicos de enfermagem.

Os questionarios foram aplicados pelos pesquisadores no ano de 2019, os
quais acompanharam a coleta e forneceram as orienta¢cbes necessarias para o
preenchimento. O primeiro questionario era referente aos dados socioeconémicos,
determinando a idade, sexo, turno, peso, altura e salario dos participantes.

Para a analise do cronotipo, a escolha foi pelo questionario de Maturnidade -
Vespertinidade de Horne e Ostberg j& validado no Brasil e composto por 19 questoes
a respeito dos habitos de vida e de sono, bem como os horarios mais provaveis em
que o individuo prefere realizar determinadas atividades diarias. A somatéria das
respostas varia entre 16 e 86 pontos de acordo com o qual os individuos podem ser
classificados em matutinos (acima de 59 pontos), vespertinos (de 16 a 41 pontos) ou
indiferentes (42 a 58 pontos).

Por matutinos entende-se individuos que costumam acordar por volta das 7 da
manha e dormem antes das 23 horas, representando de 10 a 12% da populagdo. Os
vespertinos sao aqueles que acordam entre 12 e 14 horas e dormem em torno de 3
da manha, sao de 8 a 10% da populag¢ao. Os individuos indiferentes ou intermediarios
s&o aqueles que conseguem se adaptar aos dois horarios, enquadrando a maioria da
populacao (MARTINS, 2010).

A qualidade de vida foi avaliada pelo questionario WHOQOL-bref. Esse
questionario é a versao abreviada do WHOQOL-100 que foi desenvolvida para suprir
a necessidade de se ter um instrumento curto e de répida aplica¢do, cuja versao
final ficou composta por 26 questdes (FLECK, 2000). A primeira questao avalia a
qualidade de vida de modo geral, enquanto a segunda, a satisfacdo com a propria
saude (THE WHOQOL GROUP, 1997). As outras 24 questdes estédo divididas nos
dominios fisico, psicologico, relagdes sociais e meio ambiente F-ECK. Esse instrumento
pode ser utilizado para populacdes saudaveis e para populagbes acometidas por
agravos e doengas cronicas (FLECK, 2000; GONCALVES, 2004). Além disso, pode
avaliar a qualidade de vida em diversos grupos e situagdes, pois além dos aspectos
transculturais, valorizam a percepgéo individual da pessoa (THE WHOQOL GROUP,
1997). A versdo em portugués apresentou caracteristicas psicométricas satisfatorias,
sendo que foi realizada segundo metodologia preconizada pelo Centro WHOQOL
para o Brasil (FLECK, 2000). A pontuacéo dos escores € dada de 4 a 20 e pode ser
convertida de 0 a 100, sendo que quanto maior, melhor a avaliacdo da qualidade de
vida.
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A partir dos questionarios foram definidas as variaveis do estudo, as quais
incluem o perfil cronobiolégico, a qualidade de vida e o turno de trabalho. Para a
analise dos mesmos, definiram-se os individuos concordantes — matutinos que
trabalham de dia ou vespertinos que trabalham a noite- e os discordantes — matutinos
que trabalham a noite ou vespertinos que trabalham de dia.

Para analise de dados, foram utilizados frequéncias absolutas e relativas para
analise socioecondmica e os testes t de Student e o ANOVA através do programa
SPSS Statistics 22 e de uma planilha do Microsoft Office Excel para Windows 2010,
utilizando o nivel de significancia de 5%.

Os individuos assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), no qual possui os objetivos da pesquisa e garante a confidencialidade
dos dados, fornecido através da aprovacgdo pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Universidade Estadual de Ponta Grossa, sob n° 10471819.3.0000.0105.

31 RESULTADOS

A populagéo estudada foi composta por 36 enfermeiros e técnicos de
enfermagem que trabalham em um dos turnos da clinica médica do Hospital
Universitario Regional dos Campos Gerais (HURCG). Dentre as caracteristicas dessa
amostra, foi possivel analisar que a menor idade entre os participantes foi de 22 anos,
enquanto a maior foi de 51 anos, encontrando-se uma média de 36,1 anos (DP =
7,39), sendo 31 mulheres e 5 homens. Em relagdo a renda familiar mensal per capita,
foram relatados valores de R$ 500,00 até R$ 7000,00, obtendo-se uma média de
1994,30 reais (DP 1243,04) e uma mediana de 1500 reais.
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Variaveis Total

n (%)

Idade em anos

Até 36 19 52,77%

37 ou mais 17 47,22%
Género

Feminino 31 86,12%

Masculino 5 13,88%
Raca

Pardos/negros 11 30,55%

Branca 25 69,44%
Estado civil

Solteiro 19 52,77%

Casado/vivendo como casado 17 47,22%
Praticante de alguma religiao’

Nao 7 19,44%

Sim 29 80,55%
Turno de trabalho

Dia 23 63,88%

Noite 13 36,11%
Renda familiar mensal per capita em reais?

Até um salario minimo 2 5,55%

Mais de um salario minimo 28 77,77%
IMC?

Normal 10 27,77%

Sobrepeso 16 44,44%

Obesidade 9 25%

Catdlica, evangélica, espirita, outras (ateismo e budismo).
20 valor em territorio nacional (Brasil) em 2019 era de R$ 998,00 ou U$243,42.
3De acordo com a classificacao definida pela OMS.

Os valores totais apresentam pequena variacao devido a informacoes faltantes.

Tabela 1. Distribuicdo da equipe de enfermagem segundo variaveis socioeconémicas
(n =36).

A Tabela 1 caracteriza a populagdo de acordo com as variaveis
socioeconémicas abordadas na pesquisa. Na variavel idade, foi delimitada a média,
citada anteriormente, como parametro de divisdo da populacéo, tornando-se possivel
observar que 52,77% dos trabalhadores possuem idade até 36 anos. Também
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analisou-se que a maioria dos participantes sdo mulheres, da cor branca, solteiras,
trabalhadoras do periodo diurno e praticantes de alguma religido. Na variavel renda per
capita, o salario minimo nacional foi escolhido a fim de caracterizar a amostra, sendo
que a maioria (77,77%) encontra-se acima o padréo definido. Para quantificar o indice
de Massa Corporal (IMC) da populacédo, foram utilizados os parametros numéricos
determinados pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS), sendo observado que a
maioria encontra-se na faixa de sobrepeso.

A Tabela 2 evidencia a distribuicdo da equipe de enfermagem de acordo com
seu perfil cronobiologico proposto por Horne e Ostberg, mostrando que 50% dos
participantes da pesquisa encontram-se no perfil “Intermediario” ou “Indiferente”. A
outra metade da amostra fica dividida entre os perfis “Matutino” e “Vespertino”, sendo
que o primeiro representa 33,33% do total.

De acordo com a distribuicdo em seus respectivos plantées (diurno ou noturno)
e seu tipo cronobiolégico, foi possivel classificar a amostra em Concordantes ou
Discordantes. Os enquadrados na situag@o de concordancia representam a maioria

da amostra e a totalidade dos trabalhadores de cronotipo matutino.

Variaveis Total
n (%)

Matutinos

Concordantes 12 33,33%

Discordantes 0 0%

TOTAL 12 33,33%
Vespertinos

Concordantes 4 11,11%

Discordantes 2 5,55%

TOTAL 6 16,66%
Indiferentes 18 50%

Tabela 2. Cronotipo de acordo com Horne e Ostberg e perfil de concordancia com o
turno (n = 36).

Como resultado, observamos na Tabela 3 que n&do houve diferencas
significativas dependente do turno nos dominios fisico (p = 0,87), psicologico (p =
0,065), de relag¢des sociais (p = 0,073), meio ambiente (p = 0,21) ou na auto avaliagéo
sobre qualidade de vida (p = 0,064), bem como na score geral do WHOQOL — bref (p
=0,17).
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Dominios WHQOL-b Manha Noite Valor de p
n=23 n=13

Fisico 15,52 15,64 0,87
(DP =2,37) (DP =1,87)

Psicolégico 14,31 15,94 0,065
(DP = 3,08) (DP =1,93)

Relacoes Sociais 14,34 16,10 0,073
(DP = 3,08) (DP =1,92)

Meio Ambiente 13,43 14,26 0,21
(DP =2,52) (DP =1,31)

Auto avaliagao da QV 13,91 15,84 0,064
(DP = 3,48) (DP =2,51)

GERAL 14,31 15,28 0,17
(DP =2,27) (DP =1,33)

Tabela 3. Analise das médias do WHOQOL — breve conforme turno de trabalho.

A partir da Tabela 4, fica evidente que os sujeitos categorizados no cronotipo
matutino apresentam maiores escores no dominio fisico (p = 0,045), ndo houve, no
entanto, associagao significativa entre cronotipo e os outros dominios — psicolégico (p
= 0,635), relagdes sociais (p = 0,438), meio ambiente (p = 0,541), auto avaliacdo da

qualidade de vida (p = 0,643) ou geral (p = 0,493).

Dominios WHQOL-b Matutino Vespertino Indiferentes  Valor de p
n=12 n=6 n=18

Fisico 16,47 13,89 15,78 0,045
(DP = 1,86) (DP =3,47) (bP =1,78)

Psicolégico 15,45 14,11 14,92 0,635
(DP =2,73) (DP =3,47) (DP =2,82)

Relacdes Sociais 14,44 14,22 15,61 0,438
(DP = 2,65) (DP = 4,27) (DP =2,32)

Meio Ambiente 14,04 14,33 13,5 0,541
(DP =1,98) (DP =2,08) (DP =2,4)

Auto avaliagdo da QV 15,33 14 14,52 0,643
(DP =2,87) (DP = 4) (DP = 3,38)

GERAL 15,18 14,02 14,72 0,493
(DP =1,93) (DP =2,94) (DP =1,89)

Tabela 4. Analise das médias do WHOQOL — breve conforme cronotipo.

Por fim, foi testada a hip6tese de que trabalhadores em situagéo concordante
com seu turno de trabalho apresentariam maiores niveis de qualidade de vida, essa
analise, apresentada na Tabela 5, mostrou-se significativa em todos os dominios do
questionario WHOQOL - bref, exceto meio ambiente (p =0,066) Portanto, os individuos
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concordantes apresentam maiores scores no quesito fisico (p = 0,001), psicolégico (p
=0,007), de relag¢des sociais (p = 0,033), na auto avaliagédo da qualidade de vida (p =
0,003) e no score geral (p = 0,002).

Dominios WHQOL-b Concordante Discordante Valor de p
n=16 n=2

Fisico 16,25 10,28 0,001
(DP = 1,88) (DP = 3,23)

Psicolégico 15,57 10 0,007
(DP =2,51) (DP =0,94)

Relacdes Sociais 14,91 10 0,033
(DP = 2,80) (DP =2,82)

Meio Ambiente 14,43 11,75 0,066
(DP =1,85) (DP = 1,086)

Auto avaliacao da QV 15,62 9 0,003
(DP =2,55) (DP = 1,41)

GERAL 15,32 10,52 0,002
(DP =1,79) (DP =0,76)

Tabela 5. Andlise das médias do WHOQOL- bref e perfil de concordancia com o turno.

41 DISCUSSAO

Os resultados demonstram uma predominancia de mulheres na area da
enfermagem, corroborando com os achados na literatura. De acordo com Souza et
al, 2014 e Lombardi et al, 2018, essa realidade se justifica numa crenga patriarcal
de que mulheres possuiriam vocacdo para cargos que envolvam cuidados, sejam
eles remunerados ou em seus ambientes domiciliares, mostrando a tendéncia a dupla
carga de trabalho ao qual sdo submetidas (LOMBARDI, 2018; SOUZA, 2014). Ainda
que nao tenha sido feita analise da qualidade de vida comparada com o género,
acredita-se que a mulher possa sofrer maiores impactos negativos devido as suas
maiores obrigacdes domésticas, além do encargo profissional.

O alto indice de individuos com obesidade e sobrepeso encontrados na
amostra, podem ser justificados pela alteracao do ritmo bioldégico como fator de risco.
De acordo com Gomez et al, 2013, Freitas et al, 2018 e Kanikowska et al, 2015,
evidéncias tém demonstrado que o ritmo cronobioldgico interno tem relagées com
secre¢ao hormonal, desta forma, um desajuste nesse relogio interno, como um perfil
de trabalho discordante, pode contribuir com 0 aumento de disturbios metabdlicos e
obesidade (FREITAS, 2018; (GOMEZ, 2013; KANIKOWSKA, 2015).

Na literatura, € possivel encontrar que a maioria da populacgéo € caracterizada
pelo cronotipo indiferente ou intermediario (ALVES, 2015; MARTINS, 2010; SOUZA,
2012) assim como no presente trabalho, no qual 50% da amostra foi classificada neste
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cronotipo. A auséncia de significancia na comparacgéo da qualidade de vida entre os
individuos indiferentes é compativel com os estudos de Souza et al, 2012, e pode ser
explicada pela maior capacidade de adaptagéo de suas atividades (FREITAS, 2018).

Os trabalhadores de cronotipo vespertino apresentaram as piores médias
no dominio fisico (p = 0,045), assim como no trabalho de Souza et al, 2012 (p =
0,003), que representa dores, energia, qualidade de sono, deslocamento, trabalho
e dependéncia de tratamento médico. Apesar de nédo ter sido feito nenhum estudo
a respeito das comorbidades fisicas da amostra, este resultado corrobora com os
achados da literatura, que aponta maiores desdobramentos na satde de profissionais
que trabalham no plantdo noturno, principalmente em relacdo as mulheres e suas
reponsabilidades que continuam apés o turno (SOUZA, 2012; PEREIRA, 2012;
XAVIER, 2012). Entretanto, este resultado deve ser analisado com cautela devido a
multicausalidade das doencas crénicas que levam a um pior desempenho fisico.

Os representantes matutinos (n = 12) foram na sua totalidade caracterizados
como cronoconcordantes, enquanto 2 dos 4 individuos vespertinos apresentam-se
em situagdo cronodiscordante. Essa situag@o € semelhante em estudos encontrados,
0 que demanda uma maior atenc&o para os trabalhadores de plantdes noturnos
(SOUZA, 2012).

Na comparagcdo entre a qualidade de vida dos perfis concordantes e
discordantes, mostrou-se que 0s primeiros apresentam niveis mais elevados em
quase todos os critérios do WHOQOL — bref (p < 0,05), incluindo os perfis fisico,
psicologico, de relagdes sociais, na auto avaliacdo da qualidade de vida e no geral,
excetuando-se apenas 0 meio ambiente. Através desse resultado, verifica-se que os
profissionais em situagcéo cronodiscordante apresentam prejuizos fisicos, psicoldgicos
e nas relagdes sociais.

Os resultados da associagéo entre cronotipo e qualidade de vida sao diferentes
do estudo de Souza et al, 2012, o qual representa o Unico estudo na literatura que
compara cronotipo e qualidade de vida. No estudo citado, a amostra estudada
apresentou associacdo significativa entre meio ambiente cronodiscordancia, e
auséncia de relagdo entre perfil cronobiol6gico e os outros dominios estudados.

51 CONCLUSAO

Conclui-se que houve associagédo significativa entre cronotipo e qualidade
de vida, podendo-se inferir que exista uma protecdo nos dominios avaliados
em profissionais que se encontram em um turno concordante com seu perfil
cronobiolégico. Nao houve, no entanto, correlacdo entre qualidade de vida e turno
de trabalho isoladamente, mostrando que aspectos do ambiente do trabalho nédo séo
responsaveis por um pior desempenho dos profissionais.
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Os resultados deste estudo sdo relevantes para que os servicos de salde
manejem seus profissionais de acordo com seus perfis de concordancia cronobioldgica,
a fim de evitar desdobramentos negativos na saude fisica e psiquica dos mesmos.

O presente artigo respondeu significativamente aos seus objetivos, o
que incentiva a realizagdo de mais estudos sobre o tema, de forma longitudinal,
multicéntrico e possivelmente realizando um coorte com uma amostra maior. Também
encontra limitagcdes ao se utilizarem questionarios autoaplicaveis, ficando o resultado
dependente do correto preenchimento das perguntas.
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RESUMO: Os agrotdxicos, sdo substancias
quimicas destinadas ao controle, destruicdo ou
prevencéo, direta ou indiretamente, de agentes
patogénicos para plantas e animais que séo
Uteis as pessoas. Além desse objetivo central,
pode ser empregada na construcdo de estradas,
tratamento de madeira, armazenamento de
gréos e sementes, producao de flores, combate
as endemias e epidemias. Apesar das classes
toxicolégicas dos agrotoxicos serem importantes
ferramentas de orientagéo, leva em consideracéo
apenas as intoxicacbes agudas, nao refletindo
os efeitos danosos que o consumo de produtos
considerados pouco toxicos consumidos de
forma crénica acarreta a salde humana. Os
estudos mostram que a interferéncia dos
agrotoxicos vai além da alteragdo do solo, agua e
ar, mas traz consequéncias para a morfologia de
muitos animais e vegetais usados na alimentacéo
humana e que reflete negativamente na salde
humana. Os efeitos nocivos do uso de agrotéxicos
para a saude humana vao desde a capacidade
de causar danos nas primeiras horas apés a
exposicao até causar danos como malformagoes
congénitas, cancer, transtornos mentais,
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mutacdes, desordens neurodegenerativas, disfungdes reprodutivas, e desregulagao
enddcrina. A desregulacdo endocrina pode interferir no desenvolvimento dos érgdos
e tecidos durante periodos criticos para o desenvolvimento, bloqueando ou imitando
a acao dos hormdnios enddgenos, sendo os periodos fetal e neonatal considerados
janelas de susceptibilidade particular aos efeitos toxicos destes agrotdxicos. Mesmo
diante de tamanha exposicdo a doencas relacionadas aos agrotoxicos, a percepgcéo
desse risco por parte da populacdo exposta todos os dias, ainda & muito deficiente
e que praticas de orientacéo para seguranca na saude é imprescindivel. Além disso,
€ necessario mais estudo acerca dos efeitos em longo prazo da exposigédo cronica
laboral ou a partir da ingestéo de alimentos contaminados pelos agrotéxicos, a fim de
garantir protecdo a satde humana que se submete ao uso de tais venenos.
PALAVRAS-CHAVE: Agrotoxico, Metabolismo, Saude.

EXPOSURE TO PESTICIDES IN HUMAN HEALTH

ABSTRACT: Pesticide are chemical substances designed to control, destroy or
prevent, directly or indirectly, pathogens for plants and animals that are useful to
people. In addition to this central objective, it can be used in road construction, wood
treatment, storage of grains and seeds, flower production, combating endemics and
epidemics. Although the toxicological classes of pesticides are important guidance
tools, it only takes into account acute intoxications, not reflecting the harmful effects
that the consumption of products considered to be low toxic consumed in a chronic
way has on human health. Studies show that the interference of pesticide goes beyond
altering soil, water and air, but has consequences for the morphology of many animals
and vegetables used in human food and that reflects negatively on human health. The
harmful effects of the use of pesticidefor human health range from the ability to cause
damage in the first hours after exposure to damage such as congenital malformations,
cancer, mental disorders, mutations, neurodegenerative disorders, reproductive
dysfunctions, and endocrine disruption. Endocrine disruption can interfere with the
development of organs and tissues during critical periods for development, blocking
or imitating the action of endogenous hormones, with fetal and neonatal periods being
considered windows of particular susceptibility to the toxic effects of these pesticide.
Even in the face of such exposure to diseases related to agrochemicals, the perception
of this risk by the population exposed every day is still very deficient and that guidance
practices for health safety are essential. In addition, further studies are needed
on the long-term effects of chronic occupational exposure or from the ingestion of
food contaminated by pesticide, in order to ensure protection for human health that
undergoes the use of such poisons.

KEYWORDS: Pesticides, Metabolism, Health.

INTRODUCAO

Os agrotoxicos, de acordo com a Lei Federal n.°7.802 de 11/07/89, podem ser

definidos como: “Produtos e componentes de processos fisicos, quimicos ou biologicos
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destinados ao uso nos setores de produgé@o, armazenamento e beneficiamento de
produtos agricolas, nas pastagens, na protecéo de florestas nativas ou implantadas
e de outros ecossistemas e também em ambientes urbanos, hidricos e industriais,
cuja finalidade seja alterar a composicao da flora e da fauna, a fim de preserva-la
da acédo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como substancias e
produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores
do crescimento” (BRASIL, 1989).

Essas substancias também s&o utilizadas na construcdo de estradas,
tratamento de madeira, armazenamento de gréos e sementes, producdo de flores,
combate as endemias e epidemias, dentre outras formas de uso. Mostrando que o
uso de agrotoxicos esta além do que se conhece normalmente (SILVA et al., 2005).
Segundo CENEP/FNS (1998), os agrotoxicos sdo nomeados pesticidas e classificados
em grupos principais denominados: herbicidas, fungicidas, inseticidas, rodenticidas e
fumigantes.

De acordo com WHO/UNEP (1990), o consumo de agrotoxicos no meio
rural decresce na seguinte ordem: herbicidas > inseticidas > fungicidas. Apesar dos
herbicidas serem os mais utilizados, geralmente, a toxicidade deste grupo é menor
que a dos inseticidas. Dados mais recentes da Anvisa (2012) mostram que os
fungicidas obtiveram um acréscimo em sua procura no mercado. Se a concentragéo
dos agrotoxicos for expressa em percentagem, os herbicidas representam 45% do
total, enquanto os fungicidas e inseticidas representam 12% e 14%, respectivamente,
e as demais categorias 29%.

Os agrotoxicos séo divididos em classes toxicoldgicas medidas a partir da sua
DL50 (dose que mata 50% dos individuos expostos ao produto) onde a classe | sdo
os produtos extremamente toxicos representados pela faixa vermelha; a classe Il séo
0s produtos altamente toxicos representados pela faixa amarela; a classe lll sédo os
produtos medianamente toxicos representados pela faixa azul; e a classe IV sédo os
produtos pouco toxicos representados pela faixa verde (OPAS/OMS, 1996).

O principal desafio da classificagao toxicologica é que ela reflete basicamente
intoxicagbes agudas, ndo levando em consideragdo os efeitos crénicos, como por
exemplo, cancer, neuropatias, hepatopatias, problemas respiratérios, dentre outros
(LARINI, 1999). Nesse contexto, uma classificacéo toxicolégica mais precisa é de
fundamental importancia, pois € o principal meio de informagéo que os agricultores
dispdem.

Segundo a portaria normativa 131, de 03/11/1997, do Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), refere-se aos
procedimentos, para efeito de registro e avaliacdo ambiental de agentes biologicos
empregados no controle de uma populagdo ou de atividades bioldgicas de um
organismo vivo considerado nocivo, visando a defesa fitossanitaria. No seu anexo I,
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faz referéncia aos testes obrigatérios para a avaliagéo tdxico-patologica, cujo objetivo
€ avaliar efeitos adversos do agente microbiano de controle sobre mamiferos. Os
principais aspectos a serem considerados sdo: Patogenicidade do agente de controle
e de contaminantes microbianos; Infectividade/persisténcia do agente de controle e
de contaminantes microbianos; Toxicidade do agente de controle, de contaminantes
microbianos e de seus subprodutos.

A avaliagdo toxico-patologica é feita através de uma série de testes, dividida
em trés fases distintas.

A Fase |: consiste em uma bateria de testes de curta duragéo, onde o
organismo teste (mamifero) recebe uma dose méxima unica do agente
de controle com o objetivo de se obter a maxima chance do agente de
controle causar toxicidade, infectividade e patogenicidade. Se nenhum
efeito adverso for observado na Fase |, ndo ha necessidade de se reali-
zar nenhum dos testes da Fase Il e Fase Il

+  AFase |l foi elaborada para avaliar uma situagéo particular, quando se
observa toxicidade ou infectividade na Fase |, sem evidéncias de pato-
genicidade. Na Fase Il estudos de toxicidade aguda s&o normalmente
exigidos com o componente téxico da preparacéo do agente de controle
usado. Nas Fases Il e lll, estudos adicionais para avaliar efeito de to-
xicidade de preparacdes do agente bioldgico de controle deveréo ser
realizados de acordo com protocolos apropriados. Estudos subcrénicos
de toxicidade/patogenicidade também constam da Fase II.

+ AFase lll contém testes para identificar efeitos adversos particulares de
parasitos de células de mamiferos, e s6 seréo exigidos quando efeitos
adversos forem observados na Fase Il.

Apesar do aumento das pesquisas com relacdo ao impacto do uso de
agrotoxicos sobre a saude humana, o que se sabe ainda nao é suficiente para se
conhecer a extensdo da carga quimica de exposicao direta nem a dimenséo dos
danos a saude. Isso ocorre devido a falta de informacgéo sobre o consumo e manuseio

dos agrotoxicos e a falta de dados sobre intoxicagcdes causadas por estes produtos.

DESENVOLVIMENTO

Desde a década de 1950, quando se iniciou a “revolugdo verde”, foram
observadas profundas mudancgas no processo tradicional de trabalho na agricultura,
bem como em seus impactos sobre 0 ambiente e a saude humana. Novas tecnologias,
muitas delas baseadas no uso extensivo de agentes quimicos, foram disponibilizadas
para o controle de doencgas, aumento da produtividade e prote¢cdo contra insetos
e outras pragas agricolas. Com o advento desta tecnologia, faz-se necessaria a
investigacao cientifica das substancias utilizadas, uma vez que a toxicidade destes
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compostos pode afetar espécies ndo alvo e acarretar prejuizos a saude (MOREIRA
et al., 2002).

Atualmente a na produgdo de commodities agricolas, com destaque para as
culturas de soja, cana-de-acucar, café, milho e algodao, é um dos principais pilares
de sustentacdo da economia brasileira. A subordinacdo econémica ao mercado de
commodities agricolas baseia-se na expansdo dos monocultivos, em um modelo
baseado no uso intensivo de agrotoxicos e fertilizantes, provocando a contaminagéo
ambiental e exposicdo humana. Nos ultimos anos esse modelo tem se intensificado,
impulsionando ainda mais o consumo de venenos no pais, que se da como resultado
da crise ambiental, econdmica, ética, politica e social que afeta o Brasil (DIAS et al.,
2018).

As exposi¢des mais frequentes ocorrem no setor agropecudrio, nas empresas
de desinsetizagdo, de transporte, producéo e de comercializacdo de agrotoxicos, além
do potencial contaminagéo alimentar e ambiental. Dessa forma, a saude humana se
torna cada vez mais sujeita aos efeitos causados por esses produtos (RIGOTTO et
al., 2011).

Os efeitos nocivos do uso de agrotdxicos para a saude humana tém sido
objeto de diversos estudos cientificos, os quais tém detectado a presenca dessas
substancias em amostras biolégicas, como sangue humano e leite materno, bem
como de residuos presentes no ambiente e em alimentos consumidos pela populagéo
em geral, apontando a possibilidade de ocorréncia de efeitos agudos e cronicos
(ELLSWORTH et al., 2018).

Os efeitos que agudos sdo referentes a exposicéo a concentragbes de um
ou mais agentes téxicos que possuem a capacidade de causar danos nas primeiras
horas ap6s a exposi¢do; enquanto que os cronicos geralmente sdo resultantes de
uma exposicdo continuada a doses relativamente baixas de um ou mais produtos,
podendo causar danos como malformagdes congénitas, cancer, transtornos mentais,
mutacdes, desordens neurodegenerativas, disfun¢des reprodutivas, desregulacao
enddcrina e outros (ARAUJO et al., 2007).

Considerando-se que a exposi¢do humana a determinados agrotoxicos tem
sido associada a eventos adversos na gravidez (WIGLE et. al., 2008), varios estudos
epidemioldgicos vém apontando a exposicdo cronica de mulheres a agrotdxicos,
principalmente durante o periodo gestacional, como fator de risco para a prematuridade,
baixo peso ao nascer, peso reduzido para a idade gestacional (RIBAS-FITO et.
al., 2001), retardo do crescimento intrauterino, da altura e do perimetro cefalico do
neonato, morte fetal, indice de Apgar insatisfatorio, e malformagbes congénitas em
meninos, como criptorquidia e hipospadias, entre outros. Alguns estudos ecolbgicos
também estudaram a associagéo entre uso ou consumo de agrotdxicos e risco de

eventos adversos na gravidez, mas, em geral, os resultados destes estudos tém sido
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menos consistentes (SCHREINEMACHERS, 2003).

Igualmente, a capacidade de determinados agrotoxicos de alterar o equilibrio
e funcdo do sistema endocrino (FERNANDEZ et. al., 2007) tem sido relacionada
com eventos negativos em estudos experimentais e epidemioldgicos (WOLANSKY;
HARRILL, 2008; FRIEDRICH, 2013). Estas substancias, conhecidas como
desreguladores endocrinos, podem interferir no desenvolvimento dos 6rgéos e tecidos
durante periodos criticos para o desenvolvimento, bloqueando ou imitando a agéo dos
hormonios endbégenos, sendo os periodos fetal e neonatal considerados janelas de
susceptibilidade particular aos efeitos toxicos destes xenobidticos (VANDENBERGH,
2008).

O impacto negativo do grande consumo de agrotéxicos na agricultura é
agravado pelas vulnerabilidades sociais e institucionais frequentemente observadas
nos territérios de expanséo do agronegocio, ampliando as vulnerabilidades frente a
toxicidade dos agrotdxicos (SOBREIRA; ADISSI, 2003).

De acordo com o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovéaveis (IBAMA) (2018), os agrotoxicos mais consumidos no estado de
Pernambuco (PE) em 2017 foram, em ordem decrescente, o0 2,4-D e o glifosato.

Esses herbicidas séo utilizados primariamente no cultivo da cana-de-agucar,
que € umdos principais monocultivos do estado, colocando Pernambuco como segundo
maior produtor de cana-de-acUcar das regides Norte e Nordeste e um dos maiores do
pais, com plantagbes concentradas na Zona da Mata, localizada na Macrorregiao
Metropolitana do estado (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2017).

Existem estudos cientificos que apontam a relagdo entre a exposicdo ao
glifosato e a ocorréncia de problemas de saude graves como céancer, problemas
reprodutivos, alteragbes enddcrinas, aumento da mortalidade infantil, dentre outros.
Do mesmo modo, estudos cientificos mostram que co-formulantes do glifosato,
como o surfactante polioxietilenoamina (POEA), banido dos produtos com glifosato
da Europa, precisam ser investigados quanto ao potencial genotdxico da POEA e
seus possiveis efeitos de desregulagdo endocrina, uma vez que foram registrados
efeitos adversos na fungdo reprodutiva e para o desenvolvimento (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE SAUDE COLETIVA, 2019).

Ja o 2,4-D esta relacionado a teratogénese, toxicidade para o sistema
reprodutivo, desregulagdo endocrina e outros desfechos severos e potencialmente
irreversiveis para a salde humana (FRIEDRICH, 2014).

No Brasil, a desregulacdo endbcrina € um efeito considerado proibitivo
para fins de registro (BRASIL 1989), independente dos niveis de exposi¢do. Logo,
independente da dose em que os efeitos sejam observados, a ocorréncia de danos
deve orientar sua proibicéo pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Ainda, tem-se que a exposicdo aos agrotoxicos leva a ocorréncia de estresse
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oxidativo e acumulo de radicais livres no organismo, podendo provocar a formagéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS). O estresse oxidativo &€ um desequilibrio entre as
espécies reativas de oxigénio produzidas e a agéo do sistema antioxidante. O aumento
dessas substancias citotoxicas pode provocar danos permanentes na estrutura
de macromoléculas como o DNA, as proteinas e os lipidios, acarretando perda de
suas funcgdes bioldgicas e desenvolvimento de diversas doencas (REIS et al., 2012).
Considerando estas alteragdes, algumas enzimas antioxidantes podem ser utilizadas
para evidenciar precocemente os danos para a saude, a exemplo da catalase (CAT)
e da Glutationa-S-Transferase (GST), assim como o malondialdeido (MDA) pode ser
utilizado como um biomarcador de dano oxidativo precoce (BARBOSA et al., 2012;
ALVES FILHO, 2012).

Por fim, considerando que, no Brasil, a desregulagdo enddcrina é um efeito
considerado proibitivo para fins de registro, torna-se relevante identificar os agrotoxicos
relacionados a esses efeitos. Mais incentivos a estudos e a¢des de cunho informativo
e educacional acerca dos efeitos em longo prazo da exposicéo cronica através da
exposicao ao ambiente de trabalho ou a partir da ingestao de alimentos contaminados
pelos agrotoxicos, a fim de garantir protecao a salde humana que se submete ao uso
diario de tais venenos.
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ABSTRACT: Dalea L. (Fabaceae) includes
species used in traditional = medicine.
Prenylflavonoids  from  Dalea, such as
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EVALUATIONS

2’,4’-dihydroxy-5’-(1""",1""-dimethylallyl)-8-
prenylpinocembrin (8PP), present antioxidant,
antityrosinase, and antifungal activities. This
work aimed to investigate the chemical and
biological properties of Dalea leporina, a species
without any chemical or biological study, and to
compare it with D. boliviana and D. pazensis.
Hydro-alcoholic extracts from roots of the three
species were obtained and their antioxidant,
antityrosinase, antifungal, and cytotoxicity
activities were evaluated, together with total
phenols and flavonoids quantification and
evaluation of relative content of 8PP in the three
extracts.

D. boliviana presented the highest polyphenolics
and flavonoid contents and antioxidant properties.
8PP was determined in the three Dalea extracts,
with the highest content in D. pazensis, which
showed relevant tyrosinase inhibition. D. leporina
showed important antifungal activity against
azole-resistant Candida albicans. Dalea extracts
showed important bioactivities and high
maximum non-cytotoxic concentrations, and
are potential sources of new phyto-bioactive

ingredients.
KEYWORDS: Phyto-bioactive  ingredients,
prenylflavanone, antityrosinase, antioxidant,
antifungal.

EXTRATOS DE DALEA COMO
POTENCIAL PARA FITO-INGREDIENTES:
AVALIACOES ANTIOXIDANTES,
ANTITIROSINASE, ANTIFUNGICA E
CITOTOXICIDADE IN VITRO

RESUMO: Dalea L. (Fabaceae) inclui espécies

Capitulo 12



utilizadas na medicina tradicional. Os pré-flavonoéides da Dalea, como 2’,4’-di-hidroxi-
5’-(1”7,1”-dimetilalil) -8-prenilpinocembrina (8PP), possuem atividade antioxidante,
antitrosinase e antifingica. O objetivo deste trabalho foi investigar as propriedades
quimicas e biolégicas de Dalea leporina, espécie sem estudo quimico ou bioldgico,
e compara-lo com D. boliviana e D. pazensis. Foram obtidos extratos hidroalco6licos
das raizes das trés espécies e avaliadas suas atividades antioxidantes, antitirosinase,
antifungica e citotoxicidade, juntamente com a quantificacdo total de fenodis e
flavonodides e a avaliagédo do contetdo relativo de 8PP nos trés extratos.

D. boliviana apresentou o maior contetdo de polifenois e flavonodides e propriedades
antioxidantes. A 8PP foi determinada nos trés extratos de Dalea, com o maior conteudo
de D. pazensis, que mostrou uma inibicdo significativa da tirosinase. D. leporina
mostrou atividade antifngica significativa contra Candida albicans resistente a azéis.
Os extratos de Dalea mostraram bioatividades significativas e altas concentracdes
néo citotoxicas maximas e sao fontes potenciais de novos ingredientes fitobioativos.
PALAVRAS-CHAVE: Ingredientes fitobioativos, prenilflavanona, antitirosinase,

antioxidante, antifungica.

11 INTRODUCTION

Dalea L. genus (Fabaceae) habits from the southwestern United States to
central Argentina and Chile. Ethnobotanical and ethnomedical knowledge about the
traditional uses of Dalea species, indicate their application as anti-inflammatory and
analgesic (Densmore 2005).

Dalea elegans Gillies ex Hook. & Arn, D. boliviana Britton, D. leporina (Aiton)
Bullock, and D. elegans var. onobrychioides (Griseb.) Barneby habit in Argentina.
From D. elegans and D. boliviana we previously isolated nine prenylated, chromene
and methoxylated flavanones, and one chalcone. These compounds were reported
as mushroom tyrosinase inhibitors. The flavanone 8PP [2’,4’-dihydroxy-5’-(1"",1""-
dimethylallyl)-8-prenylpinocembrin, Figure 1] from D. elegans roots, was the most
potent as anti-tyrosinase (Peralta et al. 2019).

Furthermore, antimicrobial properties of 8PP include antibacterial, antifungal,
antibiofilm, inhibition of efflux transporters in an azole-resistant Candida albicans strain
(RCa), and fungicidal combination with fluconazole (Belofsky et al. 2004; Deardorff et
al. 2016; Peralta et al. 2019).

Prenylflavonoids from Dalea present relevant bioactivities as antioxidants,
antityrosinase, and antifungals (Peralta et al. 2019). Plant extracts with these properties
have potential pharmacological applications as phyto-ingredients for cosmetics and
botanical nutraceuticals with an impact on human health care, health-promoting
activity, and prevention of diseases.

To screen other sources of bioactive compounds in this genus, this work aimed
to investigate the chemical and biological properties of root extract from D. leporina,
a species without any chemical or biological study. Additionally, we aimed to compare
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these properties with those obtained from D. boliviana and D. pazensis. Hydro-
alcoholic extracts of roots from the three species were obtained and their antioxidant,
antityrosinase, antifungal, and cytotoxicity activities were evaluated. Total phenols
and flavonoids quantification and evaluation of relative content of 8PP as a chemical
marker in the three extracts, constituted the chemical investigation of these extracts.

HO

Figure 1. Structure of S-2’,4’-dihydroxy-5’-(1"",1""-dimethylallyl)-8-prenylpinocembrin
(8PP)

21 MATERIALS

2.1 Plant material

Plant material (roots) of D. boliviana, D. pazensis, and D. leporina were collected
in February 2007, March 2013 and February 2015, respectively. The collection place
was: D. boliviana, in Humahuaca Department, Jujuy Province, Argentina (22°55'24.3"S
65°17’28.6"W at 2780 m above sea level) and D. leporina, in La Calera Department,
Salta Province, Argentina (24°36'00”S 65°23'00”"W at 1421 m above sea level).
Prof. Dr. Gloria Barboza from the Botanical Museum-UNC identified the species and
vouchers specimens are on deposit as CORD 1066 and Peralta 3 respectively. D.
pazensis was collected in Yotala, close to Sucre city (Bolivia) (19°08’53” S 65°15’48”
W at 2543 m above sea level) and identified by specialized personnel belonging at the
Herbario del Sur de Bolivia (HSB) (Portal E. & Lépez C.D.) and a voucher specimen
was deposit as 961A.

2.2 Chemicals

All chemical reagents and solvents were analytical grade and purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Acetonitrile, methanol and formic acid, HPLC
grade, were purchased from Merck (Darmstadt, Germany). Sabouraud (agar and
broth) were from Difco (Detroit, MI, USA). Reference compounds: quercetin, vitamin
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E, gallic acid, ascorbic acid, kojic acid, and fluconazole were obtained from Sigma-
Aldrich.

2.3 Preparation of dry weight extracts

Dried roots from D. boliviana, D. pazensis, and D. leporina were dried at room
temperature, powdered and extracted with EtOH:H,0 (70:30, 250 mL) by using soxhlet.
The solvent was removed by a rotatory evaporator to yield each dry weight extract
(DE). The dry weight extracts (DE) were expressed as g of DE/100 g of plant material.

2.4 LC-MS/MS analysis of DE

All extracts obtained were investigated by liquid chromatography with tandem
mass spectrometry (LC-MS/MS) for comparative analysis regarding the presence
and quantity of 8PP. The analyses were performed using an Acquity UPLC H-Class,
Waters, with a quaternary pump equipped with an autosampler and a triple quadrupole
mass spectrometer (Xevo TQ-S Micro, Waters) were used to obtain the MS—-MS data.

Different DE (5mg/mL in elution solvent) were filtered through a 0.45 ym
Millipore filter and then analyzed. Briefly, 5 pyL of each DE were injected by an
autosampler through a BEH C,; Waters column (50x2.1 mm, 1.7 ym, at 30° C), using
gradient elution done with water with 0.1% formic acid (solvent A) and acetonitrile with
0.1% formic acid (solvent B) at a constant flow-rate of 250 uL min-'. A linear gradient
profile was run with the initial composition of solvent A being 50% for the first 0.1 min;
then the following proportions were applied [t (min), %A]: (0.1-3.50, 20), (3.5-5.0, 20).
The column effluent was introduced into the mass spectrometer using electrospray
ionization (ESI) in the negative ion mode. The following parameters were used for
8PP analysis: capillary voltage of 3.0 kV, desolvation gas (nitrogen) at a flow of 650
L/h, desolvation and source block temperature were 350 and 150 °C, respectively.
The following mass transitions were optimized by Multi Reaction Monitoring (MRM)
mode for analysis of 8PP by direct infusion using Intellistart application: 423.30/ 193.0
and 423.30/ 229.10; cone voltage for both transitions was 54 V and collision energies
were 20 and 18 V, respectively. The collision gas was Argon 99.999% (Linde) with a
pressure of 3.4 x 10~ mbar in the collision cell. The LC-MS-MS system was controlled
by Masslynx software (Version 4.1).

2.5 Total phenolic content determination

Total soluble polyphenols (TP) were quantitatively determined using the Folin-
Cicocalteu’s phenol reagent (FCR) according with Matkowski & Piotrowska, 2006. The
concentration range of different DE was 0.4-0.8 mg/mL in EtOH. The absorbance
of each mixture was read at 765 nm (Genesys 5). TP were expressed as gallic acid
equivalents in mg/g of DE (mg GAE/g DE) using a standard curve of Gallic acid solution
(y =0.046x-0.091; r>=0.998).
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2.6 Total flavonoids determination

Total flavonoid content (TFC) determination in different DE was achieved
(Quettier-Deleu et al. 2000). The concentration range of different DE was 0.15 to 1
mg/mL. The absorbance was measured at 430 nm (Genesys 5) and the results were
expressed as mg quercetin equivalents per g of DE (mg QE/g DE), using standard
curve of quercetin solution (y= 0.081x-0.020; r?>= 0.996).

2.7 Determination of antioxidant activities

2.7.1 Total antioxidant capacity by phosphomolybdenum assay

The total antioxidant capacity (TAC) of the extracts was evaluated by the
phosphomolybdenum method according with Prieto et. al., 1999. Each DE (0.1 mL
in methanol at concentration of 10-90 pg/mL) was combined with 1 mL of reagent
solution and incubated at 37 °C for 90 min, protected from light. After that, each solution
was measured at 695 nm (Genesys 5) at room temperature. The TAC was expressed
as AAE ug [(yg ascorbic acid equivalent)/weight of extract analyzed, using standard
curve of ascorbic acid (10-50 pg/mL)]. Percentage values of TAC were expressed with
respect to ascorbic acid (y= 0,017x-0,050; r>= 0,998). Quercetin was used as reference
compound (RC).

2.7.2 ABTS radical cation scavenging

The method used was as described by Re et al. (Re et al. 1999). 37.5 L of
each ethanolic solution of DE at different concentrations (10-100 pyg/mL) was added to
1.5 mL of freshly prepared ABTS™ solution. After 4 min, the absorbance was measured
at 734 nm (Genesys 5). Quercetin was used as a RC.

2.7.3 Erythrocyte hemolysis assay

The methodology employed was in accord with Dai et al., 2006. Fresh
human blood from healthy volunteers via venipuncture was obtained and collected
in heparinized tubes. Erythrocytes isolated by centrifugation (3000 rpm for 5 min)
were washed three times with phosphate buffer (BF) 0.1 M pH 7.4 (190 mL of 0.2
M NaH,PO,H,O and 810 ml of 0.2 M Na,HPO, -7H,0), and re-suspended at 20% of
erythrocytes (Er) with PBS. Hemolysis was carried out mixing Er in BF with 2, 2’-Azobis
(2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH) solution (0.2M). Different DE (100 pL, 10-
100 pg/mL) with Er (100 pL) and AAPH (100 pl, 0.2 M) were incubated at 37 °C (3 hours)
with gentle shaking. Then, the mixture diluted with 4 mL of BF was centrifuged (4000
rpm, 10 min) and the supernatant was measured at 540 nm (Genesys 5). Absorbance
of the hemolysate was used as 100% hemolysis. Quercetin was used as RC.
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2.8 Tyrosinase Inhibition Assay

Mushroom tyrosinase was used as previously described (Peralta et al. 2014).
Monophenolase activity of the assay solution containing mushroom tyrosinase solution
(0.104 pg/uL), control solution [Na,PO, buffer (0.1 M, pH 6.8)] or the sample solution
[prepared with each extract dissolved in Na,PO, buffer (0.1 M, pH 6.8)] and the enzyme
substrate, L-tyrosine (1.7 mM, Sigma), was monitored by measuring dopachrome
formation at 475 nm in a spectrophotometer UV-visible (Genesys 5). Kojic acid was
used as positive reference inhibitor.

2.9 Antifungal assays

2.9.1 Yeast strains and growth conditions

Two C. albicans strains isolated from the oral cavity of immunocompromised
hosts (AIDS) and kindly provided by Dr. Theodore White (Seattle, WA) were used.
The azole-sensitive C. albicans strain 2.76 (SCa) and a zole-resistant strain 12-99
(RCa) that overexpresses the transporter genes CDR1, CDR2 and MDR1 (White et
al.,, 2002). The strains were stored as frozen stocks, in Sabouraud dextrose broth
with 15% glycerol at —-80 °C. Before each experiment, cells were subcultured from
this stock onto Sabouraud dextrose agar (Difco, Detroit, MI), and passaged to ensure
purity and viability (CLSI 2008).

2.9.2 Antifungal evaluation

The antifungal activity of Dalea extracts was evaluated following the guidelines
of the M27-A3 document of the Clinical and Laboratory Standards Institute standard
method (CLSI 2008). Briefly, 100 pL per well of each DE (final concentrations ranging
from 50 to 750 pg/mL) dissolved with dimethyl sulfoxide as co-solvent (DMSO, 1%
per well) were added to a microtiter plate. Growth control wells were prepared without
the antifungal solution. A growth control with DMSO (1%) was included. Antifungal
fluconazole was the reference. After inoculation with 100 pyL per well of a inoculum
containing 10® CFU/mL, the microtiter plate was incubated at 37 °C for 48 h. Optical
density (OD) was measured at 540 nm with a Microplate Reader (Tecan Sunrise
Model, TECAN, AUS). Minimal inhibitory concentration (MIC) was defined as the

lowest concentration producing an OD of 50 percent (50%) or less with respect to

540nm

that of the growth control (Peralta et al. 2012; Barcel6 et al. 2017).
2.10 MTT analysis on JT744 derivate’s macrophage cell line

1 X 10° J744 macrophage derivate cells in DMEM supplemented with 10%
(v/v) fetal bovine serum (FBS) and 1% streptomycin/penicillin were cultured in 96 well
plates and incubated for 24 h at 37 °C in a humidified atmosphere of 5% CO,. After
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incubation, 125 pL of the control solution (fresh media with DMSO 0.5% v/v) or 125 L
the test solution [prepared with each stock solution of extracts (1 mg/mL) dissolved in
DMSO (final concentration 0.5% v/v)] at several concentrations (7.8—250 pg/mL) were
added to cultured cells, and incubated for 24 h. Then, the cells were rinsed with PBS
and 100 pL of MTT reagent [3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium
bromide in PBS (5 mg/mL)] were added to each well and incubated for 30 min. MTT
reagent was removed and 100 pl of isopropyl alcohol was added. The absorbance
was measured at 595 nm in a microplate reader (BioTek ELx800). The Maximum non-
Cytotoxic Concentration (MNCC, the concentration that the cells are maintained at
90% of viability) was determined (Santi et al. 2017).

2.11 Statistical analysis

All assays were independently performed in ftriplicate, and results were
expressed as mean+SD of three separate experiments. In order to estimate the
extract concentration that provided 50% inhibition (IC,) in the different assays several
concentrations of the extracts were evaluated according to the experiment. The IC_
values were calculated with the program Origin 8.0.

Statistical analysis was made with either one-way analysis of variance
(ANOVA), Newman-Keuls multiple comparison tests, Bonferroni test or Turkey test,
as appropriate. The values with p<0.05 and p<0.001 were considered statistically
significant in each comparison realized.

31 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Yield of dried extract and Total phenolic and flavonoid content

The Dalea dry weight extracts (DE) were expressed as g of DE/100 g of plant
material, with the following yield: D. pazensis: 11%, D. boliviana: 10% and D. leporina:
1.5%.

Total phenolic and flavonoid contents of Dalea extracts were expressed in mg
of gallic acid (mg GAE) or quercetin equivalents (mg QE) per g of DE, respectively.
D. boliviana DE (DEb) presented the higher content of total polyphenolics (48+2
mg GAE/g DE) followed by D. pazensis DE (DEp: 33.73+0.1 mg GAE/g DE) and D.
leporina DE (DEI: 17.2+0.2 mg GAE/g DE). Regarding the flavonoid content, DEb
showed the major concentration of the three extracts (42.1+0.7 mg QE/g DE) followed
by DEp and DEI (9.67+0.2 and 9.1+0.2 mg QE/g DE, respectively).

D. leporina showed the lowest polyphenol content and more than a 50% of
them correspond to flavonoids.

Chemical studies on Dalea species, reported flavonoids as principal polyphenolic
compounds (Peralta et al. 2019), but also geranyl stilbenes (Belofsky et al. 2004)
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and condensed tannins (Peng et al. 2018). Prenylflavonoids have been described in
several American Dalea species (Peralta et al. 2019). One of these compounds is the

8PP; therefore, we investigated its presence in the different DE.

3.2 Chemical analysis of 8PP in DE

8PP was identified by LC-MS-MS in the three DE. The retention times (Rt)
for DEb, DEp, and DEI were 3.24, 3.23, and 3.20 respectively, coincident with the
standard 8PP (Rt=3.19, Figure S2). The MRM analysis with the mass transitions m/z
423.3/229.1 and 423.3/193.0, indicated the presence of 8PP in the three extracts.

P F2:MRM of 2 channeis ES:
B 319 433>193
2654684 25 22834007

4, min

8PP F2MRM of 2 channels ES-
319 4233>2291
pune 124427813 1.071e+007

Figure 2. ESI-MS spectrum of 8PP (A); LC-MS/MS chromatogram in negative MRM
mode with mass transitions m/z 423/193 and 423/229 (B)

Analyzing the area values for all extracts at m/z 423.3/193.0, DEp contained
the highest concentration of 8PP and three-fold more than DEb and DEI, which
showed a similar concentration of 8PP (Figure 3 and Table 1).

DE Retention time (min) Area

D. boliviana 3.24 5782438
D. leporina 3.20 4490108
D. pazensis 3.23 15378222

Table 1. LC-MS-MS Analysis of extracts from different Dalea species: D. boliviana, D.
leporina and D. pazensis. 8PP (Rt=3.19, see supplementary material) was used as
standart. MRM analysis with the mass transition m/z 423.3 > 193 was used in order to
quantify the area that corresponds to 8PP in the three analyzed extract.
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Figure 3. Representative MRM ion chromatograms resulting from the analysis of 8PP
in the different DE. Mass transitions were m/z 423/193 and 423/229 for the detection of
8PP in DEb (A), DEI (B) and DEp (C), respectively.

Several studies have disclosed the presence of prenylflavonoids in Dalea
genus. We previously suggested these metabolites as potential chemotaxonomic
markers for Dalea genus, considering its narrow distribution limited to specified genera
(Peralta et al. 2019).

8PP has been informed in six species of Dalea genus (Peralta et al. 2019). It’s
its first report in D. boliviana and D. leporina. Further chemical studies in other Dalea
species, could provide information in order to propose 8PP as a potential chemical
marker in this genus. Remarkably, 8PP is the most extensively studied in terms of its
biological activities. So, we focused on the biological evaluation of DE according to the
bioactivities reported for 8PP.

3.3 Antioxidant activity of the DE

3.3.1 Total Antioxidant Capacity by phosphomolybdenum assay

The total antioxidant capacity (TAC) of the three species and quercetin (Qt) was
expressed as pg ascorbic acid equivalent (AAE)/weight of extract analyzed (Table S2).
At 90 pg of extract, DEb displayed the highest level of TAC (36.2+0.9 AAE), DEp and
DEI showed lower capacities (17.9+0.2 and 13.7+0.2 AAE, respectively). Qt showed
more antioxidant capacity than the three DE. Therefore the descending percentage
order of TAC at 90 pg was Qt (100)> DEb (69.9) > DEp (41.2) > DEI (22.5).
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DE* Weight of each extract analyzed (ug)
90 50 25 10
. 36.2:0.9 149:05 | 56203 3.520.1
D. boliviana (69.9%) (24.9%) (5.4%) (0.9%)
. 17.920.2 9.8+0.1 573:0.08 | 4.49:0.04
D. pazensis (41.2%) (19.5%) (8.6%) (5.3%)
D levorina 137202 (22.5 | 7.620.4 4.2+0.1 3.37+0.03
- 1ep %) (9.6 %) (2.4%) (0.7 %)
. 55.1:0.7 (100.0 | 33.620.1 24.40.1 13.120.1
Quercetin %) (69.7 %) (43.7%) (19.4%)

a- Expressed in pg of ascorbic acid equivalents/weight of extract analyzed.

b- Expressed in% of antioxidant potential with respect to ac. Ascorbic.

Table 2. Total antioxidant capacity (TAC) of different Dalea extracts (DE).

3.3.2 ABTS-+ radical cation scavenging activity

ABTS activity was quantified in terms of IC_, value in each sample. DEb was
the most efficient scavenger (IC,,8.1+0.1 yg/mL) followed by DEp (IC,,9.2+0.2 pg/mL)
(p<0.05). DEI proved the less efficient scavenger (IC,, 39.1+0.1 pyg/mL) (p<0.001).
The ABTS activity for Qt, the reference inhibitor, was (IC,,3.23+0.03 yg/mL) (p<0.001).

3.3.3 Erythrocyte hemolysis assay

Erythrocytes hemolysis inhibition for the different DE was expressed as IC,.
All the extracts showed a dose-dependent inhibition. DEb was the most active with an
IC,, of 25.5+0.1 pg/mL, comparable with the reference inhibitor, Qt (IC,, of 21.4+0.2
pg/mL), followed by DEp (IC,=37.6+0.1 pyg/mL) (p<0.05) and DEI, with the lowest
activity (132.4+0.8 pyg/mL) (p<0.001). Thereby, DEb showed the best capacity to
protect erythrocytes from AAPH oxidative damage, similar to quercetin, a powerful
antioxidant reference.

All DE showed antioxidant activity. In this sense, previous report informed
significant TAC and scavenging activity for 8PP (Elingold et al. 2008). Considering
that 8PP is present in the three DE, it could collaborate, at least in part, with their
antioxidant activity.

3.4 Tyrosinase Inhibition for Dalea extracts

Different DE showed important tyrosinase inhibition (Figure 4). DEp displayed
the highest activity (IC,; 0.116+0.001 pg/mL), fourteen-fold more active than the
positive control, KA (IC_, 1.711+0.004 pyg/mL) and DEb (IC,=0.758+0.002 pg/mL) was
two-fold more active than KA. DEI exhibited the IC_, of 10.80+0.06 pg/mL (p<0.05)
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(Figure 4).
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Figure 4. Concentration-dependent curve of mushroom tyrosinase inhibition of different
Dalea extracts (DEI, Dalea leporina; DEb, Dalea boliviana; DEp, Dalea pazensis) and
positive control kojic acid (N=3).

8PP, previously reported as an important tyrosinase inhibitor (Peralta et al.
2014; Santi et al. 2017), is present in the three DE evaluated. Its quantitative presence
could be related to the inhibitory activity observed for each DE. DEp showed the major
anti-tyrosinase activity, presenting a three-fold more quantity of 8PP compared with
the other extracts (Table 1). Therefore, 8PP could be responsible, at least in part,
for the activity of DEp. While DEb was ten-fold more active than Del (Figure 4), the
quantity of 8PP in both extracts was similar (Table 1). Other prenylflavanones
from D. boliviana roots have been informed as anti-tyrosinase (Peralta et al. 2019).
Hence, these compounds or others could collaborate with this activity for DEb and
could explain the different IC, observed for DEb and DEI.
3.5 Antifungal activity of Dalea extracts

Figure 5 shows the antifungal effect of Dalea extracts on azole-sensitive (RCa)
and azole-resistant (RCa) C. albicans strains. D. leporina extract (DEI) was the most
active at concentrations from 250 to 750 pg/mL (p<0.001) with a MIC of 500 pg/mL
while the MIC for D. boliviana (DEb) was 750 ug/mL against both strains. MIC for DEp
was not observed even at the maximum concentration (750 pg/ml) in both strains
(Figure 5). Fluconazole, the reference antifungal, exhibited MICs of 8 yg/ml and 32 pg/
ml for SCa and RCa respectively, denoting the azole-resistance of RCa. Remarkably,
the activity of DEI was similar in both strains indicating that the efflux mechanism of
resistance in RCa did not affect this extract.
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Figure 5. Antifungal effect of different Dalea extracts (DEb, Dalea boliviana; DEp, Dalea
pazensis and DEI, Dalea leporina) against azole-sensitive (SCa) (A) and azole-resistant
(RCa) (B) C. albicans strains. Error bars represent the standard deviation (SD) of
triplicates of three independent experiments. “denote statistical significance at ‘p<0.001
were considered significant for comparisons with growth control (non-treated).

The flavanone 8PP was extensively studied as antifungal against azole-
resistant C. albicans (Peralta et al. 2012; Peralta et al. 2015; Barceld et al. 2017). We
herein report the presence of 8PP in DEI however; other compounds present in this
extract could be more active than 8PP. D. leporina deserves further chemical and

microbiological studies to search new antifungals against resistant C. albicans.

3.6 Effect of Dalea extracts on J744 macrophage cell viability

The MNCC descending order on J774 cell line viability: DEI (4548 ug/
mL), DEp (119+1 pg/mL), and DEb (110+1 pyg/mL), showing a concentration-effect
dependent (Figure 6 ). Considering that these values were greater than the active
concentrations observed for DE at the bioactivities evaluated, these MNCC values
indicate not relevant cytotoxic effects in this cell line (Figure 6).
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Figure 6. J744 cells viability after 24hs of treatment with DE of Dalea species (DEI,
Dalea leporina; DEb, Dalea boliviana; DEp, Dalea pazensis). (N=3).
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Previous investigations demonstrated the cytotoxic effect of 8PP on different
cell lines (Elingold et al. 2008; Santi et al. 2017) and in an in vivo assay demonstrated
an acceptable level of safety for this compound (Barcel6 et al. 2017). More in vitro and
in vivo studies are necessary to support the safe human use of Dalea extracts.

41 CONCLUSION

We herein present the chemical and biological investigation of hydroalcoholic
extracts from three South American Dalea species: D. leporina, D. boliviana, and D.
pazensis. We demonstrated the presence of the prenylated flavanone 8PP, previously
informed in several Dalea species, in D. leporina and D. boliviana species. The
antioxidant, antityrosinase and antifungal activities exhibited by these species and
their low cytotoxicity in vitro, allowing us to propose them as important bioactive
phytoconstituents, with potential application in industries such as food, pharmaceutical,

or cosmetic.
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RESUMO: Um dos maiores problemas
ambientais atuais € a grande quantidade de
aguas residuais provenientes das industrias. A
alimenticia, por exemplo, é a que mais consome
agua e gera efluentes, que muitas vezes néo
recebem o devido tratamento antes de retornarem
ao corpo hidrico. As indlstrias de produtos
lacteos sdao uma grande preocupacdo por

As Ciéncias Biologicas e a Interface com varios Saberes 2

POR LEVEDURAS

produzirem efluentes com alta carga poluidora, o
que resulta em uma ameaga ambiental. A maior
parte do efluente de laticinios é relacionada aos
subprodutos da producdo de queijos, como 0s
soros de queijo ou de ricota. Com o intuito de
reduzir a carga organica proveniente dessas
aguas residuais antes de chegarem na estacéo
de tratamento, ou antes de serem despejadas no
corpo receptor, foram estudados bioprocessos
utilizando-se leveduras dos géneros Candida
sp., Rhodotorula sp., Kluyveromyces sp. e
analisadas suas capacidades de degradacéo
dos poluentes orgénicos presentes no soro
de ricota. Os bioprocessos ocorreram em
fermentacdes aerdbias com agitacdo de 150
rpm, por 48 horas a 28°C quando se cultivou
Candida sp. e Rhodotorula sp. e a 37°C quando
se cultivou Kluyveromyces sp. Foram dosados
0 agucar redutor e as proteinas totais do soro
de ricota, antes e apds o bioprocesso. Candida
sp. reduziu em 7,22% o teor de agucar redutor e
39% de proteinas totais, enquanto Rhodotorula
sp. aumentou em 36% o teor de acucar
redutor e reduziu em 47,5% as proteinas totais.
Kluyveromyces sp., por suavez, consumiu ao final
do bioprocesso 90% do acucar redutor presente
no soro de ricota. Sendo assim, os resultados
obtidos neste trabalho atestam o potencial
biotecnologico de aplicagdo da Kluyveromyces
sp. em bioprocessos para degradacéo hidrolitica
da lactose e da Rhodotorula sp. em bioprocessos
para degradacdo de proteinas. Contudo,
a Candida sp., se mostrou ineficiente para
degradacao dos principais compostos poluentes
presente no soro de ricota das industrias lacteas.
PALAVRAS-CHAVE: Biodegradacgéo; efluentes
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CAPACITY EVALUATION OF THE ORGANIC MATTER DEGRADATION OF
DAIRY EFFLUENTS BY YEAST

ABSTRACT: One of the biggest environmental problems today is the large amount
of wastewater from industry. Food, for example, is the one that consumes the most
water and generates effluents, which often do not receive the proper treatment before
returning to the water body. The dairy industries are a major concern for producing
effluents with a high polluting load, which results in an environmental threat. Most
of the dairy effluent is related to by-products of cheese production, such as cheese
or ricotta whey. In order to reduce the organic load from these wastewater before
reaching the treatment plant, or before being dumped into the receiving body,
bioprocesses were studied using yeasts of the genera Candida sp., Rhodotorula sp.,
Kluyveromyces sp. and their degradation capacities of the organic pollutants present
in the ricotta serum were analyzed. Bioprocesses occurred in aerobic fermentations
with agitation of 150 rpm, for 48 hours at 28 ° C when Candida sp. and Rhodotorula
sp. and at 37 ° C when Kluyveromyces sp. Reducing sugar and total proteins of
ricotta whey were measured before and after the bioprocess. Candida sp. reduced by
7.22% the content of reducing sugar and 39% of total proteins, while Rhodotorula sp.
increased the reducing sugar content by 36% and reduced total proteins by 47.5%.
Kluyveromyces sp., in turn, consumed 90% of the reducing sugar present in the ricotta
serum at the end of the bioprocess. Thus, the results obtained in this work attest to the
biotechnological potential of applying Kluyveromyces sp. in bioprocesses for hydrolytic
degradation of lactose and Rhodotorula sp. in bioprocesses for protein degradation.
However, Candida sp., proved to be inefficient for degradation of the main pollutant
compounds present in the ricotta whey of dairy industries.

KEYWORDS: Biodegradation; dairy effluents; yeasts; Kluyveromyces; Rhodotorula.

11 INTRODUGAO

Os efluentes industriais, de um modo geral, sdo uma das maiores
preocupacdes ambientais, tanto pela quantidade quanto pela qualidade com que ele
chega aos corpos hidricos. Os relacionados com industrias de laticinios se destacam
nestes dois parametros. Além de utilizar grande quantidade de agua nas etapas de
processamento seu efluente possui altas taxas de matéria organica e solidos soluveis
que interferem diretamente na alta demanda quimica e bioquimica de oxigénio (DQO
e DBO) (MENDES et al., 2006).

As aguas residuais de laticinios, no geral, ndo possuem produtos toxicos
convencionais, porém toda essa carga organica e alto nivel de nutrientes, propiciam o
crescimento de algas e cianobactérias que levam a eutrofizagéo dos corpos hidricos
receptores, quando despejados sem o devido tratamento (BHATTACHARYA et al.,
2019). As altas concentracbes de matérias organica podem ser toxicas para algumas
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espécies de peixes e algas (SHETE e SHINKAR, 2013).

O soro de ricota, soro secundario ou Scotta como é também conhecido
mundialmente, é o principal subproduto obtido através da produgéo do queijo ricota
(DE GIORGI et al., 2018). Ele se da por meio da adicao do soro de queijo com soro
acido, cerca de 10% do valor total de leite fresco e solugdo acida de sais. Aquecido a
temperatura de aproximadamente 85-90°C por cerca de 25 minutos, para que ocorra
a precipitacéo das proteinas do soro. Assim, porgcéo solida é moldada para obtengéo
do queijo e a parte liquida, a Scotta, se torna um residuo se néao for utilizado, com alto
potencial poluidor e valores de DBO e DQO de 50g.L-! e 80g.L-1, respectivamente
(SANSONETTI et al., 2009). Mesmo com a floculagéo e aglomeragéo das proteinas,
gorduras e solidos suspensos presentes neste soro, a parte liquida ainda mantém altas
concentragbes de lactose, assim como no soro de queijo. Assim, quando produzida
em escala industrial, aumenta-se o volume gerado do soro da ricota, tornando-o um
potencial poluidor, de forma que se langado em corpos hidricos sem tratamento prévio
podem causar grave problema ambiental (CARVALHO et al., 2013). S0 necessario
de 15 a 20 litros de soro de queijo para produzir 1kg de ricota e gerados de 14 a 19
litros de soro de ricota (PINTADO et al., 2001).

Os teores dos componentes sdo variaveis de acordo com a composi¢éo nao
apenas do soro de queijo mas do leite adicionado na producao da ricota. Além disso, a
planta de producéo interfere significativamente na composicao dos produtos, algumas
peculiaridades alteram de empresa para empresa (MONTI et al., 2018). O soro de
ricota contém aproximadamente 0,15% - 0,22% de proteinas, 1% - 1,13% de sais e
4,8% - 5% de lactose (SANSONETTI et al., 2009).

Resultante de dois processos consecutivos de producdo de queijo, 0 soro
de ricota sofre interferéncia na sua composicéo quimica. Apesar de manter elevado
o teor de lactose, que é responsavel pela grande parte da matéria seca, as altas
temperaturas da qual é exposto e a adigdo de sal e acido fazem com que o teor de
nitrogénio reduza e a quantidade de cinzas aumente, quando comparado ao soro de
queijo (MONTI et al., 2018).

Os efluentes da industria de laticinio sédo considerados biodegradaveis. Por
esse fato, geralmente os tratamentos séo feitos pelo método biolégico, tendo em vista
o deposito de consideravel matéria organica de facil degradacdo (POKRYWIECKI et
al., 2013). Além disso, os métodos biolodgicos sé@o preferidos pois os métodos fisico-
quimicos exigem reagentes de alto custo e remocéao limitada de DQO (CHANDRA et
al.,2018).

Pelo fato de a maioria das espécies de leveduras ndo apresentarem
patogenicidade para humanos e animais e possuirem uma diversidade de propriedades,
seu uso em processos biotecnolégicos tem sido cada vez maior (JOHNSON e
ECHAVARRI-ERASUN, 2011). Suas caracteristicas metabdlicas designam a maioria
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de suas aplicagdes. Nesse contexto muito se tem pesquisado acerca de sua utilizacao
em processos de biorremediacéo e biodegradacao de poluentes (JOHNSON, 2013).
Com o objetivo de avaliar a capacidade de degradacdo da matéria organica
presente no soro de ricota, que &€ um dos principais efluentes das industrias de
laticinios, foram realizados bioprocessos utilizando 3 trés espécies de leveduras,
Candida sp., Rhodotorula sp. e Kluyveromyces sp. e analisados a dosagem de aglcar

redutor e proteinas totais antes e ap6s a fermentacao.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismos

As leveduras Candida sp. e Rhodotorula sp., foram obtidas na Colecéo de
Microrganismos do Laboratério de Processos Biotecnologicos e Purificagdo de
Macromoléculas da Universidade Federal de Sao Jodo del-Rei, Campus Centro
Oeste, Divindpolis, Minas Gerais.

A linhagem da levedura Kluyveromyces sp., foi gentiimente cedida pelo
Laboratério de Biotecnologia de Microrganismos do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular da Universidade Federal de Vigosa.

2.2 Meio de cultivo

O pré-cultivo das leveduras Candida sp. e Rhodotorula sp. ocorreu em meio
caldo Sabouraud (glicose 40 g.L-1, peptona 10 g.L-1 e &gar 20 g.L-1) por 48 horas,
150 rpm a 28 °C. As fermentagbes aerObicas no soro de ricota ocorreram sob as
mesmas condi¢coes.

O pré-cultivo da Kluyveromyces sp. foi realizado em meio completo YPD 2% de
lactose a 37°C, com agitagdo de 150 rpm por 12 horas. As fermentagées aerdbicas no
soro de ricota ocorreram sob as mesmas condig¢des, por 48 horas.

O soro de ricota utilizado no bioprocesso foi disponibilizado por uma industria
de laticinios de pequeno porte da cidade de Carmo do Cajuru, MG. Foi coletado assim
que resfriado da dessoragem da ricota e esterilizado em até 24 horas ap6s a coleta.
Para padronizacgéo, cerca de cinco amostras foram coletadas e analisadas.

2.3 Métodos analiticos

As dosagens de acucar redutor e proteinas totais foram realizadas em
amostras de antes da inoculagéo e amostras ap6s o bioprocesso. Ao final das 48h, as
aliquotas foram centrifugadas a 3500 xg por 10 minutos e o sobrenadante usado para
a dosagem do consumo de substrato.

Para dosagem de acgucar redutor foi utilizada a técnica de DNS (acido
3,5-dinitrossalicilico) (MILLER, 1959). Uma curva de calibracdo com diferentes
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concentragbes de glicose foi feita para correlacionar com as amostras. Em um
termociclador Veriti, Applied Biosyntems, 50uL da amostra foi adicionada a 150 pL
do reagente DNS e rodou em trés ciclos pré-programados, 30 segundos a 30°C, logo
apo6s aquecido a 95°C por 5 minutos e resfriado a 4°C por 10 minutos. Finalizado
0 processo, 100 pL da reacéo foi transferido para microplaca de fundo cilindrico
contendo 100 pL de agua deionizada. A absorbancia foi determinada a 540nm com
agitacao de 10 segundos em leitora de microplacas VersaMaxTM / Molecular Devices.
Quando necessario, as amostras foram diluidas.

Afim de quantificar as proteinas totais, as analises foram realizadas através do
método com o Reagente Bradford (BRADFORD, 1976). Assim, 100 pL da amostra foi
diluida em 400 pL de agua deionizada e a mistura foi adicionado 4,5mL do reagente
Bradford em tubo de ensaio, agitado em vértex por alguns segundos e repousado
por 10 minutos em ambiente escuro. A leitura foi feita no espectrofotdmetro UV/Vis
Biochrom Libra S12 a 595nm. A quantificagéo das proteinas totais foi relacionada de
acordo com uma curva padrao feita com albumina de soro bovino (BSA) e os valores
dados em ug/mL (ZAIA et al., 1998).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A espécie de levedura Candida sp. de um modo geral, reduziu em 7,22%
0 acgucar redutor durante as 48 horas de bioprocesso (Tab. 1). Esse resultado
encontrado demonstra um valor na reducao de acgucar redutor muito abaixo daqueles
microrganismos assimiladores de lactose encontrados na literatura, como citado por
Sansonetti e colaboradores (2009), que observaram o consumo completo em 13 horas
de bioprocesso. Segundo Halawi e colaboradores (2020), ha espécies de Candida
sp. e subespécies sindnimas que que sdo conhecidas nas industrias alimenticias por
produzirem a lactase neutra. Porém, algumas espécies de Candida sp. nao possui
os genes LAC12 e LAC4 responsaveis pelo transporte e permease da lactose e
ndo produz a enzima B-galactosidase (KURTZMAN, 2011). De forma semelhante,
Sreemoyee e Priti (2013) relataram uma reducgéo significativa (67,1%) nos niveis de
DQO de aguas residuais de laticinios utilizando Niesseria sp., uma espécie também
LAC negativa, ou seja, incapaz de crescer em lactose, mas degradadora compostos
organicos como nitrato.

Também Keffala e colaboradores (2017), relataram uma redu¢cdo méaxima de
67% na DQO de aguas residuais de laticinios utilizando cepas C. albicans em 25 dias.
Neste mesmo estudo, avaliaram a redugéo de agucar total e proteinas por consorcios
de bactérias (Lactobacillus spp.) e leveduras (Candida spp.) e observaram que a
maior reducao de acucar total ocorreu no consércio de leveduras, totalizando 87%
com 10% de inéculo, contudo a maior reducéo do contetido proteico foi relatada no
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consorcio de bactérias, apresentando um total de 78%, apenas 2% a mais do que a
reducéo de proteinas por leveduras.

Podemos explicar a reducdo de 39% das proteinas totais do soro de ricota
ao final do bioprocesso, chegando a 8,32 pg/mL na dosagem final, como a fonte de
nutrientes utilizado pela da Candida sp. para o crescimento (Tab. 2).

Ao final das 48 horas de bioprocesso com a levedura Rhodotorula sp., foi
observada um aumento de cerca de 36% no teor de agucares redutores, que chegou
a 14,24 g.L" (Tab. 1). As proteinas totais presentes no soro de ricota, por sua vez
sofreram reducdo em aproximadamente 47,5%, chegando a 7,37 pg/mL apos 48 h
de cultivo (Tab. 2). Este resultado pode ser comparado com os relatados por Kot e
colaboradores (2015), onde R. glutinis foi capaz de metabolizar e reduzir substancias
proteicas em 61% em éaguas residuais de batata. Pode-se explicar a reducdo de
proteinas totais, como sendo a principal fonte de nutrientes para o crescimento da
levedura Rhodotorula sp., mesmo o soro de ricota contendo lactose como principal
carboidrato e fonte de carbono. Isso porque, conforme observado por Janda e
Hedenstrsm (1974) e posteriormente por Aksu e Eren (2007) a R. glutinis, dificilmente
cresce em meio que contenha lactose, por n&o possuir a capacidade de assimila-la.

Dentre os microrganismos capazes de assimilar lactose a levedura do género
Kluyveromyces sp. se destaca, tanto por suas caracteristicas fisiologicas quanto pela
capacidade de sintetizar bioprodutos como a produg¢éo das enzimas hidroliticas (DE
SOUZA JUNIOR et al., 2001).

Simultaneamente ao crescimento microbiano, houve uma redugcdo na
concentragéo de lactose de 36,0 g.L" no inicio do bioprocesso para 3,54 g.L"ao final
do bioprocesso, totalizando em 90% a reducéo do teor de lactose (Tab.1).

Por se tratar de um microrganismo presente no leite, Kluyveromyces sp. &
adaptada para a utilizagéo eficiente do principal agucar presente no soro, a lactose.
Possui os dois genes necesséarios para sua utlizacdo, o LAC12 que codifica
B-galactosidase e permite a internalizacao do acucar, e o LAC4 que catalisa a hidrélise
da lactose em glicose e galactose (RUBIO-TEIXEIRA, 2006). Segundo Santos e
colaboradores (2014), a represséo da glicose em algumas espécies de Kluyveromyces
sp. esta diretamente relacionada ao transporte e permeasse da lactose, contudo a
glicose n&o inativa o sistema transportador de lactose.

O uso de microrganismos presentes no nicho em questao, para biodegradacéo
pode ser vantajoso ao ser usado como técnica de bioaumentacdo, uma vez que ja
estdo adaptados ao ambiente e podem trabalhar em sincronia com microrganismos
indigenas (KEFFALA et al., 2017).
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Levedura Acucar redutor Acucar redutor Resultado

inicial (g.L") final (g.L") (%)
Candida sp. 17,99 16,69 -7,22
Rhodotorula sp. 10,48 14,24 + 36,0
Kluyveromyces sp. 36,0 3,54 -90,0

Tabela 1 — Dosagem de agucar redutor antes e apds o bioprocesso

Fonte: acervo préprio

Levedura Proteinas Proteinas Resultado
totais inicial totais final (%)
(ng/mL) (ng/mL)
Candida sp. 13,53 8,32 -390
Rhodotorula sp. 14,08 7.37 -47 5

Tabela 2 — Dosagem de proteinas totais antes e apds o bioprocesso

Fonte: acervo préprio

Estes estudos foram preliminares para avaliacdo da capacidade de reducéo
dos principais componentes orgénicos poluidores presentes no soro de ricota, no
entanto, com a otimizacdo do processo e/ou adicdo de suplementos é possivel
melhorar os resultados.

41 CONCLUSAO

O presente trabalho avaliou a capacidade de diferentes cepas de leveduras
atuarem como catalisadores no processo de biorremediacdo das principais
fontes de poluicdo e sobrecarga organica dos efluente industriais de laticinios. Os
resultados obtidos neste trabalho atestam o potencial biotecnologico de aplicagao
da Kluyveromyces sp. em bioprocessos para degradacédo hidrolitica da lactose e da
Rhodotorula sp. em bioprocessos para degradagao de proteinas. Contudo, a Candida
sp., se mostrou ineficiente para degradacdo dos principais compostos poluentes
presente no soro de ricota das industrias lacteas. Sao necessarios estudos posteriores
para otimiza¢do do bioprocesso.
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RESUMO: O uso indiscriminado de fungicidas
tem causado danos ao meio ambiente, aos
seres vivos e tem favorecido a sele¢éo de racas
resistentes de patdogenos a estes produtos
quimicos. Sendo assim, a utilizagédo do manejo
alternativo de doencgas é indicado para reduzir o
uso de tais produtos. Os compostos secundarios
presentes em plantas podem desempenhar
funcdes importantes em interagbes planta-
patbgeno através de acgdo antimicrobiana
direta desses compostos. Assim, o0 presente
trabalho tem como objetivo avaliar a atividade
antifungica do 6leo essencial de eucalipto
(Eucalyptus globulus) no crescimento micelial
e esporulagao de isolados de Alternara solani,
onde os fungos seré@o coletados de plantas de
tomate que apresentarem sintomas da doenca.
Serao utilizadas aliquotas de 0, 5, 10, 20, 30,
40 e 50uL do 6leo. O experimento sera montado
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em delineamento inteiramente casualizado
com cinco repeticoes. A andlise estatistica sera
realizada utilizando-se o programa SASM-Agri,
por meio do teste ANOVA e Analise de Regressao
quando significativo

PALAVRAS-CHAVE:
controle alternativo.

Tomate, pinta preta,

ANTIFUNGAL ACTIVITY OF ESSENTIAL

OILS FROM PLANTS ON ISOLATES OF

Alternaria solani, CAUSATION OF DARK
SPOTS IN THE TOMATO

ABSTRACT: The indiscriminate use of fungicides
has caused damage to the environment, to living
beings and has favored the selection of breeds
resistant to pathogens to these chemicals.
Therefore, the use of alternative disease
management is indicated to reduce the use
of such products. The secondary compounds
present in plants can play important roles in
plant-pathogen interactions through the direct
antimicrobial action of these compounds. Thus,
the present work aims to evaluate the antifungal
activity of eucalyptus essential oil (Eucalyptus
globulus) in the mycelial growth and sporulation
of Alternara solani isolates, where fungi will be
collected from tomato plants that show symptoms
of the disease. Aliquots of 0, 5, 10, 20, 30, 40 and
50 pL of the oil will be used. The experiment will
be set up in a completely randomized design with
five replications. The statistical analysis will be
performed using the SASM-Agri program, using
the ANOVA test and Regression Analysis when
significant

KEYWORDS: Tomato, dark spot
alternative control.

tomato,
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11 INTRODUGAO

Um dos grandes problemas da agricultura para o homem € a busca de um
meio eficiente no controle de pragas e doencas. O principal método até entéo utilizado
€ através do uso de compostos quimicos sintéticos que, apesar de sua significativa
contribuicdo para a producdo agricola, o uso intensivo e indiscriminado destes
produtos vem favorecendo o surgimento de pragas secundérias e mais resistentes.
Além de poluirem o ambiente, sé@o nocivos a saide humana e animal devido a alta
toxidez. Também causam desequilibrio biol6gico com a eliminagdo de organismos
benéficos e a redugéo da biodiversidade (BETTIOL; MORANDI, 2009).

Com o intuito de reduzir os efeitos negativos do uso dessas substancias
quimicas e aumentar a producao de alimentos de melhor qualidade, tém-se buscado
novas medidas de protecdo das plantas contra as doencas. Assim, o desenvolvimento
de métodos alternativos ao emprego de defensivos quimicos é fundamental ndo
somente para beneficiar a produgéo agricola, como para evitar ou reduzir os efeitos
nocivos causados ao ser humano e meio ambiente. Segundo Cruz (2003), essa
necessidade de alimentos mais saudaveis, tem direcionado pesquisadores a busca
de produtos alternativos aos produtos quimicos. Diversos trabalhos demonstram um
potencial no controle de fitopatdbgenos através de extratos brutos aquosos e 6leos
essenciais de plantas medicinais e de espécies florestais (BONALDO et al., 2004).

O tomate é a hortalica com maior volume de comercializacdo no Brasil, com
cerca de 3,73 milhdes de toneladas por ano em uma area de cultivo de cerca de 58,5 mil
hectares. Anualmente, gera cerca de 1,5 bilhdes de reais e envolve diretamente mais
de 200 mil pessoas na producdo. (GRUPO DE COORDENACAO DE ESTATISTICAS
AGROPECUARIAS — GCEA, 2017). A pinta preta, causada por Alternaria solani, é
uma das mais importantes e frequentes doengas flngicas da cultura do tomateiro
no Brasil. Apresenta alto potencial destrutivo incidindo sobre folhas, hastes, peciolos
e frutos, ocasionando elevados prejuizos econémicos (Kurozawa & Pavan, 2005).
Atualmente, as medidas de controle se baseiam no uso de produtos quimicos, pois
as variedades tradicionalmente cultivadas s@o suscetiveis ao patégeno (Vale et al.,
2016).

Pesquisas desenvolvidas com extrato bruto ou dleo essencial, obtidos de
plantas medicinais, tém indicado o potencial das mesmas no controle de fitopatogenos,
tanto por sua acao fungitéxica direta quanto por alteragdes fisiolégicas na planta, como
inducdo de enzimas relacionadas a patogénese e fitolexinas, lignificacao da folha,
entre outras (Stangarlin et al., 1999; Schwan-Estrada & Stangarlin, 2005). Exemplos
de controle de doencgas de plantas com extrato vegetais séo verificados em diversos
trabalhos, onde pesquisas confirmaram que o extrato de Cymbopogon citratus a
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10% inibiu completamente o crescimento in vitro de varios patdgenos causadores de
podridéo radicular em feijoeiro (Valarini et al., 1994); o controle da mancha marrom
(Bipolaris sorokiniana) em trigo usando extrato de Artemisia camphorata (Franzener
et al., 2003); da pinta preta (A. solani) em tomateiro por extrato de Curcuma longa
(Balbi-Pena et al.,2006b), entre outros.

21 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar o efeito antifungico dos 6leos de eucalipto (Eucalyptus globulus),
melaleuca (Melaleuca quinquenerviano), citronela (Cymbopogon winterianus) e
cravo-da-india (Syzygium aromaticum) no controle do fungo causador da pinta preta

do tomate em condic¢des in vitro

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) e a porcentagem
de inibicdo do crescimento micelial (PIC) do fungo Alternaria solani, em diferentes
concentragcbes dos 6leos de eucalipto (Eucalyptus globulus), melaleuca (Melaleuca
quinquenerviano), citronela (Cymbopogon winterianus) e cravo-da-india (Syzygium
aromaticum).

31 METODOLOGIA DO TRABALHO

As atividades deste projeto foram conduzidas no Laboratério de Cultura de
Tecidos nas dependéncias do Instituto Federal do Amazonas, Campus Tabatinga. Os
Oleos essenciais de eucalipto (E. globulus), melaleuca (M. quinquenerviano), citronela
(C. winterianus) e cravo-da-india (S. aromaticum), utilizados no desenvolvimento do
trabalho foram adquiridos comercialmente.

3.1 Obtencéao do fungo fitopatogénico

Os isolados foram obtidos de plantas de tomate que apresentavam os
sintomas tipicos de pinta preta. As coletas foram realizadas em pequenos produtores
na regido de Tabatinga onde a pinta preta ocorre com elevada incidéncia e severidade
devido aos fatores climaticos e ambientais serem favoraveis para o desenvolvimento
da doenca. Para o isolamento do fungo foi realizado os seguintes procedimentos:
apos as etapas rotineiras de limpeza e desinfestagcdo do material com sintomas da
doenca, fragmentos da regido de transi¢éo, entre a leséo e os tecidos sadios foram
transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura batata-dextrose-agar/BDA
e, em seguida, incubados a 25°C, sob alternancia luminosa fornecida por lampadas
fluorescentes, (12h de claro/ 12 h de escuro), até o crescimento do fitopatdgeno.

As Ciéncias Biologicas e a Interface com varios Saberes 2 Capitulo 14 “



Apbs o crescimento das col6nias, estas foram entdo repicadas para placas de Petri
contendo BDA, para obtencédo da cultura pura e confirmacao do patdégeno através da

verificacdo dos esporos em microscopio Optico.

3.2 Crescimento micelial in vitro

Nesse ensaio, os 6leos essenciais das diferentes plantas, foram adicionados
ao meio de cultura BDA nas seguintes concentragdes 0,01%; 0,05%; 0,1%; 0,15%
e 0,2%, e em seguida o meio foi vertido em placas de Petri de 9 cm de diametro. A
testemunha consistia em um disco do fungo cultivado somente em meio BDA. Para
avaliacdo das diferentes concentragbes dos 6leos essenciais no crescimento micelial
do fungo de Alternaria solani, foram transferidos para o centro de cada placa de
Petri um disco de meio de cultura (7 mm de didmetro) contendo propagulos do fungo
com cinco dias de idade. Em seguida, as placas foram incubadas em condigcbes de
alternancia luminosa com temperatura de 25°C. Com o auxilio de uma régua, 24 horas
apos a repicagem dos fungos, a avaliacdo foi realizada através de medigcbes diarias,
em cm, das coldnias do fungo em sentidos ortogonais (x e y), onde foi avaliado o
crescimento micelial. O experimento perdurou até o momento em que as coldnias
fungicas de algum dos tratamentos cobrissem cerca de 2/3 da superficie do meio
de cultura (BONALDO et al., 2004). Apds a coleta das medidas em centimetros das
ortogonais (x e y), foi obtido o crescimento micelial a partir da formula: CM=(X+Y)/2-D
Onde: CM = Crescimento micelial; X = Crescimento do fungo na horizontal (cm); Y
= Crescimento do fungo na vertical (cm); D = Diametro do furador de rolha (cm).
Os resultados do crescimento micelial obtidos foram utilizados de base para a
determinacao do indice de crescimento micelial, onde foi seguido 0 método descrito
por Yoshimuraet al. (2004). Os resultados foram dados em porcentagem de inibicao
do crescimento micelial, em relagdo a testemunha através da seguinte férmula:
I=100-(100*F)/T Em que: | = Porcentagem de inibicao (%); F = Didmetro médio das
colénias do fungo na presenca do 6leo essencial (cm); T = Didametro médio da colénia
testemunha (cm). Também foi calculado o indice de velocidade do crescimento
micelial conforme a férmula descrita por Oliveira (1991): IVCM=(3 (D-Da))/N Sendo:
IVCM = indice de velocidade de crescimento micelial (cm); D = Didmetro médio atual
da colénia (cm); Da = Didmetro médio da colénia do dia anterior (cm); N = Nimero de
dias ap6s a inoculacéo. Os dados obtidos nesse estudo foram submetidos a analise
de variancia, e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

41 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os 6leos essenciais testados, o de cravo-da-india, melaleuca e eucalipto
mostraram-se eficientes na inibicdo do crescimento micelial do fungo A. solaniem todas
as aliquotas testadas. O 6leo de cravo-da-india apresentou melhor resultado, inibindo
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totalmente o crescimento a partir da concentracao de 0,1%. Resultados semelhantes
foram verificados por Pinto et al. (2010) que, ao utilizarem o 6leo de cravo-da-india
em trés concentragdes (25uL/mL, 50uL/mL e 75uL/mL) sobre o fungo Colletotrichum
gloesporioides, verificaram 100% de inibicdo do crescimento micelial. J& o 6leo
micelial pois ndo houve diferenca significativa se comparada a testemunha.

Em relacdo a porcentagem de inibicdo do crescimento micelial, o 6leo de
cravo-da-india mostrou-se eficiente em relagcéo a testemunha, com agéo fungitoxica,
onde inibiu em 95,96% o crescimento do fungo na concentragdo de 0,05%. Nas
concentragdes seguintes ocorreu inibigéo total do crescimento. O 6leo de melaleuca
apresentou uma redugédo no crescimento do patégeno de 42,3% na maior concentragao
testada (0,2%). J& o dleo de eucalipto apresentou 27,29% de inibi¢cdo. Vilela (2007),
ao testar diferentes concentragdes do 6leo de Eucalyptus globulus sobre os fungos
Aspergillus flavus e Aspergilus parasiticus, observou que na concentracao de 0,5% do
o6leo essencial, ocorreu inibicdo do crescimento micelial em torno de 95% em ambos
os fungos. Nas concentragdes de 1% e 1,5% testadas, a inibi¢édo foi de 100%. O 6leo
essencial de citronela ndo apresentou resultados significativos.

Para o indice de velocidade do crescimento micelial (IVCM), novamente os trés
oleos (cravo-da-india, melaleuca e eucalipto) apresentaram resultados estatisticos
significativos. O IVCM apresentou interagdo decrescente, pois, nas maiores aliquotas
testadas dos 6leos essenciais, a velocidade do crescimento micelial diminuiu. O 6leo
essencial de cravo-da-india novamente apresentou melhores resultados, com o IVCM
de 0,02 cm.dia* na concentragédo de 0,1%, sendo que nas concentragdes superiores
o IVCM foi nulo, ou seja, ndo houve crescimento micelial. Melaleuca e eucalipto
apresentaram menores IVCM nas maiores concentracoes testadas, 0,31 e 0,55cm.
dia' respectivamente, diferindo estatisticamente da testemunha (0,65 cm.dia). Para
o0 6leo de citronela, os resultados ndo foram significativos.

Calvano et al. (2012), ao testar os extratos de folhas de (aragad) Psidium
cattleianum, (espirradeira) Nerium oleander, (eucalipto) Eucalyptus citriadora,
e (jabuticabeira) Plinia trunciflora, na concentracdo de 20%, sobre isolados de
Colletotrichum gloeosporioides, verificaram que o extrato vegetal de eucalipto
apresentou uma total agdo inibitoria sobre o crescimento micelial do fungo. Os extratos
de jabuticabeira, araca e espirradeira apresentaram IVCM de 0,62, 0,41 e 1,35cm.
dia™ respectivamente. Demonstrando assim que todos os extratos apresentaram agao
inibitoria sobre o crescimento micelial de C. gloeosporioides, diferindo estatisticamente
da testemunha (IVCM de 1,94cm.dia™).
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51 CONCLUSAO

Conclui-se que o 6leo essencial de eucalipto apresentou maior eficiéncia na
reducéo do crescimento micelial do fungo A. solani em comparagéo com os 6leos de
melaleuca, eucalipto e citronela. A reducdo do crescimento micelial foi diretamente
proporcional ao aumento das concentracdes, destacando-se como 0 mais promissor
na inibicdo do crescimento micelial do patdgeno. Portanto, o 6leo essencial de cravo-
da-india tem potencial para o controle do fitopatbgeno testado, no entanto, apesar
dos resultados promissores nos testes in vitro, estudos de campo séo essenciais para

confirmar o seu potencial antifingico e fungitdxico.
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RESUMO: O tubardo-martelo,
lewini é encontrado em
Apresenta cavidade oral, composta pelo
palato quadrado, cartlagem de Meckel,
elementos articulados, composto de elemento
faringobranquial dorsalmente, seguido do
epibranquial, ceratobranquial, hipobranquial e
basobranquial. O primeiro arco funcional é o arco
mandibular, composto pela cartilagem de Meckel
ventralmente e o palato quadrado dorsalmente.
Em seguida o arco hidide, cujo elemento mais
proeminente é o hiomandibular. Aboca apresenta
formato arqueado, a boca se inicia posterior
aos olhos, tendo seu apice pouco acima a linha
do processo poés-orbital e sua base termina
posterior ao condrocranio. Palatoquadado é
dorsal a mandibula, palato medial é dorsal
recobrindo a cavidade oral. A projegéo lingual é
disposta ventralmente, sendo bastante evidente,
se estendendo por toda cavidade oral, disposto
sob a basihyal. As medidas foram de largura
da boca (LB) foi de 5,2 cm, a altura da boca
(AB) apresentou média de 2,8 cm e a média
da medida pré-oral (MPO) foi de 5,2 cm. A
cavidade oral do tubarao-martelo, Sphyrna lewini
apresentou tamanho e formato adaptado ao tipo
de alimentacgéo e habito de forrageio.
PALAVRAS-CHAVE: Palatoquadrado,
cartilagem de meckel, basihyal, alimentacéo.

Sphyrna
regides tropicais.
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ANATOMICAL ANALYSIS OF ORAL CAVITY TO HAMMERHEAD SHARK,
SPHYRNA LEWINI

ABSTRACT: The hammerhead shark, Sphyrna lewini has been found in tropical
regions. The oral cavity presents, square palate hair compost, Meckel cartilage,
articulated elements, dorsally pharyngeal-branchial element, followed by epibranchial,
ceratobranchial, hypobranchial and basobranchial. The first functional arch or the
mandibular arch, the composite strips Meckel cartilage ventrally and the quadrate
palate dorsally. Followed or hyoid arch, with the most prominent element or
hiomandibular. On the palate it presents an arched format, on the palate it begins
after the eyes, with its apex reaching the edge of the post-orbital process and its base
and posterior to or chondrochanium. Palatochial and dorsal to mandibule, medial and
dorsal palate recovering to oral cavity. The lingual projection is arranged ventrally,
being quite evident, spreading through every oral cavity, available on basihyal. The
measurements of mouth length (LB) foi of 5.2 cm, at mouth height (AB) there was an
average of 2.8 cm and to a pre-oral measure (MPO) of 5.2 cm. In the oral cavity of the
hammerhead shark, Sphyrna lewini appeared in a format adapted to the type of food
and the habit of forage.

KEYWORDS: Palatoquadrate, Meckel’s cartilage, basihyal, food.

11 INTRODUGAO

A exploracéo econdmica dos tubardes nos ultimos anos, tanto no Brasil como
em outras partes do mundo, tornou-se uma problematica em virtude da pesca destes
peixes visando a economia (BONFIL, 1994). No Estado de Sao Paulo, os tubarbes-
martelo sdo principalmente capturados pelas pescarias de emalhe e espinhel de
superficie (KOTAS, 2004)

Abiodiversidade dos elasmobranquios € bastante afetada pela pesca industrial
e artesanal devido a falta de informacéo dos pescadores sobre os impactos causados
pela sua captura e a importancia das espécies (BONFIL, 1994).

A cavidade oral nos elasmobranquios € responsavel pela sua alimentacao e
respiragcdo. Ao nadar com a boca aberta, a agua entra por suas branquias promovendo
a troca gasosa do animal (ROMER e PARSONS,1985).

Os tubarbes da familia sphyrnidae possui boca posicionada ventralmente ao
corpo, auxiliando na captura de animais benténicos como crustaceos, moluscos e
principalmente teledsteos (GADIG, 1994). Possuem boca e dentes especializados no
esmagamento de pressas, considerados heterodontos, com fileiras de dentes que séo
trocados periodicamente (COMPAGNO, 1984).

Utiliza sua cabe¢a como um arco, servindo na sua hidrodindmica, permitindo
manobrar dentro da agua com mais precisao aumentando suas capacidades sensoriais
(COMPAGNO, 1984; GADIG, 1994).

O Sphyrna lewini possui a boca largamente arqueada; dentes anteriores com
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cuspides moderadamente longas, fortes a finas, lisas ou fracamente serrilhadas
(COMPAGNO, 1984).

Cada arco tem a composicdo de até cinco elementos articulados, composto
de elemento faringobranquial dorsalmente, seguido do epibranquial, ceratobranquial,
hipobranquial e basobranquial. O primeiro arco funcional é o arco mandibular, composto
pela cartilagem de Meckel ventralmente e o palato quadrado dorsalmente. Em seguida
o arco hiodide, cujo elemento mais proeminente é o hiomandibular (KARDONG, 2016).

Nos esplancnocranios ancestrais sédo apresentados com sete arcos, cada arco
composto por até cinco elementos, os dois primeiros arcos denominados mandibular
mais cranial e hioide mais caudal é responsavel pela sustentacdo do primeiro
(KARDONG, 2016).

A maxila nos tubarbes encontra-se inseridas ao cranio unidos por duas
articulagdes primarias, anteriormente por um ligamento que une o palatoquadrado ao
cranio e posteriormente pelo hiomandibular. Atualmente muitos dos tubardes exibem
variagdo na suspensao mandibular anfistilica (KARDONG, 20186).

A protrusédo da maxila também pode ajudar no encontro sincronizado das
maxilas superior e inferior sobre a presa. Contudo, a maxila inferior sozinha néo
consegue ser responsavel pelo fechamento da boca, podendo sugar prematuramente
apresa. A protrusédo das maxilas permite que as maxilas tomem um formato geométrico
que favorecem a captura da presa de modo que a o palatoquadrado e a cartilagem
de Meckel se encontrem ao mesmo tempo, evitando a deflexdo quando se fecham
(KARDONG, 20186).

O objetivo do trabalho foi de fazer um estudo morfoldgico da cavidade oral do
tubardo-martelo, Sphyrna lewinii.

21 MATERIAL E METODOS

Os animais foram obtidos através da pesca comercial de Guaruja, Sao
Paulo. O material coletado foi analisado e estudado no laboratério de Anatomia da
Universidade de Guarulhos (UNG).

Inicialmente as cavidades orais foram medidas quanto a altura, largura e
medida pré-oral e fotodocumentados para descricbes macroscoépicas.

As mandibulas do S. lewinii, foram dissecadas com o auxilio de uma lamina
de bisturi nUmero 15 e tesoura de Mayo. No palato quadrado fez-se uma incisdo do
ligamento etnopalatino, na cartilagem de Meckel fez-se a desarticulacdo da regiéo
com o ligamento ceratohial.

31 RESULTADOS

Em vista ventral, é possivel identificar que a boca do tubardo-martelo
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apresenta formato bastante arqueado, a boca se inicia posterior aos olhos, tendo
seu apice pouco acima a linha do processo pds-orbital e sua base termina posterior
ao condrocranio (Figura 1).

Processo pds-orbital

Apice da boca

Base da boca

Figura 1. Vista ventral da cabecga de tubardo-martelo, Sphyrna lewini, demonstrando o
processo pos-orbital, apice e base da boca.

O Palatoquadrado esta localizado na regido dorsal da mandibula, contornando
o rostro em sua regido medial. Palato medial, localizado dorsalmente, recobrindo toda
a cavidade oral. A projecéao lingual esta disposta ventralmente na cavidade oral, sendo
bastante evidente num formato arredondado cranialmente se estendendo por toda a
cavidade oral, disposto sob a basihyal (Figura 2).
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Palato medial

Projecgao lingual

Cartilagem de Meckel

Figura 2. Vista ventral com a cavidade oral aberta de tubardo-martelo, Sphyrna lewini
demonstrando o palatoquadrado, palato medial, cartilagem de meckel e projecéo
lingual.

Amedida de largura da boca (LB) foi de 5,2 cm, a altura da boca (AB) apresentou

média de 2,8 cm e a média da medida pré-oral (MPO) foi de 5,2 cm

Figura 3. Vista ventral de tubardo-martelo, Sphyrna lewini demonstrando as medidas da
boca. (A) Largura da Boca (LB). (B) Altura da Boca e (C) Medida Pré-oral.

O ligamento etnopalatino se projeta do palatoquadrado e esta disposto dorso-
cranial, ligando o palatoquadrado ao condrocranio. O palatoquadrado esta disposto
dorsal, préximo ao condrocranio, localizado abaixo do condrocranio onde se inicia e
termina préximo da cartilagem ceratobranquial. Entretanto, a cartilagem de Meckel é
espessa formando a mandibula inferior. Tanto o palatoquadrado quanto a cartilagem
de Meckel possuem uma sinfese medial. Com localiagdo medial ao palatoquadrado e
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a cartilagem de Meckel se encontra o tecido conjuntivo do palatoquadrado-mandibular,
circundando toda a regido onde os dentes estao dispostos, formando uma estrutura
semelhante a um labio (Figura 4).

Figura 4. Vista ventral de tubardo-martelo, Sphyrna lewini dissecado, demonstrando o
ligamento etnopalatino, palatoquadrado, cartilagem de Meckel, tecido conjuntivo palato-
mandibular, basehyal e ceratobranquial.

41 DISCUSSAO

A boca do tubardo-martelo apresenta formato bastante arqueado, a boca se
inicia posterior aos olhos, tendo seu apice pouco acima da linha do processo pos-
orbital e sua base termina posterior ao condrocranio. Essa adaptacdo se deve ao
seu habito de vida, uma vez que os tubardes apresentam o condrocranio muito largo
e especgo. Além disso, esse arqueamento pode auxiliar no momento da predacéo,
uma vez que os elasmobranquios projetam sua mandibula em diregéo a suas presas,
fazendo uma espécie de vacuo, onde o animal predado é succionado para dentro do
cavidade oral desses peixes (BEMVENUTI e FISCHER, 2010).

A posicao, o tamanho, o formato da boca e os tipos de dentes referem-se aos
habitos, a forma de captura e a alimentagéo de um peixe. Peixes com uma longa boca
protratil pode indicar que as presas sdo engolidas inteiras, por suc¢éo. A presenca
de barbilhdes sensoriais abaixo da boca € um forte indicio de que o peixe “fareja”
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seu alimento se movimentando sobre o substrato, como fazem as cabrinhas e os
bagres. Uma grande boca que se abre, enquanto o peixe nada é tipica de peixes
filtradores, como o tubardo-baleia. Muitos destes peixes filtradores possuem rastros
branquiais longos e numerosos, funcionando como uma peneira para reter o alimento
(BEMVENUTI e FISCHER, 2010).

Em relacé@o a posicao, a boca, nos peixes pode ser classificada como terminal,
sub-terminal, inferior ou superior. O tubardo-martelo apresenta boca ventral, peixes
com boca nessa posicdo geralmente alimentam-se de animais bento-pelagicos
triturar crustaceos e moluscos, como na corvina, cabrinha, raias pequenas e tubarées
menores (BEMVENUTI e FISCHER, 2010).

Os tubarbes em geral ndo tem uma insercéo forte e direta entre o
palatoquadrado e o hiomandibular, em vez disso as maxilas s&o suspensas pelo
ceratohioide e pela cartilagem de Meckel, por ligamentos que se estende da base da
capsula nasal ao processo orbital do palatoquadrado, como o ceratohioide movendo-
se para ajustar a sustentacdo das maxilas a fenda branquial (KARDONG, 20186).

O palatoquadrado e a cartilagem e de Meckel se articulam entre si e ambas,
por sua vez, ficam suspensas como um péndulo do arco hioide, oscilando em torno
de sua inser¢ao na caixa craniana, possibilitando que a boca se projete anteriormente
em direcéo a presa (KARDONG, 2016).

A protrusdo da maxila também pode ajudar no encontro sincronizado do
palatoquadrado e cartilagem de Meckel sobre a presa. Contudo, a cartilagem de
Meckel ndo consegue ser responsavel pelo fechamento da boca, permitindo que a
boca tome um formato geométrico favoravel para a captura da presa de modo que as
duas partes se encontrem ao mesmo tempo e evitando a deflexdo quando se fecham
(KARDONG, 2016).

Nos tubardes-martelo o formato da boca evidentemente arredondado
cranialmente se estendendo por toda a cavidade oral, disposto sob a basihyal faz
com que a boca faga uma projecao em direcéo a presa, sendo importante para uma
precisdo maior no momento da predacéo.

A medida da boca esta relacionada diretamente ao héabito alimentar uma vez
que essa espécie se alimenta de animais pequenos ou quando sd&o maiores déo
pequenas mordidas arrancando pedagos menores e logo em seguida tornam a morder
a preza para uma alimentagcao mais completa (COMPAGNO, 1984).

51 CONCLUSAO

A cavidade oral do tubardo-martelo, Sphyrna lewini apresentou tamanho e
formato adaptado ao tipo de alimentacado e habito de forrageamento.
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RESUMO: As espécies do género Prochilodus
apresentam padrdes morfoloégicos bastante
similares, dificultando assim sua identificagéo
gerando, portanto, incertezas quanto ao seu
status taxondmico, inclusive para as espécies
Prochilodus lacustris e Prochilodus nigricans.
Diante disso, objetivou-se identificar e estimar os
niveis de variabilidade genética de Prochilodus e
assim esclarecer essa problematica taxonémica.
Para isto, as coletas foram realizadas nas bacias
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Mearim e Pindaré, sendo ainda incluidas para
as nossas andlises amostras de P. nigricans
da Amazbnia. Posteriormente o DNA total
foi extraido através do kit da Promega, a
amplificacdo dos genes rRNA 16S, COIl e Cyt
b realizada via PCR e os produtos da reagao
purificados e sequenciados. As sequéncias
obtidas foram alinhadas e editadas no programa
Bioedit, as analises filogenéticas e as médias
de divergéncias geradas no programa MEGA
X e as analises populacionais realizadas nos
softwares DNAsp, ARLEQUIN e NETWORK. Um
total de 72 espécimes foram sequenciados para
o gene rRNA 16S, 71 para gene COIl e 51 para
Cyt b, mostrando uma forte similaridade entre
as amostras de P. lacustris e P. nigricans, com
valores de divergéncia variando de 0 a 0,2%.
As analises filogenéticas revelaram um clado
fortemente suportado com 100% de bootstrap,
entre o0s espécimes analisados. A AMOVA
revelou para todos os genes valores de F; baixos
quando analisados apenas os rios maranhenses,
entretanto quando o grupo dos espécimes dos
rios do sistema hidrolégico Pindaré-Mearim
e os da AmazlOnia foram analisados estes
apresentaram valores de F baixos para o gene
rRNA16s (0,024), moderados para o Cyt b (0,238)
e elevado para o gene COIl (0,751). Assim,
nossos resultados revelaram a alta similaridade
genética entre os taxons P. lacustris e P. nigricans
nas bacias estudadas, sugerindo a ocorréncia de
um unico taxon e apontando, portanto, para uma
revisao taxonémica para estas espécies.
PALAVRAS-CHAVE: Peixe, DNA Mitocondrial,
Curimata, Populacional.
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ABSTRACT: The species of the genus Prochilodus present very similar morphological
patterns, thus making their identification difficult, thus generating uncertainties
regarding their taxonomic status, including for the species Prochilodus lacustris and
Prochilodus nigricans. Therefore, the objective was to identify and estimate the levels
of genetic variability of Prochilodus and thus clarify this taxonomic problem. For this,
the collections carried were out in the Mearim and Pindaré basins, and samples of P.
nigricans of the Amazon. Subsequently, the total DNA was extracted using the Promega
kit, the amplification of the 16S rRNA, COIl and Cyt b genes performed via PCR and the
reaction products purified and sequenced. The sequences obtained aligned were and
edited in the Bioedit program, the phylogenetic analyzes, the means of divergences
generated in the MEGA X program, and the population analyzes performed in the
software DNAsp, ARLEQUIN and NETWORK. 72 specimens sequenced were for the
16S rRNA gene, 71 for the COI gene and 51 for Cyt b, showing a strong similarity
between P. lacustris and P. nigricans samples, with divergence values ranging from
0-0.2%. Phylogenetic analyzes revealed a strongly supported clade with 100%
bootstrap, among the analyzed specimens. AMOVA revealed low FST values for all
genes when only the Maranhé&o rivers were analyzed, however when the group of
river specimens from the Pindaré-Mearim hydrological system and those from the
Amazon were analyzed, they presented low FST values for the rRNA16s gene (0.024),
moderate for Cyt b (0.238) and high for the COI gene (0.751). Thus, our results revealed
the high genetic similarity between P. lacustris and P. nigricans in the studied basins,
suggesting the occurrence of a single taxon and therefore pointing to a taxonomic
review for these species.

KEYWORDS: Fish, Mitochondrial DNA, Curimata, Population.

11 INTRODUGAO

Os Prochilodontidae (Characiformes) sdo amplamente distribuidos em aguas
doces neotropicais (GARCIA et al. 2009), sendo representado por trés géneros
(Ichthyolephas, Semaprochilodus e Prochilodus) e cerca de 21 espécies vélidas
(CASTRO; VARI, 2004). Sendo o género Prochilodus o que possui maior nUmero de
espécies descritas com 13 representantes (CASTRO; VARI, 2003 e 2004).

Dentre as espécies deste género, Prochilodus lacustris (Steindachner, 1907)
endémica das bacias hidrogréficas Parnaiba, Mearim e Tocantins (PIORSKI, 2010;
RAMOS et al., 2014; CARDOSO et al., 2019) e Prochilodus nigricans (Spix; Agassiz,
1829) amplamente distribuida na bacia Amazénica e do Tocantins (CASTRO; VARI,
2004; QUEIROZ et al., 2013; MACHADO et al., 2016) constituem importante recurso
pesqueiro para suas regides. Sendo suas distribuicdes ampliadas para outras bacias
Maranhenses, sendo P. lacustris para a bacia do rio ltapecuru (BARROS et al., 2011;
NASCIMENTO et al., 2016, ABREU et al., 2019) e P. nigricans descritas para as bacias
Itapecuru, Mearim e Turiagu (ABREU et al., 2019).

Entretanto devido a diferenciacdo morfolégica muito sutil (MELO et al,,
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2018) e o seu comportamento migratério (SIVASUNDAR et al., 2001; (GODINHO;
KYNARD, 2006; MELO et al., 2016) baixos niveis de variabilidade genética e estrutura
populacional (SIVASUNDAR et al., 2001; RUEDA et al., 2013; FERREIRA et al., 2016)
tem sido encontrado para estes peixes.

Além disso, trabalhos genéticos com filogenia molecular, vem revelando
que estas espécies compreendem um dos complexos de espécies problematicas
(TURNER et al., 2004; FRABLE et al., 2016; MELO et al., 2016; FERREIRA et al.,
2016; MELO et al., 2018; SALES et al., 2018) sendo detectado pouca divergéncia
genética entre estas linhagens (MELO et al., 2018).

Entre os marcadores mitocondriais utilizados, o gene mitocondrial Citocromo
Oxidase Subunidade | (COIl) com cerca de 645 pares de base (HERBET et al., 2003;
HUBERT et al., 2008) vem se mostrado eficiente na identificacéo de vérias espécies
de peixes marinhos e de agua doce com uma taxa de sucesso de mais 90% (PEREIRA
etal., 2013).

O gene 16S rRNA faz parte da grande subunidade ribossomal do DNA
mitocondrial (PALUMBI, et al., 1996) e também tém se mostrado um bom marcador
para analises de diferenciacdo de peixes, como também em estudos comparativos
intergenéricos e interespecificos (CALCAGNOTTO et al., 2005; FRAGA et al., 2007;
FRAGA et al., 2014). O uso desses genes tem sido utilizado com sucesso em estudos
filogenéticos de diversos grupos de vertebrados, como em peixes, pois existe uma
consideravel variacao em algumas espécies (CALCAGNOTTO et al., 2005).

Outra regido do DNA mitocondrial que tem sido amplamente estudada em
peixes € o gene Citocromo b (Cyt b), sendo utilizado em analises de taxons que
divergiram recentemente tais como populacdes e espécies (FARIAS et al., 2001;
SANTOS et al., 2003; FRAGA et al., 2007).

Portanto, neste estudo sequéncias do genoma mitocondrial foram utilizadas
para identificar e estimar os niveis de variabilidade genética de Prochilodus na
tentativa de esclarecer o status taxondmico de P. lacustris de ocorréncia nas bacias
hidrogréaficas Pindaré e Mearim que apresenta forte similaridade genética com P.
nigricans da bacia Amazénica. E dessa forma elucidar as incertezas taxondémicas que

envolvem estas espécies.

21 METODOLOGIA

2.1 Area de estudo e obtencio das Amostras

Os espécimes de P. lacustris foram coletados nas bacias Mearim e Pindaré,
sendo ainda incluidas para nossas andlises amostras de P. nigricans provenientes da
bacia amazénica (Rios Xingu e Tapajos) (Figura 1).
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Figura 1. Localizagéo das bacias hidrograficas onde foram obtidos os espécimes.

As amostras foram coletadas utilizando apetrechos de pesca como rede
de arrasto, malhadeira e tarrafas de diferentes aberturas (10 a 200 mm), sendo
estas devidamente autorizadas pelo Instituto Chico Mendes de Biodiversidade
e Conservacao (ICMBIO) (ICMBIO n°. 46367-1 - Rio Pindaré e ICMBIO - MMA n°
42.119-2 - Rio Mearim).

Os espécimes coletados foram acondicionados em sacos plasticos e
transportados em gelo ao Laboratorio de Genética e Biologia Molecular (GENBIMOL)
do Centro de Estudos Superiores de Caxias da Universidade Estadual do Maranhao
- CESC/UEMA. Os peixes coletados foram etiquetados, fotografados e amostras de
tecido muscular retiradas.

Os tecidos foram preservados em alcool 80% e mantidos sob refrigeracéo a
-20°C. Os exemplares foram fixados em formalina 10% e conservados em alcool 70%.
A identificacdo dos espécimes foi realizada através de literatura especifica (BRITSKI
et al.,, 1999; SOARES, 2005; PIORSKI et al., 2007) e confirmada por especialista,
sendo os espécimes de Prochilodus das bacias Pindaré-Mearim identificadas como
P. lacustris. Exemplares testemunhos foram depositados no Museu de Zoologia da
Universidade de Sdo Paulo — MZUSP e na Universidade Estadual de Londrina —
MZUEL. As amostras de tecidos de P. nigricans provenientes da bacia amazdnica
encontravam-se depositados no banco de tecidos do Laboratério de Genética e
Biologia molecular (GENBIMOL) do CESC/UEMA.

2.2 Procedimentos genéticos

O DNA total foi extraido usando o kit Wizard Genomic DNA Purification da
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Promega seguindo as instru¢cdes do fabricante. O isolamento e amplificacédo das
regides gendmicas rRNA 16S, COl e Cyt b foi realizado através da técnica de Reagéo
em Cadeia da Polimerase (PCR) usando-se primers especificos para cada gene,
para o gene COI:COIF1: ‘5-TCAACCAACCACAAAGACATTGCC-AC-3’; e COIR1: ‘5
TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA-3’ como descrito por (WARD et al., 2005),
para o gene rRNA 16S— 16sL1: ‘5-GCCTCGCCTGTTTACCAAAAAC-3’ e 16SH2:
‘5-CCGGTTCTGAACTCAGATCACGT-3’ como descrito por (PALUMBI et al., 1991) e
para o gene Cyt b- L14725: ‘'5-CGAAACTAATGAAAAACCACCCCGTTG-3, e MVZ16:
5-AAATAGGAARTATCAYTCTGGTTTRAT-3’ como descrito por (SANTOS et al. 2003
e PATTON 1993).

Todos os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit ExoSap-IT® (USB
Corporation) seguindo instrugbes dos fabricantes. Os produtos das PCRs purificados
foram utilizados em uma reacdo de sequenciamento utilizando-se o Kit “Big Dye
TMTerminator v 3.1 Cycle Sequencing Readyc Reaction” (Applied Biosystems). Ap6s
a precipitagdo os produtos foram submetidos a eletroforese em um sequenciador
automatico de DNA (ABI 3500).

2.3 Analises dos dados

As sequéncias obtidas foram alinhadas e editadas manualmente no programa
Bioedit (HALL, 1999). As sequencias dos quatros marcadores foram concatenadas
no programa Seaview4 (GOUY et al., 2010), para se efetuar uma andlise filogenética
unificada do conjunto de dados. As analises filogenéticas foram realizadas apenas
para os dados concatenados através dos métodos de analise de agrupamento de
vizinhos (NJ) e maxima verossimilhanca (ML) usado o programa MEGA X (KUMAR,
et al.,, 2018), ambas usando, 0 modelo evolutivo de substituicdo nucleotidica Kimura-2
parametros (KIMURA, 1980), com 1000 réplicas de bootstrap. FELSENSTEIN, 1985).

Foram utilizadas como grupo externo sequéncias para o gene rRNA16S
Leporinus piau (HM015221) (ARDURA et al., 2010) e Hoplias malabaricus (HQ171346)
(OLIVEIRA et al., 2011). Para o gene COI Leporinus piau (FJ418763) (ARDURA
et al., 2010) e H. malabaricus (GU702203) (PEREIRA et al., 2011) e para Cyt b H.
malabaricus (KF530815) (UTSUNOMIA et al., 2014) sendo estas obtidas do GenBank.
Foi utilizado também para o gene Cyt b uma sequéncia de L. Piau proveniente da
bacia do rio Pindaré.

As médias de distancias genéticas foram geradas no programa MEGA
X, utilizando o modelo Kimura-2-Parametros (K2P). As analises populacionais
(Diversidade haplotipica, nucleotidica, sitios polimérficos e nimero de haplétipos)
foram realizadas no software DNAsp 6.1 (ROZAS et al., 2018). A Analise Molecular de
Variancia (AMOVA) foi realizada no ARLEQUIN 3.5 (EXCOFFIER et al., 2010), para

verificar a existéncia de diferenciacéo populacional em diferentes niveis hierarquicos.
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A divergéncia nucleotidica entre e dentro os haplétipos de cada rio/bacia foram

determinados pela distancia p néo corrigida (rRNA 16S, COl e Cyt b).

A relagéo entre os haplétipos foi inferida por meio da construgéo de uma rede

de haplétipos ndo enraizada, obtida através do programa NETWORK 5.0.1.1 (http://

www.fluxus-engineering.com) usando o método de mediam-joining (BANDELT et al.,

1999).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise do polimorfismo e Analise da diversidade genética

Os fragmentos sequenciados tiveram um total de 557pb para o gene rRNA 16S,

625 para o COl e 790pb para Cyt b, um total de quatro haplétipos foram identificados

para os genes analisados, com valores de diversidade haplotipica e nucleotidica de
h=0,208 e m= 0,0005 para o gene rRNA16S, para o COI valores de h=0,362 e 1=
0,0007 e para o Cyt b, h=0,375 e 1= 0,0001(Tabela 1). No trabalho de Silva et al.
(2011) utilizando sequéncias de P. lacustris da bacia do Itapecuru em comparagéao

com espécimes de P. nigricans da Amaz0nia através do gene mitocondrial rRNA 16S

encontraram resultados maiores de diversidade haplotipica com valor de h= 0,502.

Melo et al. (2018), analisando sequéncias do género Prochilodus através do gene

COl, também encontrou indices maiores de diversidade haplotipica com valores de

h=0,951.
B indice de
Po%ulagoes/ P P Padres Diversidade
enes i iari e Molecular
analisados N  lacustris  nigricans bases NH . -
rRNA 16S 72 54 18 557 pb 4 0,208 0,0005
COl 71 56 15 625 pb 4 0,363 0,0007
Cytb 51 35 16 790 pb 4 0,375 0,0001

Tabela 1. Diversidade genética nos espécimes de P. lacustris x P. nigricans baseado

nos genes rRNA 16S, COl e Cyt b.

N = nimero amostral NH = nimero de haplétipos S = sitios polimérficos h = diversidade

haplotipica e m = diversidade nucleotidica.

Dos quatros haplétipos encontrados para os genes analisados o haplétipo H1

foi compartilhado entre as populagbes Pindaré, Mearim e Amazdnia, sendo este o

mais frequente, na qual revelou a formacdo de apenas um grande taxon formado
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por espécies do grupo P. nigricans da regidao da Amazénia e P. lacustris das bacias
hidrogréficas do Maranhao (Figura 2).

H_ . MEARIM

O AMAZONIA

O riNDARE

. MEARIM

O AMAZONIA

O rinparE

D) e

. MEARIM

QO AMAZONIA

QO rinnare

Figura 2. Redes de haplétipos gerada para P. lacustris x P. nigricans provenientes das
bacias hidrogréaficas Pindaré, Mearim e Amazoénia com base nos genes A-rRNA 16S,
B-COl e C-Cyt b.

3.2 Analises filogenéticas e distancia genética

As analises filogenéticas geradas revelaram a formag&o de um Unico grande
agrupamento uma vez que as sequéncias obtidas dos espécimes de P. lacustris da
bacia do Maranh&o agruparam-se em unico clado fortemente suportado com 100% de
bootstrap com as sequéncias de P. nigricans do rio Amazonas, confirmando, portanto,
a similaridade entre os espécimes analisados (Figura 3).
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Figura 3. Arvore haplotipica concatenada COI, rRNA 16S e Cyt b (1972 pb), obtida
através dos métodos Maxima verossimilhanga (MV) e Agrupamento de vizinhos (NJ)
com 1000 réplicas de bootstrap, através do algoritmo Kimura 2-pardémetros. AMAZ-

Amazonas, TUR-Turiagu, PER-pericuma, PIN-Pindare, PARNA-Parnaiba, TOC-

Tocantins, MEA-Mearim e PIN-Pindaré.

As matrizes de distancia genética para os genes analisados, revelou baixos

niveis de divergéncias entre as populagdes com indices variando de 0 a 0,2 %,

quando relacionados com os provenientes dos rios da Amazénia (Tabela 2). Melo
et al. (2018), analisando sequéncias do género Prochilodus através do gene COlI,

também encontrou distancias genéticas baixas variando de 0,004 a 0,025%.

% DIVERGENCIA GENETICA

rRNA 165

1 2 3
1. Mearim 0,1
2. Pindareé 0 0
3.Amazdnia 0.1 0 0,1
col

1 2 3
1. Mearim 0
2. Pindaré 0 1]
3.Amazbnia 0,2 0,2 0,1
Cyth

1 2 3
1. Mearim 0,2
2. Pindaré 0.1 0
3.Amazdnia 0.2 0.1 0,1

Tabela 2. Matriz de distancia genética com baseados nos genes rRNA 16S, COl e Cyt b
para as populagdes de P. lacustris x P. nigricans. provenientes das bacias hidrograficas
Pindaré, Mearim e Amazénia.
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3.3 Analise molecular de Variancia (AMOVA)

Quando foram analisadas apenas o grupo do Maranhdo com as bacias
Mearim e Pindaré os testes de AMOVA mostraram que a maior variagdo ocorreu
dentro as populagdes com valores de p significativos e indices estatisticos Fst de
(0,017/0,010/0,019), quando analisados os grupos dos rios Maranhenses e Amazonas
os testes da AMOVA mostraram que a maior variagéo ocorreu dentro das populacoes
para os genes rRNA 16S e Cyt b e entre os grupos para o gene COIl com valores de p
significativos e indices estatisticos Fst de (0,024/0,751/0,238) (Tabela 3).

De acordo com Wrigth (1965), valores entre 0 e 0,05 indicam baixo nivel de
diferenciacdo genética; valores entre 0,05 e 0,25 indicam diferenciacédo genética
moderada e acima de 0,25 indicam elevada diferenciacdo. Nossos resultados assim
permitiram verificar para ambas analises (Grupo - Mearim e Pindaré/ Grupo - rios
Maranhenses e Amazonas) valores de Fst para em sua maioria baixos, ou seja, com
baixa estruturacdo genética entre as populagbes, considerando-se os parametros
adotados por Wrigth (1965).

Genes %total de variacao Fsr P’
Estatistico
Grupo Maranh&o (Mearim e Pindaré)
Entre as Dentre as
populagdes populacdes
rRNA 16s 1,77 98,23 0.017
COl 1,09 98,91 0.010 <0,0001
Cyth 1,96 98,04 0.019
Grupo (Rios Maranhenses e Amazonas)
Entre os Entre as Dentro das
grupos populagoes populacoes
(Dentro dos
grupos)

rRNA 16s 0,77 1,71 97,51 0.024
col 75,58 -0,46 24,88 0.751
Cytb 22.13 1,76 76,11 0.238 <0.,0001

Tabela 3. Resultados da AMOVA para populagées de P. lacustris x P. nigricans como
dois grupos com base em sequéncias das regides rRNA 16S, COl e Cyt b.

*Valores de P calculados com 1.023 permutacges aleatérias.

Os baixos niveis de variabilidade observados em nosso estudo por meio dos
marcadores mitocondriais (COIl, rRNA16S e Cyt b) aparenta ser comum entre as
espécies do género, uma vez que baixos indices de diferenciacéo foram retratados
por outros autores utilizando diferentes tipos de marcadores moleculares, como nos
trabalhos desenvolvidos por Turner et al. (2004); Frable et al. (2016); Melo et al.
(2016); Ferreira et al. (2016); Melo et al. (2018); Sales et al. (2018).

Melo et al. (2018) analisando diversas espécies de Prochilodus de uma vasta
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area da América do Sul, através do gene mitocondrial COI detectou em seu estudo
pouca divergéncia genética entre as linhagens deste género. Evidenciando ainda que
espécies de Prochilodus com distribuicéo distinta sé&o pouco variaveis compreendendo
apenas uma Unica linhagem mitocondrial.

Evidéncias substanciais relatam que os baixos niveis de estrutura populacional
entre os procilodontideos séo resultados da migracao (SIVASUNDAR et al., 2001;
RUEDA et al., 2013; FERREIRA et al., 2017; MACHADO et al., 2017). Stanley (1979)
sugeri que a migracao e fluxo génico influenciaram diretamente no estado morfolégico
conservado neste género levantando algumas questbes sobre os padroes de
migracao que influenciaram a diversificagdo sem mudangas morfologicas. No entanto,
nao ha estudos com o objetivo de detectar se as migragdes de longa distancia afetam
a diversificacdo genética em nivel de espécie em peixes de agua doce neotropicais
(MELO et al., 2018).

Vale ressaltar, que os peixes desta familia exibem certa homogeneidade e
conservacao dos caracteres morfolégicos adotados para a distincao das diferentes
espécies (FRABLE et al., 2016). Além disso, alguns grupos de espécies do género
Prochilodustém diferenciagcdo morfol6gica muito sutil, sendo as espécies discriminadas
por faixas e valores meristicos e pela drenagem biogeografica onde geralmente sao
endémicas (CASTRO; VARI, 2004), inclusive P. lacustris e P. nigricans.

Os baixos niveis de divergéncias genéticas encontrados entre as populagoes
das bacias maranhenses (Mearim e Pindaré), se devem ao fato destas bacias
possuirem certa conectividade e o fluxo génico ser maior, uma vez que os rios Mearim
e Pindaré formam um Unico sistema hidrolo6gico que desemboca no rio ltapecuru na
regido do Golfdo Maranhense (PIORSKI, 2010).

Assim nossos resultados utilizando os marcadores moleculares (rRNA16S, COI
e Cyt b) para P. lacustris das bacias maranhenses e P. nigricans da bacia amazbnica
demostram que estes ndo apresentaram indices de divergéncia genética suficiente
para discriminar cada espécie, revelando que estamos diante de um Unico taxon, e

que deve ser feita uma revisdo para este grupo.

41 CONCLUSAO

As populagcbes estudadas apresentaram baixos niveis de variabilidade e
distancia genética, com os diferentes marcadores mitocondriais (rRNA 16S, COIl e
Cyt b), revelando portando apenas um anico taxon entre as espécies de P. lacustris
e P. nigricans sendo necessaria uma revisao taxonémica entre estas espécies uma
vez que a identificag@o correta das espécies € o primeiro passo para o sucesso de

qualquer programa de manejo e conservagao de recursos pesqueiros.
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RESUMO: Néspera (Eriobotrya japonica Lindl.)
é uma fruta com potencial antimicrobiano que
provém principalmente do &acido ursélico. O
objetivo deste estudo foi quantificar o acido
ursblico presente em extratos de diferentes
partes da néspera. As nésperas foram coletadas
em janeiro de 2017 e separadas em ‘polpa’,
‘polpa e semente’ e ‘semente’. Essas partes
foram liofilizadas por 24 horas e trituradas em
um processador de alimentos para aumentar
a area de contato para extracdo. As amostras
trituradas foram diluidas com solugéo de etanol-
agua (1: 1 v / v). Os compostos bioativos do
extrato foram identificados por anélise UPLC.
Para a identificacdo do pico do acido ursélico, foi
utilizado um detector UV-vis de fotodiodo em uma
faixa de 200 a 400 nandmetros, uma coluna C18
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com temperatura de trabalho de 23 +3 °C e uma
fase movel dividida em duas solugdes. O padrao
de éacido ursoélico foi injetado sob condigbes
predeterminadas. Os respectivos valores de
absorbancia das concentragdes, que variaram
de 10 a 150 ppm, foram calculados pela equagéao
(Y = 8209,4 x) e o coeficiente de determinacéao
encontrado foi R2 = 0,9595. Os extratos foram
injetados nas mesmas condicbes do padréo.
Os resultados da analise UPLC demonstraram
que a concentragcao de &cido ursolico presente
no extrato de “semente” de néspera (0,65
mg.100mL") foi maior que nos extratos de
“polpa e semente” (0,23 mg.100mL") e “polpa”
(0,08 mg.100mL"). Saber as concentragbes do
composto antimicrobiano nas partes da néspera
€ um primeiro passo para isolar o acido ursolico
da fruta e usa-lo com um conservante organico
nos alimentos.
PALAVRAS-CHAVE: Néspera;
antimicrobiano; Acido ursolico.

Potencial

QUANTIFICATION OF URSOLIC ACID
PRESENT IN HYDROETHANOLIC
EXTRACTS FROM DIFFERENT PARTS
OF LOQUAT FRUIT

ABSTRACT: Loquat (Eriobotrya japonica Lindl.)
is a fruit with antimicrobial potential that comes
mainly from ursolic acid. The aim of this study
was to quantify the ursolic acid present in extracts
from different parts of loquat fruit. Loquats were
collected in January 2017, and separated into
‘pulp’, ‘pulp and seed’ and ‘seed’. These parts
were lyophilized for 24 hours and ground in a
food processor to increase the contact area for
extraction. The crushed samples were diluted by
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ethanol-water solution (1:1 v/v). The bioactive compounds of the extract were identified
by UPLC analysis. For the identification of the ursolic acid peak, a photodiode array
UV-vis detector was used in a range of 200 to 400 nanometers, a C18 column with a
working temperature of 23 °C + 3 and a mobile phase divided into two solutions. The
ursolic acid standard was injected under the predetermined conditions. The respective
absorbance values of the concentrations, which ranged from 10 - 150 ppm, were
calculated by the equation (Y = 8209,4 x) and the determination coefficient found was
R2 = 0.9595. The extracts were injected under the same conditions as the standard.
The results from UPLC analysis demonstrated that the ursolic acid concentration
presented in the “seed” extract of loquat (0.65 mg.100mL") was higher than the
extracts from the “pulp and seed” (0.23 mg.100mL") and “pulp” (0.08 mg.100mL").
Know the concentrations of antimicrobial compound in the loquat parts has is a first
step to isoled ursolic acid of the fruit and use it with a organic preservative in foods.
KEYWORDS: Loquat; Antimicrobial potential; Ursolic acid.

INTRODUCAO

Néspera (Eriobotrya japonica Lindl.) € uma fruta, ilustrada na Figura 1 com
potencial antimicrobiano alcangado principalmente pelo &cido ursélico (Rashed e
Butnariu, 2014; Bobis et al., 2015; Wozniak et al., 2015).

Figura 1 - Néspera.

Fonte: do autor

Acidos extraidos de plantas atuam por seus metabélitos secundarios
neutralizando espécies reativas de oxigénio — ROS (Ercisli et al., 2012). Desta forma, é
necessaria a presenca de hidroxilas livres e grupos carboxilas, mas a hidrofobicidade
deste composto atrapalha a miscibilidade em agua (Sultana, 2011; Eloy et al., 2012).
No entanto, este acido é um composto bioativo presente na composi¢éo natural da
néspera e € preservado em seu extrato hidroetanoélico (Lépez-Hortas et al., 2018).
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OBJETIVO

Quantificar o acido ursélico presente em extratos de diferentes partes da

néspera.

MATERIAIS

As nésperas utilizadas foram coletadas no més de janeiro de 2017, no talude
da reitoria da Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG. O Alcool etilico utilizado
foi da marca Synth® e o padrédo analitico de &cido ursélico foi adquirido na Sigma
Aldrich® com grau de pureza estabelecido como maior ou igual a 98,5 %.

METODOS

A néspera foi separada em ‘polpa’, ‘polpa e semente’ e ‘semente’, essas partes
foram liofilizadas por 24 horas e trituradas em um processador de alimentos para
aumentar a area de contato para extracdo. As amostras trituradas foram diluidas
com solugéo de etanol-agua (1: 1 v/ v). Para cada vinte gramas de “polpa”, “polpa e
semente” e “semente” foram utilizados 100 mL da solugéo de extracao.

A mistura foi agitada, protegida da luz e armazenada a temperatura ambiente
(28 £ 3 °C) durante 48 horas. Os extratos foram filtrados em papel de filtro e o solvente
foi evaporado rotativamente até todo o etanol ser coletado no baléo de destilagéo e o

extrato ainda permanecer liquido.

DETERMINAGAO DE ACIDO URSOLICO NOS EXTRATOS

Os compostos bioativos do extrato foram identificados por analise de
Cromatografia Liquida de Ultra Performance - UPLC. Para a identificacio do pico do
acido ursdlico, foi utilizado um cromatdgrafo liquido (Waters, Acquity UPLC® Class,
Milford, USA) equipado com detector UV-vis de fotodiodo em uma faixa de 200 a
400 nanbémetros, uma coluna C18 (Acquity UPLC® BEH C18, 2,1 x 100 mm, 1,7 um,
Waters, Milford, USA) com temperatura de trabalho de 23 + 3 °C e uma fase movel
dividida em duas solugdes: solucao A composta por acetonitrila / &gua (10:90, v/ v) e
solugéo B por &cido acético / acetonitrila / agua (5:80:15, v/ v). Na andlise, o gradiente
de solvente foi programado de 0 a 50% de B em A por cinquenta minutos a uma vazéo
de 1 mL.min"". O padréo de &cido ursdlico foi injetado sob condi¢cdes predeterminadas.

Os respectivos valores de absorbancia das concentragbes, que variaram
de 10 a 150 ppm, foram calculados pela equacéo (Y = 8209,4 x) e o coeficiente de
determinagé@o encontrado foi R? = 0,9595. Os extratos foram injetados nas mesmas
condicdes do padrio.
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RESULTADOS

Os resultados da analise UPLC demonstraram que a concentragdo de acido
ursolico presente no extrato da “semente” da néspera (0,65 mg.100mL") foi maior que
nos extratos de “polpa e semente” (0,23 mg.100mL™") e “polpa” (0,08 mg.100mL™),
conforme Apresentado no Gréfico 1.
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Grafico 1 - Concentragao de acido ursoélico nos extratos das partes da néspera.

Marques, et al., 2020, constataram que o acido lactobiénico apresentou agéo
conservadora no suco de yacom nas concentracoes de 0,5 e 1,0%. J& Hernandez-
Canovas, et al., 2020 estudaram uma mistura de antimicrobianos naturais extraidos
de citricos e endro, e foi observado agéo antifingica nas concentragbes entre 0,7 e
3,2% ao utilizad-la como conservador em molhos.

Desta forma, o extrato da semente da néspera, € um extrato proveniente de
uma das partes da fruta e apresenta concentragéo de acido ursélico equivalente ao
necessario para ser avaliado como uma possibilidade de utilizagdo na conservagao
de alimentos.

CONCLUSAO

O acido ursélico € um dos principais compostos antimicrobianos da néspera
e determinar as concentragdes deste acido nas diferentes partes deste fruto, é de
fundamental importancia para isola-lo e usa-lo como conservante organico nos
alimentos. Com os resultados apresentados neste trabalho, a semente da néspera é
uma possibilidade de fonte de acido ursdélico.

As Ciéncias Biologicas e a Interface com varios Saberes 2 Capitulo 17 m



REFERENCIAS

BOBIS, O. et al. Influence of phytochemical profile on antibacterial activity of different
medicinal plants against gram-positive and gram-negative bacteria. Applied Biochemistry
and Microbiology, Moscow, v. 51, n. 1, p. 113-118, 2015. ISSN 0003-6838.

ELQY, J. D. O. et al. Desenvolvimento e validacdo de um método analitico por clae para
quantificacao de acido ursoélico em dispersoes soélidas. Quimica Nova, v. 35, p. 1036-1040,
2012.

ERCISLI, S. et al. Some physicochemical characteristics, bioactive content and
antioxidant capacity of loquat (Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl.) fruits from Turkey.
Scientia Horticulturae, v. 148, p. 185-189; 2012. ISSN 0304-4238.

HERNANDEZ-CA'NOVAS, J. de D. et al. Antimicrobial activity of Citrus spp. and Anethum
graveolens components against Candida metapsilosis in ranch sauce; Journal of Food
Science and Technology; v. 57, p. 2713-2721; 2020. ISSN 0975-8402.

LOPEZ-HORTAS, L. et al. Recent developments on the extraction and application of
ursolic acid. A review. Food Research International, v. 103, p. 130-149; 2018. ISSN 0963-
9969.

MARQUES, C. et al. Lactobionic acid as a suitable food preservative for yacon juice;
Innovative Food Science and Emerging Technologies; V. 64; 2020. ISSN 1466-8564.

RASHED, K. N.; BUTNARIU, M. Isolation and antimicrobial and antioxidant evaluation of
bio-active compounds from Eriobotrya japonica stems. Advanced Pharmaceutical Bulletin,
v.4,n.1,p. 75-81, 2014. ISSN 2228-5881.

SULTANA, N. Clinically useful anticancer, antitumor, and antiwrinkle agent, ursolic acid
and related derivatives as medicinally important natural product. J. Enzym. Inhib. Med.
Chem. V. 26; p. 616-642; 2011.

WOZNIAK, L.; SKAPSKA, S.; MARSZALEK, K. Ursolic Acid-A Pentacyclic Triterpenoid with
a Wide Spectrum of Pharmacological Activities. Basel: MDPI AG. 20; 2015. ISSN 20614-
20641.

As Ciéncias Biologicas e a Interface com varios Saberes 2 Capitulo 17 m



CAPITULO 18

TOXICIDADE EM NIVEL CELULAR DE PRODUTOS
SANEANTES DE POLIMENTO DE UTENSILIOS DE
ALUMINIO PRODUZIDOS E COMERCIALIZADOS NO

Data de aceite: 23/09/2020
Data de submissao: 26/08/2020

Ederson Vecchietti Gongalves

Universidade Tecnolégica Federal do Parana
(UTFPR)

Campo Mouréao, Parana, Brasil
http://lattes.cnpq.br/2524650646926777

Leticia Scala Francica

Universidade Tecnolégica Federal do Parana
(UTFPR)

Campo Mouréao, Parana, Brasil
http://lattes.cnpq.br/2869983463275620

Ana Caroline Zago Pestana

Universidade Tecnolégica Federal do Parana
(UTFPR)

Campo Mouréo, Parana, Brasil
http://lattes.cnpq.br/1863199106494764

Leonardo Borges Coleto Correia

Universidade Tecnolégica Federal do Parana
(UTFPR)
Campo Mouréo, Paran4, Brasil

Lidiane de Lima Feitoza

Universidade Federal do Piaui (UFPI). Campus
Ministro Petronio Portella (CMPP)

Teresina, Piaui, Brasil
http://lattes.cnpq.br/5456816132715008

Wyrllen Everson de Souza

Universidade Tecnolégica Federal do Parana
(UTFPR)

Campo Mouréo, Parana, Brasil
http://lattes.cnpq.br/3149585270858364

As Ciéncias Biologicas e a Interface com varios Saberes 2

BRASIL

Flavia Vieira da Silva Medeiros
Universidade Tecnolégica Federal do Parana
(UTFPR)

Campo Mourao, Parana, Brasil.
http://lattes.cnpq.br/8298141172237555

Marcia Maria Mendes Marques

Universidade Federal do Piaui (UFPI), Campus
Senador Helvidio Nunes de Barros (CSHNB)
Picos, Piaui, Brasil
http://lattes.cnpq.br/1673578415957204

Débora Cristina de Souza

Universidade Tecnolégica Federal do Parana
(UTFPR)

Campo Mourao, Parana, Brasil
http://lattes.cnpq.br/9682347849778341

Paulo Agenor Alves Bueno

Universidade Tecnolégica Federal do Parana
(UTFPR)

Campo Mouréo, Parana, Brasil
http://lattes.cnpq.br/1838875919713622

Ana Paula Peron

Universidade Tecnolégica Federal do Parana
(UTFPR)

Campo Mouréo, Parana, Brasil
http://lattes.cnpq.br/3605560420792065

RESUMO: Ampla é a comercializagéo e
uso de saneantes domissanitarios polidores
de utensilios de aluminio, popularmente
denominados de “brilha aluminios”. No entanto,
ndo sao encontrados em bases de dados
cientifica estudos de avaliagdo de toxicidade em
nivel celular em relagdo a esses produtos. Assim,
objetivou-se no presente estudo verificar, por
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meio de meristemas de raizes de Allium cepa, em dois tempos de exposicdo e trés
concentragOes/diluicdes, os potenciais citotoxicos e genotoxicos de produtos “brilha
aluminios” produzidos e comercializados no Brasil. Observou-se que os saneantes,
nas condicbes de andlises estabelecidas, reduziram drasticamente o indice mitdtico
dos tecidos meristematicos, caracterizando-se como citotoxicos. Porém, nao se
verificou agcdo genotoxica dos “brilha aluminios” ao bioensaio utilizado. A partir dos
resultados de citotoxicidade, verificou-se que os saneantes causaram disturbios a
divisdo celular de um tecido de funcionalmente normal com intensa divisdo celular
(meristemas). Esses disturbios podem prejudicar o funcionamento de tecidos e
6rgdos de individuos expostos direta ou indiretamente a esses saneantes, como
humanos e outros organismos presentes no ambiente. Assim, sugere-se que estes
saneantes sejam avaliados também em bioensaios fisiologicamente mais complexo
para complementar os resultados preliminares e toxicidade aqui obtidos.
PALAVRAS-CHAVE: Surfactantes ndo saponaceos, toxicidade, células
meristematicas, diviséo celular.

CELLULAR TOXICITY OF SANITIZING PRODUCTS FOR POLISHING
ALUMINUM UTENSILS PRODUCED AND MARKETED IN BRAZIL

ABSTRACT: The commercialization and use of household sanitizing polishes for
aluminum utensils, popularly known as “aluminum shines”, is broad. However, studies
on toxicity assessment at the cellular level in relation to these products are not found in
scientific databases. Thus, the objective of the present study was to verify, by means
of meristems of Allium cepa roots, in two times of exposure and three concentrations
/ dilutions, the cytotoxic and genotoxic potentials of “aluminum shine” products
produced and commercialized in Brazil. It was observed that sanitizers, under the
conditions of established analyzes, drastically reduced the mitotic index of meristem
tissues, being characterized as cytotoxic. However, there was no genotoxic action of
the “aluminum shines” to the bioassay used. From the results of cytotoxicity, it was
found that sanitizing caused disturbances to the cell division of a functionally normal
tissue with intense cell division (meristems). These disorders can impair the functioning
of tissues and organs of individuals exposed directly or indirectly to these sanitizers,
such as humans and other organisms present in the environment. Thus, it is suggested
that these sanitizers are also evaluated in more complex physiologically bioassays to
complement the preliminary results and toxicity obtained here.

KEYWORDS: Non-saponaceous surfactants, toxicity, meristematic cells, cell division.

INTRODUCAO

Com a busca constante de maior praticidade atrelada ao surgimento/
aperfeicoamento de tecnologias, a cada dia novos produtos e marcas de saneantes
domissanitarios séo lancados no mercado, como aqueles de limpeza e polimentos

de utensilios domésticos metalicos. Dentre estes produtos estdo os surfactantes
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ndo saponaceos de superficies de aluminio -popularmente denominados de “brilha
aluminios”, comercializados em todo o mundo. Em geral, tais produtos possuem
formulagéo constituida de agentes surfactantes e acidos, bem como de aditivos
supressores de espuma, reforcadores de brilho, inibidores de corrosdo, conservantes
e corantes. No Brasil, os saneantes séo regulamentados, quanto a fabricacao e formas
de uso, pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria por meio das Leis N° 6.360, de
1976 e N° 9782/99, de 1999.

Porém, embora as atividades de limpeza e polimento de utensilios de
aluminio sejam de uso rotineiro entre atividade domésticas, a formulagdo quimica de
produtos para essa finalidade pode ser danosa quando realizadas sem equipamentos
de protecédo individual (EPI), e causar, por exemplo, a desidratagcdo das maos e
bracos, lesdes e irritagbes na pele, e queimaduras aos olhos e ao trato respiratério.
Ademais, e ndo menos importante, podem ser prejudiciais ao ambiente uma vez que
em domicilios esses produtos sdo enviados ao esgoto comum apos o enxague de
utensilios, contaminando rios e prejudicando os organismos que ali estdo. Também
podem contaminar 4guas que abastecem a populagcdo, uma vez que sistemas de
tratamento de agua convencionais ndo séo eficientes em remové-los.

Apesar dos testes de avaliacdo de toxicidade sistémica e celular serem
obrigatérios para a liberagdo e comercializagdo de saneantes domissanitarios, néo
foram encontrados na literatura cientifica estudo de avaliagdo de toxicidade em nivel
celular de agentes saneantes polidores de aluminio. Ressalta-se que a toxicidade em
nivel celular reflete o potencial de uma substancia ou vérias substancias causarem
efeito danoso a um organismo vivo e ao ambiente. Esta condicdo pode ser avaliada
por meio dos potenciais citotéxico e genotoxico desses compostos em diferentes
bioensaios, como em plantas, animais e cultura de células.

Bioensaios com plantas sdo sensiveis e simples para monitorar efeitos
citotoxicos e genotoxicos de diversos produtos presentes no ambiente. Entre esses, o
sistema teste Allium cepa (cebola) é considerado como um bioensaio inicial eficiente
para avaliar a toxicidade em nivel celular. Isso se deve as suas propriedades de rapida
proliferacdo, cromossomos grandes e em numero reduzido (2n=16), o que facilita a
detecgéo do potencial citotdxico pela inibicdo ou proliferagéo celular excessiva, e do
potencial genotoxico, determinado pela frequéncia e tipos de alteragbes celulares
observadas. Este sistema teste é validado pelo Programa Internacional de Seguranca
Quimica (IPCS, WHO) e o pelo Programa Ambiental das Nag¢des Unidas (UNEP) como
um eficiente teste para analise e monitoramento da citotoxicidade e genotoxicidade
de substancias de interesse. E importante mencionar que os resultados obtidos por
meio do bioensaio A. cepa, em grande parte das vezes, séo similares aos resultados
observados em outros sistemas testes, como aqueles realizados em animais e cultura

de células.
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Portanto, com base no contexto abordado, objetivou-se no presente estudo
avaliar, por meio de células meristematica de raizes de A. cepa, a citotoxicidade e
genotoxicidade de produtos saneantes polidores de utensilios domésticos de aluminio,
denominados de “brilha aluminios”, produzidos e comercializados no Brasil.

MATERIAIS E METODOS

Obtencdo dos saneantes de limpeza e polimento, e determinagdo das
concentracdes para a avaliacéo de toxicidade em células meristematicas de raizes
de A. cepa

Os produtos de limpeza e polimento para utensilios de aluminio, na forma
liquida, de trés diferentes marcas comerciais autorizadas pela ANVISA (BRASIL, 1999),
foram adquiridos em um distribuidor especializado na venda nacional de produtos de
limpeza, localizado na cidade de Maringéa, Estado do Parand, Brasil. Tais produtos séo
produzidos e comercializados em todo o pais. Os produtos encontravam-se dentro do
prazo de validades e os frascos em perfeitas condigcoes.

Nos roétulos ndo havia especificado o quanto utilizar de cada produto, e ndo
foi encontrado na literatura e nem no site das empresas desses saneantes esta
informacao. Dessa forma, estabeleceu-se para a avaliagéo preliminar de citotoxicidade
e genotoxicida de trés concentracdes: 1; 10 e 20 mL de cada saneante, diluidos em
1L de 4gua de destilada.

Teste de citotoxicidade e genotoxicidade em células meristematicas de
raizes de Allium cepa L.

Para a avaliagdo dos trés produtos, inicialmente, bulbos de cebolas foram
colocados em frascos aerados com agua destilada até a obtencéo de raizes de 2,0
cm de comprimento. Para andlise de todo tratamento (concentragcéo/diluicdo) foi
estabelecido um grupo experimental com cinco bulbos de cebola. Antes de colocar
as raizes em contato com a seus respectivos tratamentos, algumas raizes foram
coletadas e fixadas para servirem de controle do préprio bulbo, o que se identificou
como tempo de analise 0 hora (0h).

Em seguida, as raizes restantes foram postas em suas respectivas
concentragbes por 24 e 48 horas, procedimentos denominados de tempos de
exposicao 24 e 48h, onde se realizou coleta de raizes a cada 24 horas. Preparou-se
um controle negativo, somente com agua destilada, no qual também se coletou raizes
nos tempos 0, 24 e 48 h. Todas as raizes coletadas foram fixadas em solugédo Carnoy
3:1 (etanol: acido acético) por até 24 horas.

As laminas foram confeccionadas segundo o protocolo proposto por Guerra
e Souza (2002), e analisadas em microscopio éptico em objetiva de 40x. Para cada
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bulbo analisou-se 1.000 células, totalizando 5.000 células para cada grupo controle
(0Oh), grupo tempo de exposi¢ao 24h e grupo tempo de exposi¢édo 48h. Contabilizou-se
células em interfase e em divisao celular, e definiu-se o indice mitético, determinando-
se assim o potencial citotoxico.

Ainda, avaliou-se a genotoxicidade através da frequéncia de micronucleos,
e de altera¢bes aneugénicas ou de fuso mitdtico, por meio do numero observado
de metéafases colchicinicas, pontes anafasicas e telofasicas, amplificacbes génicas,
células com aderéncias, brotos nucleares e anafases multipolares. Os resultados
obtidos dos foram analisados pelo teste estatistico Qui-quadrado (x?) a 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos resultados apresentados na Tabela 1, todos os saneantes, nas
trés concentragdes, causaram reducao significativa da diviséo celular, nos tempos de
exposicao 24 e 48 horas, quando comparados aos indices mitdticos observados para
o controle com agua destilada e respectivos controles de bulbo (tempo de exposicéo
Oh). Esses resultados mostraram que, nas condi¢des de analises estabelecidas, os
trés polidores de aluminio foram amplamente citotoxicos as células meristematicas
de raizes de A. cepa. E importante evidenciar que independente da concentragdo/
diluicdo avaliada para os trés produtos, a inibicdo do indice mitético se intensificou
com o aumento do tempo de exposicao.

Controle TE/IM(%)
Agua destilada oh 24h 48 h
39,7¢ 30,9° 30,2
TE/IM(%)
Produtos TR (mL/L) oh o4 h Py
1,0 39,32 18,5 8.0
A 10,0 40,02 5,0 1,8°
20,0 39,8° 35 0.0
1,0 33,12 15,8" 12.4°
B 10,0 38,22 10,9° 11,05
20,0 30,6 9.4 24
1,0 31,0° 13,0 1,7
C 10,0 28,12 37 0.9°
20,0 27,3 0.0 oe

Tabela 1 - indices mitoticos observados em tecidos meristematicos de raizes de Allium
cepa expostos a 24 e 48 horas a produtos de limpeza e polimento de utensilios de
aluminio, denominados nesse estudo de A, B e C, nas concentragdes 1, 10 e 20 ml de
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saneante em 1L de agua destilada.

Legenda: Co: controle; TE: tempo de exposicéo; IM: indice mitético; h: hora; TR:
tratamento. Letras diferentes indicam quem em cada concentragcdo os indices mitoticos
obtidos, nos diferentes tempos de exposigdo, diferem entre si. *indice mitotico obtido
para o tempo de exposicdo em uma concentracao diferiu do seu respectivo tempo

exposicao no controle com agua destilada.

Para o produto B verificou-se que todas as concentra¢des causaram inibicao
significativa da divisdo celular, nos tempos de exposicao 24 e 48 horas quando
comparados aos indices mitoticos observados para os seus respectivos controles. No
entanto, em B os indices de divisdo celular obtidos para os dois tempos de analises
considerados (24 e 48 h) ndo diferiram entre si.

Com base nos dados apresentados na Tabela 01, os trés “brilha aluminios”,
desde a menor concentragao considerada, foram citotoxicos as raizes de A. cepa, em
razao de terem causado inibicao significativa da divisdo celular a estes meristemas.
Nenhum dos saneantes causaram alteracdes de fuso mitotico e celular aos tecidos
analisados, mostrando-se nao genotoxico.

Conforme citado por Herrero et al. (2012) e Sousa et al. (2017), indices
mitéticos significativamente inferiores aos indices dos controles - como os observados
no presente estudo - indicam a presenca de agentes cuja acédo toxica compromete
0 crescimento e o desenvolvimento dos organismos expostos. Ademais, esses
autores declaram que a inibicdo da proliferacao celular desencadeada por compostos
citotoxicos em tecidos de intensa proliferacdo celular e com desempenho normal,
como os utilizados nesta pesquisa, é bastante prejudicial a maioria dos organismos
vivos por inibir ou limitar a reposicao de células, alterar a producédo de proteinas e
resultar no mal funcionamento do 6rgéo onde esta localizada. Estes prejuizos, segundo
Valavanidis et al. (2013) e Zilifdar et al. (2014), podem comprometer significativamente
a divisdo celular do tecido ou 6rgdo afetados e desencadear e/ou potencializar
processos cancerosos. Ainda, podem causar a morte de muitos organismos presentes
em ambientes hidricos.

Sobre a condig¢éo dos “brilha aluminios” terem apresentado potencial citotdxico
mas nao genotoxico, Sales et al. (2017) e Moura et al. (2018) ressaltam que a inibigao
dréastica da divisdao em tecidos normais podem ocorrer pela acdo de agentes que
afetam a integridade do fuso nuclear durante a mitose promovendo significativo
desarranjo cromoss6émico. Ao considerar que o principio do ciclo celular é a formacgéo
de células idénticas, a produgdo de novas células com alteragéo significativa na
estrutura e/ou no numero cromossdémico tornam o funcionamento celular inviavel e
tendem a ser eliminadas de tecidos com desempenho normal, o que pode acarretar
efeito antiproliferativo significativo e morte dependendo do organismo considerado.
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De acordo com os rétulos dos polidores, tais produtos sdo constituidos por
surfactantes ndo saponaceos (néo especificados), acido cloridrico, acido sulfurico,
acido nitrico, conservante isotiazolinona, corante (ndo especificado), aditivo
antiespumante -ndo especificado- e aditivo anticorrosivo - ndo especificado. Para
0s compostos ndo especificados, ndo se encontrou na literatura informacdes sobre
quais compostos em especifico s&o utilizados na fabricacdo de saneantes polidores
de superficies metalicas. Para a isotiazolinona nédo se verificou estudos de avalicéo
de toxicidade sistémica e celular. No entanto, é sabido que essa substancia pode
provocar queimaduras em primeiro e segundo graus dependendo da concentracédo
utilizada (MONSALVEZ et al., 2011). Os acidos mencionados sado altamente corrosivos
e toxicos aos organismos vivos (TORRES et al., 2016).

Assim, os dados de citotoxicidade obtidos no presente estudo indicam a
necessidade de se avaliar saneantes polidores de aluminio em bioensaios mais
complexospara complementar os resultados de toxicidade aqui obtidos, e possibilitar
uma maior seguranca a populacéo na utilizagéo desses produtos e a outros organismos
que podem ser expostos a eles.
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RESUMO: A expansdo da cultura da cana-de-
acucar (Saccharum officinarum L.) no cenério
agricola brasileiro tem sido impulsionada por
tecnologias que contribuem na conservagao
do solo, reducéo de custo de produgéo e maior
produtividade. O solo é a base para producao
sustentavel,aqualidade do solo é umfatorque esta
diretamente relacionado com a sustentabilidade
das funcdes de um agroecossitema. Nesse
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sentido, € importante dar atencdo a qualidade
do solo que ¢ definida como sendo a capacidade
deste em funcionar dentro de um ecossistema,
de modo a manter sua produtividade, a qualidade
do ambiente e a saude de plantas e animais. A
qualidade do solo & uma tematica amplamente
discutida na literatura, principalmente no que
diz respeito a sua definicdo e ao conjunto de
atributos que podem mensura-la, levando em
consideracdo a grande diversidade quimica,
fisica e biologica. Neste contexto, a preocupagéo
com a avaliacdo da qualidade do solo tem sido
crescente, e a quantificacdo de alteragdes nos
seus atributos, decorrentes da intensificacao de
Seu uso e manejo, tem sido realizada objetivando
aumentar o indice de produtividade das culturas
e, a0 mesmo tempo, promover a sustentabilidade
do ecossistema terrestre. Dentre os indicadores
disponiveis para a avaliagdo da qualidade do
solo destacam-se a determinagéo da biomassa
microbiana e da respiragdo basal, ou seja,
indicadores biol6gicos de qualidade do solo.
Esses indicadores sdo mais suscetiveis que
os indicadores fisicos e quimicos as mudancas
impostas ao ambiente, como o uso e manejo
do solo, e por isso, podem indicar qualquer
alteracdo na sustentabilidade de um meio
ambiente. Assim, o objetivo deste trabalho foi
estudar a influéncia da cultura da cana-de-agucar
nos atributos biolégicos do solo, em duas regides
do estado de Goias (Quirinépolis e Goianésia),
em talhGes de cana-de-agucar com diferentes
anos de implantacdo, de modo a identificar
se ha equilibrio, sustentabilidade e possiveis
modificagdes no solo em decorréncia do cultivo
da cana-de-acgUcar.
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PALAVRAS-CHAVE: Setor Sucroalcooleiro, Bioindicadores de solo, Cerrado goiano.

ABSTRACT: The expansion of the culture of sugar cane (Saccharum officinarum L.)
in the Brazilian agricultural scenario has been driven by technologies that contribute
to soil conservation, reduced production costs and increased productivity. Soil is the
basis for sustainable production, soil quality is a factor that is directly related to the
sustainability of the functions of an agroecosystem. In this sense, it is important to
pay attention to soil quality, which is defined as the capacity of the soil to function
within an ecosystem, in order to maintain its productivity, the quality of the environment
and the health of plants and animals. Soil quality is a topic widely discussed in the
literature, especially with regard to its definition and the set of attributes that can
measure it, taking into account the great chemical, physical and biological diversity. In
this context, the concern with the evaluation of soil quality has been growing, and the
quantification of changes in its attributes, resulting from the intensification of its use
and management, has been carried out aiming to increase the productivity index of the
crops and, at the same time , promote the sustainability of the terrestrial ecosystem.
Among the indicators available for the evaluation of soil quality, the determination of
microbial biomass and basal respiration stands out, that is, biological indicators of soil
quality. These indicators are more susceptible than physical and chemical indicators
to changes imposed on the environment, such as land use and management, and
therefore, they can indicate any change in the sustainability of an environment.
Thus, the objective of this work was to study the influence of sugarcane culture on
the biological attributes of the soil, in two regions of the state of Goias (Quirinpolis
and Goianésia), in sugarcane stands with different years of implantation , in order to
identify whether there is balance, sustainability and possible changes in the soil due to
the cultivation of sugarcane.

KEYWORDS: Sugar and alcohol sector, Soil bioindicators, Cerrado goiano.

11 INTRODUGAO

O Brasil € um dos principais paises na produ¢édo mundial de cana-de-agucar,
tendo destaque em sua produtividade por hectare e no custo de producéo (Salles-
Filho et al. 2017). Obteve um rendimento de 620,44 milhdes de tonelada produzidos
na colheita de 2018/19 provenientes de uma area plantada de 8,48 milhdes de ha
(CONAB, 2020). Devido as questbes econdmicas, agrondmicas e ambientais grande
parte das areas que produzem cana-de-agUcar adotam a colheita mecéanica por ser
mais sustentavel, de modo a evitar a queima, além de permitir a manutencdo da
palhada sobre o solo (Leal et al., 2013).

Segundo levantamentos da CONAB (2019), a agroindustria sucroalcooleira
nacional, opera sob circunstancias positivas e sustentaveis, conciliando preocupacoes
relacionadas ao meio ambiente e aos efeitos indesejaveis da utilizacdo dos

combustiveis fosseis. Além da produgéo de etanol e acUcar, as unidades de produgéo
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tém buscado aumentar sua eficiéncia na geracdo de energia elétrica, auxiliando no
aumento da oferta e reducao dos custos e contribuindo para ampliar a sustentabilidade
do setor (Guimaraes, 2019).

A expansdo da cultura da cana-de-agUcar (Saccharum officinarum L.) no
cenario agricola brasileiro tem sido impulsionada por tecnologias que contribuem na
conservacao do solo, redugéo de custo de produgéo e maior produtividade (Schultz
et al., 2010).

O solo é a base para producao sustentavel, a qualidade do solo &€ um fator
que estd diretamente relacionado com a sustentabilidade das fungbes de um
agroecossitema (Camargo, 2016). Nesse sentido, & importante dar atengédo a
qualidade do solo que é definida como sendo a capacidade deste em funcionar dentro
de um ecossistema, de modo a manter sua produtividade, a qualidade do ambiente e
a saude de plantas e animais (Doran & Parkin 1994).

A qualidade do solo € uma tematica amplamente discutida na literatura,
principalmente no que diz respeito a sua definicdo e ao conjunto de atributos que podem
mensura-la, levando em consideracdo a grande diversidade quimica, fisica e bioldgica
(Melo et al., 2017). Neste contexto, a preocupagdo com a avaliagdo da qualidade
do solo tem sido crescente, e a quantificacdo de alteragcbes nos seus atributos,
decorrentes da intensificagdo de seu uso e manejo, tem sido realizada (Mercante
et al., 2008; Silva et al., 2010) objetivando aumentar o indice de produtividade das
culturas e, ao mesmo tempo, promover a sustentabilidade do ecossistema terrestre
(Oliveira, 2016)

Dentre os indicadores disponiveis para a avaliagdo da qualidade do solo
destacam-se a determinacdo da biomassa microbiana e da respiracdo basal
(Binemann et al., 2018), ou seja, indicadores biolégicos de qualidade do solo. Esses
indicadores sdo mais suscetiveis que os indicadores fisicos e quimicos as mudancgas
impostas ao ambiente, como o uso e manejo do solo, e por isso, podem indicar
qualquer altera¢@o na sustentabilidade de um meio ambiente (Bicalho, 2019).

Quantificar as alterac6es nos atributos do solo, resultado de sistemas produtivos
ou exploragéo de recursos naturais, permite avaliar interferéncias antrdpicas sobre o
ambiente, fornece informagdes para definir sistemas racionais de manejo, contribui
para tornar o solo menos suscetivel a perda de capacidade produtiva e colabora para
conservacao ambiental (Cardoso, 2008).

A compreensao e levantamento dos aspectos biolégicos e bioquimicos do solo
nas areas de producédo de cana-de-agucar sdo considerados critérios importantes
capazes de apontar a existéncia de degradacao e também advertir sobre potenciais
perturbagdes ou melhoria do solo, além de identificar a sustentabilidade e equilibrio
dos sistemas de manejo (Aratani et al., 2009). A cana-de-agUcar, por ser uma cultura
de expressivo impacto sobre o solo, torna-se necessario conhecer o efeito de
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alteracdes sobre os atributos do solo (Evangelista et al, 2013). Qualquer alteracdo no
solo pode alterar diretamente sua estrutura e atividade bioldgica e, em consequéncia,
a fertilidade, com reflexos na sua qualidade e na produtividade das culturas (Carneiro
et al., 2009).

Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia da cultura da cana-
de-acUcar nos atributos biolégicos do solo, em duas regides do estado de Goias
(Quirinépolis e Goianésia), em talhdes de cana-de-agucar com diferentes anos de
implantacéo, de modo a identificar se h& equilibrio, sustentabilidade e possiveis

modificagcdes no solo em decorréncia do cultivo da cana-de-aguUcar.

21 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cana de acucar

A cana-de-agicar é uma planta monocotileddnea, albgama e perene,
pertencente a familia Poaceae e do género Saccharum. Seus atuais cultivares sao
hibridos interespecificos, os quais possuem, em suas constituicbes genéticas, as
espécies S. officinarum, S. spontaneum, S. sinense, S. barberi, S. robustume S. edule
(Gupta et al., 2010).

A cana-de-agUcar € uma das principais culturas do mundo, fonte de
acuUcar, alcool e energia e cultivada em mais de 100 paises (WORDATLAS, 2016).
Aproximadamente 1700 milhdes de toneladas s&o produzidas anualmente em 24
milhdes de hectares. O maior produtor é o Brasil, com 620,44 milhdes de tonelada
produzidos em 8,48 milhdes de hectares na safra 2018/19 (CONAB, 2019).

A colheita da cana ocorre em periodos distintos para as regides Centro-Sul e
Nordeste, devido os diferentes regimes de chuvas. No Centro-Sul, as precipitacoes
ocorrem de setembro a fevereiro, fazendo com que o periodo de colheita se concentre
nos meses de abril/maio a novembro/dezembro. Por esta razédo indica-se a produg¢ao
no Brasil conforme o ano agricola (CONAB, 2019).

No Brasil, a regido Centro-Sul é a produtora de maior destaque, com cerca
de 90% da producao brasileira, sendo os 10% restantes produzidos na regidao Norte-
Nordeste. O estado de S&o Paulo € o maior produtor, possuindo 53% da producgéo
nacional, seguido por Goias, com 11% (CONAB, 2019).

A indUstria de cana-de-acUcar desde muito tempo é uma das atividades que
sustenta a economia brasileira. As usinas passaram a ter foco na produc¢éo do etanol
e, mais recentemente na bioeletricidade, nos alcoolquimicos e na comercializagao
de créditos de carbono. Tudo isso com a possibilidade do emprego de tecnologias
avangadas que aumentam a produtividade e reduzem custos (Neves et al, 2010).
A seguranca energética se destaca entre as razbes decisivas para o aumento da
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producé@o da cana-de-agucar. O aumento da popula¢gdo mundial e do consumo per
capita, associados ao problema da mudancga do clima apontam a necessidade de
acdes mais sustentaveis, nos ambitos sociais, econémicos e ambientais (Gauder et
al, 2011).

A produtividade agricola da cana-de-aglUcar apresenta uma variabilidade
em funcdo de diversos fatores e cenarios que vem sendo praticados no Brasil, os
quais podem variar segundo o tipo de preparo do solo, o tipo de plantio, o tipo de
tratos culturais (Oliveira et al, 2007; Andrade & Diniz, 2007), e ainda a composigéo e
quantidade do adubo aplicado.

Nos dias atuais, o interesse mundial em energia renovavel e as perspectivas
de expansao para a industria da cana-de-agucar apontam para a necessidade em
aumentar a sustentabilidade na producédo de cana-de-agucar por meios tecnoldgicos
que refletem na diversificagé@o de culturas e a integracao das cadeias produtivas (Silva
& Fernandes, 2014). Visto isso, um acompanhamento mais direcionado das culturas
de cana-de-acUcar deve ser proposto a fim de diagnosticar mais precocemente os
efeitos sobre a qualidade do solo, pensando na importancia dessa cultura.

2.2 Solos do cerrado

O solo é uma ocorréncia natural em que materiais organicos, minerais e
biolégicos formam uma mistura heterogénea e estruturas complexas, fornecendo um
ambiente favoravel para o desenvolvimento da vida (Jenny, 1992; Ditterich, 2016).
Entre as diversas fungdes que o solo desempenha, tem-se a de moderar a estocagem,
liberacao e ciclagem de nutrientes, da agua e outros elementos, habitat e suporte para
o crescimento de diversos organismos vivos, além de diversos servigos sociais, como
fonte de alimentos, vestuario e suporte para edificagées (Artiom, 2016).

Os solos do Cerrado sdo predominantemente Latossolos, estando presente
em cerca de 46% da area total do bioma (Embrapa, 2006). Latossolos sdo solos
muito antigos, &cidos, intemperizados e, portanto, pobre em nutrientes e suscetiveis
a erosao (Manzatto, 2002; Klink & Machado, 2005). Sao considerados solos de
mineralogia simples, prevalecendo o quartzo na sua fragédo grosseira (silte + argila),
com menores quantidades de muscovita e alguns feldspatos potéssicos, quando
derivados de rochas acidas. Magnetita e ilmenita com pequena propor¢ao de quartzo
prevalecem quando se desenvolvem a partir de rochas basicas, com destaque para o
basalto. Na fracéo argila séo variadas as quantidades de caulinita, gibbsita, goethita e
hematita, a depender do tipo de material de origem, da intensidade do intemperismo e
drenagem do sistema, entre outros fatores. O conceito central dos Latossolos prevé o
dominio de caulinita e 6xidos de ferro e aluminio, com menores propor¢des de outros
componentes na fragéo argila (Ker, 1997).

Além das condigbes de acidez e baixa disponibilidade de nutrientes, os solos
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do cerrado apresentam limitacdes relacionadas a solo e clima, as quais afetam
diretamente o desenvolvimento de uma agricultura intensiva. A alta probabilidade
de ocorréncia de periodos secos durante a estagdo chuvosa € uma das maiores
limitagdes a producéo de alimentos num sistema de agricultura ndo irrigada. Somando
esse fator a baixa capacidade de retencdo de agua no solo esse problema tende a
ser agravado. Um terceiro componente importante € a alta saturagéo por aluminio e/
ou baixo teor de calcio que age como uma barreira quimica a penetragéo das raizes.
As baixas produg¢des nesses ambientes podem ser justificadas pelo desenvolvimento
restrito do sistema radicular das culturas nos subsolos acidos dos cerrados, uma vez
que o volume de solo explorado pelas raizes nédo é suficiente para suprir a planta de
agua e nutrientes durante os periodos de estiagem que ocorrem na estagéo chuvosa
(Ritchey et al., 1980).

Dessa forma, o funcionamento dos ecossistemas naturais deste bioma é
dependente da matéria organica do solo (MOS) bem como de sua ciclagem, através
da atividade microbiana (Bustamante et al., 2004; Shaw & DeForest, 2013; Wallenstein
& Burns, 2011).

A baixa fertilidade dos solos ndo foi um empecilho para a ocupagédo pela
agricultura moderna, os aproximadamente 2 milhdes de km? de Cerrado originais,
mais da metade ja foi convertido em areas agricolas. Os principais usos agricolas do
Cerrado séo para pastagens e culturas anuais, com destaque para as monoculturas
de soja, cana-de-agucar, milho, café e algodao (Machado et al., 2004; Marris, 2005).

Os solos da regido apresentam elevado potencial para a agricultura mecanizada
intensiva, uma vez corrigidas as deficiéncias quimicas, mostram, sob vegetagéo
natural, propriedades fisicas favoraveis (Cerri et al., 1991).

O uso de culturas na cobertura do solo é uma estratégia para que haja melhorias
na qualidade ambiental, pois protege o solo dos agentes climéaticos, mantém ou até
aumenta o teor de matéria organica no solo, armazenando e reciclando nutrientes,
beneficiando também a atividade bioldgica do solo (Argenton et al., 2005).

2.3 Qualidade dos solos

A qualidade do solo é uma propriedade determinante para aumento de
produtividade e sustentabilidade das culturas, influenciando também na saude
das plantas, animais e consequentemente dos seres humanos (Melo et al., 2017).
A discusséo sobre qualidade do solo intensificou-se no inicio de 1990, quando a
comunidade cientifica, consciente da importancia do solo para a qualidade ambiental,
comecou a abordar nas publicagdes a preocupagcédo com a degradac¢do dos recursos
naturais, a sustentabilidade agricola e a funcdo do solo nesse contexto (Vezzani &
Mielniczuk, 2009).

Para Doran & Parkin (1994), a qualidade do solo é expressa quanto a sua
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capacidade em manter a produtividade biologica, a qualidade ambiental e a vida
vegetal e animal saudavel na terra. Geralmente é determinada por um conjunto de
atributos fisicos, quimicos e biologicos, que definem as diferentes caracteristicas do
solo e que influenciam suas diversas fungoes.

O termo saude do solo, usado normalmente como sinénimo de qualidade do
solo, significa assumir o solo como um sistema vivo e dindmico, cujas fun¢des séo
mediadas por uma diversidade de organismos que precisam de praticas adequadas
de manejo e conservacgéo. De acordo com Dumanski & Pieri (2000), a base cientifica
que respalda a busca por indicadores de qualidade do solo é a compreensao de que
esses indicadores estao direcionados para avaliagdo ou monitoramento das condicdes
do solo, que o tornam um corpo vivo. De outra forma, esses indicadores devem ter a
capacidade e a sensibilidade para medir e avaliar atributos e processos do solo que
interfiram na promogéao da sua vida.

O entendimento do solo como um corpo vivo significa considerar que todos os
seus processos e componentes estéo funcionalmente bem integrados. Dessa forma,
a vida do solo e os seus processos vitais sdo regulados pela biota do solo. Aregulagao
da biota sobre a decomposicdo de residuos organicos, ciclagem de nutrientes,
degradacao de poluentes quimicos e a sua forte influéncia sobre a estrutura do solo,
faz com que esses microrganismos e esses processos sejam naturalmente escolhidos
como indicadores da saude ou qualidade do solo (Papendik & Parr, 1992).

Com a necessidade de analisar a qualidade do solo, um conjunto minimo de
indicadores englobando caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas séo utilizados
(Cherubin et al., 2015). Esses atributos refletem o status ambiental ou a condi¢éo de
sustentabilidade do ecossistema (Araujo & Monteiro, 2007) e devem ser avaliados de
forma integrada entre eles.

Uma variedade de atributos fisicos, quimicos e biol6gicos pode ser usada para
caracterizar a qualidade do solo, devendo-se selecionar atributos apropriados para
cada forma especifica de uso da terra (Carter et al., 1997; Nortcliff, 2002). Pesquisas
tém apontado que alguns indicadores relacionados com a comunidade microbiana
do solo sé@o bastante sensiveis as alteracdes provenientes das atividades agricolas,
fornecendo, dessa forma, subsidios importantes para o correto planejamento do uso
da terra e manejo do solo (Stécker et al., 2017).

Bioindicadores sé@o propriedades ou processos biolégicos dentro do solo que
indicam a situagéo deste ecossistema (Cherubin et al., 2015), podendo ser utilizados
no biomonitoramento da qualidade do solo, que é a medida da resposta de organismos
vivos a mudangas no seu ambiente (Heger et al., 2012).

O nivel de alteracdo na qualidade do solo pode ser estimado avaliando o
estado atual de determinados atributos comparando com o estado natural do solo, sem

interferéncia antropica, ou com valores considerados ideais. Para ser considerado um
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bom indicador da qualidade do solo o parametro ou conjunto de parametros avaliados
deve ser facilmente mensurado, ser sensivel ao estresse no sistema, responder
de forma previsivel a perturbacéo, ser capaz de prever o estresse ou mudanca na
iminéncia de sua ocorréncia, ser integrativo, ter resposta conhecida a disturbios
naturais e agdes antropogénicas, ter padréao de variabilidade de resposta conhecido
devendo considerar o contexto espacial e temporal da unidade mensurada (Dale et
al., 2008).

2.4 Qualidade bioldgica dos solos

A preocupacgdo com a qualidade do solo tem crescido muito nos ultimos anos,
ja que seu uso e manejo intensivos podem diminuir sua capacidade de manter uma
producéo biolégica sustentavel (Carvalho et al., 2004). As mudancas na qualidade do
solo tém sido avaliadas utilizando indicadores apropriados que efetuam comparagoes
com valores desejaveis em diferentes intervalos de tempo, para um fim especifico em
ambientes diversos (Karlen & Stott, 1994; Chaer, 2001; Melo Filho et al., 2007).

Stenberg (1999) destaca que existe uma relacdo entre todos os atributos do
solo e nenhum indicador individualmente conseguira descrever e quantificar todos os
aspectos da qualidade do solo. Diversos par@metros microbianos podem ser utilizados
na determinagé@o do status de qualidade do solo, contudo um conjunto minimo de
indicadores deve ser utilizado para realizar uma avalicdo significativa da qualidade
do solo (Arshad & Martin, 2002), sendo os mais comumente utilizados a biomassa
microbiana e sua atividade (Paz-Ferreiro & Fu, 2016).

Os indicadores biologicos tém importante atuacdo no solo, podem ser
utilizados para monitorar trés parametros basicos: estrutura ou desenvolvimento
do solo, estoque de nutrientes e atividade biolégica (Gregorich et al., 1994). Esses
indicadores bioldgicos representam diferentes aspectos da qualidade do solo nos
diferentes ecossistemas (Elliott, 1997).

Segundo Doran & Parkin (1994), bioindicadores sé&o propriedades ou processos
biolégicos que ocorrem no solo que indicam as condicoes deste ecossistema,
podendo ser utilizados no biomonitoramento da qualidade do solo. Witting (1993)
define biomonitoramento como a resposta dos organismos vivos a mudangas no seu
ambiente.

As atividades dos microrganismos tém sido sugeridas como indicadores
potenciais de qualidade do solo, uma vez que elas respondem rapidamente a mudancgas
nas praticas de manejo (Pandey et al., 2014; Rasool et al., 2014), caracteristica que
nédo é observada nos indicadores quimicos ou fisicos. Em alguns casos, alteracdes
na populacéo e na atividade microbiana podem preceder mudancas nas propriedades
quimicas e fisicas, refletindo um sinal na melhoria ou na degradacao do solo (Araujo
& Monteiro, 2007).
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Os atributos bioldgicos e bioquimicos do solo sdo considerados 0s mais
sensiveis a pequenas variagbes que ocorrem no ambiente, fornecendo assim,
informacdes imediatas e precisas sobre mudancgas na qualidade do solo (Pascual et
al., 2000; Bending et al., 2004; Araujo & Monteiro, 2007; FlieBbach et al., 2007). Esses
atributos podem ser muito dindmicos e sensiveis a mudancas nas condi¢es do solo,
sendo assim, observado muitas vezes, preferéncia por atributos de natureza bioldgica
e bioguimica nas avaliagdes de curto prazo (Nortcliff, 2002).

Brookes (1995) descreve cinco critérios para selecéo e utilizagdo dos indicadores
bioldgicos para monitoramento da qualidade do solo: os atributos biol6gicos devem ser
exatos e avaliados para se obter respostas em uma ampla escala de tipos e condicdes
de solo; devido ao alto nUmero de amostras analisadas normalmente, os atributos
bioldgicos devem ser faceis e econdmicos de serem avaliados; os atributos bioldgicos
devem ser sensiveis a estresses, mas suficientemente robustos para nao fornecer
alarmes falsos; devem ter validagéo cientifica, com base na realidade e conhecimento
atual; dois ou mais atributos, independentes, devem ser utilizados.

O metabolismo microbiano do solo pode sofrer alteracdes devido ao sistema
de manejo adotado (conservacionista ou convencional) e o uso de residuos na
agricultura (agroquimicos, vinhacga, chorume), além de preparo e manejo do solo.
Esses procedimentos modificam alguns parametros, como disponibilidade e tipo
de matéria organica, pH e umidade (Gupta & Roget, 2004). A adogéo de sistemas
conservacionistas de manejo e uso do solo sdo opgdes que contribuem com a
sustentabilidade econémica e ambiental dos agroecossistemas (Barreto et al., 2006),
visto que estes possibilitam a melhoria ou manutencdo em relagcdo a qualidade de
seus atributos (Carneiro et al., 2009).

Atributos como a biomassa microbiana do solo (BMS), respiragéo basal (RBS),
quociente metabolico (gCO,) e quociente microbiano (gMic) s&o indicadores biologicos
que fornecem informagdes que servirdo de subsidios para avaliagéo da qualidade do
solo (Moreira & Siqueira, 2006).

ABMS é considerada-a parte mais viva e mais ativa da matéria organica do solo
e atua em importantes processos bioquimicos. Estudos mostram que os indicadores
bioldgicos sdo mais sensiveis que os indicadores quimicos e fisicos para detectar com
mais antecedéncia altera¢des que ocorrem no solo em fun¢éo do seu uso e manejo
(Stocker et al., 2017).

A BMS funciona como compartimento reserva de carbono, nitrogénio (N),
fosforo (P) e enxofre (S) no solo, elementos essenciais para o desenvolvimento
vegetal e como catalisador na decomposicao da matéria orgéanica (Souza et al., 2010).

A atividade microbiana representa todas as reacgdes bioquimicas catalisadas
pela biomassa do solo. As reacgdes catabolizadas pelos microrganismos sdo de

extrema importancia para a manutencdo da qualidade do solo. Além de atuar nos
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ciclos biogeoquimicos, os microrganismos podem degradar substancias toxicas,
controlar patégenos no solo, contribuir para a estruturacdo do solo, entre outras
funcdes (Silveira, 2011).

Os atributos biolégicos tém apresentado um bom desempenho como
indicador de mudancas de qualidade do solo, visto sua alta sensibilidade em detectar
mudangas, mesmo que minimas, no manejo do solo (Mendes et al., 2012). Cunha et
al. (2011) mencionam que esses atributos permitem medir condigbes de desequilibrio
ou equilibrio de um determinado ambiente. Os microrganismos do solo ainda atuam
com importantes reguladores na ciclagem dos nutrientes (Mendes et al. 2012).

Para andlise qualitativa dos solos, os indicadores biol6gicos, como carbono
da biomassa microbiana, respiracdo microbiana e quociente metabdlico, tém sido
sugeridos como mais sensiveis aos impactos causados pelo manejo, tendo em
vista que estes sistemas influenciam constantemente na atividade metabdlica dos
microrganismos do solo (Alves et al., 2011).

2.5 Matéria organica do solo: aspectos bioldgicos

A matéria organica do solo (MOS) pode ser definida como o conjunto dos
materiais organicos presentes no perfil do solo (Stevenson, 1994; Siqueira & Moreira,
2002). A acumulagéo de residuos de plantas e animais, parcialmente decompostos e
bioquimicamente transformados, produz a MOS. Esse material, em ativo estado de
decomposicao, estd submetido ao ataque continuo de microrganismos, de forma que
boa parte dele tem carater transitorio, sendo continuamente renovado pela adicdo de
residuos animais e vegetais (Silva & Resck, 1997).

A matéria organica do solo (MOS) é composta pela parte viva e pela parte
ndo vivente. A fracdo viva corresponde ao material organico que se encontra
temporariamente imobilizado, mas com potencial de mineralizagéo que esté associado
as ceélulas de organismos vivos como bactérias, actinomicetos, fungos, protozoérios,
algas, macrofauna e raizes, raramente superando 4% do C orgéanico total do solo
(Novais et al., 2007). Ja a parte nao vivente compdem 98% do C orgénico do solo,
podendo ser subdividida em matéria macrorganica e hUmus (substancias humicas e
nao-humicas).

Para Silva & Mendonca (2007) a matéria organica é constituida basicamente
de C, H, O, N, S e P. Segundo Guerra et al. (2008) esses elementos compdem as
unidades estruturais dos tecidos, como as proteinas, celuloses, hemicelulose, amido,
pectina, lignina e lipideos. O C compreende cerca de 58% da matéria organica do
solo, H 6%, O 33%, enquanto N, S e P contribuem com cerca de 3%, individualmente
(Silva & Mendonca, 2007).

Geralmente, a matéria organica do solo esta presente em maior quantidade

nas camadas superficiais, onde atua no suprimento de nutrientes e proporciona, ao
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mesmo tempo, as condicdes fisicas favoraveis ao crescimento dos vegetais. A MOS
exerce grande influéncia sobre as propriedades fisicas, quimicas e biologicas do solo,
apesar de, muitas vezes, apresentar-se em quantidades relativas muito pequenas na
maioria dos solos minerais (Brady, 1989).

AMOS contribui com uma parcela significativa da capacidade de troca de cations
do solo, além de ser, provavelmente, o principal fator responsavel pela estabilidade
dos seus agregados e fornecer os componentes necessarios a sobrevivéncia e
crescimento dos microorganismos (Brady, 1989). Por todas estas razdes, a quantidade
e a qualidade da matéria organica séo fundamentais na determinacgéao da qualidade do
solo (Brady & Weil, 2008).

Dentre os efeitos da MOS sobre o solo pode-se destacar: a liberagéo
de nutrientes para as plantas e microorganismos, resultado dos processos de
decomposicao e mineralizagéo; formagéo de complexos solUveis com micronutrientes
catiénicos (Fe?*, Cu?, Mn?* e Zn?*), aumentando o seu transporte e disponibilidade;
combinagdo com argilas, exercendo importante fungéo cimentante na formacao de
agregados e melhorando a estruturagéo do solo; retengéo de 4gua; contribuicdo para
coloragdo mais escura do solo, facilitando seu aquecimento; aumento da capacidade
de troca de cations do solo (Stevenson, 1994; Sparks, 1995; Furtini Neto et al., 2001).

As bactérias do solo constituem o grupo de microrganismos que apresenta a
maior abundancia e diversidade entre as espécies de microrganismos que compdem
a MOS. Esses organismos apresentam uma elevada taxa de crescimento e grande
capacidade de decomposicao dos diferentes substratos contidos no solo, exercendo
um importante papel na decomposicdo da matéria organica e na ciclagem dos
elementos (Brandao, 1992).

Os fungos sdo organismos quimiorganotréficos cuja principal funcdo no
solo é a decomposicdo de residuos orgéanicos (Moreira & Siqueira, 2006). Séo
predominantes em solos acidos, onde sofrem menor competicdo, uma vez que
bactérias e actinomicetos sao favorecidos por ambientes neutros e alcalinos. Por isso,
os fungos podem ser encontrados em solos com pH entre 3 e 9, devendo-se observar,
porém, que o valor 6timo é variavel com a espécie (Brandao, 1992).

Pode-se dizer que a matéria organica do solo € a fragdo mais importante para
o suporte das populagbes microbianas desse ecossistema, especialmente a por¢éo
biologicamente disponivel da MOS. A biomassa microbiana, que representa parte
do componente vivo da matéria organica do solo, constitui de 2 a 7% do carbono
orgéanico no solo e atua como um mecanismo promotor da mineralizagcédo da MOS e
da liberagéo de nutrientes (Gupta & Roget, 2004).

2.6 Indicadores biolégicos do solo
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2.6.1 Respiracdo Basal do Solo

A respiracdo basal € um pardmetro usado para quantificar a atividade
microbiana. Ela representa a oxidagéo da matéria orgénica do solo por organismos
aerbbios. Esse parametro mede a atividade biol6gica do solo onde os microrganismos
degradam os compostos organicos a CO, (Silva et al., 2013). Utilizam O, como aceptor
final de elétrons e liberam CO, (Anderson, 1982). As bactérias e os fungos séo os
principais responsaveis pela liberagdo de CO, via degradacdo da matéria orgénica
(Silva et al. 2007).

A respiracdo basal reflete a velocidade de decomposicdo de um residuo
organico adicionado ao solo. Quando essa atividade microbiana é alta ocorre maior
decomposicao e, consequentemente, liberacéo de nutrientes para as plantas, porém,
também pode significar perdas de carbono do solo, a longo prazo (Souza et al., 2010).

A respiracdo basal do solo € uma atividade metabdlica que depende do
estado fisiologicos das células microbianas, e sofre influéncia de fatores, tais como
a umidade, a temperatura, a estrutura do solo, a textura, a quantidade de matéria
organica, dentre outros (Silva et al., 2010). A avaliagcdo da respiragdo do solo € a
técnica mais frequente para quantificar a atividade microbiana, sendo positivamente
relacionada com o conteudo de matéria organica e com a biomassa microbiana (Alef
& Nannipieri, 1995).

2.6.2 Carbono e Nitrogénio da Biomassa Microbiana

Para se avaliar a qualidade do solo sdo propostos indicadores que sejam
sensiveis as mudancgas no solo. A Biomassa Microbiana do Solo (BMS) é dita
como a fragéo viva e mais ativa da matéria organica do solo, sendo formada por
microrganismos menores que 5.10-3 ym3 como fungos, bactérias, protozoarios e
algas, representando em média de 2 % a 5% do C organico (Jenkinson & Ladd,
1981) e 1 % a 5% do nitrogénio total do solo (Smith & Paul, 1990).

O carbono é a estrutura de toda atividade biolégica, os tecidos vivos que
constituem os organismos, corresponde ao componente vivo da matéria organica,
constituido por bactérias, arqueas e eucariotos, excetuando-se a biomassa de
raizes e a macrofauna (Kaschuk et al., 2010). Todas as substancias organicas
contém o elemento carbono em sua composi¢do, sendo que, em média, o C
compreende cerca de metade da massa de toda MOS (Brady & Weil, 2008).

O carbono da biomassa microbiana & um importante parametro de ciclagem
de nutrientes nos ecossistemas, pois representa a fracdo da matéria orgénica do
solo (MOS) mais facilmente decomponivel (Rangel-Vasconcelos et al., 2015),
permitindo a avaliagdo mais rapida e precoce de suas alteragcbes (Garcia-Orenes
et al., 2013), quando comparada aos atributos quimicos e fisicos (Kaschuk et al.,
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2010). Reflete tendéncias de mudangas que estdo ocorrendo na mesma (Feigl et
al. 1998) tornando-se um indicador sensivel de qualidade do solo.

O nitrogénio da matéria viva encontra-se principalmente nas plantas, sendo
representado por 94% do total, outros 4% estdo na microbiota e 2% nos animais.
Estima-se que o N da matéria organica do solo varia entre 3.10'7 a 5,5.10" g de N;
sendo 1,5.10" g de N na biomassa microbiana do solo e 1,0.10'® g de N orgénico
no solo (Moreira & Siqueira, 2006). Desta forma, o solo representa o principal
reservatorio de ligacdo entre os componentes da biosfera (Rochette & Angers,
1999).

Diversos fatores podem influenciar a biomassa microbiana, refletindo em
alteracdes na densidade e atividade dos microrganismos no solo. Dentre eles sao
a disponibilidade de carbono e outros nutrientes (N, P e S), umidade, aeragéo, pH,
teor e tipo de argila e textura do solo (Moreira & Siqueira, 2006). E ainda, pode ser
influenciada pelas variac6es sazonais de umidade e temperatura, pelo cultivo e,

também, pelos residuos vegetais (Venzke Filho et al., 2008).

2.6.3 Quociente Metabolico (qCO,)

A analise individual do carbono da biomassa microbiana (Cmic) e da
respiracdo basal do solo (RBS) pode fornecer informagbes limitadas quanto a
atividade microbiana. Dessa forma, o quociente metabdlico, junto com essas variaveis
é proposto para fornecer informacdes mais adequadas para melhor entendimento da
atividade bioldgica do solo (Alves et al., 2011).

O quociente metabdlico (qCO,) é a raz&o entre a respiragéo basal e a biomassa
microbiana do solo, por unidade de tempo (Anderson & Domsch, 1993). Ele expressa
quanto de CO, ¢ liberado pela biomassa microbiana em fungéo do tempo (Alves et al.,
2011). Esse parametro pode ser usado como indicador na avaliagdo de mudancas na
qualidade do solo, verificando o nivel de estresse da biomassa microbiana.

Biomassa Microbiana mais eficiente € aquela que perde menores quantidades
de C na forma de CO, (no processo de respiracéo) e incorpora mais C aos tecidos
microbianos, ou seja, sistemas com menores taxas de gCO,. Por outro lado, valores
maiores de quociente metabdlico indicam que os microrganismos do solo estéo
em condicdes de estresse e, portanto consomem mais carbono oxidavel para sua
manutencao (Partelli et al., 2012) ou ainda, significa que as popula¢des microbianas
podem estar em estagios iniciais de desenvolvimento (Anderson & Domsch, 1993).

2.6.4 Quociente Microbiano (gMic)

Quociente Microbiano (gMic) é a relagdo entre o Carbono da biomassa
microbiana e o Carbono orgénico do solo (Anderson & Domsch, 1993). Esse parametro
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tem sido utilizado como indicador da qualidade da matéria organica do solo, pois
indica a quantidade de carbono organico que esta imobilizado na biomassa e aponta
a eficiéncia dos microrganismos na utilizacdo dos compostos orgéanicos (Silva et al.,
2010).

O gMic expressa o percentual de carbono orgénico total no solo, e pode-se
observar que areas com baixa atividade microbiana apresentam baixos valores de
quociente microbiano, indicando menor reserva de compostos organicos nessas areas
(Carneiro et al., 2009). indices elevados de gMic indicam que a matéria organica do
solo é ativa e esta sujeita a ser decomposta pela microbiota.

Em ecossistemas estaveis, com condi¢bes favoraveis, ha uma tendéncia de
aumento da atividade microbiana e, em consequéncia, o gMic tende a crescer até
atingir um equilibrio (Powlson et al., 1987). Desse modo em ambientes preservados,
em equilibrio, o valor desta relacdo pode ser usado para avaliar qualidade do solo.

Araujo et al. (2007) afirma que em areas de cultura de cana-de-acUcar a alta
atividade microbiana ndo necessariamente indica melhoria na qualidade do solo,
de modo que os processos de decomposi¢cdo de matéria orgénica sdo acelerados
causando a diminuicdo do tempo desse componente no solo.
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RESUMO: O cancer de pele é o tipo de cancer
mais comum no mundo. Acomete em grande
parte as populacdes de pele clara, sendo o
cancer de pele ndo melanoma (CPNM) o mais
frequentemente encontrado. Os pescadores
sdo profissionais que estdo incluidos dentro do
grupo de risco devido a sua frequente exposicéo
aos raios solares. Diante dessa problematica,
vivenciada por essa comunidade vulneravel, e
por ser esta profissdo a de maior fonte de renda
dos moradores do municipio de Piagabugu/AL,
faz-se necessario trabalhar esta tematica nas
escolas da regido. Este tema est4 vinculado ao
conteudo de histologia contido no Livro Didatico
utilizado pela escola nas turmas da EJA. Este
trabalho teve como objetivo a construgdo de um
material didatico para auxiliar na execugéo de
acoOes de educacao e salde a respeito do cancer
de pele. As atividades foram executadas na
Escola Estadual Correia Titara, nas turmas da 12
e 3?2 séries do Ensino Médio da modalidade EJA,
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inserida na comunidade que abriga a colénia de
Pescadores Américo Pereira de Brito - Z19, no
municipio de Piagabugu/AL. O material produzido
trata-se de um folder informativo com as
principais abordagens a respeito da prevencéo,
diagnéstico e tratamento do cancer de pele. O
material foi avaliado segundo critérios referentes
ao conteudo, linguagem, estrutura e atividades,
contribuindo com o processo de aprendizagem
dos envolvidos. Ao final das agdes, foi distribuido
o folder informativo aos estudantes envolvidos
que serviu como orientagdo acerca de novas
concepgoOes a respeito da doenca e suas formas
de prevencéo, possibilitando maiores cuidados
com a saude. O material produzido atendeu
aos critérios pré-estabelecidos e ainda podera
contribuir como ferramenta de multiplicacéo de
conhecimento na comunidade.
PALAVRAS-CHAVE: Cancer de pele;
Comunidades vulneraveis; Educacdo e Saude;
EJA.

ELABORATION OF TEACHING MATERIAL
FOR EDUCATION AND HEALTH ACTIONS
ON SKIN CANCER IN EJA IN FISHING
COMMUNITY OF PIACABUGU/AL

ABSTRACT: Skin cancer is the most common
type of cancer in the world. It affects mostly
light-skinned populations, with non-melanoma
skin cancer (NMSC) being the most often found.
Fishermen are professionals who are included
in at risk because of their frequent exposure to
sunlight. Given this experienced by this vulnerable
community, and because this profession is one
of Larger source of income of the residents of
Piagabucgu / AL, it is necessary to work on this
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theme in the schools of the region. This theme is linked to the histology content
contained in the Textbook used by the school in EJA classes. This work aimed to build
a didactic material to assist in the execution of education and health actions regarding
skin cancer. The activities were carried out at the Correia Titara State School, in the
1st and 3rd grades of the EJA High School, inserted in the community that houses the
Américo Pereira de Brito Fishermen’s Colony - Z19, in the municipality of Piagabugu /
AL. The material produced is an informative folder with the main approaches regarding
the prevention, diagnosis and treatment of skin cancer. The material was evaluated
according to criteria related to content, language, structure and activities, contributing
to the learning process of those involved. At the end of the actions, the informative
folder was distributed to the students involved, which served as guidance on new
conceptions about the disease and its prevention, allowing greater health care. The
material produced met the pre-established criteria and may still contribute as a tool for
knowledge multiplication in the community.

KEYWORDS: Skin Cancer; Vulnerable Communities; Education and health; EJA.

INTRODUCAO

Os materiais didaticos s&o bastante utilizados por profissionais da educacao
por serem considerados como recursos pedagogicos de capacidade instrucional
que se elabora para fins didaticos (BANDEIRA, 2009). Desta forma, eles podem ser
utilizados para abordagem de tematicas diversas em agdes que envolvam educagao
e saude.

O céancer de pele é atualmente considerado como o cancer mais comum
no mundo, sendo o cancer de pele nao melanoma (CPNM) o mais frequentemente
encontrado (90% dos casos). Acomete mais as populacdes de pele clara, do fototipo
que queima e nao bronzeia e, por isso, hispanicos, asiaticos e negros desenvolvem
em menor numero esse tipo de cancer (INCA, 2015).

Dados publicados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimam uma
incidéncia mundial de 2 a 3 milhdes de casos de CPNM ao ano, e ainda, mostram
que em cada trés cénceres diagnosticados no mundo, um é de pele; e, entre os
americanos, um em cada cinco individuos o desenvolvera ao longo da sua vida. No
Brasil, a estimativa para o0 ano de 2018 foi de 165.580 novos casos de CPNM, destes,
85.170 ocasionados em homens e 80.140 entre as mulheres (OMS, 2018).

Tendo em vista a frequéncia cada vez maior de cancer de pele na populagéo
brasileira, inclusive na populagéo pesqueira, e a caréncia de informacdes de prevencao,
faz-se necesséario um melhor esclarecimento a populagcdo quanto a importancia da
prevencao a exposicao de agentes mutagenos, como a radiacéo ultravioleta do sol
(CASTILHO et al., 2010). Os profissionais da pesca estdo enquadrados dentro dos
grupos vulneraveis em relagéo ao cancer de pele, merecendo especial atencdao no
tocante ao planejamento e execug¢do de a¢des com essa temética, em virtude do
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tempo de exposicéo a radiagéo solar, principalmente em horarios inapropriados, sem
protecgéo.

Em trabalhos realizados com descricao de aspectos de seguranga de pesca,
no Pontal do Peba (Piacabucu/Alagoas), foi relatado que 97,3% dos pescadores
afirmaram nunca ter tido problema algum causado pela radiagdo solar, porém, 13,51%
conhecem pescadores com problemas causados pela radiagéo (cancer de pele). Além
disso, apenas 18,92% dos pescadores fazem uso de medidas preventivas como usar
protetor solar regularmente; 40,54% dos pescadores nunca usaram, ou usam as
vezes (SILVA, 2014).

Os principais fatores responsaveis pelo aumento da ocorréncia do CPNM sao
o crescimento do buraco na camada de 0zbnio, 0 aumento do tempo de exposi¢éo
aos raios UV pelo crescimento das praticas de atividades ao ar livre e mais individuos
com episodios de queimaduras solares intermitentes na pele. Sua incidéncia tem
aumentado principalmente numa faixa etéria cada vez mais jovem. Por isso, a
prevencgdo, o diagndstico inicial e o tratamento tém um substancial significado na
saude publica e grande impacto nas politicas governamentais (JUNBERG et al., 2012).

Diante desta problematica, &€ de suma importancia que agdes com a finalidade
de educacgéo e saude sejam planejadas e trabalhadas, a fim de que as populacdes
vulneraveis recebam orientacdo e informacgdo acerca da prevengdo e tratamento
do Céncer de pele. Assim, este trabalho teve como objetivo produzir um material
didatico como ferramenta de auxilio as agdes educativas de promogéo da salde e
prevengao ao Cancer de pele para os Estudantes do Ensino Médio da EJA, Educacao
de Jovens e Adultos, de uma escola do municipio de Piacabucu/AL. Essa modalidade
€ caracterizada por a maioria dos estudantes terem abandonado os estudos para se
dedicarem as atividades laborais (SILVA, 2015), principalmente a atividade pesqueira,

na regido, e ajudar a compor a renda da familia.

METODOLOGIA

O municipio de Piagabucu é caracterizado por suas aguas calmas e areia
fina e escura, destacando-se as extensas formagdes de dunas encontradas por toda
a praia, especialmente na Foz do rio Sdo Francisco. E conhecida por ser um dos
lugares mais importantes de desova das tartarugas marinhas que habitam nas costas
brasileiras e que estdo protegidas pelas leis do pais (IBGE, 2017). Localizado na
parte sul da faixa litoranea do estado de Alagoas, inserido na mesorregiao do Leste
Alagoano e microrregido de Penedo, o municipio de Piacabugu ocupa uma éarea de
aproximadamente 293 km? e fica a 140 km de distancia da capital. E vizinho dos
municipios de Feliz Deserto e Brejo Grande, e fica situado a 20 km a Sul-Leste de
Penedo, a maior cidade nos arredores.
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Segundo Rezende e Oliveira (2015), a colénia de pescadores Z-19, em
Piagabucu, € a que apresenta maior niumero de associados (3.980 pescadores) na
regido do Baixo Sao Francisco, porque concentra, além dos pescadores do Baixo
Séo Francisco (BSF), pescadores marinhos do Pontal do Peba e de povoados
circunvizinhos. Os pescadores do BSF trabalham, em média, 04 dias por semana, 8
horas por dia, apresentando jornada de trabalho similar aos trabalhadores formais (8
horas/dia). A principal fonte de renda provém da atividade primaria, como a plantagao
do coco, do arroz, da cana-de-agucar e principalmente, da pesca. Piagabugu também
tem o maior banco de camarao da Regido Nordeste do Brasil e € um importante p6lo
pesqueiro. Os pescadores do baixo Sao Francisco, em sua maioria (83%), tém a
pesca como principal fonte de renda, ressaltando a importancia socioeconémica da
atividade pesqueira para a maioria das regides ribeirinhas (IBGE, 2017).

O projeto foi desenvolvido na Escola Estadual Correia Titara, no municipio de
Piacabucu- Alagoas, que fica localizada na Rua Tamandaré, Centro, nas turmas da 1?2
e 3% séries do Ensino Médio da Educacao de Jovens e Adultos. A Escola é a Unica no
municipio, mantida pela Secretaria Estadual de Educacgéo de Alagoas, contemplando
24 turmas distribuidas nas modalidades do Ensino Fundamental (8° e 9° anos), Ensino
Médio regular e a Educagéo de Jovens e Adultos, nos turnos matutino, vespertino e
noturno, respectivamente, de segunda a sabado. O calendario escolar € dividido em
dois semestres. A forma de organizagéo do Ensino Fundamental é bimestral e na
EJA, os trés anos letivos do ensino médio sdo cursados em dois anos com divisdo de
quatro periodos escalonados em 6 meses cada.

Foi realizado um levantamento bibliografico sobre a frequéncia do cancer de
pele no mundo, no Brasil, no Estado de Alagoas e no municipio de Piagabugu/AL e
sua incidéncia nas diferentes profissdes para servir de base para a elaboragéo do
material didatico e das palestras educativas na escola.

Com base nas informagdes extraidas do levantamento bibliografico sobre o
céancer de pele, foram preparadas palestras educativas sobre educacéo e saude, para
os estudantes do 1° e 3° anos da EJA, com foco nas orientagbes de causa (exposicéo
excessiva aos raios solares em horarios inadequados), prevencao (uso regular de
recursos como protetor e vestimenta apropriada) e tratamento do cancer de pele por
meio de um médico especialista, uma vez que grande parte dos estudantes exerce a
atividade pesqueira.

As agbes educativas tiveram como finalidade responder questdes a cerca da
orientacéo, prevencao e tratamento do cancer de pele, visto que uma grande parte
destes estudantes exerce a atividade pesqueira corriqueiramente, sem os devidos
cuidados; foi respeitado o calendario escolar, para que estes estudantes pudessem
atuar como facilitadores e multiplicadores do conhecimento junto a comunidade onde
vivem, promovendo a incorporacao de habitos saudaveis de prevencédo de cancer de
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pele, no seu dia a dia.

Pensando em melhor atender aos estudantes da EJA, diante das
particularidades apresentadas por este publico, foi proposto um material didatico
informativo que os auxiliassem no processo de aprendizagem acerca da temética
abordada nas palestras. Foi produzido um material didatico auxiliar (folder) com
informacdes diretas e objetivas, utilizando uma linguagem clara, de f4cil entendimento
e compativel com o grau de escolaridade dos envolvidos, visando ao planejamento
didatico-pedagdgico para a melhor assimilagdo dentro da sala de aula. Assim, é
possivel mediar a construgdo do conhecimento com recursos que podem estimular
o estudante por meio da percepcdo visual, auditiva ou ambas, simultaneamente
(FREITAS, 2007). Ao final das palestras, os folders foram distribuidos aos estudantes,
muitos deles pescadores da Col6nia Z — 19.

O material didatico foi analisado no pré-uso e no uso segundo Cunningsworth
(1995), que visa a compreensdo do material, suas caracteristicas, seus objetivos,
dentre outros aspectos, para atender aos critérios de contetdo, linguagem, atividades e
estrutura, dentre outros, adequados aos educandos da EJA. Os quadros comparativos
foram adaptados de Silva et al., (2015).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Acdes educativas na Escola — Palestras

Nas palestras de educacao e saude foram abordados conceitos sobre o cancer
de pele, causas e 0s principais meios de prevencao: uso do protetor solar e vestimentas
adequadas e a ndo exposi¢ao aos raios solares em horarios inadequados, além de
ilustracGes de imagens para reconhecimento da lesdo e a importancia da realizagéo
do autoexame da pele (Figura 3).

Durante as palestras, foi possivel observar o interesse dos estudantes sobre
o assunto. Os mesmos participaram fazendo questionamentos, a medida que surgia
alguma duvida, tais como: se a cor dos olhos era um fator de risco; se o cancer
era transmissivel; se pessoas de pele escura poderiam desenvolver cancer de pele,
dentre outras.

Apés as agoes, foram distribuidos os folders em forma de material didatico
complementar que continham informacgdes sobre o cancer de pele, as principais
formas de prevencgao, sintomas e tratamento. O ensinar e aprender na EJA sdo um
desafio. E necessario chamar a atencdo dos estudantes e adequar os contetidos a
praticas palpaveis para explicar de maneira mais proxima da realidade, deixando a
aprendizagem mais significativa e mais préxima de seu mundo (SILVA et al., 2014).
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Figura 3. Acéo de educagéo e saude contra o cancer de pele, com estudantes da 12
(A) e 3% (B) séries do Ensino Médio, modalidade EJA

Fonte: autor 2019.

Construcao do material didatico

O folder informativo elaborado (Figura 4) serviu como ferramenta de apoio
as acgdes educativas, contendo informagdes que permitissem ajudar aos leitores em
relacdo a prevencao, diagndstico e ao tratamento da doenga. As informacgdes contidas
foram extraidas por meio do levantamento bibliografico realizado e adaptado para uma
linguagem mais adequada a este publico, com adaptacdes e correlagdes vinculadas a
histologia, conteudo abordado no livro didatico.
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Cancer de Pele

De acordo com o Instituto
Nacional do Cancer (INCA), Cancer & onome
dado a um conjunto de mais de 100 doencas
que tem em comum o© crescimento
desordenado (maligno) de células que
invadem os tecidos e orgaocs, podendo
espalhar-se (metastase) para outras regides
docorpo.

Embora o cancer de pele seja
o tipo mais frequente, correspondendo a % .
cerca de 25% de todes os tumores malignos | |ry 3. Cancer depeie

Prevencio
Nem todos os melanomas
podem ser evitados, mas algumas actes
podem reduzir o risco deterum:
B

Fig I Cancerde pele melanoma  Fig 2 Cancer de pele melanoma
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sol & o principal fator de
risco de cancerde pele.

Fig 4 Cincarde pale
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(OLIVEIRA, M. 2010). ; ey [T ] “
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de pele melanoma (CPM), mais agressivo _* b Mo el o

vermelho,

(fig. 1 e 2), porém, mencs comum e o cancer - . [ D)Diametro: seosmal, pmacu |
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frequente e menos agressivo (fig. 3 e 4). 0

cancer de pele nic melanoma (CPNM), se Autoexame

canceres de pele; e o CPNM, de baixa :

letalidade, corresponde a 90% dos canceres -Observar regulanmente a prépria pele,  procura gom e

de pele e 25% de todos os tumores malignos de pintas ou manchas suspeias: e

regstrados no Brast (CEAALLOS o al, 2014). ~Consultaro médice dermatologista, pelomenos
uma vez ao ano.

divide em: carcinoma basocelular (CBC) e o

carcinoma espinocelular (CEC). 4 {
O CPM, apesar da elevada \ !

mortalidade, representa apenas 4% dos ;’

Figura 4. Material didatico - folder informativo (frente (A); verso (B)).

Avaliacao do material didatico

Os materiais foram avaliados no pré-uso: avaliagdo da possibilidade de
emprego do material com base na andlise de necessidade e no uso: compreensao
e avaliacao do material na pratica com a aplicagéo pelo professor e a recepgao pelo
aluno. Afinalidade de compreenséao e avaliagéo da eficacia, da adequagéo ao contexto
e as opinides e constatagdes do professor e alunos, buscam sempre envolver todos
os participantes no processo (educadores e educandos) possibilitando assim, sugerir
alteracdes na concepg¢édo do material, tanto na estrutura quanto na linguagem. A
avaliacao do material didatico foi realizada através de critérios estabelecidos por Silva
et al, (2015), conforme quadros abaixo:

Observacoes Sim Nao Em parte
As informagbes sdo adequadas X
As informacges essenciais estao destacadas no texto X
Ha informagdes sem relevancia X

O material propicia novas informacdes

O conteudo atende ao proposito do curso
Os objetivos estdo claros

Ha sequéncia gradual do conteudo

X X X X X

Fomentam-se atitudes de cooperacao e participagéo.

Quadro 1 - Avaliagdo do folder “Combate ao cancer de pele” quanto ao contetdo.
Fonte: adaptado de Silva et. al, (2015)
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Foram observadas as informacbes essenciais e conceitos de simples
compreensao e aplicagéo para que o principio minimo de qualidade e clareza fosse
atendido, e garantindo que estivessem de acordo com o plano de ensino do professor,
visto que o conteudo faz parte do ementério utilizado na EJA, e possibilitando-lhes
uma melhoria no processo de ensino e aprendizagem, estimulando a participacao
e a cooperacédo (Figura 8). Tais dados coadunam com a pesquisa de Mercado e
Freitas (2013) ao afirmar que a analise do contetdo é feita por meio do perfil dos
alunos, dos objetivos da unidade de ensino, da atualidade, da profundidade e do
nivel de linguagem apresentado.

Cancer de Pele

De acordo com o Instituto
Nacional do Cancer (INCA), Cancer € onorme
dado a um conjunto de mais de 100 doencas
que Tern eem CcomMmum o 2 crescimento
desordenado (maligno) de céelulas gue
invadem os tecidos e oargaos, podendo
espalhar-se (metastase) para outras regioes
do corpo.

Embora o cancer de pele seja
o tipo mais frequente, correspondendo a
cerca de 25% de todos os wsmores malignos
registrados no Brasil, quando detectado
precocemente, este tipo e cancer

ta altos percentuais de cura

(OLIVEIRA, M. 2010).

TWPOS DE CANCER DE PELE

O cancer de pele pode ser
dassificado emn dois grupos distintos: cancer
de pele melanoma (CPM). mais agressivo
(fig. 1 e 2), porémm, Mmenos COMAUIM € O Cancer
de pele ndo melanoma (CPNM), mais

cancer de pele nao melanoma (CPNM), se

mortalidade, representa apenas 4% dos
canceres de pele; e o CPNM, de baixa
letalidade, corresponde a 90% dos canceres
de pele e 25% de todos os tumores malignos
registrados no Brasil (CEBALLOS et. al, 2014).

Figura 5. Recorte do folder “Combate ao cancer de pele” destacando o contetdo.

Observacoes Sim Nao Em parte

As orientacbes séo claras e objetivas sobre o que fazer
Propiciam oportunidade para compreensao do assunto estudado
Permitem autoavaliagéo

Atendem ao contedo exposto

Estédo bem distribuidos no texto

X X X X X

Quadro 2 - Avaliagao do folder “Combate ao cancer de pele” quanto as atividades.
Fonte: adaptado de Silva et. al, (2015)

As Ciéncias Biologicas e a Interface com varios Saberes 2 Capitulo 20



Em relagdo as atividades propostas, foram trabalhadas de forma ludica e com
clareza para que facilitassem o entendimento dos estudantes, visto que o contetdo
exposto faz parte da ementa do curso, permitindo que o professor(a) utilizasse
também na avaliacdo da aprendizagem. Foram propostas atividades ludicas para o
desenvolvimento do raciocinio (Figura 9), concretizando a metodologia agéo-reflexao-
acao que corrobora com a proposta de Mercado e Freitas (2013) ao destacar os
questionamentos levantados nos materiais didaticos para exercitar o raciocinio critico,
a capacidade de observagéo e analise e o estabelecimento de rela¢des, estimulando

0S mesmos a pensar uma situagao-problema.

ECL [ ST LS LA CIRLLA L £ S
3 i mmts eresolerades, varnos briricar 18 focs 7
Pias mOten TEITOS QLIS Sespamrms miguns Ot
Pors mros protoger dos raios solaros
Encontres mo Codgs - palarvrses
=
' LB AFNROTETD RN
A JMC S TC rovDmN
I DC A FEULPFLEA
S SN 0OV ILAMTEFG
) JARUVREODEBECEBEET
O U A RDASOLSAA
.-v--'- - -

———

Figura 6. Recorte do folder “Combate ao cancer de pele” destacando as atividades
propostas para autoavaliagdo.

Observacoes Sim Nao Em parte

Alinguagem é clara e direta
O estilo propicia interlocugéo com o leitor

Propbe questdes, atividades que estimulam e provocam o leitor

X X X X

E adequado ao interlocutor

Quadro 3 - Avaliagao do folder “Combate ao cancer de pele” quanto a linguagem.

Fonte: adaptado de Silva et. al, (2015)
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A linguagem utilizada no folder esta adequada as séries em questéo, com
algumas adaptacgoes de termos especificos do tema para deixa-la clara e direta, afim
de que permita uma maior interacdo entre o aluno e o professor (Figura 10). Neste
item, a andlise converge com a proposta de Mercado e Freitas (2013) ao destacarem
uma Linguagem dialdgica proposta nos materiais didaticos na qual se propée uma
participagdo ativa do aluno, estimulando-o a participar de um diélogo: interrogar,
escutar, responder, concordar, questionar, divergir e propor pausas reflexivas.

]

Fig 1: Cancerde pele melanoma

Fig 2: Cancer de pele melanoma

Fig.4:C

s
Fig 3 Cancer de peleniio

Regra do ABCD. que consiste em avaliar
quatro caracteristicas distintas:

A) assimetriadalesdo uma metade &

pelenio

L muito diferente da ouwa pode ser sinal
- 4 M| decancer
i B) Borda irregular: quando o contomo
. e | 4o sinal borda cupintanio éliso:

€) Cor: as lesBes malignasapresentam

T - ‘E-.* varias cores, como preto, mamom

vermelho;

‘= 5 - D) Didmetro: se o sinal. pinta ou
P mancha tém um dikmetro maiorque

-Observar regularmente a propria pele. a procura
de pintas ou manchas suspeitas:
~Consultar o médico dermatologista. pelo menos
uma vez ao ano.

Figura 7. Recorte do folder “Combate ao cancer de pele” destacando aspectos da
linguagem aplicada ao publico-alvo

Observacoes Sim Nao Em parte

O numero de partes é adequado, em funcéo do tempo previsto. X

Os paragrafos ndo séo extensos

Os destaques (frases, quadros, resumos, noticias) ajudam na X
leitura.
A organizagao em partes, unidades, topicos é clara e coerente. X

Quadro 4 - Avaliagdo do folder “Combate ao cancer de pele” quanto a estrutura.
Fonte: adaptado de Silva et. al, (2015)
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Houve a preocupacdo com a estrutura do material produzido para deixa-lo
esteticamente agradavel e organizado, promovendo uma leitura coerente dos textos
e a compreensao das imagens ilustrativas. Foram abordadas as questdes pertinentes
aos tipos de cancer de pele, desde o titulo proposto ao folder, que vem com um
questionamento, visando a reflexdo do leitor, até as tematicas abordadas dentro do
material produzido. Foram apresentadas as formas de diagndstico, tipos de tratamento
e prevencgao, autoexame da pele e algumas atividades ludicas. A finalidade desse tipo
de avaliagdo esta de acordo com a avaliagéo técnico-pedagogica preconizada por
pesquisadores que discutem o processo de desenvolvimento de material didatico,
enfatizando a necessidade de se fazer revisdes e mudancas consideradas necessarias
do ponto de vista didatico-pedagogico com fins de um aprendizado significativo
(CORREA; BOTELHO; NUNES, 2008).

O material proposto € um tipo de ferramenta escrita que serve para aprimorar
0 processo educativo, permitindo aos estudantes, uma leitura posterior do conteudo,
cuja finalidade é contribuir para a superagéo de eventuais dificuldades conforme

recomenda Freitas e Cabral (2008).

CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho foi, deste modo, eficaz na promog¢éo de conhecimento
acerca dos impactos causados a saude devido a exposicao demasiada ao sol, pois,
o contetdo apresentado no material serviu como apoio para a avaliagdo pontuada
aplicada posteriormente pela professora da disciplina. A docente considerou o
resultado obtido pela maioria dos estudantes como satisfatério, garantindo que o
conteudo foi assimilado. Assim sendo, percebe-se cada vez mais a necessidade de
desenvolvimento de ac¢des educativas de prevencéo e orientagdo para a promogao
da saude das pessoas, principalmente daquelas que pertencem a grupos vulneraveis.

A relevancia das acdes educativas, visando a ado¢éo de préticas preventivas
e de suporte para a deteccao precoce de lesées malignas se justifica, pois, de acordo
com a literatura, o publico-alvo citado detém pouco conhecimento sobre o cancer
de pele. Assim, o presente estudo promoveu o conhecimento acerca dos impactos
causados a saude devido a exposicdo demasiada ao sol por meio das acbes
educativas de prevencgéo e orientagdo para a promocao da saude dos educandos da
EJA, ja que muitos sao trabalhadores da pesca e podem agir como multiplicadores do
conhecimento junto a sua comunidade.

Salienta-se também, a importancia de auxiliar as atividades docentes por meio
de materiais didaticos que promovam a interacdo e a mediacdo da aprendizagem,
promovendo assim uma significativa mudanga na construgéo do saber; principalmente,

porque o material produzido fez referéncia a algo vivenciado pelos educandos em
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seu cotidiano, possibilitando o uso de estratégias de aprendizagem inovadoras e
diferentes das aulas mais tradicionais.

E necessario que os governantes locais tenham um olhar diferenciado para
com estes profissionais, que realizam atividade de grande potencial em relacdo ao
setor pesqueiro na regido, sendo esta atividade, na maioria das vezes, a Unica fonte
de renda.

Diante disto, infere-se que o trabalho desenvolvido foi de grande relevancia
social, uma vez que é escassa a realizacao desses projetos que promovam a mudanca

de atitude no dia-a-dia e que fazem toda a diferenga na vida da comunidade.
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RESUMO: O ensino das Geociéncias, ou
Ciéncias da Terra, mostra-se cada vez mais
necessario no cenario ambiental atual. Somente
a partir da compreensao de como o planeta e
suas esferas funcionam, sera possivel evitar
catastrofes ambientais futuras. Sendo assim,
este trabalho tem por objetivo analisar a eficiéncia
de como o contetdo geocientifico est4d sendo
empregado em um livro didatico do 6° ano, série
dedicada a ciéncias naturais, em comparagéo
com a Base Nacional Comum Curricular. Desta
forma, foram escolhidas palavras-chave para
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uma pesquisa quali-quantitativa. Foi verificado
que os temas séo abordados de formas variadas
e em multiplos momentos, de forma clara,
indicando que o livro texto poderia ser utilizado
de forma adequada para o ensino de conceitos
geocientificos que devem ser desenvolvidos no
sexto ano.
PALAVRAS-CHAVE:
Didatico. Ensino.

Geociéncias. Livro

ANALYSIS OF GEOSCIENTIFIC
CONCEPTS APPROACHED IN A
TEXTBOOK OF THE 6™ GRADE USED
IN A MUNICIPAL SCHOOL IN RIO DE
JANEIRO CITY

ABSTRACT: The teaching of Geosciences, or
Earth Sciences, is increasingly necessary at the
actual environmental scenario. Only through the
knowledge of how our planet and its spheres
work, it will be possible to avoid environmental
disasters in the future. Thus, this work aims to
analyze the efficiency of how content on this area
is being used in a textbook of the 6th grade, which
is dedicated to natural sciences, compared to the
National Curricular Common Base. In this way,
keywords were chosen for a quali-quantitative
research. It was observed that the terms were
applied in different ways and in multiple moments
along the textbook, clearly, indicating that this
textbook could be used as a properly base for
teaching the geoscientific concepts that must be
developed on the 6th grade.

KEYWORDS: Geosciences. Textbook. Teaching.
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11 INTRODUGAO

O ensino das Geociéncias encontra-se presente nas escolas do Ensino
Fundamental até o Superior. As Ciéncias da Terra mostram-se cada vez mais
necessarias no cenario ambiental atual. Somente a partir da compreensao de como
o planeta e suas esferas (geosfera, hidrosfera, biosfera, atmosfera, antroposfera)
funcionam, sera possivel evitar catastrofes ambientais futuras (CARNEIRO, 2004). No
momento que trazemos essa realidade ambiental para o Rio de Janeiro, percebe-se o
quéo importante é a propagacao desse estudo, ja que desastres ambientais comuns
poderiam ser facilmente evitados a partir de uma educacéo geocientifica apropriada.

Ambientalmente, diversos eventos foram marcantes, como movimentos de
massa em Angra dos Reis, em 2002 e 2010, desastre do Morro do Bumba em 2010
e 0 megadesastre que atingiu a Regido Serrana em Janeiro de 2011, que deixou
918 mortos, 103 desaparecidos e 30 mil moradores desalojados ou desabrigados nas
cidades de Nova Friburgo, Petropolis e Teresopolis (SILVA, 2015).

Cassali (2017) apresenta dados alarmantes e propde novas metodologias e
leis para evitar esse tipo de desastre ambiental. Porém, outro método eficiente é a
conscientizacédo, a educagdo ambiental e o estudo das geociéncias, principalmente
no ambito escolar (COSTA, 2013).

Uma pratica eficiente de ensino € a utilizagédo dos livros didaticos, um
instrumento com importante valor educacional no contexto histérico do Brasil e
grande aliado dos professores na hora da constru¢@o do conhecimento. Santos (2011)
destaca que os livros assumiram um papel muito importante a pratica pedagogica no
sistema educacional brasileiro desde as décadas de 1970 e 1980.

Segundo Gérard e Roegiers (1998, p.19), o livro didatico é “um instrumento
impresso, intencionalmente estruturado para se inscrever num processo de
aprendizagem, com o fim de Ihe melhorar a eficacia”. Com o ensino das geociéncias
ndo é ao contrario, a forma como estas se mostram presentes nos livros € um grande
aliado para a assimilagao de conteudo e constru¢éo de conceitos.

Entretanto, segundo Costa (2013, p.3), os livros acerca da tematica das
geociéncias:

“Apresentam comumente conceitos de terminologia geolodgica
equivocados, erréneos, desatualizados e sem nenhuma sistematizacao
com os fatos ocorridos na histéria do planeta durante a sua formacéo e
evolugéo, sendo coincidentemente elaborados por outros profissionais
que nado séo geocientistas. Alguns nem sequer abordam “assuntos

considerados importantes para o ensino de geociéncias, como rochas,
minerais e modelos do interior da Terra”, previstos nos PCN”.

Sendo assim, este trabalho tem como proposta analisar a forma como estes
conteudos estdo sendo utilizados, através do material didatico ofertado no 6° ano
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de uma Escola Municipal na Cidade do Rio de Janeiro em comparagdo a matriz
curricular proposta pela SME-RJ (Secretaria Municipal de Educagéo da Cidade do Rio

de Janeiro), que utiliza a Base Nacional Comum Curricular (BNCC).

2| BASE NACIONAL COMUM CURRICULAR

A BNCC é o documento que tem o propésito de nortear a construcao do
curriculo das escolas de Educagéo basica, publicas e particulares, do pais, e de seus
projetos pedagoégicos. Em relacdo ao documento, PCN - Parametros Curriculares
Nacionais (BRASIL, 1997), o avanco da BNCC esta em definir direitos e objetivos de
aprendizagem e desenvolvimento aos quais todas as criangas, adolescentes e jovens
brasileiros devem ter acesso ao longo do processo de escolarizacdo. Além disso, este
documento visa o respeito a diversidade, as particularidades e aos contextos dos
individuos (MEC, 2015).

Sua primeira versao foi langada no ano de 2015 e apresentava elementos
fundamentais que precisavam ser ensinados desde a educacao infantil até o ensino
médio, organizados pelas seguintes areas de conhecimento: Matematica; Linguagens;
Ciéncias da Natureza e Ciéncias Humanas (MEC, 2015). A segunda verséo foi langcada
em 2016, ainda organizada pelas mesmas areas de conhecimento (MEC, 2016).

Para estabelecimento dos direitos de aprendizagem e desenvolvimento,
a BNCC se fundamenta em principios éticos, politicos e estéticos, que devem
consolidar a Educagdo. Assim, para cada uma das etapas da escolarizacéo — ensino
fundamental e médio, os direitos preveem a definicdo dos objetivos de aprendizagem
e desenvolvimento dos componentes curriculares.

Desta maneira, convém ressaltar que, conforme Santos (2007, p.488):

“Se a alfabetizacao/letramento na educacgado basica for vista com o
papel restrito de ensinar a linguagem cientifica para realizar exames
ou obter certificados, pode-se considerar que o modelo convencional
de escolas mais tradicionais atende ao seu propdsito, ainda que ndo
propicie aprendizagem significativa nos moldes esperados pelos
tedricos de aprendizagem. Se a funcdo da educacgédo cientifica na
educacgao basica for a formacédo de cidadaos letrados em ciéncia e
tecnologia, [...] sera necessario instituir uma ampla reforma no sistema
educacional.”

31 O ENSINO DE CIENCIAS E AS PRATICAS DAS GEOCIENCIAS

Varios estudos estdo sendo realizados sobre o estudo das ciéncias nas escolas
(KINDEL, 2012; KRASILCHIK, 2012; SANTOS, 2007), porém, segundo Silva (2017),
ainda ha varios questionamentos em aberto sobre o contexto escolar e o que deve ser

considerado na elaboracao dos curriculos institucionais.
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De acordo com Carneiro (2008), a formacado cientifica jamais podera ser
esquecida, uma vez que toda uma nacgéo sofre com o analfabetismo cientifico. Além
disso, segundo Britto (1994), a ciéncia pode ser entendida como um processo de
descoberta de fatos e busca de leis, para explicar os fendmenos e enriquecer de
maneira ordenada e inteligente os conhecimentos do homem a respeito da natureza.

Ainda sobre este assunto, deve-se ressaltar a grande relevancia dos
conhecimentos aplicados a esta area, uma vez que explora 0 meio ambiente em
que o ser humano esta inserido, o préprio desenvolvimento humano, além das
transformacdes tecnoldgicas e outras tematicas correlacionadas (CAMARGO, 2015).

Neste contexto, podemos afirmar a importancia dos ensinos das ciéncias desde

0s primeiros anos, na educacao basica, uma vez que, segundo Coelho (2017, p.1):

“O estudo da ciéncia para as criangas tera sempre a importancia
de fazé-las observar o mundo de modo completamente novo, mais
completo e muito mais rico, entendendo cada detalhe e conseguindo
enxergar conceitos em praticamente tudo”.

Dentro das tematicas abordadas nesta area, temos as Ciéncias da Terra

ou Geociéncias. O Ensino de Geociéncias na educacdo basica € comumente
desenvolvido no ensino fundamental em disciplinas como Ciéncias e Geografia, em
especial no ensino fundamental Il (6° ao 9° ano). Segundo o estudo de Toledo (2005,

p. 31):

“Com as pesquisas atuais sobre as mudangas ambientais globais e
locais, fruto das atividades humanas integradas aos ciclos naturais,
fica claro que o ensino Util a vida e ao trabalho preconizado [...] deve
incluir o conhecimento integral sobre o funcionamento do ambiente e
das relacdes de interdependéncia de todos os seus setores, inclusive
a biosfera, numa perspectiva histérica da evolugédo planetaria. No
entanto, no Brasil, salvo raras excegoes, os topicos geocientificos tém
tido um tratamento fragmentado e disperso, insuficiente para promover
a compreensdo da Terra como um sistema complexo e dinamico,
e para desenvolver a sensibilidade necesséaria para enfrentar os
desafios impostos pela degradagdo ambiental, mostrando um carater
antropocéntrico e imediatista da filosofia de orientagéo dos contetdos”.

Neste sentido, reforca-se a necessidade de estudos como este, onde podemos
analisar a aplicabilidade deste contetdo dentro da sala de aula diretamente, utilizando
como base o objeto de estudo diario (livro didatico) de forma a esclarecer no caminho

certo para a eficiéncia do estudo das geociéncias.

41 METODOLOGIA

Este estudo foi realizado através do método comparativo, constituindo-se de

uma andlise de um livro de 6° ano que foi utilizado para o ano de 2019 em uma
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escola da 5% CRE (Coordenadoria Regional de Educacgéo), situada no bairro de Bento
Ribeiro na Zona Norte da cidade do Rio de Janeiro, em comparagéo com os temas
geocientificos previstos na Base Nacional Comum Curricular, disponivel no site da
Prefeitura do Rio.

O livro didatico (LD) em questéo é o “Ciéncias: Planeta Terra.” de Fernando
Gewandsznajder do Projeto Teléaris, da Editora Atica, 22 Edicéo, 2016. Segundo o autor,
na apresentacéo de seu livro, 0 objetivo do mesmo é apresentar as caracteristicas
da Terra e de seus recursos e descobrir como cada um de nés pode contribuir para
preservar o planeta.

O LD divide-se em quatro unidades e dezessete capitulos, contendo as
seguintes segdes: abertura de unidade, abertura de capitulo, boxes ao longo
dos capitulos, textos com informag¢des complementares, glossario, dicas de sites
interessantes para aprimoramento dos assuntos abordados, atividades (propostas
de pesquisas e atividades praticas), leitura especial (contextualizagdo dos temas do
volume) e uma viséo geral dos principais conteudos de cada unidade.

Esta analise foi feita verificando os topicos de Geociéncias apontados nas
orientacdes curriculares (BNCC), destacando algumas palavras-chave e comparando
com o conteudo proposto pelo livro em questéo.

Os temas relacionados a Geociéncias aparecem muito sutis e resumidos na
BNCC, somente uma unidade tematica esta relacionado a estes temas (Tab.1) e foram
utilizadas as seguintes palavras-chave: ‘Terra’, ‘Universo’, ‘Rocha’ e ‘Atmosfera’ para
servir como pesquisa. No livro, estas foram pesquisadas, quantificadas e identificadas

onde e de qual forma elas apareciam.

CIENCIAS - 6° ANO

UNIDADES OBJETIVOS DE

TEMATICAS | CONHECIMENTO HABILIDADES

(EF06CI11) Identificar as diferentes camadas que
estruturam o planeta Terra (da estrutura interna a
atmosfera) e suas principais caracteristicas.
(EF06CI12) Identificar diferentes tipos de rocha,
relacionando a formagao de fésseis a rochas
sedimentares em diferentes periodos geolégicos.
(EF06CI13) Selecionar argumentos e evidéncias
que demonstrem a esferacidade da Terra.
(EF06CI14) Inferir que as mudangas na sombra
ao longo do dia em diferentes periodos do ano
sd80 uma evidéncia dos movimentos de rotagéo e
translacéo da Terra.

Forma, estrutura
Terra e Universo | e movimentos da
Terra

Tabela 1 — Termos de Geociéncias apresentados na BNCC
Fonte: BNCC (Adaptado)
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51 ANALISE DE DADOS

Para a pesquisa das palavras-chave, analise quantitativa e qualitativa foi
utilizado o programa Adobe Acrobat Reader DC com a ferramenta de Localizar
Texto (Ctrl+F). Os dados obtidos foram tratados e catalogados através do programa
Microsoft Office Excel 2010.

61 RESULTADO E DISCUSSAO

Foram localizadas as palavras-chave nos capitulos do livro apresentado e fora
constatado que as mesmas aparecem multiplas vezes e de diferentes formas (fig. 1).

Qtds de Capitulos que

Palavras-Chave Como Aparecem

Aparecimentos Aparecem

Textos, Exemplos,
1,4,5,6,8 9,10, 11, ..
Terra 298 x Exercicios e
12,13, 15,16 e 17
Imagens

Universo 46 x 5,11,12, 15,16 e 17 | Textos e Exercicios

Textos, Exemplos,
Rocha 60 x 4,568 9 1216 Exercicios e
Imagens

Textos, Exemplos,
1,5,6,8,9, 10,11,

Atmosfera 117 x Exercicios e
12,13,14e 16

Imagens

Figura 1 — Resultados para o uso de termos geocientificos no livro didatico.

Fonte: Dados do Estudo.

A palavra ‘Terra’ é a apresentada mais vezes no livro e a que mais esta
diversificada em conteudo, trazendo consigo outras informacdes e eixos tematicos
ligados ao estudo das Geociéncias, ndo somente sua terminologia. Além disso,
podemos também verificar 0 modo como a palavra ‘Rocha’ estd sendo apresentada
aos estudantes, uma vez que com ela, traz também o significado do termo ‘Solo’ e as
maneiras de serem tratados, mesmo a palavra ‘Solo’ ndo sendo colocada na BNCC
como eixo tematico do 6° ano.

O estudo das Geociéncias ainda € uma das maiores dificuldades apresentadas
pelos estudantes (BEZERRA et al, 2018), e conforme Paulo et al. (2014) apresenta em
seu trabalho, a dificuldade de professores em lecionar alguns desses temas na sala
de aula esta relacionada a falta de recursos didaticos adequados e suas abrangéncias
nos livros didaticos. Entretanto, o contrario pode ser verificado neste trabalho, onde foi
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analisado que muitos destes contelidos estdo presentes no livro utilizado pela SME-
RJ (Secretaria Municipal de Educacao) e, muitos destes, se quer sdo colocados como

mencionados para este ano escolar segundo a BNCC.

71 CONSIDERAGOES FINAIS

Conclui-se, portanto, que o livro empregado na Escola Municipal da 5* CRE
na Cidade do Rio de Janeiro obteve resultados favoraveis quanto a préatica e ao
desenvolvimento de tépicos referente a Geociéncias, comparando com 0s eixos
tematicos propostos pela Base Nacional Curricular Comum.

O que se deve propor agora € um trabalho em conjunto do professor com o
livro didatico para que esta tematica seja amplamente divulgada e estudada, devido
ao seu grau de importancia. Deve-se ressaltar que o ensino das Geociéncias promove
a reflexdao do individuo no espaco em que ele vive, a preservagao do meio ambiente
e conceitos que poderdo ser colocados até mesmo para suas decisdes pessoais
futuramente. Por isso, € tdo importante a propagacgao desse eixo tematico dentro das
ciéncias biologicas.
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RESUMO: Ao longo da histéria observa-se uma
mudanca da percepg¢dao do homem em suarelagao
com a natureza, primeiramente acreditava-
se que esta era um elemento primordial, apos,
que o homem a dominava, tendo a mudanca
dessa concepgdo iniciada entre as décadas
de 60 e 70, devido ao avango dos movimentos
ambientalistas, e continuadamente pela insercéo
da Educacé@o Ambiental a partir da década de 90
nos espacos educacionais. Este estudo analisou
0os impactos negativos que tal concepgéo
equivocada da natureza causou aos vegetais,
pois dentre os demais seres vivos, talvez
sejam 0s mais ignorados pelos seres humanos,
influenciada pela denominada  “cegueira
botanica” e por mudangas de habitos culturais
e sociais, como a crescente urbanizagdo, éxodo
rural, distanciamento da natureza, etc. Atrelado
a isso, acrescenta-se o ensino defasado e
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desestimulante de Botanica. Ademais, se 0 ensino
de Botéanica e Educacdo Ambiental € deficitario
para alunos com “perfeito” desenvolvimento e
cognicdo, imagine-se como esses problemas
afetam alunos com necessidades especiais...
Assim, utilizou-se a Mandala Sensorial,
construida na  Universidade  Tecnolbgica
Federal do Parana — Céampus Dois Vizinhos,
para promover a constru¢do do conhecimento
de Educacdo Ambiental e Botéanica, além de
promover a inclusdo de alunos atendidos pela
sala de recursos multifuncionais de um Colégio
de Dois Vizinhos-PR, nessa abordagem, pois a
Mandala permite o estimulo dos cinco sentidos
humanos contribuindo para que o conhecimento
seja construido mitigando as limitacbes de
seus visitantes. Utilizou-se a metodologia
qualitativa para andlise dos resultados obtidos
por meio da coleta de dados realizada através
de entrevistas semiestruturadas. Realizou-se
uma explanagdo sobre Educagdo Ambiental e
Botanica, e duas dindmicas praticas, sendo uma
forma de promover o processo de aprendizagem
dos participantes. Concluiu-se que a Mandala
Sensorial como recurso pedagodgico contribuiu
para a construcdo do conhecimento pelos
participantes, aumentou a percepg¢do ambiental
destes e os incluiu de forma efetiva no processo
de ensino-aprendizagem.

PALAVRAS-CHAVE: Meio Ambiente; Recurso
Pedagdgico; Inclusdo; Mandala Sensorial.
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SENSORY MANDALA AS A PEDAGOGICAL RESOURCE FOR THE
INCLUSION OF STUDENTS WITH SPECIAL NEEDS IN TEACHING
BOTANY AND ENVIRONMENTAL EDUCATION

ABSTRACT: Throughout history it is observed a change in the perception of man in
its relationship with nature, first it was believed that this was a primordial element,
after that man dominated it, with the change of this conception initiated between the
60s and 70, due to the advancement of environmental movements, and continuously
for the insertion of Environmental Education from the 90s in educational spaces. This
study analyzed the negative impacts that such a misconception of nature caused to
plants, because among other living beings, they are perhaps the most ignored by
humans, influenced by the so-called “botanical blindness” and by changes in cultural
and social habits, such as increasing urbanization, rural exodus, distance from nature,
etc. In addition to this, adds up the outdated and discouraging teaching of Botany.
Furthermore, if the teaching of Botany and Environmental Education is deficient for
students with “perfect” development and cognition, imagine how these problems affect
students with special needs ... Thus, it was used the Sensory Mandala, built at the
Federal Technological University of Parana - Campus Dois Vizinhos, to promote the
construction of knowledge in Environmental and Botanical Education, in addition to
promoting the inclusion of students attended by the multifunctional resource room
of a College from Dois Vizinhos-PR, in this approach, because the Mandala allows
the stimulation of the five human senses contributing for the knowledge to be built
mitigating the limitations of its visitors. Qualitative methodology was used to analyze the
results obtained through data collection performed through semi-structured interviews.
An explanation about Environmental and Botanical Education was executed, and
two practical dynamics, being a way to promote the participants’ learning process.
It was concluded that the Sensory Mandala as a pedagogical resource contributed
to the construction of knowledge by the participants, increased their environmental
perception and included them effectively in the teaching-learning process.
KEYWORDS: Environment; Pedagogical Resource; Inclusion, Sensory Mandala.

11 INTRODUGAO

Ao longo da histéria verificou-se uma mudanca da percep¢do do homem
e a sua relagdo com a natureza, isso porque, na histéria antiga, a natureza era
vista como um elemento primordial, essencial e a disposicdo dos seres humanos
(GONCALVES, 2006). Tais concepgdes somente comegaram a ser modificadas no
século XX, em meados das décadas de 60 e 70 com a crescente preocupag¢do com
os desastres e crimes ambientais que aconteciam, bem como devido ao inicio dos
debates e movimentos ambientalistas. Ja entre as décadas de 80 e 90 pesquisadores
e estudiosos apontavam que a mudanga de pensamento e atitudes dos homens s6
seria possivel por meio de uma Educag¢ao Ambiental (SANTOS; IMBERMON, 2015).

Se a natureza como um todo era vista apenas como recurso a disposicao
do homem, nédo é forcoso imaginar qual consequéncia isso gerou aos vegetais,
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seres quase que completamente esquecidos e até mesmo ignorados. Tal fato pode
ser explicado como uma consequéncia da denominada “cegueira boténica” e até
mesmo por questdes culturais e sociais, como o0 éxodo rural, a urbanizagéo, entre
outros (WANDERSEE; SCHUSSLER, 2001).

Diante de todo esse contexto, a presente pesquisa objetivou, por meio da
utilizacdo de um recurso pedagdgico denominado de Mandala Sensorial, auxiliar
na construgcdo do conhecimento acerca de tematicas relacionadas a Botanica e
Educacéo Ambiental, trazendo uma alternativa ao ensino tradicional, desestimulante
e enfadonho da abordagem estritamente tecnicista.

Fomentou-se por meio da presente pesquisa a inclusdo de alunos atendidos
pela Sala de Recursos Multifuncionais do Ensino Fundamental Il e do Ensino Médio
na construcdo do conhecimento. Isso porque, diante da acessibilidade de que a
Mandala Sensorial dispde, bem como o misto de sensagbes que esta proporcionou,
todos os seus visitantes puderam construir o conhecimento ao seu modo, respeitando
suas limitagdes, eis que ali os cinco sentidos séo parte integrante dessa construcéo.

21 A IMPORTANACIA DO HOMEM ~SE SENTIR PARTE DO MEIO E O
ENSINO DE BOTANICA E EDUCACAO AMBIENTAL

A relagé@o entre o ser humano e a natureza se da desde os primérdios da
humanidade, além disso ao longo da histéria € possivel identificar modificagcdes do
modo em que essa relacgédo foi se construindo e se moldando.

Acreditava-se até pouco tempo atras, que todos os problemas ocasionados
no ambiente e na sociedade seriam resolvidos por meio da ciéncia e da tecnologia,
o que de certa forma afastou a necessidade do homem de se colocar ativamente e
conscientemente como parte do meio.

Goncalves (2006) afirma que os seres humanos estdo ainda muito longe de
se entender como participantes do meio, tendendo tal posicionamento a constantes
problemas entre homens e natureza. Segundo ele “muitos ainda parecem acreditar
que existem problemas econdmicos, sociais e politicos cuja solugao € prioritaria em
relagédo a preservagado do meio ambiente” (GONCALVES, 20086, p. 42).

O homem é parte do meio, ele integra como os demais organismos as
relacdes ecolbgicas existentes na natureza, portanto, a visdo de que a natureza
e os seus bens estdo a disposicdo da humanidade tem que ser mitigada. E
necessario o entendimento de que todos os organismos séo igualmente importantes
biologicamente falando, todos devem cumprir suas fungbes ecologicas e um
necessita da agédo do outro para a sobrevivéncia nesse planeta.

Diante desse contexto, Kobayashi (1991) afirmava que a relagéo equivocada

do homem com a natureza s6 seria mudada por meio da Educagdo Ambiental. O
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homem s0 seria capaz de entender o seu papel no meio quando travasse relacao
direta com a natureza, através da qual seria possivel a interacdo deste por meio dos
seus sentidos com os elementos naturais.

Assim, diante desse contexto emergente surgiu a ideia de que seria
necessaria, portanto, uma Educacdo Ambiental a qual segundo Carvalho (2012,
p.79):

A EA fomenta sensibilidades afetivas e capacidades cognitivas para
uma leitura do mundo do ponto de vista ambiental. Dessa forma,
estabeleceu-se como mediacdo para mdultiplas compreensdes da
experiéncia do individuo e dos coletivos sociais em relacdo ao
ambiente. Esse processo de aprendizagem por via dessa perspectiva
de leitura da-se particularmente pela agcdo do educador como
intérprete dos nexos entre sociedade e ambiente e da EA como
mediadora constru¢do de novas sensibilidades e posturas éticas do
mundo.

E notéria a importancia e a emergéncia de se adotar uma Educacdo Ambiental
que seja capaz de demonstrar aos individuos as demandas que 0 meio necessita,
e 0 que 0s mesmos sejam capazes de enfrentar tais questdes de forma critica e
atuante. Dessa forma, visando sempre a consciéncia de que o0 homem assim como
as demais espécies faz parte do meio, dele necessita e com ele realiza trocas, e
somente a partir dessa sensibilizagdo € que sera possivel uma tomada de decisées
pautada na ética cidada e ecolégica.

Além da importancia de se inserir no contexto educacional e na formacgéo
de cidaddos conscientes a Educacdo Ambiental, o presente trabalho pretende
aprofundar-se em uma tematica especifica em meio a todo esse contexto. Aqui o
objeto de estudo sera o ensino da Botanica e as dificuldades que o referido ensino
enfrenta no A&mbito escolar, mas também no dmbito da sociedade em geral.

Salatino e Buckeridge (2016, apud GOHEEN; PALMER, 2010) citam um
exemplo para contextualizar a dificuldade encontrada pela percep¢cdo humana

acerca da importancia das plantas no meio:

Imaginemos uma foto tipica da savana africana, mostrando arvores,
arbustos, gramineas e girafas. Se apresentassemos essa foto a uma
pessoa escolhida aleatoriamente e perguntassemos 0 que se vé na
foto, provavelmente ela diria: “girafas”. A probabilidade de que ela
mencionasse as plantas na foto seria minima. No entanto, ndo apenas
elefantes, girafas, gnus, hipopétamos, rinocerontes e zebras séo
seres interessantes na savana africana. Por exemplo, as folhas de
acéacias (como as de Acacia cornigera, (Leguminosae) sdo alimento
néo s6 de girafas, mas também de elefantes. Os enormes espinhos
que elas possuem surpreendentemente ndo sdo um problema para
as girafas nem para os elefantes. Porém, no interior dos espinhos,
reproduzem-se formigas mutualistas muito agressivas (por exemplo,
Pseudomyrmex ferruginea, Formicidae), que podem causar forte
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irritacdo na mucosa da tromba dos elefantes. Portanto, a conotacéo
formada ao olhar a foto mencionada acima e acreditar que a Unica
coisa perceptivel sdo girafas falha no sentido de ndo compreender
que a girafa s6 aparece na foto porque as plantas existem.

Diante desse contexto, hd uma tendéncia em dar-se maior atencéo aquilo
que se mova, como por exemplo, os animais, ficando as plantas nesse contexto
somente como parte do cenério, ou seja, seres que ndao chamam a atencdo dos
seres humanos (SOLATINO; BUCKERIDGE, 2016).

Devido a observacdo desse fendmeno, a literatura passou a interpreta-
lo como uma negligéncia botanica altamente perigosa a manutencao e equilibrio
do meio. Assim, Wandersee e Schussler (2001), atentos a essa problematica
desenvolveram o que se chama pela literatura de “cegueira” botanica.

Os supracitados autores criaram o termo “cegueira” botanica e assim os
definiram:

a) a incapacidade de reconhecer a importancia das plantas na
biosfera e no nosso cotidiano; b) a dificuldade em perceber os
aspectos estéticos e bioldgicos exclusivos das plantas; ¢) achar que
as plantas séo seres inferiores aos animais, portanto, imerecedores de
atencéo equivalente (WANDERSEE; SCHUSSLER, 2001).

Uma das hipoteses citadas por Wandersee e Schussler (2001) para justificar

a ocorréncia da “cegueira” botanica é:

A cegueira botanica tem origem na neurofisiologia. Na percepgao
visual, o olho humano gera dez milhdes de bits de dados por segundo;
desse total, o cérebro extrai cerca de 40 bits na mesma unidade
de tempo; a quantidade de dados que é finalmente processada
€ de 16 bits por segundo. Portanto, somente 0,00016% dos dados
produzidos nos olhos é processado, com prioridade para aspectos
como movimento, padrdes salientes de cores, elementos conhecidos
e seres ameacadores. As plantas sdo estaticas, ndo se alimentam
de humanos e confundem-se com o cenario de fundo, tendendo a
ser ignoradas no processamento cerebral, a nao ser que estejam em
floragdo ou frutificacdo. Segundo essa visdo, a cegueira botéanica
seria uma condi¢ao default de humanos (WANDERSEE; SCHUSSLER,
2001).

Porém, essa ndo seria a Unica hipdtese a justificar essa tendéncia de
negligenciar-se as plantas. Além das questdes fisioldgicas dos seres humanos,
um outro fator muito importante que leva os homens a ndo reconhecer o devido
significado e importancia dos vegetais: o fator cultural, como, por exemplo, os
fendbmenos de éxodo rural e 0 aumento das concentragdes populacionais em centros
urbanos e o0 consequente distanciamento da natureza.

Além disso, percebe-se que a realidade escolar contribui para que o
desinteresse pela Botanica se acentue, por exemplo, percebe-se situagdes em que
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professores da educacgéo basica, por se identificarem muito mais com os animais
do que com as plantas s6 deem exemplos relacionados a animais em suas aulas,
ficando os vegetais de certo modo esquecidos. Além disso, as aulas muito técnicas,
com exemplos de dificil visualizagdo por parte dos alunos, inexisténcia de aulas
de campo, a quase nula utilizagdo de laboratorios, todos esses exemplos séo
empecilhos para que a Botanica seja apreciada pelos alunos (KATON, et al., 2013).

31 UTIL]ZA(;AO DA MANDALA SENSORIAL COMO RECURSO
PEDAGOGICO

Alternativas as dificuldades apresentadas no topico anterior devem ser
buscadas, um exemplo disso é a utilizagdo de recursos pedagogicos a fim de
enriquecer o processo de ensino-aprendizagem, inclusive com alunos com
necessidades especiais, isso porque, nesses casos 0 ensino tradicional se mostra
ainda mais ineficiente, vez que tais alunos precisam de uma maior atencao e de um
tratamento inclusivo para o seu desenvolvimento. Nesse contexto, os educadores
podem se utilizar de recursos pedagoégicos para promover tal incluséo.

A proposta de utilizacdo de uma Mandala Sensorial muito se adequa
nos parametros aqui estabelecidos, eis que tal recurso pedagoégico explora os
conhecimentos de forma interdisciplinar e de forma integradora. A utilizagdo da
Mandala Sensorial como um recurso pedagdgico para a ensino de Boténica e
Educacédo Ambiental visa promover o processo de ensino-aprendizagem por
meio da exploracédo e estimulo dos sentidos dos alunos participantes, através da
inteiracdo destes com plantas sensoriais presentes na Mandala. Desse modo, por
ser uma pratica mais humanizada do ponto de vista de sua acessibilidade esta
podera incluir a mais variada gama de alunos em sua utilizagéo, inclusive alunos
com necessidades especiais.

Pode-se por exemplo, utiliza-la para contextualizar os conteddos de solos
(microfauna), clima, tipos de vegetacdo, espécies vegetais, producdo de mudas,
polinizagdo, plantas medicinais, questbes de cidadania e de Educacdo Ambiental,
dentre varias outras alternativas.

Dando destaque a abordagem da Educacdo Ambiental nesse contexto, esta
pode ser trabalhada com o auxilio da Mandala Sensorial, promovendo o contato
direto dos participantes com a natureza, desenvolvendo o pensamento ecologico e
estimulando a percepcéo da natureza por meio de seus sentidos (ALMEIDA et al.,
2017).

O publico-alvo da presente pesquisa foi constituido de alunos atendidos
pela Sala de Recursos Multifuncionais de um Colégio situado no municipio de
Dois Vizinhos/PR, justamente com o fim de investigar a efetividade da Mandala na
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construgdo do conhecimento de pessoas com certas limitacdes cognitivas ou até
mesmo fisicas. As Salas de Recursos Multifuncionais foram instituidas pelo Ministério
da Educacdo — MEC através de Portaria Ministerial n® 13/2007. Esta portaria foi
instituida para integrar o Plano de Desenvolvimento da Educacéo — PDE, plano este
que se destina a fornecer apoio técnico e financeiro as redes de ensino para garantir
a inclusdo de alunos com deficiéncia, transtornos globais do desenvolvimento e/ou

altas habilidades/superdotacéo junto ao ensino regular (BRASIL, 2010).

41 METODOLOGIA

Em funcdo das questdes e objetivos propostos nesse trabalho, considerou-se
que a perspectiva da abordagem qualitativa de pesquisa € a que mais atendia aos
interesses almejados. Para o embasamento teorico, buscou-se auxilio em autores
como Uwe (2009), Yin (2016), Gibbs (2009), entre outros. Utilizou-se de coleta de
dados por meio de entrevistas semiestruturadas. Este tipo de entrevista, &€ assim
definido por Minayo (2008) “Combina perguntas fechadas e abertas. Nesse tipo de
entrevista o entrevistado tem liberdade para se posicionar favoravel ou néo sobre o
tema, sem se prender a pergunta formulada”.

O presente estudo esta relacionado ao projeto Sala Verde, uma chancela do
Ministério do Meio Ambiente (MMA) concedida a Universidade Tecnoldgica Federal
do Parana - Campus Dois Vizinhos (UTFPR-DV) desde o ano de 2013. E coordenado
pelo Departamento de Educagdo Ambiental do Ministério do Meio Ambiente (DEA/
MMA) e consiste no incentivo a implantacdo de espagos socioambientais para
atuarem como potenciais Centros de Informagdo e Formagdo ambiental (MMA,
2019).

A pesquisa desenvolvida neste estudo teve como participantes 28 alunos
matriculados no Ensino Fundamental Il e Médio de um Colégio localizado no municipio
de Dois Vizinhos — Parana, atendidos pela Sala de Recursos Multifuncionais do
referido Colégio, estes com faixa etaria variavel entre 11 e 23 anos de idade. Todos
os participantes possuem algum tipo de necessidade especial.

O método de coleta de dados da pesquisafoi 0 de entrevistas semiestruturadas
com 11 alunos dentre os participantes, 3 matriculados em 6° anos, 3 matriculados
em 7° anos, 2 matriculados em 8° anos, 2 matriculados em 9° anos e 1 matriculado
no 3° ano do Ensino Médio. As entrevistas seguiram um roteiro pré-estabelecido
pela pesquisadora, afim de estrutura-la. O referido roteiro continha as seguintes
perguntas: 1) Para vocé o que é uma planta? 2) No seu dia a dia vocé tem contato
com plantas? Se sim, como é esse contato? 3) Para vocé qual é a importancia das
plantas para o meio ambiente? 4) Vocé acha que os animais s@o mais importantes
que as plantas para o meio? Por qué? 5) Na sua escola vocé ja estudou as plantas?
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Como foi? Foram usados recursos pedagogicos? Descreva como foi essa aula. 6)
O que vocé aprendeu com as atividades que vocé nao sabia sobre as plantas? 7)
Vocé acha que existem relacdes entre as plantas, animais, seres humanos e demais
seres vivos? Explique.

Os alunos se deslocaram até a Universidade e la foram recepcionados e
conduzidos até a Mandala Sensorial, onde desenvolveu-se a parte pratica do
presente trabalho, que consistiu na aplicagdo de duas dinamicas complementadas
por explica¢des de tematicas relacionadas a Botanica e Educacédo Ambiental.

Desse modo, realizou-se falas acerca da importancia do homem se sentir
parte do meio, da importancia dos vegetais para o equilibrio do meio ambiente,
fotossintese, algumas consideragdes acerca das caracteristicas especificas das
plantas presentes na Mandala, como presenca de tricomas, caracteristicas dos
caules e folhas, as interagbes destas com o solo, a 4gua, a luz solar e demais seres
Vvivos.

A primeira dinamica foi idealizada pela prépria pesquisadora a qual Ihe deu
o nome de “Usando os cinco sentidos para conhecer as plantas”. A dindmica foi
desenvolvida da seguinte maneira: os alunos foram colocados em fila indiana, o
primeiro na entrada da Mandala e os demais subsequentemente atrés deste. Todos
os alunos foram vendados e iniciaram um circuito na Mandala. Para essa atividade
foi necessério o auxilio de monitores, os quais estavam em pontos estratégicos ao
longo do trajeto percorrido, sendo estes alunos do Curso de Ciéncias Bioldgicas do
Campus, bem como integrantes do Projeto de Extensdo Sala Verde nas Ondas do
Rio Iguacu.

Nessa atividade, os participantes vendados, com o auxilio dos monitores,
tocaram quatro plantas presentes na mandala, a Hortela de Leite (Mentha spicata
L.), a Erva Cidreira (Lippia Alba), o Capim-Limao (Cymbopogon citratus) e o Boldo
(Plectranthus barbatus). Essas espécies foram tateadas e percebendo suas formas,
relevos e texturas, apds a utilizacdo do tato, os participantes foram orientados
a utilizar-se do olfato para conhecer a planta que anteriormente tatearam. Os
monitores questionaram se os participantes conheciam a planta que estavam
tateando e cheirando. Essa atividade foi realizada com cada um dos participantes,
sendo que cada um deles conheceu quatro plantas presentes na Mandala ao longo
do trajeto. Foram escolhidas plantas aromaticas para que o sentido do olfato fosse
devidamente estimulado.

ApOs isso, apds os participantes completarem o trajeto da Mandala, estes
foram direcionados a um local préximo dela onde fizeram um circulo. Nesse
momento, a pesquisadora ofereceu chas e aguas saborizadas feitos com as plantas
que anteriormente os alunos conheceram por meio do tato e do olfato. Assim, com

o auxilio do paladar estes conheceram as plantas a partir de um outro aspecto. Por
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fim, os participantes foram convidados a novamente fazerem o trajeto anteriormente
percorrido, porém agora sem a venda, para que estes pudessem conhecer as
plantas com o auxilio da viséo e da audicéo.

Logo apés, a pesquisadora apresentou as plantas utilizadas na dinémica,
falando aos participantes os seus nomes populares, nomes cientificos, suas principais
caracteristicas e suas utilizagées medicinais. Além disso, foi promovida uma roda de
conversa para que os participantes relatassem a experiéncia vivenciada.

A segunda dindmica realizada € denominada de “Teia da Vida”. Esta dinamica
€ muito utilizada no meio educacional, mas desconhece-se a sua autoria. A referida
dindmica foi utilizada para estimular nos participantes a percepcéo de interacédo
do homem com o meio ambiente, bem como para contextualizar a importancia da
Educacéo Ambiental nesse viés.

Para a sua realizac¢ao os participantes se posicionaram em circulo e cada um
deles representou um elemento (agua, sol, folha, fruto, inseto, sapo, etc.) identificado
por um cracha, simulando elos de uma teia. Ap6s uma breve explicagdo de como
seria realizada a dindmica, iniciou-se a atividade.

Com um novelo de barbante em méos estabeleceu-se uma relagdo com outro
elemento presente na teia, por exemplo, se a pesquisadora estivesse representando
o sol, ela poderia estabelecer uma relacao com a folha, sendo assim, levaria o novelo
de barbante até o participante representando a folha, apos isso, este participante
estabeleceria uma relagéo com outro elemento levando o novelo de barbante até ele.
E assim seguiu, até que todos os elementos tivessem sido correlacionados. Quando
todas as correlagOes foram realizadas, os participantes foram questionados acerca
de suas escolhas, o porqué que cada um deles estabeleceu aquelas relagdes.

Em seguida, a pesquisadora questionou aos participantes sobre a
consequéncia da quebra dessas relacdes, supondo a ocorréncia de uma situagédo-
problema (uso indiscriminado de agrotoxico) e deu inicio a uma discussao, por
exemplo, e se todos os insetos da teia morressem, 0 que iria acontecer com 0s
demais elementos? Muito provavelmente a resposta seria que o seu predador ndo
teria mais alimento, sendo assim, o mesmo iria morrer. Se essa fosse a conclusao
alcancada, o participante que estivesse representado o predador do inseto se
abaixaria, representando a sua morte. Repetiu-se até que todos os elementos
estivessem de alguma forma prejudicados e quando nédo se chegou a resposta
almejada, a pesquisadora induziu a conclusdo esperada de forma a continuar o
questionamento, até o grupo alcangar a resposta.

Ao fim da dindmica foi promovida uma reflexdo com os participantes acerca
da importancia das inter-relagdes entre os diversos elementos ali representados,
fazendo-se também uma breve explanagdo acerca da importédncia da Educacéo
Ambiental nesse contexto. Em seguida, realizou-se as entrevistas aos participantes
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selecionados para tal fim, feito isso, fechou-se as atividades com uma roda de
conversa para que os mesmos compartilhassem as experiéncias vivenciadas ao

longo do dia de visitacdo a Mandala Sensorial.

51 RESULTADOS E DISCUSSAO

A presente pesquisa objetivou ndo s6 puramente analisar a efetividade
da Mandala Sensorial como um recurso pedagdgico, mas também se atentou a
algumas nuances que auxiliam na conclusdo objetivada. Sendo assim, alguns
outros pontos foram analisados, tais como se a pesquisa contribuiu para a inclusao
dos alunos com necessidades especiais na construcdo do conhecimento, se
houve uma sensibilizagdo ambiental dos participantes, se estes contribuiam para a
conceituacdo de “cegueira botanica”, e se estes se sentiram valorizados e inseridos
no processo de ensino-aprendizagem.

De modo geral, todos os entrevistados sabiam que os vegetais sdo seres
vivos, tendo associado o fato de que estes possuem vida ao dever de cuidado dos
seres humanos, cuidados estes, como por exemplo, rega, iluminagdo adequada,

limpeza, etc. Como evidencia-se nas falas abaixo:

Entrevistado 03: uma flor, uma arvore, um ser vivo, mas ndo um animal.

Entrevistado 05: a... é... tipo um ser vivo que a gente deve cuidar que
tem vida igual nos.

Constatou-se que, embora os alunos ja possuissem um conceito construido
de vegetal, alguns deles inseriram nele parte do contetido trabalhado, ou seja, foram
capazes de inserir nos conceitos pré-estabelecidos informagdes como texturas
distintas de folhas, indicagbes medicinais e nome popular das espécies estudadas,
demonstrando, portanto, a construcao do conhecimento por meio das atividades
desenvolvidas na pesquisa.

Em um estudo realizado por Silvério (2017), conclus6es semelhantes foram
alcangadas. O referido autor pesquisou as percepgdes dos visitantes em um jardim
sensorial, avaliando por meio delas a construgdo do conhecimento disseminado
pelo pesquisador aos participantes, obtendo um resultado de 100% quanto ao
quesito do jardim sensorial ter contribuido de alguma forma com a transmisséo do
conhecimento. Além disso, o autor concluiu que independentemente do tipo de visita,
o jardim funcionou como um recurso de troca de saberes tanto aos participantes
quanto aos monitores das atividades.

Acerca do questionamento do contato dos participantes com vegetais
em seus cotidianos, verificou-se que na macica maioria das respostas o contato
relatado pelos participantes referia-se a cuidados como a rega, retirada do sol
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em determinados horarios do dia e limpeza. Nenhum dos entrevistados externou
outras praticas com a utilizagéo de vegetais, além de que, associaram os referidos

cuidados a ajuda aos pais. Como nota-se nas seguintes falas:

Entrevistado 02 - sim, muito, eu dou bastante dgua no final da tarde,
ajudo a méae plantar, tiro as folhas que tao seca e cuida bastante...

Entrevistado 05: Ah, rego elas, dou agua, faco a limpeza la. Ah... eu
limpo, tipo... é cuido bem, fago o que a mée pede.

Além disso, percebeu-se que néo existe um contato com vegetais de forma
rotineira para a maioria dos participantes, ou seja, este se da de forma esporadica
nao fazendo parte do cotidiano dos entrevistados.

Porém, mesmo diante do pouco contato evidenciado foi possivel perceber
que os participantes ndo se enquadram em regra ao descrito pela literatura como
“cegueira botéanica”. Chegou-se a essa conclusdo em decorréncia do questionamento
se eles consideravam os animais mais importantes do que os vegetais em relagao
ao meio ambiente. Embora nem todos tenham conseguido se expressar de maneira
satisfatoria, verificou-se que eles consideram os vegetais igualmente importantes
ao meio e, em alguns casos, 0s avaliam como mais importantes que os animais.
Ressalta-se que essa analise realizada possa ter sido superficial, ndo refletindo
talvez o real sentimento ou entendimento acerca do tema pelos entrevistados. Veja-

se:

Entrevistado 07: porque os dois eles tem a mesma coisa, porque a
gente cuida do animal e cuida da planta, entdo eles sempre estao na
nossa vida e a gente sempre vai cuidar, ndo deixa, nenhum é mais
importante que o outro, deixa de ser jogado fora, ndo, os dois s&o
importantes pra todos nos.

Entrevistado 08: a mesma eu acho, porque 0s animais trazem
felicidade como as plantas também.

Entrevistado 09: tem a mesma importancia, que as plantinhas também
respiram e nés precisa dela porque elas dao sombra e alimentos,
umas coisas com arvore e fazem cha e outras coisas também e
0s animais também comem, toma agua, sente coisa, as plantinhas

também sente coisas.
Além disso, foi possivel notar a constru¢do do conhecimento em relagcédo
a importancia desempenhada pelos vegetais no meio ambiente. Na aplicacdo da
pesquisa foi feita uma breve conversa afim de quantificar o conhecimento dos
participantes acerca da importancia dos vegetais ao meio, nessa oportunidade
obteve-se apenas uma resposta, um dos alunos referiu-se a importancia das matas
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ciliares, porém, todos os outros ndo souberam opinar.

J& nas entrevistas pds aplicagdo, percebeu-se que grande parte dos
participantes souberam dizer pelo menos uma importancia desempenhada pelos
vegetais ao meio, nota-se, portanto, que mesmo diante de toda a dificuldade de
aprendizagem enfrentada pelos participantes, foi possivel construir conhecimento a
esse tocante. Veja-se:

Entrevistado 01: Ah... que a pranta a gente... a salada a gente come,
0s tempero também, dai as flor eles usam mais pra fazer perfume, isso
e aquilo, Ah... as plantas fazem fotossintese, elas fazem um monte de
negocio.

Entrevistado 03: respiracao, proteger os riachos.

Entrevistado 05: elas fazem a fotossintese, pra dal tipo... pras plantas
fazer a prépria comida delas, tipo... elas fazem a prépria comida delas
e nos nao.

Conclusdes como essas reafirmam a importancia do contato direto e
concreto com os vegetais para a maior conscientizagdo acerca da importancia
da preservagédo do meio ambiente (TURPIE, 2003). Ou seja, além da importancia
relativa a construgdo do conhecimento pelos participantes, foi possivel através das
atividades desenvolvidas agregar entendimentos relativos a Educagdo Ambiental.

De maneira geral, todos os participantes em algum momento de suas falas
externaram a preocupaca&o com a conservacao e preservacao do meio ambiente,
tendo contribuido para tais opinides a execugédo da dinamica “Teia da Vida”. Eles
destacaram a referida dinamica de modo positivo e, afirmaram aprender conceitos
acerca de Ecologia, bem como de Educagéo Ambiental.

Ademais, os participantes citaram importancias ecologicas dos seres vivos
para justificar o dever de preservagcédo do meio, tais como, dispersdo de sementes
por animais, polinizacdo, a relacdo do desmatamento e a migracéo de animais
silvestres para os centros urbanos, uso de agrotoxicos e a relacdo do mesmo com
a poluicao de rios.

A dindmica “Teia da Vida” permitiu a constru¢cdo do conhecimento de uma
maneira ludica com a atuacao efetiva dos alunos, isso porque, foram estes que
delimitaram as relagbes com os elementos que estavam representados na atividade
e apos a insercdo de uma situacdo problema (uso indiscriminado de agrotoxicos),
eles chegaram as conclusdes das consequéncias que o referido problema causaria
ao meio. Como se vé nas seguintes falas:

Entrevistado 04 - Os humanos depende da vegetagéo e essas coisas
pra comer, 0s animais dependem do oxigénio, 0 peixe... € isso dai. A
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gente fez o que cada coisa da natureza precisa de outra, sabe? Solo,
sol e ... CO2 acho que é o nome que néo precisa que o CO2 vive no
ar e sol vive bem longe da Terra.

Entrevistado 05 - tipo, 0 sapo precisa da mosca pra sobreviver se ndo
ele néo teria o alimento dele e dai tipo um tem que ter o outro.

A dindmica supracitada vai ao encontro com o sustentado por Kobayashi
(1991) e Hinds e Sparks (2008), pois, estes afirmam que atividades em ambientes
com contato direto com a natureza permitem conexdes com o meio natural,
facilitando assim atitudes e pensamentos positivos ao ambiente. Nesse contexto,
o individuo acentua a sua consciéncia ambiental a medida que estabelece contato
com a natureza e a explora de diferentes maneiras por meio de seus sentidos.

Ja em relagéo a efetividade da Mandala Sensorial como recurso pedagogico,
concluiu-se positivamente atribuindo a construcdo do conhecimento a utilizacéo
de um espago nao-formal de ensino, o que, de acordo com Chassot (2010), se
apresenta como divisor na constru¢do do conhecimento bem como no processo de
ensino-aprendizagem.

Destaca-se também o estimulo aos cinco sentidos humanos nos resultados
obtidos por meio das entrevistas aos participantes, umavez que vérias falas trouxeram
elementos a esse tocante, reforcando a ideia de otimizacdo do aprendizado por

meio de estimulos, ndo apenas o visual. Veja-se:

Entrevistado 02 - eu conheci mais a planta por causa do cheiro e tipo,
passando a mao a gente tem que tocar na folha, se a gente ficar s6
olhando a gente néo vai saber como que ela €, se ela é mole, se ela
é dura, se ela é fina.

Entrevistado 03- Porque a gente sentia tipo a folha fina, a grossa.

Entrevistado 05 - daquela hora que nds fomo |4 tocar nas planta,
sentir, porgue tipo assim eu na minha opinido tive mais contato e teve
umas la que eu ndo sabia, eu ndo conhecia.
Nota-se nas transcricdes acima relatos de estimulos aos sentidos do tato,
olfato e paladar, principalmente. Em um estudo realizado por Almeida et al (2017),
a experiéncia realizada com muito se assemelha a pratica descrita nessa pesquisa,
isso porque os participantes também foram vendados e utilizaram-se de seus
sentidos para conhecer as plantas ao longo de um jardim sensorial. Esses autores
interpretaram os resultados de seu estudo por meio da anélise de questionarios,
nos quais foram citados os seguintes temas ao descrever as sensagdes vivenciadas
na atividade: inseguranca, tranquilidade/calma, descoberta/surpresa, sentidos,
liberdade, pertencimento/conexao.
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Destaca-se que as atividades nos moldes realizados no presente trabalho
instigam o envolvimento, além de gerar entusiasmo e comprometimento com aquilo
que estava sendo explanado a eles. Percebeu-se que ao trabalhar o conteudo
previsto juntamente com a atividade pratica otimizou os resultados, visto que, os
participantes faziam associagdes com aquilo que estava sendo explicado a eles com
0s vegetais ali presentes.

Por exemplo, no momento em que foi explicado o que é uma planta herbacea
e suas principais caracteristicas, os participantes ja estavam visualizando-a e
associando o conhecimento teérico ao conhecimento visual e tatil, facilitando,
portanto, o processo. Eles iam associando caracteristicas morfoldgicas das plantas
aos vegetais estudados, tais como, presenca de tricomas e o formato de folhas. Ja
sem as vendas, os participantes iam associando o contato com as plantas com as
utilizagbes medicinais que iam sendo explicadas a eles.

J& no que diz respeito as especificidades dos alunos, em relagdo a serem
atendidos pela sala de recursos multifuncionais, em decorréncia de deficiéncias
e de necessidades especiais comum a todos, foram relatadas dificuldade de
aprendizagem, deficiéncia intelectual, deficiéncia fisica neuro-motora, hiperatividade,
entre outros, destacando-se o cunho inclusivo das atividades realizadas.

Todos os alunos estdo matriculados no ensino comum e no contra turno
participam das atividades da sala de recursos, tendo, portanto, esse aporte
pedagogico afim de mitigar suas limitagdes bem como efetivar a inclusédo no ambiente
escolar. Em pesquisa realizada por Santos (2015), este investigou a maneira com
que uma escola em especifico estava trabalhando com a inclusdo de alunos com
necessidades especiais. Ele verificou, por meio de entrevistas realizadas com
os educadores da referida escola, que os professores responsaveis pela sala de
recursos multifuncionais sdo aqueles que possuem maior preparac¢ao para o ensino
desse publico, ressaltando que eles repassam informagdes pertinentes aos demais
profissionais, mas que nem sempre todos 0s demais estao preparados para efetivar
a inclusédo de forma plena na escola.

Assim, o estudo realizado por Santos (2015) corrobora os resultados obtidos
na presente pesquisa, eis que em varios trechos das entrevistas realizadas com os
participantes, foi possivel constatar a otimizagdo da construgdo do conhecimento
por meio da utilizagdo da Mandala Sensorial e do estimulo aos sentidos humanos.

Desse modo, a Mandala Sensorial desempenhou papel importante na
construgdo de conhecimento relacionado a Botéanica e Educacdo Ambiental, visto
que permitiu a participacéo de todos e auxiliou no processo de ensino-aprendizagem
em decorréncia da conjugagdo dos conhecimentos explanados de forma teérica
com a percepg¢ao sensorial e realizagdo de atividades praticas.
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Desse modo, pode-se concluir que a Mandala Sensorial utilizada como
recurso pedagodgico para o ensino de Botanica e Educagdo Ambiental trouxe
bons resultados, pois, percebeu—se a constru¢do do conhecimento por todos
os entrevistados, mesmo que cada um tenha se expressado a sua maneira,
considerando as limitagbes de aprendizagem de cada um.

Além disso, a incluséo foi realizada de forma efetiva, isso porque, todos os
alunos acometidos de diversas deficiéncias intelectuais e neuro-motoras, construiram
cada um do seu modo o conhecimento acerca dos contetudos trabalhados.

A utilizacdo da Mandala Sensorial promoveu a interagcdo dos participantes
com a natureza, permitindo assim a relagdo simultdnea entre teoria e pratica,
otimizando a construgédo e consolidacdo do conhecimento, além do contato direto
com o meio, que proporcionou uma melhora na percep¢do ambiental dos alunos,
sensibilizando-os a preservag¢do do meio ambiente.
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RESUMO: A pesquisa se realizou por uma
andlise e avaliagdo documental trazendo uma
abordagem no ensino de Ciéncias analisando as
orientagdes curriculares na educacao indigena
para o contetdo de botanica. Essa analise
foi realizada tendo como base documentos
e bibliografias do ensino de Ciéncias, com
o foco no ensino indigena e no conteddo de
Botanica, seguindo as orientacdes Curriculares
nacionais e estaduais vigentes no atual
periodo. Essa analise possibilitou identificar os
tépicos trabalhados no contetdo de Botanica
na disciplina citada acima, analisando como o
curriculo e as diretrizes curriculares abordam
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OLHAR PARA A BOTANICA

o tema junto ao aluno. O trabalho buscou
conhecer as orientagbes curriculares e didaticas
para o Ensino Fundamental Il, nas disciplinas
especificas do contetido de botanica. A pesquisa,
de cunho qualitativo, foi realizada com leituras
de bibliografias da area para investigar o que
tem sido pesquisado sobre as abordagens
metodologicas de conceitos da botéanica, bem
como verificar as pesquisas sobre educacéo
indigena. Com as leituras bibliograficas e
analises documentais, pode-se entender o papel
fundamental desses documentos oficiais que
regem 0 ensino contribuindo para a interacéo
socio cultural com o conteddo trabalhado. Nestes
ha, também, a metodologia voltada a pratica
investigativa no ensino de Ciéncia na educagéo
indigena o que permite que o professor possa
trabalhar melhor os contetdos na especificidade
destas culturas.

PALAVRAS -

Indigna, Botanica.

CHAVE: Educacdo, Ensino

CURRICULAR GUIDELINES FOR
TEACHING SCIENCE IN INDIGENOUS
EDUCATION: A LOOK AT A BOTANY

ABSTRACT: The research brings an approach in
science education for the evaluation of curricular
content in indigenous education for the content
of botany. This analysis was carried out based
on documents and bibliographies of the teaching
of science and biology, with a non-pedagogical
and indigenous teaching focus, following the
current national and international curricular
guidelines. This analysis may be useful for the
content of Botany in the disciplines mentioned
above, considering the curriculum and the
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textbook approaching the subject with the student. The work sought to know the
curricular and didactic strategies for Elementary School Il and High School, in the
specific subjects of the botany content. The qualitative research was carried out with
publications of bibliographies of the area to investigate what is considered researched
about the methodological perspectives of botany concepts, as well as to research
on indigenous education. Bibliographical and analytical literatures can be understood
as the fundamental role of these documents that govern teaching for a socio-cultural
exchange with the content worked. Nestlé also has a methodology focused on the
investigative practice in teaching science in the same discipline that allows the teacher
to increase the potential in specifying these cultures.

KEYWORDS: Education, Indigenous Education, Botany.

INTRODUCAO

A amplitude da educacao formal vem crescendo cada vez mais no pais, tanto
em infraestrutura como em qualidade de ensino. Com isso e com apoio de novas
leis, que garantem o direito de alfabetizacdo e ao mesmo tempo de preservacao da
cultura, esta tem chegado até lugares que antes nédo chegava, como escolas rurais
e indigenas, dando a possibilidade aos indigenas, por exemplo, de receber uma
formacéo de qualidade, tornando-os cidadaos, qualificados para cursar inclusive o
ensino superior.

Atualmente, alguns dos motivos que justificam a busca dos indigenas pela
educacé@o em escolas nos seus proprios territérios, estao voltados desde ha manter a
cultura e a tradigéo - que é passada de geracao em geragéo - ou entéo para qualifica-
los para buscar uma formacgé&o nas universidades. Nas escolas tradicionais, os alunos
indigenas marcavam altos indices de evaséo e repeténcia devido principalmente a;
praticas educacionais distanciadas da realidade sociocultural dos alunos; Calendario
escolar que ndo respeita as atividades coletivas e rituais importantes na cultura; e
Avaliagcdes que nado consideram as praticas da educacao indigena (Brasil, 2002).
Além disso, nestas escolas, geralmente sdo desconsideradas as histérias de vida,
experiéncias e conhecimentos diferenciados das populagées indigenas. Tais escolas,
também, tendem a trata-los como se brancos e indios fossem iguais no enfoque
cultural e no modo de viver, sendo assim descontextualizado de suas realidades.
Outro detalhe € que os livros didaticos encontrados nos estabelecimentos de ensino
indigenas e distribuidos pelo MEC/PNLD sdo os mesmos utilizados nos grandes
centros (George, 2011).

E importante destacar que a escola indigena deve articular os anseios da
comunidade e projetos de sustentabilidade territorial e cultural, através do dialogo
e participagdo comunitéria. Nesse contexto sdo necessérias algumas alteragcdes no
modelo de gestdo, no calendéario escolar e nos contetidos disciplinares, os quais

devem permear situa¢des que vivenciem os rituais e meios de produg¢ao do grupo
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(Pernambuco, 2007).

Considerando esta realidade, o presente estudo visa realizar uma analise
documental e bibliografica do ensino indigena na disciplina de Ciéncias e Biologia no
contetdo de boténica, seguindo as orientagdes Curriculares nacionais e estaduais
vigentes no atual periodo.

A pesquisa, de cunho qualitativo foi desenvolvida por meio de uma analise
bibliografica e documental. Primeiramente foi realizada a leitura de bibliografias da
area para investigar o que tem sido pesquisado sobre as abordagens metodologicas
de conceitos da botanica, bem como verificar as pesquisas sobre educacgéo indigena.
Por sua vez a pesquisa documental aconteceu por meio de estudos de documentos
oficiais tais como Diretrizes Curriculares Nacionais, estaduais, com o objetivo de
conhecer como a cultura local esta presente neste documento, bem como conhecer
as orientacdes metodolodgicas de praticas investigativas do ensino de botanica na
disciplina de Ciéncias na educagéo indigena. A bibliografia foi analisada com énfase
na abordagem metodolodgica de conceitos dentro do contetdo de botanica.

A Pesquisa teve como objetivos analisar as relacbes dos elementos
disciplinares e os elementos socioculturais das aldeias indigenas presentes na
BNCC, e no curriculo.

METODOLOGIA

A presente pesquisa € de natureza qualitativa, desta forma o pesquisador
investiga, compreende e interpreta, o elemento estudado. A mesma se desenvolveu
com a analise das diretrizes curriculares nacionais, € das bases curriculares que
abordam o ensino de botanica na disciplina de Ciéncias e Biologia para a educacao
indigena.

Para realizagdo desse estudo foi adotado a metodologia de pesquisa
Qualitativa, proposta por (Esteban, 2010). Nesta perspectiva, a finalidade essencial
da pesquisa € estabelecer relagdes entre conhecimentos socioculturais e cientificos
que possam contribuir com informagcdes até entdo desconhecidas para auxiliar
de alguma forma o aprendizado dos alunos, mostrando metodologias praticas
investigativas e a abordagem do conteddo de botéanica segundo o curriculo.

No contexto epistemoldgico, o conhecimento se constrdi por meio da pratica
e nao esta fora dos propositos dos atores e no modo pelo qual nos aproximamos
da realidade para refletir sobre ela. Dessa forma se encontram as condi¢bes para
acessar um novo conhecimento e para melhorar a pratica educacional. Sendo assim
foi avaliado quais as metodologias descritas na literatura para o ensino de botanica
na educacao indigena.

Essa metodologia de pesquisa qualitativa envolve a transformagéo
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metodologica e a melhoria de uma realidade educacional a partir da compreensao
darealidade. Para um desenvolvimento sélido e concreto, a pesquisa sera realizada,
seguindo seis etapas do processo construtivista apresentado por Esteban (2010).
As seis fases sdo: Fase exploratdria/de Reflexdo, nesta fase a primeira etapa é
identificar o problema, que neste caso é, quais as diretrizes e bases curriculares
que regem a grade ministrada para os povos indigenas, e como vem sendo o
desenvolvimento pedagoégico e metodolégico no ensino de Ciéncias, para o conteudo
de boténica? Na segunda etapa temos as questdes de pesquisa, onde é levantado
quais as questdes plausiveis para nossa pesquisa, e como ela sera desenvolvida.
Na terceira etapa entramos com uma Revisdo Documental, onde realizamos uma
pesquisa minuciosa na literatura e nos documentos relacionados com nosso tema,
para assim ter um embasamento teérico plausivel e concreto para realizacdo da
pesquisa. Na ultima etapa da primeira fase, entra a Perspectiva Te6rica onde
analisamos a bibliografia coletada com um olhar de outros autores, nos trazendo
assim um melhor embasamento teérico do tema.

Na segunda fase, a Fase de Planejamento, traz em primeira insténcia, a
selecdo do cenario de pesquisa, onde neste caso o cenario séo as bibliografias que
foram analisadas correspondentes ao conteddo de botanica, no ensino de Ciéncias
para educacéo indigena com Base na BNCC - Base Nacional Comum Curricular.
Com essas informacgdes entra o ultimo ponto da segunda etapa, redefinir o problema
e as questdes de pesquisa.

Na Terceira Fase, Fase de entrada no cenario, é selecionado o papel do
pesquisador e a forma de entrada do cenario, podendo ser direta ou indireta. Em
nosso caso é a analise dos dados, ou seja, a forma de entrada sera indireta, O
pesquisador n&o vai a campo, apenas avalia os documentos, previamente escolhidos
na Fase de Planejamento, como a BNCC, Curriculo, e Livro didatico.

Na Quarta Fase de coleta e de analise da informacédo, sdo elaboradas
estratégias para a coleta de informagdes, que neste caso sera pela elaboracdo de
um planejamento para obtengéo dos dados bibliograficos, estabelecendo entdao uma
técnica de analise dessas informacgdes, e rigor para processar os dados.

Nas fases finais a Fase de retirada do cenario, e a Fase de elaboracao do
Relatorio, sdo as fases utilizadas para realizar o fechamento da pesquisa realizando
uma analise intensiva das informagdes obtidas e elaborar um relatorio final com
base nos dados obtidos no decorrer da pesquisa (Esteban, 2010).

Nesta perspectiva, a pesquisa se desenvolveu a partir dos passos descritos
acima onde foi realizada uma analise sucinta das bases e diretrizes curriculares
nacionais com um olhar para o contetdo de botanica dentro da disciplina de Ciéncias.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

A BNCC, juntamente as demais legislagcbes brasileiras, contempla
especificidades de populagdes minoritarias, possibilitando atender diversa demandas
educacionais, como o ensino do campo ou das comunidades indigenas, buscando
manter, na educacgéo, seus rituais culturais. Um exemplo disso é o Art.7° da LDB
9394/96 que nos traz em seu texto que a organizagéo das escolas indigenas e das
atividades consideradas letivas podem assumir variadas formas. Assim, é possivel
moldar os calendérios letivos e os contelddos a cultura local, trabalhando temas com
abordagem cultural especifica.

Segundo a LDB - Art. 7, paragrafo 1° em todos os niveis e modalidades da
educacgéo escolar Indigena, no ensino de botanica deve ser garantido principios
da igualdade social, do respeito as diferencas, do respeito a especificidade, do
bilinguismo e da interculturalidade, contando preferencialmente com professores e
gestores membros da respectiva comunidade.

Muitas vezes o ensino de Ciéncias esta descontextualizado, com o
distanciamento do contexto cotidiano dos alunos e do contexto de produgdo do
conhecimento cientifico. Desta forma, o aluno ndo consegue estabelecer as relacoes
existentes entre os conhecimentos que o professor leva e as situagdes diarias, para
entdo explicar o mundo ao seu redor (Streher et al, 2008).

O estudo do contetdo de botanica, por exemplo, pode ser abordado com o
topico educacao Ambiental criando assim uma interagdo com a matéria e a cultura.
Este tdpico pode ser explorado, conforme afirma Paredes (2008), ndo o reduzindo
ao ensino ou a defesa da ecologia. Para o autor a Educacéo Ambiental deve, entéo,
ser encarada como um processo voltado para a apreciacéo das questdes ambientais
sob sua perspectiva ecolégica, econémica, social (Paredes et al, 2008). Nesta
perspectiva principalmente cultural, é necesséario buscar medidas que preservem o
meio ambiente preservando a cultura indigena, e através do estudo formar alunos,
cidadaos conscientes através da interacdo interdisciplinar, entre a disciplina e o
estudo sociocultural.

Este ponto de interacéo pode se tornar um pouco confuso se observarmos a
educacgéao escolarindigena que, desde adécadade 1970 e apds varias reformulacoes,
busca o seu reconhecimento como uma educacao especifica, diferenciada e de
qualidade para essas populacdes. Na pratica, entretanto, ha enormes conflitos e
contradi¢des a serem superados (Brasil, 2002). Esse cenario € resultado do contexto
histérico em que o sistema escolar foi criado, tomando como modelo a sociedade
néo indigena, privilegiando a padronizacao de atitudes e comportamentos, conforme
a sociedade moderna (Bergamaschi; Schneider Medeiros, 2010)

Entre as dificuldades encontradas nas instituicbes de ensino indigenas esta
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o fato de que os professores que lecionam nestas sédo indigenas e néo indigenas,
visto que néo ha formados nas disciplinas especificas, na maioria dos casos (De
Paula, 2013).

De acordo com Brasil (2002) essa € uma questdo problematica, pois os
professores ndo indigenas nao possuem conhecimentos sobre esses povos,
podendo, portanto, ocasionar distor¢des no processo educativo ou impedindo o
desenvolvimento da proposta de educacéo intercultural. Uma das causas disso
esta na formacdo de professores que ndo discutem questdes sobre a educagao
intercultural e a pratica pedagdgica em curriculos e realidades especificas.

De acordo com Hernandez & Mirdn (2006) para o ensino e aprendizagem
em Ciéncias, torna-se destaque a nocédo de Ciéncia intercultural, a qual deve
promover mudancgas no curriculo para satisfazer os contextos interculturais, onde
encontramos individuos de culturas diferentes. Deve-se entdo considerar que cada
povo possui sua sabedoria para ser comunicada, transmitida e distribuida por seus
membros. Um exemplo disso € que na maioria das aldeias ha varias pessoas,
principalmente os mais velhos que conhecem muitas historias, explicagcbes e mitos
sobre os fendmenos naturais, fazendo parte do que chamamos de cultura (Brasil,
2002). Este conhecimento pode de certa forma interagir com a disciplina, neste
caso especifico a boténica e trabalhar a interacéo disciplinar com a cultura local do
estudante indigna.

Ao longo do tempo, tornou-se necessario tomar como exemplo o modelo
educacional tradicional para estruturar a educacéo indigena e assim reivindicar seus
direitos. Da mesma forma, os indigenas foram se apoderando de outros instrumentos
e novas tecnologias, como, por exemplo, o celular. Isso ndo significa tornar-se
branco ou deixou de ser indio e sim utilizar-se destes meios para a sobrevivéncia,
fortalecendo e sendo capaz de garantir a continuidade de suas tradigbes culturais
(Luciano, 2006).

Outro exemplo muito comum segundo George (2011) € a influéncia das
culturas ndo indigenas que introduzem o uso de medicamentos industrializados pelo
atendimento nos postos de saltde e como consequéncia aos poucos tem ocasionado
0 esquecimento acerca da medicina tradicional, sendo que com o passar do tempo,
0 uso de plantas medicinais se torna escassa.

Vemos situagdes em que no Ensino Fundamental e Médio na escola ocorre o
desaparecimento de linguas e de dialetos regionais, praticando-se apenas o uso da
lingua nacional. As vezes, quando lembrada, a lingua regional é trabalhada apenas

na forma escrita. Isso contribui para que

Grande parte dos saberes regionais oriundos diretamente da cultura
local, sejam reconhecidos pelos proprios integrantes locais desta
cultura, muitas vezes, como saberes inferiores ou de valor limitado
(Strieder & Staub, 2010, p. 12).
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Essa concepg¢éo dos costumes indigenas por meio da escola, para propiciar a
afirmagéo étnica e cultural, foi decorrente da Constituigdo de 1988 onde a chamada
educacdo escolar indigena ganhou suas peculiaridades de ser diferenciada,
intercultural e bilingue ou multilingue (Brasil, 2002). Na Lei de Diretrizes e Bases
da Educacgédo Nacional (LDB) os artigos 32, 78 e 79, também abordam a questao da
educacdo escolar indigena, em relagdo 4 questao sociocultural, trabalhada de forma
analoga a disciplina. Esses pontos ja foram apresentados na Constituicdo Federal,
porém enfatizam o uso das linguas maternas e a devida estruturagéo interna das
escolas. Além disso aponta para a formacédo especifica de professores, com a
recuperacao das tradicoes e reafirmacao cultural (Brasil, 1996).

Com o avancgo da Ciéncia e da Tecnologia ao longo do tempo, o ensino de
Ciéncias na Educacgédo Indigena se tornou algo extremamente necessario. Deste
modo, com essa evolugao faz-se necessario integrar esses conhecimentos a todo
cidadao critico, uma vez que isso é fundamental para sua formacéo.

A introducdo escolar acontece nos chamados Anos Iniciais, que séo os
primeiros anos escolares e sdo responsaveis por ser a base da formacgéo educativa
dos indigenas, visto que é neste periodo que acontecem o primeiro contato com
o conhecimento cientifico e sistematizado. Constata-se entdo, a relevancia da
participacdo do aluno indigena inserido no processo de educacao e aprendizado,
e desta forma, o professor necessita de um bom posicionamento e de uma boa
formacédo, compreendendo e sabendo orientar diferentes metodologias, objetivando
incluir todos os seus alunos, em virtude de todas as diferencas na forma de
aprendizagem que € Unica para cada pessoa.

Um método que pode ser eficaz no processo de entendimento dos
conhecimentos cientificos de forma mais dinamica e agil é a experimentacgéo.
Realizar a insercao de experimentos dentro da sala de aula, por exemplo, buscando
solucionar problemas, onde os alunos indigenas buscariam compreenderem e
explicarem que “as leis, fatos e fendmenos da natureza, bem como as implica¢des
socioambientais desse conhecimento” (Andrade & Massabni, 2011, p. 836). Desta
forma buscando uma alfabetizacdo indigena no ambito cientifico, que subsidia
grandemente o processo de aprendizagem dos alunos, como apontam autores da
area como Krasilchik (2012), Reginaldo et al. (2012), Carvalho (2013), entre outros.

No entanto, uma problematica que tem se tornado frequente é a falta
de interesse dos alunos pelas aulas de Ciéncias, o que também ocorre com
alunos indigenas. Pode-se dizer que isso advém da forma em que as aulas sédo
apresentadas, que sao passadas de uma forma mecénica e que n&do descreve e nao
relaciona o contexto com a realidade que o aluno vive, e que muitas vezes torna-se
a metodologia exclusiva do professor (Krasilchik, 1987; Lima et al., 2013).

Se opondo a essa forma convencional do ensino, as aulas com um carater
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mais pratico s@o uma aposta mais atrativa, que se inseridas corretamente, podem
resgatar a atencdo dos alunos em relagdo a matéria de Ciéncias. Nessa perspectiva

€ possivel dizer que

No ensino expositivo toda a linha de raciocinio esta com o professor,
0 aluno so a segue e procura entende-la, mas néo é o agente do
pensamento. Ao fazer uma questao, ao propor um problema, o professor
passa a tarefa de raciocinar para o aluno e sua acdo nao é mais a de
expor, mas de orientar e encaminhar as reflexdes dos estudantes na
construgao do novo conhecimento (Carvalho, 2013, p. 2).

Contudo, Krasilchik (2012) diz que se as realizagbes de aulas praticas com
experimentos forem feitas s6 por fazer, de forma isolada, sem apropriada orientacao
do professor, pode ser negativo para o entendimento dos alunos do que seria a real
proposta do exercicio primariamente, e isto resultara em conclusdes equivocadas
sobre determinado assunto ou fendmeno abordado das Ciéncias Naturais.

Uma grande parcela dos professores ainda acredita que atividades
experimentais apenas servem para corroborar, evidenciar ou reconsiderar um
conteudo uma vez ja trabalhado, tratando assim os experimentos como simples
“demonstracdes de modelos”. Entretanto, as atividades experimentais podem
ser empregues anteriormente a teoria propriamente dita, buscando solucionar
problemas, com os quais os alunos possam ao fim da atividade especulativa,
ascender a uma determinada teoria (Reginaldo et al. 2012).

Quando contextualizamos a educagéo no pais e, neste contexto, o ensino de
ciéncias, um dos pontos de destaque nesta analise é a experimentacao, abordada
no método construtivista que sugere que aluno, através de experimentos analogos
a sua realidade, tenham um maior aproveitamento e consequentemente um melhor
desempenho.

Outro ponto que acompanha a linha construtivista de Piaget foi a interacéo
sociocultural de Vygostsky que sugere que o aluno forma seu conhecimento através
de sua vivencia e o professor atua apenas auxiliando no processo de aprendizagem.
Isto estéa diretamente ligado a vivencia e ao cotidiano do aluno, e mesmo que as
teorias sejam divergentes em alguns pontos, nestes casos elas se completam. Na
realidade dos alunos indigenas, estes trazem uma bagagem socio cultural que pode
ser trabalhada de forma paralela ao contetdo de botéanica.

Considerando que na cultura indigena as plantas estdo muito presentes,
essa relacado traz a possibilidade de se trabalhar inUmeras praticas em sala de
aula e aproximar o contetdo do aluno com uma maior chance de compreenséo.
Assim as atividades experimentais que buscando solucionar problematicas, de
acordo com Amaral (1997), Borges & Moraes (1998) e Cachapuz et al. (2005), séo
experimentos que visam o reconhecimento e a cooperacao do aluno em todas as
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etapas da atividade, desde a elaboragao, planejamento de hipdteses e execucao até
a discusséao dos resultados, propiciando um aumento na criatividade, autonomia e
na via especulativa nos alunos.

Ja nos documentos, como BNCC, e no livro didatico o que foi observado é
que ambos trabalham de formas interligadas, mas tirando um pequeno trecho da
BNCC, nenhum tem um direcionamento especificos aos indigenas O livro didatico
apresenta o contetdo exigido no curriculo que por sua vez segue o que esta na
BNCC porém, o mesmo livro distribuido pelo estado e municipio para as escolas
da zona urbana, sdo os mesmos que chegam nas escolas rurais, do campo e para
escolas indigenas. O problema disso, € que o livro normalmente vem adaptado ao
cotidiano do aluno da cidade, uma realidade que ndo condiz com o cotidiano do
aluno indigena. Isso por sua vez, dificulta sua interagdo com o conteudo trabalhado,
tendo em vista que o livro didatico ndo esta direcionado com a realidade que ele
conhece. Isso exige muito mais do professor, que além de relacionar o contetdo de
botanica trabalhado na disciplina de Ciéncias muitas vezes com as plantas que ele
esta acostumado a ver em suas tradi¢coes, tem que associar e explicar o que esta no
livro e 0 aluno ndo compreende.

A BNCC por sua vez, traz um trecho pequeno porem bem significativo
esclarecendo que o meio sociocultural, as tradicoes e a cultura indigena devem
ser preservadas no ambito escolar. Na pag. 17 a BNCC diz que o ensino indigena
deve assegurar competéncias especificas com base nos principios da coletividade,
reciprocidade, integralidade, espiritualidade e alteridade indigena, a serem
desenvolvidas a partir de suas culturas tradicionais reconhecidas nos curriculos dos
sistemas de ensino e propostas pedagodgicas das instituicdes escolares Significa
também, em uma perspectiva intercultural, considerar seus projetos educativos,
suas cosmologias, suas logicas, seus valores e principios pedagdgicos préprios.
O texto também é bem claro quando aponta que as escolas e suas esferas
tem autonomia e competéncia para incorporar aos seus curriculos propostas
pedagogicas a abordagem de temas relacionados a cultura local. Esses temas
aparecem no direito da crianga e do adolescente nas leis educagédo das relagdes
étnico-raciais e ensino de historia e cultura afro-brasileira, africana e indigena (Leis
n° 10.639/2003 e 11.645/2008, Parecer CNE/CP n° 3/2004 e Resolugdo CNE/CP
n°® 1/200422), educacdo ambiental (Lei n°® 9.795/1999, Parecer CNE/CP n°® 14/2012
e Resolugcdo CNE/CP n° 2/201218), que apoiam e favorecem néo sé os indigenas
como todos os alunos.

CONSIDERACOES FINAIS

A realizacdo das andlises documentais e bibliograficas, possibilitaram
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averiguar que o conteldo selecionado para ser trabalhado na comunidade escolar
que é apresentado segundo o curriculo pelo livro didatico ao cotidiano das minorias,
nesse caso os alunos indigenas. Este ndo apresenta conceitos de botanica aplicados
a metodologias utilizadas no processo de ensino e aprendizagem da educacao
indigena. Isto pode ser constatado pela auséncia de associagdo do conhecimento
cientifico pertinente aos contetdos de botanica com a realidade sociocultural
indigena.

Dos documentos avaliados na presente pesquisa, as Diretrizes Curriculares
Nacionais e estaduais, e a Base Nacional Comum Curricular, apresentaram pontos
positivos em relacéo ao ensino indigena, porem ambas tem uma abordagem muito
sucinta em relacao ao tema. Apesar de trabalharem de forma conjunta nem sempre
os documentos conversam entre si. Neste caso ambos aparentaram textos muito
semelhantes, que visavam preservar a cultura local e inserir atividades socioculturais
no curriculo do aluno.

Os resultados de nossa pesquisa mostram como € de extrema importancia
analisar essas referéncias, pois com o levantamento bibliografico e documental é
possivel identificar a preservacao cultural dos conceitos abordados ao longo do
tempo e com isso criar uma linha contextual da educagéo indigena inserida nas
Diretrizes Curriculares e na BNCC.

Assim pode—se concluir que o ensino de botéanica tal como o ensino de
Ciéncias na educacéo indigena trabalha de forma interdisciplinar e € bem amparado
pelos documentos que incentivam a interagéo sociocultural dando autonomia as
escolas para incorporar estes as atividades do seu curriculo, visando assim a
interagé@o cientifica com a preservagdo da cultura local. Mesmo com os livros
didaticos ndo possuindo uma versdo adaptada aos indigenas, como & o caso
abordado, a educacéo para essa classe tem se mostrado produtiva.
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RESUMO: Os documentos que orientam as
politicas publicas educacionais brasileiras
recomendam a inclusao da educagdo ambiental
em todas as esferas da educacgéo. A incluséo dos
temas transversais na sala de aula também é
de suma importancia no curriculo escolar, onde
devemos lembrar que o estudo do meio ambiente
ndao se reduz apenas ao ambiente fisico e
biolbgico, mas abrange também as relacoes
sociais, econémicas e culturais. Através dessa
visdo devemos propiciar momentos de reflexdes
que induzam os alunos ao enriquecimento
cultural, a qualidade de vida e a preocupacgéo
com o equilibrio ambiental. Entre as questbes
atuais associadas a Ciéncia e Tecnologia,
encontra-se a tematica da sustentabilidade
e 0 uso de biocombustiveis, onde pode ser
abordada em diferentes enfoques, incluindo
aspectos associados a probleméatica energética
e ambiental. A utilizagéo de combustiveis fosseis,
mais utilizada atualmente, é responsavel por
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alteracdes climéaticas mundiais; seu consumo tem
aumentado em fungéo do aumento populacional
0 que fez com que suas reservas reduzissem
consideravelmente, tornando ainda mais crucial
a busca por alternativas para producdo de
energia. O objetivo deste artigo € identificar na
literatura elementos que buscam sistematizar as
discussbes a tematica ambiental e a produgéo
de energia limpa dentro da area da educacao,
onde devem ser trabalhados para o processo
de socializagdo dos conhecimentos cientificos
e uma mudanca de perfil socioambiental das
geracdes futuras. Uma nova proposta, se bem
trabalhada, pode ambicionar e construir algo
diferente, trazendo novas interpretagdes no nexo
entre educacéo e sustentabilidade.
PALAVRAS-CHAVE: Sustentabilidade.
Bioenergia. Educacéo, Biologia.

ENVIRONMENTAL SUSTAINABILITY
AND BIOFUELS IN THE EDUCATIONAL
CONTEXT

ABSTRAT: The documents that guide Brazilian
educational public policies recommend the
inclusion of environmental educationin all spheres
of education. The inclusion of transversal themes
in the classroom is also of great importance in
the school curriculum, where we must remember
that the study of the environment is not limited to
the physical and biological environment, but also
are geared towards social, economic and cultural
areas. Through this vision we must provide
moments of reflection that induce students to
cultural enrichment, quality of life and concern
for environmental balance. Among the current

Capitulo 24


http://lattes.cnpq.br/4320546998485119
http://lattes.cnpq.br/0396501605772124

issues associated with Science and Technology is the issue of sustainability and
the use of biofuels, where it can be approached in different approaches, including
aspects related to energy and environmental issues. The use of fossil fuels, more
currently used this days, is responsible for global climate change; its consumption
has increased as a result of the population increase, which has caused its reserves
to reduce considerably, making the search for alternatives to energy production even
more crucial. The objective of this article is to identify in the literature elements that
seek to systematize discussions on environmental issues and the production of clean
energy within the area of education, where they must be worked on for the process
of socialization of scientific knowledge and a change in the social and environmental
profile of future generations. A new proposal, if well worked, can go beyond and build
something different, bringing new interpretations in the nexus between education and
sustainability.

KEYWORDS: Sustainability. Bioenergy. Education. Biology.

11 INTRODUGAO

A discussao e investigacdes sobre temas contemporaneos no ensino de
Ciéncias sdo de grande importancia no contexto nacional, uma vez que em revisao
realizada em alguns dos principais peridédicos nacionais sdo poucos os trabalhos
que se dedicam a estes temas.

A importancia da abordagem desses temas no curriculo escolar é enfatizada
pelos Parametros Curriculares Nacionais, pois trazem os temas transversais (Brasil,
1998). Entre as questdes atuais associadas a Ciéncia e Tecnologia, encontra-se a
tematica da sustentabilidade e 0 uso de biocombustiveis, onde pode ser abordada
sob diferentes enfoques, incluindo aspectos associados a problematica energética
e ambiental.

Visto que para o desenvolvimento econdmico 0 uso de energia é um dos
fatores primordiais, um dos meios desenvolvidos para conservagdo do meio
ambiente é o uso das energias renovaveis que diminuam ou ndo causem impacto
direto ao meio ambiente. Antigamente a energia era obtida da lenha das florestas,
para atividades domésticas como cozinhar. Porem, com o desenvolvimento e o
uso de novas tecnologias o consumo de energia teve um crescimento expressivo e
outras fontes de energia foram necessérias.

A utilizacdo de combustiveis fosseis que hoje é a mais utilizada, é responsavel
por alteragdes climaticas mundiais. A queima dessa fonte de energia libera na
atmosfera substancias quimicas poluentes que se acumulam no ecossistema e
afetam de uma maneira ou outra todas as formas de vida (DAS et al, 2001). Além
dos problemas ambientais gerados pelos combustiveis fosseis, seu consumo tem
aumentado em funcdo do aumento populacional o que fez com que suas reservas

reduzissem consideravelmente, o que torna crucial a busca de novas alternativas
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para producéo de energia (DAS et al, 2008).

Esta procura por fontes alternativas de energia associada a incerteza quanto
a disponibilidade do petroleo e a preocupagéo em assegurar a demanda de energia
tomando medidas necessérias para preservacdo do meio ambiente, tem sido um
dos temas mais relevantes da atualidade.

A educagé@o ambiental precisa ser trabalhada juntamente com a perspectiva
da sustentabilidade, se tratando do relacionamento entre a natureza e sociedade.
Criando uma reflexdo e articulagéo de sentidos sobre as praticas sociais, que vem
sendo marcadas pela degradagdo permanente do meio ambiente. Esta producéo do
saber deve contemplar as inter-rela¢gdes do ambiente com o meio social, analisando
processos, a organizagao social, o desenvolvimento de novas tecnologias, criando
um novo perfil de desenvolvimento que priorize a sustentabilidade socioambiental.

Neste sentido o objetivo deste artigo é identificar na literatura elementos que
buscam sistematizar as discussdes a tematica ambiental e a producdo de energia
limpa dentro da area da educacgéo, onde devem ser trabalhados para o processo de
socializagdo dos conhecimentos cientificos e uma mudanca de perfil socioambiental
das geracgdes futuras. Uma nova proposta, se bem trabalhada, pode ambicionar e
construir algo diferente, trazendo novas interpretacbes no nexo entre educacgéo e

sustentabilidade.

21 REVISAO

O meio ambiente vem sendo degradado historicamente e a situagdo vem
se gravando devido ao crescimento da populacdo, o que leva a necessidade
de criar estratégias que conscientize a populacdo sendo um destes a educacéo
ambiental em todos os niveis de ensino. A educacdo é um direito fundamental e
um instrumento chave para mudar valores e estilos de vida, por um mundo mais
sustentavel é necessario difundir, entre a populagédo, a consciéncia do quanto o meio
ambiente € importante. Assim uma das principais formas de as pessoas obterem
esta consciéncia necessaria a melhoria da sua qualidade de vida é a educacao
ambiental (EDUCACAO, 2011). Onde na escola pode se motivar os estudantes a
disseminar seu conhecimento sobre o assunto através de praticas sustentaveis e
educativas relacionadas ao seu cotidiano (RODRIGUES, R.V. et al. 2014).

2.1 Sustentabilidade

O termo sustentabilidade surge de duas origens: Uma dentro da é&rea
biologica, a que se refere a capacidade de recuperar ecossistemas agredidos
por agdes antrdpicas, como uso abusivo dos recursos naturais, ou natural como

os terremotos, tsunamis entre outros. A segunda surge na economia, visando o
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desenvolvimento onde a crescente demanda de producdo e consumo, também
exige cada vez mais a exploragéo dos recursos ambientais (NASCIMENTO, 2012).
O termo tornou-se expressivo sendo fruto da percepcédo de uma crise ambiental
global. A grande questdo é se as geragdes futuras terdo condi¢cbes de viver ao
menos nas mesmas condi¢cdes das quais vivemos hoje.

Varios séo os problemas e danos causados por modelos de desenvolvimento
que ignoram o equilibrio dos ecossistemas, consumindo recursos em uma velocidade
maior que a sua renovacao. S&o inUmeras as implica¢cdes ambientais como a perda
da biodiversidade, mudancgas climaticas mundiais, esgotamento e destruicdo de
recursos naturais, ruptura da camada de ozénio, a ainda problemas sociais onde
varias pessoas sdo excluidas ao acesso de condi¢des dignas de sobrevivéncia.

2.2 Biocombustiveis

A producédo de energia passa a ser eficiente quando reduzimos ao maximo
a perda de maneira econémica e ambientalmente segura. Quanto mais usarmos e
produzirmos com eficiéncia a energia sobre o ponto de vista econdémico — sécial-
ambiental e tecnologico maior a possibilidade de alcangarmos um desenvolvimento
energético sustentavel.

Os biocombustiveis sdo derivados de biomassa renovavel que podem
substituir, parcial ou por completo os combustiveis derivados do petréleo em motores
de combustao ou outro tipo de geracao de energia. Onde os dois tipos mais usados
no Brasil séo o etanol produzido da cana de agucar e o biodiesel, produzido a partir
de Oleos vegetais ou gorduras animais e a adicionando ao diesel em proporcoes
variaveis, onde no Brasil hoje alcan¢a 18% do uso de combustiveis renovaveis (ANP
2017).

O Brasil é um dos maiores produtores mundiais e o maior exportador de
etanol. Atualmente, € considerada a melhor e mais avangada opg¢éo para a producao
sustentavel de biocombustiveis em larga escala no mundo (BRASIL 2011). A
producdo e desenvolvimento da tecnologia de carros movidos apenas a alcool veio
através do Proalcool, programa criado pelo governo em 1975 motivado pelo prego
elevado da conta do petréleo pago pelo pais, que na época importava mais de 80%
do petréleo que consumia (LEITE e LEAL 2007).

A industria sucroalcooleira se tornou um importante exemplo, pois além de
utilizar uma matéria prima renovéavel ela aproveita todo seu residuo para producao
de subprodutos como combustivel, plastico racdo animal, fertilizantes, entre outros,
se tornando assim cem por cento sustentaveis.

Além do etanol produzido da cana de agucar, milho e celulose ainda podem
ser produzidos outros tipos de biocombustiveis como o Biogas obtido em aterros

sanitarios, pantanos, intestinos de animais, etc. O biodiesel, combustivel renovavel
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e biodegradavel que se obtém a partir de 6leos vegetais ou animais substituindo
o 6leo diesel usado nos automoéveis, caminhodes, tratores e outros veiculos. Ainda
existem varios estudos relacionados a utilizagdo de outras fontes de biomassa para
producdo de biocombustiveis, entre elas estdo as microalgas, efluentes industriais,
beterraba, dendé, semente de girassol, mamona, pinhao manso, residuos agricolas
e florestais entre outros. A biodiversidade do Brasil e sua extenséo territorial trazem
inUmeras possibilidades de matérias primas para serem utilizadas, desenvolvendo
métodos sustentaveis para produgdo de uma energia mais limpa. Onde das
vantagens do uso dos biocombustiveis, destacam-se diversos beneficios para o
meio ambiente, referente a emisséo de gases que causam o efeito estufa (LEITE E
LEAL, 2007).

31 DISCUSSAO

As iniciativas educacionais para o consumo sustentavel podem se realizar
nédo apenas na disciplina de biologia, mas no ambito de todas as disciplinas dos
curriculos do Ensino Fundamental e Médio, bem como no nivel superior. Como tema
transversal do ensino, o meio ambiente engloba a questao do consumo sustentavel,
que deve ser abordada de forma holistica, por se tratar de uma postura de cidadania
(FURRIELA 2001).

A contextualizacédo do ensino deve ser usada através das discussdes sobre
temas ambientais e sociais, como os combustiveis, o lixo, os quais devem ser
incorporados aos conteudos curriculares (PINHEIRO 2007). Os temas escolhidos
como transversais devem possibilitar uma visdo ampla da realidade brasileira e
sua inser¢do no mundo, além de desenvolver um trabalho educativo que possibilite
educacéo social aos alunos.

Em uma pesquisa realizada no Municipio de Gurjao, PB utilizando
questionario como instrumento de coleta de dados e realizado com 163 alunos das
1a, 2a e 3a séries do ensino médio mostrou que a maioria dos alunos afirma néo
saber definir o conceito de fonte renovavel de energia e menos da metade dos
alunos entrevistados entende o conceito de desenvolvimento sustentavel e 55%
destes alunos conhecem o conceito de biocombustiveis ( LUCENA ET AL 2012).
Resultado este inesperado, pois muito se debate sobre o termo sustentabilidade que

€ motivo de encontros mundiais sobre meio ambiente.

41 CONCLUSOES

A demanda energética mundial, apesar das inUmeras alternativas que vem
surgindo é ainda quase que totalmente dependente dos combustiveis de origem
fossil. O desafio para se conseguir diversificar as fontes de energia e, ainda assim,
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garantir a sustentabilidade ambiental e econémica com reducéo das emissdes de
gases de efeito estufa, entre outros impactos sobre o ambiente, é um desafio.

Os estudantes, mesmo que ja costumados com os impactos das novas
tecnologias precisam refletir sobre suas consequéncias e o debate sobre os
biocombustiveis pode ser uma das estratégias.

Com o aumento da populagédo a necessidade de consumir energia aumenta
a cada dia e por isso é tao importante se discutir o uso de fontes renovaveis que
n&o agridam ou ao menos minimizem os impactos ambientais. Afinal o uso dos
combustiveis foésseis além de causarem poluicdo podem provocar danos a saude do
homem e de todos os ecossistemas, chuva 4cida, efeito estufa.

Para se alcancar resultados o ponto de partida € a conscientizagédo, a
sensibilizagcdo a respeito do problema da degradagéo dos recursos ambientais
do planeta e suas consequéncias sobre a satde e o0 modo de vida humanos, e
também ter conhecimento das novas tecnologias e possibilidades que visam um
desenvolvendo sustentavel. Essa sensibilizacdo depende de iniciativas na area da
educacéo.

Pode-se concluir com base em artigos ja publicados que as tematicas
ambientais ndo estdo inseridas de forma efetiva nas matérias da grade curricular
ndo promovendo a abordagem de temas transversais ja o nivel de conhecimento
sobre sustentabilidade e biocombustiveis ainda sdo poucos compreendidos pelos
alunos.

A abordagem do tema “biocombustiveis” & bem interessante, uma vez que
abrange um tema atual, que esta constantemente aparecendo na midia e que pode

se relacionar com diversos outros assuntos.
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