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APRESENTACAO

O Livro “Ciéncias biologicas: Génese na formagao multidisciplinar 2”, traz ao leitor
vinte capitulos de relevada importancia na area de Genética, Citogenética, Imunologia,
Parasitologia, Quimica medicinal, Saude publica e Ecologia. Entretanto, caracteriza-se
como uma obra multidisciplinar que engloba diversas areas da Ciéncias biolégicas.

Os capitulos estdo distribuidos em tematicas que abordam de forma categorizada e
multidisciplinar a Ciéncias biologicas , as pesquisas englobam estudos de: mapeamentos
genético, citogenético, sequenciamento, genética e educacéo ,analises forenses , doencas
genética, eugenesia classica, engenharia genética, analise por PCR, cultura de células de
linfoma e leucemia, salde mental, resposta imune, vacinagdo contra a covid-19, virus
Sars-Cov-2, métodos de extracdo de lipidios ,levantamento taxonémico, morfologia vegetal,
eficiéncia de inseticidas , quimica medicinal, cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
espectroscopia de infravermelho (IV) e espectrometria de massas (EM), problematica
ambiental e de saude publica, poluentes emergentes e biodiesel.

A obra foi elaborada primordialmente com foco nos profissionais, pesquisadores
e estudantes pertencentes as areas de Ciéncias biologicas e Ciéncias da Salde e suas
interfaces ou areas afins. Entretanto, € uma leitura interessante para todos aqueles que de
alguma forma se interessam pela area.

Cada capitulo foi elaborado com o propésito de transmitir a informacgéao cientifica
de maneira clara e efetiva, em portugués, inglés ou espanhol. Utilizando uma linguagem
acessivel, concisa e didatica, atraindo a atencéo do leitor, independente se seu interesse é
académico ou profissional.

O livro Ciéncias biologicas: Génese na formagao multidisciplinar 2”, traz publica¢des
atuais e a Atena Editora traz uma plataforma que oferece uma estrutura adequada, propicia

e confiavel para a divulgacéo cientifica de diversas areas de pesquisa.

Alana Maria Cerqueira de Oliveira
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RESUMEN: En el presente ensayo se muestra
una panoramica histérica, cientifica y filoséfica
del interés de la humanidad por erradicar las
enfermedades genéticas. Se inicia con una
descripcion de los antecedentes historicos de la
eugenesia: “infanticidios selectivos” realizados
en la Antigua Esparta y la “crianza selectiva”
propuesta por Platén. Posteriormente, se
presenta la historia de la eugenesia clasica como
el primer intento de erradicar las enfermedades
genéticas, enfatizando los errores cientificos,
abusos y crimenes a la humanidad cometidos.
Finalmente, se discuten los mas recientes
avances en ingenieria genética y su potencial
para erradicar las enfermedades genéticas en el
futuro no muy lejano, asi como sus implicaciones
filoséficas y sociales.

PALABRAS-CLAVE: Enfermedades genéticas;
Eugenesia  clasica; Ingenieria  genética;
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INGENIERIA GENETICA

Implicaciones filoséficas y sociales.

THE ERADICATION OF GENETIC
DISEASES: FROM CLASSICAL
EUGENICS TO GENETIC ENGINEERING

ABSTRACT: This essay offers a historical,
scientific, and philosophical overview and
discussion of humanity’s interest in eradicating
genetic diseases. It begins with a description
of the historical antecedents of eugenics: the
“selective infanticides” carried out in Ancient
Sparta and “selective breeding” proposed by
Plato. Subsequently, the history of classical
eugenics is presented as the first attempt to
eradicate genetic diseases emphasizing the
scientific mistakes, abuses and crimes against
humanity committed. Finally, the most recent
achievements in genetic engineering and their
potential to eradicate genetic diseases in the not-
too-distant future are discussed, as well as their
philosophical and social implications.
KEYWORDS: Genetic diseases; Classical
eugenics; Genetic engineering; Philosophical
and social implications.

INTRODUCCION

En todo el mundo, miles de estudiantes
de genética se graduan cada afo. Nuevos
laboratorios de investigacibn son abiertos
regularmente en universidades, hospitales,
clinicas y empresas privadas. Las patentes
en gendmica y genética van en aumento, asi
como las publicaciones cientificas en revistas

relevantes en estas areas. La demanda de
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genetistas en el mercado laboral jaméas habia sido tan buena, quienes generalmente
ejercen como investigadores, profesores, laboratoristas, ingenieros, consultores e incluso
abogados. En efecto, la genética es una ciencia en pleno crecimiento que esta adquiriendo
una mayor influencia en nuestras vidas cotidianas, y al no haber indicios de que esta
tendencia vaya a desacelerar, el siglo XXI es un prospecto para convertirse en el “Siglo de
la Genética.”

Pero, si les pidiéramos a todos estos cientificos y trabajadores del area que por un
momento apartaran la vista del ocular del microscopio, que apagaran las centrifugas, los
secuenciadores de DNA y los termocicladores (maquinas de PCR; reaccién en cadena de
polimerasa, por sus siglas en inglés). Si les pidiéramos que solo por un instante dejaran de
escribir esos articulos cientificos para que nos expliquen por qué investigan y laboran en el
area de genética, seguramente nos diran que, ademas de percibir un salario, trabajan en esta
area porque quieren mejorar la salud humana. Y es que en la actualidad se tiene registro de
miles de enfermedades monogénicas.' Asi mismo, de acuerdo con la Organizacion Mundial
de la Salud, afectaciones asociadas a alteraciones en mdltiples loci en el genoma, llamadas
enfermedades poligénicas, como la cardiopatia isquémica (bloqueo o reduccion de las
arterias coronarias) y los infartos fulminantes (repentina perdida de funciones neurolégicas)
encabezaron la lista de causas de muerte del 2000 al 2019.2 La estructura o el nimero de
cromosomas de un recién nacido también puede ser anormal (mutaciones cromosémicas).
Por ejemplo, la trisomia del cromosoma 21 es la causante del sindrome de Down (serie de
complicaciones particulares en el desarrollo fisico y mental).

¢Cbémo puede ayudar un genetista a combatir las enfermedades y condiciones
genéticas? En primer lugar, es importante poder detectarlas lo méas pronto posible mediante
estudios que permitan obtener diagnésticos genéticos en cualquier etapa de la vida
(incluidas la pre-natal y pos-natal). En este ambito, las tecnologias de diagnostico genético
han progresado enormemente en las Ultimas décadas. Actualmente, existen miles de
examenes genéticos en uso y se estan desarrollando ain mas. No obstante, diagnosticar
una enfermedad seria una actividad médica futil si no se desarrollaran a la par tratamientos
y quiza curas. En el presente ensayo se muestra una panoramica historica, cientifica y
filosofica del interés de la humanidad por erradicar las enfermedades genéticas partiendo
desde los “infanticidios selectivos” realizados en la Antigua Esparta hasta el actual uso de
la biotecnologia en procedimientos de terapia génica.

ANTECEDENTES HISTORICOS: LA ANTIGUEDAD

Los registros historicos y antropolégicos muestran que en la Antigua Esparta (650 a.
C.), famosa por su ejército poderoso y sanguinario, se llevaba a cabo lo que hoy se denomina
“infanticidio selectivo.” Obviamente, los espartanos no sabian de genes, ni de mutaciones,

ni de leyes de la herencia. No sabian por qué algunos bebes nacian con deformidades en
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los huesos, con musculos atrofiados, 0 con proporciones corporales enanas. Pero si sabian
que estos individuos eran diferentes, y consideraron que sus condiciones representaban
una discapacidad: jamas se desarrollarian como verdaderos espartanos y representarian
una carga para el Estado. Su solucién fue arrojar a los bebés y nifios con enfermedades o
condiciones congénitas por un acantilado hacia su muerte segura.® Esta practica, guiada
por motivos mas socioculturales que de salud publica, aseguraba que los individuos con
genes defectuosos no contribuyeran genéticamente a las siguientes generaciones. Desde
luego, no se puede pasar por alto lo innecesariamente cruel que es practicar el “infanticidio
selectivo” para erradicar las enfermedades hereditarias.

Otra referencia histérica sobre la erradicacién de las enfermedades hereditarias
en la Antigiedad la encontramos en la obra La Republica (370 a.C.), escrita por Platén
en forma de dialogo en donde se discute la “crianza selectiva.” El personaje Sécrates
cuestiona a Glaucon sobre sus aves y perros: “;,Y entonces haces que nazcan crias de
todos por igual o te esfuerzas para que nazcan especialmente los mejores?... ;Y si no es
asi como nacen, consideras que la raza de tus aves y de tus perros serd mucho peor?”,
a lo que Glaucon responde afirmativamente. Posteriormente, Socrates sugiere que seria
muy bueno hacer lo mismo con seres humanos.* Aunque el “infanticidio selectivo” de los
Espartanos y la “crianza selectiva” en humanos propuesta por Platén pertenecen a la
Antigliedad, no podemos negar que nos resultan perturbadoramente familiares. En efecto,
son dos ejemplos de lo que hoy conocemos como “eugenesia.” En pocas palabras, como se
explicara a continuacion, la eugenesia se basa en la idea de que la especie humana puede
ser artificialmente mejorada si utilizamos el conocimiento sobre herencia y las tecnologias

disponibles racionalmente para guiar nuestra propia evolucion.

EUGENESIA CLASICA:’EL PRIMER INTENTO DE ERRADICAR LAS
ENFERMEDADES GENETICAS

La historia de la eugenesia clasica comienza con la revolucién Darwiniana en la
segunda mitad del siglo XIX. Basandose en la teoria maltusiana, Darwin dedujo que los
seres vivos se encuentran en una “lucha por la existencia” ya que la cantidad de recursos
necesarios para la supervivencia y reproduccion son proporcionalmente menores a la
generacion de seres vivos. De acuerdo con la teoria de Darwin, los aproximadamente 4
billones de afos de vida en este planeta han sido de incesante competencia, en la cual
siempre algunos han salido victoriosos logrando sobrevivir para reproducirse mientras que
los demas han perecido necesariamente. Nosotros, por ejemplo, somos los descendientes
directos de los ganadores en la lucha por la existencia reciente entre especies del género
Homo (lucha que perdi6 el Homo neanderthalensis, Homo erectus y Homo floresiensis).
Pero es importante tomar en cuenta que nada asegura que seamos la ascendencia de
los proximos pobladores de la Tierra, lo que lleva a preguntarse por qué algunos ganan
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y otros pierden en la lucha por la existencia. La genialidad de Darwin fue comprender
que el nivel de adaptabilidad a las condiciones locales de vida puede variar de individuo
a individuo y de especia a especie. Aunque en su época el conocimiento de genética era
pobre, Darwin not6é que algunos individuos, por motivos puramente azarosos, pueden nacer
con variaciones en sus rasgos corporales, mentales e incluso de comportamiento. Esto
Nno es sorpresa, pues, asi como nosotros no somos idénticos a nuestros padres, “nadie
supone que todos los individuos de la misma especie estén fundidos absolutamente en
el mismo molde.” Ahora, en el contexto correcto, algunas de estas variaciones pueden
representar una valiosa ventaja en la “lucha por la existencia.” Un cuello de jirafa mas largo
para alcanzar el follaje, una toxina més mortifera de un pino para eliminar nematodos,
un comportamiento social mas desarrollado en humanos para forjar grupos fuertes son
ejemplos de variaciones benéficas. Como dijo Darwin, “(...) los individuos caracterizados
de este modo tendran seguramente las mayores probabilidades de conservarse en la lucha
por la vida vy, por el poderoso principio de herencia, tenderan a producir descendientes
con caracteres semejantes. A este principio de conservacion o supervivencia de los mas
adecuados lo he llamado seleccion natural.”

Aunque Darwin fue ampliamente reconocido por su descubrimiento y trabajo,
algunos no pudieron evitar sefialar que aun estaba inconcluso pues excluyd el tema de
la seleccion natural en humanos y la posibilidad de guiar racionalmente nuestra propia
evolucién. Fue su primo Francis Galton quien se encargaria de abordar este tema. Galton
tenia una enorme confianza en el poder de la ciencia como motor del progreso social; mas
aun, cuando leyé la teoria de su primo consider6 que comprender el proceso de evolucién
por seleccion natural nos confiere la responsabilidad de garantizar la multiplicacion de
los mas aptos de nuestra especie al igual que el decremento de la reproduccién de los
menos aptos. Denominé “eugenesia” (del griego eu: buen, y genos: origen o nacimiento) a
la “ciencia que trata de todas las influencias que mejoran las cualidades innatas, o materia
prima de una raza y también aquellas que la pueden desarrollar hasta alcanzar la maxima
superioridad.”

La primera gran victoria publica de Galton fue su descubrimiento de que, ademas
de los rasgos fisicos, los rasgos mentales como la inteligencia y la personalidad también
son heredables. Su enfoque fue el analisis estadistico de cientos de genealogias familiares
registradas en enciclopedias biogréficas, registros civiles e historiales médicos. Lo que
descubri6 fue que las personas con alta inteligencia y rasgos de personalidad particulares
(e.g., talento, moralidad, honestidad, responsabilidad social) tienden a tener hijos y nietos
con estos mismos rasgos. Por lo tanto, pensé Galton, lo que verdaderamente determina
nuestro destino es lo que heredamos biol6gicamente de nuestros padres y no las
circunstancias ambientales y sociales, como el nivel de educacion o estatus econdmico, en
las que nos desarrollamos. El trabajo de Galton sent6 el precedente y marcé la direccién

de las discusiones sobre eugenesia que se darian en las proximas décadas. De acuerdo
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con Galton, el hecho de que la inteligencia y la personalidad sean heredables significa que
pueden ser manipuladas y moldeadas a nuestra conveniencia: “si una veinteava parte de
los costes y esfuerzos que se invierten en mejorar la cria de caballos y ganado se invirtiera
en medidas para la mejora de la raza humana, jqué galaxia de genios podriamos crear!””

Para comprender fielmente el proyecto Galtoniano se deben tomar en cuenta
algunos puntos importantes. En primer lugar, al igual que muchos otros pensadores de
su tiempo, Galton consider6 que las sociedades humanas estaban pasando por un grave
momento de deterioro genético, particularmente en las naciones industrializadas. Muchos
estudios indicaban que el estrato social menos favorecido, que incluye a los aquejados por
enfermedades genéticas, los pobres y los alcohdlicos, tendian a multiplicarse mas que los
favorecidos,® lo que eventualmente podria llevar al deterioro de la sociedad (a este proceso
se le conoce como “disgenesia”). Galton buscaba mejorar la salud humana, la inteligencia y
el caracter moral mediante el aumento de “matrimonios eugenésicos,” es decir, matrimonio
entre individuos aptos. Propuso que esto se lograria educando al publico en general sobre
la importancia de la eugenesia para que asi puedan tomar decisiones informadas sobre su
reproduccion. A este tipo de eugenesia se le llama “eugenesia positiva” ya que su objetivo
es aumentar los buenos rasgos en la poblacion. En contraste, la “eugenesia negativa”
busca eliminar los rasgos inferiores.

A finales del siglo XIX y principios del XX, la eugenesia ya era un tema del dominio
publico en Inglaterra y otros paises. En 1907 se formé la Eugenics Education Society, la
primera en su tipo en el mundo, cuyos principales objetivos fueron modificar la opinion
publica sobre la importancia de los ideales eugenésicos, ensenar las leyes de la herencia
y “promover la ensefianza eugenésica, en el hogar, en las escuelas y en otros lugares.™
Entre sus miembros més influyentes destacan el ex-primer ministro Winston Churchill, el
economista John Maynard Keynes, el escritor H. G. Wells, la activista Marie Stopes, entre
otros. En esa época, revistas cientificas sobre eugenesia como el Annals of Eugenics, The
Eugenics Review y Biometrika adquirieron una gran prominencia y difusion. Todos estos
esfuerzos por parte de los eugenistas tuvieron sus frutos en 1913 cuando el Parlamento
inglés aprob6 la primera ley eugenésica conocida como Mental Deficiency Act y los
britdnicos celebraban el nacimiento de quien consideraron la primera “bebe eugénica”
llamada Eugenette Bolce.

Mientras tanto, la eugenesia comenzaba a insinuarse en las corrientes intelectuales,
programas médicos y proyectos politicos de muchos otros paises incluyendo Japon,
Noruega, Canad4, Brasil y México.™ Sin embargo, dos paises requieren nuestra particular
atencion pues destacaron por la extension e idiosincrasias de sus programas eugenésicos:
Estados Unidos y la Alemania Nazi. Si bien la eugenesia britanica se basaba en la estadistica
y la biometria, en Estados Unidos fue el redescubrimiento del trabajo de Gregor Mendel lo
que dio un fuerte impulso a la eugenesia en ese pais. A partir de miles de experimentos de
cruzamiento con chicharos, Mendel dedujo sus cuatro principios de la herencia: factores
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en pareja, dominancia/recesividad, segregacion al azar y transmision independendiente.™
Mediante estos principios, Mendel predecia con gran exactitud las probabilidades de la
herencia de ciertos “factores hereditarios” (hoy llamados “genes”) de la planta Pisum
sativum como el color de la flor o la forma de los chicharos. Estudios pioneros sobre la
herencia de ciertos rasgos y enfermedades humanas como la alcaptonuria demostraron
que las leyes Mendelianas también operan en nuestra especie.'? Sin embargo, aln no
se contaba con verificacibn empirica de la existencia de los genes ni con conocimiento
sobre el mecanismo molecular de la herencia, lo que permitié que varios investigadores
comenzaran a especular al respecto y exagerar libremente la herencia Mendeliana. Charles
Davenport fue el lider de la eugenesia en Estados Unidos. Llevd a cabo numerosos estudios
de arboles genealdgicos que miles de familias enviaban por correspondencia a su Eugenics
Record Office en forma de cuestionarios, records de su historial médico y descripciones
personales. Cuando Davenport descubria algin rasgo recurrente en una familia, asumia
que éste era heredado por leyes Mendelianas. Asi, asegurd sin mayor evidencia que la
criminalidad, la debilidad mental (hoy llamada discapacidad intelectual), el alcoholismo, el
pauperismo, la demencia, la prostitucién, el nomadismo y el amor por el mar son rasgos
que se pasan a la descendencia por herencia Mendeliana.'® Estos resultados convencieron
a muchos de que “(...) el problema mas urgente el dia de hoy es cémo limitar y desalentar
la sobre-fertilidad de los defectuosos mentales y fisicos.”* En 1907, el estado de Indiana
aprobd la primera ley que estipulaba la esterilizacién obligatoria a criminales, débiles
mentales y violadores. La ley se popularizé rapidamente en el resto del pais y mas de
60,000 personas fueron esterilizadas.

La eugenesia negativa de Estados Unidos fue ampliamente admirada por los Nazis,
quienes enviaban comisionados a ese pais para observar el desarrollo de sus programas
e importar ideas. Sin embargo, los Nazis fueron mas alla e incluyeron en sus programas
eugenésicos la eutanasia (muerte intencionada a enfermos) y campos de concentracion,
ademas de prohibir ciertos matrimonios, controlar estrictamente la inmigracién y aplicar la
esterilizacion obligatoria. Bajo el liderazgo de Adolf Hitler, los Nazis se vieron a si mismos,
la raza Aria, en una “lucha por la existencia.” Los individuos inferiores que vivian una
Lebensunwerten lebens (vida que no vale la pena ser vivida), como los aquejados por
enfermedades y condiciones genéticas, los gitanos, los judios, los homosexuales, entre
otros, debian de ser extirpados de la sociedad en lo que denominaron una “higiene racial.”®
Como resultado, se estima que los programas eugenésicos Nazis esterilizaron entre
300,000 a 400,000 personas y exterminaron alrededor de 6,000,000 de judios, 250,000
enfermos, mas de 200,000 gitanos, 70,000 criminales y otros miles de homosexuales.®

El abuso de los Nazis, y de los demés paises que igualmente implementaron medidas
eugenésicas, atestigua lo facil que la ciencia puede ser malinterpretada y distorsionada
con fines politicos para legitimar la autoridad, la coercion y la destruccién. En la segunda
mitad del siglo XX, la eugenesia clasica perdié credibilidad y cayd en desgracia después
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de que el mundo se enterara de los horrores del Nazismo. La que una vez fue considerada
la ciencia mas importante del momento para garantizar el progreso de la humanidad, pasé
a ser mundialmente repudiada. Las leyes eugenésicas en los distintos paises se fueron
anulando de manera paulatina. La mayoria de los institutos, sociedades y clinicas que se
habian dedicado al estudio y difusién de la eugenesia se desintegraron en su totalidad
incluyendo la Eugenics Record Office de Davenport en Estados Unidos y los centros Nazis.
Otras organizaciones tuvieron que reconfigurar totalmente sus nombres y objetivos. Por
ejemplo, la Eugenics Education Society de Inglaterra cambid su nombre a Galton Institution
y su objetivo ahora es: “estimular e informar el debate publico sobre la herencia humana y
las preguntas asociadas, y buscar promover la participacién publica y la comunicacion de
estos temas.”"” Asi mismo, las revistas sobre eugenesia tuvieron que reinventarse como el
Annals of Eugenics, llamada ahora Annals of Human Genetics.

EUGENESIA EN EL SIGLO XXI: [NGENIERiA GENETICA Y LA ERRADICACION
DE LAS ENFERMEDADES GENETICAS

Durante la segunda mitad del siglo XX se realizaron los descubrimientos mas
fundamentales en el area de genética, incluyendo la estructura del DNA, el c6digo genético,
el RNA mensajero, entre otros.' Sin embargo, fue en la década de los 70s cuando se
descubrié la manera de editar el genoma de los seres vivos, lo cual cambiaria para siempre
nuestra vision y relacién con el mundo natural: A partir de ese momento, la evolucién
genética se volvié un proceso molecular directamente manipulable.' Los genetistas Stanley
Cohen y Herbert Boyer desarrollaron la tecnologia de DNA recombinante, la cual permite
la transferencia de genes entre distintos individuos de distintas especies. Su experimenté
consistio en cortar fragmentos de DNA (factor R de una bacteria responsable de resistencia
inmunolégica) utilizando enzimas de restriccion (especificamente endonucleasa EcoRI)
e introducirlos en un plasmido usando endonucleasas y ligasas de bacterias E. coli.®°
El resultado fue trascendental: las E. coli genéticamente modificadas heredaban a las
siguientes generaciones el fragmento de DNA introducido. Nacié la ingenieria genética.
Inmediatamente después de este éxito, mas cientificos comenzaron a experimentar. Muy
pronto surgio6 la industria biotecnolégica. Las primeras empresas fueron “Cetus Corporation”
y “Genentech”. En 1978, comenzé a comercializarse la primera proteina biosintética
humana: insulina obtenida mediante la recombinacion del DNA con el uso de bacilos E. coli
por introduccion del cédigo genético de la proinsulina humana.

Desde luego, los cientificos y médicos se han planteado si la modificacién directa del
genoma humano podria erradicar las enfermedades hereditarias. Es decir, no solo mitigar los
sintomas y mejorar la calidad de vida de los pacientes, sino eliminar del acervo genético de
la humanidad las mutaciones causantes de dichas enfermedades y condiciones genéticas
mediante técnicas de edicidn del genoma. Aunque en el siglo XX los avances en genética
médica fueron relativamente lentos debido a la falta de conocimiento sobre genémica y
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protebmica, asi como por la falta de tecnologia lo suficientemente avanzada para hacer
ediciones genéticas exactas, en el siglo XXI, nuestro siglo, el panorama ha cambiado
radicalmente. En el 2001 se anunci6 la secuenciacion del genoma humano, y en el 2002 se
inicio el proyecto HapMap que consiste en determinar los patrones comunes de variacion
de la secuencia de DNA en el genoma humano.?'?> Conocer exactamente el orden y la
posicidn de los nucleétidos en nuestro genoma, asi como poder determinar especificamente
qué genes codifican ciertas proteinas, son grandes ventajas para identificar las mutaciones
causantes de enfermedades genéticas y poder desarrollar curas. No obstante, también se
necesita comprender detalladamente la codificacion de todas las proteinas, las relaciones
poligenéticas y las interacciones genoma/ambiente, los cuales son los objetivos de los
proyectos Proteoma, Transcriptoma y Epigenoma Humano.?324

Por otra parte, el hallazgo de las repeticiones palindrébmicas cortas agrupadas y
regularmente interespaciadas (en inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats, CRISPR) ha sido de gran trascendencia para la ingenieria genética. En 1987
se publicé un articulo en el cual se describia como algunas bacterias (Streptococcus
pyogenes) se defendian de las infecciones viricas mediante enzimas capaces de distinguir
entre su material genético y el del virus.?® Al mapear los genomas de algunas bacterias se
encontraron separadas por «espaciadores» repeticiones palindrémicas de DNA (que se
leen igual al derecho y al revés) sin ninguna funcién aparente, pero parecidas a secuencias
presentes en virus y plasmidos.?® A estas secuencias se les llamé CRISPR. Cuando un virus
infecta a una bacteria, toma el control de la maquinaria celular interaccionando con distintos
componentes celulares. Como sistema de defensa, las bacterias estan equipadas con un
complejo formado por proteinas (nucleasas Cas) asociado al RNA producido a partir de
las secuencias CRISPR. Al interaccionar con este complejo, el material genético del virus
es inactivado y posteriormente degradado. Pero el sistema va mas alla. Las proteinas Cas
son capaces de guardar una parte del DNA viral, modificarlo e integrarlo en las secuencias
CRISPR como una “memoria inmunolégica.” En el afio 2012, estos hallazgos fueron
utilizados para generar una herramienta molecular de edicion genética en el laboratorio
gracias a los estudios de Emmanuelle Charpentier y Jennifer Doudna en los que se logro
programar el sistema para que se dirigiera a una posicién especifica de un DNA cualquiera
(no solo virico) y lo cortara. Este sistema CRISPR/Cas9 es una tecnologia que hace posible
corregir errores en el genoma y activar o inhibir genes en células y organismos de manera
mas facil y precisa que los métodos utilizados anteriormente. CRISPR/Cas9 funciona como
unas poderosas y sofisticadas “tijeras moleculares” que se pueden programar para realizar
una edicion precisa en los genes de interés.?” Este hallazgo les vali6é el premio Nobel en el
ano 2020.

Con la tecnologia CRISPR/Cas9 se inaugura una nueva era de la ingenieria
genética en la que se puede editar, corregir y alterar el genoma de cualquier célula de una

manera facil, rapida, barata y, sobre todo, altamente precisa. En un futuro relativamente
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cercano, esta tecnologia servira para curar enfermedades genéticas y que hasta ahora eran
incurables. Ya se esta trabajando con esta tecnologia en enfermedades como la Corea de
Huntington, el Sindrome de Down y la anemia falciforme. De igual manera, hay estudios
sobre la reprogramacion de células para que corten el genoma del VIH. En el Instituto
Tecnolégico de Massachussets se anuncié en marzo de 2014 que se habia conseguido
curar a un raton adulto de una enfermedad hepética (tirosinemia de tipo |) de origen genético
utilizando esta tecnologia,?® y en el 2015 se publico el primer trabajo empleando edicion en
cigotos humanos.?® Pero la tecnologia CRISPR/Cas9 no solo ha quedado ahi, en el 2020
fue la base para el desarrollo de la primer vacuna de RNA para combatir la pandemia que
adn en la actualidad esta enfrentando la humanidad.*®

Solo en nuestra época se posee el conocimiento suficiente sobre el mecanismo
molecular de la herencia bioldgica y la expresion génica, asi como las tecnologias
de ingenieria genética capaces de editar los genes anormales. La normalizacién de la
ingenieria genética en hospitales y laboratorios representaria una revolucion en la medicina
de enormes proporciones como la humanidad jamas ha visto. Es plausible que finalmente
solucionemos nuestras enfermedades genéticas. Los genetistas y todos los que trabajan
en esta area, con su esfuerzo incansable y brillantes avances, estan escribiendo la historia
de esta tecnologia y, si son exitosos, veremos pronto noticias sobre la erradicaciéon de la
primera enfermedad genética por medio de la biotecnologia molecular. Hay una esperanza
renacida en cuanto a la erradicacion de enfermedades genéticas gracias a estas técnicas
de bioingenieria, sin embargo, de ninguna manera se deben pasar por alto los riesgos que
el uso de la ingenieria genética en la humanidad implica pues podrian ser mayores que los

beneficios.

CONSIDERACIONES FINALES: EL DILEMA DEL SIGLO XXI

El filosofo George Santayana afirm6 muy acertadamente que “aquellos que no
pueden recordar el pasado estan condenados a repetirlo.”' La eugenesia clasica no es
una curiosidad de museo que podamos observar y juzgar desde una distancia segura
creyendo que ya fue sepultada en la historia para siempre. Gracias a los recientes avances
en bioingenieria y medicina genética, las esperanzas de mejorar la salud humana y dirigir
nuestra evolucion siguen vigentes. Sin embargo, debido al precedente de la eugenesia
clasica, actualmente la humanidad enfrenta un dilema filoséfico: ;cdémo utilizar las
tecnologias de ingenieria genética para erradicar las enfermedades genéticas y hacer el
bien sin caer nuevamente en los errores y perversidades del pasado?

Como se expuso en este ensayo, desde un principio la eugenesia clasica estaba
destinada a fracasar debido a que el conocimiento genético era muy pobre y ambiguo.
No obstante, los eugenistas actuaron con poco cuestionamiento critico y asumieron que
la genética era una ciencia que dominaban. Si hiciésemos igualmente una evaluacion de
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la ciencia genética actual para determinar su estado de madurez, encontraremos que aun
hay muchos temas de los cuales no se tiene una comprension total, particularmente en
epigenética, proteémica y gendémica. Desconocer aspectos clave de la genética humana
pone en duda la efectividad de la ediciébn de genes como solucion de las enfermedades
genéticas. Los errores del pasado fueron el exceso de confianza en el conocimiento genético
del momento, la incapacidad de reconocer la falibilidad humana y la mala ciencia. Los
eugenistas se dejaron guiar por el nacionalismo, el sexismo, el racismo y el capacitismo,
no por el método cientifico.

Sirealmente queremos que en un futuro cercano se apliquen y normalicen las técnicas
de ingenieria genética en el genoma de células germinales y asi erradicar eventualmente
las enfermedades y condiciones genéticas debemos plantearnos cémo lograrlo sin repetir
los errores que cometi6 la eugenesia clasica, especificamente debemos plantearnos tres
preguntas: 1) ¢ Es el conocimiento genético actual lo suficientemente maduro y exacto para
comprender los riesgos? 2) 4 Esta la sociedad intelectual y psicolégicamente preparada
para este tipo de tecnologia? y 3) ¢cual es el mejor plan para normalizar la bioingenieria
genética?
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modificar los glébulos blancos en pacientes con leucemia.

2020 *Primeras vacunas de RNA para combatir la pandemia de la
e COVID19.

Figura 1. Acontecimientos historicos en la erradicacion de enfermedades genéticas.
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RESUMO: Phaseolus lunatus L. (feijao-fava ou
feijao-lima) € uma das quatro espécies do género
Phaseolus L. mais exploradas comercialmente.
O feijao-fava € uma fonte de emprego e renda
para a populagdo carente, além de ser uma
importante fonte de proteinas, sendo usado
tanto na alimentagdo humana como na racgdo
para bovinos. Diante da sua reconhecida
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importancia, este trabalho realizou uma reviséo bibliografica, reunindo os principais trabalhos
de diferentes pesquisas sobre mapeamentos genético, citogenético e sequenciamento do
genoma do feijao-fava. Esses estudos foram separados em trés categorias: (1) investigacédo
da origem evolutiva e diversidade genética molecular, (2) mapeamento citogenético e de
sequenciamento, e (3) melhoramento genético do feijao-fava. Estudos adicionais utilizando
marcadores moleculares sao necessarios para analisar a diversidade inexplorada e para
a identificacdo de genes associados a caracteristicas agrondémicas de interesse dessa
leguminosa economicamente importante.

PALAVRAS-CHAVE: Diversidade Genética. Germoplasma. Marcadores moleculares.
Phaseolus lunatus.

GENETIC, CYTOGENETIC, AND SEQUENCING MAPPING OF FAVA BEANS: A
REVIEW

ABSTRACT: Phaseolus lunatus L. (Fava beans, Lima beans), is one of the four most
commercially exploited species of the Phaseolus L. genus. The Lima bean is an income
generation for the low-income population; besides it is an important source of proteins
used in human and animal nutrition. Because of its known importance, this work performed
a bibliographical review, collecting the main works of different researches regarding to the
genetic, cytogenetic and sequencing mapping of the fava bean genome. These works were
separated into three categories: (1) investigation of evolutionary origin and molecular genetic
diversity, (2) cytogenetic and sequencing mapping, and (3) genetic breeding of the fava bean.
Additional studies using molecular markers are needed to analyze the unexplored diversity
and the identification of genes associated with agronomic traits of interest of this economically
important legume species.

KEYWORDS: Genetic Diversity. Germplasm. Molecular markers. Phaseolus lunatus.

11 INTRODUGAO

O feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.), popularmente conhecido por feijdo-de-lima,
fava-de-lima ou simplesmente fava, é superado, em termos de consumo e areas cultivadas,
apenas pelo feijao comum (P. vulgaris L.) (ARTEAGA et al., 2018). No cenario mundial, o
feijao-fava dispersou-se do seu local de origem, na regido da Mesoamérica e dos Andes,
para regides subtropicais do globo (SERRANO-SERRANO et al.,, 2010). Na América do
Norte, os Estados Unidos sdo o maior produtor de feijdo-fava no mundo. Na Europa, é
cultivado em pequena escala nos paises mediterraneos (ARTEAGA et al., 2018). No Brasil,
o feijdo-fava é produzido e comercializado por pequenos produtores na regido Nordeste,
sendo consumido na forma verde e madura (MORAES et al., 2017).

Bonifacio et al. (2012) e Penha et al. (2016) destacam o potencial e a diversidade
genética do feijao-fava e suas aplicacdes em programas de conservagao e melhoramento
genético dessa espécie. Penha et al. (2016) também ressaltam que, apesar da importancia
do feijao-fava, variedades melhoradas dessa leguminosa ndo séo produzidas no Brasil,
além de haver poucas informacdes sobre seu sistema de reproducdo e da diversidade
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genética existente.

O melhoramento genético atua diretamente na adaptabilidade e produtividade
dos cultivos, sendo necessario o conhecimento detalhado da constituicdo genética das
espécies (BERED; NETO; CARVALHO, 1997). Nesse contexto, estudos envolvendo a
construcao de mapas genéticos, citogenéticos e de sequenciamento tém sido bastante Uteis
na localizacdo de genes que controlam caracteristicas de importancia morfoagronémica,
sendo ferramentas-chave para o melhoramento genético de uma espécie-alvo (HA et al.,
2012; ANDARGIE et al., 2013; SOUSA et al., 2015).

Diante de sua reconhecida importéncia, o presente trabalho objetivou realizar
uma revisao bibliogréfica acerca dos mapas genéticos e citogenéticos disponiveis para
P. lunatus e o recente sequenciamento do seu genoma, bem como sua aplicabilidade ao
melhoramento genético, destacando as possiveis implicagbes dessas pesquisas, além de

oferecer um panorama geral desses conhecimentos para futuras aplicages.

21 METODOLOGIA

Este trabalho reuniu os principais conhecimentos acerca da genética, citogenética e
gendmica do feijao-fava obtidos por meio de marcadores moleculares e citogenéticos, a fim
de determinar o seu panorama atual.

A busca pelos artigos foi realizada nas bases de dados Science Direct, Google
Académico, PubMed, Springer e biblioteca eletronica Scientific Eletronic Library Online
(SCIELO). Foram utilizados os seguintes descritores: feijao-fava, marcadores moleculares,
mapeamento genético, mapeamento citogenético, sequenciamento e melhoramento
genético, lima bean, molecular markers, genetic mapping, cytogenetic mapping, genetic
breeding, sequencing e Phaseolus lunatus L.

Fizeram parte da pesquisa os artigos que obedeceram aos seguintes critérios:
estudos abordando dados genéticos e citogenéticos de feijao-fava, trabalhosutilizando
marcadores moleculares e citogenéticos e estudos que oferecem conhecimentos relevantes
para o seu panorama geral.

A partir desses trabalhos e seu compilado de informacdes, dividimos a revisdo em
trés categorias: (1) investigacdo da origem evolutiva e diversidade genética molecular, (2)
mapeamento citogenético e sequenciamento, e (3) melhoramento genético do feijao-fava.
Para o entendimento da evolugéo do conhecimento obtido em cada categoria ao longo do
tempo, os estudos selecionados foram postos, via de regra, em ordem cronolégica, sendo
cada estudo abordado separadamente.
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31 MAPEAMENTO GENETICO, MAPEAMENTO CITOGENETICO E
SEQUENCIAMENTO DO GENOMA DE PLANTAS

Diante da importancia nutricional e alimentar das espécies vegetais no mundo todo
e visando o desenvolvimento de espécies com maior rendimento e resisténcia a estresses
biéticos e abibticos, como resisténcia a virus e tolerdncia a seca, respectivamente,
pesquisas gendmicas tém sido voltadas ao melhoramento genético de plantas (VARSHNEY
et al., 2010; VARSHNEY, GRAMER; SORRELLS, 2005).

Nesse contexto, o desenvolvimento de mapas genéticos, citogenéticos e, mais
recentemente, o sequenciamento do genoma de plantas tém se tornado abordagens
genéticas classicas e modernas cada vez mais utilizadas, permitindo a localizacdo de
regides génicas de interesse, sendo ferramentas-chave para o melhoramento genético
vegetal, para o mapeamento genémico comparativo e para obtencdo de um mapa de
referéncia para a maioria das espécies vegetais.

Mapas genéticos disponiveis para espécies vegetais tém auxiliado a detecgéo de
genes economicamente importantes. Varios tipos de marcadores podem ser utilizados
na construcdo desses mapas, como: AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphisms;
Polimorfismos de Comprimento de Fragmento Amplificado), RAPDs (Random Amplified
Polymorphism DNA; Fragmentos de DNA Amplificado ao Acaso), SSRs ou microssatélites
(Simple Sequence Repeats; Sequéncias Simples Repetidas) e SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms; Polimorfismos de nucleotideo Unico) (DURAN et al., 2009; ZOLET et al.,
2017). Tais marcadores sdo importantes para 0 mapeamento genético e para a selecao
assistida por marcador (WANG et al. 2006).

Essas marcas genéticas podem, ainda, ser associadas e integradas a cromossomos
especificos (mapas citogenéticos ou fisicos), permitindo a comparacdo das distancias
genéticas e fisicas, a andlise da distribuicdo de sequéncias repetitivas no genoma de
determinada espécie, bem como a determinagéo da origem do seu genoma (MARTINS,
2020). Essas marcas correspondentes em cada grupo de ligagdo sao utilizadas como
sondas para Hibridizacdo in situ Fluorescente (FISH), permitindo a sua integracdo e
localizagao fisica nos cromossomos de espécies-alvo (CARNEIRO; VIEIRA, 2002).

O sequenciamento do genoma possibilitou a associagdo de marcas relacionadas a
genes de interesse, permitindo a identificacao e clonagem desses genes. Mapear o genoma
de uma espécie € um processo relativamente oneroso e laborioso, sendo limitado a apenas
algumas espécies vegetais. A primeira espécie a ter o genoma sequenciado e montado
foi Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Arabidopsis Genome Initiative, 2000), em 2000,
tornando-a um organismo-modelo para o estudo de organizacdo gendémica e evolucdo de
plantas (SOUSA et al., 2015; DASH et al., 2016).

Com os avancos das tecnologias de sequenciamento, aliados a sua reducédo de
custo e de tempo, o sequenciamento do genoma de espécies vegetais tem se tornado
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cada vez mais acessivel, aumentando a disponibilidade de dados para espécies
economicamente importantes. Schneider ef al. (2018) afirmaram que a reducao dos custos
de sequenciamento e o aumento do investimento em pesquisas relacionadas a Biologia
Molecular tem relacionado o uso de marcadores moleculares a estudos cada vez mais
especificos.

Estudos comparativos e evolutivos, assim como programas de melhoramento de
espécies cultivadas, realizados com uso de marcadores moleculares, permitem avaliar
sistematicamente a diversidade genética entre cultivares de uma espécie, construir
mapas de ligagcdo mais detalhados e selecionar marcadores associados a caracteristicas
morfoldgicas de interesse (ALMEIDA, 2006).

A heranca de caracteres quantitativos é fundamental para pesquisas no campo da
genética agricola e evolutiva. Através de um mapa genético supersaturado, é possivel
localizar genes e QTLs (Quantitative Trait Loci; Loci de caracteristicas quantitativas)
associados a caracteristicas morfoagronémicas de interesse, além de estudos comparativos
de sintenia entre espécies, contribuindo para o entendimento acerca da evolugdo dos
genomas de plantas (ANDARGIE et al., 2013; POLANCO et al., 2019). O namero de loci,
suas posicoes gendmicas, suas interagdes genéticas e sua resposta a fatores bioticos ou
abioticos estdo entre os parametros utilizados para quantificar a arquitetura genética de
caracteristicas individuais.

Mais recentemente, os avangos nas técnicas de edicdo do genoma baseados em
CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats; Repeticoes
palindrémicas curtas agrupadas e interespacadas) aplicadas na agricultura possibilitam
identificar caracteristicas qualitativas e quantitativas de interesse, além da selegdo de
genitores (CHEN et al., 2019).

41 O FEIJAO-FAVA

4.1 Descricao e taxonomia

O feijao-fava (P. lunatus) é distribuido do sul dos Estados Unidos ao norte da
Argentina, desde o nivel do mar até aproximadamente 2.700m de altitude (DOHLE,
2017). Essa espécie é proximamente relacionada ao feijao comum (P. vulgaris) ambas
pertencentes a subfamilia Papilionoideae, familia Leguminosae (AZANI et al., 2017).

O género Phaseolus L. € um grupo monofilético de origem Mesoamericana,
representado por espécies majoritariamente difundidas nos Andes e nas Américas Central
e do Sul, sendo o México seu principal centro de diversidade (com 90% das espécies
distribuidas), enquanto a Europa e o Brasil sdo considerados centros de diversificagdo
secundarios do grupo (LIOI; RIERGIOVANNI, 2015). Esse género é composto por cerca
de 75 espécies subagrupadas em dois clados maiores e divididos em oito grupos,
sendo: Pauciflorius, Pedicellatus e Tuerckheimii pertencentes ao clado A; e Filiformis,
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Leptostachyus, Lunatus, Polystachios e Vulgaris pertencentes ao clado B. Pelo menos
sete eventos independentes de domesticagéo ocorreram dentro do género, o que gerou o
isolamento reprodutivo de cinco espécies domesticadas: P. acutifolius A. Gray, P. coccineus
L., P polyanthus Greeman, P. lunatus e P. vulgaris, sendo as duas ultimas de maior destaque
mundial (DELGADO-SALINAS; BIBLER; LAVIN, 2006; BITOCCHI et al., 2017).

Delgado-Salinas, Bibler e Lavin (2006) sugerem que a diversificacdo das espécies
de Phaseolus ocorreu por volta de 2 milhdes de anos atras. De acordo com Baudoin (1988)
e Bitocchi et al. (2017), P. lunatus é uma espécie predominantemente autbgama que inclui
arbustos anuais determinados e escaladores indeterminados que sédo frequentemente
perenes devido a sua raiz principal alargada.

4.2 Importancia econémica

Os feijdes do género Phaseolus sdo uma importante fonte nutricional, com cerca de
30% de proteinas presentes nos seus graos, além de serem ricos em carboidratos, acido
folico e sais minerais, como zinco, calcio, magnésio e fésforo, dentre outros (USDA, 2015).
Séo amplamente adaptados, de ciclo de vida curto, de facil produgédo e de alto consumo,
especialmente em paises em desenvolvimento. Esses feijoes constituem a principal fonte
de subsisténcia para a populagéo de baixa renda, devido ao seu alto valor proteico, além
de serem uma fonte geradora de emprego e renda para as familias carentes (BOUKAR et
al., 2016).

O feijdo comum é uma das leguminosas de grdos com maior consumo mundial
em termos de rendimento total e area cultivada, apresentando um papel importante na
alimentagdo em paises em desenvolvimento da Africa e das Américas Central e do Sul
(GIOIA et al., 2019). Dados mais recentes disponibilizados pela da FAO (Organizacdo das
Nacbes Unidas para Agricultura e Alimentagéo), relativos ao ano de 2018, indicam que
a sua producdo mundial foi estimada em cerca de 55 milhdes de toneladas métricas (t)
(FAO, 2020). O Brasil € considerado o principal produtor de graos de feijao comum com
alta qualidade fisiologica, com area total de 1,5 milhdo de hectares (ha), com producdo em
cerca de 2,4 milhGes de toneladas e produtividade média de 1.500 kg/ ha, sendo o estado
de Goias responsavel por 37% da sua produgdo (EMBRAPA, 2021).

O feijao-fava, por sua vez, apresenta producéo e produtividade inferiores quando
comparado ao feijdo comum. Na América do Norte, os Estados Unidos sdo o maior
produtor de feijao-fava no mundo. Na Europa, é cultivado em pequena escala nos paises
mediterraneos, principalmente na Espanha, onde € um ingrediente da tradicional “paella”
(ARTEAGA et al., 2018). No Brasil, os estados do Ceara e da Paraiba sao uns dos maiores
produtores nacionais de feijao-fava (IBGE, 2019). Algumas regides apresentam baixos
niveis de produgcéo em relagédo a quantidade de recursos utilizados, principalmente devido
a falta de programas de pesquisas sobre nutricdo mineral (OLIVEIRA et al., 2004). Em
2019, a producao nacional dessa leguminosa contabilizou 11.449 t (IBGE, 2019).
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4.3 Mapeamento genético do feijao-fava

As pesquisas com feijao-fava que utilizam marcadores moleculares geralmente
possuem trés objetivos principais: (1) investigacdo da origem evolutiva e diversidade
genética molecular, (2) mapeamento citogenético e sequenciamento, e (3) aplicacbes
no melhoramento genético. Tal divisdo ndo é exclusiva, o que significa que uma mesma
pesquisa pode obter informagdes e conclusdes afins a um ou mais objetivos. Os trés pontos

acima mencionados sdo detalhados a seguir.

4.3.1  Origem evolutiva e diversidade genética molecular

Baseando-se em registros de exploradores e botanicos, Mackie (1943) prop6s uma
origem pré-colombiana para P. lunatus. Entretanto, mais informag6es seriam necessarias
para confirmar tal hipotese. Nesse contexto, os avangos das técnicas de biologia molecular
propiciaram ferramentas para a realizagdo de estudos relativos a diversidade genética em
espécies vegetais (DURAN et al., 2009).

O estudo da evolugdo de uma espécie vegetal pode ser feito através de um mapa Unico
de referéncia (CARNEIRO; VIEIRA, 2002). Desse modo, € possivel entender a evolugao de
uma espécie com base nos dados genéticos obtidos de espécies evolutivamente proximas.
No caso do feijao-fava, que sofreu domesticagcdes desde os tempos pré-colombianos, a
comparacao das formas silvestres e cultivadas é de suma importancia para a compreenséo
dos seus processos evolutivos.

A fim de compreender sua distribuicdo geogréafica, Salgado, Gepts e Debouck
(1995) analisaram as proteinas de sementes de feijao-fava silvestre e hibridos cultivados.
Esses autores concluiram que as formas silvestres podem ser divididas em dois grupos: o
primeiro, que possui sementes menores e uma area de distribuicdo que se estende desde
o México, América Central a encosta oriental dos Andes; e o segundo, que possui uma
distribuicdo mais circunscrita na costa oeste dos Andes no Equador e norte do Peru.

Andlises da eletroforese de proteinas de sementes confirmaram essa subdiviséo e
mostraram que os cultivares de sementes grandes foram domesticados a partir de feijoes-
fava silvestres de sementes grandes no oeste da América do Sul. Lioi (1996) analisou a
diversidade de feijao-fava silvestre utilizando a eletroforese da proteina faseolina e, a partir
desses dados, sugeriu que a rea de distribuicdo de formas selvagens Mesoamericanas de
feijao-fava estende-se do México a Argentina; ja as formas selvagens Andinas teriam uma
distribuicdo mais limitada.

Maquet, Vekemans e Baudoin (1999) também realizaram andlises comparativas de
proteinas de sementes e investigaram as relagbes filogenéticas entre formas selvagens
de feijao-fava e de outras espécies de Phaseolus, incluindo o feijao comum, de origem
Mesoamericana e Andina. Os resultados sugerem que as espécies Mesoamericanas sao

filogeneticamente mais distantes do feijao-fava que as Andinas que, por sua vez, revelaram
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grande semelhanga com o pool génico Mesoamericano de feijdo-fava. Dessa forma, foi
sugerida uma origem Andina para o feijado-fava e para as espécies selvagens Andinas,
sendo candidatas a apresentarem genes de interesse para o melhoramento genético dessa
cultura.

Serrano-Serrano et al. (2010), usando marcadores moleculares de DNA nuclear
e de DNA nao-codificante cloroplastidial, avaliaram a estrutura genética e a hip6tese de
uma origem Andina relativamente recente dessa espécie, conforme apontado por Delgado-
Salinas, Bibler e Lavin (2006). Serrano-Serrano et al. (2010) analisaram uma colecdo de
feijao-fava silvestre, trés espécies selvagens Andinas (P. augusti Harms, P. pachyrrhizoides
Harms e P. bolivianus Piper) e trés espécies Mesoamericanas (P. leptostachyus Bentham,
P. marechalii Delgado e P. novoleonensis Debouck). Foram identificados 23 hapl6tipos de
DNA nao-codificante de cloroplasto e 28 haplétipos de DNA nuclear, sendo ambos bem
estruturados com a distribuicdo geografica. Os resultados corroboraram com a hip6tese
da origem Andina do feijao-fava silvestre na época do Pleistoceno e com uma divergéncia
inicial de trés pools génicos que teriam evoluido e alcangado a distribuicdo geogréfica atual,
principalmente de forma isolada. Sendo assim, tais pools sédo importantes em programas
de conservacao e melhoramento (MAQUET; VEKEMANS; BAUDOIN,1999).

Martinez-Castillo, Colunga-GarciaMarin e Zizumbo-Villarreal (2008) usaram 90
marcadores SSRs para estimar a diversidade genética de 21 ragas primitivas de espécies
nativas de feijao-fava da Peninsula de Yucatan no México, com o objetivo de analisar o risco
de erosao genética e gerar dados moleculares aplicaveis a conservacgéao in situ. Comparado
ao pool genético silvestre, o pool genético domesticado apresentou menor diversidade
genética e as variedades locais abundantes apresentaram uma diversidade genética mais
baixa que as racgas locais comuns e raras. Os dados moleculares confirmaram um alto risco
de erosdo genética para as ragas de feijao-fava domesticado da Peninsula de Yucatan e,
por isso, precisam ser conservados in situ.

Martinez-Castillo et al. (2014) utilizaram 67 populagdes selvagens de feijdo-fava
mediante analise de 10 loci SSRs. Os resultados mostraram que a variacao interpopulacional
€ maior que a variagdo intrapopulacional. Foi confirmada a existéncia de dois pools de
genes (Ml e MIl) no México e, ainda, foi proposta a existéncia de dois subgrupos dentro
de MI (Mla e MIb), confirmando que a estrutura genética do feijao-fava silvestre é mais
complexa do que se pensava, sendo necessarios mais estudos para a ratificacdo dos
subgrupos Mla e MIb.

Andueza-Noh, Martinez-Castillo e Chacon-Sanchez (2015), a fim de avaliar a
hipbtese de dois eventos de domesticacdo para as racas indigenas Mesoamericanas
com sementes pequenas, caracterizaram 62 acessos de feijao-fava domesticados, 87
selvagens e seis invasores com 10 /oci SSRs. Os resultados sugerem que houve pelo
menos um evento de domesticagéo na area do pool Ml no centro-oeste do México e que
algumas racas locais sdo geneticamente relacionadas a acessos selvagens do pool MIl.
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Os autores ndo conseguiram estabelecer, contudo, o local especifico de origem das ragas
indigenas Mesoamericanas de feijado-fava. Entretanto, os resultados sugerem que essas
ragas nao compdem um grupo geneticamente homogéneo, o que indica a ocorréncia de
mais de um evento de domesticagdo e multiplos eventos de introgressdo. Dessa forma,
€ necessaria uma amostragem maior em areas da América Central, especialmente em
Honduras, Nicardgua e Panama, no norte da América do Sul, além de mais dados do
genoma desses acessos para ampliarmos o conhecimento a respeito dos processos de
domesticacao dessa espécie.

Chacon-Sanchez e Martinez-Castillo (2017) analisaram a estrutura genética do
pool de genes selvagens de feijao-fava na Mesoamérica por meio de marcadores SNPs.
Analisou-se dois eventos de domesticacéo para Ml e MIl separadamente, e um evento de
domesticacao do pool génico Ml sucedido por um fluxo génico com populagdes selvagens.
Os marcadores SNPs também foram usados para avaliar a estrutura genética do feijao-fava,
o efeito de sua domesticagdo na diversidade genética e a detec¢éo de genes candidatos
a domesticacdo. Os resultados confirmaram a existéncia dos trés pools de genes de
feijdo-fava: dois Mesoamericanos (Ml e MIl) e um Andino (Al), 0 que corrobora com as
informacgdes obtidas por Martinez-Castillo et al. (2014). Ainda, foi proposta a possibilidade
da existéncia de outro pool génico Andino (All) no centro da Coldmbia. Quanto aos possiveis
cenarios de domesticagédo, um Unico evento de domesticagdo do pool génico Ml seguido
pela mistura com popula¢des selvagens mostrou-se estatisticamente mais provavel. As
andlises genéticas para domesticagéo indicam o envolvimento de efeitos fundadores, que
resultaram na perda da diversidade genética e aumento do desequilibrio de ligagdo (LD)
nas racas locais. Além disso, as regides genémicas relacionadas a domesticagdo dessa
espécie foram detectadas.

Penha et al. (2016) buscaram estimar as taxas de cruzamento natural e os niveis de
diversidade genética de P. lunatus var. lunatus, variedade botanica domesticada de feijao-
fava do Brasil, por meio de 10 /oci SSRs, a fim de obter informagbes para sua conservagéo
e melhoramento. Os resultados mostraram que o feijao-fava brasileiro possui uma taxa de
cruzamento natural de 38,1%, o que indica a predominancia de autofecundagdo em um
sistema de cruzamento misto. A maioria dos cruzamentos ocorreu entre parentes, gerando
irmaos completos, meios-irmaos e irmaos que se autofecundam. Segundo os autores,
as implicagbes dos resultados afetam positivamente os programas de melhoramento,
uma vez que as altas taxas de cruzamento aceleram a gera¢do de novas linhagens de
variedades melhoradas. Entretanto, as implicacbes para os programas de conservacao
estdo relacionadas a multiplicacé@o e regeneracéo do material em bancos de germoplasma,
que devem ser realizadas sob condi¢des controladas visando evitar a troca de pélen entre
as plantas. Além disso, um grande tamanho de amostra é necessario para reter 0 maximo
de diversidade para a conservacao ex situ. Ainda, percebeu-se que a diversidade de feijao-

fava no Brasil &€ maior que a encontrada em outras regides da América e comparavel
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a observada em populagdes selvagens da Peninsula de Yucatan, no México, que é
considerada o centro de diversidade genética de feijao-fava.

Gomes et. al. (2019) analisaram a diversidade genética de 153 acessos de feijao-
fava, a fim de criar uma colecao nuclear de feijao-fava do Banco Ativo de Germoplasma de
P. lunatus da Universidade Federal do Piaui (BGP-UFPI), ja que bancos de germoplasma
com alta variabilidade sdo excelentes recursos para o estudo da diversidade de uma
espécie e para evitar sua erosao genética. Para isso, foram usados 11 marcadores SSRs,
gerando um total de 113 alelos com média de 10,27 alelos por locus. Os resultados
indicaram que esses mesmos alelos poderiam ser representados por um minimo de 34 dos
153 acessos de feijao-fava, podendo formar uma cole¢do nuclear representada por 22%
dos acessos do BGP-UFPI, com baixa redundéancia. A avaliacdo da coleg¢ao nuclear indicou
que as culturas representativas possuem maior indice de diversidade que a colec¢éo inteira
do banco de germoplasma. Os autores concluem que a cole¢do nuclear ira auxiliar os
estudos das variagdes morfologicas de interesse agrondmico, estudos de campo e estudos
de associagdo gendémica com feijdo-fava, mas advertem que essa deve ser atualizada
periodicamente, incluindo germoplasmas de feijao-fava adicionais na colecédo de base,
examinando sua resisténcia a doengas e a seca.

4.3.2 Mapeamento citogenético

A citogenética é uma ferramenta valiosa para caracterizagdo da diversidade dos
recursos genéticos vegetais. A analise de cari6tipos envolvendo o numero, morfologia
e tamanho dos cromossomos, presenca de constricdo secundaria e quantidade de
heterocromatina sdo informacdes importantes para comparar espécies ou detectar
polimorfismos entre cromossomos homologos e ndo homologos de individuos da mesma
espécie ou entre homeodlogos de espécies relacionadas (MOSCONE; LAMBROU;
EHRENDORFER, 1996). Esses dados, associados a outras caracteristicas citolégicas, tém
se mostrado importantes para o reconhecimento de variedades, hibridos e poliploides e na
compreensao das relagdes filogenéticas dentro e entre taxons (GUERRA, 2000).

Os primeiros relatos sobre o nimero cromossémico em Phaseolus ocorreram em
1925, por Karpechenko, que obteve 2n = 22 para as espécies de feijao comum (P. vulgaris),
feijdo escarlate (P. coccineus), feijao-fava (P. lunatus) e feijao tepario (P. acutifolius).
Dessa forma, estabeleceu-se x = 11 como o numero béasico de cromossomos do género
(MERCADO-RUARO; DELGADO-SALINAS, 2000). Mercado-Ruaro e Delgado-Salinas
(2000) realizaram uma revisao bibliogréafica de estudos citogenéticos no género Phaseolus
e das diferentes hipoteses para explicar as alteragbes cromossOmicas nesse género.
Redugdes no numero cromossOmico foram relatadas em trés espécies relacionadas do
género: P. leptostachyus, P. micranthus Hook. & Arn. e P. macvaughii A. Delgado, todos
com 2n = 2x = 20 cromossomos, sendo essa reducdo causada por eventos de disploidia
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descendente (MERCADO-RUARO; DELGADO-SALINAS, 2000; FONSECA; FERRAZ;
PEDROSA-HARAND, 2016).

Com o surgimento da técnica de FISH (Hibridizagdo in situ Fluorescente), foi
possivel integrar marcadores genéticos a cromossomos especificos. As sequéncias de DNA
comumente utilizadas como sondas em FISH s@o: DNA altamente repetitivo em tandem,
como os sitios de DNAribossomais (DNAr) 5 e 35S; sequéncias centroméricas; teloméricas;
repetitivas dispersas, como os elementos transponiveis; e sequéncias repetitivas e copia-
Unica inseridas em vetores, como plasmideos, cosmideos, Cromossomos Atrtificiais de
Leveduras (YACS) e de Bactérias (BACs) (GUERRA, 2004; JIANG; GILL, 2006).

Estudos citogenéticos moleculares tém sido conduzidos em espécies dos géneros
Phaseolus, utilizando como sondas sitios de DNAr (GUERRA et al., 1996; MOSCONE et
al., 1999; PEDROSA-HARAND et al., 2009), DNA centromérico, sequéncias teloméricas
(IWATA-OTSUBO et al., 2016), DNA satélite (RIBEIRO et al., 2019) e BACs (PEDROSA-
HARAND et al., 2009; BONIFACIO et al., 2012; ALMEIDA; PEDROSA-HARAND, 2013).

Lioi e Galasso (2002) investigaram polimorfismos em genétipos selvagens e
cultivados de feijao-fava oriundas de pools génicos Mesoamericanos e Andinos e de formas
intermediarias. Foram utilizados oligonucleotideos (oligos), marcados com digoxigenina,
como sondas para FISH. Cinco dos marcadores utilizados, (AAT),, (ATG),, (GACA),,
(GATA),, (GGAT), exibiram bandas bem definidas e que revelaram altos niveis de variagéo
intraespecifica, sendo uma ferramenta Gtil para a anélise da diversidade genética em feijéao-
fava.

Almeida (2006) estudou a evolugéo cariotipica de feijdo-fava e do feijado comum
através da distribuicdo de heterocromatina e do nimero de sitios de DNAr 5S e 35S em
acessos Mesoamericanos e Andinos de ambas as espécies e construiu um mapa citogenético
comparativo baseado nos padrdes de localizacao e distribuicdo de sitios DNAr e de regibes
heterocromaticas [CMA/DAPI (Cromomicina A,/ 4’ 6’-diamidino-2-fenilindol)]. Em ambas
as espécies, a heterocromatina esta geralmente localizada na regido pericentromérica da
maioria dos cromossomos. O feijdo-fava apresentou um par de sitios 35S, enquanto o
feijao comum apresentou dois pares em todos os acessos analisados.

Almeida e Pedrosa-Harand (2011) determinaram a distribuicdo dos sitios de DNAr
5S e 35S em 17 acessos de feijao-fava pertencentes a diferentes centros de domesticagéao.
Os cromossomos de P. lunatus, assim como os de P. vulgaris, possuem sitios de DNAr 35S
localizados no cromossomo 6. Através de analises adicionais por BAC-FISH, foi observado
que o cromossomo 6 é conservado entre as espécies previamente analisadas (P. vulgaris,
P. lunatus, P. microcarpus e P. leptostachyus), sendo considerado o provavel cromossomo
ancestral dentro do género (ALMEIDA; PEDROSA-HARAND, 2013; FONSECA; FERRAZ;
PEDROSA-HARAND, 2016).

O mapa fisico do feijao comum foi primeiramente realizado por Pedrosa-Harand
et al. (2009). Os autores mapearam fisicamente trés cromossomos dessa espécie, sendo
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posteriormente estabelecido por Fonséca, Ferraz e Pedrosa-Harand (2016), que mapearam
0s sete pares cromossOmicos restantes. Em seguida, a biblioteca de sondas BACs de
P. vulgaris foi utilizada em estudos carioevolutivos em diferentes espécies do género,
incluindo P. lunatus.

Bonifacio et al. (2012) realizaram uma analise comparativa entre 0s cromossomos
do feijao-fava e do feijdo comum usando BACs de feijao comum como sondas para FISH,
que foram mapeados nos cromossomos do feijao-fava, permitindo estabelecer homeologias
cromossdmicas e 0s mecanismos evolutivos que moldaram os cariétipos analisados.
Também foram mapeados os sitios de DNAr 5S e 35S, sequéncias repetitivas contidas em
BACs e regides de heterocrométicas por coloragdo CMA/DAPI. Corroborando com Almeida
(2006), sete dos 22 BACs selecionados de diferentes cromossomos de feijao comum néo
puderam ser mapeados, pois demonstraram padrbes pericentroméricos repetitivos no
feijao-fava. Todos os cromossomos puderam ser identificados através de 16 clones de BACs
cépia-unica. Na maioria das extremidades cromossémicas do feijao comum, foi encontrado
um padrao repetitivo subtelomérico, o que ndo ocorreu com o feijao-fava, apontando falta
de conservacgéo dessa repeticdo subtelomérica. Os resultados indicam alta conservagéao
da macrossintenia (conservagéo de blocos cromossdmicos entre espécies) e colinearidade
(manutencao da ordem desses blocos cromossGmicos entre espécies) envolvendo os 11
pares cromossémicos entre as espécies analisadas, apesar das diferencas que sugerem
ocorréncia de inversbes pericéntricas nos cromossomos 2, 9 e 10. A pequena quantidade
de rearranjos estruturais indica, portanto, alta estabilidade cariotipica do género Phaseolus.

Posteriormente, Almeida e Pedrosa-Harand (2013) construiram um mapa
citogenético comparativo dos cromossomos 3, 4 e 7 do feijdo comum e do feijao-fava
usando 30 BACs e dois bacterid6fagos. Nove BACs apresentaram um padrao repetitivo de
DNA com distribuicdo pericentromérica. Vinte e trés BACs cépia-tnica do feijao comum
foram mapeados nos cromossomos 3 (9 BACs), 4 (8 BACs) e 7 (6 BACs) do feijao-fava,
ratificando a alta sintenia e colinearidade previamente encontrada entre o feijao comum e
o feijao-fava, sendo as principais diferencgas cariotipicas associadas a fragao repetitiva do
DNA.

4.3.3 Sequenciamento do genoma

Durante os Ultimos anos, os avangos das pesquisas gendmicas suportadas pelas
plataformas de bioinformética e de sequenciamento de nova geragéo (NGS) permitiram um
progresso nos estudos citogenéticos moleculares de sintenia e evolugdo cromossdmica em
plantas (CHEVRE et al., 2018).

Dentre as espécies de Phaseolus, o genoma de P. vulgaris (~587 Mb) foi o primeiro
a ser publicado, mediante abordagem combinada pelas plataformas Roche 454, Illumina e
Sanger (SCHMUTZ et al., 2014). Posteriormente, Lobaton et al. (2018) ressequenciaram
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0 genoma inteiro de 35 variedades cultivadas e elites de P. vulgaris pertencentes a
diferentes programas de melhoramento genético do género, bem como de P. acutifolius e
P. coccineus. Os resultados permitiram identificar diferencas de variacdo genética entre e
dentro espécies fornecendo, assim, informacdes valiosas para programas de melhoramento
genético voltados para as espécies do género.

Recentemente, Garcia et al. (2021) sequenciaram e montaram o genoma (542
Mb) de um acesso de feijao-fava domesticado do pool genético Ml coletado na Colémbia,
mediante sequenciamento Pacific Biosciences e lllumina, além do sequenciamento do
genoma completo (WGS), 10X Genomics, GBS (Genotyping by Sequencing; Genotipagem
por sequenciamento) e sequenciamento de RNA (RNA-seq) associada a montagem do
transcriptoma de novo. Dos ~28.500 genes anotados, 1.917 genes foram particularmente
relacionados a resisténcia a fatores bibticos, além de identificagdo de 4.275 genes
diferencialmente expressos que podem estar relacionados a deiscéncia da vagem e ao
desenvolvimento das sementes. A montagem de alta qualidade do genoma de P. lunatus
fornece, portanto, suporte e aplicabilidade para programas de melhoramento genético
voltados ao género Phaseolus.

A comparacao estrutural entre 22.180 genes ortdlogos de feijao-fava com feijao
comum corroborou a alta sintenia apontada por Bonifacio et al. (2012) e Almeida e
Pedrosa-Harand (2013) e revelou cinco rearranjos cromossémicos: (1) inversdo de 5
Mb no brago longo do cromossomo 3 de P. luntatus (Pl03); (2) inversdao de 10 Mb no
brago longo do cromossomo PI07; (3) translocacdo complexa dentro do brago curto do
cromossomo PI09; (4) inverséo do brago curto do cromossomo PI10; (5) translocagéo da
regido pericentromérica do cromossomo 2 de P. vulgaris (Pv02) dentro do brago curto do
cromossomo Pl02. Esses resultados também sugerem que ha uma organizagdo em seis
grupos com distribuicbes ndo sobrepostas e que as ragas locais mesomericanas podem
ser subdivididas em trés subaglomerados. Além disso, foram estabelecidas associacbes
de loci genéticos com caracteristicas relevantes para os processos de domesticagdo e
melhoramento em feijao-fava.

Os dados obtidos por Garcia et al. (2021) sdo de interesse para todos os trés objetivos
de pesquisa abordados neste trabalho, uma vez que suas informagdes e conclusbes
contribuem para um maior entendimento da evolugéo e diversidade de Phaseolus, para o
mapeamento genético de feijao-fava e também para o melhoramento genético do género,
com énfase em P. lunatus.

4.4 Melhoramento genético

Tecnologias capazes de identificar e selecionar genes que codificam caracteristicas
de interesse econémico tém revolucionado a agricultura (CARRER; BARBOSA; RAMIRO,
2010). Um exemplo disso sdo os estudos que avaliaram a resisténcia de feijao-fava a
fatores abioticos, pragas e doengas.
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Mhora et al. (2016) utilizaram GBS para obter 12 marcadores associados ao fenétipo
de resisténcia a raca F de Phytophthora phaseoli, um oomiceto causador de mildio, em
feijao-fava. Usando os marcadores especificos para alelo Kompetitive (KASP), foi possivel
mapear sete loci de resisténcia a raca F de P. phaseoli em 256 acessos de feijao-fava.
Os ensaios utilizados obtiveram sucesso na genotipagem do painel de diversidade do
feijdo-fava e de um hapléptipo com dois dos sete marcadores ligados, confirmando a
funcionalidade dos métodos aplicados para prever os fen6tipos de resisténcia do feijao-
fava a raca F de P. phaseoli. Os autores apontam para a possibilidade da existéncia de
mais de um gene de resisténcia a P. phaseoli e propdem que seu uso em conjunto, a
fim de gerar uma resisténcia mais duradoura nos acessos de feijao-fava. Além disso, ao
mapear esses loci no genoma do feijdo comum, ratificou-se a alta colinearidade com o
feijdo-fava (Almeida e Pedrosa-Harand, 2013). Esses dados podem auxiliar programas de
melhoramento genético dessa espécie, tanto em relacdo a pragas quanto a condigdes
ambientais de estresse.

Preocupados com as consequéncias das mudangas climaticas para a agricultura e
visando entender melhor a resposta do feijao-fava a tais mudancas, Martinez-Nieto et al.
(2020) compararam as caracteristicas e a adaptabilidade das sementes de trés cultivares
tradicionais valencianas locais (‘Pintat’, ‘Ull de Perdiu’ e ‘Cella Negra’) e um comercial
(denominada ‘Peru’) de feijao-fava no processo germinativo, submetidas a estresses
ambientais (temperatura e estresse hidrico). Para calcular o polimorfismo e a divergéncia
entre os cultivares estudados, foram usados oito marcadores moleculares. Os resultados
mostraram que a raca tradicional ‘Pintat’ apresentou significativa competitividade em
relagdo a cultivar comercial ‘Peru’ quanto a tolerancia a temperatura e a seca. Utilizando
uma relagdo entre a porcentagem e o tempo médio de germinagdo, a temperatura de
30 °C foi considerada ideal para o grupo de cultivares estudados. Os autores também
investigaram uma possivel correlagdo entre as caracteristicas genéticas e as respostas
de germinagéo das cultivares. Porém, a técnica DNA barcoding nao encontrou diferencas
genéticas entre as racgas valencianas. Os autores propdem que as diferentes respostas
dessas ragas geneticamente proximas podem ser explicadas por mecanismos epigenéticos
ou por alguns genes que desempenham um papel relevante nas respostas aos estresses.

Algumas doencas transmitidas por insetos geram prejuizos em quantidade e
qualidade para espécies cultivadas do género Phaseolus. Agarwal et al. (2021) avaliaram o
feijdo comum e feijao-fava em relacéo a resisténcia a doenca do crumple da folha causada
por dois begomovirus transmitidos pela mosca branca (Bemisia tabaci): o virus do crumple
da folha da cucurbitacea (CuLCrV) e o virus do mosaico dourado sida da Flérida (SiGMFV).
Foram examinados 82 gendétipos de feijao comum e dois de feijao-fava para resisténcia
contra CuLCrV e/ou SiGMFV. Desses, 20 apresentaram niveis altos a moderados de
resisténcia a CuLCrV e/ou SiGMFV, sendo 21 considerados altamente suscetiveis. O
sequenciamento permitiu identificar 645.729 SNPs, 30.169 insercbes e 38.543 delecbes
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distribuidos nos 11 cromossomos dessas espécies, sendo o cromossomo 2 (49,67 Mb) com
maior numero de variantes (73.326). Segundo os autores, os dados obtidos serdo Uteis em
estudos futuros de associagdo do genoma para identificar a base genética da resisténcia
ao begomovirus em espécies do género Phaseolus.

51 CONSIDERAGOES FINAIS

Marcadores moleculares e citogenéticos apresentaram uma grande importéancia
nos estudos de feijao-fava. No que tange a origem evolutiva e a diversidade genética
dessa espécie, as pesquisas corroboram a hipétese de uma origem Andina na época do
Pleistoceno e sugerem a existéncia de dois pools génicos Mesoamericanos (Ml e MIl) e
dois Andinos (Al e All). A diversidade de feijao-fava, apesar de ser afetada negativamente
pela erosao genética, ainda pode ser bastante explorada por estudos filogenéticos usando
marcadores moleculares, a fim de descobrir novas variagées e desenvolver variedades
melhoradas, principalmente no Brasil, que possui um potencial ainda pouco explorado.

A construcdo de mapas citogenéticos e o sequenciamento do genoma do feijao-
fava elucidaram os mecanismos genéticos/genémicos responsaveis pela separagédo
das linhagens de feijao-fava e feijdo comum. As aplicagdes de melhoramento genético
forneceram dados para a identificacdo de genes relacionados a resisténcia a fatores
bi6ticos e abibticos, além de propor novos meios na identificacdo dos acessos de feijao-
fava mais resistentes.

Diante disso, é necessario dar continuidade a trabalhos utilizando abordagens
baseadas em mapas citogenéticos, sequenciamento e marcadores moleculares para
identificar genes associados com caracteristicas de interesse em P. lunatus. E necessaria,
portanto, a preservagéo dessa diversidade genética em bancos de germoplasma, além de
realizar estudos que explorem a diversidade genética do feijao-fava.
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CAPITULO 3

GENETICS AND EDUCATION: OVER 50 YEARS
GENERATING COLLABORATIONS, BUILDING
BRIDGES AND WEAVING NETWORKS IN
ENDLESSLY TURBULENT SCENARIOS

Data de aceite: 10/01/2022

Alberto Sergio Fenocchio

Verédnica Graciela Teza

ABSTRACT: The events that happen in society
have a direct impact on the so-called “productive”
sectors. Assuming this statement as true and
following chronologically the history of Argentina
from the 70s to the present date, it is possible to
confirmthattimes of crisis offer OPPORTUNITIES.
Despite this, the crises hide THREATS that, as in
the case of the university career with a “Licentiate
Degree (=Bachelor’s Degree) in Genetics, have
been shown to be those forces that oppose
changes due to the rigidity of circumstantial
authorities, professional groups that have been
threatened in their areas performance and even
by people little affected by the development of
innovations if they do not arise from their own
aulic circle. The Degree in Genetics began to
be offered in 1975, within a society shocked
by violence in a newly created Universidad
Nacional de Misiones, a true “patchwork”, a
fact that unmasked the WEAKNESSES, the
almost non-existent infrastructure and support
structure necessary for the immense effort that
represents the creation of a new career, in a
peripheral geographic location (northeast of the
country) that threatened the centralist paradigm
that still characterizes Argentina today. Faced
with the constant attacks launched for about 20
years at the attempt, which did not arise from
or in the “central” country, spiritual, immaterial,
and professional FORCES emerged in a group
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of professors and researchers who gathered
support from provincial, national institutions,
including international, especially Brazilian, public
and private.

RESUMO: Os acontecimentos que acontecem na
sociedade tem impacto direto sobre os setores
ditos “produtivos”. Assumindo essa afirmagcao
como verdadeira e seguindo cronolégicamente
a histéria da Argentina desde os anos 70 até a
presente data pode-se comprobar que os tempos
de crise oferecem OPORTUNIDADES. Apesar
disto, as crises ocultam AMEACAS que, como no
casodacarreira universitariade grau “Licenciatura
(=Bacharelado) em Genética, tem se mostrado
como aquelas forgas que se opdem as mudangas
pela rigidez das autoridades circunstanciais,
grupos profissionais que vem ameagadas suas
areas de atuacado e ainda por pessoas pouco
afetas ao desenvolvimento de inovagcdes se
elas ndo surgem do seu proprio circulo aulico.
A Licenciatura em Genética comegou a ser
oferecida em 1975, no seio de uma sociedade
comocionada pela violéncia em uma recém criada
Universidad Nacional de Misiones, verdadeira
“colcha de retalhos”, fato que desmascarou as
DEBILIDADES, a quase inexistente infraestrutura
e estrutura de sustentacao necesséria para o
imenso esforco que representa a criagdo de uma
nova carreira, em uma localizacdo geogréfica
periférica (nordeste do pais) que ameacava o
paradigma centralista que ainda hoje caracteriza
a Argentina. Perante os constantes ataques
desferidos durante uns 20 anos a tentativa,
que nao surgiu do e nem no pais “central”,
surgiram as FORCAS espirituais, imateriais, e
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profissionais encarnadas num grupo de docentes e pesquisadores que recolheram apoio
de Instituicoes provinciais, nacionais, inclusive internacionais, especialmente brasileiras,
publicas e privadas, alicergando as bases para que hoje na Argentina haja trés carreiras
universitarias de graduagdo em Genética.

PALAVRAS-CHAVE: Docéncia, Interagdo, Sinergia.

The Francisco Conference Séez is a fixed activity in each Congress of the Argentine
Society of Genetics, its name is due to the fact that Prof. Dr. Francisco Saez has been
considered the first cytogeneticist in Latin America.

Due to the nuances of chance he, Uruguayan by birth, developed his studies and
worked most of his life in Argentina and was a student and graduate of the Universidad
Nacional de La Plata also teaching at the universities of La Plata and Buenos Aires (UBA).

In 1947, like many other people, professors, high-ranking professionals, was banned
from the university during General Peron’s first government, due to his firm views on freedom
of thought and democratic action. Since then he returned to Uruguay where he continued to
develop his research and teachings.

This article is based on memory, but memory is fragile and biased, on photographs
and footage which generally reflect the most grateful and joyful moments. But the documents
report the facts and events with a certain approximation to reality or to the truth, for the
reasons explained above, this article is supported by these three sources.

At memories of the political situation and conditions of Argentine universities
experienced from 1975 onwards are extremely strong as the country was going through
moments of extreme tension, violence and immense economic difficulties.

For to be able to describe what appears in the title of the work, it is necessary to
start by saying that Misiones was national territory and was only provincialized in the 50s of
the last century. It was a marginal region, far from the centers of power and decision, which
were centralized, a situation that, in certain aspects, continues to this day.

In this case, let’s talk about a person Mario Rubén Beltrami, born in a small town in the
interior of Misiones, who carried out his studies as a teacher of elementary school (primary)
and then his university studies in Biology at the National University of La Plata (Province
of Buenos Aires). Afterwards, thanks for the circumstances, he took a postgraduate degree
at the USDP, in Sdo Paulo (Brazil), a fact that awakens in him an unlimited passion for
Genetics.

As soon as you finished your studies Graduated in Biology in La Plata, he returned
to Posadas, capital of the Misiones Province, where he developed his teaching work and
actively participated in the movement that promoted the creation of a university in this
distant region.

In 1966 the Organization of American States (OAS) promoted a program to improve
the teaching of Sciences since, for some advanced minds, great changes would occur and
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areas such as Ecology and Genetics would be fundamental in the training of professionals
who would work in natural sciences. in the future.

In other words, a revolution in the knowledge necessary for environmental protection
and for the extremely diverse areas of the field of heritage was already being foreseen,
without having occurred yet.

Professor Beltrami was selected to participate in this Program promoted by the OAS
in Lima (Perd) and when he returned to Argentina, he returned with a head full of new ideas
in relation to improving the teaching of Biology, and the decision to promote ecological and
fundamentally studies. Genetics, which guided his academic life from that moment on and
even until his last days of life, always thinking, studying and enthusiastically encouraging
Genetics as a fundamental area of Biological Sciences.

The person in charge of dictating the Genetics course in Lima (1966) was the person
who lit this fire in Professor Beltrami’s head and heart (1966), the distinguished professor of
Biology and Brazilian Doctor Oswaldo Frota Pessoa.

At the time of Beltrami’s return to Argentina, one of the many interruptions to the
democratic order occurred, with the installation of a military government that provoked the
exile of many intellectuals.

In this serious situation, Prof. Dr. Frota Pessoa offered Professor Beltrami the
possibility of doing his postgraduate studies at the University of Sdo Paulo, opening the
doors of his Laboratory until the social commotion calmed down in Argentina.

Soon after finishing his studies and assignments at USP in S&o Paulo, he returned
in 1970 with the conviction that it was very necessary for the Public Health area to have a
Human Genetics laboratory and, moreover, with the intimate desire to create a career of
specific degree in Genetics.

In the seventies, time and events followed one another vertiginously, ending in 1973
one of the many dictatorships and beginning an ephemeral and chaotic democratic period
(1973-1976) very difficult to understand, despite this Professor Beltrami fought a lot, first
in favor of creation from the National University of Misiones (1973) and immediately in the
“transformation”, without extinction, of the career of Biology in a Licentiate (= Bachelor) in
Genetics that started to function in 1975.

All of this with the enthusiastic collaboration and guidance of Professor Dr. Oswaldo
Frota Pessoa with whom he maintained constant epistolary communication (it was still the
era of handwritten or typewriter letters).

As the title of this article says, from 1970 to the present 50 years have passed, 46
years since the entrance of the first group to the career of Genetics and 41 years since the
first group of graduates with the title of Bachelors (=Bachelors) in Genetics. Today there
are more than 1500, which are distributed in Argentina from north to south and from east to
west and on all continents, always keeping the spirit that since the beginning Beltrami and
his mentor, Prof. Dr. Frota Pessoa, they burned all of us.

Ciéncias biologicas: Génese na formagao multidisciplinar 2 Capitulo 3 “



He made a point, but after many other Bachelors in Genetics we chose Brazil to
continue our postgraduate studies following in his footsteps and like him fifty years ago, we

were always very well received, not only as students, but also as professors and researchers.
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RESUMO: O consumo de drogas atualmente configura um problema de saude publica,
embora seus mecanismos de agéo e fisiologias envolvidas na manutengao do comportamento
adicto sejam bem estabelecidos, ainda € dificil mensurar como o comportamento do individuo
usuario de drogas pode ser afetado pelo uso constante dessas substancias. Os individuos
tidos como adictos sdo considerados os mais propensos a cometerem crimes, sobretudo
crimes de carater violento, sendo além de um problema de saude publica, um problema
para o sistema penal e carcerario. Devido ao carater ndxio das substancias de abuso, estes
individuos podem ser caracterizados como inimputaveis legais, em decorréncia de o vicio
ser considerada uma doenga que requer tratamento e monitoramento do individuo viciado,
em alguns casos é solicitada a inimputabilidade legal de modo a levar a defesa do celerado
a solicitar uma pena alternativa por alegar que este individuo cometeu o crime sob uso de
substancia entorpecente. Deste modo, este capitulo foi desenvolvido com a finalidade de
tracar a importancia do desenvolvimento de um teste rapido para a detec¢éo de drogas no
organismo, visando trazer o conhecimento cientifico para uma possivel aplicabilidade pratica,
afim de amparar o trabalho pericial, policial e juridico com o uso da ciéncia e do método
cientifico em favor da cadeia de custédia que pode ser sustentada pelos testes e analises
forenses.

PALAVRAS-CHAVE: Drogas; Drogadigéo; Vicio; Crimes; Andlises Forenses.

MOST CONSUMED DRUGS IN BRAZIL AND THEIR RELATIONSHIP IN CRIMES
AGAINST THE INDIVIDUAL: HOW WOULD A QUICK TEST HELP IN FLAGRING
PRISON CASES

ABSTRACT: Drug use is currently a public health problem, although its mechanisms of action
and physiologies involved in the maintenance of addictive behavior are well established, it
is still difficult to measure how the behavior of individual drug users can be affected by the
constant use of these substances. Individuals considered to be addicts are considered the
most likely to commit crimes, especially crimes of a violent nature, being, in addition to being
a public health problem, a problem for the penal and prison system. Due to the noxious
nature of substances of abuse, these individuals can be characterized as legal inimputable,
as addiction is considered a disease that requires treatment and monitoring of the addicted
individual, in some cases legal inimputability is requested in order to lead to the defense the
defendant to request an alternative penalty for alleging that this individual committed the crime
under the use of a narcotic substance. Thus, this chapter was developed in order to outline
the importance of developing a rapid test for the detection of drugs in the body, aiming to
bring scientific knowledge to a possible practical applicability, in order to support the expert,
police and legal work with the use of science and the scientific method in favor of the chain of
custody that can be supported by forensic testing and analysis.

KEYWORDS: Drugs; Drug addiction; Addiction; Crimes; Forensic analysis.

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

GABA  Acido Gama-Aminobutirico
LSD Dietilamida do Acido Lisérgico
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11 INTRODUGCAO

O consumo de drogas é um assunto de grande importancia para as areas de saude,
seguranga e educacao, visto que este problema é tratado como uma epidemia, ndo s6
no Brasil como no mundo. A maior preocupacgéo atual com o cenario de abuso de drogas
ou substancias entorpecentes € o mecanismo de tolerancia e dependéncia geradas pelo
organismo do usuario de drogas. Deste modo, a dependéncia é a necessidade que o
individuo tem de voltar a utilizar a substancia apos ter cessado seu efeito no organismo,
esta necessidade é proveniente de uma condigcdo tanto fisioldgica quanto psicologica
alimentada pelo mecanismo de acdo da substéncia, bem como pelos seus efeitos ao
organismo.

Atualmente tratado como questdo de salde publica, a situagdo de pessoas
dependentes de drogas ¢é vista ainda sob o olhar proibicionista, porém estudos comprovam
que drogas como a maconha podem ser usadas em carater medicinal. Desta maneira, ndo
€ correto recorrer somente ao carater ilicito da droga, embora questdes sociais delituosas
que envolvem o usuéario da mesma pode sim ser caracterizados como ilicitude.

Buscando tragar uma linha entre a fisiologia ou mecanismo de acgdo da droga, o
comportamento do individuo e o carater legal que enquadra pessoas que cometem delitos,
sobretudo crimes de carater violento sob o efeito de substancias entorpecentes que este
trabalho é desenvolvido. Sendo o principal motivador para esse levantamento bibliografico,
a elucidacéo de como o trabalho policial, pericial e judicial seria facilitado, caso o estado
de lucidez ou entorpecimento fosse caracterizado no ato da priséo, mais especificamente
a prisédo em flagrante de individuos que cometem crimes violentos sob o uso de drogas.

Considerando o mecanismo de acgdo dos principais entorpecentes utilizados em
territério brasileiro, seria possivel, de acordo com a ciéncia, estabelecer se a droga agiu
de modo a favorecer o cometimento desse ato? E possivel tragar um paralelo em como a
ciéncia e como o cédigo penal brasileiro encara os individuos que cometem crimes sob o
efeito neuroquimico de drogas de abuso, o uso de entorpecentes pode ser tratado como
agravante ou atenuante?

De maneira geral, os usuéarios de entorpecentes, independentemente de sua
natureza, sd4o mais propensos a cometer crimes, sobretudo crimes de carater violento,
deste modo, este trabalho tem como propésito fazer um levantamento de como a ciéncia
classifica a agdo dos entorpecentes no organismo do individuo entorpecido, além de, se
possivel, tragcar um paralelo entre estes dados cientificos e a realidade que enfrentamos
perante o uso de drogas atualmente.

Ao longo deste capitulo, serd abordado ainda se ha algum tipo de deteccdo de
drogas no ato da prisé@o, e caso nao haja, verificar se a utilizacdo de um teste rapido de
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deteccéo dos principais entorpecentes consumidos no Brasil seria uma alternativa cabivel
para melhor determinacdo da condi¢cdo do individuo no ato da prisdo, pois sabendo do
grau de entorpecimento em que o autor do crime cometeu o delito poderia aplicar mais
precisamente a penalidade incumbida ao crime. Trazendo assim uma forma de a ciéncia
ajudar nas outras areas do conhecimento, possibilitando a execugao das areas correlatas
em ciéncias da saude, trabalhando a servigo da sociedade e das demandas que ocorrem,
ndo ocasionalmente e permitindo a execucédo interdisciplinar das diversas areas do
conhecimento.

Sendo assim, este capitulo foi elaborado de modo a descrever como as drogas
agem no organismo, e buscara fazer um breve levantamento de como os usuérios de
drogas séao tratados pelo sistema policial e juridico, para que a ciéncia seja utilizada de
modo a contribuir positivamente com pesquisas e estudos nesta area. O principal foco
deste capitulo seria os estudos mais recentes, dados e levantamentos dos Gltimos anos,
porém com a dificuldade de encontrar materiais menos obsoletos, o estudo sera pautado
na pesquisa de artigos das Ultimas duas décadas.

21 OS MECANISMOS DE DEPENDENCIA DAS DROGAS DE ABUSO

Ao longo dos diversos periodos da humanidade, o uso de substancias que séo
capazes de alterar o nivel de consciéncia, trazer estados de relaxamento, euforia ou alterar
a forma de interacdo interpessoal dos individuos foram relatados inUmeras vezes. Em
algumas culturas o uso destas substancias era aplicado como ritos de passagem, como
tratamentos medicinais ou ainda como formas de acessar o sagrado daquela cultura. Tais
usos, com o passar do tempo foram modificados. Atualmente, embora o0s usos medicinais e
espirituais fossem se modificando, estas substancias comecaram a ser utilizadas também
com intuito recreativo (FARIA, 2013).

Por muitos anos, o uso de drogas era tachado apenas como uma complei¢do do
carater, ou seja, a sociedade encarava tal inclinagdo como ma indole, proveniente de
uma escolha falha do individuo. Apds os individuos membros da comunidade cientifica
como médicos e magistrados comegarem a notar que havia uma grande diferenca
entre os individuos que usavam substancias como o alcool esporadicamente, possuiam
comportamentos distintos dos os individuos que utilizavam esta substancia de forma
descontrolada, os alcodlatras, e sugeriram que estes requeriam mais atengéo e tratamento
(GARCIA-MIJARES; SILVA, 2006).

O termo “drogas” é utilizado para designar substancias que séo capazes de afetar
a fisiologia do organismo diretamente. Seus efeitos podem ser descritos como efeitos
fisiologicos e/ou psicolégicos, além de afetarem a vida dos usuarios de maneira geral,
seja em caréater laboral, suas relagdes interpessoais ou ainda o carater econdémico do
mesmo. Dentro deste conceito, é possivel ainda classificar as drogas de acordo com a sua
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influéncia na atividade cerebral, pois existem ativos que podem alterar o funcionamento
das atividades cerebrais, suas percepgdes, influenciar no temperamento, o carater e até
nas atitudes dos individuos que delas fazem uso (OMS, 2018).

O conceito de drogas define que estas s&o substancias capazes de alterar como
o organismo funciona, estas mudancas podem ocorrer no ambito fisico, emocional e
psicoldgico do individuo. Esta variagdo também permeia o carater social do individuo, visto
que a adicdo a drogas pode gerar alteracdes em seu comportamento e em como esse
individuo se comporta perante a sociedade. (FARIA, 2013)

Embora o carater néxio gere diversas condicbGes insalubres a seus usuarios, a
procura por estas substancias estdo se tornando cada vez mais recorrentes na sociedade
atual. As substancias que sdo consideradas portas de entrada para outras drogas mais
pesadas séo o alcool e o tabaco, drogas que possuem livre comércio em grande parte dos
paises (GUERRI, 2012).

Atualmente dispomos de dez classes distintas de drogas, sdo elas: &lcool,
cafeina, Cannabis, alucindgenos, inalantes, opi6ides, sedativos, hipnoéticos e ansioliticos,
estimulantes, tabaco e outras substancias tidas como desconhecidas. Elas sao classificadas
de acordo com seu funcionamento no organismo e/ou em decorréncia da sua origem
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014).

Embora os dados oficiais do governo brasileiro estejam obsoletos, é possivel dizer
que o consumo de drogas em territério nacional € um problema atual e crescente. Com
a Ultima atualizagdo do Relatério Brasileiro sobre Drogas, apresentado em 2010 e com
dados coletados em cerca de sete anos, o panorama de ilicitude social ja era considerado
preocupante. Se tratando da dificuldade em obter dados fidedignos e uma catalogagéo do
fendbmeno social e econdmico, o documento apresentado foi elaborado com o intuito de
tracar um panorama, bem como salientar a necessidade de pesquisas e estudos acerca
deste fenébmeno complexo e que vem tomando propor¢cdes maiores a cada ano que passa
(DUARTE; BARROSO; STEMPLIUK, 2009).

Drogadicéo ou ainda adi¢éo a drogas € o termo utilizado para se referir ao individuo
que usa constantemente substancias entorpecentes ou psicotropicas, gerando no mesmo
um quadro de dependéncia que pode afetar seu estado de saude geral, bem como o
contexto social e psicolégico do individuo (LINS; SCARPARO, 2010).

Estes sintomas séo persistentes e alguns tragos podem ser observados mesmo
apds o afastamento da substancia ou retirada total da mesma, onde sua retirada abrupta
e total pode acarretar no que é conhecido com abstinéncia e resultar em uma recaida. Isto
acarreta o arrebatamento, inclusive fisiol6gico, que o organismo adquire pelo efeito que
a substancia provoca no organismo. A adicdo pode ser caracterizada ainda por padrées
patolégicos, podendo ser identificada pelo nivel de consumo da droga, recorréncia do
desejo de uso da substancia e até mesmo ocasionar defasagens crescentes e recorrentes

no cotidiano do individuo. O que pode gerar prejuizos em suas relagdes, perda econémica,
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deslocamento social dentre outras diversas perdas e prejuizos para o usuario (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014).

No ambito social, novas discussdes vém ganhando félego em virtude do debate
acerca da necessidade de descriminalizar a droga. Esta discussdo é embasada com o
intuito de deslegitimar o proibicionismo punitivo, que s&o estratégias que visam a redugao
de danos sociais e de saude publica, visando principalmente a ordem social, porém este
proibicionismo tem seus efeitos, e podem exceder a logica punitiva (SILVA; MAIA, 2016).

A adicédo é um problema latente em diversas sociedades, este transtorno acomete
jovens, adultos e idosos das diferentes classes sociais, niveis de instru¢do e ndo esta
associada somente ao uso de drogas. O termo adicdo vem sendo utilizado mais
frequentemente que o termo viciado, esta adaptacdo ocorreu porque para uma pessoa
adicta, o termo viciado tem uma entonagdo negativa o que pode ocasionar em um
constrangimento e perturbar a dignidade do individuo (FAVARO; PAULA, 2012).

Atualmente o maior debate acerca da adi¢céo esta pautada na lei 10.2016/2001, que
caracteriza o uso de drogas dentro do ambito das doencas mentais, o que permite ao usuario
um amparo legal acerca do tratamento de sua condigdo de usuario ou de dependente.
Este recurso esté atrelado ao desenvolvimento cientifico, que permite o entendimento e
a distincao entre o uso, abuso e a dependéncia de drogas. Vale ressaltar que o termo
“doenca” vem sendo substituido pela expressédo “transtorno”. Esta compreensédo auxilia
tanto o tratamento de salde do individuo como a atuagéo do poder judiciario no caso de
envolvimento deste individuo em situagéo de ilicitude (FARIA, 2013).

Além do aspecto social, o enfoque cientifico permeia os estudos da desordem
provocada pelas consequéncias do uso indiscriminado destas substancias, que provocam
uma desordem a nivel neurofisiolégica e psiquica, que em termos de saude é a mais
preocupante. Desta forma, € importante entender como este fator neurofisiol6gico desenrola-
se no organismo, pois entendendo como este mecanismo ocorre, pode-se criar alternativas
que facilitem o tratamento e remisséo desses usuarios (FERREIRA et al., 2017).

Considerando um individuo dependente, ndo é possivel levar em consideracao
apenas o fator fisiologico da droga, visto que os aspectos da dependéncia podem ser
observados nos diversos campos da vida do individuo, sendo assim desenvolvidos estimulos
que modulam o mecanismo de dependéncia do mesmo. Estes mecanismos podem reforgar
a necessidade do individuo de consumir tais substancias, podendo ser observado nas
atividades e relagbes cotidianas do mesmo. E importante salientar que esse mecanismo
de dependéncia pode ser instaurado apés uma série de fatores que colocam o individuo
em condi¢des de risco, onde o ponto culminante é o inicio do abuso de substancias ilicitas
(CAPISTRANO et al., 2013).
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31 FISIOLQGIA DO ViCIO DAS PRINCIPAIS DROGAS DE ABUSO UTILIZADAS
EM TERRITORIO BRASILEIRO

Além do aspecto social, a adicdo as drogas provoca uma desordem a nivel
neurofisiologica e psiquica. Desta forma, é importante entender como este fator
neurofisiolégico ocorre no organismo, pois entendendo como este mecanismo ocorre,
pode-se criar alternativas que facilitem o tratamento desses usuérios (FERREIRA, 2017).

Alguns estudos apontam que o comportamento aditivo € mais complexo que as teorias
preveem, de modo que os mecanismos do vicio podem ser elucidados cientificamente,
mas ainda assim algumas lacunas carecem de preenchimento. Uma dessas lacunas é
a necessidade de explicagdo acerca dos motivos que leva uma pessoa, mesmo apos
reconhecer os maleficios da droga, continuar a fazer uso da mesma (PEUKER, 2013).

Outras pesquisas apontam que o mecanismo de dependéncia e drogadi¢édo pode ter
um viés genético. Esta carga genética pode estar relacionada tanto na causa motivacional
de iniciar o uso de drogas como no mecanismo de dependéncia. Alguns estudos, utilizando
pesquisa com gémeos univitelinos também sugerem que o vicio esta diretamente
relacionado ao meio em que o individuo estéa inserido (PUPULIM et al., 2015).

O mecanismo de vicio mais conhecido &€ o que esta relacionado ao sistema
recompensa, de modo que ja é considerada a hipotese de que a via mesolimbica ndo seja
a Unica moduladora desse processo. Também s&o considerados os fatores psicolégicos e
quimicos do vicio. Os fatores psicologicos incluem os desejos profundos em se utilizar de
artificios exdgenos para a melhoria ou manutencéo de um estado intrinseco do individuo
(seja um estado de humor, um estado depressivo ou até mesmo problemas pessoais),
ao passo que os fatores quimicos ou fisiolégicos sdo mais conhecidos como crise de
abstinéncia ou a denominada fissura (ROLNIK; SHOLL-FRANCO, 2006).

Alguns estudos apontam que o uso de drogas tem o crescente inicio precoce, sendo
considerado que quanto mais cedo se da o primeiro uso, maior as chances de adi¢cdo, bem
como pior o prognéstico de tratamento e remisséo do usuario. Sendo possivel estabelecer
que estes usuarios possuam intimo envolvimento com acidentes e mortes, podendo incluir
neste Ultimo, mortes acidentais, violentas e suicidio, além de uma maior predisposicéo a
violéncia de modo geral e a violéncia sexual. Esses individuos podem ainda desenvolver
quadros depressivos, ansiosos e déficits de aprendizagem (PARADA, 2013).

Considerando que o processo de adigdo pode ocorrer em qualquer faixa etaria,
convém salientar que quanto mais jovem ocorrer 0 uso, maior a chance de esse uso
culminar em vicio. Os mecanismos anatémicos mais diretamente envolvidos no processo
de dependéncia estdo associados aos neurdnios dopaminérgicos, ao cortex pré-frontal e
ao nucleo de accubens. Considerando os neurdnios dopaminérgicos os maiores envolvidos
no processo de dependéncia quimica e também diretamente ligados aos processos de
fissura do usuario (VELASQUEZ-MARTINEZ; ORTIZ, 2014).
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Considerando que diversos fatores ativam o sistema de recompensa do cérebro, é
possivel tragar um paralelo entre o uso de drogas e a produ¢do do horménio dopamina.
A Dopamina € produzida de forma aumentada no nucleo de accumbens quando no uso
de drogas, porém convém ressaltar que este sistema pode ser alimentado por diversos
estimulos associados a sensacéo de prazer, como praticar esportes, comer, ou pratica
sexual. As drogas podem agir em diversas vias do sistema nervoso, porém as estruturas
mais efetivas séo o sistema mesolimbico, que atua diretamente na agcéo condicionante de
uso e reuso da substéncia e o sistema mesocortical que responde diretamente ao efeito da
substancia, no mecanismo de compulséo pelo uso da droga e na fissura do usuario (Brasil,
2017).

No cérebro humano as principais areas envolvidas no sistema recompensam
séo: sistema dopaminérgico mesocortical que regula as fun¢des nervosas e cognitivas
superiores e a capacidade de planejamento e execucéo de agdes, sistema dopaminérgico
(mesolimbico) que se origina na area tegumentar ventral e culminam no ndcleo de
accumbens. Ambos os ndcleos (mesolimbico e mesocortical) funcionam de forma isolada
e se comunicam entre si, dando origem assim ao sistema recompensa cerebral, tendo a
dopamina, serotonina, noradrenalina, glutamato e acido gama-aminobutirico (GABA) como
neurotransmissores atuantes desse sistema (BRASIL, 2017).

3.1 Maconha

E possivel afirmar que a maconha seja a droga mais consumida no Brasil e no
mundo, porém poucas pesquisas procuraram elucidar as consequéncias neuronais a longo
prazo pelo uso dessa substéancia. Os efeitos da substancia ativa da Cannabis sativa, mais
conhecida como cannabis ou maconha, podem incluir agitacdo, inquietacdo, perda da
capacidade sensorial (ou diminuicdo da mesma), letargia, prejuizo da memoéria, perda da
acuidade motriz, aumento do ritmo cardiaco, astenia, além de provocar uma sensibilizagdo
do sistema neuroldgico, podendo gerar efeitos psicéticos (CRIPPA et al., 2005).

A Cannabis apresenta diversos compostos, porém os canabindides sdo os
mais relevantes a nivel cientifico, pois &€ este composto que oferece ao usuario o efeito
psicoativo. A substancia psicoativa conhecida como tetrahidrocanabinol, ou ainda THC
(delta-9-tetrahidrocanabinol), possui formula C,,H, O, € a principal substéncia ativa da
planta. Este composto confere ao usuario as propriedades conhecidas como alucinégenas
da planta, provoca ainda letargia, aumenta o apetite e altera o estado psicoldgico do usuério
(VANJURA et al., 2018).

Apo6s a descoberta do THC, foi possivel detectar que o cérebro possui receptores
proprios para os canabinodides, e que quando esses receptores sdo sensibilizados pela
presenca do componente supracitado, alguns neurotransmissores deixam de receber
estimulos, ou seja, quando os receptores canabindides sdo ligados & molécula de THC,
outros estimulos sdo descontinuados, impedindo a expressao desses neurotransmissores
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canabindides (VANJURA et al., 2018).

3.2 Cocaina

Extraida das folhas de Erythroxylum coca, mais conhecida como coca, é uma
substancia com poder altamente viciante, pois a sua acdo esta diretamente ligada ao
sistema modulador da dopamina, ou seja, um potente estimulante do sistema nervoso
central. Suas primeiras utilizagcbes foram empregadas na medicina, em decorréncia da
observagéo da atividade anestésica do extrato da folha de coca. Em decorréncia de seu
efeito anestésico, foi amplamente utilizada no século XIX, porém seu uso foi descontinuado
posteriormente tendo em vista que sua utilizagao havia ultrapassado a barreira médica e que
sua administragéo ocasionava diversos efeitos adversos, no final do mesmo século seu uso
foi oficialmente proibido principalmente na Europa e na América em decorréncia do alto grau
viciante, pelos efeitos alucindgenos e pelo estado de euforia que a droga provoca (LUFT;
MENDES, 2007). O mecanismo de ac&o desta droga é caracterizado pelo alto poder de
penetragdo nas membranas celulares, atingindo rapidamente a barreira hematoencefalica,
sendo posteriormente distribuida por todo o organismo. A hidrélise enzimatica induz a
producdo de benzoilecgonina, metil-éster ecgonina e resulta na producdo de ecgonina, e
sé@o rapidamente metabolizadas pelo organismo. Possui ainda comportamento de amina
e sua agéo é indireta, ou seja, ndo atua nos receptores adrenérgicos ou dopaminérgicos,
desta maneira, a biodisponibilidade dos neurotransmissores sao aumentadas na fenda
sinaptica. A recaptura de noradrenalina e dopamina é inibida, facilitando o acumulo de
noradrenalina ou dopamina nas fendas sinapticas. Este processo de recaptura é o principal
indutor de euforia e pode estar empregada no mecanismo viciante da droga (LIZASOAIN
et al., 2002).

3.3 Crack

Esta droga é considerada uma epidemia, o crack é derivado da cocaina e apresenta-
se na forma de uma pasta-base, que é o resultado da conversao do cloridrato (p6) em uma
pasta de teor alcalino. Seu uso atualmente é considerado um problema de saude publica
e sua utilizagdo é difundida majoritariamente nas classes menos abastadas da sociedade
(PULCHERIO et al., 2010).

O crack é um substrato da cocaina, extraido em forma de pasta, conhecido como
pasta-base. E um produto de elevada toxicidade, pois contém impurezas em demasia,
estas impurezas sdo muitas vezes, metanol, éter, acetona, acido benzoico, querosene,
gasolina dentre outros substratos que alteram o estado mental, fisiol6gico e social do
individuo, estas substancias também s&do responsaveis pelo mecanismo viciante do uso
desta droga (CASTRO et al., 2015).

O principio ativo do crack é basicamente igual ao da cocaina, visto que este & um
subproduto da cocaina, porém a utilizagdo da pasta-base da-se por meio de inalagédo da
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fumaca. Ao fumar a droga, os capilares do pulméo facilitam a entrada da substancia no
organismo, e atuam diretamente nos neurotransmissores de dopamina de modo que a
neurotransmissao dopaminérgica ativa o sistema de recompensa cerebral, sendo observada
que ocorre de modo direto sobre os neurbnios que modulam a atividade de glutamato,
GABA, adrenalina, serotonina e receptores opidides. Desta maneira, os efeitos visiveis
do crack séo similares aos efeitos da cocaina como a euforia, porém o inicio dos efeitos é
mais rapido e sua duragéo no organismo é de menor duragéo (PULCHERIO et al., 2010).

3.4 LSD

Considerado um poderoso alucinégeno, o LSD (dietilamida do &cido lisérgico),
foi descoberto em meados do século XX, ap6s o cientista suico Albert Hofmann obter
dietilamida apés inserir acido lisérgico a uma experiéncia que o mesmo estava estudando.
Ao inalar o produto de sua reacdo, Hofmann sentiu-se entorpecido, alucinagéo, delirio,
apds a experiéncia, Hofmann concluiu que aquele seria um potente alucin6geno. Com
o movimento hippie o entdo conhecido como LSD (uma abreviagdo de sua substéancia
principal), comegou a ser usado para fins recreativos e foi amplamente utilizado no meio
artistico e cultural (ROBIN et al., 2016).

3.5 Anfetaminas

Obtida a partir da obtencdo de efedrina, substancia contida na planta Ephedra
vulgaris, encontrada em regiées da Europa, Asia e Africa foi utilizada primeiramente
como medicamento e posteriormente descoberto um isémero denominado de anfetamina
mesclado com diversos outros compostos. Comecgou a ser utilizado como antidepressivo
e redutor de apetite, sendo capaz de diminuir os efeitos do cansaco e pela sensagéo e
revigoramento, o composto foi amplamente difundido como medicamento e utilizado por
soldados da Il Guerra Mundial (LOPEZ-MUNOZ, et al., 2011).

41 DROGAS E CRIMINALIDADE

Conhecida como “lei de drogas”, a lei 11.343 de 2006 tem o objetivo de prevenir o
uso de ilicitos, discorrendo também sobre a reinsergéo do individuo que foi detido sob pena
de recluséo por uso de drogas. Este artigo discorre ainda dos termos que se enquadram
como trafico de drogas, producdo independente delimitando os termos dos mesmos
(BRASIL, 2006).

Atualmente a politica de drogas do Brasil, tem sido grandemente discutida e estudada,
dada a subjetividade de como o Codigo Penal Brasileiro encara o individuo usuério de
drogas e o traficante. A subjetividade deve-se ao fato de que no ato da abordagem policial,
a qualificagéo fica a cargo de quem esta documentando o ilicito, e isto depende da forma
como o profissional encarara o delito. O contraste social € determinado neste ponto, onde,
segundo os estudiosos sociais encaram como “racismo institucionalizado” o fato de ser
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sempre 0s menos abastados sociais, os moradores de regides periféricas e os individuos
negros os mais duramente penalizados, com sentencas maiores e uma menor possibilidade
de reinsercgao social; quadro este que € denominado como “agéo seletiva do sistema penal”
(GUADANHIN; GOMES, 2017).

O ponto crucial € a consequéncia do sistema proibicionista brasileiro, pois 0 mesmo
busca a manutengédo da ordem social e ndo a constru¢do da referida ordem, sobretudo
utilizando de estratégias repreensao destinadas a execugao da policia. A militarizagéo por
sua vez anula a identidade do individuo, e tem como objetivo exterminar o alvo, atitude
essa que gera mais e mais conflitos e ndo permite que a guerra policial cesse, endossando
o conflito. A pratica meramente punitiva, ndo se adequa a sociedade que busca basear a
negociacéo dos interesses dos cidaddos, mesmo que divergentes, de modo a apaziguar as
diferencgas entre as partes policiais, juridicas e sociais (LIMA, 2004).

Sabendo que a criminalidade é um problema estrutural de grandes proporgoes, que
causa impacto direto na sociedade, encontramos diversos relatos, estudos, e bibliografias
que correlacionam a criminalidade e o trafico de drogas, bem como o uso indiscriminado de
substanciasilicitas. Porém ainda é dificil estabelecer umarelagéo direta entre a criminalidade
e os efeitos das drogas no organismo, de fato. Isto pode ocorrer por diversos fatores, mas
a hipétese mais aceita é a falta de dados que sejam fiéis a proporcionalidade dos crimes.
Sendo assim, é possivel estabelecer que ainda faltem estudos de casos e aplicabilidade
cientifica dos conhecimentos ao que tange os estudos de drogas e criminalidade (SANTOS;
KASSOUF, 2007).

Considerando o cenario dos individuos encarcerados, é possivel relacionar
diretamente as causas das detenc¢des ao envolvimento direto ou indireto, em sua maioria,
ao uso, porte ou transporte de drogas. Porém diferentemente do que se imagina, ndo é o
uso da droga que leva o individuo a cometer atos criminosos e sim a situagdo onde esse
individuo se encontrava antes mesmo do vicio ser instalado (TORRES; GOMES, 2005).

Arelacao entre drogas e criminalidade é intimamente relacionada, considerando que
a ocorréncia de crimes cometidos por individuos que utilizam drogas é consideravelmente
maior, os mecanismos fisioloégicos assim alterados possuem grande proporcionalidade
com a pratica de delitos. Alterando o quadro geral de organizagdo e funcionamento do
individuo, este se torna mais propenso a criminalidade. O adito possui um panorama geral
de funcionamento mais inclinado a resisténcia em se manter distante de conflitos, sendo
assim sua toler&ncia em suportar descargas emocionais menores que pessoas que nao
fazem uso de substancias ilicitas (CAPISTRANO et al., 2013).

Dentre as maiores justificativas encontradas por individuos que cometeram crimes
relacionados as drogas, a necessidade de manter o uso da substéncia em questdo
e aumentar o uso ou frequéncia do uso da droga s&o as mais recorrentes. Também é
encontrada a argumentagao sobre cometer o delito em decorréncia do uso, visto que uma
das justificativas para o cometimento do delito é a inducdo do efeito da substéncia sob a
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atitude do usuario (MANITA, 2000).

As maiores argumentagdes cientificas permeiam o desvio do comportamento do
usuario perante as normas sociais. Porém o embasamento cientifico brasileiro ndo esta
completamente atualizado, carecendo de estudos, dados e levantamentos empiricos mais
concretos. Sendo os dados utilizados para embasamento nacional espelhados em estudos
e pesquisas ocorridas no exterior (WELLAUSEN, 2009).

Os dados nacionais acerca da incidéncia do uso de drogas e o cenario de agressao
e crimes violentos provenientes de laudos ou levantamentos dos Institutos médico-legais
ainda s&o insuficientes. Sendo ressaltado que ha grande importancia empirica destes
levantamentos, sobretudo levantamentos de uso ou abuso de drogas em exames de
necropsia poderiam ajudar nas determinagcées do consumo de substéncias ilicitas e os
crimes contra o individuo, estes por sua vez poderiam ser cruciais para a formulagéo e
melhoria das politicas civeis (DRUMOND; SOUZA; HANG-COSTA, 2015).

O teste da toxicologia do individuo vitimado por homicidio ndo é considerado um
elemento fundamental no exame necroscopico e este ndo faz parte dos elementos de
cémputo criminal, sendo empregado mais frequentemente em pesquisas de saude do
que em pesquisas de 6bito. Os métodos utilizados para a detec¢do de drogas em ambito
forense empregados ao servigo de saude, utilizam técnicas de cromatografia associadas a
espectrometria, e estes sdo considerados testes de elevado valor e complexo funcionamento
sendo inviaveis seus usos para averiguacao de causa mortis. Deste modo, as pesquisas
de drogas e sua relagdo a crimes ndo possuem uma metodologia especificada, de modo
que a policia cientifica possui o poder de produzir os testes, embora os mesmos nao
sejam rotineiramente empregados, estes, caso fossem realizados, produziriam provas com
verossimilhanca impar, implicando a presun¢éo de veracidade da prova pericial (DAYRELL;
CAIAFFA, 2012).

Uma das etapas cruciais para a sustentagcéo das provas obtidas por meios periciais
€ a cadeia de custoddia, que consiste na documentacdo das provas com a finalidade de
sustentar as evidéncias encontradas no exame pericial. Estas evidéncias podem ser
comprovadas por meio de testes e anélises forenses, que possuem um rigoroso critério
de coleta e pesquisa do material coletado. Desta forma, o trabalho do perito criminal deve
obedecer aos métodos vigentes e devidamente comprovados cientificamente e empregados
de forma correta para que tais provas sejam utilizadas de forma circunstancial no processo
(CAIAFFA, 2012)

Os métodos imunocromatograficos sédo utilizados atualmente para a deteccéo
qualitativa de substancias, o mesmo utiliza-se de amostras biol6gicas para a deteccéo
da interacdo entre antigenos e anticorpos no organismo. Utilizando técnicas analiticas
para a detec¢do de drogas no organismo, as mesmas podem possuir uma aplicabilidade
efetiva no ambito forense. Por se tratar de uma técnica simples, de facil execugéo e baixo
custo, seu emprego pode gerar resultados satisfatérios em pesquisa de drogas de abuso.
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Considerando a alta sensibilidade dos testes imunocromatograficos e a crescente busca
por respostas rdpidas para a deteccdo destas substancias no organismo, estes testes
poderiam ter sua implementacgéo inclusa nas analises preliminares na detecgéo de ilicitos,
teste que poderia ser empregado efetivamente na andlise pericial e compor a cadeia de
custodia de forma circunstancial. Este exame por exibir uma alta taxa de sensibilidade e
baixa frequéncia de resultados falso-positivos, conforme testes realizados em laboratério
pode ser uma aposta promissora para o futuro da pericial criminal no Brasil (PINTO et al.,
2015).

51 CONSIDERAGOES FINAIS

O consumo de drogas no mundo atual vem sendo grande cenério de discusséo,
em parte pelo crescente aumento do numero de usuarios e também pelo aumento das
substancias utilizadas pelos mesmos, caracterizando assim um problema de saude publica.
Deste modo, este trabalho visou tragcar um panorama entre os conhecimentos cientificos
que ja existem acerca das principais drogas de abuso consumidas no Brasil e as técnicas
de deteccédo das mesmas em caso de priséo.

Dentre a populagéo, os individuos que se enquadram como usuarios de drogas
séo considerados os individuos que mais cometem crimes, sobretudo crimes de carater
violento. Considerando as drogas mais utilizadas em territdrio nacional, torna-se possivel
estabelecer como essas drogas agem no organismo € se as mesmas sao capazes de
alterar o comportamento do individuo, seja para adquirir mais droga ou no comportamento
geral do usuério, partindo da premissa que estas substancias possuem efeito direto no
sistema nervoso central.

Tendo conhecimento da lei intitulada “lei de drogas” atualmente em vigor no Brasil e
considerando a subjetividade do codigo penal brasileiro, € possivel estabelecer que somente
punir a pessoa que comete o delito ndo torna o sistema penitenciario eficaz. Sabendo ainda
que o sistema prisional permite que um individuo adicto receba uma pena alternativa, em
centros de tratamentos para usuarios de drogas por poder considera-lo inimputavel legal,
a importancia de identificar corretamente a condicdo de adicto, uma pessoa refém de um
vicio, ou ainda o estado em que o mesmo cometeu tal ato delituoso torna-se imprescindivel
para o desdobramento legal com efetividade na puni¢éo do delinquente.

Atualmente, com base nas pesquisas realizadas para execucéo deste trabalho, ndo
existe um teste eficaz para a detecgéo rapida de um possivel estado de entorpecimento
do individuo, tornando ainda mais dificil a determinacdo sobre o estado de lucidez do
mesmo no ato da prisdo. Deste modo, sdo cabiveis maiores estudos sobre um possivel
determinante do estado de entorpecimento do individuo no ato de prisédo em flagrante, na
forma de um teste rapido, visando direcionar ainda melhor a agéo policial, pericial e juridica
nos tramites punitivos legais do celerado.
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RESUMO: O atual cenario de crise sanitéria e
humanitaria de repercussao mundial ocasionada
pelo novo coronavirus tem gerado uma exaustiva
corrida cientifica e governamental em prol da
produgéo de vacinas, a fim de imunizar em
massa a populacédo, sobretudo, os individuos
pertencentes aos grupos prioritarios. Embora
gestantes e puérperas estejam incluidos neste
grupo, 0s meios de comunicacgdo reverberam e
enfatizam a todo instante que estudos acerca
da vacinacdo de mulheres nessas condicbes
ainda nédo foram conclusivos, em funcéo de elas
terem sido excluidas de todas as pesquisas, até
entédo publicadas, que envolviam vacinas contra
a COVID-19. Esse fato repercute na pulverizagéo
de duvidas na atmosfera social acerca da
eficacia e seguranca da vacinagdo nesse
grupo. Este estudo visa identificar e analisar as
implicagcdes da vacinagéo contra a COVID-19 em
gestantes e puérperas na contemporaneidade.
O presente estudo alicergou-se na pesquisa de
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revisdo bibliografica na literatura pertinente aos
objetivos. Para a realiza¢do desse trabalho foram
consultados e rastreados 50 artigos cientificos
e periédicos, delimitados entre o periodo de
janeiro de 2020 a julho de 2021. Este rastreio
foi executado nas bases de dados: Google
Académico, Scientific Electronic Library Online
(Scielo), National Library of Medicine (PubMed),
Biblioteca Virtual da Saude (BVS), Observatério
Obstétrico  Brasileiro  COVID-19  (OOBr
Covid-19). Apesar de os estudos ainda serem
inconclusivos e haver um infimo quantitativo
de pesquisas sobre a tematica no campo
cientifico, foi observado que majoritariamente
os artigos pré-selecionados defendem de forma
enfatica a vacinagdo de mulheres gravidas e
puérperas contra o virus Sars-Cov-2 devido a
vulnerabilidade desses individuos no que se
refere ao contexto pandémico.
PALAVRAS-CHAVE: COVID-19;
Puérperas; Vacinacéo.

Gestantes;

IMPLICATIONS OF VACCINATION
AGAINST COVID-19 IN PREGNANT AND
PUERPERAL WOMEN IN A PANDEMIC
CONTEXT: A LITERATURE REVIEW

ABSTRACT: The current scenery of sanitary and
humanitarian crisis with worldwide repercussion
caused by the new coronavirus has generated
an exhausting scientific and governmental race
in favor of the production of vaccines, in order
to immunize the population in masse, especially
individuals belonging to priority groups. Although
pregnant and postpartum women are included in
this group, the media reverberate and emphasize
at all times that studies on the vaccination of
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women in these conditions have not yet been conclusive, as they have been excluded from
all research, which has been published so far, that involved vaccines against COVID-19. This
fact affects the spreading of doubts in the social atmosphere about the efficacy and safety of
vaccination in this group. This study aims to identify and analyze the implications of vaccination
against COVID-19 in pregnant and postpartum women today. The present study was based on
the literature review research in the literature relevant to the objectives. To carry out this work,
50 scientific articles and periodicals were consulted and screened, delimited between the
period of January 2020 and July 2021. This search was performed in the following databases:
Academic Google, Scientific Electronic Library Online (Scielo), National Library of Medicine
(PubMed), Virtual Health Library (BVS) and the Brazilian Obstetric Observatory COVID-19
(OOBr Covid-19). Although the studies are still inconclusive and there is a negligible amount
of research on the subject in the scientific field, it was observed that most of the pre-selected
articles emphatically defend the vaccination of pregnant and postpartum women against the
Sars-Cov-2 virus due to the vulnerability of these individuals with regard to the pandemic
context.

KEYWORDS: COVID-19; Pregnant Women; Postpartum Women; Vaccination.

11 INTRODUGAO

Jornais, radios, revistas, websites e redes sociais a todo instante vinculam
informacdes sobre o desenrolar da catastrofe mundial gerada pelo virus Sars-Cov-2.

Esse atual cenario de crise sanitaria e humanitaria de repercussdo mundial
ocasionada pelo novo coronavirus tem gerado uma exaustiva corrida cientifica e
governamental em prol da producéo de vacinas, a fim de imunizar em massa a populagéo,
sobretudo, os individuos pertencentes aos grupos prioritarios.

De acordo com os dados do Observatério Obstétrico Brasileiro Covid-19 (OOBr
Covid-19) houve uma elevacdo de mortes de gravidas e puérperas em 2021, em relagéo
a média semanal de 2020. Em fung¢@o desse aumento significativo no nimero de Obitos
de mulheres nessas condigdes, adotou-se a inclusdo dessas mulheres no grupo prioritario
nas campanhas de vacina¢ao do novo coronavirus (MINISTERIO DA SAUDE, 2020; OOBr
Covid-19, 2021).

Embora gestantes e puérperas estejam incluidos neste grupo, os meios de
comunicacgéao reverberam e enfatizam a todo instante que estudos acerca da vacinacéo de
mulheres nessas condi¢des ainda ndo foram conclusivos, em fungéo de elas terem sido
excluidas de todas as pesquisas, até entdo publicadas, que envolviam vacinas contra a
COVID-19. Esse fato repercute na pulverizagdo de duvidas na atmosfera social acerca da
eficacia e seguranca da vacinagéo nesse grupo.

Diante do exposto, a questdo-norteadora que encaminhou o estudo esta relacionada
as possiveis implicagbes da imunizagdo ativa artificial de gestantes e puérperas contra o
Sars-CoV-2.

No que concerne aos objetivos, este estudo visa identificar e analisar as implica¢des
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da vacinacéo contra a COVID-19 em gestantes e puérperas na contemporaneidade.
Desse modo, entende-se que a vacinagédo da populacdo é a medida mais eficaz

de enfrentar 0 novo coronavirus, mesmo ainda perdurando na atmosfera social o dilema

quanto a promocgao de forma segura desses imunizantes as gestantes e puérperas no

Brasil.

21 METODOLOGIA

Na perspectiva metodoldgica, o presente estudo alicergou-se na pesquisa de
revisdo bibliografica na literatura pertinente aos objetivos. Para a realizagéo desse trabalho
foram consultados e rastreados 50 artigos cientificos sendo a maioria delimitados entre o
periodo de janeiro de 2020 a novembro de 2021. Este rastreio foi executado nas bases de
dados: Google Académico, Scientific Electronic Library Online (Scielo), National Library of
Medicine (PubMed), Biblioteca Virtual da Saude (BVS) e o Observatorio Obstétrico Brasileiro
COVID-19 (OOBr Covid-19). Apés a leitura prévia dos resumos dos artigos rastreados, 19
artigos foram excluidos, uma vez que néo eram concernentes a finalidade deste estudo, 31
artigos foram selecionados para compor o artigo de reviséo por serem mais adequados aos
objetivos propostos. Logo em seguida, estes estudos alvos da selegao foram lidos na integra,
assim como agrupados conforme o modelo classico de categorizagdo do conhecimento,
baseado nas ideias aristotélicas. Esse modelo consiste em uma organizagdo em que “as
categorias sdo definidas apenas pelas propriedades comuns a todos os seus membros,
desta forma, nenhum membro pode ser considerado melhor exemplo da categoria que os
demais” (ANGELA, 2010, p. 112 e 113). Nesse panorama, as seguintes categorias foram
formuladas para a analise:

a) A vulnerabilidade de gestantes e puérperas em contexto pandémico;
b) Implicacbes da vacinagao contra 0 novo coronavirus em gravidas e puérperas;

c¢) Relagdo médico-paciente na pandemia da COVID-19

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avulnerabilidade de gestantes e puérperas em contexto pandémico

Tanto a gestagéo, quanto o periodo puerperal sdo fases unicas e impares da vida de
uma mulher sendo marcadas por um novo dimensionamento de vida, uma vez que nesses
momentos ocorrem diversas rupturas e construgdes, sejam nos papéis sociais, sejam nos
ambitos emocionais e biologicos. Portanto, em fungéo dessa mudancga intrapessoal somado
ao estado imunossupressao e alteracdes fisioldégicas, que as mulheres gravidas assim
como as puérperas sao caracterizadas como um grupo vulneravel no contexto pandémico
da COVID-19 (ABDEL; CAPEL, 2015; APARECIDO et al., 2021; MAMBER et al., 2020).
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Vindo de encontro a esse pensamento, Liu et al., (2020) sugerem que se comparado
amulheres néo gestantes, as mulheres gestantes possuem elevado risco de adquirir a forma
mais grave da infec¢do do virus SARS-CoV-2. Logo, a fragilidade relacionada as condi¢des
imunolégicas e fisioloégicas das mulheres em condicdo gravidica ou puerperal aumenta
demasiadamente a susceptibilidade desse grupo a aquisicéo do virus (APARECIDO et al.,
2021; MAMBER et al., 2020; ELLINGTON MMWR, 2020; PANAGIOTAKOPOULOS MMWR,
2020; MASCARENHAS VHA, et al., 2020).

Em contrapartida, pelo estudo elaborado por Breslin et al., (2020), na qual foi
realizada uma coorte retrospectiva com 43 gestantes positivas para SARS-CoV-2 em 3
instituicdes em Nova York, foi possivel observar que 29 pacientes manifestaram sintomas e
as 14 pacientes eram assintomaticos e rastreados de rotina antes do parto. De uma forma
geral, 86% apresentaram nenhum sintoma ou manifestacgées clinicas leves, 9,3%, por sua
vez, sintomas moderados e 4,7% sintomas graves.

Apesar de ainda haver questionamentos discordantes no meio cientifico quanto
as manifestagbes mais comuns nesse grupo de estudo, de acordo com as informacoes
obtidas pelo levantamento realizado pelo Observatério Obstétrico Brasileiro Covid-19
(OOBr Covid-19), notou-se que uma média de aproximadamente 10 gestantes e puérperas
faleceram por semana em 2020, correspondendo a um total de 453 mortes no ano passado
em 43 semanas epidemiologicas. Quando referente ao ano de 2021 esse cenario agravou-
se ainda mais, porque a média de Obitos por semana alcangou o quantitativo de cerca de
25 gestantes e puérperas, sendo esses dados obtidos até 10 de abril de 2021, de modo a
totalizar 362 mortes neste ano durante 14 semanas epidemioldgicas.

Conforme os dados que passaram pela analise da ONU, medidas visando a
promogéao de cuidados na gravidez assim como administradas aos recém-nascidos tiveram
sua interrupgdo em cerca de metade dos paises das Américas ao longo da pandemia.
Esse cenario alarmante s6 ampliou a condicao de vulnerabilidade desse grupo em questao
no tocante a aquisicdo de infecgdes respiratérias como a COVID-19 e possuindo maior
probabilidade de desenvolver sintomas mais graves que podem acarretar em risco de vida,
seja da criancga, seja da mae (OPAS, 2021; FERLA et al., 2021).

Outrossim, mergulhando-se no cenario socioecondmico do Brasil e colocando em
foco as mulheres do pais durante esse panorama pandémico, pode-se extrair da literatura
que a pandemia tem sido vivenciada de forma distinta e de acordo com o género e as
condi¢bes financeiras. Visto que por meio do registro da literatura notou-se que o publico
feminino no decorrer da pandemia tem sido vitima da sobrecarga de trabalho e cuidados,
ora domésticos, ora da prépria saude e de familiares. Esse fardo pesado langado sobre os
ombros das mulheres também se faz presente no grupo de mulheres gravidas e maes de
recém-nascidos de modo que favorecem a susceptibilidade desse grupo a doengas como
a COVID-19, mas também as psicopatologias. Logo, comprometem a saude das mulheres

de diversas maneiras e aumentam a demanda de cuidados por esse género acarretando no
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crescimento da frequéncia de procura por sistemas de saude. Entretanto, o acesso a saude
de qualidade e que satisfaca as necessidades dessas mulheres ainda esta restrito aquelas
que sao detentoras de poder aquisitivo, uma vez que o SUS ainda ndo é capaz de suprir
dignamente a populacdo (FERLA et al., 2021; WERMELINGER et al., 2010).

Embora houvesse diversos fatores que priorizassem as gravidas e as maes que
amamentam no que tange a vacinagao, em primeiro momento dos estudos e de campanha
de vacinagéo para a COVID-19 esse grupo se viu excluido. Isso aconteceu em fungéo
do infimo quantitativo de pesquisas envolvendo imunobiolégicos e mulheres nessas
condig¢des, uma vez que no campo cientifico ainda perdura o obscurantismo da ciéncia no
tocante aos efeitos colaterais dessas vacinas na saude materno-fetal (VAN SPALL, 2021).
Ja em um segundo momento pandémico, a vacina¢do dessas mulheres ficou a cargo da
decisdo compartilhada entre elas e seus médicos.

3.2 Implicacbes da vacinacdo contra o novo coronavirus em gravidas e
puérperas

A COVID-19 é um surto ativo (CRAIG et al., 2020). Pesquisas mostram que devido
a suas condigbes, mulheres no ciclo gravidico puerperal apresentam um risco elevado
de apresentar formas graves da doencga, resultando em internagéo, cuidados intensivos,
ventilagdo mecanica, parto prematuro, além de abortamento e morte (SA et al., 2021).

O aspecto preventivo que tem classificado a gravidez como fator de risco para o
desenvolvimento da patologia causada pelo novo Coronavirus tem por base o conhecimento
prévio acerca de doencas infecciosas surgidas ao longo do periodo gestacional, como
€ o caso do Zika virus, dos antigos Coronavirus e da gripe causada pelo virus H1N1
(RODRIGUES et al., 2021).

Considerando a relagdo do virus SARS-CoV-10 com o aumento da morbidade
materna, mortalidade na gravidez e riscos ao bebé. A Sociedade para Medicina Materno-
Fetal (SMFM), National Institutes of Health (NIH) e a National Academy of Medicine tém
defendido que a melhor abordagem para protecéo de gravidas e lactantes é por meio da
vacina (CRAIG et al., 2020).

Embora as mulheres desse grupo ndo tenham participado das pesquisas iniciais
das vacinas, testes posteriores que foram realizados, demonstraram, aparentemente, a
seguranca e eficacia do imunizante para esse grupo, além de ter sido observado também a
transferéncia de anticorpos para fetos e recém-nascidos (RODRIGUES et al., 2021).

Normalmente, a vacinagédo de mulheres gravidas é baseada no aumento dos riscos
que essas infecgdes representam para a mée e/ou bebé. Outras vacinas sdo aprovadas
em todo o mundo para circunstancias especiais quando o risco de exposi¢do a uma grave
doenca € alto, como no caso da meningocécica A e febre amarela (CRAIG et al., 2020).
Sob essa 6tica e tendo como base o historico de outras experiéncias de administragdo
de vacinas durante a gravidez, sugere-se e depreende-se que podemos esperar uma
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eficacia semelhante para as vacinas COVID-19 em mulheres gravidas em comparac¢do com
mulheres ndo gravidas (SOCIETY FOR MATERNAL-FETAL MEDICINE, 2020).

As vacinas sdo imunogénicas e os efeitos colaterais esperados poés-vacinagédo
sdo geralmente leves a moderados e, geralmente, ocorrem nos primeiros 3 dias de
vacinagéo e se resolvem em 1 a 2 dias, com presenca de dores no corpo e na cabeca.
Pacientes gravidas que apresentam febre apds a vacinacao deve ser aconselhada a tomar
paracetamol (SOCIETY FOR MATERNAL-FETAL MEDICINE, 2020).

O aconselhamento da vacinacdo deve incluir o risco teérico de danos ao feto. As
vacinas de mRNA séo consideradas de baixo risco, porém, a tomada de deciséo individual
precisa ser equilibrada com os riscos associados a vacinagao e a possibilidade de infeccao
materna por SARS-CoV-2 (SOCIETY FOR MATERNAL-FETAL MEDICINE, 2020).

Aprotecéo do recém-nascido contra a infeccao depende principalmente da imunidade
inata neonatal, além das respostas e anticorpos adquiridos por via transplacentaria materna.
Estudos j& evidenciaram a presencga de anticorpos gerados, tanto pela vacina, quanto pela
doenca, no cordado umbilical e leite materno (FLANNERY et al., 2020).

Um estudo conduzido em lactantes que receberam 2 doses da vacina Pfizer-BioNTech
em Israel, encontrou nas amostras dos respectivos leites maternos uma secrecéo robusta
de SARS-CoV-2 anticorpos IgA e IgG, 2 semanas ap6s recebida a dose. Esse achado
sugere potencial efeito protetor contra infecgéo da criancga. Alguns outros estudos também
evidenciaram achados semelhantes em mulheres infectadas por COVID-19 (PEARL et al.,
2021). Portanto, a imunizagdo materna é de suma importancia, sendo capaz de proteger
tanto a mae, quanto o seu bebé.

Em contrapartida, em maio de 2021, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa) emitiu nota suspendendo o uso da vacina desenvolvida pela AstraZeneca em
gestantes tendo em vista a investigagdo da morte de uma gestante vacinada. Porém, esse
€ um caso isolado e que ainda n&o tem comprovacdes da relagdo direta entre o 6bito e
a vacina. Detalhes sobre a transferéncia transplacentaria da vacina ndo foram descritos
(ANVISA, 2021).

Diante dos dados promissores e positivos a respeito da seguranca e eficacia da
vacina COVID-19 administrada durante a gravidez, dados igualmente tranquilizadores
quando se trata de bebés nascidos de individuos vacinados, além de ndo possuir impacto
na fertilidade, mulheres gravidas e aquelas que planejam engravidar devem se sentir
confiantes na escolha da vacinacéo para proteger a si mesmas, seus bebés, suas familias
e suas comunidades (RODRIGUES et al., 2021).

O desenvolvimento e a aprovagéo regulatoria da vacina COVID-19 estéo progredindo
rapidamente. Assim, as informagcdes e recomendacgdes irdo evoluir a medida que mais
dados forem coletados sobre essas vacinas e seu uso em populagdes especificas. Embora
os estudos sobre a seguranca dos imunizantes para a gestante e o feto ndo serem

conclusivos, a preocupag¢ao com a vacinagao considerando o mero risco teérico de dano
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fetal, ndo é suficiente para justificar a negagdo do acesso dessas mulheres a vacina em
uma pandemia (SOCIETY FOR MATERNAL-FETAL MEDICINE, 2020).

Logo, depreende-se da literatura que ainda que haja poucos estudos a respeito da
temética e que ao menos que haja contraindicacéo, as gravidas e puérperas podem receber
avacina COVID-19, pois os efeitos colaterais sdo aceitaveis e ndo sédo ameagadores a vida,
portanto, os riscos teoricos relativos & segurancga da vacinagao de lactantes ndo superam
os seus beneficios (SOCIETY FOR MATERNAL -FETAL MEDICINE, 2020; CRAIG et al.,
2020).

3.3 Relacao médico-paciente na pandemia da COVID-19

Em consonéncia a todos os aspectos abordados com relagcdo a vacinagdo de
gravidas e puérperas, destaca-se como sendo primordial na abordagem desse assunto
a existéncia de uma relacdo médico-paciente harmoniosa, pois esse relacionamento é
essencial para o sucesso da promogao e prevengdo da salde desse grupo, sobretudo, em
tempos de pandemia da COVID-19 (FRANCO et al., 2020).

Arelagao médico-paciente é firmada, principalmente, através do estabelecimento de
um relacionamento entre o profissional e a paciente pautado no didlogo, respeito e em um
olhar mais humanizado por parte do médico. Quando essa relagéo estad bem fundamentada,
os aconselhamentos e as orientagdes provenientes desse profissional repercutirdo em
maior aceitacdo, satisfagcdo e continuidade do cuidado pelo paciente.

Além disso, é fundamental que esses profissionais compreendam as demandas e
necessidades, bem como os contextos socioecondmicos de cada paciente, uma vez que
cada gestante € Unica e carrega consigo queixas, morbidades e deficiéncias. Por isso, é
essencial adequacao das devidas orientacdes sobre a vacinagdo de acordo com o quadro
clinico e social da paciente. Somado a isso, 0 médico ndo pode deixar de comunicar a
sua paciente sobre as evidéncias que impera no meio cientifico no que se refere a esse
grupo de andlise tratar-se de uma populagao de risco no que concerne as complicacbes
graves da infecgéo pelo coronavirus. Desse modo, essa atitude de vacinagao deve ser feita
através de um aconselhamento profissional, incluindo os riscos e beneficios para essas
mulheres (RUBIN, 2021; MASCARENHAS VHA, et al., 2020; SA et al., 2021).

Na contemporaneidade a estratégia mais relevante de prevencgao contra a infecgao,
seguida pela vacinagdo, é preserva-se da exposicdo ao virus. Tendo isso em vista, o
papel do médico no que tange a informar esse grupo vulneravel é imperativo. Por isso,
no decorrer das consultas é fundamental que esse profissional instrua a paciente sobre a
lavagem frequentemente das méos com agua e sabao, realizagdo da assepsia com alcool
70% assim como que evite tocar em objetos e em seguida levar as méos a face, bem como
sempre que possivel faga o distanciamento social e o isolamento em caso de suspeitas de
COVID-19 (BRASIL, 2020).

Cabe destacar também que, muito embora haja o reconhecimento da importancia
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desse relacionamento médico-paciente, & necessario que as autoridades publicas
governamentais invistam e realizem capacitagbes, sobre cuidados relacionados a
COVID-19 assim como orientagdes quanto a administracdo de vacinas em gestantes e
maes de recém-nascidos, para profissionais da saude como médicos e enfermeiros que
atuam na atenc&o primaria, secundaria e terciaria. Com o intuito de romper com os entraves
que ainda prejudicam, tanto o relacionamento, quanto o didlogo de qualidade entre esses
profissionais e as gravidas assim como as puérperas no quesito vacinagdo contra o virus
Sars-Cov-2.

Ainda nessa linha de raciocinio, depreende-se da literatura e do contexto social
que langar a responsabilidade para uma decisao compartilhada entre médicos e pacientes
gravidas no que tange optar ou ndo pela vacinacdo € um ato de injustica, visto que o medo
e a inseguranca sdo coletivos, inclusive na tomada de uma decisdo de tamanha seriedade
(FERLA et al., 2020).

Além disso, nota-se que é imprescindivel o respeito por parte do profissional da salde
em relagdo a autonomia da paciente. Visto que apos as devidas orientagdes e explicagbes
sobre 0s riscos e 0s beneficios, bem como o funcionamento desses imunobiolégicos no
organismo das gestantes e puérperas, essas mulheres possuam a autonomia de deciséo,
ora pela ocorréncia da imunizagéo ativa, ora pela ndo ocorréncia da imunizagéo ativa. Ja
que esse principio da bioética preza pelo individuo ter o direito de decisao sobre quaisquer
questdes que envolva o seu corpo e sua vida. Por isso, salienta-se a necessidade de mais
estudos envoltos sobre a agdo dos imunizantes nesse grupo para que todo o0 processo
vacinal seja realizado com seguranca e sem hesitacdo (SKJEFTE et al., 2021; RIMMER,
2021; CREMESP, 2004).

41 CONCLUSAO

Apesar de os estudos ainda serem inconclusivos e haver um infimo quantitativo de
pesquisas sobre a temética no campo cientifico, foi observado que majoritariamente os
artigos pré-selecionados defendem de forma enfética a vacinagéo de mulheres gravidas e
puérperas contra o virus Sars-Cov-2 devido a vulnerabilidade desses individuos no que se
refere ao contexto pandémico.

Entende-se, portanto, que com esse cenario atroz e pandémico de COVID-19 néo &
possivel ainda qual quantificar os efeitos gerados na saude materno-infantil a curto e longo
prazo, ora pela imunizagéo, ora pela ndo imunizacdo, de gestantes e puérperas. Todavia,
através deste estudo, observou-se que os beneficios da vacinagdo transcendem aos
possiveis riscos oferecidos por esses imundgenos ao grupo de analise. Destarte, espera-
se que em um futuro breve essa lacuna cientifica seja preenchida por mais informacgoes,
bem como pesquisas sobre a atuagdo desses diversos imunobiolégicos no organismo de
gestantes e puérperas para que assim a imuniza¢ao dessas mulheres aconteca de maneira
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mais segura e eficaz.
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RESUMO: Arthrographis kalrae é um fungo
termodimoérfico que causa uma sindrome
neurolégica complexa e lesdes em diferentes
6rgaos em camundongos. E umfungo considerado
raro em humanos, porém em diferentes paises ja
foi descrito em diversas manifestagdes clinicas
humanas, como ceratites, sinusites, meningites,
eumicetoma e onicomicoses. Considerando que
na literatura ha poucos estudos sobre os fatores
de viruléncia e a patogenicidade de A. kalrae,
0 objetivo deste estudo foi analisar a resposta
imunopatologica de macrofagos infectados com
células planctdnicas e com biofilme de A. kalrae.
Para isto, foi realizado ensaio de biofilme em
placas de poliestireno em diferentes tempos
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de incubacéo (4, 12, 24, 36 e 48 horas), com quantificacdo da biomassa total através da
coloragéo de cristal violeta. Para avaliagdo da resposta imunopatologica, macréfagos RAW
264.7 foram tratados e/ou infectados de acordo com os seguintes grupos: sem tratamento
e/ou infecgdo, infectados com células planctdnicas, infectados com células de biofilme,
tratados com LPS, tratados com LPS e infectados com células planctonicas e tratados com
LPS e infectados com células de biofilme por 15, 24 e 48 horas. Em seguida, a producéo
de o6xido nitrico (ON) foi quantificada através do método de Griess. Para analise estatistica,
assumiu-se como significativo p-valor < 0,05. Através deste estudo, obtivemos os seguintes
resultados: a formacao in vitro de massa de biofilme de A. kalrae aumenta com o decorrer do
tempo; ocorre inibicdo na produgéo de ON pelos macréfagos infectados por A. kalrae na sua
forma plancténica (p<0,0001), sendo esta inibicao ainda maior com as células de biofilme em
relacdo a sua forma planctonica (p<0,0001). Concluimos pelo estudo que o fungo A. kalrae
induz supresséo na producéo de ON pelos macréfagos infectados por A. kalrae, e que essa
supresséo pode ser intensificada na sua forma de biofilme, evidenciando desta forma um de
seus mecanismos de patogenicidade.

PALAVRAS-CHAVE: Células plancténicas, Fatores de viruléncia, Oxido Nitrico.

EFFECT OF Arthrographis kalrae’s BIOFILM IN THE IMMUNE RESPONSE OF
INFECTED MACROPHAGES

ABSTRACT: Arthrographis kalrae is a thermodimorphic fungus that causes a complex
neurological syndrome and damage to different organs in mice. It is a fungus considered
rare in humans, but in different countries it has been described in several human clinical
manifestations, such as keratitis, sinusitis, meningitis, eumycetoma and onychomycosis.
Considering that in the literature, there are few studies on the virulence factors and
pathogenicity of A. kalrae, the aim of this study was to analyze the immunopathological
response of macrophages infected with planktonic cells and with A. kalrae biofilm. For this, a
biofilm assay was performed on polystyrene plates at different incubation times (4, 12, 24, 36
and 48 hours), with quantification of the total biomass through crystal violet staining. To assess
the immunopathological response, RAW 264.7 macrophages were treated and/or infected
according to the following groups: without treatment and/or infection, infected with planktonic
cells, infected with biofilm cells, treated with LPS, treated with LPS and infected with planktonic
cells and treated with LPS and infected with biofilm cells for 15, 24 and 48 hours. Then, the
production of nitric oxide (NO) was quantified by the Griess method. For statistical analysis,
p-value < 0.05 was assumed to be significant. Through this study, we obtained the following
results: in vitro biofilm mass formation of A. kalrae increases over time; there is inhibition of
NO production by macrophages infected by A. kalrae in its planktonic form (p<0.0001), and
this inhibition is even greater with biofilm cells in relation to its planktonic form (p<0.0001).
We conclude from the study that the fungus A. kalrae induces NO production suppression by
macrophages infected by A. kalrae, and that this suppression can be intensified in its biofilm
form, thus evidencing one of its pathogenicity mechanisms.

KEYWORDS: nitric oxide, planktonic cells, virulence factors.
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11 INTRODUGCAO

O fungo Arthrographis kalrae foi descrito primeiramente em 1939 por Cochet como
Arthrographis langeroni e por Tewari e Macpherson (1971) como Oidiodendron kalrai.
Posteriormente, Sigler e Carmichael (1983) juntaram as duas espécies e reclassificaram
a espécie como Arthrographis kalrae (SIGLER; CARMICHAEL, 1983; TEWARLI;
MACPHERSON, 1971). Este fungo pertence ao filo Ascomycota, classe Euascomicetos,
ordem Eurotiales e familia Eremomycetaceae (SIGLER; CARMICHAEL, 1983).

A. kalrae € um fungo termodimérfico que se apresenta na fase filamentosa/micelial
a 25°C. Esta fase é caracterizada por hifas septadas com artroconidios ovais a redondos
em cadeia na extremidade dos conidiéforos. A 37°C este fungo se apresenta na fase
leveduriforme caracterizada por células ovais ou elipticas podendo estar misturadas com
blastoconidios, artroconidios e até hifas septadas (PICHON et al., 2008). A fase micelial
predomina no tecido infectado (TEWARI; MACPHERSON, 1971).

Foi demonstrado que camundongos infectados com a fase leveduriforme de A.
kalrae apresentam sindrome neurolégica complexa, com hiperirritabilidade, ataxia, giros e
saltos. As lesdes causadas pelo fungo (infilirado inflamatério e necrose) foram encontradas
nos rins, cérebro e bago. Nestes 6rgéos, e também no figado e pulmdes foram encontrados
artroconidios, blastoconidios e/ou fungos na fase leveduriforme (TEWARI; MACPHERSON,
1968).

A. kalrae é considerado um patégeno raro em humanos, porém este fungo ja foi
descrito em diferentes manifestagbes clinicas em humanos, como ceratite (PERLMAN;
BINNS, 1997; TING et al., 2020), eumicetoma (DEGAVRE et al., 1997), sinusite (PONIKAU
etal., 1999), meningite (CHIN-HONG et al., 2001) e onicomicose (VOLLEKOVA; LISALOVA,
POCZOVA, 2008; SUGIURA: HIRONAGA, 2010). Também ha relatos de endocardite (DE
DIEGO CANDELA et al., 2010), infecgdo de cérnea em paciente em uso de lentes de
contato (THOMAS et al., 2011) e infecgdo pulmonar (VOS et al., 2012) envolvendo este
patégeno, podendo ser fatal.

Nagashima et al. (2016) investigaram a resposta imune celular a A. kalrae no decorrer
da infecgdo murina tendo quantificado niveis de citocinas no soro e em homogenato de
cérebro de camundongos. Os resultados do estudo sugerem que a resposta imune a A.
kalrae modula para o padrédo Th2 da resposta imune celular.

Biofilme € uma comunidade microbiana associada a uma superficie que é capaz
de produzir sua prépria matriz extracelular e apresenta fenétipo distinto das suas células
em suspensao (células planctonicas) (DESAI; MITCHELL; ANDES, 2014). O principal
motivo dos estudos envolvendo a formacgao de biofilme é o fato de que os biofilmes que
crescem em dispositivos implantados para o acompanhamento médico do paciente, como
os cateteres, sdo a principal causa de infec¢bes recorrentes em hospitais. As infecgcbes

recorrentes estao relacionadas com a resisténcia dos biofilmes aos medicamentos (DESAI;
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MITCHELL; ANDES, 2014).

Em relacdo a resposta imune, ha estudos mostrando que a resposta contra células
de biofilme pode diferir da resposta contra células planctonicas. Por exemplo, os biofilmes
de Candida albicans podem resistir a fagocitose por células mononucleares do sangue
periférico (PBMCs) e podem alterar seu perfil de producdo de citocinas (CHANDRA et
al., 2007). O biofilme de C. albicans diminui a produ¢do de TNF-a (citocina que facilita a
ativagao de fagocitos) (KATRAGKOU et al., 2010), IL-6 e MIP13 e aumenta a producéo de
IL-183, IL-10 e MCP-1 por mondcitos (CHANDRA et al., 2007).

Considerando que existem poucos estudos sobre os fatores de viruléncia do fungo
A. kalrae na literatura, este estudo teve como objetivo contribuir para o conhecimento sobre
a patogenicidade de A. kalrae, avaliando-se efeito deste fungo na resposta imunolégica de
macréfagos.

21 MATERIAL E METODOS

Neste estudo foi utilizado o isolado de A. kalrae IFM55165 cedido pelo Centro de
Pesquisa de Fungos Patogénicos e Toxicoses Microbianas da Universidade de Chiba,
Japéo, proveniente de lesdo cutanea de gato. O fungo foi mantido a 37°C em &gar
Sabouraud dextrose 4%, com repiques a cada cinco dias.

O ensaio de biofilme foi realizado como descrito por Pitangui et al. (2012) com
algumas modificagcbes. Leveduras de A. kalrae crescidas em agar Sabouraud dextrose
4% a 37°C por cinco dias foram coletadas e suspendidas em tampéo fosfato-salino (PBS)
0.15 M a pH 7.2 estéril. A suspenséo foi centrifugada a 1512 x g por cinco minutos a
temperatura ambiente e o pellet de fungo foi suspendido em 2 mL de PBS. As células
fungicas foram contadas em camara de Neubauer e a concentracao foi ajustada para 1 x
108 células/mL em RPMI 1640 suplementado com 2% de glicose. Foram acrescentados 200
ML desta suspensdo aos poc¢os de microplacas de poliestireno de 96 pocos em triplicata
e como controle negativo foram acrescentados 200 pL de RPMI 1640 suplementado com
2% de glicose também em triplicata. Cada microplaca foi correspondente a um tempo de
avaliagé@o, sendo que os tempos avaliados foram: 4h (pré-adeséo), 12h, 24h, 36h e 48h. As
microplacas foram incubadas por 4 horas a 37°C e 5% de CO, para pré-ades&o do biofilme.
ApOs a pré-adesao por 4 horas, o sobrenadante foi removido de cada poco, a biomassa
total de biofilme da placa de 4h foi determinada e nas outras placas foram adicionados 200
uL de RPMI 1640 suplementado com 2% de glicose e 10% de soro bovino fetal (SBF), que
foram novamente incubadas. Foram feitos dois experimentos independentes nas mesmas
condicoes.

A quantificagdo da biomassa total de biofilme foi realizada como descrito por
Brilhante et al. (2015) com algumas modifica¢des. Atingido o tempo de avaliagdo de cada
teste, o sobrenadante foi retirado e os pogos foram lavados 2 vezes com 200 pL de PBS.
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Em seguida, houve fixagdo com 200 pL de metanol por 15 minutos, remogéo do metanol
e secagem por 20 minutos em temperatura ambiente. 200 pL da solugédo de cristal violeta
0,1% foi acrescentada e mantida em cada pog¢o por 15 minutos, depois disso a solugéo
de cristal violeta foi removida e os pogos foram lavados 3 vezes com PBS para retirar o
corante nao fixado. 200 pL de acido acético 33% foram adicionados para liberar o corante
e esta solucgéo foi transferida para outra microplaca para leitura espectrofotométrica a 550
nm, os valores foram expressos em densidade Optica (D.O.).

Para avaliacdo da resposta imunopatolégica, macréfagos RAW 264.7 foram
semeados em placas de cultura de 48 pocos a 1 x 10° células/mL em RPMI suplementado
com 10% de SBF, em um volume final de 500 pL e incubados a 37°C e 5% de CO, por 24
horas para adeséao.

Leveduras de A. kalrae crescidas em 4gar Sabouraud dextrose 4% a 37°C por cinco
dias e células de biofilme (obtidas conforme o ensaio de biofilme descrito acima) de A.
kalrae crescidas por 48 horas foram coletadas e suspendidas em PBS 0.15 M a pH 7.2. As
suspensdes foram centrifugadas a 1512 x g por cinco minutos a temperatura ambiente e
o pellet de fungo foi suspendido em 2 mL de PBS. As células fungicas foram contadas em
camara de Neubauer e a concentracéo de cada suspenséo foi ajustada em 1 x 106 células/
mL.

Depois de 24 horas de adesdo, os sobrenadantes de cultura dos macréfagos
foram retirados e 500 yL de cada suspensao especificada abaixo foram adicionados aos
macro6fagos. Os grupos de macrofagos (n=4) foram os seguintes: Grupo 1, macréfagos em
RPMI (controle negativo); Grupo 2, macréfagos infectados com células plancténicas de A.
kalrae (P); Grupo 3, macréfagos infectados com células de biofilme de A. kalrae (B); Grupo
4, macrofagos tratados com 25 pg de LPS (lipopolissacarideos de Escherichia coli 055:B5,
SIGMA, controle positivo); Grupo 5, macréfagos tratados com 25 pg de LPS e infectados
com células planctonicas de A. kalrae (LPS+P); Grupo 6, macréfagos tratados com 25 pg
de LPS e infectados com células de biofilme de A. kalrae (LPS+B). Estes grupos foram
organizados em trés placas e cada placa foi incubada por 15, 24 ou 48 horas. Atingido o
tempo de infeccéo, os sobrenadantes foram coletados e mantidos a -80°C até o seu uso.

Aprodugéao de 6xido nitrico (ON) foi quantificada pelo método de Griess, ou seja, pelo
acumulo de nitrito presente nos sobrenadantes da cultura de macréfagos. Aliquotas de 50 pL
de sobrenadante de cultura de macr6fagos de cada grupo descrito acima, foram colocadas
em placas de 96 pocos em duplicata para determinacéo de nitrito e, adicionados a elas, o
mesmo volume de reagente de Griess (reagente 1: 50 mg de N-naphthylethylenediamina
em 250 mL de agua destilada; reagente 2: 5 g de acido sulfanilico em 500 mL de HCI 3
M). A concentragao de nitrito foi determinada em referéncia a curva padréo de 250 yM a 0
UM de NaNO, feita em duplicata, em que também foram adicionados 50 pL do reagente de
Griess. A absorbancia foi determinada pela leitura da microplaca a 540 nm em uma leitora

de microplacas. A quantidade de nitrito presente nos sobrenadantes foi determinada em
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relagédo a curva padréo e os resultados foram expressos em pMolar de nitrito.

Foi utilizado teste de normalidade Shapiro-Wilk e em seguida two-way ANOVA com
teste de Tukey para miultiplas comparacdes entre os grupos avaliados. Assumiu-se como
significativo p-valor < 0,05. As andlises foram realizadas no software GraphPad Prism 6.01
(GraphPad Software, San Diego, California, USA).

31 RESULTADOS

As leveduras de A. kalrae aderiram a superficie de poliestireno depois de 4 horas,
ocorrendo aumento da biomassa total no decorrer do tempo de incubacéo por 12, 24,
36 e 48 horas (figura 1), revelando grande aumento do nimero de células, o que condiz
com a formacdo do biofilme. A forte agregacdo de fungos na placa e a presenca de
estruturas visivelmente compativeis com o biofilme maduro em 48 horas, foi demonstrada
anteriormente por microscopia eletrbnica (SOUZA et al., 2021, artigo submetido a Journal
of Microbiology, Immunology and Infection).

Figura 1. Cinética da formagao de biofilme por A. kalrae em microplacas de poliestireno determinada
por coloragdo de cristal violeta. Os valores representam a média de dois experimentos independentes.

A quantificagéo dos niveis de ON (figura 2) através do método de Griess e posterior
andlise estatistica mostrou que em 15 horas de infecgao sé houve diferencga entre os grupos
LPS e P, ou seja, o grupo de macréfagos infectados com LPS produziu maior quantidade
de ON que o grupo infectado com células plancténicas. Em 24 e 48 horas de infecgéo, os
grupos de macréfagos LPS+P, LPS+B, P e B produziram uma quantidade menor de ON
que o grupo LPS (p<0,0001) e os grupos LPS+B, P e B produziram uma quantidade ainda
menor de ON que o grupo LPS+P (p<0,0001).
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Figura 2. Produgéo de Oxido Nitrico por macrofagos RAW 264.7. P: macrofagos infectados com células
plancténicas; B: macréfagos infectados com células de biofilme; LPS: macréfagos tratados com LPS;
LPS+P: macré6fagos tratados com LPS e infectados com células plancténicas; LPS+B: macréfagos
tratados com LPS e infectados com células de biofilme. Os asteriscos indicam diferenca estatistica
entre os grupos (p<0,0001).

41 DISCUSSAO

O principal motivo dos estudos envolvendo a formagéo de biofilme é o fato de que
os biofilmes que crescem em dispositivos implantados para o acompanhamento médico
séo a principal causa de infec¢des recorrentes em hospitais (DESAI; MITCHELL; ANDES,
2014). Um caso de endocardite recorrente por A. kalrae foi relatado por De Diego Candela
et al. (2010) em que a paciente precisou passar por varios procedimentos cirirgicos devido
a recorréncia da infecgdo por A. kalrae e foi a 6bito. O uso de uma protese mecanica
pela paciente sugere que o biofilme de A. kalrae pode ter sido a causa da gravidade e
recorréncia da infecgéo.

Assim como diversas espécies de bactérias, espécies de fungos também séo
capazes de formar biofilme. Dentre estes fungos, alguns dos mais relevantes clinicamente
s@o Candida spp. (KOJIC; DAROUICHE, 2004), Aspergillus spp. (BEAUVAIS et al., 2007),
Criptococcus neoformans (ASLANYAN et al., 2017) e Fusarium spp. (IMAMURA et al.,
2008). Além destes, foi demonstrado a formagéao de biofilme por fungos como Histoplasma
capsulatum (BRILHANTE et al., 2015), Paracoccidioides brasiliensis (SARDI et al., 2015)
e mais recentemente por A. kalrae (SOUZA et al., 2021, artigo submetido a Journal of
Microbiology, Immunology and Infection).

As células da imunidade inata como neutréfilos e macréfagos séo protetoras contra
fungos (BROWN, 2011) e estas sdo ativadas quando seus receptores de reconhecimento
de padrdes (PRRs) reconhecem os diferentes componentes da parede celular dos fungos
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(NETEA et al., 2006). No presente estudo, uma linhagem de macréfagos murinos (RAW
264.7) foi utilizada para estudar os efeitos da infeccdo por A. kalrae e diferenciar a resposta
inata dessas células a infeccao por células planctonicas e células de biofilme. Para avaliar
tais respostas, os niveis de ON no sobrenadante de cultura destes macréfagos, foram
quantificados e comparados com os niveis de producdo de ON por macréfagos tratados
com LPS.

Neste estudo, demonstramos que A. kalrae é capaz de inibir a producdo de ON
dos macréfagos. Os macréfagos infectados com o fungo, seja por células planctonicas
ou células de biofilme, produziram uma quantidade menor de ON quando comparado ao
grupo tratado com LPS (controle positivo). Além disso, o biofilme de A. kalrae apresentou
maior capacidade de inibicao durante infeccéo por 24 e 48 horas, pois o grupo tratado com
LPS mais células de biofilme produziu uma quantidade menor de ON que o grupo tratado
com LPS e infectado com células plancténicas. Os grupos infectados apenas com células
planctdnicas ou células de biofilme permaneceram em todos os tempos de avaliagdo com
niveis baixos de producao de ON. O mecanismo pelo qual este fungo inibe a producéo de
ON pelos macréfagos ativados seréo pesquisados posteriormente.

51 CONCLUSAO

Em conclusé@o, o fungo A. kalrae induz supressdo na producdo de ON pelos
macrofagos infectados por A. kalrae, e essa supressao € intensificada na sua forma de
biofilme, evidenciando desta forma um de seus mecanismos de patogenicidade.
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ABSTRACT: Considering the serious economic
losses and human and animal health hazards
caused by the natural occurrence of zearalenone
(ZEA), a toxic secondary metabolite produced by
Fusarium graminearum, the objective of this study
was to evaluate the ability of five Saccharomyces
cerevisiae strains isolated from baker’s yeast to
inhibit fungal growth and remove ZEA in vitro.
The antifungal activity of the Saccharomyces
cerevisiae strains was evaluated against two
strains of F. graminearum (FRS 26 and FSP
27). All the yeast strains were able to inhibit F.
graminearum growth, with inhibition rate ranging
from 48.2 + 1.6 t0 73.2 + 4.0 % (FRS 26) and from
44.2 +2,51063.1 £ 1.5 % (FSP 27). Yeast volatile
compounds significantly reduced F. graminearum
FRS 26 growth (p < 0.05). On the other hand,
there was no significant difference (p < 0.05) in
growth reduction of both strains of F. graminearum
by diffusible compounds compared to the control.
Furthermore, the ScE strain reduced the mycelial
growth of both strains of F. graminearum in corn
seeds and caused morphological changes in F.
graminearum FSP 27, such as thinner hyphae.
Saccharomyces cerevisiae strains also were able
to remove ZEA in vitro, and the highest reduction
in the ZEA concentration was shown by non-viable
cells of the ScC (84.8 + 0.0%) and ScD (86.3
+ 2.0 %) strains. S. cerevisiae strains inhibited
F. graminearum growth and showed potential
for ZEA removal in vitro. It can be included in a
new product in animal feed, reducing economic
losses and minimizing the risk of ZEA carry-over
to human food.
KEYWORDS: Adsorption;
activity; decontamination.

yeast; antifungal
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POTENCIAL DE Saccharomyces cerevisiae NA ANTIBIOSE DE Fusarium
graminearum E NA DETOXIFICACAO DE ZEARALENONA

RESUMO: Considerando as grandes perdas econdmicas e 0s riscos a saude humana e
animal causados pela ocorréncia natural de zearalenona (ZEA), um metabdlito secundério
toxico produzido por Fusarium graminearum, o objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade
de cinco cepas de Saccharomyces cerevisiae isoladas de fermento de pao em inibir o
crescimento fungico e remover ZEA in vitro. A atividade antifungica de Saccharomyces
cerevisiae foi avaliada contra duas cepas de F. graminearum (FRS 26 e FSP 27). Todas as
cepas de leveduras foram capazes de inibir o crescimento de F. graminearum, com taxas de
inibigdo variando de 48,2 + 1,6 a 73,2 + 4,0 % (FRS 26) e de 44,2 + 2,5 a 63,1 +1,5 % (FSP
27). Os compostos volateis das leveduras reduziram significativamente o crescimento de F.
graminearum FRS 26 (p < 0,05). Por outro lado, ndo houve diferenca significativa (p < 0,05)
na redugao do crescimento de ambas as cepas de F. graminearum por compostos difusiveis
em comparagao ao controle. Além disso, a cepa ScE reduziu o crescimento micelial de ambas
as cepas de F. graminearum em sementes de milho e causou alteragbes morfolégicas de F.
graminearum FSP 27, como o afinamento das hifas. As cepas de Saccharomyces cerevisiae
foram capazes de remover a ZEA in vitro, sendo que a maior reducdo da concentra¢do de
ZEA foi apresentada por células nao viaveis das cepas ScC (84,8 = 0.0%) e ScD (86,3 +2,0
%). As cepas de Saccharomyces cerevisiae inibiram o crescimento de F. graminearum e
apresentaram potencial para a remocao de ZEA in vitro, podendo ser incluidas em um novo
produto na alimentacdo animal, reduzindo as perdas econémicas € minimizando o risco de
transferéncia de ZEA para a alimentagdo humana.

PALAVRAS-CHAVE: Adsorcao, levedura, atividade antifingica, descontaminagéo.

11 INTRODUCTION

Brazil is the third largest corn producer worldwide, with a production of over 110
million tons in the 2019/20 harvest season. Parana State is the second largest national corn
producer, representing 17% of national production in the 2018/19 harvest season (USDA,
2020).

In Brazil, approximately 45 % of corn production is intended for swine and poultry
feed production (ABIMILHO, 2018).

Because of its nutritional quality, corn becomes a good substratum for toxigenic fungi
contamination, which produces toxic secondary metabolites (mycotoxins) (FERROCHIO
et al., 2013). Zearalenone (ZEA), a lactone of B-resorcylic acid, is a mycotoxin produced
mainly by Fusarium graminearum and commonly detected in wheat and corn. Pigs are
the most sensitive animals to the ZEA toxic effects, which are related to their estrogenic
properties such as infertility, vulvovaginitis and rectal and vaginal prolapse (KUIPER et al.,
1998; MARIN et al., 2013).

The main control strategy to minimize pre-harvest mycotoxin contamination is
fungicide application, but its use can be hazardous to human and animal health and to
the environment. The increasing demand for pesticide-free agricultural products requires
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cleaner and safer technologies (LIU et al., 2011). Biological control of pre- and post-harvest
diseases is an effective and safe alternative for minimizing mycotoxins in the food production
chain (CHANCHAICHAOQOVIVAT et al., 2007).

Yeasts can produce extracellular compounds with antimicrobial activity called “killer”
toxins (CHANCHAICHAOVIVAT et al., 2007), but the most probable mechanism involved in
biological control of filamentous fungi is competition for nutrients and space (CAVAGLIERI
etal., 2004). Several studies have shown the potential of yeasts to inhibit fungal growth such
as Fusarium graminearum (ARMANDO et al., 2013) and F. fujikuroi (MATIC et al., 2014),
Geotrichum citri-aurantii (KLEIN and KUPPER, 2018) and Penicillium italicum (CUNHA et
al., 2018).

A post-harvest approach to minimize mycotoxin contamination is detoxification of
contaminated cereals (ZINEDINE et al., 2007). The use of adsorbents as additives in animal
feed reduces the risk of mycotoxicosis and minimizes mycotoxin carry-over in products of
animal origin (meat, eggs, and milk) (SABATER-VILAR et al., 2007).

Several authors have reported the use of yeast for ZEA, ochratoxin A and aflatoxin B,
detoxification (FAUCET-MARQUIS et al., 2014; FRUHAUF et al., 2012; JOANNIS-CASSAN
et al., 2011). The cell wall of Saccharomyces cerevisiae has an inner layer constituted of
B-D-glucans and chitin, and an outer layer formed by glycosylated mannoproteins. The
mannoprotein and glucan provide numerous readily accessible binding sites with different
connection mechanisms, such as hydrogen bonds, hydrophobic or ionic interactions
(YIANNIKOURIS et al., 2004; HUWIG et al., 2001).

Although yeasts have been applied as biological control agents, there are few studies
about the ability of yeasts to inhibit F. graminearum growth. Considering the potential of
yeasts to inhibit filamentous fungi growth and mycotoxin removal, as well as the demand for
pesticide-free products, the objective of this study was to evaluate S. cerevisiae application
in Fusarium graminearum antibiosis and ZEA removal.

21 MATERIALS AND METHODS

2.1 Yeast and fungal strains

Saccharomyces cerevisiae strains were obtained from fresh baker’s yeasts which
were acquired in Londrina markets, Parana, Brazil. A total of five yeast strains were obtained
and denominated ScA, ScB, ScC, ScD and ScE.

Two Fusarium graminearum strains (FSP 27 and FRS 26) used as fungal test were
provided by the Mycological collection of the Toxigenic Fungi and Mycotoxins Laboratory
of the Department of Microbiology, Biomedical Sciences Institute, University of Sdo Paulo
(Sao Paulo-Brazil).
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2.2 Antifungal activity evaluation

Antifungal activity was evaluated according to Zhao et al. (2014), Velluti et al. (2004)
and Mati¢ et al. (2014) with some modifications. Yeast cells were cultured in YPD (yeast,
peptone, dextrose) agar, incubated at 25 + 1 °C for 24 h. Then an aliquot of the inoculum
subculture was transferred to Erlenmeyer flasks containing 50 mL YPD broth, which was
incubated at 25 + 1 °C, 150 rpm for 48 h. Yeast cell concentrations were standardized at 10°,
10%and 107 cells/mL. One millilitre of cell suspension was homogenized and poured into 20
mL Sabouraud agar. An 8 mm agar plug from an actively grown mycelium of F. graminearum
FRS 26 and F. graminearum FSP 27 was placed on the centre of the Petri dish. All the
plates were incubated at 25 + 1 °C for 7 days and fungal colony diameters were measured.
Experiments were performed in triplicate. The inhibition ratios of F. graminearum mycelium
growth were calculated according to the following formula:

Inhibition ratio (%) = [(C - T) / C] x100 % (Formula 1)

Where:

C = control colony diameter

T = treatment colony diameter

2.3 Evaluation of the antifungal activity of volatile compounds

The antifungal activity of volatile compounds produced by yeasts was evaluated
according to the mouth-to-mouth method (Medina-Cérdova et al., 2016). An 8 mm disc of
fungal growth was inoculated (upper plate) in a Petri dish containing 20 mL potato dextrose
agar (PDA). In another Petri dish, 20 mL of YPD agar was added and then an aliquot of
100 mL suspension containing 108 yeast cells/mL was spread (lower plate). After medium
solidification and microorganism inoculation, the plates were paired, sealed with parafilm,
and incubated at 25 + 1 °C for 7 days. Mouth-to-mouth plates without yeast inoculum
were used as controls. Experiments were performed in triplicate. The inhibition ratios of F.
graminearum mycelium growth were calculated according to the formula described in item
2.2.

2.4 Evaluation of diffusible compound effect on F. graminearum growth

Diffusible compounds were evaluated as described by Medina-Cérdova et al. (2016).
In Petri dishes containing PDA, an eight mm disk of F. graminearum mycelium with seven-
day growth in PDA was placed in each plate, and an aliquot of 10 mL yeast cells (1 x 108
cells/mL) 3 cm on the opposite side was inoculated and incubated at 25 + 1 °C, for 7 days.
After the incubation time, the colony growth diameter was measured, and the inhibition ratios
of F. graminearum mycelium growth were calculated according to the formula described in
item 2.2.
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2.5 F. graminearum mycelium preparation for ultrastructural study

For this experiment, the yeast strain which showed the highest antifungal activity
on solid medium was selected. The methodology was adapted from Zhao et al. (2014) and
Miguel et al. (2015). The yeast strain was cultured in Erlenmeyer flasks containing 50 mL
YPD broth, and shaken at 150 rpm, 25 + 1 °C for 24 h. The yeast cell concentration was
standardized at 10° cells/mL. An 8 mm potato dextrose agar (PDA) plug of F. graminearum
actively grown for seven days at 25 + 1 °C was added to the culture. The Erlenmeyer
flasks were incubated at 150 rpm, 25 = 1 °C for five days. Then the culture was stopped
by centrifugation (9620 xg for 15 min at 0 °C). F. graminearum mycelium was collected for
scanning electron microscopy analysis.

2.6 Scanning electron microscopy (SEM)

Samples of F. graminearum mycelium were fixed with 2.5% glutaraldehyde at 25
°C for 4 h, rinsed 4 times with 0.1 mol/L phosphate-saline buffer (PBS) and subsequently
treated with 1 % osmium tetroxide at 20 + 1 °C for 1 h. The samples were subjected to
gradual dehydration in ethanol concentrations (70 %, 80 %, 90 % and 100 %) for 15 min each
and dried to the critical point (CPD 030 Critical Point BALTEC Dryer, Leica Microsystems,
Liechtenstein). After drying, the samples were glued on stubs using carbon tape and coated
with gold (Sputter Coater BALTEC SDC 050, Leica Microsystems, Liechtenstein). The
mycelia were analysed using an FEI Quanta 200 scanning electron microscope.

2.7 Evaluation of the antifungal activity on corn seeds

2.7.1 F graminearum inoculum preparation

Three 8 mm discs of F. graminearum growth were inoculated at equidistant points
in 250 mL Erlenmeyers flasks, containing 10 g ground corn and 10 mL distilled water were
added, then the substrate was autoclaved twice at 121 + 1 °C for 30 min. The culture was
incubated at 25 + 1 °C for 7 days. Subsequently, 3 g of the culture were added to a tube
containing 15 mL saline solution (0.85 % NaCl + 0.01 % Tween 80) and 20 glass beads. The
tube was vigorously shaken for 2 min.

2.7.2 Yeast inoculum preparation

Yeast cells were reactivated in YPD agar and incubated at 28 + 1 °C for 48 h. Then
a loop of yeast growth was transferred to 250 mL Erlenmeyer flasks containing 50 mL YPD
broth and the culture was incubated at 28 + 1 °C, 150 rpm for 48 h. The culture was stopped
by centrifugation at 9620 xg at 4 °C, for 15 min. The yeast cells were suspended in YPD
containing 1 % carboxymethylcellulose and standardized at 1 x 102 cells/mL concentration.
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2.7.3 Yeast and F. graminearum inoculation on corn seeds

Antibiosis in corn seeds was evaluated according to Brasil (2009) following the
instructions for the Blotter test to evaluate seed health. Corn seeds were disinfested by
washing for 3 min in 1 % sodium hypochlorite followed by 3 consecutive washes with sterile
distilled water for 10 min.

Corn seeds were then placed in 150 mm diameter Petri dishes, containing three filter
paper disks, previously moistened with sterile distilled water (2.5 times dry paper weight).
The plates were incubated at 25 + 1 °C for 24 h, subsequently the seeds were frozen at -
20 +1 °C for 24 h. The corn seeds were kept at room temperature for 2 h to proceed with
fungus and yeast application.

The corn seeds were immersed in a suspension containing 1 x 10 & yeast cells/mL
for 30 min. They were transferred to 150 mm diameter Petri dishes containing three filter
paper disks previously moistened as described above. An aliquot of 30 mL F. graminearum
mycelia suspension was applied to each seed.

The corn seeds were arranged individually, 1-2 cm apart, in 150 mm Petri dishes, on
three layers of moistened filter paper disks, as previously described. The Petri dishes were
placed under white fluorescent light bulbs in a BOD with 12-h photoperiod at 28 + 2 °C, for
5 days.

The results were classified by means of a scale of points adapted from the method
described by Sharma (2011): seeds without fungal growth = 0; seeds with growth in the
germ = 2; seeds with growth in the pericarp = 3; seeds with total growth = 4. Percent
inhibition of fungal growth was calculated by Formula 2:

Inhibition Rate (%) = [(Po-Pn) / Po] x100% (Formula 2)

Where:

Po = total fungal growth score in the control

Pn = fungal growth score in the treatment

2.8 Detoxification assay

The ZEA detoxification assay was performed according to Armando et al. (2012) and
Bordini et al. (2014) with some modifications. Yeast strains were grown in YPD agar and
incubated at 25 + 1 °C for 24 h. Subsequently, the culture was transferred to Erlenmeyer
flasks containing 50 mL sterile YPD broth and incubated at 25 + 1 °C, 150 rpm for 24 h. The
experiments were divided into two groups: viable cells (no heat treatment) and unviable
cells (heated at 121 °C for 15 min). Afterwards the cell suspensions (viable and unviable)
were centrifuged (9620 xg at 0 °C for 15 min). The resulting pellet was washed three times
with PBS solution, pH 7.4 and four times using ultrapure sterile water. The suspension was
standardized at 108 cells/mL in a final volume of 25 mL. This suspension was centrifuged;
the pellet was suspended in 10 mL PBS (pH 7.4) to a ZEA final concentration of 500 ng/mL.
The assays were then incubated at 37 °C, 250 rpm for 1 h. The experiment was stopped
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by centrifugation (9620 xg at 0 °C for 15 min). The supernatant was used to determine the
ZEA adsorbed.

The controls (without yeast) were prepared simultaneously and the ZEA adsorbed
was calculated subtracting the concentration determined in the controls and the supernatant
of tests with yeast cells, according to the formula:

Adsorption ratio (%) =[(Z - Z') / Z] x 100 % (Formula 3)

Where:

Z = ZEA concentration detected in the control (ng/mL)

Z' = ZEA concentration detected in the supernatant of adsorption tests (ng/mL)

2.9 Zearalenone determination

The supernatant was subjected to clean-up with immunoaffinity column (ZearalaTest®;
VICAM, Milfort, MA, USA), according to the manufacturer’s instructions (with adaptations).
An aliquot of 5 mL of the supernatant was diluted 1: 5 with ultrapure water, then 10 mL of this
dilution was applied to the immunoaffinity column. The column was washed with ultrapure
water, and ZEA was eluted with 1.5 mL methanol, dried under nitrogen stream at 45 °C and
stored at - 20 °C.

ZEA was determined according to Bordini et al. (2014). The sample residues were
dissolved in 200 mL methanol: water (70: 30, v/ v) and 20 mL were injected into a reversed
phase high performance liquid chromatography system (Shimadzu LC-10 AD pump and RF-
10A XL fluorescence detector, Shimadzu, Tokyo, Japan), using a C-18 Luna Phenomenex
column (250 x 4.6 mm, 5 mm, Scharlau, Barcelona, Spain). The excitation and emission
wavelengths were 280 and 460 nm, respectively. The mobile phase was methanol: water
(70: 30, v/ v) at a flow rate of 1 mL/min.

The detection and quantification limits were 1.3 ng/mL and 2.35 ng/mL, respectively,
defined as 3-fold and 5-fold the standard deviation of 7 replications of an unspiked sample
(INMETRO, 2007).

2.10 Statistical analysis

Differences in the mean inhibition ratio of yeast strains against F. graminearum
isolates were evaluated statistically using ANOVA followed by the Tukey multiple comparison
test (p < 0.05). Differences in mean ZEA removal (%) were evaluated statistically using
ANOVA followed by the Tukey multiple comparison test and differences were assessed in
mean ZEA removal (%) between viable and unviable yeast cells using the t test (p < 0.05).

31 RESULTS AND DISCUSSION

Several researchers have studied the antagonistic effect of yeast on Fusarium
fujikuroi, F. graminearum and Fusarium guttiforme (ARMANDO et al., 2013; KORRES et al.,
2011; MATIC et al., 2014; SCHISLER et al., 2015).
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Walker et al. (1995) associated the antagonistic activity of yeasts with the ability to
synthesize killer toxins. Other authors associated the antagonistic effect with competition
for nutrients (ARMANDO et al., 2013). The mechanisms of antimicrobial activity include
antibiosis, competition, parasitism, and extracellular production of substances (KOHL et al.,
2015; SCHISLER et al., 2015).

The antifungal activity of yeast strains against F. graminearum FRS 26 and FSP 27 is
shown in Tables 1 and 2, respectively. The yeast strains showed different inhibition degrees
against F. graminearum FRS 26 (from 48.2 + 1.6 to 73.2 £ 4.0 %) and F. graminearum FSP
27 (from 44.2 +2.51t0 63.1 = 1.5 %). Regarding F. graminearum FRS 26, all the yeast strains
showed the highest inhibition rate at 107 cells /mL. For the ScA, ScB and ScD strains, the
inhibition rate was proportional to the cell concentration, but for the ScC and ScE strains
the inhibition rate did not differ significantly between 10° and 10° cells/mL. Regarding F.
graminearum FSP 27, all the strains also showed the highest inhibition rate at 107 cells/
mL, but there was no significant difference among the cell concentrations for the ScA, ScC
and ScE strains. These results were similar to those reported by Korres et al. (2011) who
demonstrated that Candida krusei BT0701 inhibited 75.8 % of Fusarium guttiforme E-261
growth, while Kloeckera apis BT0703 showed 41.4 % inhibition of F. guttiforme E-261
growth. On the other hand, Armando et al. (2013) reported that F. graminearum growth was
completely inhibited by S. cerevisiae RC016.

Cell concentration (cells/ mL)

Yeast strains 10° 10° 107
Inhibition ratio (%)
ScA 524 +24°C 58.9+25°8 714 +£3.0°4
ScB 51.5+3.3¢0°C 64.0+1.3 @ B 69.9 +1.323bA
ScC 521 +0.7 8 53.9+1.7¢8B 69.3 +7.020A
ScD 482+16¢°° 51.8+1.6¢B 65.5+1.52apA
ScE 56.0+0.92°8 57.7+09°8 73.2 +4.0234

* Means followed by different lowercase letter in the same column are significantly different by the Tukey
test (p < 0.05) for each yeast strain.

* Means followed by different uppercase letter in the same line are significantly different by the Tukey
test (p < 0.05) among the three cell concentrations of the same yeast strain.

Table 1. Inhibition ratio (%) of yeast strains at different cell concentrations against F. graminearum FRS
26.
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Cell concentration (cells/ mL)

Yeast strain 10° 10° 107

Inhibition ratio (%)

ScA 543+0.62° 56.3 +3.128 60.1 +1.834
ScB 442 +25¢¢ 56.3 +4.6 28 62.1 +2.534
ScC 492+3.1°8 53.3+1.124 56.1 £1.5°4
ScD 46.7 £2.6 °°C 53.5 +2.3 348 61.1 £3.13A
ScE 56.8+1.22°8 58.1 +3.428 63.1 +1.534

* Means followed by different lowercase letter in the same column are significantly different by the Tukey
test (p < 0.05) for each yeast strain.

* Means followed by different uppercase letter in the same line are significantly different by the Tukey
test (p < 0.05) among the three cell concentrations of the same yeast strain.

Table 2. Inhibition ratio (%) of yeast strains at different cell concentrations against F. graminearum FSP
27.

The antifungal activity of volatile compounds produced by yeast strains against F.
graminearum FRS 26 and FSP 27 is shown in Table 3. Volatile compounds of all the yeasts
reduced F. graminearum growth from 30.4 % + 6.4 t0 34.6 % +5.5 (FRS 26) and from 3.4 %
+4.81026.5 % +6.3 (FSP 27), but only FRS 26 growth reduced significantly in relation to
the control (p < 0.05). The inhibition of fungal growth by volatile compounds was higher than
that reported by Ferraz et al. (2016), but lower than that reported by Medina-Cérdova et al.
(2016) and Grzegorczyk et al. (2017). Ferraz et al. (2016) evaluated 95 yeasts and only one
inhibited less than 10.0 % Geotrichum citri-aurantii growth by volatile compound production.
Medina-Cordova et al. (2016) demonstrated that the volatile compounds produced by
Debaryomyces hansenii inhibited Fusarium proliferatum and Fusarium subglutinans growth
by 54.2 and 43.5 %, respectively, in comparison with the control (p < 0.05). Grzegorczyk
et al. (2017) reported that Wickerhamomyces anomalus inhibited 47.3 % and 98.0 % of
Monilinia fructigena and Monilinia fructicola growth by volatile compound production.

F. graminearum FRS 26 F. graminearum FSP 27

Yeast strain Mycelial growth Mycelial growth

Inhibition ratio (%) Inhibition ratio (%)

(mm) (mm)
ScA 56 +3°B 324+ 3772 53 +5# 26.5+6.3?
ScB 55+48B 346+552 65+6"* 10.1£9.32
ScC 57 +38 31.6+46° 57 £64 22.1+8.8¢°
ScD 57 +58 31.8+35° 7044 34x+48°
ScE 58+6 B 30.4+6.4°2 58 +84 19.8+13.0°
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Control 816 A - 732 A -

* Means followed by different uppercase letter in the same column are significantly different by t-test (p
<0.05)

* Means followed by different lowercase letter in the same column are significantly different by the Tukey
test (p < 0.05) for each yeast strain.

1 plates without yeast inoculum

Table 3. Inhibition ratio (%) of volatile compounds produced by yeasts on fungal growth.

The antifungal activity of diffusible compounds from yeast strains against F
graminearum FRS 26 and FSP 27 is shown in Table 4. Inhibition of FSP 27 ranged from 5.0
+ 8.8 % to 12.8 £ 9.3 %, but there was no statistical difference from the control (p > 0.05).
Fungal growth inhibition was lower than that reported by Medina-Cérdova et al. (2016) who
stated that diffusible compounds of Debaryomyces hansenii inhibited Aspergillus sp., F.
proliferatum and F. subglutinans growth in 56.3 %, 38.9 % and 25.9 %, respectively.

There were no significant differences regarding the effect of volatile compounds
and diffusible compounds from the yeast strains on fungal growth. S. cerevisiae SCE was
selected for the study of structural modifications and antibiosis on corn seeds because it
showed the highest antibiosis by the agar diffusion method.

F. graminearum FRS26 F. graminearum FSP 27

Yeast strain ;
Mycelial growth Inhibition ratio (%)  Mycelial growth (mm)  Inhibition ratio (%)

(mm)
ScA 63+6" - 6174 10.6 £8.32
ScB 67 £44 - 60 £34 12.8+9.32
ScC 628" - 656" 5.0 £8.82
ScD 63114 - 6574 5.5+20.02
ScE 636" - 6174 10.1 £13.02
Control' 62+114 - 69 +114 -

* Means followed by different uppercase letter in the same column are significantly different by the t-test
(p <0.05)

* Means followed by different lowercase letter in the same column are significantly different by the Tukey
test (p < 0.05) for each yeast strain

1 plates without yeast inoculum
- no inhibition

Table 4. Inhibition ratio (%) of diffusible compounds produced by yeasts on fungal growth.

Evaluation of morphological changes can be applied to the study of the antagonistic
mechanism. Some yeasts with antagonistic potential can synthesize enzymes such as

Ciéncias biolégicas: Génese na formagao multidisciplinar 2 Capitulo 7 “



glucanases, chitinases and proteases which cause morphological changes in hyphae
(JANISIEWICZ and KORSTEN, 2002). The scanning electron microscopy (SEM) analysis
showed that Saccharomyces cerevisiae ScE caused defects on hyphae morphology of
F. graminearum FSP 27 (Figure 1 C) such as thinner hyphae (Figure 1 A). The mycelial
organization revealed by SEM also showed an extracellular material around the hyphae.
However, it was not possible to observe morphological changes in Fusarium graminearum
FRS 26 mycelia in the presence of the ScE strain. The results of the mycelial ultrastructural
study in addition to the absence of fungal growth inhibition by diffusible compounds
suggest that the main antagonistic mechanism involved in F. graminearum antibiosis by S.
cerevisiae ScE is competition for nutrients. On the other hand, Korres et al. (2011) reported
that Kloeckera apis BT0703 and Candida krusei BT0701 caused changes in Fusarium
guttiforme hyphae and were able to adhere to the surface of the hyphae indicating that the
mode of action was associated with hyperparasitism.

Figure 1. Electron micrographs of F. graminearum mycelia FSP 27 and FRS 26 on 5 ' day incubation
at 25 °C on the absence (control) - A (F. graminearum FSP 27) and B (F. graminearum FRS 26), and
presence (treatment) - C (F. graminearum FSP 27) and D (F. graminearum FRS 26) of ScE yeast strain.
Bar: 5.0 ym.

Corn is susceptible to several soil-borne diseases. F. graminearum is an important
phytopathogen and when present in the soil can cause root rot (DAGUERRE et al., 2014;
PAL et al., 2001). Prolonged use of agrochemicals may harm the ecological environment
of soil; therefore, it is necessary to develop biological control methods that minimize the
incidence of seed diseases (HE et al., 2019; MATIC et al., 2014). The S. cerevisiae ScE
strain reduced the growth of both strains of F. graminearum on corn seeds (Figure 2)
compared to the control (p < 0.05). The percent growth inhibition was 23.0 + 4.9 % for FRS
26 and 17.9 £ 2.7 % for FSP 27 (Figure 2). These results are in line with Mati¢ et al. (2014).
Pichia guilliermondii R9, Metschnikowia pulcherrima R23 and R26 reduced the infection
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rate of F. fujikuroi by 14.3 %, 16.7 % and 18.0 %, respectively (MATIC et al., 2014). These
results indicate that S. cerevisiae, used as baker’s yeast, has potential to prevent soil-borne
diseases.

Figure 2. Evaluation of the ScE antagonistic capacity in BALU 761 corn seeds. Data from trials were
collected after five days of incubation at 28 °C. Each bar represents the average + SD of four replicates.
The results were classified by means of a scale of points ranging from 0 (seeds without fungal growth)
to 4 (seeds with total growth). The percentage of growth inhibition was then calculated by the quotient
of the control score difference and the treatment score, divided by the control score multiplied by 100.
Mean values significantly different from the control according to the t-test (p < 0.05) are indicated by an
asterisk.

Some researchers have reported the application of yeast or yeast’s cell wall for
mycotoxin adsorption (BORDINI et al., 2014; FREIMUND et al., 2003; FRUHAUF et al.,
2012). The cell wall of Saccharomyces cerevisiae is composed of two layers, comprising
mainly mannoproteins, glucan (-1,3 and -1,6 glucan polysaccharide) and chitin (polymer
of B-1,4 N-acetylglucosamine) linked by covalent bonds (KOGAN and KOCHER, 2007;
SHETTY et al., 2007). The different ability of the yeast cell wall for mycotoxin adsorption is
assigned to glucans present in its structure (HUWIG et al., 2001). The interaction between
ZEA and B-D-glucans occurs by stereochemical complementarity, involving van der Waals
interactions. The hydroxyl and ketone groups of ZEA bind via hydrogen bonds, and other
stable molecular forces, to the hydroxyl groups of the single helix structure of (1,3) B-D-
glucan (YIANNIKOURIS et al., 2004; YIANNIKOURIS et al., 2003).

In this study, in vitro ZEA removal by viable yeast cells ranged from 67.1 + 4.1 % (ScE)
to 76.0 £ 0.0 % (ScA). There was no significant difference in mean ZEA removal among the
viable yeast strains. Unviable cells (heat inactivated) showed ZEA removal ranging from
78.0 + 0.6 (ScE) to 86.3 + 2.0 % (ScD) (Table 5). Comparing the ZEA removal (%) by the
same S. cerevisiae strain, unviable cells of the ScC and ScD strains showed higher ability
(p < 0.05) than the viable cells. Other strains showed no significant difference (p > 0.05) in
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mean ZEA removal (%) between viable and unviable cells. This result indicates that ZEA
removal from the medium does not occur by enzymatic degradation but by adsorption to the
cell wall, since unviable cells were more efficient in ZEA removal. The heat treatment may
have altered the conformation of the yeast cell wall, making the hydroxyl groups present
in B-D-glucan more available for toxin-glucan complex formation (YIANNIKOURIS et al.,
2004).

% ZEA removal

Yeast strains

Viable cells Unviable cells?
ScA 76.0 £0.0 3 82.0 £2.63bPA
ScB 75.71 £0.8 34 80.2 +2.3 30
ScC 75.6 +1.7 28 84.8 +0.0 20~
ScD 711 +£47328 86.3 +2.037
ScE 67.1 £4.123A 78.0 £0.6 A

* Means followed by a different lowercase letter in the same column are significantly different by the
Tukey test (p < 0.05) for each yeast strain.

* Means followed by uppercase different letter in the same line are significantly different by the t test (p
<0.05)

1 Unviable cells: heat treatment (121 °C for 15 min)

Table 5. In vitro ZEA removal (%) by viable and unviable yeast cells (108 cells/mL) at 500 ng/ mL ZEA
concentration.

ZEA removal (%) was similar to that reported by Faucet-Marquis et al. (2014), but
higher than that obtained by Armando et al. (2012) and Bordini et al. (2014) (pure yeast cell
wall). Faucet-Marquis et al. (2014) reported maximum values of 75 % ZEA adsorption using
5 mg yeast cell wall derivative (ZEA concentration of 20 mg/mL, at pH 5). Armando et al.
(2012) evaluated the potential of S. cerevisiae strains for ZEA detoxification and reported
binding percentage ranging from 56.7 to 74.2 % at 0.5 mg/mL ZEA concentration. Bordini et
al. (2014) evaluated ZEA adsorption capacity by a mixture of organic (yeast cell wall) and
inorganic (activated charcoal) adsorbents. The adsorbent mixture at 75: 25 ratio showed
higher efficiency for ZEA adsorption (> 96.1 %) than the pure yeast cell wall (55.7 - 78.1 %).

In summary, the present study showed inhibition of Fusarium graminearum growth
by S. cerevisiae strains and competition for nutrients was the probable mechanism.
All the Saccharomyces cerevisiae strains showed potential for in vitro ZEA removal.
Saccharomyces cerevisiae is Generally Recognized as Safe (GRAS), therefore there is
no risk for its application in food and feed. It can be included in a new product to inhibit
F. graminearum growth or for ZEA removal in animal feed, reducing economic losses and

minimizing the risk of ZEA carry-over to human food.
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ABSTRACT: There is number of publications trying to demonstrate the efficacy of magnetic
fields treatments in medicine. By the way, pulsed electromagnetic fields (PEMF’s) and static
magnetic fields (SMF’s) technologies have been used on several pathological conditions with
promising results. More recently, these magnetic fields have been also used to treat several
types of cancer. However, there are conflicting results and remains continuing concern that
exposure to electromagnetic devices may cause deleterious health effects. The current study
was aimed to further evaluate the potential cytogenotoxic effects induced in rats exposed
in a device that uses PEMF’s combined with SMF’s. Thirty sexually mature 14-week-old
male and female Sprague Dawley rats were distributed into three groups: (a) 5 males and
5 females independently exposed to PEMF’s combined with SMF’s, (b) animals treated with
SMF’s only, and (c) non-exposed animals. Micronucleus test in rat bone-marrow and male
germ cells analysis were performed following standardized procedures. The observed results
showed a lack of alterations on micronuclei frequency, on scored polychromatic erythrocytes
percentage, and on sperm counts and morphological characteristics of male germ cells in
animals exposed to magnetic fields device compared to unexposed animals. These results
suggest that magnetic fields generated in this therapeutic device did not have any detectable
cytotoxic or genotoxic effect in exposed rats. In view of these findings and the contradictory
reports in the literature, it is necessary to carry out more research to help to clarify the
controversy regarding cytogenotoxic risk associated with medical magnetic fields exposures.
KEYWORDS: PEMF-medical device, static magnetic fields device, cytotoxicity, genotoxicity,
micronuclei, sperm abnormalities.

RESUMEN: Hay una diversidad de publicaciones que intentan demostrar la eficacia de los
tratamientos con campos magnéticos en el area médica. Las tecnologias que usan campos
electromagnéticos pulsados (PEMF, por sus siglas en inglés) y campos magnéticos estaticos
(SMF, por sus siglas en inglés) han sido utilizadas en varias condiciones patologicas con
resultados prometedores. Mas recientemente, los tratamientos magnéticos también se han
utilizado para tratar varios tipos de cancer. Sin embargo, hay resultados contradictorios
reportados en la literatura y sigue existiendo preocupacion entre la comunidad cientifica
de que la exposicion a dispositivos electromagnéticos pueda causar efectos nocivos para
la salud. El presente estudio, tuvo por objeto evaluar los posibles efectos cito-genotéxicos
inducidos en ratas expuestas en un dispositivo terapéutico que utiliza PEMF en combinacion
con SMF, originalmente disefiado para el tratamiento de diversos tipos de cancer en humanos.
Para tal efecto, 30 ratas Sprague Dawley, machos y hembras, sexualmente maduras y de 14
semanas de edad se distribuyeron en tres grupos de estudio: (a) 5 machos y 5 hembras
expuestas de forma independiente a PEMF combinados con SMF, (b) animales tratados solo
con SMF y (c) animales no expuestos. Se realizaron pruebas citogenéticas; como la prueba
de micronlcleos en médula ésea, y el andlisis de células germinales masculinas siguiendo
protocolos previamente estandarizados. Los resultados observados, mostraron ausencia de
alteraciones en la frecuencia de micronucleos, en el porcentaje de eritrocitos policromaticos,
en el recuento de espermatozoides y las caracteristicas morfoldgicas de las células germinales
masculinas en animales expuestos al dispositivo terapéutico, en comparacion con los
animales no expuestos. Estos resultados sugieren que los campos magnéticos generados en
esta maquina de uso médico no tuvieron ningun efecto citotéxico o genotdxico detectable en
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las ratas expuestas. En vista de estos hallazgos, y de los informes contradictorios publicados
en la literatura, se hace pertinente y necesario llevar a cabo mas estudios sobre la inocuidad
de estos dispositivos utilizando otros tipos celulares y una variedad de pruebas citogenéticas.
PALABRAS CLAVE: Campos magnéticos, genotoxicidad, micronicleos, espermatozoide,
mutacion.

11 INTRODUCTION

Several techniques that involve electromagnetic fields (EMF’s) procedures have
been used for therapeutic purposes, but have also been correlated with deleterious health
effects. The bio-effects of exposure to electromagnetic fields have been studied for many
years. However, among scientific community, there is still no agreement on whether these
effects are physiologically significant (Macklis, 1993; Miller and Green, 2010; Binhi, 2012).

Interest in the health effects of EMF’s on human populations was rekindled by a series
of epidemiological studies carried out during the late 1970’s and early 1980’s (Jauchem and
Merritt, 1991). By the way, Milham (1982) analyzed the occupational grouping of cancer
deaths in adult white men who died between 1950 and 1979; an increased mortality ratio
for leukemia was found. More recent studies in adult human beings have suggested
increased occupationally associated EMF’s risks for breast cancer, abnormal pregnancies,
chromosomal abnormalities, congenital deformities, and several other health conditions
(Ahlbom et al., 2001; Pearce et al., 2007; Hug et al., 2010). Based in these studies and
others, there is no doubt that life bodies can be affected by EMF’s at several levels. Actually,
these fields are the most probable candidate to affect cellular interactions and it is possible
to consider a diversity of cellular effects induced of both, electric and magnetic fields (Cifra
et al., 2011).

With regard to PEMF’s, they have been used for the past 40 years to treat
therapeutically resistant problems of the musculoskeletal system. Recently, diverse
approaches using PEMF’s procedures were tested for therapeutic effects in several types
of cancer (Haro et al., 2005; Grosel et al., 2006).

While the issue of potential genotoxic and cytotoxic effects of EMF’s is controversial,
there are many commercial machines that use several types of magnetic fields that are
unproven or have not been properly tested. In view of this, we have aimed the present study
to further evaluate the cytological effects induced in rats exposed in a patented medical
device (Davidson, 2001), originally designed to treat several types of cancer in human
beings. This machine uses PEMF’s and SMF’s. For the present study, we decided to confine
our in vivo experimental investigation to single parameters, i.e., the analysis of micronuclei
in bone marrow, sperm analysis, and morphological characteristics of male germ cells in

exposed Sprague-Dawley rats.
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21 MATERIALS AND METHODS

Animals

14-week-old, sexually mature, male and female rats (Sprague-Dawley line) were
used. Animals weighing 250-300 g for females, and 400-450g for males were born and
raised in our breeding colony. After 10 days quarantine period, animals were then randomly
distributed into experimental and control groups. At the time of experiments the animals
were housed at 25° C in standardized acrylic cages (five animals per cage) under a 12-12
h light/dark cycle, with free access to standard diet and tap water. This research project
fulfilled all requirements of the University’s Animal Care and Use for Research Protocol,
which is based on the National Guidelines for Ethics and Biosafety under the General Law
of Health for issues regarding Health Research, Ministry of Health, Mexico City.

Magnetic Field Machine and Measurements

Magnetic fields were generated by a patented machine that combine PEMF’s and
SMF’s exposure according to Davidson (2001). In summary; this machine comprised a
quantity of permanent neodymium magnets arranged in a side-by-side relationship. Each
permanent magnet being adjacent to the magnetic north pole and magnetic south pole of an
adjacent permanent magnet, respectively. Thus, the plurality of these magnets forms a ring
of permanent magnets. The device further includes an electrically conductive wire wound
substantially around the ring, and tubing wrapped around the ring of permanent magnets
between windings of the wire. A cooling device introduces a flow of coolant through the
tubing. This machine also includes a control circuit, connected to the wire, for selectively
generating a coil current for passing through the wire. The current has an AC component
and a DC component. According to the manufacturer, the frequency of the AC component
is programmable and is set to substantially match a resonant frequency associated with
the organisms to be treated. Thus, the coil current creates an electromagnetic field that
interacts with the magnetic field generated by the ring of permanent magnets to generate
a complex field that causes ionic collisions within the cells to be treated. This device was
originally designed to treat several types of cancer in humans (Davidson, 2001).

Magnetic flux density (rms) was measured in the middle of the ring where the magnetic
fields were homogeneous using an axial Hall-effect probe (Bell FW 6010 teslameter, Orlando
FI.) Moreover, an oscilloscope (BK-Precision model 2120) was coupled to the system to
monitor the resultant field. A pulsed 120 Hz square wave form electromagnetic field was then
generated, with a maximum peak of 17.6 mT (rms) at the center of the exposure zone where
cages containing animals were placed. On the other hand, the SMF’s were measured with
the teslameter, setting the apparatus in DC mode, this value was a maximum peak of 8.6 mT
at the middle of the exposure zone. Furthermore, the local geomagnetic field was measured
by using an axial high sensitivity Hall probe (Integrity Design IDR-321 geomagnetometer,
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Essex Jct., VT9) and the average value was 20 pyT within the exposure zone. The local
temperature in the exposure zone was also measured setting the Bell FW 6010 teslameter
in Temp mode. The measured temperature value was an average of 25.3 + 0.5 °C when the
machine was on, and 24.9 + 0.3 °C when the machine was off, no statistically significant
differences were observed between two conditions (Kolmogorov-Smirnov test for normality,
followed by paired t-test).

Experimental Protocol

Three experimental regimens were considered for bioassays: (a) 5 male and 5
female rats, independently exposed to 120 Hz PEMF’s combined with SMF’s for three
consecutive days, two exposures of 50 min each with no-exposure intervals of 1 h between
exposures, (b) 5 male and 5 female rats, independently exposed only to SMF’s, without
current in the coil, and (¢) non-treated animals, including 5 males and 5 females without
any magnetic exposure. During the no-exposure intervals, the cages containing the animals
were allocated in the same exposure room where any detectable EMF was measured. In
the case of micronuclei analysis, both male and female animals were used. For germ-cell

tests, only males were analyzed.
Micronucleus Test

Animals were killed at the end of exposure time. Following sacrifice, Acridine Orange
fluorescent staining was applied to the micronucleus (MN) test, according to the previous
described procedure (Hayashi et al., 1983). In summary; bone marrow from both femurs
was flushed with 0.5 mL of fetal calf serum into a microfuge tube using a 1mL syringe fitted
with a 22 G needle. The cells were concentrated by gentle centrifugation at 600x g for
1-3 min and a small drop of resuspended cells was placed on a clean microscope slide to
make a thin smear. All smears were air-dried, fixed in absolute methanol and stained using
Acridine Organge (Fisher Sci. Co., Fair Lawn, NY)

Coded slides were examined under x1000 magnification using a fluorescence
microscope equipped with appropriate filters. Immature, polychromatic erythrocytes (PCE’s)
were identified by their orange-red color, mature erythrocytes by their green color and the
MN by their yellowish color. For each rat, 500 erythrocytes were examined to obtain the
percentage of PCE’s. In addition, for each rat, 2000 consecutive PCE’s were examined
to determine the incidence of MN. Decoding of the slides was done after completing the
microscopic analysis.

Male Germ Cells and Sperm Morphology Analysis

For sperm counts, orchidectomy was performed by open castration method. A
midline or pre-scrotal incision was made and the testes were milked out on the incision site.
The testicles were then exposed by incising the tunica vaginalis. The spermatic cord was
exposed, ligated and incised. Semen samples were thereafter collected from the cauda
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epididymis according to a previously described procedure of Oyeyemi and Ubiogoro (2005).
These samples were then analyzed immediately after collection. The spermatozoa were
scored by using an improved Neubauer chamber as described by Pant and Srivastava
(2003).

For sperm morphology analysis, smears were prepared from epididymis following the
previously described method of Wyrobeck (1979). Spermatozoa preparations were stained
using 1% Eosin Y die/1 h (Fisher Sci. Co., Fair Lawn, NY) and examined under high power
magnification (x1000). 100 cells per slide, 10 smears for each animal, for a total of 5000
cells per analyzed group, were evaluated in a blind way, for the presence of bicephalic or
biflagellate forms, and abnormalities in head shape such as enlarged and amorphous head
were expressed as a percentage of sperm morphology abnormalities.

All reagents were supplied by Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO) unless otherwise
specified.

Statistical Analysis

The statistical differences among groups were estimated using analysis of variance
for normal distributions. In the case of the percentage of sperm morphology abnormalities,
the data obtained were first transformed by using the arcsine function. After this, an
analysis of variance for normal distributions and the correspondent parametric Tukey
test for establishing individual differences were performed. The normality of the data was
determined by the Kolmogorov-Smirnov test (p<0.05). All analyses were done using the
SPSS package version 22.0. Differences were considered to be significant when the
probability values were lower than 0.05.

31 RESULTS

The current in vivo study was aimed to evaluate the possible cytogenotoxic effects
of magnetic field exposure from a patented therapeutic machine in both male and female
Sprague-Dawley rats on the micronuclei frequency and PCE percentages, and on male
germ cells; sperm counts, and sperm morphology abnormality percentages. In the figure 1,
the frequency of micronuclei from bone marrow of exposed rats is showed. No statistically
significant differences were found among groups in both male and female animals, suggesting
no clastogenic effect induced by PEMF’s or SMF’s exposure (p> 0.05). On the other hand,
figure 2 shows the grouped means of percentages of polychromatic erythrocytes (PCE’s)
from the analyzed groups. These values indicated no statistically significant differences
among groups, for both male and female animals (p>0.05). These results suggested that
the number of PCE’s were no altered by magnetic field exposure of both PEMF’s or SMF’s.
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Figure 1. Micronucleus (MN) frequency from bone marrow polychromatic erythrocytes of Sprague
Dawley rats. (a) animals exposed to 120 Hz PEMF’s combined with SMF’s for three consecutive days,
two exposures of 50 min each with no-exposure periods of 1 h between exposures, (b) rats exposed
to SMFs, without current in the coil, and (c) non-treated animals. No statistically significant differences
were found among groups in both male and female animals (p> 0.05). Bars represent grouped means +
S.D.
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Figure 2. Percentages of polychromatic erythrocytes (PCE’s) from bone marrow of Sprague Dawley
rats. (a) animals exposed to 120 Hz PEMF’s combined with SMF’s for three consecutive days, two
exposures of 50 min each with no-exposure periods of 1 h between exposures, (b) rats exposed to
SMF’s, without current in the coil, and (¢) non-exposed animals. No statistically significant differences
were found among groups in both male and female animals (p> 0.05). Bars represent grouped means +
S.D.

With regard to male germ cells analysis, the observed results showed no alterations

in either the sperm counts (Figure 3), and morphological characteristics of spermatic cells
(Figure 4) when compared the grouped means among groups (p>0.05).
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Figure 3. Effect of magnetic field exposure on sperm counts of Sprague Dawley rats. (a) animals
exposed to 120 Hz PEMF’s combined with SMF’s for three consecutive days, two exposures of 50 min
each with no-exposure periods of 1 h between exposures, (b) rats exposed to SMF’s, without current in
the coil, and (c) non-exposed animals. No statistically significant differences were found among groups

(p> 0.05). Bars represent grouped means + S.D.
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Figure 4. Percentages of sperm morphology abnormalities (SMA) in male germ cells of Sprague Dawley
rats. (a) animals exposed to 120 Hz PEMF’s combined with SMF’s for three consecutive days, two
exposures of 50 min each with no-exposure periods of 1 h between exposures, (b) rats exposed to

SMF’s, without current in the coil, and (c) non-exposed animals. No statistically significant differences
were found among groups (p> 0.05). Bars represent grouped means + S.D.

4| DISCUSSION

Biomedical effects attributed to magnetic fields have been widely discussed during
the last years. The question has been raised as to whether exposition to these fields can
originate genetic damage or other biological disfunctions. On the other hand, since the early
part of the 20" century, attempts had been undertaken to treat or otherwise cure human
diseases using magnetic field techniques. However, many research reports agree that life

organisms could be affected in a negative way by exposure to electromagnetic radiation
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(Feychting et al., 2005). In the current study, we did not find any measurable genotoxic or
cytotoxic effect induced in mature rats by an in vivo exposure to a therapeutic machine that
combine PEMF’s and SMF’s exposure conditions.

Results presented here, indicated no alterations in micronuclei frequency and in PCE
percentages of treated animals due to magnetic field exposure. These results agreed with
previous reports that used the MN assay, indicating no genotoxic or cytotoxic effects induced
by magnetic fields (Scarfi et al., 1994; Scarfi et al., 1999; Frahm et al., 2006; Okudan et al.,
2010). Furthermore, it was observed that extremely-low frequency EMF’s exposure at 1.0
mT and 60 Hz did not increase the MN frequency by ionizing radiation in mouse embryonic
fibroblast NIH3T3 cells (Jin et al., 2012). On the contrary, there are several papers with
positive results, indicating a genotoxic effect due to magnetic field exposure (Simko et al.,
1998; Celikler et al., 2009). Winker et al. (2005) also claimed for a clastogenic potential of
low-frequency EMF’s, which may lead to considerable chromosomal damage in dividing
human diploid fibroblasts. Moreover, Erdal et al. (2007) found a higher MN frequency in
Wistar rat tibial bone marrow cells treated with a long term extremely low-frequency EMF’s
exposure, in comparison to non-exposed or acutely exposed animals.

The controversial concern regarding EMF’s cytogenotoxic effects, is originated from
the fact that many scientists believe that EMF’s therapeutic devices produce as a little
quantity of energy and are therefore too weak to induce any alteration on cells. Moreover,
the inconclusive nature of laboratory bioassays and the fact that there are no epidemiological
studies of patients exposed to such therapeutic devices turns this concern very complex.
In contrast, the International Agency for Research on Cancer (IARC, 2002) included and
categorized the extremely low frequency magnetic fields as “possibly carcinogenic to
humans”; this was based on pooled analyses of epidemiological research that reported
an association between exposure to low-level magnetic fields and several types of cancer.

With regard to the issue that weak fields may have too little energy to induce
any genotoxic effect or DNA damage, it has been proposed that because low frequency
electromagnetic radiation does not transmit enough energy to affect chemical bonds, then,
it is generally accepted that extremely low frequency EMF’s are not enable to cause DNA
direct damage (Adair, 1998). On the other hand, several hypotheses have been put forward
of how EMF’s can alter the structure of DNA indirectly. Secondary currents and, hence, a
movement of electrons in DNA might be induced (Valberg et al., 1997). This could generate
guanine radicals, which, upon reaction with water may be converted to oxidative DNA
damage (Giese, 2006). In a recent investigation, Focke et al. (2010) found that exposure of
human primary fibroblasts to a 50 Hz EMF’s at a flux density of 1.0 mT induced a slight but
significant increase of DNA fragmentation as assessed by the Comet Assay. Furthermore,
they observed that EMF-induced responses in the Comet Assay were dependent on cell
proliferation, suggesting that DNA replication rather than the DNA itself may be altered.

On the other hand, the results obtained in the present research indicated that
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exposure to pulsed EMF’s or SMF’s emitted by the therapeutic device showed no influence
on sperm cells of exposed animals compared with the un-exposed controls. The sperm
counts were no altered by exposure, suggesting no effect in cell cycle progression. These
results coincided with the findings of Lundsberg et al. (1995) who found no association
of occupational EMF exposure on sperm concentration among males. By the way, even
with higher frequency electromagnetic radiation, Aitken et al. (2005) observed that sperm
number, morphology and vitality of male germ cells were not significantly affected when
mice were treated with 900 MHz radio-frequency electromagnetic radiation. On the contrary,
Furuya et al. (1998) found that the application of EMF’s at 50 Hz with intensities between 1.0
mT to 100 mT affected the proliferative and differentiative capacity of mouse spermatogonia.
Moreover, anomalous effects on spermatogenesis in mice that were exposed to a 1.5-T static
magnetic field were informed by Narra et al. (1996). Ramadan et al. (2002) also reported that
exposure of mice to fractionated doses of high oscillating magnetic fields (20 mT) induced
a statistically significant decreased sperm count, and daily sperm production. Likewise, a
significant decreased sperm count was found in mature Sprague-Dawley rats exposed to a
50 Hz and 25uT for 18 consecutive weeks (Al-Akhras et al., 2006). Furthermore, Hong et
al. (2005) reported that a 50 Hz EMF’s exposure have the potential to induce DNA strand
breaks in testicular cells and sperm chromatin condensation of exposed mice.

Regarding the sperm morphology abnormalities, the outlined results presented here
are in good agreement of those of Withers et al. (1985) who did not find alterations in
sperm heads, however, in their work they exposed mice to 0.3 T static magnetic fields
from a magnetic resonance device. Similarly, the Spanish group of Tablado et al. (1998)
demonstrated that morphological characteristics of epididymal sperm of mice were not
affected after exposition to 0.7 T therapeutic magnets. We have previously published a lack
of alterations on morphological characteristics of male germ cells in mice exposed to a 60
Hz and 2.0 mT magnetic fields (Heredia-Rojas et al., 2004). On the contrary, Roychoudhury
et al. (2009) found alterations of spermatozoa and fertilization rates in rabbits exposed to 50
Hz magnetic fields. For human beings, it is generally accepted that there is some evidence
that suggests that magnetic field exposure may have deleterious effects on sperm quality
(De-Kun et al., 2010).

On the other hand, conflicting findings have been reported by Lorio et al. (2007) who
observed significant increased values of kinematic parameters of spermatozoa after an
exposure to EMF’s of 5 mT and 50 Hz frequency. In contrast, a 5 mT sine wave (50 Hz) and
a 2.5 mT square wave (50 Hz) exposure did not produce any significant alteration on sperm
motility. These results indicate that EMF’s exposure can improve spermatozoa motility, and
that this effect depends on the field characteristics.

Inconclusion, the current study suggestedthatan in vivoexposure to PEMF’s combined
with SMF’s emitted by a patented therapeutic device, originally designed for treating several
types of cancer in humans, did not have any measurable effect on MN frequency and PCE
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percentages of exposed rats and on sperm counts and morphological characteristics of
male germ cells. These results support, in part, the innocuity of this therapeutical machine in
mammals. However, we consider that is necessary to carry out more research using various
cell types and cytological endpoints under different experimental conditions to add more
evidence of innocuity of the mentioned therapeutic device, and at the same time, help to
clarify the controversy concerning the possible cytotoxic and genotoxic risk associated with

a therapeutic magnetic field exposure.
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RESUMO: Os derivados tiazacridinicos tém
sido bastante explorados no desenvolvimento
de novos farmacos, com objetivo de possuirem
funcdes terapéuticas como atividades anticancer,
antibacteriana e antiviral, devido principalmente,
a suas capacidades de intercalacdo ao
DNA e inibicdo da enzima topoisomerase
I. Os derivados acridinicos podem possuir
substituintes estruturais diferenciados que lhes
conferem atividades citotdéxicas singulares.
Com isso, este nucleo quimico apresenta
potencial para a descoberta de novos farmacos
mais seletivos e menos toxicos. Desta forma, o
presente estudo teve como objetivo sintetizar
de forma eficiente o derivado tiazacridinico
LPSF/AA-57, uma juncdo da acridina com a
tiazolidina. A partir de uma reacdo de Adigéao
de Michael, o composto foi sintetizado, também
foi realizado sua caracterizagdo estrutural,
avaliacdo do seu grau de pureza e desvendado o
seu perfil de fragmentacao utilizando as técnicas
de Cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), Espectroscopia de infravermelho (IV) e
Espectrometria de massas (EM). Apos esta etapa,
também foi feito testes biolégicos em células
cancerigenas, com resultados interessantes em
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algumas linhagens celulares tumorais, como as linhagens HI-60, K562, Jurkat.
PALAVRAS-CHAVE: Sintese Organica; Tiazacridinas; Anticancer; Quimica Medicinal.

SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND BIOLOGICAL ACTIVITY OF THE LPSF/
AA-57 TIAZACRIDINIC DERIVATIVE

ABSTRACT: Thiazacridine derivatives have been widely explored in the development of new
drugs, with the objective of having therapeutic functions such as anticancer, antibacterial and
antiviral activities, mainly due to their DNA intercalation and inhibition of topoisomerase I
enzyme. Acridine derivatives may have differentiated structural substituents that give them
unique cytotoxic activities. Thus, this chemical nucleus has the potential to discover new, more
selective and less toxic drugs. Therefore, the present study aimed to efficiently synthesize
the thiazacridine derivative LPSF/AA-57, a junction of acridine and thiazolidine. From a
Michael Addition reaction, the compound was synthesized, was also carried out its structural
characterization, evaluation of its degree of purity and its fragmentation profile was unveiled
using the techniques of High Performance Liquid Chromatography (HPLC), Spectroscopy of
infrared (IR) and mass spectrometry (MS). After this step, biological tests were also carried
out on cancer cells, with interesting results in some tumor cell lines, such as HI-60, K562,
Jurkat.

KEYWORDS: Organic Synthesis; Thiazacridines; Anticancer; Medicinal Chemistry.

11 INTRODUGAO

O cancer € um conjunto de mais de 100 tipos diferentes de doencas que tém em
comum o crescimento desordenado de células anormais com potencial invasivo. De acordo
com o Ministério da Saulde, a incidéncia de cancer vem aumentando consideravelmente.
O Instituto Nacional de Céncer (INCA) estimou cerca de 600 mil casos novos da doenca
em 2018 (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Atualmente, a principal forma de tratamento
desta doenca é a quimioterapia, podendo ser auxiliada pela radioterapia e/ou cirurgia.
No entanto os quimioterapicos disponiveis no mercado trazem aos pacientes iniUmeros
efeitos colaterais devido a baixa especificidade, diminuindo bastante sua qualidade de
vida (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Gragas as recentes descobertas de novos alvos
biol6gicos do cancer e pela possibilidade de desenvolver novos agentes anticancer com
mais alta eficacia e seletividade, bem como menor citotoxicidade, a procura de novos
agentes inovadores é de extrema importancia (RAZA et al., 2012).

Uma das classes de moléculas que tem sido estudada devido a sua baixa toxicidade
e alta eficiéncia sdo as Tiazacridinas. Esta classe de compostos apresenta em sua
estrutura quimica um nucleo acridinico formado por trés anéis aromaticos fundidos com
um nitrogénio no anel central e um nucleo tiazolidinico formado por um anel heterociclico
pentagonal contendo um atomo de enxofre na posicao 1, um de nitrogénio na posicao 3, e
uma carbonila nas posicoes 2 e 4 (GALDINO-PITTA et al, 2013).

Alguns estudos ja foram realizados com derivados tiazacridinicos, estes compostos
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sdo agentes intercalantes de DNA e tem demonstrado ter uma vasta gama de atividades
biolégicas, tais como antidepressiva, anti-inflamatéria, e principalmente como anticancer
(VICTORIA et al, 2013; GALDINO-PITTA et al, 2013; LANG et al, 2013).

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo sintetizar de forma réapida e
eficiente o derivado tiazacridinico (LPSF/AA-57) e caracteriza-lo estruturalmente através
da técnica de Espectrometria de Massa (MS), Infravermelho (1V) e Cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) visando esclarecer o seu perfil de fragmentacdo e avaliar a pureza
do produto. Bem como, também teve como objetivo analisar sua atividade biolégica em
linhagens cancerigenas Jukart, RAJI, HL 60, K562, Du 145 e Molt-4.

2|1 MATERIAIS E METODOS

A sintese do composto LPSF/AA-57 foi realizada através de uma reacéo de Adicédo
de Michael em que reagiu quantidades equimolares do reagente intermediario AA-1A
(3-Acridina-9-il-metil-tiazolidina-2,4-diona), sintetizado previamente, solubilizado em
etanol, junto com um outro reagente da série IP (Esteres de Cope), também previamente
sintetizado. Por Gltimo é adicionado o catalisador morfolina. A solugao foi mantida a 65°C por
cerca de 4h sob refluxo e agitagdo magnética. A reagdo foi monitorada por Cromatografia
em Camada Delgada (CCD). Ao fim da sintese, o produto foi filtrado (CHAGAS et al., 2017).

Para caracterizacdo do LPSF/AA-57 foi utilizada a técnica do Espectrometro de
Massa (ESI-MS | HCTultra). A analise por MS transcorreu no modo positivo, utilizando-se
hélio como gas de arraste e voltagem do capilar de 4500v. A temperatura do gas de secagem
foi de 250°C e o scan utilizado foi de 100-500 m/z. O nitrogénio foi utilizado como gas
nebulizador a uma pressao de 10 psi. Na técnica de espectrofotometria de Infravermelho
(FTIR) as amostras foram preparadas em forma de pastilha de Brometo de Potassio (KBr)
na propor¢éo de 1:100. Para a analise da pureza do composto foi utilizada a técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), as amostras foram solubilizadas em
acetonitrila (ACN) na proporgéo de 0,2 mg/mL, com os solventes Metanol (MeOH) e ACN
servindo de fase mével.

As culturas celulares utilizadas para os testes com o composto AA-57 foram as
seguintes: Células de tumor hematopoiéticas Jukart (leucemia de células T aguda) e MOLT-
4; RAJI (células de linfoma Burkitt’s); HL60 (leucemia promielocitica aguda); K562 (leucemia
mielogénica crbnica); DU-145 (cancer da préstata) e PBMC (células mononucleares de
sangue periférico primario). Os quais foram mantidas em meio RPMI 1640 (Sigma Chemical
Corporation) suplementado com 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina, 0,25
mg /ml Fungizon e 10% de soro fetal de bovino (FBS) (Invitrogen Life Technologies) numa
atmosfera humidificada de 5% de CO,,.

Os testes biologicos foram realizados do seguinte modo: A viabilidade celular
foi medida usando o MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide]
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seguindo as instrugbes do fabricante. Resumidamente, as células (1x10%pocos) foram
semeadas em placas de 96 pogos e tratadas com varias concentragcdes do derivado
tiazacridinico ao longo de um tempo de 72 horas. Utilizou-se o quimioterapéutico Amsacrina
como controle positivo para a analise de toxicidade. No final da incubacéo, a absorvéancia
foi lida a 570 nm. O estudo foi aprovado pelo comite de ética da UFPE.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia de sintese do composto 3-(Acridin-9-ilmetil)-5-(3(trifluorometoxi)
benzilideno)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/AA-57) é relativamente simples e apresentou
rendimento em torno de 61%, podendo ser considerada uma técnica rapida, eficiente e
segura. O composto teve seu Ponto de Fuséo (PF) e indice de Retencéo (RF) de 195.8°C e
0,45 (n-Hexano/AcOEt 7:3), respectivamente. Com a utilizagéo da técnica de Espectrometria
de Massa foi possivel identificar, através do +MS2 (Fig. 1), o padréo de fragmentagéo do
composto LPSF/AA-57. No espectro os seguintes picos m/z foram identificados: o (M+H)
m/z = 481, relativo a formagdo do aduto entre o ion molecular 480 e uma molécula de
Hidrogénio; o (M+H) m/z = 193, contendo a porgéo acridinica e um CH,; e o (M+H) m/z =
235, relacionado a porgéo acridinica e parte do anel tiazolidinico.

Figura 1- Espectro de Massas (+MS2) por IES do LPSF/AA-57 (M = 480). Identificagdo dos Fragmentos
de m/z 180, 193, 235.

Também foi possivel comprovar a pureza da amostra através da Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia (Fig. 2), podendo ser considerada satisfatéria (=99%), em que o
composto LPSF/AA-57 teve tempo de retencéo (Tr) de 9,845 min.
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Figura 2 - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e a pureza do
composto tiazacridinico AA-57

As bandas principais observadas no espectro de Infravermelho do composto LPSF/
AA-57 foram as das ligagbes entre C=C, C-H, C-N e C=0. Estes dados serviram como
suporte para a caracterizagao do composto sintetizado, como pode ser visto na figura 3.

Figura 3- Espectro de IV do LPSF AA- 57. Deformacéao axial normal de C=0, 1745 cm™, 1691 cm-
'. Deformacéo axial das ligagdes C=C do anel, 1614 cm™. Deformacéo axial de C-N, 1375 cm-'.
Deformacgéo angular fora do plano de C-H de aromatico, 750 cm'. Deformacgéo angular de C=C, 673
cm’’

A citotoxicidade do derivado tiazacridinico foi avaliado em células mononucleares
do sangue periférico (PBMC) a partir de individuos saudaveis e em linhagens de células
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tumorais de diferentes histotipos. O composto foi testado em concentragdes de 1, 10 e
100 uM durante 72 horas. As concentra¢des de droga que inibiu o crescimento celular em
50% em comparagdo com células n&o tratadas (IC,;) estéo resumidos na Tabela 1. Assim,
ela mostrou atividade anticancer em 3 das linhagens testadas (HL 60, K562, Jurkat), em

especial o HL 60, e ndo apresentou citotoxicidade nas celulas saudaveis (PBMC).

Valores da IC,, (uM)

Linhagens celulares

Composto HL 60 K562 Molt-4 | Du-145 | Raiji Jurkat PBMCs
AAST | 37,77+1853 | 51,827,84 | >100 | >100 | >100 | 44,07x2255 | >100

Tabela 1 — Concentragbes do composto AA-57 que inibiram o crescimento celular em 50% (IC,;) nas
linhagens de celulas cancerigenas e PBMCs em pyM.

41 CONCLUSOES

A metodologia de sintese empregada obteve um bom rendimento do composto
LPSF/AA-57, o qual através da técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia,
teve seu grau de pureza considerado satisfatério. Além disso, foi possivel comprovar
sua estrutura quimica através do seu padrdo de fragmentagdo no modo +MS2 gerado
pela Espectrometria de massa. Além disso, os testes antitumorais mostraram que estes
derivados podem ter resultados importantes na busca de compostos mais seletivos e menos
toxicos para o tratamento do cancer. Sendo assim, podemos considerar que a metodologia
de sintese aqui descrita € uma excelente forma para se obter derivados tiazacridinicos de

forma simples, econdmica e segura.
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RESUMO: O presente trabalho delineou a
percepgdo da equipe multiprofissional a respeito
das praticas desenvolvidas na perspectiva
de clinica ampliada no Centro de Atengéo
Psicossocial - CAPS | — Dr. Fernando Antonio
de Araujo, localizado em Santa Luzia/PB. Para
a obtencdo dos resultados, foi utilizada como
metodologia a pesquisa de campo, descritiva,
explicativa com andlise qualitativa dentre uma
abordagem de cunho bibliografico a luz do
método critico dialético. Os dados dessa pesquisa
foram coletados através de um questionario
semiestruturado. Os resultados foram analisados
sobre a 6tica de analise de conteldo, a partir de
contribuicdes tedricas existentes na literatura.
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ATUALIDADE

Constatou-se que a proposta de Reforma
Psiquiatrica trouxe uma nova roupagem para
tratar o sofrimento psiquico, indicando a adogéo
de acgbes interdisciplinares desenvolvidas a
partir das equipes multiprofissionais, voltando-
se para o estabelecimento de uma ampliagcdo da
clinica, superando a hierarquizagédo dos saberes,
valorizando a participagéo do usuério e da familia,
ao qual se direciona a clinica de saude mental. A
partir da aprecia¢do dos resultados, foi possivel
observar que na instituicdo em questéo, a clinica
ampliada fica restrita ao trabalho multiprofissional.
A falta da constancia de reunides e didlogos
entre a equipe &€ um dos fatores que sinaliza
agoes isoladas no cotidiano do servigo, inclusive
na construgéo e reconstru¢do do PTS. Assim
sendo, o trabalho multidisciplinar se sobressai
em relagéo ao trabalho interdisciplinar e provoca
impasses na hora de tecer o cuidado. Observa-se
que, apesar de a instituicdo promover atividades
desenvolvidas pelas especialidades que compde
a equipe técnica, sdo evidenciadas dificuldades
em executar agdes concernentes com a politica
de salde mental, pelo fato dos desafios estarem
postos na propria organizagdo multidisciplinar,
dentro da propria equipe.

PALAVRAS-CHAVE: Clinica ampliada.
Interdisciplinaridade. Reforma Psiquiatrica.

CONCEPT OF EXPANDED CLINIC AND
THE CHALLENGES OF MENTAL HEALTH
PRACTICE NOWADAYS
ABSTRACT: This project outlined the perception
of the multidisciplinary team regarding the
practices developed in the perspective of
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expanded clinic at the Psychosocial Care Center - CAPS | - Dr. Fernando Antbnio de Aradujo,
located in Santa Luzia, PB. To get the results it was used as methodology the descriptive and
explanatory field research with qualitative analysis and bibliographic approach based on the
dialectical critical method. The data of this research were collected from a semi-structured
questionnaire. From the theoretical contributions in the literature it was used the perspective
of content analysis to analyse the results. From this perspective it can be noticed that the
Psychiatric Reform proposal brought a new view to treat psychological distress, it has showed
the adoption of interdisciplinary actions developed from multiprofessional teams; it has aimed
at establishing an expansion of the clinic; it has overcame the hierarchy of knowledge and
it has valued the participation of the patient and the family who the mental health clinic is
aimed. From the assessment of the results it was possible to perceive that the expanded
clinic is restricted to multiprofessional work. The lack of a satisfactory number of meetings
and dialogues accomplished by the work is one of the factors that point out isolated actions
in the daily life of the service and also in the construction and reconstruction of the PTS.
Therefore, the multidisciplinary work stands out in comparison to interdisciplinary work and
causes impasses about the care work. Although the institution promotes developed activities
by the technical team specialties it is noticed that difficulties to carry out actions concerning
the mental health policy due to the fact that the challenges are placed in the multidisciplinary
organization itself and the team work itself.

KEYWORDS: Expanded clinic. Interdisciplinarity. Psychiatric Reform.

11 INTRODUGAO

A tematica “Concepcao de clinica ampliada e os desafios das praticas em saude
mental na atualidade” foi idealizada a partir das vivéncias no campo de estagio curricular
obrigatério | e Il do Curso de Bacharelado em Servigo Social, do Centro Universitario
(UNIFIP) considerando as observagGes acerca da clinica ampliada no Centro de Atencéo
Psicossocial (CAPS I) Dr Fernando Antdnio de Araujo, localizado em Santa Luzia, municipio
do Estado da Paraiba.

A pesquisa teve como fio condutor elucidar os desafios acerca do trabalho da clinica
ampliada na instituigado, identificando as articulagGes entre a pratica e a teoria no que diz
respeito a Reforma Psiquiatrica. Nesse sentido, a avaliagdo do trabalho interdisciplinar na
instituicdo, respalda o entendimento para analisar sobre as praticas profissionais que sdo
desenvolvidas nos servicos ofertados pelo CAPS |, em Santa Luzia/PB.

A pesquisa proporcionou uma reflexéo sobre a reabilitagcdo psicossocial em todos
0s segmentos: fisico, psiquico e social, ndo apenas associado a cura de doencas. Nesse
sentido, deu-se a importancia de apresentar subsidios que estabelecam uma reflexdo
sobre a pratica do trabalho multiprofissional, organizado em agbes fragmentadas.

Consideramos que esse debate seja necessario, tendo em vista, que o tema
proposto apresenta relevancia pelo fato de fomentar nas equipes que atuam na politica
de saude mental, uma consciéncia constante para promover a articulagdo dos saberes,
pautada na consolidagdo da proposta da Reforma Psiquiatrica, com contribuicbes para
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a ruptura tradicional, marcadas por extensas internagcdes nos hospitais psiquiatricos e
manicOmios, caracterizados por isolamento, violéncias, abandonos, perda de vinculos
familiares, segregacéo e uso indiscriminado de medicamentos.

Como objetivo geral, este trabalho pretende analisar como a equipe multiprofissional
atua na perspectiva da Clinica Ampliada, a partir das praticas desenvolvidas no CAPS |, na
cidade de Santa Luzia, Paraiba. Os objetivos secundarios verificar como se desenvolve as
praticas em saude mental da equipe do CAPS |, sob as prerrogativas da Reforma Psiquiatrica;
conhecer a percepgéo dos profissionais do CAPS | sobre o desenvolvimento de praticas
interdisciplinares, para fins de superacao da hierarquizacéo dos saberes multiprofissionais;
averiguar como a equipe multidisciplinar do CAPS |, buscam a superagcédo do binémio
salde-doenca, a partir da perspectiva da Clinica Ampliada; e elencar as possibilidades e
os desafios enfrentados pela equipe multidisciplinar para a efetivagdo da Clinica Ampliada.

21 METODOLOGIA

O presente estudo inicia-se a partir do levantamento bibliografico, com intuito
de abordar discursbes da literatura, que implica no entendimento sobre a tematica
apresentada. Trata-se de uma pesquisa qualitativa, utilizando-se da pesquisa de campo
descritiva e explicativa a luz do método critico dialético, que com base em Minayo (2009, p.
21) aplica-se com a pesquisa qualitativa, a qual “trabalha com o universo dos significados,
dos motivos, das aspiragdes, das crencas, dos valores e das atitudes”. Nesse sentido,
considera a importancia de descrever os dados, utilizando a interpretacao dos fendmenos
de uma forma totalizante, considerando que os fatos sociais ndo sdo compreendidos de
forma isolada.

A pesquisa foi realizada no Centro de Atencao Psicossocial | - Dr. Fernando Ant6nio
de Araujo, localizado em Santa Luzia-PB. O publico alvo foi composto pela equipe técnica
contando com 07 profissionais, representando um percentual de 100% do universo. Foi
usado para a coleta de dados um questionario, contendo perguntas objetivas e subjetivas,
para tracar o perfil profissional, assim como para elencar as integracdes e desafios acerca
do trabalho da clinica ampliada na instituicdo. Os dados coletados da pesquisa foram
analisados utilizando o método de andlise de contelido, conforme indicagdes de Bardin
(1979, p.42) que afirma, “[...] indicadores (quantitativos ou ndo) que permitem a inferéncia
de conhecimentos relativos as condi¢des de produgao/recepgéo (variaveis inferidas) destas
mensagens”.

Durante o procedimento da pesquisa, foi apresentado o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) revelando a natureza do trabalho e os aspectos éticos, no
que diz respeito & contribuicdo dos participantes. A proposta da pesquisa foi previamente
validada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Centro Universitario d— UNIFIP, sendo
o parecer favoravel para a realizagdo da mesma.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O CAPS | € uma instituicdo publica municipal, que estar em consonancia com a
Politica Nacional de Saude Mental. Sendo assim, a instituicdo atende em seu cotidiano
demandas, nas quais é possivel visualizar impasses e desafios para a materializagdo do
servico, contemplando o que estar previsto na Reforma Psiquiatrica. Os atendimentos do
CAPS | - Dr. Fernando Anténio de Araujo ocorrem em sua area de abrangéncia, equivalente
ao vale do Sabugi, composto pelas cidades de Santa Luzia, Sdo José do Sabugi, Séo
Mamede, Junco do Seridd e Varzea.

Nessa perspectiva, a presente pesquisa tratou de obter elementos que caracterize
a ampliagcéo da clinica no CAPS | de Santa Luzia, seguindo os preceitos que materializa
a Reforma Psiquiatrica. Com isso, constatar por parte das especialidades que compde
a equipe multiprofissional, se existe o habito de promover ag¢des interdisciplinares que
contribuam com uma assisténcia integral, capaz de modificar velhas praticas que insistem
em permanecer amarradas no cotidiano dos servigos substitutivos..

Conforme os resultados apresentados, a equipe de nivel superior € composta por
02 Psicélogos, 02 Assistentes Sociais, 01 Enfermeiro, 01 Educador Fisico e o médico
psiquiatra, totalizando o quantitativo correspondente a 07 profissionais que atuam no CAPS
I. Com isso, a instituicdo realiza atendimentos, promovendo a diversidade de saberes na
assisténcia aos seus usuarios. Desta forma, em consonancia com a portaria 224 instituida
em 1992 pelo Ministério da Salde, fica evidenciada uma assisténcia multiprofissional na
instituicdo em questéo (SILVA, OLIVEIRA, KAMIKURA, 2014). Arespeito dessa organizagédo
é possivel sinalizar que:

As equipes técnicas devem organizar-se para acolher 0s usuérios,
desenvolver os projetos terapéuticos, trabalhar nas atividades de reabilitacao
psicossocial, compartilhar do espaco de convivéncia do servico e poder
equacionar problemas inesperados e outras questbes que porventura
demandem providéncias imediatas, durante todo o periodo de funcionamento
da unidade (BRASIL, 2004, p. 27).

Apesar de o servigo estar estruturado com presenga de uma equipe multiprofissional,
para além dos resultados obtidos com a pesquisa, observou-se que uma grande demanda
de atendimento dos usuarios ao servigo, ocorre no dia de atendimento médico. Isso mostra a
dimensao sociocultural, arraigada a clinica tradicional, a qual centraliza na figura do médico
a perspectiva do cuidar, medicar, curar, evidenciando assim, o status da profissdo em
detrimento aos demais saberes presentes no mesmo espaco. Deste modo, a medicalizacao
ou a presenca do receituario médico € uma constancia neste “novo” espacgo psicossocial.

Sob o ponto de vista da nova politica de satde mental, essas praticas descaracterizam
os procedimentos voltados a uma reabilitacdo psicossocial, vinculada a ideia da
interdisciplinaridade das ac¢bes capsianas, mantendo-se a interpretacdo que garante um
modelo de assisténcia centrado na figura do médico. Essas questdes, longe de ser uma
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critica a pessoa do médico, precisam ser levantadas e refletidas pelas equipes de saude
mental, sob pena de manutencdo da clinica fechada, conservadora, tradicionalista, no
interior desses espacos de reabilidades, que esta para além do que € “doente” e “mal visto”
pela sociedade, assim, reafirmamos as palavras de Amarante (2007, p. 16) “satde mental
néo é apenas psicopatologia, € uma complexa rede de saberes que se entrecruzam”.

A Reforma Psiquiatrica é um processo evolutivo que traz uma abordagem teérica,
capaz de propor na pratica, acoes, seja por meio dos atores que compde essas estratégias
antimanicomiais (profissionais, usuarios, familiares), atrelados a uma rede de assisténcia
em servicos extras-hospitalares. Toda essa articulagdo possibilita uma Atencdo Psicossocial
compartilhada, capaz de atender as demandas dos usuarios, e contribuir para uma melhor
qualidade de vida, respeitando as diferengas através da condi¢cdo de inclusdo dessas
pessoas no convivio da sociedade,

Desde entdo, a reforma psiquiatrica brasileira promoveu importantes
mudancgas na assisténcia, entre as quais a valorizagao da insergao social e
cidadania dos usuarios, a assungao de instituicdes extra-hospitalares como os
CAPS (Centros de Atengéo Psicossocial) a posigdo de sustentaculos da rede
de servigos e a propria defesa da interdisciplinaridade (VASCONCELLOS,
2010, p. 03).

Atentamos para verificar como ocorre o entendimento sobre estas praticas no CAPS
| de Santa Luzia, por isso abordamos sobre qual é o significado da Reforma Psiquiatrica
para os entrevistados. Ao passo em que respondem:

A Reforma Psiquiatrica significa fazer saide mental de forma humanizada,
numa perspectiva de ressocializacédo, de inclusdo do sujeito com transtorno
mental e denunciar as antigas formas, digo, praticas manicomiais. Esse
movimento foi um marco na Politica de Saude Mental que, a partir de entéo,
foram pensados pontos objetivos tais como a criagcdo de uma Rede de
Atencéao Psicossocial composta por varias instituicdes que vao desde as ESF,
passando pelos CAPS, até os leitos em saude mental nos hospitais gerais
como estratégias de substituir as antigas praticas. (Respondente B)

A Reforma Psiquiatrica representa rupturas aos paradigmas sobre a
doenca mental, propde novas diretrizes e percepcbes mais humanas e
viabilizando a reinsergéo social, quebrando preconceitos e estigmas, assim
como a segregacao. Percebo como significante e imprescindivel para o
desenvolvimento salutar para a saide mental. (Respondente F)

De modo geral, os trechos acima evidenciam um bom entendimento sobre a
Reforma Psiquiatrica, de acordo com a revisao de literatura. Na ocasido é possivel sinalizar
a preocupacgdo dos entrevistados em abordar praticas de inclusdo social, justificando com
clareza o intuito de romper com o modelo manicomial que usa o método de trancar para
tratar.

Por outra viséo, é valido ressaltar a importancia da Reforma Psiquiatrica em termos
de mudangas na forma de ressignificar o tratamento do sujeito acometido de transtorno
mental. Porém, de acordo com a exposi¢éo da fala abaixo, ha uma preocupagéao de nao
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existir de fato uma rede de cuidados, onde possa se efetivar a assisténcia ao individuo que

necessita de um atendimento em situagé@o de crise. Vejamos as consideragdes abaixo,

Do ponto de vista da ateng&o ao paciente psiquiatrico, foi importante, pois antes
ndo existia uma estrutura hospitalar para uma melhor conduta e acolhimento
do paciente, porém existiu e existe um viés ideoldgico por traz, que atrapalha.
Por exemplo, fechar leitos de psiquiatria indiscriminadamente, isso gerou e
gera um caos no sistema, pois existem pacientes que realmente necessitam
de uma internacéo breve, pacientes em surto psicoético, ideagdo suicida,
homicida etc. Ndo como antes, onde as familias abandonavam seus parentes
com transtorno mental nos “hospitais psiquiatricos” por periodos longos.
Tem muita coisa para melhorar, os servigcos substitutivos (CAPS, Residéncias
terapéuticas, NASFs) tem ajudado, porém a figura do hospital psiquiatrico
ainda é necessario, pois a internagcado desses pacientes em hospital geral,
ndo existe, principalmente por conta da propria equipe do plantdo, que n&o se
sente segura para admitir esse tipo de paciente. (Respondente C)

Tal delineamento prop6e um entendimento que traduz uma série de informagdes
que sintetizam uma critica ao sistema atual de satde mental. Isso decorrente da dificuldade
expressa na fala, sobre realizar atendimentos sem o auxilio necessario dos dispositivos
que compbe a RAPS. Realizar o atendimento a nivel s6 de CAPS, traduz uma falha na
rede, isso provoca um agudizamento do atendimento, sem ter outras possibilidades de
suporte. Por isso, a recorréncia de defesa ao hospital psiquiatrico, mesmo que os pense
em outros moldes.

Os ideais reformistas representados pelos CAPS coloca em questao um acolhimento
humanizado, capaz de ouvir e dar voz aos problemas evidenciados por essas pessoas,
porém, em outros espagos as equipes nao sao capacitadas, desde a sua graduacéo para
Ilhe dar com situagdes de pessoas em crise. Na hip6tese de necessitar de uma breve
internacado, o hospital geral, € o mais propicio a realizar esse atendimento, pois mantém
um cuidado clinico no territorio. Porém, como enfatizado pelo entrevistado, existe impasses
nessas instituicdes que impossibilitam um cuidado em rede, como aponta Echebarrena,

A baixa implantacdo de leitos de saude mental em hospital geral esta
relacionado com estigmas e preconceitos. O desconhecimento sobre o
assunto faz com que gestores de unidades resistam em receber pacientes
psiquiatricos em suas instituicdes, dificultando assim a reversdo do modelo
assistencial psiquiatrico (ECHEBARRENA, 2018, p. 84).

Ao tratarmos sobre integralidade das agdes via CAPS, perguntamos: como vocé
avalia o processo de cuidados em saide mental, a partir do CAPS | de Santa Luzia, tendo

em vista a integralidade da pessoa assistida? Os entrevistados apontaram as seguintes
falas. Vejamos,

O CAPS | de Santa Luzia apresenta-se como essencial no cuidado em saude
mental ndo sé desse municipio, mas das cinco cidades que compdem o
Vale do Sabugi, pois tal instituicdo é referéncia nos cuidados as pessoas
com transtorno mental, dentro do SUS. O CAPS busca trabalhar o sujeito de
forma holistica, multiprofissional, desde o contexto psicossocial as questbes
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psiquiatricas e de enfermagem. (Respondente B).

Aqui no CAPS | — Santa Luzia, podemos dizer que 0s usuarios possuem uma
assisténcia psicossocial de qualidade, uma vez que os profissionais das
diversas areas prestam servi¢cos que visam o bem-estar integral e ndo apenas
psiquico, Sendo assim, estamos sempre atentos as necessidades e interesses
dos usuarios, desenvolvendo atividades como: oficinas terapéuticas,
atividade fisica, feiras, saraus, atendimento psicoldgico individual € em grupo
e assembleias familiares. (Respondente G)

E perceptivel agbes de cunho multidisciplinar apreciada na composigéo da primeira
citacdo, isso mostra a tendéncia na fragmentacédo do cuidado. O trabalho calcado apenas
na multidisciplinaridade mostra a dificuldade da equipe em considerar a base teoérica
de sua pratica. Durante o decurso do estagio supervisionado pudemos observar a falta
de organizagédo do proprio servico, em priorizar uma dindmica que consiga estabelecer
momentos para planejar, discutir e redefinir agées entre a equipe.

Outra questéo que visualizamos durante o processo de estagio e que impossibilita
a integralidade das acdes tem haver com a alta demanda provocada pela deficiéncia
do suporte da RAPS, tendo em vista essa sobrecarga evidenciar o CAPS | como ponto
exclusivo para atendimentos em saide mental. Nesse caso, 0 aumento excessivo das
demandas sobrecarrega o atendimento dos profissionais, ocasionando a falta de tempo
durante o servigo para discutir de forma coletiva um melhor direcionamento sobre agbes
que possibilite de fato praticas interdisciplinares, com intuito de eliminar a hierarquizacéo
dos saberes e garantir a integridade da assisténcia.

A respeito da segunda fala, essas atividades desenvolvidas tem por intuito atender
as demandas dos usuarios em sua totalidade, garantindo uma assisténcia que proporcione
um acompanhamento em todos os segmentos (fisico, psiquico, social).

Nesse sentido, é importante um trabalho multiprofissional que fomente acGes
interdisciplinares, com propésito de considerar as particularidades expressas por cada
sujeito, e assim estabelecer um tratamento que potencialize atividades que Ihes propiciem
autonomia, bem-estar, fortalecimento de vinculos familiares e comunitarios e credibilidade
nas suas capacidades de produgao e geracéo de renda..

Diante dessa articulagéo proposta, que impede intervengdes unitarias no campo da
saude mental, os sujeitos da pesquisa foram questionados sobre o desenvolvimento de
acoes interdisciplinares no CAPS I. A pesquisa obteve resposta positivas em sua maioria,
porém evidenciando justificativas confusas sobre a questdo abordada. Segue as falas
integralmente transcritas,

Sim. O usuario, o seu tratamento, o meio familiar e/ou trabalho dele, é discutido
de forma integral com a equipe do CAPS |. (Respondente C)

Sim. Em parte, sdo desenvolvidas agdes interdisciplinares. Ao meu ver essas
acbes sdo desenvolvidas pela equipe Psicossocial (Assistente Social e
Psicélogos), mas néo por toda a equipe. (Respondente B)
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Constatamos nas justificativas apreciadas acima, informacdes contraditérias. Na
primeira fala, constam elementos que integram na pratica uma assisténcia unificada. Ja
no que diz respeito a ultima fala apresentada, apesar de evidenciar um discurso atrelado a
acoes interdisciplinares desenvolvidas na instituicdo em questéo, esta declara que ndo sédo
realizadas entre o quantitativo total que compde a equipe técnica.

Com isso, podemos observar que a falta de clareza sobre a interdisciplinaridade e
suas contribuicbes na saude mental, pode contribuir para que os servicos adotem praticas
tradicionais, envolvendo a hierarquiza¢do de especialidades. Como podemos observar na
sequéncia da fala abaixo,

Sim. A admiss&o dos usuérios é sempre comunicada aos demais profissionais
assim como as especificidade e singularidades. O médico sempre q/
necessario pede auxilio a Psicologia ou Servigo Social. (Respondente A)

Na literatura, podemos constatar as diversas especialidades que compde a equipe
multiprofissional dos CAPS, portanto, 0 acompanhamento durante o convivio no servico,
requer constantemente orientagcdes conjuntas da equipe, a luz de uma organizagdo que
nao conduza o privilégio de profissionais entre ambas as partes. Nao se trata de comunicar
sobre as acles realizadas, mas sim de propor momentos de falas entre a equipe,
respeitando seus saberes e seus lugares. Nesse contexto, incluir discursdes sobre as
demandas apresentadas, potencializando um acompanhamento psicossocial, atentando
para a singularidade dos sujeitos. Nesse entendimento Vasconcellos expde que:

Tal empreitada mostra sua relevancia dado que a integracao interdisciplinar
influencia sobremodo o exercicio das praticas assistenciais, de forma que
conhecer suas possibilidades e obstaculos ¢ um passo importante para
propiciar uma assisténcia adequada aos usuarios dos servicos de saude
mental (VASCONCELLOS, 2010, p. 05).

Como se pode notar diante das falas expostas acima, existe uma confusdo no
entendimento das agdes interdisciplinares desenvolvidas por alguns profissionais do CAPS
I, apesar da confirmacgéo da existéncia delas. Por outro lado, apenas uma das pessoas
entrevistadas considerou que no trabalho desenvolvido ndo existe a pratica interdisciplinar.
Segue a colocacgéo referente a fala,

Nao. Considero que conseguimos realizar um trabalho multidisciplinar, porém
ainda temos um percurso a seguir até conseguirmos desenvolver um trabalho
interdisciplinar. Isso acontece devido as dificuldades em realizar as reuniées
que séo fundamentais para tanto, uma vez que 0s baixos salarios nos
obrigam a fragmentar a carga horaria, sobrando menos tempo para atender a
demanda, estudar os casos e realizar reunides. (Respondente G)
Constatamos diante de tal resposta, algumas impossibilidades de realizar a¢des
interdisciplinares no CAPS |, em decorréncia dos fatos mencionados, € possivel perceber
que a jornada dupla de trabalho ocasiona no cotidiano dos servigos impasses na hora de

tecer momentos de didlogos entre a equipe. Isso ocorre pela baixa remuneracgéo salarial de
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alguns profissionais, o que ocasiona a ades&o por outro vinculo empregaticio.

Vasconcelos (2002) aponta que essa defasagem salarial tem haver com os ajustes
das politicas neoliberais. Sendo assim, para favorecer a mudanca de paradigma no que
diz respeito ao contexto de saude publica, como a pratica interdisciplinar no interior dos
servicos substitutivos & pertinente envolver uma reciprocidade em termos de salérios,
condicbes de trabalho digna e uma carga horaria que evite o vinculo excessivo laboral.

A proposta de clinica ampliada tem por base a articulagéo e inclusdo de diversos
enfoques e disciplinas para a constru¢cdo do Projeto Terapéutico Singular (PTS), tendo
por base a prerrogativa integrativa entre os saberes. Nesse sentido, perguntamos: vocé
reconhece que a equipe atua com a finalidade de construgédo e reconstrucéo de PTS’s? Os
entrevistados responderam da seguinte forma,

Sim. Mesmo diante das dificuldades os casos mais graves s&o discutidos
entre os profissionais haja vista a melhor condugéo terapéutica e evolugéo do
caso. (Respondente A)

N&o. N&o ha relagao significativa entre as a¢cdes desenvolvidas. (Respondente
B)

N&o. Aqui no CAPS | — Santa Luzia os PTS ficam sob a responsabilidade das
psicologas. (Respondente G)

Sao consideragdes que provocam criticas relevantes de como a Reforma Psiquiatrica
estar sendo internalizada por profissionais que conduzem no interior dos servicos
substitutivos a¢des que despolitiza uma Atengao Psicossocial integral. Deste modo, Leal e
Antoni (2013) traz uma analise sobre o PTS,

O CAPS, responsavel pela atencdo a saude mental, deve desenvolver um
Projeto Terapéutico Singular para cada usuario e realizar um trabalho
integrado com a familia e a comunidade das pessoas que utilizam seus
servigos. Este Projeto Terapéutico Singular estd baseado nas estratégicas de
intervengdes planejadas e com objetivos especificos, executados por uma
equipe multidisciplinar, voltados para a reabilitag&o psicossocial do usuario e
de forma interdisciplinar (LEAL; ANTONI, 2013, p. 96).

Essa articulagéo ¢é significativa na concepgéo de clinica ampliada, traz evidéncias
que supera o modelo tradicional da clinica, na qual desresponsabiliza apenas uma
especialidade, com foco na integralidade das ag¢des. Dessa forma, o envolvimento de todos
os profissionais, assim como o usuario e a propria familia estabelece um comprometimento
fidedigno no direcionamento de acdes que potencializa uma melhor qualidade de vida para
o sujeito acometido de sofrimento psiquico.

O paradigma Psicossocial estabelece rupturas com a clinica tradicional, ampliando
0 objeto de trabalho, ressignificando o tratamento destinado as pessoas acometidas de
sofrimento psiquico. Foi perguntado aos entrevistados sobre as dificuldades expressas
para a efetivacdo da Clinica Ampliada no CAPS I, na ocasido obtivemos as seguintes
respostas,
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Afalta de didlogo e temperamento dificil de alguns profissionais. (Respondente
G)

Dialogo, proé-atividade, horarios divergentes. (Respondente B)

Falta de delimitacdo das respectivas atribui¢cdes, o que gera certa ‘confuséo’
na aplicabilidade o conceito de clinica ampliada/trabalho multiprofissional.
Essa ‘confusédo’ culmina em ‘um querendo saber mais que o outro; havendo
interferéncia ndo solicitadas de determinados profissionais sobre a conduta
do colega, no sentido de menospreza-lo. (Respondente E)

Nos fragmentos das falas a cima, fica claro a falta de interagdo dos profissionais,
deixando transparecer a falta de manejo em escassos momentos integrativos entre a equipe.
Esse procedimento prejudica de forma instantanea a ampliagéo da clinica, tendo em vista
0 pouco rendimento em favor de uma assisténcia centrada no sujeito, na sua histéria e em
suas particularidades. A falta de discursdes sélidas, em espagos democraticos, onde todos
tenham o direito a voz, intensifica a reprodugéo de praticas tradicionais que se configuram
em uma sobreposicéo de saberes.

Aampliacéo da clinica requer o envolvimento de atores que contribuam na efetividade
da cidadania dos sujeitos, com base em um novo modelo de assisténcia que atue na defesa
pela liberdade, ampliando possibilidades de intervir nos mais diversos complexos que

envolve a salde mental. Sendo assim, vejamos as seguintes consideragdes:

Dessa forma, pensar no cuidado em salde mental envolve pensar na
integralidade do sujeito, do ambiente e das relacdes, pois 0 cuidado € um
construto da cumplicidade de diversos atores apoiados em todos os contextos:
sociais, econémicos, familiares, bioldgicos, psicolégicos e culturais (PINTO;
JORGE et al, 2011, p. 501).

A Clinica Ampliada supera praticas tradicionais e possibilita uma reabilitagdo
psicossocial, na qual através da redefinicdo do objeto de trabalho é possivel ressignificar o
tratamento do sujeito acometido de sofrimento psiquico. Deste modo, apesar dos desafios
postos no cotidiano dos CAPS, é necessario um constante envolvimento dos profissionais
para enfatizar uma assisténcia individual/grupal/familiar que apresente resultados positivos
frente a agdes terapéuticas compartilhadas.

Para finalizar o processo de apreciacbes e discursbes dos dados, buscou-se
examinar quais sdo as praticas desenvolvidas nos CAPS que deveriam ser modificadas
para fins de alcangar a ampliagéo da clinica. Temos as seguintes colocacgdes,

Agendamentos fixos da Psicologia que disponibiliza pouco espago na agenda
para as urgéncias subjetivas; e rigidez de dispor destas vagas mesmo quando
solicitado pelo Servigo Social. (Respondente A)

O ponto importante seria corresponsabilizar, de fato o usuario e seus familiares
perante os cuidados de saude, que vdo bem além da assisténcia no CAPS.
(Respondente E).

Grupos terapéuticos, aumentar a quantidade. (Respondente C).
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Nota-se que as falas ndo se comunicam entre se, a primeira interlocu¢do demonstra
a falta de conexéo entre ambas as especialidades. Isso mostra lacunas entre a equipe.
Em decorréncia de ser apontado um atendimento imediato, muitas vezes desencadeado
por uma situacdo de crise, na qual o tempo é uma condicdo necessaria para realizar o
acolhimento humanizado, esse procedimento é de extrema importancia para o usuario de
saude mental.

Sobre os apontamentos que a segunda fala traz, estes sdo eminentemente
importantes para a ampliagdo da clinica, uma vez os familiares e usuérios desenvolvem
um papel fundamental na formulacdo do PTS. Sao propostas concretas que traduz na
pratica os pressupostos da Reforma Psiquiatrica, elencando um novo modelo que partilha
de atores sociais para efetivar uma Atengéo Psicossocial ampla e integral.

Sobre a ultima interlocugéo, o entrevistado evidenciou a importancia de aumentar os
grupos terapéuticos. As oficinas terapéuticas sdo desenvolvidas no CAPS, séo realizadas
as mais variadas atividades em grupo e os participantes escolhe evidenciando seu
interesse de acordo com as suas particularidades. Sdo monitoradas por profissionais, e tem
por finalidade a integragé@o social dos usuéarios e familiares, gerar autonomia, bem-estar e
credibilidade nas suas capacidades de produgédo (BRASIL, 2004).

Ainda parafomentar adiscursdo arespeito das a¢des que necessitam de modificacdes
nos CAPS para fins de ampliar a clinica, é possivel sinalizar nas falas reescritas abaixo,

Realizagao de reunides semanais, participagdo da equipe na constru¢cédo dos
PTS e nos processos de alta. (Respondente G)

A insuficiéncia dos encontros/reunides para estudo de caso, discutir o servico.
(Respondente B)

Para construir uma Clinica Ampliada nos CAPS, é preciso considerar a necessidade
de realizar constantemente reunibes entre a equipe. Os entrevistados abordam essa
informacédo claramente, evidenciando a dicotomia entre pratica e teoria. Com isso,
a pesquisa mostra que apesar da Reforma Psiquiatrica ser um movimento politico, em
constante movimento, que busca mudancgas para superar um modelo tradicional e suas
praticas, ainda é possivel conviver nos CAPS, com uma realidade que apresenta entraves
na hora de tecer o cuidado a pessoa com sofrimento psiquico.

O PTS por ser um recurso da Clinica Ampliada, visa o apoio mituo entre a equipe
técnica, ampliando o objeto de trabalho, considerando que a saude mental estar associada
a varios condicionantes. Devido a isto, necessita de um cuidado que ampare toda essa
gama de necessidades para uma melhor qualidade de vida, preservando a cidadania dos
individuos. Desta forma, Licia Rosa expde que “o sujeito acometido pelo transtorno mental
& recomposto em sua totalidade relacional com o corpo social. E percebido integralmente,
como um ser que tem existéncia global e complexa [...]” (2008, p. 66).
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41 CONSIDERAGOES FINAIS

Os achados evidenciados neste trabalho permitiu afirmar que existe ainda no
cotidiano dos CAPS uma dimensé&o sociocultural que expressa o protagonismo da clinica
voltada para o atendimento médico. Ou dito de outra forma, o0 modelo de clinica tradicional
ainda encontra espaco nos servigos substitutivos, apesar da oferta de especialidades, o
sofrimento psiquico ainda é arraigado no imaginario das pessoas como algo exclusivo
patologico.

Outro elemento que ficou bastante evidente na pesquisa foi a pratica do trabalho
calcado na multidisciplinaridade. Tal referéncia, ndo impossibilita o desenvolvimento de
acoOes voltadas ao publico alvo do CAPS. No entanto, a falta de um trabalho de cunho
mais interdisciplinar, acaba por sobrecarregar determinadas especialidades que atuam no
interior do servigo, em detrimento de acbes mais coletivas que valorizem o desenvolvimento
e a autonomia dos usuarios e familiares. A manutencdo de aspectos conservadores e
tradicionais que imperam nas praticas dos profissionais da area de saude, contribui para
manter-se cada um em seu espaco de especialidade, sem avancgar sob a perspectiva
reformista.

Outro fator que desfavorece a ampliagdo da clinica no CAPS e evidencia possiveis
hierarquias estar relacionado com a falta de organizagdo multidisciplinar dentro da propria
equipe, isso inibe agdes interdisciplinares, e provoca significados que interpretados indicam
o distanciamento das relagdes, associado aos conflitos e comportamentos disruptivos no
trabalho.

Nesse sentido, podemos considerar como foi apontado pelos entrevistados, a
construgéo e reconstrugcdo do PST ndo acontecer sob a 6tica de discursdes coletivas entre
a equipe. Também observamos sobre diferencas salariais, 0 que impulsiona a equipe o
favorecimento a fragmentacéo da carga horaria. Com isso, evidenciamos mais um fator
agravante que desfavorece a construgcdo de uma agenda para discutir os casos em sua
totalidade.

Podemos contemplar através dos desafios expressos na pesquisa, que apesar da
Reforma Psiquiatrica impulsionar mudancas significativas na hora de tecer o cuidado, as
praticas em salude mental ainda sinalizam a necessidade de ajustes para fomentar uma
ampliacéo da clinica a integralidade. Porém, o CAPS | de Santa Luzia apesar dos percalcos
existentes no cotidiano do servico, mesmo assim, consegue realizar um atendimento de
base comunitéria, a luz de ideais que cogitam enaltecer o sujeito e sua singularidade.
Deste modo, os usuarios tem a oportunidade de tracar novos capitulos de uma historia
que evidencie uma qualidade de vida, associada a uma assisténcia que entrelace as mais
diversas variaveis dos complexos sociais.
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RESUMEN: En este estudio se determin6 la
madurez sexual de 127 peces ledn de la especie
Pterois volitans (Linnaeus, 1758) capturados
en el Parque Nacional Sistema Arrecifal
Veracruzano (PNSAV) en México, para esto se
tomaron los datos biométricos (longitud total,
longitud patrén y peso) y se realizd6 un andlisis
histolégico de las gbnadas de cada ejemplar,
para determinar sexo y fase de madurez. Se
observaron dos de las fases de madurez, se logré
diferenciar entre organismos juveniles y adultos;
hembras y machos. Los resultados obtenidos
fueron 56 hembras de éstas 33 se encontraron
en la fase lll y 23 en la fase IV de madurez
sexual y 71 machos de éstos 35 se encontraron
en la fase lll y 36 en la fase IV. Todos los peces
capturados ya eran maduros sexualmente con
tallas de 10.2 cm a 40.5 cm. Se analiz6 su dieta
en tres intervalos de tallas, esto mostr6 que los
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MEXICO

crustaceos conforman el 20% de su dieta y este
porcentaje disminuye con el crecimiento del pez
con 14% para 20-29.9cm y 2% para 30-40.5cm,
en otras palabras, su dieta cambia a medida que
crece pasando de consumir peces y crustaceos
a ser enteramente piscivoro. A partir de los
indices de importancia relativa y coeficiente de
alimentacion, se determin6é que Lucania parva 'y
Apogon sp. son las principales presas de las que
se alimenta.

PALABRAS CLAVE: Pterois volitans, Pez lebn,
PNSAV, Madurez sexual.

SEXUAL MATURITY AND TROPHIC
SPECTRUM OF Pterois volitans (Linnaeus,
1758) IN THE SISTEMA ARRECIFAL
VERACRUZANO NATIONAL PARK,
MEXICO

ABSTRACT: In this study, was determined the
sexual maturity of 127 lionfish of the species
Pterois volitans (Linnaeus, 1758) captured in
the Sistema Arrecifal Veracruzano National
Park (PNSAV), to this end biometric data were
taken (total length, standard length and weight),
performing histological analysis of the gonads of
each specimen, to determine sex and maturity
stage. Two stages of maturity were observed,
differentiating between juvenile and adult
organisms: males and females. The observations
resulted in 56 females, 33 of them at stage Ill and
23 at stage IV of sexual maturity and 71 males,
35 of them at the stage Ill and 36 at stage IV.
All fish caught were sexually mature with sizes
between 10.2 cm and 40.5 cm. The diet was
analyzed for three size intervals, showing that
crustaceans constitute the 20% of their diet and
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this number decreases when the fish grows, 14% to 20-29.9cm and 2% to 30-40.5cm, in
other words, their diet changes as it grows, going from eating other fish and crustacean to
become a specialized fish-eater. The relative importance and feed coefficient were calculated
concluding that Lucania parva and Apogon sp. are the main prey on which it feeds.
KEYWORDS: Pterois volitans, Lionfish, PNSAV, Sexual maturity.

11 INTRODUCCION

El establecimiento de Pterois volitans en las costas del Golfo de México representa
una grave amenaza para las especies de peces, crustaceos, y en general para el equilibrio
del ecosistema marino, por sus caracteristicas bioldgicas, como su capacidad de desovar
hasta cada 2-3 dias durante todo el afio (Gardner et al., 2015) y una fecundidad anual media
de dos millones de huevecillos, un estado larval con duracion de veinticinco a cuarenta
dias, que permanece en el zooplancton y se dispersa por medio de las corrientes marinas
(Morris y Whitfield, 2009). Puede encontrarse en lagunas costeras, manglares, arrecifes de
coral y cerca del fondo marino hasta los doscientos metros de profundidad (Ruiz-Carus et
al., 2006). En su distribucién natural la talla maxima reportada es de treinta centimetros,
a diferencia del mar Caribe donde ya se reportan tallas de treinta y nueve centimetros
(Edwards et al., 2014), ademas al ser beneficiado por la falta de depredadores naturales
que puedan controlar sus poblaciones en el océano Atlantico, este puede alimentarse con
total libertad en las costas y arrecifes veracruzanos.

21 DESCRIPCION DEL METODO

Toma de muestras

Los peces fueron capturados con arpon en las partes sur del Parque Nacional
Sistema Arrecifal Veracruzano (PNSAV) por pescadores artesanales de Anton Lizardo,
Veracruz (Fig. 1). Las medidas biométricas que se tomaron en cada pez fueron: Longitud
total (LT) en centimetros, Longitud patron (LP) en centimetros y Peso (W) en gramos,
para esto se utilizé un ictibmetro y una balanza digital de 20 g a 4 kg, respectivamente.
Al finalizar la toma de datos, los peces fueron disectados longitudinalmente, desde el ano
hasta la base de las aletas pectorales para localizar y extraer las gbnadas.
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Figura 1. Ubicacién del &rea de estudio y poligono correspondiente al area del Parque Nacional
Sistema Arrecifal Veracruzano (PNSAV), México. (mapa realizado por Emmanuel Velasco Villalobos,
2020).

Determinacion de Sexo y Madurez Sexual

Se analiz6 la génada por individuo, tomando datos de tamafio, color e histologia
de las células. Para analizar la histologia de las células gonéadicas se tomé una pequefia
porcién de tejido gonéadico, colocandolo entre un portaobjetos y cubreobjetos con solucion
salina, entonces se comprime entre ambos objetos para lograr una extension y disociacion
de las células gonadales (ovocitos y espermatocitos) para su observacion bajo el
microscopio optico a 10X y 40X con el fin de determinar el estado de desarrollo entre juvenil
y adulto (Nikolski, 1963; Holden y Raitt, 1975); entre hembras y machos. Simultaneamente
se efectud un registro fotografico de cada preparacion, para su posterior comparacién con
las fases propuestas por Holden y Raitt (1975) y poder determinar el estado de madurez
gonadica.

Estructura de la dieta

En la separacion y analisis de las estructuras duras de las presas, se empled un
microscopio estereoscopico y para las partes blandas se utilizd el microscopio 6ptico.
Ademaés, todas las presas (organismos completos o estructuras duras) se pesaron en una
bascula analitica, contaron, y fotografiaron. Las presas se identificaron morfolégicamente,
dependiendo del estado de digestibn en el que se encontraban estas, el cual fue
categorizado con base en lo propuesto por Stillwell y Kohler (1982). Para la identificacion
de los peces, se observo la morfologia externa (piel, espinas, aletas y radios); con ayuda de
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guias de identificacion de peces 6seos del estado de Veracruz de Bedia y Franco (2008).
Los crustaceos fueron identificados por medio de sus exoesqueletos utilizando las claves
de Lawrence y Won (1986) y Tavares (2002).

Trabajo de gabinete

Para el andlisis de los datos obtenidos se realizé una matriz de datos con los siguientes
datos: fecha, nombre comun, nombre cientifico, longitud total (LT) (cm), longitud patrén (LP)
(cm), Peso (W) (g), sexo, peso estobmago lleno/vacio, tipo de contenido estomacal. Con la
finalidad de analizar la composicién cuantitativa de las presas presentes en su dieta se
aplicaron los siguientes indices: Frecuencia de Ocurrencia (%FO), Porcentaje Numérico
(%N) y Gravimétrico (%P) (Hyslop, 1980), incorporados en el indice de Importancia
Relativa (Pinkas et al., 1971), ademéas del coeficiente de alimentacién (Q) para categorizar
las presas como principales, secundarias u ocasionales (Hureau, 1970).

El porcentaje de Frecuencia de Ocurrencia (%FO), muestra la frecuencia de cada
presa en el nimero total de estbmagos, y se expresa como el porcentaje del total de los
estdbmagos analizados (Hyslop, 1980), mediante la férmula: %FO = N/ NE * 100, Donde:
N = ndmero de estdbmagos en el cual aparecié un tipo de presa, NE = nimero total de
estbmagos.

Con el Porcentaje numérico (%PN), se registra el nUmero de presas de cada especie,
expresado como el porcentaje del nimero total de presas presentes en todos los estbmagos
(Hyslop, 1980). Las presas que se encontraron en un estado de digestiébn avanzado se
registraron con base a sus restos. Para peces se tomaron en cuenta, el niumero pareado
de ojos y otolitos; para los crustaceos el nimero pareado de ojos y quelas (Talent, 1976).
La férmula empleada es la siguiente: %N = n /NT * 100 Donde: n = nimero total de cada
presa, NT = nimero total de presas de todas las especies.

Se aplicd el Porcentaje Gravimétrico (%P), para conocer la importancia en peso
de las presas. El peso total de una presa se expresa como porcentaje del peso total del
contenido de todos los estbmagos (Hyslop, 1980). La férmula es la siguiente: % P = P/ PT
* 100 Donde: P = peso (en gramos) de cada presa determinada, PT= peso total de todas
las especies presas.

El indice de Importancia Relativa (lIR), conformado por los resultados de los indices
anteriores permite describir la importancia de cada una de las presas en la dieta de cada pez
ledn, porque incorpora biomasa, cantidad y aparicién de cada presa (Pinkas et al., 1971),
se calculara por la siguiente formula: IIR= (%N + %P) * %FO Donde: % N = porcentaje del
numero, % P = porcentaje del peso o gravimétrico, % FO = porcentaje de frecuencia de
ocurrencia.

Coeficiente de alimentacién para diferenciar entre presas principales, secundarias
y ocacionales: Q = % N * % W Donde: %N = porcentual numérico, %W = porcentual
gravimétrico. El resultado se interpreta como: Si Q > 200 = Presas principales, 20 < Q <
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200 = Presas secundarias, Si Q < 20 = Presas ocasionales.

31 RESULTADOS

De 127 peces ledn analizados, se determiné que 56 de ellos fueron hembras y 71
machos (Fig. 2). En cuanto a la madurez sexual de los peces hembra: 33 se encontraron
en la fase lll 'y 23 en la fase IV de madurez. La madurez sexual de los peces macho: 35 se
encontraron en la fase Il y 36 en la fase IV (Tabla 1). No se encontraron peces en las fases
I'y Il (Fig. 3). Se determin6 que la totalidad de los peces ledn capturados ya eran maduros
sexualmente.

Las hembras tuvieron una LT minima de 11.5 cm con un W de 23 g. y una LT méxima
de 38.5 cm con un W de 1025 g. Los Machos tuvieron una LT minima de 10.2 cm con un W
de 20 g y una LT méaxima de 40.5 cm con un W de 1050 g (Fig. 4).

Figura 2. Numero de hembras y machos del pez le6n P. volitans analizados procedentes del PNSAV,
México.
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Fase Sexo Goénada completa Estructura celular de Estructura celular de
gonadas (Fotos). gonadas (Esquemas).
1l Hembra
1l Macho
[\ Hembra
\" Macho
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(Nikolski 1963; Holden y Raitt, 1975).

Tabla 1. Determinacion del sexo y fases de madurez gonadico por individuo del pez le6n P. volitans

Gapituo 1 KNS



Figura 3. Fases de madurez gonadica del pez ledn P. volitans procedente del PNSAV, México.

Figura 4. Longitud Total (cm) de hembras y machos del pez ledn P. volitans procedente del PNSAV,
México.

Para conocer cual grupo alimenticio predomina en su dieta, las presas que se
extrajeron de los estbmagos se organizaron con relacion al grupo taxonémico al que
pertenecen y se calculd el porcentaje de cada uno. En el caso de este estudio solo se
encontraron presas pertenecientes a peces y crustaceos. Los estbmagos de las hembras de
Pterois volitans tuvieron a los peces como el 82% del contenido y solo el 18% corresponde
a crustaceos (Fig. 5a), de forma similar los machos tienen predominantemente a los peces
como parte de su dieta con 92% y a los crustaceos con un porcentaje del 8% (Fig. 5b), lo
cual es aun menor que en las hembras. Lo que a grandes rasgos indica una preferencia por
parte de esta especie a los peces como principal fuente de alimento.
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Figura 5. Porcentaje de los grupos de presas, que componen la dieta de a) Hembras y b) Macho de la
especie Pterois volitans en el PNSAV, México.

El andlisis de la dieta por intervalos de tallas para conocer sus preferencias de
alimento a medida que crecen los peces, se apreci6é que el intervalo menor de 10-19.9 cm,
los crustaceos conforman el 20% de su dieta, este porcentaje disminuye con el crecimiento
del pez con 14% para 20-29.9 cm y 2% para 30-40.5 cm (Fig. 6). Este cambio en la dieta
a medida que el pez crece puede indicar un cambio en los nutrimentos que necesita y una
diferencia en las zonas de caza entre cada intervalo de tallas.

Figura 6. Porcentaje de los grupos de presas que se encontraron en tres intervalos de talla para la
especie Pterois volitans en el PNSAV, México.

El andlisis estomacal de P. volitans evidencid la composicion del régimen alimenticio,
con organismos bentonicos y arrecifales, todos de origen animal. La identificacion
taxondémica de las presas registr6 20 especies pertenecientes a dos Phyla: Arthropoda,
Subphylum Crustacea y Chordata. Dentro del Subphylum Crustacea se identificaron tres
familias: Portunidae con una especie Cronius tumidulus, Palaemonidae con una especie
Palaemon northropi y Rhynchocinetidae con una especie Rhynchocinetes rigens.

Para el Phylum Chordata se identificaron trece familias: Apogonidae con dos especies
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Apogon sp. y Phaeoptyx pigmentaria; Gobiidae con dos especies Bathygobius soporatory
Coryphopterus sp.; Centropomidae con una especie Centropomus sp.; Gerreidae con dos
especies Diapterus sp.y Eugerres plumieri; Chaenopsidae con una especie Emblemariopsis
sp.; Labrisomidae con una especie Gobioclinus sp.; Grammatidae con una especie
Gramma loreto; Blenniidae con dos especies Ophioblennius atlanticus y Parablennius
marmoreous; Chlorophthalmidae con una especie Chlorophthalmus sp.; Fundulidae con
una especie Lucania parva; Mugilidae con una especie Mugil sp.; Holocentridae con una
especie Myripristis jacobus; y un miembro de la familia Tetraodontidae cuyo genero no pudo
ser identificado.

El'lIR indicd que las presas con mayor importancia en la dieta del pez le6n presente
en el PNSAV son los peces Lucania parva, Apogon sp., Diapterus sp. y Eugerres plumieri
(Fig. 7). Los crustaceos encontrados no resultaron tener un alto indice de importancia, pero
de las tres especies registradas Palaemon northropi y Rhynchocinetes rigens son las de
mayor importancia.

Figura 7. El indice de importancia relativa (lIR) de las presas encontradas en P.volitans en el PNSAV,
México.

Con la aplicacién del coeficiente de alimentacion se categorizé las presas del pez
ledbn en tres niveles: Principales (Rojo), Secundarias (Amarillo) y Ocasionales (Verde). El
resultado es que Lucania parva'y Apogon sp., son presas principales. Eguerres plumieri
y Diapterus sp., son presas secundarias, todas las otras presas encontradas entran en la
categoria de ocasionales (Fig. 8).
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Figura 8. El coeficiente de alimentacion (Q) de cada presa registrada muestra que Lucania parva'y
Apogon sp. son las principales presas del pez le6n en el PNSAV, México.

41 CONCLUSION

De los 127 ejemplares de P. volitans utilizados en este proyecto, el 100% resultaron
maduros sexualmente de acuerdo con el analisis de las génadas. Se determinaron 56
hembras y 71 machos de pez ledn con LT desde los 10.2 cm hasta los 40.5 cm. La especie
invasora P. volitans en el Golfo de México dentro del PNSAV es un pez con caracteristicas
biolégicas que le facilitan colonizar sitios ricos en diversidad como lo es este. El andlisis
gonadico mostré que el pez leén sin distincion de sexos alcanza la madurez gonéadica a los
10.2cmen el PNSAV, siendo la talla de madurez menor comparada con otros sitios del Golfo
de México (Morris, 2009) y Mar Caribe (Gardner et al. 2015; Sabido-ltza et al. 2016). Esto
le permite una mayor dispersién en menor tiempo y en el acaparamiento de los recursos
que el ecosistema provee como: alimento, refugio y territorio lo que podria traer como
consecuencia la perturbacién de la red tréfica del sistema y desequilibrio del ecosistema.
Respecto a su dieta, se registraron 16 familias de las cuales las mas representativas que
forman parte de la dieta del pez ledn en el PNSAV son: Apogonidae, Blenniidae, Fundulidae,
Gerreidae, Gobiidae. Se identificaron 20 especies que son depredadas por P.volitans, 1o que
las convierte en las mas afectadas por esta invasion bioldgica, estas incluyen los peces:
Apogon sp., Bathygobius soporator, Centropomus sp, Chlorophthalmus sp, Coryphopterus
sp, Diapterus sp., Emblemariopsis sp, Eugerres plumieri, Gobioclinus sp., Gramma loreto,
Lucania parva, Mugil sp., Myripristis jacobus, Ophioblennius atlanticus, Parablennius
marmoreous, Phaeoptyx pigmentaria, Tetraodontidae y crustaceos decapodos: Palaemon
northropi, Rhynchocinetes rigens, Cronius tumidulus. Al analizar estos resultados se
aprecié que, si bien hembras y machos de P. volitans consumen principalmente peces y
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crustaceos y que el consumo de estos Ultimos disminuye a medida que crecen, su dieta
difiere respecto a las especies capturadas, lo que indica que prefieren usar areas distintas
de caza. También se determin6 que el pez ledn asentado en el PNSAYV tiene el tipo de dieta
especialista, basada en las especies Lucania parvay Apogon sp como presas principales.
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RESUMO: Introducdo: A Dislexia & um
disturbio que afeta o aspecto da aprendizagem,
principalmentealeituraeaescritaeadiscriminagao
dos sons e que requer tratamento ao longo da
infancia. O Potencial Evocado Auditivo de Longa
Laténcia € um dos métodos mais utilizados para
a pesquisa clinica de aspectos que incluem o
processamento de informagdes linguisticas. O
PEALL fornece uma resposta eletrofisiolégica
relevantes na avaliagdo audiolégica, por
oferecer dados objetivos e quantitativos quanto
a funcionalidade das estruturas auditivas
centrais Uteis no monitoramento de eficacia da
intervengao terapéutica. Objetivo: comparar as
medidas eletrofisiologicas pré e pos-intervengéo
fonoaudiolégica de escolares com diagnostico de
dislexia. Método: Participaram do estudo quinze
escolares disléxicos com idade inicial de 7 anos e
11 meses. O potencial evocado auditivo de longa
laténcia foi pesquisado em duas varreduras,
com estimulo tone burst variando em frequéncia
e duracdo entre os estimulos frequente e
infrequente apresentados aleatoriamente, num
paradigma oddball. Procedimento realizado
antes a apo6s a intervengdo fonoaudiologica.
Na intervencdo foi realizado treinamento das
habilidades fonologicas e metalinguisticas de
consciéncia de palavras, de silabas, de fonemas,
de rima e aliteracdo durante quatro meses.
Resultados: Houve diferenca estatisticamente
significante para diminuicdo das laténcias e
amplitudes dos componentes P1, N1, P2 e N2
apos a intervencao fonoaudiologica. Conclusao:
Aintervencéo fonoaudiolégica utilizada no estudo
provocou diminui¢éo nas laténcias e amplitudes
do PEALL, que se mostrou um instrumento eficaz
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na avaliacdo pré e pos-intervengéao.
PALAVRAS-CHAVE: Dislexia; Intervengao; Eletrofisiologia; Potencial evocado auditivo de
Longa Laténcia.

LONG LATENCY AUDITORY EVOKED POTENTIAL: MONITORING THE
EFFECTIVENESS OF SPEECH THERAPY INTERVENTION IN STUDENTS WITH
DYSLEXIA

ABSTRACT: Introduction: Dyslexia is a disorder that affects the aspect of learning, especially
reading and writing and sound discrimination, and that requires treatment throughout
childhood. The Long Latency Auditory Evoked Potential is one of the most used methods for
the clinical research of aspects that include the processing of linguistic information. LLAEP
provides an electrophysiological response relevant to audiological assessment, as it delivers
objective and quantitative data regarding the functionality of central auditory structures
useful in monitoring the effectiveness of therapeutic intervention. Objective: to compare the
electrophysiological measurements before and after speech therapy intervention in students
diagnosed with dyslexia. Method: Fifteen dyslexic schoolchildren with an initial age of 7 years
and 11 months participated in the study. The long latency auditory evoked potential was
investigated in two scans, with tone burst stimuli varying in frequency and duration between
frequent and infrequent stimuli presented randomly, in an oddball paradigm. Procedure
performed before and after speech therapy intervention. In the intervention, training in
phonological and metalinguistic skills of awareness of words, syllables, phonemes, rhyme
and alliteration was carried out for four months. Results: There was a statistically significant
difference for decreased latencies and amplitudes of components P1, N1, P2 and N2 after
the speech therapy intervention. Conclusion: The speech therapy intervention used in the
study caused a decrease in LLAEP latencies and amplitudes, which proved to be an effective
instrument in the pre- and post-intervention assessment.

KEYWORDS: Dyslexia; Intervention; Electrophysiology; Long Latency Auditory Evoked
Potential.

INTRODUCAO

O reconhecimento auditivo de estimulos sonoros estd diretamente ligado aos
processos de percepg¢do e cogni¢do do individuo. A percepgéo e o processamento dos
sons exercem papel preditor na aquisi¢céo na leitura e da escrita. Para que estes processos
ocorram adequadamente € necessario que haja a decodificagdo e a codificagdo dos
estimulos auditivos, desta forma, escolares que apresentam dificuldade em processar
tais estimulos tém grande probabilidade de apresentarem dificuldades de aprendizagem
(ASHA, 2005).

Entre os disturbios que afetam o aspecto da aprendizagem tem-se a dislexia, onde
sdo afetados diferentes aspectos, principalmente, a leitura e a escrita e também, outro
aspecto de suma importancia, a discriminagédo dos sons.

Individuos com dislexia apresentam um déficit em decorréncia de uma caréncia
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no processamento dos sons de fala e por isso tém dificuldades quanto a discriminacéo,
memodria e percepcdo auditiva, aspectos diretamente ligados ao processamento auditivo
(DALLY, 2006; KUJALA et al., 2006; OLIVARES-GARCIA., COLS., 2005).

Dentre os disturbios de aprendizagem encontram-se os transtornos do
neurodesenvolvimento, que segundo a DSM-V s&o caracterizados por alteragbes que se
exteriorizam na época do desenvolvimento, ou seja, antes da fase escolar, onde apresentam
prejuizos nos aspectos social, pessoal, escolar e profissional.

A dislexia estd entre estes transtornos, e é considerado um transtorno de
aprendizagem, onde o desempenho escolar esta abaixo do esperado para a idade
cronolégica, do individuo. A principal dificuldade do disléxico € no componente fonoldgico,
que por sua vez € responsavel pelo acionamento das estruturas sonoras das palavras
(DSM-V 2014). Além disso, é possivel que o déficit fonolégico, possa ocorrer devido as
modificagcdes do processamento auditivo, visto que a crianga apresenta alteracées quando
necessario a discriminagdo de sons, ocasionando nas modificagcbes do processamento
temporal (ALVARENGA et al, 2013).

Estudos recentes como CARDOSO, CAPELLINI (2009); CAPELLINI et al,
(2010) evidenciaram a eficacia de programas de intervencao fonoaudiologica, a fim de
favorecer o desenvolvimento da leitura de criancas diagnosticadas com dislexia. Desta
forma os programas de intervengdo visam elaborar estratégias a fim de potencializar o
desenvolvimento da habilidade de leitura, deste modo auxiliando a crianga na associagao
do som com a escrita (ALVARENGA et al, 2013).

Um dos métodos mais utilizados para estudar o sistema auditivo e seu funcionamento,
incluindo o aspecto do processamento de informagdes linguisticas € o Potencial Evocado
Auditivo de Longa Laténcia (PEALL). O PEALL faz o registro de atividades elétricas corticais
que ocorrem frente a estimulos aculsticos durante esse processamento. Esses potenciais
estdo diretamente ligados as fungdes corticais superiores como atengéo do cérebro ao som,
discriminagéo auditiva, memoéria imediata e tomadas de decisdo e raciocinio intrinsecos a
cognicao. Esse tipo de potencial cortical depende da ativagdo de areas neurais distintas,
talamo e cortex (KRAUS; McGEE, 1999; HALL, 2006).

O Potencial Evocado Auditivo de Longa Laténcia (PEALL) é uma modificagdo
eletrofisiolégica que ocorre no sistema auditivo periférico e central (regides do talamo e cortex
auditivo), decorrente de um estimulo elétrico. Ele tem por objetivo ponderar as mudancgas
da atividade neurofisiolégica do sistema nervoso, verificando assim a integridade da via
auditiva. O PEALL apresenta um seguimento de onda positiva-negativa-positiva (P1, N1,
P2, N2 e P3) superior e inferior de modo respectivo (REIS; FRIZZO; 2012). Ele é indicado
para pacientes com alteragbes no processamento auditivo, disturbios de aprendizagem,
atencdo e memoria, assim destaca-se a avaliagéo eletrofisioldgica para o monitoramento
das intervencdes.

Desta forma o PEALL, de acordo com SOARES et al, (2011) é um importante
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instrumento de avaliacdo do sujeito com dislexia, onde ele auxilia no encaminhamento
terapéutico, e ainda disponibiliza um maior detalhamento das altera¢gdes neuroldgicas
existentes.

A avaliacdo pré e poés-intervencéo utilizando medidas eletrofisioldégicas é de suma
importancia, pois foi constatado na literatura progresso apds a intervengao fonoaudioldgica
nas criangcas com dislexia (Katia Alvarenga et al, 2013).

Apesar do grande nimero de estudos na literatura de &mbito nacional e internacional,
correlacionando processamento auditivo e dislexia, ha poucos estudos no que se refere ao
monitoramento terapéutico empregando os PEALL, o que demonstra a importancia deste

instrumento para a medida da eficacia terapéutica.

OBJETIVO

Comparar as medidas eletrofisiologicas pré e pOs-intervencao fonoaudioldégica em

individuos com dislexia.

METODO

O presente estudo foi aprovado em 08/10/2015 pelo Comité de Etica da Faculdade
de Filosofia e Ciéncias da Universidade Estadual Paulista FFC/UNESP/Marilia — SP,
49583615.4.0000.5406. Todos os responsaveis pelos sujeitos assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido antes do inicio das avaliagbes, e todos os sujeitos que
participaram da pesquisa assinaram termo de assentimento livre e esclarecido.

Participaram deste estudo, 15 escolares com diagnostico de dislexia de ambos
0s géneros com idade inicial de 7 anos e 11 meses. Todas passaram pelo processo de
avaliagéo e intervencao pela equipe interdisciplinar do Centro de Estudos da Educacéo e
Saude — CEES/UNESP — Marilia.

Os responsaveis dos escolares foram inicialmente submetidos a uma anamnese
para a coleta de dados relativos a queixas auditivas, presenca de fatores de risco para
deficiéncia auditiva, queixa de otite, entre outras alteragdes relacionadas a orelha externa e
orelha média. Em seguida, foi realizada a inspe¢do do meato acustico externo, verificando
as condigoes para realizagdo da avaliagdo audiolégica.

Estes escolares estavam regularmente matriculados em escola regular do municipio
de Marilia-SP e de Botucatu — SP e foram submetidos a avaliacdo fonoaudiol6gica e a
avaliacao interdisciplinar (neurologista, neuropsicolégica, psicopedagoga) e tiveram seu
diagnostico determinado em fungéo de suas habilidades de leitura no Centro de Estudos
da Educacédo e Saude — CEES/FFC/UNESP-Marilia-SP no Laboratério de Investigacéo
dos Desvios da Aprendizagem — LIDA/FFC/UNESP e no Ambulatério de Neurologia Infantil
— Desvios da Aprendizagem do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina — FM/
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UNESP - Botucatu — SP.

Para a realizagdo do PEALL os sujeitos foram acomodados em sala acusticamente
tratada e temperatura controlada em 24°C, posicionados em uma poltrona reclinavel e
orientados a permanecerem em estado de alerta e identificar o estimulo raro (2000Hz).
O equipamento utilizado foi o Biologic Navigator Pro e registrado mediante a utilizagdo de
cinco eletrodos descartaveis posicionados em Fz e Cz em referéncia ao I6bulo direito (A2)
e esquerdo (A1), utilizando-se os 2 canais de registro do equipamento, o eletrodo terra foi
posicionado em Fpz. A impedancia foi mantida em um nivel inferior a 5 k ohms.

O P300 foi pesquisado em duas varreduras, o estimulo acustico tone burst a
70dB NA, diferindo quanto a frequéncia (1000Hz- estimulo frequente e 2000Hz- estimulo
raro), e diferindo quanto a duracéo (1000Hz -estimulo frequente e 1000Hz -estimulo raro)
apresentados aleatoriamente, num paradigma oddball, numa velocidade de 1.1 estimulos
por segundo, com uma probabilidade de ocorréncia do estimulo raro de 20% do total de
200 estimulos e de platé 60.00 (ms) no raro e no frequente o platé de 30.00 (ms), com
elevagédo 10.00 (ms). O tempo de andlise das ondas foi de 500ms, com filtro de 0,5 a 30
Hz e sensibilidade de 50.000 uV e polaridade alternada. A apresentagdo dos estimulos
foi randomizada em relagéo a orelha estimulada, alternando-as a fim de evitar viés nos
resultados.

A identificacdo das ondas dos PEA seguiu critérios estabelecidos na literatura
(JUNQUEIRA; COLAFEMINA, 2002, adaptado), que inclui a visualizagdo de picos de ondas
com polaridades alternadas (negativa-positiva), considerando a replicagdo dos tracados.
Na pesquisa do PEALL, foram analisadas as laténcias e amplitudes das ondas P1, N1, P2,
N2 e P3 (POLICH; JOHN, 2007).

A intervenca@o fonoaudioldgica foi realizada num periodo de quatro meses, em
sessdes de 50 minutos, duas vezes por semana e foram utilizados os seguintes programas:
Programa de Remediagéo Fonol6gica Associado ao Treino de Leitura, Manipulagéo Silabica,
Treino de Leitura, Programa de Intervengéo com as Dificuldades Ortograficas, Mapa mental
e Técnica da Janela de acordo com o protocolo de estimulagdo do pré-determinados pelo
Laboratério de Investigagéo dos Desvios da Aprendizagem — LIDA/FFC/UNESP.

O Potencial Evocado Auditivo de Longa Laténcia (P300) foi realizado antes do inicio
da intervencao fonoaudiologica e ap6s o término das sessodes.

Para a analise estatistica foi realizado a média, desvio padrao e Test T de medidas
repetidas para a comparacéo dos valores de laténcia e amplitude pré e pos-intervencéo.
O nivel de significancia adotado foi de 5% e os dados foram analisados no software SPSS
(verséo 24.0).

RESULTADOS

Foram avaliados 15 escolares com diagnéstico de dislexia, com idades entre sete
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e 10 anos.

ATabela 1 apresenta a distribuicdo da média e desvio padrao dos valores de laténcia

do complexo de ondas P1-N1-P2-N2-P3 aferidos a direita e esquerda quanto a estimulo

de frequéncia e duracédo dos escolares com dislexia avaliados antes e ap6s a intervengéo

fonoaudiolégica.

Laténcia
Pré Poés
Complexos Média DP Média DP P

oD P1 13386 23,61 11,35 2462 0,04*
Frequéncia OD N1 166,86 20,66 140,01 24,81 0,02*
oD P2 237,75 1,52 20005 42,17 0,24
oD N2 265,12 142 250,96 48,91 0,24
oD P3 350,91 3012 341,31 38,89 0,28
OE P1 123,97 2,89 100,43 26,03 0,03*
OE N1 156,24 142 132,39 29,30 0,02*
OE P2 267,01 36,85 227,66 6528 0,06*
OE N2 29113 5305 260,85 53,44 0,07*
OE P3 350,70 1,52 337,78 38,85 0,21
oD P1 13370 2440 127,66 26,77 0,30
OD N1 17565 21,56 162,12 2508 0,10
oD P2 25144 3397 24186 5247 0,31
Duragdo oD N2 277,05 3455 276,86 49,29 0,49
oD P3 35587 3644 347,00 3598 0,29
OE P1 11486 2852 12506 3526 0,23
OE N1 148,07 2709 15506 38,93 0,32
OE P2 20416 41,39 21812 64,80 0,40
OE N2 26326 3249 25872 56,75 0,41
OE P3 350,81 2075 330,13 41,76 0,04

Legenda: DP = desvio padrao; média; desvio padréo; valor de p* <0,05.

Tabela 1. Valores médios de laténcia pré e pos-intervengéo para os estimulos acusticos de frequéncia
e duragao.

Foi possivel observar diminuicdo da laténcia com diferenca estatisticamente

significante para os componentes P1 e N1 da orelha direita e para os componentes P1-N1-

P2-N2 orelha esquerda com estimulo de frequéncia. Ja para o estimulo de duragdo nao

houve diferenca estatisticamente significante.

A Tabela 2 apresenta a distribuicdo da média e desvio padrédo dos valores de

amplitude do complexo de ondas P1-N1-P2-N2-P3 aferidos & direita e esquerda quanto

a estimulo de frequéncia e duragéo dos escolares com dislexia avaliados antes e apés a
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intervencédo fonoaudiologica.

Amplitude
Pré Pés P
Complexos Média DP Média DP
OD P1 1,49 1,61 1,45 1,00 0,47
Frequéncia OD N1 3,16 2,94 3,42 1,52 0,40
OD P2 1,53 1,41 0,97 0,49 0,12
OD N2 2,81 2,82 2,52 1,50 0,38
OD P3 5,01 1,53 4,80 3,36 0,42
OE P1 1,33 1,01 1,50 0,94 0,35
OE N1 4,09 3,08 2,14 1,32 0,04
OE P2 1,52 1,29 2,58 2,18 0,10
OE N2 2,03 1,43 2,90 1,99 0,13
OE P3 5,05 2,55 5,30 2,45 0,41
OD P1 1,80 0,98 1,43 1,77 0,28
OD N1 2,45 1,04 2,10 1,35 0,26
B OD P2 2,76 1,58 1,33 1,30 0,02*
Duraggo OD N2 2,57 1,45 2,40 1,95 0,41
OD P3 3,54 2,43 2,63 1,91 0,18
OE P1 1,41 1,25 1,76 0,90 0,24
OE N1 3,14 2,32 2,61 1,81 0,29
OE P2 1,68 1,43 1,5 1,09 0,37
OE N2 3,18 2,74 2,02 1,24 0,11
OE P3 4,41 1,74 3,98 1,61 0,33

Legenda: DP = desvio padrdo; média; desvio padréo; valor de p* <0,05.

Tabela 2. Valores médios de amplitude pré e pos-intervengéo para os estimulos acusticos de frequéncia
e duragao.

Foi possivel observar diferenca estatisticamente significante para o componente
N1 da orelha esquerda para o estimulo de frequéncia e para os componentes P2 da orelha

direita para o estimulo de duragéo.

DISCUSSAO

O potencial evocado auditivo de longa laténcia (PEALL) é um teste eletrofisiolégico
que exige a discriminagéo auditiva consciente do estimulo raro ou infrequente na presenca
do estimulo frequente e demanda fung¢des cognitivas auditivas (DUARTE et al, 2009;
REIS & FRIZZO, 2013). A presenga do complexo de ondas P1-N1-P2 est4 relacionada
ao processamento dos aspectos fisicos do estimulo e diretamente dependente de
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suas caracteristicas. Ja o P3 caracteriza-se por denotar aspectos da fungédo cognitiva,
principalmente por pesquisar o nivel de atencdo empregado para a discriminacdo auditiva
e a discriminagéo propriamente dita (GUCAO, 2014).

Em criangas os valores do complexo N1- P1- N2 variam entre 60 a 300 ms pos-
estimulo, e 0 P3 deve estar entre 240 e 400 ms pos-estimulo (JUNQUEIRA & COLAFEMINA,
2002). Neste estudo, na avaliagéo pré-intervencéo foi observada laténcia alongada e a
amplitude diminuida das componentes de onda P1-N1-P2. Estudos comparativos realizados
em criangas com transtorno de aprendizagem e dislexia mostraram que os complexos
séo mais longos e deficitarios nos disléxicos (REGACONE et al, 2014; ROCA et al, 2013;
ROMERQO et al, 2013; SOARES et al 2011).

A dislexia tem sido descrita como um disturbio especifico de leitura neurobiolégico
que apresenta alteragcdes no lobo temporal. Tais alteragbes tém sido descritas na literatura
como responsaveis pelas dificuldades sensoriais auditivas e visuais dos disléxicos. Essas
alteracbes podem interferir e alterar o papel central do lobo temporal no processamento
auditivo (VIEIRA, 2007; SAUER et al, 2006; BARRETO, 2009) confirmado pelos achados
deste estudo.

De acordo com os resultados obtidos apés a intervengéo foi possivel observar
também a diminuicdo tanto das amplitudes como das laténcias do complexo de ondas
do PEALL pés-intervencdo, sendo um fator indicativo da eficacia terapéutica (ROCA et
al, 2013). Além disso, a diminuicdo da laténcia dos componentes de onda das mesmas
medidas mostra que o trabalho com as habilidades fonol6gicas induziu as mudangas no
sistema nervoso auditivo central, mudangas estas monitoradas pelas medidas destes
potenciais (ALVARENGA et al, 2013).

Assim, O PEALL é um instrumento mostrou-se um instrumento diagnéstico
valido para avaliacdo da evolugdo dos escolares e fornece informagbes que auxiliam no
direcionamento do processo de intervencgéo de criangcas com Dislexia.

CONCLUSAO

Aintervencéo fonoaudiolégica utilizada no estudo provocou diminui¢éo nas laténcias
e amplitudes do PEALL, que mostrou ser um apropriado instrumento de avaliagdo pré e
pbs-intervengdo no monitoramento da eficacia terapéutica.
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RESUMO: As microalgas tém sido o foco de
muitas pesquisas biotecnologicas devido a sua
rica composicdo, a quantidade de substancias
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que podem ser sintetizadas através desses
microrganismos e a imensa biodiversidade,
que pode ser aprimorada geneticamente. As
principais aplicacdes estdo ligadas a producéo
de alimentos funcionais, produtos naturais com
grande potencial nutricional e farmacéutico,
bem como na produgcdo de biocombustiveis,
como o biodiesel, por meio dos lipidios contidos
na biomassa. Desta forma, o presente estudo
busca analisar alguns fatores que influenciam
no processo de lise celular e extracédo, etapas
ligadas a recuperacdo do lipidio, através da
microalga pertencente a espécie Clorophyta, a
Scenedesmus sp., comparando dois métodos
de extracdo (Bligh & Dyer com ultrassom e
Soxhlet), dois sistemas de solventes (CEA —
Cloroférmio/etanol/agua e CMA — Clorof6rmio/
metanol/agua) e dois tipos de pré-tratamentos
(ultrassom e autoclave) para realizar a quebra da
célula. Foi observado que paraambos os sistemas
de solvente, o pré-tratamento com autoclave
foi mais eficiente, promovendo a remocgéo de
quase todo o lipidio contido na biomassa, com
porcentagens médias de 19,24% para o metanol
e 19,27% para o etanol, frente as porcentagens
de 10,78% e 17,31% respectivamente, com o
uso da ultrassom. O método de Bligh & Dyer
com ultrassom teve melhor desempenho com
um menor tempo de operagéo, além de ser uma
extracdo a frio, que ndo desencadeia processos
oxidativos nos lipidios. Quanto ao sistema de
solvente, o melhor resultado médio foi obtido
com o etanol, cuja a porcentagem total média
foi correspondente a 18,29%, frente a 15,36%,
porcentagem média total do metanol.

PALAVRAS-CHAVE: Microalga; extracao; lipidio.
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COMPARISON OF LIPID EXTRACTION METHODS FROM MICROALGA
Scenedesmus sp.

ABSTRACT: Microalgae have been the focus of much biotechnology research because
of their rich composition, the amount of substances that can be synthesized through these
microorganisms, and the immense biodiversity that can be genetically improved. The main
applications are linked to the production of functional foods, natural products with great
nutritional and pharmaceutical potential, as well as the production of biofuels, such as biodiesel,
through the lipids contained in biomass. Microalgae biofuel is a renewable energy source that
assists in mitigating carbon dioxide in the present atmosphere, as well as not competing
with food production in the world and replacing petroleum products. In that way, the present
study aims to analyze some factors that influence the cell disruption process and extraction,
stages linked to lipid recovery, through the microalga belonging to the species Clorophyta,
Scenedesmus sp., Comparing two methods of extraction (Bligh & Dyer with ultrasound and
Soxhlet), two solvent systems (CEA - Chloroform / ethanol / water and CMA - Chloroform /
methanol / water) and two types of pre - treatments (ultrasonic and autoclave) to perform the
cell break. It was observed that for both solvent systems, pretreatment with autoclave was
more efficient, promoting the removal of almost all the lipid contained in the biomass, with
average percentages of 19.24% for methanol and 19.27% for the ethanol, compared to the
percentages of 10.78% and 17.31%, respectively, with the use of ultrasound. The Bligh &
Dyer ultrasound method had better performance with a shorter operating time, besides being
a cold extraction, which does not trigger oxidative processes in the lipids. As for the solvent
system, the best average result was obtained with ethanol, whose average total percentage
corresponded to 18.29%, compared to 15.36%, mean total percentage of methanol.
KEYWORDS: Microalga; extraction; lipid.

11 INTRODUGAO

As algas compreendem um grupo variado de organismos fotossintéticos divididos
em duas categorias principais com base no tamanho e morfologia das células: microalgas
e macroalgas . As macroalgas, como as algas, sao feitas de células que formam estruturas
semelhantes a raizes, caules e folhas, ja as microalgas, em vez disso, sdo organismos
unicelulares e microscopicos (Patel et al., 2019).

Indiretamente as microalgas auxiliam a manter os niveis de oxigénio adequados a vida
dos seres vivos na atmosfera. Conforme escrito por Ramirez (2013), esses microrganismos
s&o capazes de fixar entre 1,65 a 1,83 quilogramas do CO, presente na atmosfera com
apenas 1 quilograma de biomassa seca. O que demonstra o grau de relevancia desses
microrganismos na sobrevivéncia do ser humano e do meio ambiente.

As microalgas apresentam grande potencial biotecnoldgico para a obtencédo de
produtos de alto valor agregado as indUstrias alimenticia, cosmética e farmacéutica, como
ingredientes alimenticios, ra¢gdes e aquicultura, antioxidantes e substancias bioativas,
inclusive para sua utilizagdo em processos de tratamento de efluentes, CO 2 captura,
producao de biodiesel, entre outros (Rodriguez-Torres et al., 2021).
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1.1 Microalga Scenedesmus sp.

A Scenedesmus sp. é uma espécie aquatica pertencente ao grupo das algas verdes
(Chlorophyta), da familia Scenedesmaceae. Séao algas de superficie que predominam em
rios e lagos de agua doce. Séo capazes de se desenvolverem em efluentes contaminados
ou com alto teor de minerais, essa espécie pode conferir a agua o odor e sabor de capim
(Ramirez, 2013).

Figura 1 - Scenedesmus sp, imagens digitais obtidas em microscopio 6ptico (aumento: 400x). A.
Colbnias com células fusiformes. B. Col6nias com células ovaladas.

Fonte: Sousa (2007).

De acordo com Andrade (2014) a Scenedesmus sp possui um teor de lipidios entre
19,6% e 21,1% em peso de biomassa seca.Pereira et al. (2012) afirma que as taxas de
acidos graxo podem chegar até 65% e segundo Ramirez (2013), a espécie Scenedesmus
sp. possui até 56% de proteinas e 52% de carboidratos.

1.2 Composicao quimica das microalgas

A composi¢do quimica das microalgas varia a depender da sua espécie e das
condigbes de cultivo para cada espécie; além de outros fatores. Basicamente quatro
componentes estdo presentes majoritariamente na biomassa microalgal, sendo estes as
proteinas, os lipidios, os pigmentos e os carboidratos (Andrade et al., 2014).

Varios séo os fatores que contribuem para a variagao nas composi¢des da parede
celular, como a fase de crescimento, as condi¢cées de cultivo e a presenca de fatores
de estresse. A estrutura da parede celular tem um efeito importante na eficiéncia de
rompimento e na liberacdo de biomoléculas intracelulares. No entanto, as paredes das
células microalgais sdo complexas, por isso, precisam de uma melhor investigacdo (Phong
et al.,, 2018).

As proteinas, compostos organicos de alto peso molecular, representam cerca de 50
a 80% da composicdo em peso da biomassa seca de microrganismos em geral e, de acordo
com Andrade et al. (2014), estudos com diversas espécies de microalgas demonstram um
percentual de 8 a 71 % de proteinas, o que justifica o seu uso como suplemento proteico.
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O teor de lipidios em termo de biomassa seca pode variar de uma espécie para outra,
atingindo valores de 5 a 77% e niveis lipidicos entre 20 e 50% s&o faceis de se obter
controlando a quantidade de nutrientes fornecidos (Zorn et al., 2017).

A clorofila fica localizada nos cloroplastos das células, juntamente com os
carotenoides. Os carotenoides sdo pigmentos que possuem afinidade com substancias
orgénicas e podem assumir cores variadas, como tons de amarelo, vermelho, marrom e
laranja. Usualmente cerca de 0,1 a 2,0% da biomassa das microalgas seca é composta de
carotenoides, sendo sua estrutura formada por 40 carbonos (Andrade et al., 2014).

Os carboidratos das microalgas s@o constituintes da parede celular e reserva de
polissacarideo. Conforme mencionado por Andrade et al. (2014), aproximadamente 5 a
20% da composig&o na microalga seca é composta por carboidratos totais. De acordo com
Ramirez (2013) espécies Scenedesmus, Chlamydomonas, Chlorella, Dunaliella e Spirulina

possuem as maiores porcentagens de carboidratos, especialmente amido.

1.3 Fatores e condicoes fundamentais para o crescimento das Microalgas

Para um bom cultivo e produtividade da microalga é necesséario entender a
composicdo das células e otimizar os processos através do controle das condi¢des a
quais a microalga é exposta. Dessa forma, a limitagdo de nutrientes, luminosidade, pH,
temperatura, composicdo de nitrogénio, concentracdo de cloreto de sbdio, por exemplo,
séo fatores diretos para o crescimento da microalga (Dolganyuk et al., 2020).

Segundo De Medeiros Jeronimo, Silva e Bacholsky (2015), para que as microalgas
possam se desenvolver, € necessario que haja fatores classificados como fisicos e nutritivos
importantes ao seu desempenho celular e atividades metabdlicas.

O carbono € o macronutriente mais importante no cultivo das microalgas, visto que
a sua contribuicdo para a biomassa é estimada em 50%, distribuido entre as proteinas,
vitaminas, carboidratos e lipidios (Andrade, 2014). Além do carbono, 0s principais
macronutrientes sdo o nitrogénio, fosforo e ferro. Meios de cultura pobres em nitrogénio
conduzem amicroalga a usar o carbono disponivel no cultivo para a produgéo de carboidratos
e lipidios, ou, em algumas espécies, favorece a producdo de pigmentos ao invés da
producao de proteinas (Andrade, 2014). A Tabela 1 ilustra quais sédo 0os macronutrientes, a

forma usual na natureza e a forma quimica em meio de cultura.
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Tabela 1 - Macronutrientes e suas respectivas fontes na natureza

Fonte: Andrade (2014).

1.3.1 Intensidade Luminosa e Tempo de lluminagdo

Intensidades luminosas baixas estimulam a formacdo de uma biomassa rica em
clorofila, enquanto altas intensidades favorecem os parametros de crescimento. A faixa
espectral da radiagdo absorvida pelas algas fotossintetizantes é de 400 nm a 700 nm e
estes organismos néo diferenciam a luminosidade natural da artificial, o que facilita o seu
cultivo em laboratério. Desta forma, a fonte de luz é definida em termos de fotoperiodos
(tempo de iluminagdo) e em cultivos de laboratério usualmente aplica-se 12 horas de luz,
promovidas por lampadas fluorescentes e de luz branca (Andrade et al., 2014).

1.3.2 Temperatura

Atemperatura também é um fator critico para o cultivo de microalgas. A temperatura
afeta diretamente o metabolismo, a absorcdo de nutrientes, a biofixacdo de CO 2 , a
fotossintese e a taxa de crescimento (Daneshvar et al., 2021). Conforme Andrade et al.
(2014), a temperatura de cultura das microalgas afeta a taxa metabdlica e a sua composicao
também pode variar de acordo com cada espécie e o seu valor 6timo para o cultivo depende
do local onde a espécie foi coletada. Dessa forma, como exemplo, microalgas provenientes
de ambientes temperados possuem temperatura 6tima de cultivo na faixa de 10°C a 25°C,
ja as oriundas de ambientes polares a temperatura ideal de cultivo é abaixo de 10°C.

1.3.3 pH

O potencial de hidrogénio (pH) é de grande importancia no cultivo de microalgas,
pois € possivel determinar a solubilidade dos minerais e do didxido de carbono no meio,
além do efeito direto nas proprias microalgas (Dolganyuk et al., 2020).
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1.3.4 Agitacédo

A agitacdo € um fator importante pois, segundo Andrade (2014), ela evita a
sedimentagé@o das microalgas, proporcionando desta forma uma exposicéo das células a
luz de forma mais homogénea. Além disso, a agitagdo mantém os nutrientes em suspensao,
aumentando a sua disponibilidade no meio. Baseado em estudos de Silva Cardoso, Vieira
e Marques (2011), afirma-se que os principais sistemas de cultivo de microalgas consistem
em fotobiorreatores fechados, lagoas ou tanques abertos aerados.

Sistemas fechados € um método de cultivo por foto biorreactores (PBRS). A
principal vantagem dos PBRs é o controle do crescimento das algas, o que leva a uma
alta produtividade da biomassa algal . Além disso, por meio da otimizagéo e controle das
condi¢bes do ambiente de cultivo, a contaminagdo com outras espécies de algas pode ser
evitada (Jankowska, Sahu e Oleskowicz-Popiel, 2017). Segundo Franco et al. (2013), boa
parte do cultivo de microalgas em larga escala tem sido realizado em cultivo aberto, em
lagoas ou tanques que utilizam a luz solar e o CO, atmosférico.

1.4 Aplicacéo de microalgas na industria

As microalgas fornecem inimeras vantagens para a producéo de biocombustiveis:
alto crescimento e produtividade, potencial para altos teores de lipidios ou carboidratos,
capacidade de crescer em aguas residuais, salinas ou agua do mar. (Branco-Vieira et
al., 2020). Devido ao aumento do custo do petréleo, passou-se a investir em processos
termoquimicos e bioquimicos para converter a biomassa microalgal em biocombustiveis
(Almeida Lopes et al., 2015). Outro fator motivador é o teor de lipidios contidos na biomassa,
que pode variar de 1 a 77% da massa seca (Zorn et al., 2017).

Segundo Bertoldi, Sant’anna e Oliveira (2008), o custo com substrato no cultivo de
microrganismos, visando a obtencéo de bioprodutos, corresponde a uma porcentagem de
40% a 60% do custo total de producéo. Desta forma, utilizam-se meios de cultura alternativos
como esgotos domésticos, desejos industriais, lodo digerido e vinhaga de cana-de-acucar.

Dentre os produtos e processamentos mais importantes a serem realizados através
de microalgas estdo: a produgédo de acidos graxos (aplicado a producao de biodiesel),
tratamento de aguas residuarias, producdo de suplementos alimentares e biofertilizantes.
Pesquisas mais recentes comecgaram a ser desenvolvidas para direcionar o cultivo de
microalgas para a obtengdo de combustiveis de aeronaves, como exemplo, a produgéo de
hidrogénio. Tal utilizagéo € aplicada a grandes escalas de produg¢ao (Ramirez, 2013).

1.5 Processos para extracao de lipideos nas microalgas

Ap6s o cultivo das microalgas é necessario realizar pré-etapas de separagéo solido-
liquido dos cultivos. Essa etapa é conhecida como colheita de biomassa e serve para
concentrar e recuperar a biomassa a ser processada. Usualmente a etapa de colheita pode
ser feita através da coagulacgéo, filtragédo ou centrifugacao, esta que se destaca por deixar
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uma menor quantidade de 4gua na biomassa (Andrade et al., 2014).

De acordo com Pereira et al. (2012), o processo de extragdo requer varias etapas
com o objetivo de obter maior eficiéncia e rendimento. Para isso, pode-se utilizar recursos
como enzimas, solventes quimicos ou fluido supercritico, onde o diéxido de carbono sob
pressdo e aquecimento funciona como um solvente. Zorn et al. (2017) realizaram estudos
acerca do método de extragdo por solvente proposto por Bligh e Dyer (1959), o qual utiliza
uma constante mistura de cloroférmio, metanol e agua. Nesse estudo realizou-se uma
andlise das principais variaveis que influenciam no processo de extracdo, sendo elas a
umidade da biomassa, a proporcéo de solventes, o volume total de solventes e o tempo de
ultrassom utilizado.

Outro método muito estudado € de Soxhlet, no qual h4 uma constante renovacéo
do solvente em contato com a matriz graxa e suas principais vantagens consistem na
alta temperatura que o sistema pode atingir por conta da evaporacdo e ndo necessita
de filtracdo. Nesse método deve-se evitar o refluxo por muitas horas devido a possiveis
reacOes de peroxidagéo e hidrolise dos lipidios (Brum e Arruda, 2009).

Ramluckan, Moodley e Bux (2014) fizeram um estudo aprofundado do método de
Soxhlet utilizando solventes puros e misturas, variando os tempos totais de refluxo. Para
uma melhor analise das amostras realizou-se a cromatografia, visto que a extracao por
solvente possui a desvantagem de extrair outros compostos da biomassa, especialmente
alguns pigmentos. Através desse estudo pdde-se concluir que a porcentagem de lipidios
extraidos é maior utilizando misturas de solventes, o tempo ideal de extragdo é 3 horas e
o sistema cloroférmio e etanol (1:1) apresentou melhores resultados e uma remocao de
clorofila correspondente a menos de 0,5%.

De uma forma geral, dentre os principais fatores que influenciam na extracdo de
lipidios estéo a eficiéncia da lise celular, o volume total de solvente contido no sistema, a
propor¢éo de solventes polares e apolares e o tipo de contato entre o fluido e a biomassa.
Desta maneira, o estudo a seguir tem como objetivo estabelecer a melhor técnica de
extracdo de lipidios utilizando a biomassa da espécie Scenedesmus sp. fazendo o pré-
tratamento da biomassa seca utilizando os métodos de ultrassom e autoclave; comparando
dois sistemas de solvente através do método de extracédo Bligh e Dyer (1959) adaptado e
comparando a eficiéncia da extragédo pelo método de Soxhlet com a eficiéncia do método
Bligh e Dyer (1959) utilizando o melhor sistema de solvente.

21 MATERIAIS E METODOS

Os métodos estudados nesse trabalho foram: o método proposto por Bligh e Dyer
(1959), que originalmente emprega a homogeneizagédo da biomassa com os solventes de
extragcdo e o método proposto por Ramluckan, Moodley e Bux (2014), que sugere o uso
de uma mistura de dois solventes para a extragdo no soxhlet. O sistema de solventes
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escolhidos tem como fundamento os estudos de Bligh e Dyer (1959), que utiliza metanol e
cloroférmio e Ramluckan, Moodley e Bux (2014), que dentre os sistemas testados obteve
melhores resultados com o cloroférmio e etanol. A homogeneizacgéo proposta pelo primeiro
método foi otimizada por (Zorn et al., 2017), através do emprego do ultrassom e essa
adaptacéo foi inserida nos experimentos a seguir. A biomassa utilizada foi centrifugada,
colocada em vidros reldgio e seca em estufa conforme a Figura 2. Em seguida, a biomassa
seca foi macerada e armazenada no freezer.

LN

Figura 2 - Biomassa seca da microalga Scenedesmus sp. em vidro relogio.

2.1 Pré-Tratamento

Para promover a quebra da estrutura da célula, conhecida como lise celular, dois
tipos de pré-tratamento foram utilizados: ultrassom - a amostra devidamente hidratada foi
colocada no banho a temperatura ambiente com ultrassom durante 30 minutos, baseado na
metodologia utilizada por Zorn et al. (2017); autoclave - o erlenmeyer contendo a amostra
hidratada foi colocado na autoclave sobre pressao de 1 atm e temperatura de 121°C
(Ramluckan, Moodley e Bux, 2014) durante um tempo de 15 minutos. Os experimentos
foram realizados em duplicata, desta forma, a Tabela 2 demonstra o planejamento de
experimentos.
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Ensaio n° Sistema de solvente Volume total Pré-tratamento
1
30 min ultrassom
2
CMA-
3 cloroférmio/metanol/agua .
15 min autoclave
4
20 mL
5
30 min ultrassom
6
CEA-
7 cloroférmio/etanol/agua .
15 min autoclave
8
° _ CBA- 100 mL 15 min autoclave
10 cloroférmio/etanol/agua

Tabela 2- Planejamento de experimentos.

2.2 Processo de Extracao

2.2.1 Bligh & Dyer Adaptado.

Foram acrescidos a amostra hidratada, o cloroférmio e o metanol (ou etanol) nas
proporgcbes e volumes totais pré-estabelecidas, com a ressalva de que apenas metade
do cloroférmio foi adicionada. ApGs a primeira adicdo de solventes agitou-se o sistema
manualmente por 2 minutos e em seguida colocou-se sob agitacdo em banho de ultrassom
a temperatura ambiente por 25 minutos. O Erlenmeyer foi retirado do ultrassom e repetiu-se
o procedimento |, adicionando somente a outra metade do cloroférmio ao sistema. Retirou-
se a mistura do banho e a 4gua destilada foi adicionada conforme a quantidade estipulada
pelo experimento. Em seguida, agitou-se manualmente o sistema durante 2 minutos e com
papel filtro de diametro médio de 12,5 cm realizou-se a filtragdo do conteudo do Erlenmeyer.
O filtrado foi coletado e transferido para um funil de separagéo de vidro de 125 mL. No
funil o sistema foi colocado em repouso até que houvesse a completa separacao de fases
(Figura 2).

ApOs separacgéo, a fase inferior do funil foi removida e pesada em uma balanca
devidamente tarada. A fase inferior, correspondente ao solvente, foi evaporada em estufa
a uma temperatura de 55 - 60°C durante 24 h. O contetudo restante do recipiente foi
dessecado durante 15 minutos em um dessecador a vacuo e resfriado até a temperatura
ambiente. Apos a etapa do dessecador o conteudo foi pesado novamente.

2.2.2 Soxhlet

O procedimento de controle de quantidade e hidratagdo da amostra para o método
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Soxhet foi o mesmo do método Bligh & Dyer adaptado. Ap6s essa etapa adicionou-se ao
baldo de 100 mL o sistema de solvente na proporgcéo 2:2:1 previamente estabelecida. A
mistura de solventes foi colocado no sistema Soxhlet e o tempo de extracdo correspondeu
a 3h, conforme estudos de Ramluckan, Moodley e Bux (2014). O contetdo do balédo
foi resfriado e colocado em repouso até que houvesse a completa separacdo de fases
(Figura 3). Ap0Gs separacéo, a fase inferior do funil foi removida e pesada em uma balanga
devidamente tarada. O contelddo removido passou por evaporacdo, dessecamento,
resfriamento e pesagem de forma analoga ao método Bligh e Dyer (1959) adaptado.

Figura 3 - Funil de separagéo contendo o sistema de solventes em duas fases.

2.2.3 Caélculo da porcentagem de lipidios

Para calcular a porcentagem de lipidios em 1g de biomassa seca utiliza-se a seguinte
equacéo:

Sendo m, a massa do frasco contendo os lipidios e m, a massa do frasco vazio.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O procedimento experimental foi realizado em duplicata e as biomassas utilizadas
nos experimentos foram de um mesmo cultivo. Os dados da primeira etapa, correspondente
a extracdo baseada no método Bligh e Dyer (1959) com o uso do ultrassom, estédo
apresentados na Tabela 3.

° . Lise celular Pré- % de lipidio na Média

n Sistema de solvente tratamento microalga (duplicata)
1 10,89

Ultrassom (30 min) 10,78+0,16
2 CMA* 10,66
3 (2:2:1) 19,73

Autoclave (15 min) 19,94+0,30
4 20,15
5 16,73

Ultrassom (30 min) 17,31+0,82
6 CEA* 17,89
7 (2:2:1) 18,86

Autoclave (15 min) 19,27+0,59
8 19,69

CMA*- Cloroférmio/Metanol/Agua CEA* - Cloroférmio/Etanol/Agua

Tabela 3 - Dados experimentais da etapa de extragdo baseada no método Bligh e Dyer (1959) com uso
do ultrassom.

Considerando os dados obtidos por Andrade (2014), acerca da porcentagem total
de lipidio da Scenedesmus sp. correspondente a uma faixa de 19,6% a 21,1% em peso de
biomassa seca, pode-se afirmar que os resultados obtidos estdo coerentes com a literatura,
destacando os experimentos 3,4,7 e 8 por uma retirada satisfatéria e quase total da massa
de lipidio contido na microalga utilizada.

Fazendo-se a média e o desvio padrao das amostras 3, 4, 7 e 8, correspondentes as
amostras com o pré-tratamento em autoclave, tem-se o valor de 19,61+0,47, o0 que permite
afirmar que os resultados para os dois sistemas de solvente distintos com a autoclave séao
estatisticamente iguais e o valor obtido pode ser considerado a porcentagem maxima da
biomassa usada no presente experimento.

Nota-se que para ambos os sistemas de solvente os melhores resultados deram-
se com a lise celular realizada com a autoclave. Esse resultado contraria os resultados
obtidos por Lee et al. (2010) em que as porcentagens de lipidios obtidas foram de
aproximadamente 5%, em biomassa seca, com a autoclave e dentre os dois tipos de pré-
tratamento comparados no presente experimento, constata o ultrassom como o melhor
para promover o rompimento da célula. A justificativa para essa divergéncia de resultados
encontra-se no tempo de autoclave utilizado, visto que a metodologia por Lee et al. (2010)
utiliza apenas 5 minutos e nesse experimento adotou-se 15 minutos.
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Conforme Lee et al. (2010), o efeito do ultrassom no pré-tratamento causa o
rompimento da membrana celular devido a um efeito de cavitagdo, que perturba as células
microbianas rompendo-as. No caso da autoclave, a alta pressdo promovida por um maior
espaco de tempo garante uma desestabilizacdo da membrana citoplasmética da célula,
permitindo a liberacéo de mais lipidios para serem extraidos por solvente. Além disso, esse
método coagula proteinas, reduzindo a sua solubilizagdo no sistema de solventes, o que
sugere um lipidio extraido mais puro, quando se utiliza uma microfiltracdo.

O cloroférmio € um solvente que, por apresentar carater polar-apolar, & capaz
de extrair os lipidios apolares, conhecidos como triacilglicer6is associados pelas forcas
de Wan Der Walls, como também os &cidos graxos que possuem polaridades variadas.
Quanto ao etanol e ao metanol, ambos sdo solventes polares, capazes de extrair os
fosfolipidios e glicolipidios através do enfraquecimento das liga¢des de hidrogénio e forcas
eletrostéaticas que atuam sobre esses lipidios polares, ambos aliam-se tanto a 4gua quando
ao cloroférmio, sendo que o lipidio esta predominantemente contido na fase formada por
cloroférmio/metanol ou cloroférmio/etanol, garantindo uma maior recuperagdo dos mesmos
(lipidios polares e apolares).

O melhor percentual de lipidio extraido da microalga Scenedesmus sp. foi obtido
com o sistema composto por CEA. A justificativa para o melhor desempenho da extracéo
utilizando o etanol deve-se a menor polaridade do etanol comparado a polaridade do
metanol, fato observado através da menor constante dielétrica do etanol. Os lipidios
costumam ser fracamente polares com constantes dielétricas na faixa de 2 a 4, portanto,
solventes menos polares rendem maiores taxas de solubilizagéo dos lipidios (Galvéo et al.,
2013).

A segunda etapa do experimento, correspondente a comparag¢do do método Bligh
e Dyer (1959) com o método Soxhlet utilizado por Ramluckan, Moodley e Bux (2014),
calculou-se a média geral das porcentagens obtidas para ambos os sistemas de solvente
como uma forma de avaliar a eficiéncia de uma forma geral e aplicar o melhor sistema no
método Soxhlet. Os valores estdo dispostos na Tabela 4.

n° Sistema de % de lipidio na Porcentagem
solvente microalga média geral

10,89

CMA (2:2:1) 10,66 15,36+4,58
19,73
20,15
16,73

CEA (2:2:1) 17,89 18,29+1,10
18,86

—_

Nloja|(h|lwWwN
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8 19,69

Nota-se que, de uma forma geral a melhor média de resultados foi obtida com o sistema CEA
(cloroférmio, etanol e agua), o que ja era esperado visto que em estudos propostos por Ramluckan,
Moodley e Bux (2014), ele realiza extragdes com diversos solventes e constata melhores resultados

com o etanol.

Tabela 4 - Média geral para ambos os sistemas de solvente.

O etanol teve resultados superiores ao metanol, com a vantagem de remover uma
menor quantidade de clorofila, pigmento que também é extraido em pequenas quantidades
na extracdo de lipidios, além de, segundo Galvao et al. (2013), ter uma toxicidade menor
que o metanol, facilitando, portanto, a sua implementagéo industrial.

A combinagéo do cloroférmio e etanol em proporgdes iguais, assim como utilizado
no planejamento experimental anteriormente descrito corresponde a melhor eficiéncia de
remocéao (Figura 7).

As melhores condigcbes da primeira etapa do experimento foram reproduzidas
utilizando o método Soxhlet e os resultados obtidos estdo disposta na Tabela 4.

n° Sistema de Pré- tratamento % de lipidio na Média
solvente microalga

9 CEA Autoclave (15 min) 15,04 15,71+0,67

10 16,38

Tabela 5 - Dados da extragao de lipidios pelo método soxhlet.

Com isso pode-se concluir o método Soxhlet ndo teve melhor eficiéncia na remogéo
do lipidio da microalga com o tempo 6timo de operagéo definido por Ramluckan, Moodley
e Bux (2014), correspondente a 3 horas. Um melhor resultado pode ser obtido com um
maior tempo de refluxo do sistema soxhlet, porém nédo é interessante para a indistria um
longo tempo de operacéo, pois embora a extragdo a quente seja vantajosa, pode causar a
oxidacgao lipidica e resultar num alto custo com energia térmica.

41 CONCLUSAO

Os experimentos mostraram que, para ambos os sistemas de solvente utilizados, o
pré- tratamento com autoclave aumentou o rendimento da extragéo, sendo esse aumento
mais significativo para o sistema CMA, com um resultado superior em 8% frente a 2% a
mais no sistema CEA, que ja apresentava resultados proximos do percentual 6timo com o
pré- tratamento em ultrassom.

Os dados obtidos permitem constatar que o melhor método de extragdo quanto ao
rendimento, tempo de operagéo e custo com energia térmica foi o método Bligh & Dyer
adaptado com o uso de ultrassom. Tendo como desvantagem apenas a toxicidade dos
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solventes envolvidos.

Conclui-se por meio dos dados experimentais e em conformidade com estudos
propostos por Ramluckan, Moodley e Bux (2014), que o uso do etanol para substituir o
metanol é vantajoso, visto que para o sistema CEA removeu-se em média 18,29+1,10% e
o sistema CMA 15,36+4,58%. A justificativa para o maior rendimento lipidico com o uso do
etanol deve-se a menor polaridade desse composto que se solubiliza mais facilmente em
lipidios. Além disso, o etanol é uma substancia de baixa toxicidade, reduzindo os riscos e
gastos com seguranca operacional no caso de aplicagdes industriais.
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ABSTRACT: Fusarium verticillioides is a primary
corn pathogen with global importance because
it causes economic losses and risks to human
and animal health due to fumonisin production.
This study aimed to evaluate the effect of lactic
acid bacteria (LAB) strains on F. verticillioides
growth and fumonisin B, (FB,) detoxification.
The antifungal activity of seven LAB strains was
evaluated against five F. verticillioides strains.
Lactobacillus plantarum BG112 and Lactobacillus
reuteri LR-92 showed the highest antifungal
activity against F. verticillioides 97L strain. L reuteri
LR-92 cells caused morphological alterations
such as pore formation. Moreover, cell-free
supernatant (CFS) from both LAB was effective
in reducing conidial germination and mycelial
growth in addition to inducing morphological
changes in conidia. The supernatant possibly had
a fungicidal effect since there was no mycelial
development. Furthermore, all strains showed
FB, removal ability, and the greatest reductions
were shown by nonviable cells of L. reuteri LR-92
(88.0%) and viable cells of L. fermentum ATCC
9339 (78.0%). LAB strains showed antifungal
activity and in vitro FB, detoxification ability.
These bacteria are promising for developing
new biological control formulations to minimize
fumonisin contamination, thus contributing to
improved food safety.
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EFEITO DE BACTERIAS LATICAS NO CRESCIMENTO DE Fusarium
verticillioides E NA DETOXIFICACAO DE FUMONINA B,

RESUMO: Fusarium verticillioides € um patégeno primario de milho de importancia mundial,
pois causa prejuizos econdmicos e riscos a saude de seres humanos e animais devido a
producéo de fumonisinas. Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito de cepas de bactérias
lacticas (BAL) no crescimento de F. verticillioides e na detoxificagéo da fumonisina B, (FB,). A
atividade antifungica de sete cepas de BAL foi avaliada contra cinco cepas de F. verticillioides.
Lactobacillus plantarum BG112 e Lactobacillus reuteri LR-92 apresentaram a maior atividade
antifingica contra a cepa F. verticillioides 97L. A cepa L. reuteri LR-92 causou alteracoes
morfolégicas, como a formacgéo de poros. Além disso, o sobrenadante livre de células (SLC)
de ambas as BAL foi eficaz na redugéo da germinacao de conidios e do crescimento micelial,
além de induzir alteracdes morfoldgicas nos conidios. O SLC possivelmente teve efeito
fungicida, uma vez que ndo houve desenvolvimento micelial. Além disso, todas as cepas
apresentaram capacidade de remogéao de FB,, sendo que a maior redugéo da concentragéo
de FB, foi apresentada por células n&o viaveis de L. reuteri LR-92 (88,0%) e células viaveis
de L. fermentum ATCC 9339 (78,0%). As cepas de BAL apresentaram atividade antifingica
e capacidade de detoxificacdo de FB, in vitro. Essas bactérias s&o promissoras para o
desenvolvimento de novas formulagdes de controle bioldégico para minimizar a contaminagéao
por fumonisinas, contribuindo para a melhoria da segurancga de alimentos.
PALAVRAS-CHAVE: Atividade antifingica; Lactobacillus reuteri; Lactobacillus plantarum;
adsorcao de micotoxinas.

11 INTRODUCTION

Corn (Zea mays L.) is one of the most produced cereal grains worldwide. In
2018/2019, the total worldwide production was 1 billion tons (USDA, 2019), and Brazil is the
third largest producer, with 102 million tons for the 2019/2020 harvest season (COMPANHIA
NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2020). Corn is the staple food in several countries and
is the main ingredient of animal feed (GARCiA-LARA; SERNA-SALDIVAR, 2019). However,
the nutritional characteristics of this cereal grain make it susceptible to contamination
by Fusarium verticillioides, which is considered the main corn phytopathogen (ARIAS et
al., 2016; COUNCIL FOR AGRICULTURAL SCIENCE AND TECHNOLOGY, 2003). Corn
infection by this filamentous fungus results in great economic losses due to decreased
production in the field and grain contamination by mycotoxins such as fumonisins (COUNCIL
FOR AGRICULTURAL SCIENCE AND TECHNOLOGY, 2003).

Ingestion of fumonisin-contaminated grains is related to the increased incidence of
esophageal (KHAN; PHULUKDAREE; CHUTURGOON, 2018) and liver cancer (ARUMUGAM
et al., 2019) and neural tube defects in humans (MARASAS et al., 2004). In animals,
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fumonisins are associated with several mycotoxicoses, such as leukoencephalomalacia in
equines (VENDRUSCOLDO et al., 2016), pulmonary edema in pigs (POSA et al., 2016) and
decreased body weight gain, alterations in immune function and liver pathology in poultry
(TESSARI et al., 2006). Among the fumonisins, fumonisin B, (FB,) is the most prevalent
and most toxic analog (COPPOCK; DZIWENKA, 2014). FB, has been classified in group
2B, meaning that it is possibly carcinogenic to humans (INTERNATIONAL AGENCY FOR
RESEARCH ON CANCER, 2002).

Conventional fungicides have been widely used to control F. verticillioides
contamination in corn; however, consumer concern about this practice is increasing because
of the negative effects on the environment (RATHORE; NOLLET, 2012) and human health
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1990). Biological control methods are an attractive
alternative to chemical agents, as they do not cause adverse effects on soil and are not
harmful to human health.

Lactic acid bacteria (LAB) are promising biocontrol agents due to their antifungal
activity against some fungal species (KHARAZIAN et al., 2017; SIEDLER et al., 2019) and
their ability to detoxify mycotoxins (JUODEIKIENE et al., 2018; CHLEBICZ; SLIZEWSKA,
2019).

The antifungal mechanism of LAB has been associated with the production of several
bioactive metabolites, including organic acids (acetic, lactic, propionic, succinic, formic and
butyric acid), phenyllactic acid, fatty acids, and peptides (cyclic dipeptides and bacteriocins)
(BLACK et al., 2013; KWAK; LIU; KANG, 2018; LUZ et al., 2017; SIEDLER et al., 2019).

Another important feature of LAB is the ability to reduce mycotoxin levels. Some
studies have shown that the probable mechanism of in vitro FB, detoxification is mycotoxin
binding to the bacterial cell wall (NIDERKORN et al., 2009; PIZZOLITTO; SALVANO;
DALCERO, 2012). Other studies have shown that some microorganisms can produce
enzymes that degrade mycotoxins to less toxic intermediate compounds (HEINL et al.,
2010; TUPPIA et al., 2016).

Considering the potential of LAB for mycotoxin detoxification and the few published
studies relating LAB to antifungal activity against F. verticillioides and FB, detoxification, the
aim of this study was to evaluate the in vitro effect of LAB on F. verticillioides growth and
FB, detoxification.

21 MATERIAL AND METHODS

2.1 Microorganisms and culture conditions

Seven LAB strains were used for the antifungal activity screening and FB, removal
experiments: Lactobacillus plantarum ATCC 14917, L. plantarum ATCC 94917, and L.
fermentum ATCC 9339 (American Type Culture Collection); L. paracasei and L. gasseri,
belonging to the Culture Collection of the Department of Food Science and Technology —
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State University of Londrina; and L. reuteri Lyofast LR-92 (Sacco) and L. plantarum Lyofast
BG112 (Sacco) (commercial cultures). The LAB strains were cultured in the De Man—
Rogosa—Sharpe (MRS) broth at 37 °C for 24 h and subcultured at least three times. The
strains were maintained as frozen stock cultures at —20 °C in MRS supplemented with 25%
(v/v) glycerol.

F. verticillioides strains (97L, 97K, 103F, 113F and 103G) were provided by the
Mycological Culture Collection of the Department of Food Science and Technology, State
University of Londrina. The fungal strains were grown on PDA (potato dextrose agar) at 25
°C for 7 days and stored at 4 °C.

All of the F. verticillioides strains produced fumonisins (FB, + FB,), as follows: 97K
(4051 ugg™"), 97L (3230ug g), 103F (5120 ug g'), 113F (724 ug g') and 103G (225 ug g™).

2.2 Screening of antifungal activity

Antifungal activity was evaluated by an agar diffusion assay according to Motomura
et al. (1996). Sterile Petri dishes were inoculated with a suspension of F. verticillioides
strains (10° conidia mL") and 20 mL of PDA.

After agar solidification, an aliquot (100 uL) of MRS broth with LAB cell concentrations
adjusted to 3.0 x 10° CFU mL™" was inoculated in 5-mm-diameter holes in the center of the
plate (AMMOR et al., 2006). Then, plates were incubated at 25 °C for 7 days, and the
inhibition zone was measured. The inhibition zone was defined as the diameter of the circle
without fungal growth surrounding the hole. All tests were performed in triplicate.

2.3 Effect of pH, acetic acid and lactic acid concentration on antifungal activity

The agar diffusion assay was performed according to De Muynck et al. (2004) with
some modifications. Antifungal activity was evaluated using sterile MRS broth with different
concentrations of acetic acid and lactic acid (10%, 20%, 30%, 40% and 50% (w/v)). In
addition, MRS broth with the pH adjusted to 1, 2, 3, 4, 5 and 6 using hydrochloric acid (5
mmol L) was evaluated. An aliquot (100 mL) of MRS broth was added to 5-mm holes in
the center of the PDA agar previously inoculated with 10° conidia mL™" F. verticillioides. All
assays were performed in triplicate.

2.4 Determination of the minimum inhibitory concentration (MIC) of lactic acid
and acetic acid for fungal growth

The minimum inhibitory concentrations of lactic and acetic acid were determined for
the five F. verticillioides strains according to the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) guideline (CLSI, 2010) with some modifications. The MIC was defined as the lowest
acid concentration that causes a specified reduction in visible fungal growth. Lactic and
acetic acid were used at 0.4, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5 and 4.0% (w/v) and 0.1, 0.2, 0.3,
0.4, 0.5, 0.6, 0.7 and 0.9% (w/v), respectively. An aliquot (100 mL) of MRS broth was added
to the holes (5 mm) in the center of the PDA previously inoculated with 10® conidia mL"' F.
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verticillioides. All assays were performed in triplicate.

2.5 Effect of cell-free supernatant on F. verticillioides mycelial growth and
morphology

The two species (L. plantarum BG112 and L. reuteri LR-92) that showed the best
results in the screening of antifungal activity, were selected to investigate the mechanisms
involved in the antifungal effect of the F. verticillioides 97L strain. LAB strains were cultured
in MRS broth at 37 °C for 24 h. The bacterial culture was centrifuged at 6500 g for 10 min,
and the cell-free supernatant (CFS) was filter sterilized (0.22-mm pore size membranes;
Millipore). The experiment was performed in PD broth previously inoculated with F.
verticillioides 97L conidial suspensions (10%, 10 and 107 conidia mL™") mixed with the cell-
free supernatants in a 1:1 ratio and incubated at 25 °C and 180 rpm for 24 h for microscopic
analysis of conidial germination percentage and for seven days for biomass estimation
and assessment of mycelial morphology alteration. In addition, a coinoculation assay was
performed with F. verticillioides 97L and L. plantarum BG112 or L. reuteri LR-92 cultures
(108 CFU mL"") to evaluate morphological changes. A control without cell-free supernatant
was performed using saline solution (0.85% NaCl). The experiments were performed in
triplicate.

2.6 Conidial germination inhibition assay

Conidial germination was determined by counting at least 100 conidia per replicate
(germinated and nongerminated) using a light microscope at 400X (CHEN et al., 1999).
A conidium was considered germinated when the germ tube was longer than the conidial
diameter (DE CAL; MELGAREJO, 1999). The results were expressed as the percentage of
conidial germination inhibition, calculated according to the following formula:

% conidial germination inhibition = (cc-ct) %100
cc

Where:
cc: number of germinated conidia in the control sample

ct: number of germinated conidia in the treatment sample

2.7 Biomass estimation

Estimation of fungal biomass was performed by the gravimetric method. The culture
from the assay described in section 2.5 was filtered through a preweighed No. 1 Whatman
filter and dried in an oven at 70 °C to a constant weight. The weight of the treatment sample
was compared with that of the control sample, and the percentage of mycelial growth
inhibition was calculated as follows:
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% mycelial growth inhibition = (control weight — treatment weight) X100

control weight

2.8 Scanning electron microscopy assay (SEM)

F. verticillioides coinoculated with L. plantarum BG112 or L. reuteri LR-92 cells and
F. verticillioides conidia treated with CFS (as described in section 2.5) were fixed with 2.5%
glutaraldehyde solution in 0.1 mol L' sodium phosphate buffer (pH 7.2) for 90 min. After the
fixation period, they were treated with 2% osmium tetroxide in 0.1 mol L' sodium phosphate
buffer, subjected to dehydration in a graded ethanol series (20, 30, 50, 70, 80, 90% and
100%) and additionally dehydrated at the critical point, mounted on a metallic support
and metallized with gold film. Following processing, samples were analyzed in a scanning
electron microscope, model FEI Quanta 200.

2.9 Fumonisin B, detoxification assay

FB, detoxification assay was performed according to Hernandez-Mendoza etal. (2009),
Niderkorn, Boudra, Morgavi (2006), and Pizzolitto, Salvano and Dalcero (2012we propose
that the mechanism involved in the removal of FB 1 is a physical adsorption (physisorption),
with some modifications. The final concentration of LAB cells was standardized at 3.0 x 10°
CFU mL" after centrifugation (5000 g, 10 min, 4 °C), followed by washes with phosphate-
buffered saline (PBS, pH 7.2) and ultrapure water. In order to evaluate the effect of cell
viability on detoxification, heat-inactivated LAB cells (121 °C for 15 min) were also used.
The preparation procedure was the same as that for viable cells (without heat treatment).
The resulting pellet was suspended in FB, standard (Sigma, St. Louis, MO, USA) (2.5 mg
mL") diluted in PBS (pH 7.2) to a final concentration of 2.5 mg mL™'. The experiment was
carried out in 50-mL Falcon tubes at 37 + 1 °C. Positive controls were prepared in 50-mL
Falcon tubes containing 2 mL of FB, solution (2.5 mg mL™") and processed in the same way
as the samples. After incubation, FB, determination in the supernatant was performed by
high-performance liquid chromatography (HPLC).

The percentage of FB, removed was calculated according to the following formula:

FB, removed (%) =100 x 1 - (Peak area of FB, in the supernatant)

(Peak area of positive control)
2.10 Quantification of fumonisin B, by HPLC
An aliquot of 1 mL of test supernatant was mixed with 1 mL of methanol: water (3: 1,
v/v), and 1 mL of the mixture was cleaned up using an anion exchange cartridge (Sep-Pak
Accell Plus QMA, Waters).
Fumonisin B, was quantified according to Shephard et al. (1990) as modified by
Ueno et al. (1993). A 200 mL aliquot was dissolved in acetonitrile: water (1: 1, v/v) and
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derivatized with o-phthaldialdehyde (OPA; 40 mg of OPA in 1 mL of methanol, 5 mL of 0.1
mmol L' sodium tetraborate and 50 mL of 2-mercaptoethanol).

Analysis was performed with a reversed-phase isocratic HPLC system (Shimadzu
LC-10 AD pump and RF-10A XL fluorescence detector) using a Nucleosil 100-5 C18 column
(4.6 x 250 mm, Macherey-Nagel GmbH & Co.). The excitation and emission wavelengths
were 335 and 450 nm, respectively. The mobile phase consisted of CH,OH: 0.1 mol L~
NaH,PO, (80: 20, v/v) with the pH adjusted to 3.3 (with orthophosphoric acid). The flow rate
was 1.0 mL min™ at 25 °C. The detection limit for FB, was 27.5 ng mL".

The average recovery rate of FB, from the positive control sample with 2.5 mg mL"
was 88.3%.

2.11 Statistical Analysis

Differences in the mean FB, removal (%) among different LAB strains and viable
and nonviable (heat-inactivated) cells were evaluated statistically using the Student’s t test
for two groups and ANOVA followed by the Tukey’s test (p<0.05) for multiple comparisons.
Statistical analysis was performed by Statistica software, version 7 (Stat Soft, Inc., Tulsa,
OK, USA, 2007).

31 RESULTS

3.1 Evaluation of antifungal activity

The antifungal activity was based on the inhibition zone diameter and was classified
according to Rouse et al. (2008) as follows: (-) no inhibition, very weak inhibition (diameters
from 1 to 15 mm), moderate inhibition (diameters from 16 to 30 mm), medium inhibition
(diameters from 31 to 45 mm) and strong inhibition (diameters greater than 45 mm) (Table 1).

Microorganism Fusarium verticillioides strains
97L 97K 103F 113F 103G
Inhibition zone diameter (mm)*
L. plantarum ATCC 14917 6.0 5.0 5.7 6.0 -
L. plantarum ATCC 94917 5.0 5.7 5.3 6.0 -
L. fermentum ATCC 9339 3.8 4.0 3.3 4.0 -
L. paracasei 10.7 6.3 7.3 7.0 -
L. gasseri 1.3 5.7 5.7 5.3 -
L. reuteri LR-92 30.0 - - - 4.0
L. plantarum BG112 23.7 - - 7.7 6.3

* Inhibition zone diameter correspond to the means of triplicate analysis

(-) no inhibition, very weak inhibition (diameters from 1 to 15 mm), moderate inhibition (diameters from
16 to 30 mm), medium inhibition (diameters from 31 to 45 mm) and strong inhibition (diameters greater
than 45 mm)

Table 1. Antifungal activity of lactic acid bacteria against five F. verticillioides strains (97L, 97K, 103F,
113F and 103G).

Ciéncias biolégicas: Génese na formagao multidisciplinar 2 Capitulo 14




The LAB strains showed different degrees of inhibition against the five F. verticillioides
strains. L. reuteri LR-92 and L. plantarum BG112 showed the highest antifungal activity
against F. verticillioides 97L, with inhibition diameters of 30.0 mm and 23.7 mm, respectively
(moderate inhibition).

3.2 Effect of pH, acetic acid and lactic acid concentration on antifungal activity

The antifungal activity of LAB against F. verticillioides strains was characterized by
evaluating the effect of pH, different concentrations of lactic and acetic acid (Table 2) on
mycelial growth. Medium at pH 1 inhibited the growth of the 97L, 103F, 113F and 103G
strains.

The five F. verticillioides strains were susceptible to different concentrations of acetic

acid and lactic acid.

Parameters Fusarium verticillioides strains
97L 97K 103F 113F 103G

Inhibition zone diameter (mm) *

Acetic Acid 10 26 18 15 20 15
Concentration (%) 20 39 23 38 24 25
30 55 26 28 31 34
40 55 38 40 41 37
50 55 47 49 43 37
Lactic Acid 10 10 5 7 4 5
Concentration (%) 20 13 6 5 7 5
30 15 9 5 8 8
40 17 9 10 10 12
50 17 11 13 12 13

pH of culture medium

DA~ WON =
[eNeoNeoNeNale]
[eNeoloNoNoNo]
[eNeoNoNeNe )]
[eNeoNeoNeNal V]
[eNeoNeoNoNal V]

* Inhibition zone diameter correspond to the means of triplicate analysis

Table 2. Effect of different concentrations of acetic acid, lactic acid and pH on antifungal activity.

3.3 Minimal inhibitory concentrations (MIC) of acetic acid and lactic acid for F.
verticillioides strains

The MIC values of these acids against F. verticillioides (Table 3) indicate that the 97L
strain was the most susceptible.
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MIC % (m/v)

Strains Lactic acid Acetic acid
97L 0.4 0.2
97K 1.0 0.4
103F 2.0 1.0
113F 2.0 0.5
103G 2.0 0.4

Table 3. Minimum inhibitory concentrations of lactic and acetic acid against F. verticillioides strains (97L,
97K, 103F, 113F and 103G).

3.4 Effect of cell-free supernatant on F. verticillioides mycelial growth and
morphology

The antifungal effect of cell-free supernatants (CFSs) from L. plantarum BG112
and L. reuteri LR-92 against F. verticillioides 97L (Table 4) was evaluated by conidial
germination and mycelial growth assays and conidial morphology alteration. The CFSs
from the LAB showed a fungicidal effect against F. verticillioides 97L, as evidenced by the
inhibition of conidial germination and mycelial growth. In addition, the mycelial morphology
of F. verticillioides 97L after treatment with CFS was investigated by SEM (Fig. 1). SEM
micrographs of the control (without treatment) demonstrated normal hyphae (Fig. 1A)
with homogeneous, intact structures with long monophialides and showed extracellular
material resembling a biofilm around the hyphae. However, fungus treated with CFS
from L. plantarum BG112 (Fig. 1C) and L. reuteri LR-92 (Fig. 1D) for seven days showed
structural modifications of fungal conidia, and fungal mycelia were not visible. The CFS
caused irreversible damage to conidia, resulting in cell mortality and inhibition of hyphal
growth. Conidia showed deformation with wrinkled surfaces and were collapsed, most likely
because of the lack of cytoplasm (Fig. 1C and D). In contrast, morphological alterations,
including distorted and wrinkled hyphae with pores on the surface, were observed only in
cells treated with L. reuteri LR-92 (Fig. 1B).
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Percentage of conidial Percentage of mycelial growth

germination inhibition (%) inhibition (%)
F. verticillioides (conidia/mL)  10° 108 107 10° 108 107
Treatment
CFS L. plantarum BG112 96% 98% 98% 100% 100% 100%
CFS L reuteri 97% 99% 97% 100% 100% 100%
LR-92

Table 4. Effect of cell-free supernatant of L. plantarum BG112 and L. reuteri LR-92 on the conidial
germination and mycelial growth of F. verticillioides 97L.

Fig. 1. Scanning electron micrographs of F. verticillioides 97L after seven days of culture at 25°C.

Untreated (fungal control), 8000x (A); mycelia treated with (10° CFU/mL) L. reuteri LR-92 cells (B);

conidia treated with cell-free supernatant (CFS) from L. plantarum BG112, 8000X (C); and conidia
treated with CFS from L. reuteri LR-92, 8000x (D).
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3.5 Effect of LAB strains on fumonisin B, detoxification

The ability of LAB strains to remove FB, from PBS solution is shown in Table 5. The
percentage of FB, removed by the viable cells ranged from 30.1% (L. gasseri) to 78.0%
(L. fermentum ATCC 9339). L. fermentum ATCC 9339 showed the highest FB, removal
ability (78.0%), but there was no significant difference (p>0.05) from that of L. reuteri LR-
92 (71.9%). Heat-inactivated (nonviable) cells showed FB, removal percentages ranging
from 49.5% (L. plantarum BG112, L. plantarum ATCC 94917) to 88.0% (L. reuteri LR-92).
L. reuteri LR-92 (88.0%), L. paracasei (80.7%), L. fermentum ATCC 9339 (80.7%) and
L. gasseri (72.9%) strains showed the highest FB, removal ability, differing significantly
(p<0.05) from that of other LAB strains.

% FB, removal

Microorganism Viable cellst Nonviable cells by heat
treatmentt
L.plantarum ATCC 14917 35.6 +5.8%E 50.9 + 1.6°8
L.plantarum ATCC 94917 46.2 + 5.8 49.5 + 4.9
L.fermentum ATCC 9339 78.0 +1.9% 80.7 +0.8%
L.paracasei 57.2 +£0.9°B 80.7 £1.934
L.gasseri 30.1 £ 4.2°6 72.9 £4.7%
L.reuteri LR-92 71.9 +3.128 88.0 +0.12
L.plantarum BG112 41.7 £ 5,298 49.5 + 3.4

*Results correspond to the means and SD (standard deviation) from triplicate analysis

tMeans followed by the different lowercase letters (a-e) in the same column or by the different
uppercase letters (A-B) in the same line differ significantly (p<0.05) by the Tukey test and the t-Test,
respectively.

Table 5. Fumonisin B, removal (%) by viable and nonviable cells of LAB strains at 2.5 mg mL" FB,
concentration.

In the comparison of FB, removal ability (%) by the same strain, heat-inactivated
cells of the L. reuteri LR-92, L. paracasei, and L. gasseri strains showed the highest removal
ability (p<0.05). The other strains showed no significant difference (p>0.05) in the mean FB,
removal (%) between the viable and heat-inactivated cells.

4| DISCUSSION

Interest in biological control as an alternative method to conventional fungicides
has been growing in recent years. LAB are considered promising biological control agents
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because they are generally regarded as safe (GRAS) and several studies on natural fungal
antagonists of lactic acid bacteria (LAB) have been reported (JUODEIKIENE et al., 2018;
TAROUB et al., 2019). In the present study the antifungal activity of LAB strains was
evaluated against F. verticillioides strains. Among seven LAB strains, L. plantarum BG112
and L. reuteri LR-92 showed the highest antifungal activity (Table 1). These results are in
line with those of Laitila et al. (2002), Lavermicocca et al. (2000), Oliveira et al. (2015) and
Schmidt et al. (2018), who demonstrated the inhibitory activity of these LAB strains against
some Fusarium species. Laitila et al. (2002) demonstrated the efficiency of L. plantarum
E76 against F. avenaceum, F. culmorum, F. oxysporum and F. graminearum. Lavermicocca
et al. (2000) evaluated the antifungal activity of L. plantarum 21B and reported inhibition
against Penicillium expansum IDM/FS2, Aspergillus flavus FTDC3226, and Fusarium
graminearum IDM623. Oliveira et al. (2015) and Schmidt et al. (2018) showed the strong
inhibitory capacity of L. reuteri R29 against F. culmorum.

Antifungal activity of LAB (Tables 2 and 3) is probably associated with the production
of lactic acid and acetic acid. These results are in accordance with those of Plockova et al.
(2001), who reported that the antifungal activity of L. reuteri CCM3625 was associated with
the production of a mixture of lactic acid (0.9% w/w), acetic acid (0.2% w/w) and succinic acid
(0.2% w/w). In the same study, Plockova et al. (2001) evaluated the ability of L. rhamnosus
VT1 and L. reuteri CCM3625 to control mold growth (Fusarium sp., Aspergillus sp. and
Penicillium sp.). The most sensitive was Fusarium sp., whose growth was completely
inhibited by both bacteria. Moreover, L. reuteri LR-92, which was used in this study, has
been previously characterized as a lactic acid-, acetic acid-, succinic acid- and reuterin-
producing strain (MAURO; GARCIA, 2019).

CFSs from L. plantarum BG112 and L. reuteri LR-92 inhibited growth (Table 4) and
caused morphological alteration of F. verticillioides 97L conidia (Fig. 1C and 1D), indicating
that antifungal activity is related to the production of bioactive compounds. Deepthi et al.,
(2016) also reported conidial and mycelial growth inhibition and alterations in the conidial
morphology of Fusarium proliferatum after treatment with CFS from Lactobacillus plantarum
MYS6. Similarly, CFS from L. plantarum MYS44 suppressed conidial germination and
mycelial growth of Aspergillus parasiticus, in addition to inducing morphological changes
and disruptions in the hyphal wall (POORNACHANDRA RAO et al., 2019). Growth inhibition
and hyphal deformation of Penicillium chrysogenum was also observed in an experiment
with Lactobacillus casei AST18 (LI et al., 2014). The results presented in this study (Fig. 1)
demonstrate that the antifungal compounds produced by the selected lactic acid bacteria
can alter F. verticillioides conidial and hyphal morphology. Conidial germination is a critical
phase in phytopathogen development; therefore, the action of antifungal compounds at
this stage can reduce fungal pathogenicity, because conidia are essential for asexual
reproduction and fungal development (BORAH et al., 2016). Previous studies have shown
that lactic acid bacteria can produce several antifungal compounds, including organic
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acids such as lactic acid, acetic acid, phenyllactic acid and propionic acid (CROWLEY;
MAHONY; VAN SINDEREN, 2013; LE LAY et al., 2016), peptides (GUPTA; SRIVASTAVA,
2014), reuterin (SCHMIDT et al., 2018), fatty acids and hydroxy fatty acids (BLACK et al.,
2013). The antifungal activity of LAB is a complex phenomenon because these bacteria are
capable of producing different antifungal compounds that often act in synergy (LAITILA et
al., 2004).

Several researchers have reported the ability of LAB to detoxify mycotoxins,
including fumonisins (TUPPIA et al., 2016), aflatoxins (CHLEBICZ; SLIZEWSKA, 2019),
deoxynivalenol (DON) (FRANCO et al., 2011), ochratoxin A (LUZ et al., 2018), and patulin
(HATAB; YUE; MOHAMAD, 2012).

The FB, removal percentages (Table 5) were higher than those reported by Pizzolitto,
Salvano and Dalcero (2012), probably because these authors used lower cell concentrations
(6.5 x 108 cell mL") and different LAB species. Pizzolitto, Salvano and Dalcero (2012)
evaluated the ability of Lactobacillus acidophilus 24 to remove FB, from PBS solution.

Niderkorn, Boudra, Morgavi (2006) evaluated the removal of DON and fumonisin
B, and B, from MRS broth (pH 4.0) by twenty-nine LAB and propionic acid bacteria (PAB).
Mycotoxin removal differed among the strains, and the highest values were obtained for
DON (55%), FB, (82%) and FB, (100%). Binding was the probable mode of action because
no toxin derivatives were detected, and the removal ability was not impaired in nonviable
bacteria.

Niderkorn et al. (2009) investigated the cell wall components of lactic acid bacteria
(LAB) and the functional groups of fumonisin (FB) involved in the LAB-FB interaction.
The authors suggested that the peptidoglycan (PG) and tricarboxylic acid in LAB and FB,
respectively, were the main components involved in the interaction. Other similar studies
also indicated mycotoxin binding to the bacterial cell wall as the main mechanism involved,
and the highest removal percentage was obtained using nonviable cells (HASKARD et al.,
2001; FRANCO et al., 2011).

Heating of viable cells can cause protein denaturation or the formation of Maillard
reaction products. Furthermore, heat treatment may decrease the peptidoglycan thickness
and/or increase pore sizes. These changes would be responsible for mycotoxin binding to
structures that were not available in the intact cell, therefore improving the detoxification
process (EL-NEZAMI et al., 2002; NIDERKORN, BOUDRA, MORGAVI, 2006).

The variability in the detoxification ability can be explained by differences in the
molecular structure of peptidoglycans, which vary among bacterial species (NIDERKORN
et al., 2009). In this study, the FB, removal percentages (Table 5) were statistically different
(p<0.05) among bacterial species, but strains of the same species (L. plantarum) showed
similar results (p>0.05). Binding of mycotoxin by the bacterial cell wall is a possible

mechanism involved in FB, removal.

Ciéncias biolégicas: Génese na formagao multidisciplinar 2 Capitulo 14




51 CONCLUSION

L. plantarum BG112 and L. reuteri LR-92 strains showed antifungal activity against
toxigenic F. verticillioides. CFS from both bacteria inhibited conidial germination and
mycelial growth and caused morphological changes, indicating that these strains are
promising as biocontrol agents, since many commercial synthetic antifungals have similar
effects. In addition, some LAB strains reduced the FB, concentration in vitro. These results
demonstrate the potential of LAB for biological control of F. verticillioides to minimize

fumonisin contamination, thus contributing to improved food safety.
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RESUMO: Ajustes distintos da coevolugdo
antagbnica entre sexos podem resultar em
diferenciacdo interpopulacional e especiacao.
Existe uma lacuna muito grande de dados
reprodutivos sobre espécies de Drosophila
que ocorrem nas matas brasileiras, onde, na
maioria das vezes, barreiras geogréficas ndo se
distinguem. O objetivo deste trabalho foi realizar
a analise de caracteristicas reprodutivas de duas
espécies de Drosophila, D. maculifrons e D.
mediostriata, provenientes de duas populacdes
simpatricas (PMA e SSF) de fragmentos de
mata da regido Neotropical, as quais nao
foram estudadas quanto a aspectos da biologia
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reprodutiva até o momento. Foram analisados o tamanho do testiculo (TT), duracdo da
copula (DC), numero de espermatozoides armazenados pelas fémeas por copula (EA), de
progénie produzida pelas fémeas por cépula (P/F), e a produtividade de cruzamentos intra
e interpopulacionais (P/C). TT e EA em D. maculifrons foram significativamente maiores
que em D. mediostriata. Também houve diferenca interpopulacional significativa para EA,
sendo maior em SSF para ambas espécies, e para DC, também maior em SSF para D.
maculifrons e em PMA para D. mediostriata. No entanto, diferencas em EA e DC entre
populacdes das duas espécies nao resultou em diferengas na produtividade dos cruzamentos
interpopulacionais em relagéo aos intrapopulacionais. Nao houve diferenga interespecifica
significativa para P/C. Estes resultados indicam uma relagdo mais evidente entre maior
testiculo com maior nimero de espermatozoides armazenados em D. maculifrons do que
em D. mediostriata. No entanto, esta superioridade em D. maculifrons nao refletiu em maior
namero de progénie/cépula que em D. mediostriata, e o ajuste populacional diferencial no
armazenamento de espermatozoides e duracdo da copula néo resultaram em cruzamentos
improdutivos, sugerindo que o nivel das diferencas interpopulacionais nos mecanismos pré-
zigoéticos analisados nédo tiveram consequéncias nos parametros pos-zigoéticos, apesar de
algumas diferencas interpopulacionais significativas na produtividade de D. mediostriata, que
séo destacadas neste trabalho.

PALAVRAS-CHAVE: Conflito sexual, espermatozoide, produtividade, testiculo.

REPRODUCTIVE PARAMETERS IN NEOTROPICAL SPECIES OF Drosophila
(DIPTERA; DROSOPHILIDAE)

ABSTRACT: Different adjustments of antagonistic coevolution between sexes can result in
interpopulation differentiation and speciation. There is a very large lack of reproductive data on
Drosophila species that occur in Brazilian forests, where, in most cases, geographic barriers
are not distinguishable. The aim of this work was to analyze reproductive characteristics of
two Drosophila species, D. maculifrons and D. mediostriata, from two sympatric populations
(PMA and SSF) from forest fragments in the Neotropical region, which were studied about
aspects of reproductive biology to date. Testis size (TT), duration of copulation (DC), number
of sperm stored by females per copulation (EA), progeny produced by females per copulation
(P/F), and productivity of intra- and interpopulation crosses were analyzed. (P/C). TT and EA
in D. maculifrons were significantly higher than in D. mediostriata. There was also a significant
interpopulation difference for EA, being higher in SSF for both species, and for DC, also
higher in SSF for D. maculifrons and in PMA for D. mediostriata. However, differences in EA
and DC between the populations of both species did not result in differences in the productivity
of interpopulation crosses compared to intrapopulation crosses. There was no significant
interspecific difference for P/C. These results indicate a more evident relationship between
larger testis and larger number of sperm stored in D. maculifrons than in D. mediostriata.
However, this superiority in D. maculifrons did not reflect a greater number of progeny/
copulation than in D. mediostriata, and the differential population adjustment in sperm storage
and copulation duration did not result in unproductive crosses, suggesting that the level of
interpopulation differences in the prezygotic mechanisms analyzed had no consequences on
postzygotic parameters, despite some significant interpopulation differences in productivity for
D. mediostriata, which are pointed out in this work.

Ciéncias biologicas: Génese na formagao multidisciplinar 2 Capitulo 15 m



KEYWORDS: Sexual conflict, sperm, productivity, testis.

11 INTRODUGCAO

Os espécimes de Drosophila da familia Drosophilidae (Diptera; Insecta) sao
organismos saprofitas relevantes nas cadeias alimentares, alimentando-se, geralmente,
de leveduras, que se desenvolvem em tecidos vegetais em decomposicdo. A utilizacéo
eficiente dos alimentos e a exploragdo de novos ambientes, inclusive os alterados por acao
antropica (RAFAEL; VELA, 2003), explicam o sucesso do género e a sua ampla distribuicdo
(THROCKMORTON, 1975). As moscas deste género apresentam sensibilidade a alteragdes
ambientais, como temperatura e umidade, podendo modificar caracteres que influenciam
a taxa de aumento e sobrevivéncia da populagdo como fertilidade, viabilidade, tempo de
desenvolvimento, e resisténcia dessecacao (SENE et al., 1980; TIDON-SKLORZ; SENE,
1992; BALANYA et al., 2006; TORRES; MADI-RAVAZZI, 2006; MATEUS et al., 2019).

As espécies representantes dos grupos irmaos guaramunu (ROBE; LORETO;
VALENTE, 2010; ROBE; VALENTE; LORETO, 2010) e tripunctata (THROCKMORTON,
1975), Drosophila maculifrons e D. mediostriata, respectivamente, sdo objeto deste
trabalho. Estas espécies sdo generalistas e endémicas da regido Neotropical, abundantes
especialmente nas areas de mata do sul do Brasil (DOBZHANSKY; PAVAN, 1950; SALZANO,
1955; KLACZKO, 2006; TIDON, 2006; SCHMITZ; HOFMANN; VALENTE, 2010; CAVASINI
et al.,, 2014; OLIVEIRA et al. 2016), nunca foram estudadas quanto as caracteristicas
reprodutivas que podem estar sob acdo de selegcdo sexualmente antagdnica, cujo “ajuste”
as condi¢cbes ambientais de uma populagdo pode resultar, ao longo do tempo evolutivo,
na génese de novas espécies (MARKOW, 1996; KNOWLES; MARKOW, 2001), processo
chamado de especiacéo.

A coevolucdo antagdnica entre os sexos pode ser definida como a manipulagéo de
caracteristicas reprodutivas da fémea pelo macho para aumentar seu sucesso reprodutivo,
que é seguida pela evolugdo da resisténcia da fémea a essa coergdo (MOORE; PIZZARI,
2005). Este conflito sexual pode desempenhar um papel chave na evolugéo dos sistemas
de acasalamento e de muitas caracteristicas reprodutivas (ARNQVIST; NILSSON, 2000),
desta maneira a analise integrada de diferentes caracteres reprodutivos, assim como a
historia evolutiva da espécie, é essencial para a compreenséo da evolug¢do dos sistemas
reprodutivos. Os machos e as fémeas sdo agentes atuantes na evolugdo dos caracteres
reprodutivos, e a dindmica e consequéncias dessas atividades apenas comecaram a ser
compreendidas em insetos: os machos apresentam diferentes caracteristicas do esperma
que asseguram a paternidade, e as fémeas influenciam a competi¢cdo de esperma e dirigem
a evolucao destes caracteres (SNOOK; BACIGALUPE; MOORE, 2005).

Algumas caracteristicas da morfologia do aparelho reprodutivo do macho podem
desempenhar um papel na selecdo sexual pés-cépula (SNOOK; BACIGALUPE; MOORE,
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2005). A morfologia dos 6rgaos reprodutores e de armazenamento de espermatozoides, e
0 processo de transferéncia e armazenamento de espermatozoides mostram uma extensa
variacdo no género Drosophila. O aparelho reprodutivo da fémea também pode atuar na
competicdo pela fertilizacdo: receptaculos seminais mais longos favorecem espermas
mais longos, os quais podem deslocar os gametas anteriores e aumentar a velocidade de
reacasalamento (MILLER; PITNICK, 2002; LUPOLD et al., 2016).

O tamanho do testiculo também apresenta grande variacéo entre os machos de
espécies de Drosophila (MARKOW, 1996, PITNICK; MARKOW, 1994a; PITNICK, 1996)
e, em algumas espécies, parece estar positivamente relacionado com o tamanho do
espermatozoide, ao invés do numero de espermatozoides produzidos (PITNICK, 1996),
0 que pode levar a um maior periodo para a maturagdo sexual do macho, devido ao
investimento relativamente maior na formacgéo do tecido testicular (PITNICK; MARKOW,
1994a), e a grande variagdo no nimero de espermatozoides transferidos, quanto maior
0 espermatozoide menor a quantidade transferida, para os érgaos de armazenamento da
fémea (de 25.000 em D. obscura a 44 em D. pachea) (MARKOW, 1996). Em espécies
de Drosophila com maior tamanho corporal os machos investem proporcionalmente mais
energia nos testiculos do que os machos de espécies menores, e a variagao interespecifica
na producdo de gametas também é muito maior no macho do que nas fémeas.

O padrdo mencionado anteriormente em Drosophila de quanto maior o tamanho
menor 0 nUmero de espermatozoides transferidos para as fémeas, também tem relagdo com
menor a progénie, em comparagao com espécies que produzem espermatozoides menores
(GILBERT, 1981; MARKOW, 1985; PITNICK, 1991; BRESSAC; FLEURY; LACHAISE, 1994;
PITNICK; MARKOW, 1994a,b; SNOOK; MARKOW; KARR, 1994; PITNICK, 1996). Esta
relacdo poderia trazer a falsa constatacdo de que 0s espermatozoides menores seriam
mais eficientes na produgéo de zigotos. No entanto, a taxa de eficiéncia do espermatozoide
transferido por zigoto em D. melanogaster, espécie que produz e transfere milhares
de espermatozoides, é de cerca de 2 espermatozoides por zigoto (GILBERT, 1981),
praticamente a mesma taxa de D. hydei, de 2,2 (PITNICK; MARKOW, 1994b), espécie de
espermatozoides “gigantes” e que produz e transfere um nimero de espermatozoides bem
inferior a D. melanogaster. Assim, o tamanho dos espermatozoides pode ter relagdo com
a quantidade transferida para as fémeas, mas ndo com a sua qualidade na produgéo de
zigotos.

Outro importante carater reprodutivo também sujeito a coevolugdo antagdnica entre
0s sexos € o tempo de duragéo da cépula (MOORE; PIZZARI, 2005), pois para as fémeas,
cbdpulas mais curtas resultariam em mais oportunidades de acasalamento e escolha criptica
dos espermatozoides no seu trato reprodutivo (MARKOW; HOCUTT, 1998; KNOWLES;
MARKOW, 2001); enquanto para os machos, copulas mais longas seriam vantajosas
por impedir que a fémea se reacasale, e assegurar a paternidade da prole (MAZZI et al.,
2009). Os espermatozoides de dois machos armazenados em uma fémea competem para
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fertilizar os 6vulos, esta competicéo, pode resultar no desenvolvimento de mecanismos que
asseguram a paternidade, sendo o aumento da duragéo da cédpula um deles (PITINICK;
MARKOW; SPICER, 1995; MARKOW, 1996).

Em Drosophila melanogaster foi demonstrado que o tempo de copula que
excede o periodo necessario para a transferéncia do esperma tem funcdo de retardar
0 reacasalamento da fémea, ao invés de aumentar a prole descendente deste macho
(GILCHRIST; PARTRIDGE, 2000). Ainda, fatores diferentes da selegdo sexual também
podem interferir no sucesso da copula em Drosophila, por exemplo, a qualidade da dieta
na fase juvenil pode afetar mais fortemente a frequéncia de cépulas nas fémeas do que nos
machos (GRANGETEAU et al., 2018).

Pode haver correlacdo entre o aparato reprodutivo de machos e fémeas e a
qualidade do espermatozoide, por exemplo, em Drosophila melanogaster o tamanho do
espermatozoide, dos testiculos e do receptaculo seminal das fémeas € o mesmo, todos
medem cerca de 2 mm. Nesta espécie, apenas apds 20 minutos da cdpula os érgaos de
armazenamento de espermatozoides nas fémeas (receptaculo seminal e espermatecas)
estdo repletos de espermatozoides, os espermatozoides que permanecem no Utero sao
eliminados com a postura dos ovos (LEFEVRE; JONSSON, 1962). Assim, é esperado que
0s machos saturem a capacidade dos 6rgaos de armazenamento de espermatozoides das
fémeas, ou, no minimo, transfiram uma quantidade superior a requerida pelas fémeas para
fertilizar seus ovos, e reabastecer rapidamente seu suprimento de espermatozoides apos a
copula (PARKER, 1970; TRIVERS, 1972; KNOWLTON; GREENWELL, 1984).

Em resumo, os modelos propostos para explicar a evolugcdo das estratégias
reprodutivas especificas dos sexos consideram um arranjo complexo de coevolugdo das
caracteristicas, que podem afetar a reprodugao, como investimento na produgéo de gametas
e prole (PITINICK; MARKOW, 1994a; LUPOLD; PITNICK, 2018). Apesar da fertilizacéo
competitiva raramente ser independente de influéncia das fémeas, € sugerido que a
quantidade e qualidade do espermatozoide podem operar independentemente (PARKER
et al., 2010), nédo existindo uma dicotomia entre a competicdo de esperma e a escolha
criptica da fémea (EBERHARD, 1996; LUPOLD et al., 2016), e qualquer caracteristica
do espermatozoide determinada pela selecdo pés-copula € tanto intra (competicdo com
espermatozoides de outros machos) como intersexual (escolha da fémea). Assim, a duragéo
da cépula, a fertilizagédo interna e o armazenamento de espermatozoide que ocorrem em
drosoéfilas as tornaram um importante modelo para o estudo de mecanismos de isolamento
reprodutivo pré e pos-zigoticos.

Muitas das pesquisas sobre a biologia reprodutiva citadas acima foram realizadas
com espécies de Drosophila oriundas de areas antropizadas, ou xerofiticas, ou ainda de
areas florestais do Neartico, Paleartico e América Central. Nao existem pesquisas sobre a
biologia reprodutiva de espécies de Drosophila que ocorrem em areas de mata do Brasil.
O objetivo deste trabalho foi analisar alguns caracteres reprodutivos, tamanho do testiculo,
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duragéo da copula, nimero de espermatozoides armazenados na espermateca, nimero
de progénie por copula, e a produtividade de cruzamentos intra e interpopulacionais de
espécies pertencentes a grupos irméos e endémicas de florestas, coletadas em simpatria
no sul do Brasil, Drosophila maculifrons (grupo guaramunu) e D. mediostriata (grupo
tripunctata). Dessa forma, pretende-se contribuir com informacgbes sobre a forca e os alvos
da selecdo sexual em espécies do Neotropico, regido com altas taxas de especiagéo.

21 MATERIAL E METODOS

. Locais de coleta

Para as analises de tamanho do testiculo, duracdo da co6pula, numero de
espermatozoides armazenados na espermateca, e produtividade de cruzamentos massais,
foram utilizadas duas populagbes de Drosphila maculifrons e D. mediostriata, coletadas em
unidades de conservacgéo pertencentes ao municipio de Guarapuava-PR, distantes 46 km
um do outro: Parque Natural Municipal das Araucarias (PMA - 51°27°19” O, 25°23'36” S) e
Parque Municipal Salto Sdo Francisco da Esperanga (SSF - 51°17°'53” O, 25°03’49,1”'S).
Para as anélises de producdo de descendentes por copula, foram utilizados individuos de
D. maculifrons e D. mediostriata apenas da populagdo SSF.

+  Caracteres morfologicos dos testiculos e espermatozoides

Foram removidos os testiculos direito e esquerdo de cinco machos de cada uma das
duas populagdes de Drosophila maculifrons e D. mediostriata, PMA e SSF. Para as medidas
dos testiculos, machos virgens com nove dias de idade foram eterizados e dissecados em
solucéo fisiologica 0,9%, os testiculos estirados foram montados em Iamina, fotografados
em estereomicroscopio Zeiss® (STEMI 2000C), e as medidas do comprimento dos testiculos
foram realizadas utilizando o Programa ImagedJ 1.52a (ABRAMOFF; MAGALHAES; RAM,
2004).

A andlise dos espermatozoides dos testiculos foi realizada em machos virgens com
sete dias de idade. Os testiculos foram removidos e esmagados entre lamina e laminula.
As laminas foram, entdo, congeladas em nitrogénio liquido para a posterior remogéo da
laminula, e fixadas em etanol/acido acético (3:1) durante trés minutos. Em seguida, as
laminas passaram por limpeza em éalcool 70% e agua destilada, para serem coradas com
4,6-diamino-2-phenyndole (DAPI), e fotografadas em microscépio composto (Olympus
BX60): com optica DIC, fluorescéncia e camera colorida Optronics.

+ Duracao da copula

A observacao da copula de Drosophila maculifrons e D. mediostriata na natureza
néo é possivel, devido a ocorréncia de espécies cripticas nas populagcbes PMA e SSF (dos
SANTOS; MACHADO; MATEUS, 2010; CAVASINI et al., 2014), onde os espécimes foram
coletados. Desta maneira, foi realizada tentativa de replicar em laboratério (com moscas
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recém-coletadas) importantes condi¢cdes naturais para a ocorréncia de copula, como a
densidade de moscas e periodo do dia para esta atividade. As anélises para estimativa
do numero de espermatozoides armazenados por copula e da progénie produzida pelas
fémeas por copula (descritas a seguir) revelaram baixa frequéncia de cépula quando
uma fémea virgem com sete dias a nove dias de idade foi colocada com trés machos
virgens com as mesmas idades. Desta maneira, considerando o numero médio de moscas
capturadas por armadilha (dos SANTOS; MACHADO; MATEUS, 2010), e que a atividade
de cdpula segue, geralmente, o ritmo de atividade locomotora em espécies Neotropicais de
Drosophila (PAVAN; DOBZHANSKY; BURLA, 1950; FUJII; KRISHNAN, 2007; dos SANTOS;
MACHADO; MATEUS, 2010), a observacdo da copula foi realizada em cruzamentos
massais com 15 casais entre sete e nove dias de idade, em periodo de trés horas entre as
8h e 11h.
- Estimativas do numero de espermatozoides armazenados nas espermatecas das
fémeas por copula

Foram realizadas cinco réplicas de cruzamentos com uma fémea e trés machos
virgens com sete a nove dias de idade. Apds alguns minutos do término da copula, as
espermatecas das fémeas foram removidas e esmagadas entre l1&mina e laminula. As
laminas para a contagem dos espermatozoides armazenados nas espermatecas foram
realizadas e analisadas como descrito para a observacao dos espermatozoides no testiculo.

O numero de espermatozoides armazenados foi estimado pela contagem dos
flagelos com o auxilio do Programa Imaged 1.52a (ABRAMOFF; MAGALHAES; RAM,
2004), para individualizar cada espermatozoide e impedir que um mesmo gameta fosse
considerado mais de uma vez. A motilidade dos espermatozoides armazenados também
foi avaliada. Apds copula, foram preparadas lAminas das espermatecas esmagadas entre
lamina e laminula, em solugéo fisioldgica, e observagéo direta em microscopia de luz.

+  Analise do nimero de descendentes produzidos por cépula

Em céamaras de oviposi¢do, foram realizadas cinco réplicas de cruzamentos de
individuos de SSF para cada espécie, contendo uma fémea e trés machos virgens com sete
a nove dias de idade, ap6s o término da copula, os machos foram removidos da camara.
Placas para oviposicéo, contendo agar 0,5% (1,5% de agar; 10% de sacarose; e 0,4% de
Nipagim), foram observadas e substituidas diariamente, até que as fémeas deixassem de
postar ovos por ao menos dois dias consecutivos. De cada placa foi registrado o numero
de ovos produzidos, as larvas de segundo estadio foram transferidas para tubos com meio
de cultura padrdo (banana/agar), e os adultos emergidos foram sexados e contados. A
realizacao deste experimento também possibilitou estimar a viabilidade dos ovos postos
pelas fémeas (porcentagem de ovos que resultaram em larvas, de larvas em adultos, e de
ovos a adultos) de Drosophila maculifrons e D. mediostriata. Para averiguar se as fémeas

destas espécies postam ovos néo fertilizados, 0 mesmo experimento descrito anteriormente
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foi realizado com cinco réplicas de fémeas virgens recém eclodidas a idade em que a
auséncia de ovos atingisse dois dias consecutivos.

+  Produtividade de cruzamentos intra e interpopulacionais

Para Drosophila maculifrons, foram realizados cruzamentos massais em todas as
combinacdes possiveis entre duas isolinhagens de PMA (PMA142 e PMA164) e duas de
SSF (SSF008 e SSF033), totalizando 16 cruzamentos: quatro intracruzamentos (machos
e fémeas da mesma linhagem); quatro cruzamentos interlinhagem e intrapopulacional; e
oito cruzamentos interlinhagem e interpopulacional. Para D. mediostriata, foram realizados
cruzamentos com apenas uma linhagem de cada populacéo, totalizando quatro cruzamentos:
dois intra e dois interpopulacionais (Tabela 1). Os cruzamentos foram mantidas a 20°C+1°C
e fotoperiodo natural.

Cada cruzamento foi realizado em garrafas de 1/4 de L com meio de cultura padrdo
e em triplicatas contendo em cada uma 15 fémeas e 15 machos virgens com sete dias de
idade. Foram realizados trés (para D. maculifrons) e quatro (para D. mediostriata) repiques,
um por semana, e apds uma semana do terceiro/quarto repique, as moscas parentais forma
descartadas. A cada repique foi avaliado o niumero de individuos mortos para a estimativa
do nimero de descendentes por fémeas vivas. Assim, foram estabelecidos quatro grupos
de idades para D. maculifrons: 1° grupo, moscas com 7 a 13 dias; 2° grupo, moscas com
14 a 20 dias; 3° grupo, moscas com 21 a 27 dias; e 4° grupo, moscas com 28 a 34 dias;
e cinco grupos para D. mediostriata: os mesmos quatro de D. maculifrons, mais 5° grupo,
moscas com 35 a 41 dias.

Drosophila maculifrons

QPMA142 ?PMA164 QSSF008 QSSF033
dPMA142  QPMA142x3PMA142 QPMA164xJPMA142 QSSF008xJPMA142  QSSF033xJPMA142
dPMA164  QPMA142x3PMA164 QPMA164x5PMA164 QSSF008xJIPMA164 QSSF033xJPMA164
4SSF008  QPMA142x3SSF008  QPMA164x3SSF008 Q?SSF008xJSSF008 QSSF033x3SSF008
4SSF033  QPMA142x3SSF033  QPMA164x3SSF033  QSSF008x3SSF033  QSSF033x3SSF033

Drosophila mediostriata
PMA QSSF
JPMA QPMAXxJZPMA QSSFx3PMA
JSSF QPMAXJSSF QSSFxJ'SSF

Tabela 1 - Cruzamentos realizados entre linhagens de duas popula¢des de Drosophila maculifrons

e D. mediostriata. PMA = Parque Natural Municipal das Araucérias, SSF = Parque Municipal Salto

Séao Francisco da Esperanca. Em negrito cruzamentos intralinhagem; sublinhados os cruzamentos
interlinhagens; os demais s&o cruzamentos interpopulacionais.

A produtividade dos cruzamentos foi definida como o nimero da progénie dos intra
e intercruzamentos. Esta anélise foi realizada por meio da contagem de machos e fémeas
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F1 dos cruzamentos em cada um dos quatro e cinco grupos de idade. As contagens foram
realizadas a cada dois dias, ap6s o inicio da emergéncia dos primeiros adultos, totalizando
quatro contagens em uma semana, para certificar que todos os descendentes do periodo
tenham sido registrados. A comparacgéo da produtividade entre os cruzamentos foi realizada
por meio do numero total de individuos produzidos e também considerando o nimero de
fémeas vivas em cada grupo de idade para producgéo por fémea.

- Analises Estatisticas

Foram estimadas as médias e desvios padrées do tamanho dos testiculos, duragdo
da copula, numero de espermatozoides armazenados nas espermatecas, nimero de ovos,
larvas e adultos produzidos por copula, da viabilidade, do periodo de desenvolvimento,
e da produtividade no programa Past 3.16. (HAMMER; HARPER; RYAN, 2017). A
homocedasticidade dos dados foi averiguada por meio do teste de Shapiro-Wilks nos dados
brutos, logaritimizados e extraida a raiz quadrada, e, assim, foram aplicados os testes de
significAncia mais adequados para as comparacdes interpopulacionais e interespecificas.
Para os dados que apresentaram distribuicdo normal foi aplicada a andlise de variancia —
One Way ANOVA, e o teste de Kruskal-Wallis nos dados ndo paramétricos. No programa
Statistica 7.0 (StatSoft, Inc.) foram gerados graficos do nimero de ovos postos ao longo
do periodo de observacao, e do nimero de ovos, larvas e adultos produzidos por copula.

31 RESULTADOS

«  Caracteres morfolégicos dos testiculos e espermatozoides

O aparelho reprodutor dos machos das espécies D. maculifrons e D. mediostriata
€ constituido por glandulas acessorias translicidas, um par de vesiculas seminal e de
testiculos, com coloragdo esbranquicada. O testiculo destas espécies € um tubo fino e
longo, com regides esbranquigadas homogéneas. De sua porgdo apical até a vesicula
seminal, o testiculo apresenta forma espiral com trés ou mais giros. A vesicula seminal
encontra-se no final do testiculo. Dessa forma, a vesicula € caracterizada por estar afastada
por uma regido que se afunila na parte posterior do testiculo, alargando-se novamente ja
como vesicula seminal.

As medidas dos testiculos apresentaram distribuicdo normal ap6s os dados serem
logaritmizados. Nao houve diferencas estatisticas no tamanho entre os testiculos esquerdos
e direito em Drosophila maculifrons (F = 0,1109, p = 0,9525, Tukey para comparacgdes par-a-
par, p>0,05), e em D. mediostriata (F = 0,8991, p = 0,5992, Tukey para comparagdes par-a-
par, p > 0,05). Também nao foram encontradas diferencas significativas interpopulacionais
no tamanho dos testiculos nas duas espécies, no entanto os testiculos dos machos de D.
maculifrons foram significativamente maiores que os de D. mediostriata (F = 5,072, p =
0,0317) (Tabela 2).
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Drosophila mediostriata Drosophila maculifrons

Tamanho Testiculo PMA SSF PMA SSF
Direito 8,370+ 0,637 8,242+ 0,548 8,728+ 1,080 9,023+ 0,814
Esquerdo 8,378+ 0,673 8,272+ 0,487 8,809+ 0,773 8,837+ 0,782
Média da espécie 8,315+ 0,585 8,849 + 0,807

Tabela 2 - Tamanho médio dos testiculos (mm) direitos e esquerdos de popula¢des (PMA e SSF) de
Drosophila mediostriata e D. maculifrons. PMA = Parque Natural Municipal das Araucarias, SSF =
Parque Municipal Salto Sao Francisco da Esperanca.

Os espermatozoides encontrados nos testiculos de Drosophila maculifrons e D.
mediostriata séo longos, delgados e filiformes, organizados em feixes quando imaturos, e
livres quando maduros (Figura 1).

Figura 1 - Espermatozoides corados (DAPI) dos testiculos de Drosophila mediostriata (A) e D.
maculifrons (B).

Fonte: foto tirada por da Silva, L. T. O.

+  Duracao da cépula

A duracdo da copula foi estatisticamente significativa entre as populagdes para
ambas as espécies: DC em PMA foi mais curta (24,45 + 8,7 min) do que em SSF (40,69
+ 16,18 min) para D. maculifrons (F = 11,71, p < 0,01), e mais longa para D. mediostriata
(PMA = 33,84 + 2,83 min, SS = 20,84 +8,02; F = 7,68, p < 0,05).

- Estimativas do numero de espermatozoides armazenados nas espermatecas das
fémeas por copula

Os espermatozoides encontrados nas espermatecas das fémeas de Drosophila

maculifrons e D. mediostriata apresentaram motilidade, e foram encontrados espacialmente

aglomerados (Figura 2). Houve diferenca interpopulacional significativa no nimero médio de

espermatozoides armazenados tanto para D. maculifrons (PMA: =93 +10,1; SSF: =150,8

+ 30,43, F = 16,25, p = 0,004), como para D. mediostriata (PMA: =63 +8,31; SSF: =78,4
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+ 6,5, F = 10,65, p = 0,0115), com maior armazenamento nas espermatecas das fémeas
provenientes de SSF. As fémeas das duas popula¢des de D. maculifrons armazenaram
significativamente mais espermatozoides nas espermatecas do que D. mediostriata (PMA:
F = 26,32, p = 0,0009; SSF: F = 27,08, p = 0,0008).

Figura 2 - Espermatozoides corados (DAPI) nas espermatecas de Drosophila maculifrons (A) e D.
mediostriata (B).

Fonte: foto tirada por da Silva, L. T. O.

+ Analise do numero de descendentes produzidos por copula

Apenas as fémeas virgens de Drosophila maculifrons pdem ovos nao fertilizados a
partir do 5° até o 17° dia de vida, que ndo se desenvolvem. As fémeas inseminadas por um
unico macho de D. maculifrons e D. mediostriata comecaram a oviposi¢cdo no primeiro dia
poés-copula e terminaram cerca de 21 dias depois. Ao longo deste periodo, 0 nUmero de
ovos postos foi bastante irregular para as duas espécies (Figura 3). Apesar de uma maior
producdo de ovos, larvas e adultos pelas fémeas de D. maculifrons, ndo houve diferenca
significativa entre a progénie das duas espécies, mesmo apés a logaritmizagéo dos dados,
devido ao alto desvio padrao (Ovos: F = 2,376, p = 0,1618; Larvas: F = 1,439, p = 0,2646;
Adultos: F = 1,668, p = 0,2326). Ainda, se considerado que cerca de 21% dos ovos postos
pelas fémeas inseminadas de D. maculifrons (X = 330,6 + 255,79) pode representar ovos
nao fertilizados ()? = 69,4 + 43,37), a auséncia de diferenca estatistica entre o numero de
progénie das duas espécies pode ser confirmada.

A viabilidade de ovos-larvas de Drosophila maculifrons foi estimada em X = 34,08%
+ 17,69 e X = 38,79% =+ 18,6 para D. mediostriata, para larva-adulto de D. maculifrons
X = 57,43% = 10,95, e X = 47,88% = 21,06 para D. mediostriata, como consequéncia a
viabilidade média ovo-adulto foi de X = 20,41% = 12,5 para D. maculifrons, e de X = 19,4%
+ 10,99 para D. mediostriata. Também nao foram encontradas diferengas significativas
interespecificas nas viabilidades médias ovo-larva, larva-adulto e ovo-adulto (F = 0,1679,
F = 0,8091, F = 0,0181, respectivamente, com p > 0,3). Aqui também deve ser destacado
que a viabilidade ovo-adulto de D. maculifrons deve ser ainda inferior aos cerca de 20%
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estimados, pois as fémeas desta espécie postam ovos ndo fecundados.

* Produtividade de cruzamentos intra e interpopulacionais

A comparagdo dos intracruzamentos com o0s cruzamentos interlinhagem
intrapopulacional de Drosophila maculifrons néo resultou em valores significativos de
produtividade de machos e fémeas, e na produtividade total. Assim, as analises estatisticas
foram realizadas agrupando os sexos e 0s cruzamentos nos mesmos dois tipos de D.
mediostriata, intrapopulacional (YPMAXJPMA e (QSSFxJSSF) e interpopulacional
(PPMAXJSSF e QSSFx3PMA).

Figura 3 - Numero médio de ovos (e intervalo de confianga a 95%) produzidos por inseminagéo ao
longo do tempo po6s-copula para fémeas de Drosophila maculifrons (azul) e D. mediostriata (vermelho).

Houve diferenca significativa na mortalidade das fémeas parentais ao longo
das idades entre os cruzamentos de D. maculifrons. Desta maneira, a comparagéo da
produtividade nos quatro grupos de idade foi realizada considerando o nimero médio de
descendentes produzidos por fémea viva em cada periodo. A produtividade foi uniforme
ao longo dos quatro grupos de idades avaliados, apenas em ?SSFxJPMA a produtividade
no 3° grupo de idade foi superior aos demais (F = 11,35; p = 0,0030). Nao houve diferenca
significativa na produtividade total entre os cruzamentos realizados (F = 2,433; p = 0,0776),
demonstrando ndo haver isolamento pds-zigbtico entre as populacdes analisadas, apesar
das diferencgas na duragéo da cOpula entre 0s cruzamentos intra e interpopulacionais.

Para Drosophila mediostriata, também ndo foram observadas diferengas significativas
na proporcéo de descendentes fémeas e machos em todos os cruzamentos realizados. Ja
as comparagdes da produtividade total e por fémea apresentaram o mesmo quadro geral,
desta forma, foram destacadas as analises da produtividade total dos cruzamentos. Quando
agrupando os cruzamentos como intra e interpopulacionais, ndo foi observada diferenca

significativa na produtividade total de descendentes. No entanto, quando os cruzamentos
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foram agrupados em QPMAXJPMA com QPMAXZSSF, e QSSFxJSSF com QSSFxJPMA,
ou seja intra com fémea do cruzamento interpopulacional a mesma do intrapopulacional,
foi observado diferenga significativa, mas no agrupamento reciproco, quando a fémea do
cruzamento interpopulacional foi de populagao diferente do cruzamento intrapopulacional,
ndo foi obtido o mesmo resultado (Tabela 3). Nao houve diferenga estatisticamente
significativa na produtividade de descendentes ao longo dos cinco grupos de idades dos
cruzamentos realizados, apesar de poder ser destacada uma queda na produtividade dos
4° e 5° grupos de idade nos cruzamentos que envolveram fémeas de PMA.

SQ GL MQ F P
1
Entre os grupos 448,532 1 448,532 0,3012 0,5952
Dentro dos grupos 14890,9 10 1489,09
Total 15339,4 1
2
Entre os grupos 78,1789 1 78,1789 40,18 0,0000
Dentro dos grupos 19,4589 10 1,94589
Total 97,6378 11

SQ = soma dos quadrados; GL = graus de liberdade; MQ = média dos quadrados

Tabela 3 - Analise de variancia do total de descendentes produzidos nos cruzamentos intra
e interpopulacionais de Drosophila mediopunctata do municipio de Guarapuava-PR: (1) intra
(PPMAXJPMA e QSSFxJSSF) e interpopulacionais (?PMAXJSSF e QSSFxJPMA); (2) agrupamento
dos cruzamentos QPMAxJPMA com QPMAxXJ3SSF e QSSFxJSSF com QSSFx3PMA. PMA = Parque
Natural Municipal das Araucarias, SSF = Parque Municipal Salto Sdo Francisco da Esperanca.

Os cruzamentos 9SSFxJSSF e QSSFxJPMA apresentaram produtividade
semelhante e foram cerca de seis vezes mais produtivos que os cruzamentos  PMAxJPMA
e PPMAXJZSSF, os quais, por sua vez, também apresentaram produtividade semelhante.
Desta forma, pode ser destacado que a produtividade foi determinada pela fémea envolvida
no cruzamento (Figura 4).
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Figura 4 - Numero médio de descendentes total (+ desvios padrédo) produzidos em cruzamentos intra
e interpopulacionais de Drosophila mediopunctata do municipio de Guarapuava-PR. PMA = Parque
Natural Municipal das Araucarias, SSF = Parque Municipal Salto S&o Francisco da Esperanca.

41 DISCUSSAO

Embora existam evidéncias de que a selecdo intra e intersexual desempenham
papel central na evolucéo dos caracteres reprodutivos e nos sistemas de acasalamentos
de Drosophila, sua importancia em espécies de mata da regido Neotropical nédo estéa clara.
Neste trabalho foram utilizadas espécies de grupos irméos e provenientes de mesmas
populagdes, ou seja, ocorrendo em simpatria em areas da Mata Atlantica brasileira, com o
objetivo de minimizar os efeitos das relagbes filogenéticas e do ambiente nas diferencas
que possivelmente pudessem ser encontradas entre D. maculifrons e D. mediostriata com
relacéo aos caracteres reprodutivos analisados.

Em espécies de Drosophila existe muita variagdo interespecifica no tamanho dos
testiculos, com uma relagao positiva entre o tamanho do testiculo e do espermatozoide,
e negativa entre o tamanho e o numero de espermatozoides transferidos para as fémeas
(MARKOW, 1996), o que pode ocasionar um periodo maior para a maturagéo sexual do
macho, devido ao investimento relativamente elevado na formacéo do tecido testicular
(PITNICK; MARKOW, 1994a).

De acordo com a reviséo de Pitnick (1996), nés propomos a distingdo de quatro
classes de tamanho de testiculo em Drosophila: 1) entre 1 e 7 mm; 2) maior que 7 e menor
que 20 mm; 3) maior que 20 e menor que 30 mm; e 4) maior que 30 mm. Dentre as espécies
analisadas até o momento, apenas D. bifurca apresenta tamanho de testiculo compativel
com a classe 4 (PITNICK; MARKOW; SPICER, 1995). O tamanho médio do testiculo de D.
maculifrons e D. mediostriata enquadra-se na segunda classe, de espécies com tamanho
intermediario de testiculo, nem diminutos, como da primeira classe, nem grandes, como as
espécies que podem produzir espermas “gigantes” (terceira e quarta classes) (PITNICK;
MARKOW, 1994b; PITNICK; MARKOW; SPICER, 1995).

Neste trabalho foi observado que Drosophila maculifrons apresentou maior

Ciéncias biologicas: Génese na formagao multidisciplinar 2 Capitulo 15 “



tamanho de testiculo e maior niumero de espermatozoides armazenados pelas fémeas
que D. mediostriata. Ainda, o nUmero de espermatozoides armazenados pelas fémeas nas
espermatecas foi maior na populacdo SSF, a qual também apresentou a maior duracéo
da copula nesta espécie. A competicdo de esperma estqd amplamente associada com
esse aumento no tamanho dos testiculos e no nimero de espermatozoides em diferentes
taxons, insetos (GAGE, 1994), peixes (STOCKLEY et al., 1997), passaros (MOLLER, 1988),
mamiferos (MGLLER, 1989), inclusive humanos (SIMMONS et al., 2004). No entanto, o
maior tempo de copula e armazenamento de espermatozoides nédo resultaram em maior
numero de progénie, sugerindo que essa espécie possa apresentar um limiar energético
para a produgéo de descendentes, o qual é independente do nimero de espermatozoides
disponiveis.

A receptividade da fémea para se reacasalar depende da queda no numero de
espermatozoides armazenados da copula anterior, o retorno da receptividade da fémea pode
ocorrer ap6s a producdo de 90% dos descendentes que seriam esperados de uma unica
copula (GROMKO; NEWPORT; KORTIER, 1984). Por isso, estimar o nUmero de progénie
por cépula é importante no entendimento dos sistemas de acasalamento em Drosophila.
A maioria das espécies de Drosophila apresenta dois 6rgdos para armazenamento
de espermatozoides, o receptaculo seminal (6rgdo primario de armazenamento) e a
espermateca (PITNICK; MARKOW; SPICER, 1999). Neste trabalho foi estimado o nimero
de espermatozoides nas espermatecas das fémeas de D. maculifrons e D. mediostriata
para determinar por quanto tempo esta reserva extra, apds o uso dos espermatozoides do
receptaculo seminal serem utilizados, permitiria a produgéo de zigotos.

O periodo de oviposigédo ap6s a copula foi amplo (cerca de 20 dias), porém bastante
irregular, indicando que o espermatozoide armazenado pode ser utilizado por varios dias.
Pode ser constatado que o nimero médio de espermatozoides na espermateca foi inferior
ao numero de ovos postos. Este resultado confirma que os espermatozoides do receptaculo
seminal séo utilizados primeiro, e que este baixo nimero extra de espermatozoides favorece
0 reacasalamento para a reposi¢éo do estoque, reforcando a competicdo de esperma e
selecéo intersexual, com a escolha criptica da fémea (LUPOLD; PITNICK, 2018).

A viabilidade dos zigotos de Drosophila maculifrons e D. mediostriata foi baixa,
sendo mais afetada na transi¢do ovo-larva do que larva-adulto. Este é um fato que reforca
a importancia da escolha criptica da fémea na sele¢éo dos espermatozoides armazenados
para a formagdo de zigotos viaveis. O niUmero médio de progénie por cépula produzido
para estas espécies esta entre os menores para as espécies em que este carater foi
avaliado, sendo equivalente ao numero estimado para D. hydei, espécie que produz
espermatozoides “gigantes”, que séo transferidos em baixo niumero (cerca de 100/c6pula)
para as fémeas (PITNICK; MARKOW, 1994a; MARKOW, 1996; PITNICK, 1996). Desta
maneira, pode existir relacdo do tamanho do testiculo e/ou da duracdo da copula com o

numero de espermatozoides armazenados pelas fémeas, porém ndo com a qualidade da
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progénie gerada.

A maior duragdo da cdpula e maior numero de espermatozoides que podem ser
armazenados pelas fémeas podem ser uma resposta a competicdo de esperma com outros
machos (selecéo intrassexual). Em algumas espécies de Drosophila a dura¢do da copula
é determinada pela fémea (MAZZI et al., 2009), enquanto em outras pode estar sujeita ao
controle do macho (BACIGALUPE et al., 2007). Além disso, a dura¢ao da copula poderia ser
o resultado da interagdo de ambos os sexos (MARKOW 1981; HIRAI; SASAKI; KIMURA,
1999). A duracéo da cépula de Drosophila maculifrons e D. mediostriata, entre 20 e 40
minutos, esta entre as mais longas observadas até o momento (GRANT, 1883; MARKOW,
1996). Em insetos, este carater depende de processos de coevolugdo sexualmente
antag6nica (PARKER, 1979; HOLLAND; RICE, 1998; MOORE; PIZZARI, 2005), devido aos
“interesses” reprodutivos distintos entre machos e fémeas.

A duracgéo da copula mais curta resulta em oportunidades para reacasalamentos e
escolha criptica da fémea em seu trato reprodutivo (MARKOW; HOCUTT, 1998; KNOWLES;
MARKOW, 2001), enquanto cépulas longas beneficiam os machos porque impedem as
fémeas de se reacasalarem, assegurando a paternidade da prole (CHEN et al., 1988;
ALCOOK, 1994; SCHOEFL; TABORSKY, 2002; CHAPMAN et al., 2003; LIU; KUBLI, 2003;
MAZZI et al. 2009; SKWIERZYNSKA et al. 2018). Contudo, a extensao do periodo de cépula
também poderia ser vantajosa para a fémea, pois o ejaculado dos machos é responsavel
pelo aumento na fecundidade (NEUBAUM; WOLFNER, 1999; SAVALLI; FOX, 1999;
WOLFNER, 2002; XUE; NOLL, 2002; EDVARDSSON; CANAL, 2006; WIGBY et al., 2009).
Recentemente, também foi demonstrado que sob risco de competicdo de esperma, as
proteinas do fluido seminal, ja no trato reprodutivo da fémea, poderiam melhorar a produgéo
de descendentes do ultimo macho competidor, € aumentar o nUmero de espermatozoides
liberados (NGUYEN; MOEHRING, 2018; IWATA et al., 2021).

Entre os caracteres reprodutivos p0Os-zig6ticos, a produtividade, definida aqui
como o numero de descendentes produzidos nos cruzamentos, também pode ser afetada
em cruzamentos interpopulacionais de espécies em divergéncia. Cruzamentos entre
populagdes de uma mesma espécie em processo de diferenciagéo incipiente, e cruzamentos
interespecificos, podem gerar menor produtividade que os cruzamentos intrapopulacionais
e intraespecificos, degeneragao da produtividade da F2, e, ainda, cruzamentos F1xF1 sem
descendentes devido a esterilidade do macho hibrido (MADI-RAVAZZI; BICUDO, 1992;
MADI-RAVAZZI; BICUDO; MANZATO, 1997; MACHADO; CASTRO; MADI-RAVAZZI, 2002;
MACHADO, MADI-RAVAZZI; TADEI, 2006, como exemplos em espécies cactofilas do
neotrdpico).

Apesar das diferengcas observadas quanto aos caracteres reprodutivos pré-
zigbticos entre as popula¢des de Drosophila maculifrons e D. mediopunctata, ndo houve
interferéncia na produtividade dos intercruzamentos. Contudo, algumas diferengas podem
ser destacadas na produtividade dos cruzamentos de D. mediostriata, a populagédo SSF foi
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mais produtiva que PMA e os cruzamentos interpopulacionais apresentaram produtividade
semelhante ao cruzamento intrapopulacional quando a fémea envolvida no cruzamento
interpopulacional pertencia a mesma populacédo do cruzamento intrapopulacional. Assim,
QPMAXxJZSSF apresentou produtividade semelhante ao cruzamento intrapopulacional
QPMAXZPMA, e QSSFxJPMA obteve produtividade similar a Q SSFxJ'SSF.

O postulado de que o conflito sexual na evolugéo de caracteres pré-zigéticos leva ao
isolamento reprodutivo é baseado na evolugao arbitraria, ao acaso, como causa da sele¢ao
sexual dirigindo o isolamento entre populagdes alopatricas (COBB; BURNET; CONNOLLY,
1988; PRICE et al., 2001; TANUJA; RAMACHANDRA; RANGANATH, 2001; COYNE et
al., 2002). Contudo, nem toda variedade de “ajuste” ao conflito sexual é possivel, porque
os machos tém um numero limitado de fémeas para cruzar, e as fémeas sdo capazes
de produzir um numero limitado de descendentes (BATEMAN, 1948), pois os 6vulos sao
um recurso limitante devido ao alto custo energético de sua producdo (ALEXANDER;
SHERMAN, 1977). Deste modo, baseado em experimentos que ndo demonstraram a
correlacé@o entre conflito sexual diferencial e o surgimento de mecanismos de isolamento,
Bacigalupe e colaboradores (2007) propuseram que os custos para os machos e fémeas no
conflito sexual, e também evolugéo paralela, ao invés de arbitraria, das trajetorias evolutivas
das caracteristicas reprodutivas poderiam ser os fatores responsaveis pela auséncia desta
correlagéo.

Pode ser concluido que uma provavel selecéao de caracteres pré-zigbticos, resultado
da competicdo de esperma, pode levar a uma tendéncia de aumento no tamanho dos
testiculos dos machos, o qual é seletivamente vantajoso por possibilitar maior producéo de
espermatozoides, que pode, por sua vez, resultar em um maior nimero de espermatozoides
armazenados pela fémea. Porém, o maior numero de espermatozoides nao determina um
incremento correspondente no nimero de descendentes produzidos pela fémea, nem as
diferengas populacionais nestes paradmetros levou, ao menos neste momento evolutivo, a
divergéncia em caracteres pos-zigéticos. No entanto, vale aqui destacar que a diferenca
na produtividade entre os cruzamentos interpopulacionais reciprocos de Drosophila
mediostriata sugerem certa assimetria da produtividade interpopulacional. O risco para
competicdo de esperma deve ser uma proxima etapa da avaliagdo do sistema reprodutivo
de D. maculifrons e D. mediostriata, a fim de melhor auxiliar na compreenséo da evolugcédo
e relagcdo entre esses pardmetros em espécies polifagas do Neotropico, em que esses
estudos sdo escassos.
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RESUMO: O objetivo do capitulo foi caracterizar
os poluentes emergentes quanto a estrutura,
degradacdo e regulamentacdo ambiental, com
enfoque em duas substancias fotoprotetoras,
benzofenona-3 (BP-3) e octocrileno (OC),
destacando circunstancias em concentracdes
em que foram encontradas no ambiente, danos
associados e sua relacdo com as estacdes de
tratamento de esgoto (ETEs). Os poluentes
emergentes sdo compostos quimicos sintéticos
de estrutura complexa e baixa biodegradabilidade
constantemente lancados no ambiente, onde
persistem em niveis entre ng e pg, geralmente
sem legislagbes de controle. A BP-3 foi
observada em aguas superficiais e potaveis em
todo o mundo, com toxicidade comparada a de
diversos metais e responsavel pela morte de
corais nas zonas costeiras. Em peixes, afetou a
producdo de ovos, incubacdo e testosterona, e
em ratos, a densidade de esperma e ciclo estral,
Enquanto que em humanos, foram encontrados
em amostras de urina, leite materno e plasma
sanguineo, e constatado seu potencial como
desregulador endécrino ao interferir no periodo
gestacional, crescimento fetal, células neuronais
e doenca de Hirschsprung, além de provocar
alteracbes de peso em recém-nascidos. O
OC, muito utilizado para estabilizar outros
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fotoprotetores como a BP-3, também foi frequente em ambientes aquaticos e registrado em
sedimentos e peixes com valores superiores aos de poluentes organicos persistentes, além
de aparecer em agua de rio, mar e tratada; em ensaios com zebrafish relacionado a alteragdes
na transcricdo de genes do cérebro e figado; e encontrado em leite materno humano. Os
métodos convencionais aplicados nas ETEs, como separagao fisico-quimica e lodo ativado,
que se atém a remocgéao de solidos suspensos e matéria organica, ndo sao eficientes para
sua eliminacédo. Dessa forma questiona-se a necessidade de um tratamento terciario, como
0s processos oxidativos avancados. Cabe o alerta de que novos levantamentos sejam
realizados para que se obtenha dados sélidos dos niveis dos poluentes nos ecossistemas,
além de ensaios com diferentes organismos-testes buscando concentragbes seguras a
serem emitidas no ambient.

PALAVRAS-CHAVE: Fotoprotetores, contaminantes de carater emergencial, ecossistemas,
ser humano.

BENZOPHENONE AND OCTOCRYLENE AS EMERGING POLLUTANTS:
ENVIRONMENTAL AND PUBLIC HEALTH ISSUES

ABSTRACT: The objective of the chapter was to characterize the emerging pollutants in
terms of structure, degradation and environmental regulation, focusing on two photoprotective
substances, benzophenone-3 (BP-3) and octocrilene (OC), highlighting circumstances in
concentrations where they were found in the environment, associated damages and their
relationship with sewage treatment plants (ETEs). Emerging pollutants are synthetic chemical
compounds of complex structure and low biodegradability that are constantly released into
the environment, where they persist at levels between ng and pg, generally without control
legislation. BP-3 has been observed in surface and drinking waters around the world, with
toxicity compared to that of various metals and responsible for coral death in coastal areas.
In fish, it affected egg production, incubation and testosterone, and in rats, sperm density and
estrous cycle, while in humans, they were found in urine, breast milk and blood plasma samples,
and their potential as an endocrine disruptor was found. by interfering with the gestational
period, fetal growth, neuronal cells and Hirschsprung's disease, in addition to causing weight
changes in newborns. OC, widely used to stabilize other sunscreens such as BP-3, was
also frequent in aquatic environments and recorded in sediments and fish with values higher
than those of persistent organic pollutants, in addition to appearing in river, sea and treated
water; in zebrafish assays related to changes in brain and liver gene transcription; and found
in human breast milk. Conventional methods applied in ETEs, such as physical-chemical
separation and activated sludge, which focus on the removal of suspended solids and organic
matter, are not efficient for their elimination. Thus, the need for a tertiary treatment, such as
advanced oxidative processes, is questioned. It is worth warning that new surveys are carried
out in order to obtain solid data on the levels of pollutants in ecosystems, in addition to tests
with different test organisms seeking safe concentrations to be emitted into the environment..
KEYWORDS: Photoprotectors, emergency contaminants, ecosystems, human beings.

11 INTRODUGAO

A protecédo do meio ambiente ndo faz parte da cultura do homem — é dessa forma
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que Souza e Souza (2016) abrem seu artigo sobre os perigos silenciosos da polui¢do; para
elas, o fato do ser humano estar inserido na era da informagéo deveria implicar em um
aumento da reflexividade social e das circunstancias em que vive.

Porém, sob a ética do Brasil, principalmente pds-2018, aos cuidados de um
governo que articula o desmonte da agenda ambiental (SCANTIMBURGO, 2018) e de uma
sociedade capitalista desigual (SILVA; FLAIN, 2017), o cenario é aterrador.

No tocante aos recursos hidricos, ao extrapolar a agua para além da sua
importancia como elemento vital e entendé-la como bem de valor econémico e matéria-
prima que tende a escassear em quantidade e qualidade (SOARES; LEAO, 2015), suas
caracteristicas quimicas, fisicas e biol6gicas sédo constantemente afetadas por atividades
como agricultura, industria, mineracdo, descarte de residuos, crescimento demografico,
urbanizagdo e mudancgas climaticas (BRASIL, 2014).

Através delas, uma série de compostos sintéticos tem o meio ambiente como destino,
dentre eles farmacos, drogas ilicitas, cosméticos de beleza e produtos de higiene pessoal,
aditivos alimentares, anticorrosivos, plastificantes e agrotoxicos, bem como horménios e
esteroides, que juntos constituem os poluentes emergentes (DIAS et al., 2015; SOARES;
SOUZA, 2020).

Os poluentes emergentes séo substancias de estrutura complexa e dificil degradacgéao,
cujos métodos convencionais de tratamento de agua e esgoto no pais ndo sao eficientes
para sua remocado (PETRIE; BARDEN; KASPRZYK-HORDERN, 2015). Dessa forma,
esses compostos sdo persistentes em agua, solo e sedimentos, e sdo bioacumulativos em
organismos vivos, em niveis entre ng e ug, e em paises em desenvolvimento econémico,
como o Brasil, essa classe de poluentes n&o esta inclusa em programas de monitoramento
ou legislagdes de controle (SOUZA; SOUZA, 2016).

A Portaria do Ministério da Saude n° 2914/11, que trata da potabilidade da agua, e
as Resolugcbes CONAMA n° 357/05, dos padrbes de classificagdo dos corpos hidricos, e
430/11, do lancamento de efluentes, por exemplo, ndo dispdem de valores limites para o
descarte desses poluentes (BRASIL, 2005; BRASIL, 2011).

Assim, o0 objetivo do capitulo foi caracterizar os poluentes emergentes quanto a
estrutura, degradacé@o e regulamentacdo ambiental, com enfoque em duas substancias
fotoprotetoras, benzofenona-3 e octocrileno, destacando circunstancias e concentragbes
em que foram encontradas, danos associados e sua relagcdo com as estagdes de tratamento
de esgoto.

2|1 DESENVOLVIMENTO

2.1 Histérico sobre a escassez e mal uso da agua

A humanidade desempenha um papel importante sobre a ecologia e a geologia

Ciéncias biologicas: Génese na formagao multidisciplinar 2 Capitulo 16 m



do planeta, que Crutzen e Stoemer (2000) a descrevem de forma poética, ao coloca-la
como agente da transformacgao do equilibrio biogeoquimico, em competicdo com as forcas
naturais no impacto e modificagdo do sistema terrestre.

Em 2021, a combinagdo de um governo negacionista que sequer mascara seu
desmonte da agenda ambiental (SCANTIMBURGO, 2018) com uma sociedade capitalista
e desigual, em que o consumismo é incentivado pela grande oferta de produtos e uma
publicidade apta em criar a necessidade na populacao de se adquirir novos bens, faz do
presente um cenario desastroso (SILVA; FLAIN, 2017).

Ao entender a agua ndo somente como um elemento vital, mas como um recurso
de valor econ6mico para o desenvolvimento, e por isso, como uma matéria-prima que
tende a se tornar escassa em quantidade e qualidade (SOARES; LEAO, 2015), nota-se
uma rede de atividades que afetam suas caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas,
como agricultura, industria, mineracdo, descarte de residuos, crescimento demografico,
urbanizagdo e mudancgas climaticas (BRASIL, 2014).

Enquanto sua demanda dobra a cada 21 anos, a disponibilidade da parcela de agua
doce, que corresponde a 2,5% do total da agua no planeta, caiu 62% mundialmente nos
Ultimos 50 anos (CONSTANTINOV, 2010).

Quando a &agua é imprépria ou inadequada, ela é a causa de 3,1% dos oébitos
anuais em todo o mundo, um montante de mais de 1,7 milhdes de pessoas (BRASIL,
2014), principalmente atrelada a falta de tratamento e disposi¢éo correta de efluentes — nos
indices nacionais mais recentes, a média de atendimento total com rede de esgoto era de
53,2% em 2018, com apenas 46,3% do efluente tratado (BRASIL, 2019).

Baseado em efeitos como toxicidade aquatica, genotoxicidade, perturbagéo endécrina
em animais selvagens e selegdo de bactérias patogénicas resistentes, pesquisadores tém
apresentado evidéncias de que um grupo de substancias configura uma nova ameaca, 0os
chamados poluentes emergentes (DIAS et al., 2015; SILVA, 2012; JARDIM et al., 2012;
MONTAGNER et al., 2013).

2.2 Poluentes emergentes: definicao, estrutura quimica complexa, baixa
degradacéo e falta de monitoramento e regulamento ambiental

Diversos compostos sintéticos tém como destino o solo, corpos hidricos e
sedimentos, entre os quais estédo os farmacos (antibioticos, analgésicos e anti-inflamatérios,
drogas de uso psiquiatrico, reguladores lipidicos e seus metabdlitos, B-bloqueadores e
contraceptivos), cosméticos de beleza e produtos de higiene pessoal (maquiagens, cremes,
fragrancias, protetores solares, repelentes de insetos e antissépticos), quimicos industriais
(aditivos, plastificantes, preservantes, anticorrosivos e artigos de limpeza), agrotoxicos,
drogas ilicitas e hormdnios e esteroides (HESPANHOL, 2015; SOARES; SOUZA, 2020).

Para Sauvé e Desrosiers (2014), tais classes de produtos aparecem sob a alcunha
de contaminantes de preocupacdo emergente, e foram separados em trés grupos: 0s
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emergentes verdadeiros, que sdo novas espécies quimicas descobertas com técnicas
analiticas de alta sensibilidade, uma vez que sdo encontradas no ambiente na ordem de
ng ou g (BARBOSA, 2020; CALDAS et al., 2019); os de interesse emergente, que mesmo
estabelecidos, demandam mais estudos que demonstrem seus mecanismos de acéo e
estabelecam relacbes de causa e efeito conclusivas a diferentes espécies de organismos
(MONTAGNER et al., 2013); e os emergentes conhecidos, relacionados aqueles de longa
data para os quais se tém uma série de trabalhos demonstrando seus efeitos adversos
ao ambiente e a salde publica, mas que pouco ou quase nada foi feito em termos de
regulacdo para seu uso.

Com estruturas quimicas complexas, os poluentes emergentes sdo substéncias

constituidas por longas cadeias carbénicas, normalmente acima de C,, o que lhes confere

10’
baixa solubilidade em agua. Dentre eles, os mais conhecidos quanto a estrutura quimica
e efeitos adversos a diferentes organismos, bem como a dificuldade em remové-los do
ambiente por métodos convencionais de tratamento, estdo o corante amarelo tartrazina
(FREITAS, 2012); o conservante antisséptico triclosan (TIBURTIUS; SCHEFFER, 2014); o
antibiético eritromicina (RAMOS, 2016); e o0 microplastico politereftalato de etileno ou PET

(COUCEIRO, 2019) (Figura 1).

Figura 1 — Férmula estrutural da tartrazina (A), triclosan (B) e eritromicina (C), e unidade quimica
repetitiva do politereftalato de etileno (D)

Fonte: Adaptado de (A) FREITAS (2012); (B) TIBURTIUS; SCHEFFER (2014); (C) RAMOS (2016); (D)
SILVA (2010)

Os microrganismos, capazes de degradar os compostos organicos naturais, ndo
possuem as enzimas necessarias para a desintegracdo desses compostos sintéticos
(CALVO-FLORES; ISAC-GARCIA; DOBADO, 2018), o que afeta sua biodegradabilidade
e os tornam persistentes no ambiente e bioacumulativos em organismos vivos (BADIA-
FABREGAT et al., 2012).

Sao contaminantes que ainda possuem como agravante o fato de ndo estarem
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inclusos em programas de monitoramento de 6rgaos regulatérios de protecdo ao meio
ambiente e saude no Brasil, assim como na maioria das regidées do mundo, ou inseridos em
legislacdes de controle ambiental (SOUZA; SOUZA, 2016).

Em locais onde o tratamento de esgoto é incipiente, ndo haver limites seguros para
o seu lancamento (MELO et al., 2009) amplia seu contato com a populacéo e a biota
aquatica porque, em geral, 0s mananciais que os recebem s&o os mesmos utilizados
no abastecimento de agua (FERNANDES, 2018), e os padrdes de potabilidade, quando
cumpridos, baseiam-se na toxicidade isolada desses poluentes e desconsideram sua
interagdo com o meio (SODRE et al., 2007).

A introdugé@o de substancias fotoprotetoras no ambiente, por exemplo, é cada vez
maior devido ao aumento da incidéncia de sol, sobretudo nos paises tropicais, atrelado ao
maior acesso a informacgéao acerca dos danos provocados por ela, o que tem feito com que
o cuidado com a pele deixe de ser uma questéo estética e passe a ser fator de saude e
bem-estar (LIMA et al., 2019).

2.3 Fotoprotetores de pele e de superficies inanimadas

O espectro de radiagdo que atinge a Terra compreende a zona ultravioleta (UV)
(100-400 nm), visivel (400-800 nm) e infravermelha (superior a 800 nm), e o de maior
energia é aquele com menor comprimento de onda, ou seja, UV, que se divide em UVA (320
a 400 nm), UVB (290 a 320 nm) e UVC (100 a 290 nm) (CRISTA, 2012).

Como o intervalo UVC é absorvido pela camada de ozénio, as células do corpo
humano estdo expostas ao UVB, que alcanca somente a epiderme e pode provocar
vermelhidao e sensacao de ardéncia; e ao UVA, que penetra em maior profundidade até a
derme e estimula a melanina, responsavel por atuar como um filtro solar natural, induzindo
0 que se conhece popularmente por bronzeamento (CARVALHO, 2019; GRANGER,;
BROWN, 2001; SAUCEDO; VALLEJO; GIMENEZ, 2020).

Uma exposicéo excessiva aos intervalos UVA e UVB pode acarretar em queimaduras
com efeitos agudos e crénicos e alterar os mecanismos de protecdo ao danificar
gradativamente a integridade das fibras colagenas e elasticas, sendo capaz de ocasionar
envelhecimento cutaneo precoce, patologias de fotossensibilidade e neoplasias, como
cancer (CARVALHO, 2019; GRANGER; BROWN, 2001).

Atentativa de reducéo das radiagdes UVs ocorre por reflexdo ou absorcéo: enquanto
os filtros com capacidade reflexiva, denominados filtros de efeito fisico ou inorganicos,
atuam através de um filme de particulas metalicas, como 6xido de zinco (ZnO) e didxido
de titanio (TiO,) (SEVERINO et al., 2018), os absorventes, filtros de efeito quimico ou
organicos, contém substancias especificas que reemitem a radiagdo em forma de calor
(RAMOS et al., 2016).

Os filtros organicos, além de constituirem a base dos protetores solares, estdo
presentes em artigos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes, além de aplicados pelas
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industrias téxteis e da construgéo civil para evitar a fotodegradacao de pigmentos e polimeros
(RAMOS et al., 2016), em produtos geralmente elaborados a partir da combinagéo de trés
a oito substancias fotoprotetoras diferentes, equivalendo até 15% do seu peso final (FENT;
ZENKER; RAPP, 2010).

Dentre essas substancias estdo a benzofenona, omeridamato e avobenzona, mais
relacionadas a protecao UVA, e o octocrileno, cinamatos e ensulizol, com UVB. Esses
compostos atingem o ambiente, como demonstrado na Figura 2, principalmente por meio
de descargas de efluente industrial, lixiviado de aterro sanitario, atividades recreativas
e auséncia ou ineficiéncia de remogao nas estacbes de tratamento (GAGO-FERRERO;
DIAZ-CRUZ; BARCELO, 2012).

Figura 2 — Aporte dos filtros UV ao ambiente
Fonte: Adaptado de PESTOTNIK; KOSJEK; HEATH (2014)

A benzofenona, portanto, € um dos filtros que fornece protegdo UVA e UVB a pele
e superficies inanimadas ao absorver radiacéo entre 240 e 360 nm (ROGGIA et al., 2014),
mas tem seu uso restrito em seres humanos devido a efeitos colaterais como irritagéo
dérmica e ocular, e pode ser derivada em outras moléculas como a benzofenona-3 (BP-3),
amplamente empregada pelas indUstrias em geral, dada sua estabilidade fotoquimica (KIM
et al., 2016; NASCIMENTO; SANTOS; AGUIAR, 2014).
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2.4 Benzofenona-3: composicao quimica, produtos a qual faz parte e efeitos
adversos ao meio ambiente

Também conhecida como oxibenzona, difenilcetona ou  2-hidroxi-4-
metoxibenzofenona, a BP-3 tem férmula molecular C,,H,,O, (CAS 131-57-7) (Figura 3)
e estad em circulacdo no mercado desde 1970 (KIM; CHOI, 2014) em protetores solares,
fragrancias, shampoos, condicionadores de cabelos, cremes, repelentes de insetos,
surfactantes como sabdes e detergentes, 6leos de banho (DOWNS et al., 2016), tintas
de parede, vernizes e plasticos, além de certificada como aditivo alimentar indireto nos
Estados Unidos da América (EUA) (KIM, 2018).

Figura 3 — Formula estrutural da benzofenona-3

Fonte: PAESE (2008)

Em sua forma pura, a benzofenona-3 tem aspecto cristalino e coloragdo amarelada,
com peso molecular de 228,24 g/mol, densidade de 1,2 g/cm3, ponto de ebulicdo de 224 °C
e fusdo de 62 °C, com solubilidade em agua de 3,7 mg/L a 20 °C (PAESE, 2008), o que de
acordo com Ney (1995) é baixa por ser inferior a 10 mg/L.

Essa substancia apresenta coeficiente de particdo octanol-agua (log K,) de 3,79,
constante adimensional indicadora de hidrofobicidade (MARGOT et al., 2015), que para
Rogers (1996), determina o carater de um composto em ser acumulativo como sendo baixo
se log K ,<2,5; médio se 2,5<log K <4,0; e alto se log K >4,0.

A BP-3, cujo coeficiente situa-se de médio para alto, tem lenta biodegradacéo e
baixa volatilizagéo, o que favorece sua adsor¢do em sedimentos e sélidos em suspenséo
(GHAZIPURA et al., 2017; PAESE, 2008; ROGGIA et al., 2014), e faz dela o filtro organico
com maior indice de deteccdo em amostras ambientais, principalmente em aguas
recreacionais durante o verao (PAREDES et al., 2014).

Por isso, a busca por microrganismos capazes de degrada-la tem se intensificado,
como apontaram Fagervold et al. (2021) em um estudo realizado com objetivo de identificar
qualquer microrganismo degradante de BP-3 no lodo de estagGes de tratamento de aguas
residuais.

Esses autores identificaram uma cepa bacteriana, a Sphingomonas wittichii (BP14P),
com a capacidade de usar a BP-3 como Unica fonte de energia e carbono, degradando-a
completamente apds 7 dias, mas ao testarem a cepa em outros nove filtros UV, sua aptidéo
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foi restrita a BP-3, ressaltando a complexidade das relagbes entre poluentes emergentes e
microrganismos (FAGERVOLD et al., 2021).

Nos ultimos anos, a BP-3 foi registrada por Wu et al. (2017) em amostras de agua de
fontes pontuais em Xangai, na China, em concentracéo de 30 ng/L, e por Mao et al. (2018),
em aguas superficiais de Singapura entre 2,3 e 122,3 ng/L.

No Brasil, Silva, Emidio e Marchi (2015), ao analisarem seis ETAs em varias cidades
do Sudeste, obtiveram concentracdes de BP-3 entre 18 e 115 ng/L, e destacaram que
esses valores se mantiveram na mesma faixa em agua bruta, tratada e clorada, sem que
houvesse remogédo no tratamento; e Caldas et al. (2019) encontraram essa substancia em
niveis ainda mais elevados no municipio de Rio Grande, Rio Grande do Sul, em aguas
superficiais (340 ng/L) e potavel (290 ng/L).

Cabe ressaltar que, de acordo com a Resolugéo da Diretoria Colegiada (RDC) n°
69 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2016), que dispoe
sobre a lista de filtros ultravioletas permitidos em produtos de higiene pessoal, cosméticos
e perfumes no Mercosul, é permitida concentragdo maxima de 10% de BP-3, sendo
necessaria adverténcia no rétulo caso o valor ultrapasse 0,5%.

Paredes et al. (2014), ao avaliarem o comportamento de alguns filtros UV, incluindo
BP-3, quanto a toxicidade para organismos marinhos de trés niveis tréficos (autotréficos,
herbivoros e carnivoros), encontrados na faixa de dezenas ou mesmo centenas de ng/L,
registraram que a espécie mais afetada foi a microalga Isochrysis galbana, com efeitos
que se equipararam a toxicidade de metais como cobre, mercario, chumbo, cadmio e
zinco; e também nas regides costeiras, ela demonstrou ser prejudicial aos recifes de corais
por induzi-los ao estresse oxidativo e expelir as algas de sua superficie, descolorindo e
levando-os a morte (SCHNEIDER; LIM, 2019).

No corpo humano, essa substancia foi identificada em amostras de leite
materno (MOLINS-DELGADO et al., 2018) e plasma sanguineo (JANJUA et al., 2008),
e pesquisadores a enquadram ao lado dos desreguladores endécrinos por suspeitarem
que possa, dentre outros efeitos, reduzir a duragdo do periodo gestacional (ZHONG et
al., 2020) e influenciar no crescimento fetal (FERGUSON et al., 2018); causar a perda de
células neuronais (WNUK et al., 2018); e estar associada a doenca de Hirschsprung, onde
a auséncia de células nervosas nos musculos do intestino grosso dificulta a passagem das
fezes (DINARDO; DOWNS, 2019).

Em estudo encomendado pelo Centro de Controle e Prevencdo de Doengas dos
EUA, a BP-3 foi encontrada em 96,8% das amostras de urina analisadas (CALAFAT et
al., 2008), o que pode ser atribuido ao seu potencial lipofilico, que faz com que até 10%
seja absorvido pela pele em aplicacdes cutaneas e a maior parte seja excretada na forma
original ou metabélitos (SCHNEIDER; LIM, 2019).

Ao também avaliar os efeitos da substancia como interferente endécrino, Ghazipura
et al. (2017) reuniram evidéncias de que em humanos, altos niveis de exposi¢éo a ela
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podem estar relacionados com aumento e perda de peso em recém-nascidos, além de
declinio no tempo gestacional. Em peixes, resultou em declinio na producdo de ovos,
incubacdo e testosterona; e em ratos, diminuiu a densidade de esperma nos machos e
prolongou o ciclo estral ou cio nas fémeas.

Comparado a BP-3, o octocrileno (OC) é um filtro organico que foi introduzido
no mercado no final dos anos 1990 (BROOKE; BURNS; CROOKES, 2008), mas sua
excelente fotoestabilidade faz com ele seja amplamente aplicado para estabilizar outros
filtros oferecendo-lhes maior resisténcia a agua (SCALIA; MEZZENA, 2009), resultando
na ocorréncia conjunta de BP-3 e OC em muitos dos pontos estudados (MIZUKAWA et al.,
2017; MOLINS-DELGADO et al., 2018).

2.5 Octocrileno: composicao quimica, produtos a qual faz parte e efeitos
adversos ao meio ambiente

O OC é um filtro orgénico constituido por um éster do grupo dos cinamatos, de
formula molecular C,,H,,NO, (CAS 6197-30-4) (Figura 4), que em sua forma pura, € um

liquido de aspecto viscoso e amarelado (BROOKE; BURNS; CROOKES, 2008).

CHs

Figura 4 — Férmula estrutural do octocrileno

Fonte: BROOKE; BURNS; CROOKES (2008)

O octocrileno tem peso molecular de 361,49 g/mol, densidade de 1,051 g/cm3, baixa
solubilidade em agua de 0,0038 mg/L a 25 °C, ponto de ebulicdo de 218 °C e fuséo de -10
°C (BROOKE; BURNS; CROOKES, 2008; NEY, 1995).

Com agéo entre 290 e 360 nm, ele cobre a maior parte dos comprimentos de onda
UVB e pequenos comprimentos UVA, e assim como a BP-3, é regido pela RDC n° 69,
podendo ser empregado em produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes em
concentracdo maxima de 10% (BRASIL, 2016).

O coeficiente de particdo de 6,88 (log K ) confere ao OC uma alta lipofilicidade
e baixa biodegrabilidade em meio aquoso, o que facilita a absorcédo cutanea (GAGO-
FERRERO; DiAZ-CRUZ; BARCELO, 2012), como demonstrado por Krause et al. (2012),
que o registraram em 67% das amostras de leite materno humano analisadas em até 30,18

Ciéncias biologicas: Génese na formagao multidisciplinar 2 Capitulo 16 “



ng/g.

Isso faz com que, impulsionado pela resisténcia a degradag¢édo solar (GAGO-
FERRERO et al, 2013), o octocrileno seja frequentemente detectado em ambientes
aquaticos, a exemplo da recente pesquisa de Barbosa (2020) em sedimentos superficiais na
Baia de Paranagua, Parané, que o constatou em até 41,29 ng/g nas amostras analisadas.

Gago-Ferrero et al. (2013), ao estudar a faixa litordnea do Rio Grande do Sul ao
Espirito Santo, entre 1994 e 2009, demonstraram a frequéncia de OC em mamiferos
aquaticos, principalmente no figado de golfinhos Pontoporia blainville — dos 56 animais
avaliados, 21 estavam contaminados, em niveis entre 89 e 782 ng/g, o que ultrapassou os
valores esperados pelos pesquisadores de até 23 ng/g.

Molins-Delgado et al. (2018) analisaram musculos, branquias e figados de 11 peixes
Mugil liza da urbanizada Baia de Guanabara, Rio de Janeiro, utilizando técnicas avangadas
de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em Tandem (HPLC-MS/
MS), e detectaram oito filtros UV e metabdlitos, incluindo BP-3 e OC nos tecidos. As
concentragbes mais baixas estavam nos musculos e guelras (3,07-31,6 ng/g) e as mais
significativas nos figados (5,47-451 ng/g), levando a uma estimativa de ingestéo diaria
dessas substancias entre 0,3 e 15,2 ng/kg de peso corporal, maior do que valores relatados
em peixes para poluentes organicos persistentes (POPSs).

De forma complementar, Bllthgen et al. (2014) avaliaram OC quanto a bioacumulagéo
e efeitos moleculares em machos adultos de zebrafish, e sugeriram alteragdes na transcricao
de genes do desenvolvimento do cérebro e figado.

Nove filtros UV orgénicos e trés benzotriaz6is também foram investigados em
sedimentos de quatro rios urbanos afluentes do Iguagu na regido de Curitiba, Parana, por
Mizukawa et al. (2017), com técnicas LC-MS/MS, e BP-3 e OC foram alguns dos compostos
predominantes, adsorvidos em concentragdes entre 5,6 e 322,2 ng/g, e constituindo, na
época, dados inéditos a respeito do acimulo de benzotriazéis polares e filtros UV organicos
lipofilicos em sedimentos no Brasil.

A presenca de OC ainda foi observada por Buser et al. (2006) em tecido muscular
de peixes Salmo trutta, coletados em sete rios da Suica, em concentragdes de até 2400
ng/g; na Espanha, em peixes (30 ng/g) (GAGO-FERRERO; DIAZ-CRUZ; BARCELO, 2013)
e em 4gua tratada (170 ng/L) (DIAZ-CRUZ et al., 2012); e na ltalia, em agua de rio (112
ng/L) e mar (32 ng/L) (MAGI et al., 2012), o que induz o questionamento de que os métodos
convencionais adotados na maioria das estagcbes de tratamento ndo sdo eficientes em

eliminar esses poluentes.

2.6 Estacoes de tratamento: Ineficiéncia dos métodos convencionais, novas
tecnologias e perspectivas futuras

As ETEs, em geral, contam com tratamento primario, que consiste em etapas
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de separacgéo fisico-quimicas para remocgéo de sélidos suspensos, como decantadores
e flotadores, e tratamento secundario para remocdo da matéria orgénica por processos
biol6gicos como lodo ativado (PETRIE; BARDEN; KASPRZYK-HORDERN, 2015).

A maioria dos poluentes, entretanto, tende a permanecer na fase aquosa, o que
favorece sua mobilidade através da propria ETE e do corpo receptor, estando presentes em
diversas matrizes, como visto (PETRIE; BARDEN; KASPRZYK-HORDERN, 2015; MELO
et al., 2009).

Dessa forma, € necessario introduzir uma etapa adicional, o que caracteriza
um tratamento terciario, para desinfeccdo do efluente: diversas tecnologias tém sido
investigadas com enfoque ndo somente em sua eliminagéo, mas na destruicéo do seu efeito
potencial (FENG et al., 2013). A principio, esses tratamentos avancados s&o promissores e
podem ocorrer de duas formas, por transferéncia de fase ou processos oxidativos (QUERO-
PASTOR et al., 2014).

Nos tratamentos que contemplam transferéncia de fase, os poluentes sao transferidos
de uma fase para outra sem que haja degradacéo — sdo exemplos disso 0s processos de
adsor¢éo e separacdo por membrana, como ultrafiltragcdo, nanofiltracdo e osmose inversa
(FREIRE et al., 2000).

Enquanto alguns processos oferecem desvantagens, como a adsorg¢édo, cujo
carater ndo destrutivo implica na necessidade de procedimentos auxiliares, orientados ao
tratamento ou disposicao das fases sélidas (VERLICCHI; AUKIDY; ZAMBELLO, 2015), as
técnicas de nanofiltragcdo e osmose reversa costumam apresentar eficiéncia elevada, mas
o0 alto custo operacional envolvido e o baixo fluxo também dificultam o desenvolvimento de
rotinas para grandes volumes (CRUZ et al., 2010).

Os processos oxidativos, caracterizados pela capacidade de degrada-los, se dao
através de métodos fisicos, relacionados a incineragdo e queima dos residuos, mas
com liberacdo de gases para atmosfera; biolégicos, com presenca de microrganismos
que convertem parte da matéria organica em CO, e H,O, se aerbbios, ou CO, e CH,, se
anaerdbios, mas sensivel as condi¢des ambientais e caracteristicas do efluente; e quimicos
ou POA’s, baseados no uso de oxidantes para mineralizacéo dos poluentes, sendo aqueles
que vém ganhando mais atencdo (SOARES, 2011; VERLICCHI; AUKIDY; ZAMBELLO,
2015).

Em contrapartida, como apontado por Martins e Montagner (2018), ndo se deve,
de forma radical, desprezar por completo o papel dessas substéancias caracterizadas, uma
vez que um alerta sobre 0s perigos associados a elas, desvinculado de seu contexto, pode
exacerbar debates baseados em interpretacdes errbneas sobre o tema.

Por isso a importancia de esclarecer que séo poluentes que surgem em decorréncia
das atividades humanas no antropoceno, criados para combater problemas de saude
publica, elevar a expectativa de vida e garantir a oferta de alimentos, resultados de muita

evolugdo de pesquisa farmacéutica e quimica, mas que acima de tudo, estéo inseridos
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em uma logica de mercado que prega a urgéncia da lucratividade em detrimento de testes
ecotoxicoldgicos profundos, o que os torna capazes de gerar novas doencas (MARTINS;
MONTAGNER, 2018).

Nao se trata, portanto, de introduzir corretivos ao sistema que criou a atual
perturbacdo ecoldgica, mas de educar para sua transformacdao (BOFF, 2012), o que
implica em superar a visdo reducionista e mecanicista operante e assumir a cultura da
complexidade, principalmente o desapego a percepcéo individualista, enxergando através
da 6tica do coletivo (SOUZA; SOUZA, 2016).

31 CONSIDERAGOES FINAIS

Ao caracterizar os poluentes emergentes e exemplifica-los, nota-se um padrao de
compostos quimicos sintéticos onipresentes no cotidiano de qualquer pessoa, com longas
cadeias carblnicas, elevado coeficiente de particao octanol-agua e baixa volatilizacao e,
portanto, dificeis de serem degradados de forma natural, e que acabam por persistir no
ambiente e nos organismos vivos em concentragcdes entre ng e 1g.

Apartirda confecg¢édo do capitulo, ressalta-se aimportancia da pesquisa tendo em vista
o crescente uso de substancias fotoprotetoras, uma das classes de poluentes emergentes,
em decorréncia do aumento da radiagédo solar e uma variedade cada vez maior de produtos,
bem como seu continuo langamento nos corpos hidricos com pouca ou nenhuma remog¢éo
pelas estacdes de tratamento de esgoto, principalmente sob a perspectiva do Brasil, um
pais tropical com déficit de esgotamento sanitario e desprendimento governamental as
pautas ambientalistas.

A revisao trouxe a tona que a benzofenona-3 e o octocrileno estdo dispersos por
todo o mundo em aguas superficiais de rios e mares, agua potavel, sedimentos e seres
vivos, em niveis entre 2,3 e 2400 ng/g ou ng/L, com toxicidade similar a de diversos metais,
desencadeando efeitos como a morte de corais em zonas costeiras; interferéncia na
transcricdo de genes do cérebro e figado, producéo de ovos, incubacéo e testosterona em
peixes; e densidade de esperma e ciclo estral em ratos.

Detectados também em fluidos humanos como urina, leite materno e plasma
sanguineo, ambas as substancias tém potencial de atuar como desreguladores endécrinos
ao afetar o periodo gestacional, crescimento fetal, células neuronais e doenga de
Hirschsprung, além de aumento e perda de peso em recém-nascidos.

Em se tratando de uma problematica relativamente recente, com trabalhos
concentrados ao longo da ultima década, cabe o alerta de que levantamentos sejam
realizados com frequéncia para que se construa um soélido banco de dados com o
monitoramento dos niveis desses poluentes no ambiente.

Espera-se que novos ensaios sejam conduzidos com diferentes organismos-testes
em busca de concentra¢des mais seguras, a fim de pressionar érgdos ambientais e demais
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poderes relacionados quanto a um maior investimento em tecnologias de processos
oxidativos avancados para as esta¢des de tratamento e atualizagdo das normas vigentes
com limites prudentes ou, de maneira mais radical, a proibicdo e posterior substituicao

desses compostos por espécies menos nocivas.
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RESUMO: A acetblise € um processo quimico
que foi criado por Erdtman (1960), com o intuito
de facilitar os estudos palinologicos através da
limpeza minuciosa de graos de polen na estrutura
que contém o gameta masculino vegetal. Esse
método de limpeza submete os grédos de pdlen
a solugbes &cidas para remocgéo da estrutura
interna (intina), deixando apenas a parte
externa (exina) facilitando assim a observagéo
das caracteristicas morfolégicas estruturais.
Auxiliando na identificacdo e classificagdo
taxonOmica de espécies vegetais, ja que essas
caracteristicas permanecem geneticamente
estaveis. O objetivo desse trabalho foi analisar
a estrutura morfolégica externa do gréo de polen
de Hibiscus rosa-sinensis L. apés a aplicagéo
do tratamento com acetdlise, o que auxilia em
estudos botanicos. Hibiscus rosa-sinensis L.
pertencente a familia Malvaceae, um arbusto
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lenhoso, com caule fibroso e ramificado,
podendo chegar até 5 m de altura. Essa espécie
é tipicamente tropical e simbolo do Havai, onde
apresentou ser uma espécie que se adequa ao
processo de acetblise apbs ser submetida ao
tratamento. No presente estudo foi utilizado o
protocolo de acetoblise fornecido pelo Laboratorio
de Estudos de Abelhas — LEA da UFMA
(Universidade Federal do Maranh&o) de Séo Luis
(2017) por apresentar um resultado satisfatério
em relagdo a tratamentos similares de limpeza.

PALAVRAS-CHAVE: Hibisco, Hibiscus rosa-
sinensis L., acetoblise, graos de pdélen, Palinologia.

PLANT MORPHOLOGY: A
PALINOLOGICAL APPROACH TO
HIBISCUS ROSA-SINENSIS L.

ABSTRACT: Acetolysis is a chemical process
that was created by Erdtman (1960), in order
to facilitate palynological studies through the
thorough cleaning of pollen grains in the structure
that contains the vegetable male gamete. This
cleaning method subjects the pollen grains to
acidic solutions to remove the internal structure
(intin), leaving only the external part (exine),
thus facilitating the observation of structural
morphological characteristics. Assisting in the
identification and taxonomic classification of
plant species, as these characteristics remain
genetically stable. The objective of this work was
to analyze the external morphological structure
of the pollen grain of Hibiscus rosa-sinensis L.
after the application of treatment with acetolysis,
which helps in studies concerning botany. The
species chosen to be used in the process was
Hibiscus rosa-sinensis L. of the genus Hibiscus
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belonging to the Malvaceae family, a woody shrub with some characteristics, such as fibrous
and branched, reaching up to 5 m in height, a typical plant tropical and symbol of Hawaii,
where it presented itself as a species that suits the process after undergoing treatment. In
the present research, the acetolysis protocol provided by the UFMA (Federal University of
Maranh&o) of Séo Luis (2017) was used for presenting a satisfactory result in relation to
similar cleaning treatments.

KEYWORDS: Hibiscus, Hibiscus rosa-sinensis L., acetolysis, pollen grains, Palynology.

11 INTRODUGCAO

A palinologia é a area de estudos que analisa e identifica a morfologia dos graos
de polen e esporos, com énfase na fisionomia estrutural e escultural da parede dessas
estruturas. Uma parte vegetativa microscopica possui na constituicio da parede a
substancia organica mais resistente da natureza, a esporopolenina, presente na exina
(SANTOS-SEREJO, 2010), podendo resistir a intempéries por milhares a milhées de anos,
algo que desperta fascinio em pesquisadores e estudiosos. A exina é resistente tanto a
digestao por animais quanto a decomposi¢ao por micro-organismos, podendo ainda manter
sua forma mesmo com a exposicédo a ataques de substancias acidas. Aliando todas essas
caracteristicas, véarias vertentes de estudos sobre a exina comegaram a surgir para facilitar
o entendimento das estruturas vegetativas ao decorrer do tempo (MONDRAGON, 2016).

No ambito cientifico, podem-se observar areas de estudos como a geopalinologia
ou paleopalinologia que estuda os graos de po6len nos horizontes do solo (camadas), a fim
de reconstituir antigas areas vegetativas (SOEJARTO, 1972). A melissopalinologia busca
compreender o habito alimentar de abelhas para determinar a importancia de espécies
vegetais para a producdo de mel, o que mantém as futuras geragdes de enxames apicolas
(MONTEIRO, 2017), assim como a copropalinologia que identifica o pélen nos excrementos,
com intencdo de explorar a alimentacéo de animais (DEL FRETE, 2009). Conjuntamente,
a palinotaxonomia auxilia na determinagdo de niveis de parentesco entre grupos de
espécies, o que possibilita um estudo mais avangado em outras areas (MILWARD-DE-
AZEVEDO, 2010). Por isso, torna-se visivel a grande utilidade do processo de remogéo
e limpeza de partes do grdo, o que propicia de forma eficiente a visualizagdo e o estudo
de determinadas espécies vegetais. Logo, o objetivo desse trabalho foi analisar a reacéo
do grdo do poélen da espécie Hibiscus rosa-sinensis L. quando submetido ao processo
de acetdlise determinando a funcionalidade e desempenho na remog¢éo da intina, o que
possibilita o estudo da identificacdo dessas estruturas vegetais microscépicas.

21 REFERENCIAL TEORICO

O Hibisco (Hibiscus rosa-sinensis L.), originario do continente asiatico e pertence
a familia Malvaceae. Essa familia botanica apresenta ocorréncia de 70 géneros e 750
espécies no Brasil (LORENZI, 2012) possuindo cerca de 5000 mil variedades e 300
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espécies dentro do género Hibiscus (REIS, 2010), também pode ser separada por razées
didaticas em dois grandes grupos, onde Lorenzi (2015) afirma que nédo existem nomes
especiais para designa-los.

E considerada uma planta ornamental (LORENZI, 2012), podendo também ser
usada como cercas vivas. Reis (2010) relata que seus aspectos paisagisticos indicam
preferéncia por climas quentes, onde requer uma frequéncia na exposicao a raios solares.
Assim, pode-se ver a floracédo desse arbusto nos meses de julho a agosto dependendo da
localizagdo geografica.

Possui algumas caracteristicas morfologicas similares a outras espécies, sendo
algumas dessas caracteristicas visiveis a olho nu (Figura 1), como sua flor que € bissexuada
(hermafrodita) com estames numerosos, uma caracteristica da familia Malvaceae. Logo,
a flor exibe tanto a estrutura reprodutiva masculina quanto feminina. Uma caracteristica
bastante visivel ao microscopio 6ptico é a presenca de espinho no gréao de poélen, constituida
pela exina (REIS, 2010).

Figura 1 — Estruturas visiveis a olho nu de Hibiscus rosa-sinensis L.

Fonte: autor, 2018

Os graos de pélen sado estruturas produzidas nas anteras (Figura 2) localizadas
no androceu (estrutura reprodutiva masculina) que auxilia no transporte do gameta até o
estigma (estrutura reprodutiva feminina). A composicéo do gréo auxilia na protecéo contra
a desidratacéo e viabiliza a absorgdo de substancias como a sacarose, 0 que permite a
germinacéo do tubo polinico (SANTOS-SEREJO et al., 2010).

Ciéncias biolégicas: Génese na formagao multidisciplinar 2 Capitulo 17 m



Figura 2 — Detalhe da antera com gréaos de polen de Hibiscus rosa-sinensis L.

Fonte: autor, 2018

O grédo é composto por duas estruturas (Figura 3), sendo a intina (parte interna)
formada de celulose, e a exina (parte externa) formada por esporopolenina, onde se
subdivide em nexina - camada mais densa, que dard origem a parte superficial, a sexina,
responsavel pelas carateristicas que permitem a identificacdo da espécie (GALVAO et
al., 2009), alguns grédos apresentam peculiaridades como a do hibisco, que é a presenca
de espinhos feitos da sexina. Outros graos também irdo possuir estruturas semelhantes
(BARTH, 1980), que auxilia na fixagdo do gréo tanto em agentes polinizadores (abelhas,
morcegos e outros) quanto na adesao do estigma floral. J& a intina, € menos estudada na
palinologia, tendo em vista que se trata de estudo voltado para estrutura, classificagdo e
dispersé&o dos gréos de pélen (GALVAO et al., 2009), mas por ser bem menos resistente,
deve ser retirada com o uso de solugdes acidas.

Figura 3 — Estruturas basicas do gréo de polen

Fonte: RAMALHO, 21-?

Os graos possuem aberturas, que favorecem no desenvolvimento do tubo polinico,
estrutura que ira levar o gameta do gréo até o ovario (REDE DE CATALOGOS POLINICOS
ONLINE, 2016). Essas aberturas variam quanto ao numero, posicéo, forma e estrutura o
que depende da espécie vegetal.

Sendo assim, é possivel identificar no grdo de pélen do H. rosa-sinensis L.
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as aberturas (poros) e caracteristica desses poros: quanto ao numero de aberturas
(Pantoporado), a forma do gréo (Esferoidal), ornamentacéo da exina (Equinada), simetria
do polen (Radial), ambito do polen (Circular), e polaridade do pélen, sendo esta apolar
(REDE DE CATALOGOS POLINICOS ONLINE, 2016).

31 METODOLOGIA/MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Instituto Federal de Educacgéo, Ciéncia e Tecnologia
do Tocantins - campus Araguatins, localizado no povoado Santa Teresa — km 05, a cerca
de 5 km de distancia de Araguatins (IBGE, 2010). O municipio de Araguatins estéa situado
as margens do rio Araguaia (05°39’04”S e 48° 07’28”W) no extremo norte do estado do
Tocantins.

A localizacdo do campus possui o clima adequado para o desenvolvimento
da planta o que possibilitou coletas durante os meses de novembro de 2017 a junho
de 2018, totalizando sete meses de coletas do material polinico. A espécie, por ser de
facil identificacdo, ndo exigiu uma chave dicotébmica para determina-la, apresentando
semelhanga a uma variedade da espécie conhecida como Mimo-de-vénus. Sendo essa
Ultima, bastante difundida na regido por também possuir caracteristicas morfologicas que
permitem fazer da espécie uma planta ornamental, sendo a pigmentagéo o diferencial entre
ambas (TERRA DA GENTE, 2017).

A coleta dos gréaos foi feita em diferentes turnos (matutino, vespertino e noturno)
antes e depois da antese floral para que fossem coletados os gréos entre dispersdo do
polen. Nas coletas, o material foi preservado em frasco Eppendorf contendo &acido acético
glacial puro. Ademais, em outras coletas, o material botanico foi extraido ainda na flor para
que fossem coletados os gréos de pélen antes mesmo da antese floral. No laboratério foi
feita uma lavagem com acido acético glacial puro para retirada dos gréos.

A andlise foi feita no laboratério de microscopia do campus, em que foi usado o
protocolo de acet6lise fornecido pelo Laboratério de Estudos de Abelhas — LEA da UFMA
de Séao Luis no Maranhdo. Para o processo foi preparado & solugdo acetolitica, glicerina
aquosa 50% e a gelatina glicerinada de Kaiser (BUCHERL, 1962) para imersao dos graos
limpos. Posteriormente foi feita a montagem das laminas com esse material inoculado.

Em sequéncia rigorosa, as etapas foram: a) retirada do material polifero colocando-
os em tubos de ensaio com cinco ml de acido acético glacial puro; b) centrifugagéo a
2000 rpm por 5 minutos; ¢) descarte do sobrenadante; d) acréscimos de 5 ml da solugéo
acetolitica (4,5 ml de anidrido acético e 0,5 de acido sulfirico); e) o tubo foi colocado em
banho-maria a 100°C por 2 minutos onde foi mantido um bastao de vidro dentro do tubo
para que a solugéo fosse feita a homogeneizacédo da mistura; f) nova centrifugacéo por 5
minutos e descarte do sobrenadante; g) adicdo de agua destilada e 2 a 3 gotas de alcool
etilico no tubo de ensaio contendo os grdos de polen; h) centrifugacao final por 5 minutos e
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descarte do sobrenadante; i) adicdo de solugdo aquosa de glicerina a 50% com pausa de
30 minutos a 24 horas para encaminhando entdo o material para preparagéo das laminas
com intuito de serem permanentes e usadas como material didatico.

Para a preparagdo das laminas foram feitos cubos de gelatina glicerinada com
o tamanho aproximado de um gréo de arroz. Em seguida, os cubos de gelatina foram
posicionados com o grdo de polen limpo em seu interior, manuseados com alcas de platina
feitas de agulha de injecéo, fixadas em palitos de churrasco. O material ja confeccionado
sobre lamina foi contornado com parafina em formato circular e, sobre esse circulo, fixada

a laminula para a visualizagdo em microscépio optico.

41 RESULTADOS E DISCUSSOES

Através dos resultados obtidos foi possivel realizar uma observagdo mais acurada
dos gréos de poélen com a identificagcdo de estruturas da exina como os espinhos feitos da
sexina que caracteriza o grao da espécie e sua forma (Figura 4).

Grao de pblen sem o processo de limpeza com acetolise; b) Detalhe geral do pdlen de Hibiscus rosa-
sinensis L. ap6s o processo de limpeza com acetélise

Figura 4 — Fotos do gréo de pélen tiradas em microscopio antes e apés a Acetdlise
Fonte: autor, 2018

Oliveira e Dos Santos (2004), mostram em seu trabalho resultados semelhantes aos
obitidos, 0 que mostra que é possivel distinguir espécies apartir das estruturas dos gréos de
polén que séo submetidos a acetdlise. Assim como a descri¢cao do Catalogo sistematico dos
pblens das plantas arboérias, confeccionado por Barth (1975), também foram encontradas
as estruturas a exina, regalarmente espinhosas, com espinhos pequenos e bases largas

com o apice ligeiramente arredondado, o que tem uma variancia de acordo com a espécie.

51 CONSIDERAGOES FINAIS

Com o processo de acetélise, pode-se fazer uma analise minuciosa de estruturas
que proporcionam a identificacéo de espécies ja conhecidas e novas, como ja mencionado,
auxiliando no melhor entendimento da flora da regido. Tendo em vista ainda que, a
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diferenca do gréo de poélen antes da limpeza acetolitica e posterior a limpeza, apresentam
uma diferenca notoéria quando comparados, podendo destacar os detalhes estruturais do
gréo de polen, permitindo a identificacdo da espécie.

Assim por possuirem estruturas geneticamente estaveis, os grdos sO variam
sua forma de acordo com as espécies fazendo da palinologia um estudo de extrema
importancia tanto em pesquisas quanto em botanica. Outra vertente seria 0 uso de laminas
permanentes como recurso didatico, proporcionando uma melhor compreensao de alunos
e pesquisadores.

Também, foi possivel determinar que é necessaria uma coleta minuciosa com intuito
de evitar a contaminacdo por grdos de outras espécies ou estruturas que prejudicam
a visualizacdo dos gréos decorrente de polinizagdo bidtica ou abidtica. Outro ponto
importante estabelecido foi que a coleta deve ser feita antes da antese floral com o botdo
ainda fechado, porque se evita contaminag¢éo por agentes polinizadores como as abelhas
que levam outros gréos de pdélen derivados de outras espécies.

Decerto, a confecgéo de laminas deixa claro que é possivel realizar colegdes que
possam ser disponibilizadas as escolas publicas da regido para estudo e visualizagéo,

tornando assim as aulas de Ciéncias Biolégicas mais interessantes e didaticas.
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RESUMO: O que se conhece como algas
compreende uma ampla variedade de
organismos aquaticos e fotossintetizantes, com
diversas manifestagcbes morfoldégicas e grande
importéncia ecologica e econdmica. Atuando
como produtores primarios em ecossistemas
aquaticos e sendo responsaveis por quase
metade da produgéo do oxigénio na biosfera,
as algas do fitoplancton sdo cruciais para a
compreensado da biodiversidade e esforcos de
conservacdao de corpos hidricos de mudltiplos
usos. Uma técnica utilizada para auxiliar em
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estudos ecolbgicos do fitoplancton é a abordagem dos Grupos Funcionais de Reynolds (GFR),
que agrupa determinados taxons de algas em categorias funcionais ou codons definidos
com base na afinidade e sensibilidade dos organismos a um conjunto de caracteristicas
ambientais. Nesse sentido, o presente trabalho objetivou determinar os GFR ocorrentes
em um ponto amostral do rio Sdo Francisco em Petrolina, Pernambuco, Brasil, com base
no levantamento taxonémico do fitoplancton do local. Apds a coleta do material utilizando
rede de plancton com malha de 20 ym e identificacdo dos organismos e GFR com base na
literatura especializada, obteve-se 14 codons dos GFR. Os c6dons identificados, com base
em suas caracteristicas definidoras, reforcaram a caracteristica do ponto de coleta como um
ponto l6tico de estado tréfico de mesotroéfico a eutréfico. Além disso, a presenca do codon L,
representado pela co-ocorréncia dos géneros Ceratium e Microcystis, acende um importante
alerta visto o potencial destes taxons em causar floragdes prejudiciais.

PALAVRAS-CHAVE: Algas; ecologia; levamento taxonémico; Microcystis; eutrofizacao.

CONSIDERATIONS ON THE PHYTOPLANKTON OF THE SUB-MIDDLE
SAO FRANCISCO RIVER: REYNOLDS FUNCTIONAL GROUPS (RFG) AND
IMPLICATIONS ON THE MULTIPLE USES OF WATER

ABSTRACT: What is known as algae comprises a wide variety of aquatic and photosynthetic
organisms, with different morphological manifestations and great ecological and economic
importance. Acting as primary producers in aquatic ecosystems and accounting for nearly
half of the biosphere’s oxygen production, phytoplankton algae are crucial to understanding
the biodiversity and conservation efforts for multipurpose water bodies. One technique
used to aid in ecological studies of phytoplankton is the Reynolds Functional Groups (RFG)
approach, which groups certain algal taxa into functional categories or coda defined based
on the organisms’ affinity and sensitivity to a set of environmental characteristics. From this
perspective, the present study aimed to determine the RFG occurring in a sampling point of
the S&o Francisco river in Petrolina, Pernambuco, Brazil, based on the taxonomic survey
of the phytoplankton at the site. After collecting the material using a 20 ym plankton net
and identifying the organisms and RFG based on the specialized literature, 14 RFG coda
were obtained. The identified coda, based on their defining characteristics, reinforced the
characteristic of the collection point as a lotic point of trophic state ranging from mesotrophic
to eutrophic. Furthermore, the presence of the L,, codon, represented by the co-occurrence of
the genera Ceratium and Microcystis, raises an important warning given the potential of these
taxa to cause harmful blooms.

KEYWORDS: Algae; ecology; taxonomic survey; Microcystis; eutrophication.

11 INTRODUGAO

E, espalhados por ali, alguns em suas maquinas de guerra tombadas (...),
estavam os marcianos —mortos! -, derrotados pela bactéria(...); mortos, depois
de todas as armas dos homens falharem, pelas coisas mais insignificantes
que Deus, com sua sabedoria, colocara nesta Terra (WELLS, H. G., 1898, p.
165).

No inicio deste capitulo que tratara acerca das algas continentais microscopicas
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do Rio Sao Francisco, evocamos o trecho acima, retirado do classico Guerra dos Mundos,
publicado ainda no fim do século XIX pelo célebre escritor britdnico H. G. Wells, para
ilustrar como a diversidade do mundo microscopico permeia e faz parte, desde ha muito, do
imaginario humano. Na citada obra, os invasores marcianos, ap0s semear o caos pela Terra
em uma destruidora invasao interplanetaria, terminam sua belicosa jornada destruidos por
“simples” bactérias, que ndo haviam sido levadas em conta na elaboracdo da ambiciosa
estratégia de guerra.

A adequacéo desta citagdo encontra guarida no fato de que o que se conhece de
maneira genérica como “algas”, sdo, na verdade, uma variedade de organismos amplamente
distintos em morfologia, reproducéo, fisiologia e ecologia. Como exemplificam BICUDO &
MENEZES (2006), “alga”, no contexto taxondmico, € meramente um termo de uso popular,
tal qual o termo “palmeira” € utilizado para denominar arvores distintas, ou “grama” é
aplicado a um numero vasto das mais diversas gramineas. Contudo, essa nomenclatura
tem validade na ecologia, visto que engloba grupos taxonémicos diversos em um grupo
coerente de organismos aquaticos, quase todos clorofilados, e com érgaos de reproducéo
jamais envoltos por um conjunto ou tecido de células estéreis. Dessa forma, consideram-
se como algas desde diminutas bactérias fotossintetizantes unicelulares (Cyanobacteria)
a formas oceénicas de Eukaryota multicelulares com dezenas de metros de comprimento
(BICUDO & MENEZES, 2006).

O termo “ALGAE” aparece, pela primeira, vez, na obra Species Plantarum, publicada
pelo naturalista sueco Carl Linnaeus (ou Lineu) em 1753, sendo o primeiro trabalho de
botéanica a aplicar o sistema de nomenclatura binomial para a classificagdo de organismos
(LINNAEUS, 1753). Dos organismos classificados por Lineu, apenas cinco géneros e 48
espécies constituem o que hoje se conhece por algas (BICUDO & MENEZES, 2006). Em
contraste, a maior base de dados internacional acerca da taxonomia, nomenclatura, e
distribuicdo de algas, a AlgaeBase, conta atualmente com 163.687 espécies catalogadas
(GUIRY & GUIRY, 2021).

A ideia de algas como organismos predominantemente pigmentados, capazes de
realizar fotossintese, naturalmente evoca sua similaridade (que, de fato, existe) com as
embriofitas, tradicionalmente chamadas de plantas terrestres. Contudo, especialmente
quando se explora a ampla diversidade morfolégica das algas microscopicas, formada em
porcéo mais significativa pelo fitoplancton (algas que medemde 1 uma 1000 um), ndoraro se
pode cair em uma tentadora definicdo rapida das algas como “pequenas plantas aquaticas”,
0 que é impreciso pelo fato de que muitos desses organismos microscopicos que ocorrem
em todas as classes de ambientes aquaticos, entre outras tantas caracteristicas, se movem
ativamente, por vezes apresentam flagelos, e alguns, além da fotossintese (quando néo
em sua total auséncia), também apresentam alimentacédo heterotréfica, utilizando alimento
organico e formas de carbono inorganico, caracterizando a mixotrofia (RAVEN, 2007).

Ja as “plantas aquaticas”, também chamadas de “macréfitas aquaticas”, correspondem
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a um grupo ecolégico que compreende organismos fotossintetizantes visiveis a olho nu
que habitam permanentemente ou por alguns meses do ano, parcialmente ou totalmente,
ambientes de agua doce ou salobra (ESTEVES & THOMAZ, 2012).

De fato, o fitoplancton ocorre na coluna d’agua de corpos hidricos em concomitancia
com outro tipo de plancton, o zooplancton, este composto por organismos heterotroficos,
também de alta variacdo morfolOgica, frequentemente de rapido movimento, e que, por
vezes, se alimentam do fitoplancton (RAVEN, 2007). Portanto, uma associagéo intuitiva
e desavisada das algas, destacadamente as fitoplanctonicas, com formas ou estruturas
animais, ndo é algo raro de ocorrer, principalmente ao observar espécimes vivos ao
microscépio 6ptico. Charles Darwin, em A Origem das Espécies, relata o seguinte no
capitulo XV da referida obra:

Se considerarmos as duas divisdes principais — isto &, os reinos animal e
vegetal -, algumas formas inferiores possuem um carater de tal forma
intermediario que os naturalistas tém discordado sobre o reino ao qual elas
deveriam pertencer. Como assinalou o professor Asa Gray, “0s esporos e
outros corpos reprodutores de muitas algas inferiores podem ter, em principio,
uma caracteristica animal, e, mais tarde, indiscutivelmente, uma existéncia
vegetal” (DARWIN, 1859, p. 549).

Para além de sua notédria diversidade morfol6gica, um outro importante fator sobre
as algas que merece o devido destaque €, sem duavida, sua ampla distribuicdo. Esses
organismos ocorrem em uma grande variedade de ambientes em todas as latitudes,
longitudes e altitudes, sendo encontrados em rios, lagos, represas, acudes, bem como
sobre o solo, rochas, troncos de arvores e em tanques de bromélias, entre outros locais
(BICUDO & MENEZES, 2006; FRANCESCHINI et al., 2010). Como notavelmente assinalam
BICUDO & MENEZES (2006), ndo existe &gua em que ndo ocorram algas.

Finalmente, mas de forma nada menos importante, a relevancia ecologica das algas,
principalmente do fitoplancton, encontra sua representagéo mais crucial para além do papel
fundamental de produtores primarios em ecossistemas aquaticos, formando a base do
fluxo energético em varios niveis tréficos (MBONDE et al., 2002). Esses organismos s@o
importantes na produgéo de oxigénio através do processo de fotossintese, oxigenando as
aguas e sendo responsaveis por quase metade de toda a produgéo de oxigénio na biosfera,
além de serem um componente significativo do ciclo do carbono (THEBAULT et al., 2009).

A composicao do fitoplancton em diferentes ecossistemas aquaticos é dinamica
e muda de um ecossistema para outro tanto em composicdo de espécies quando na
distribuicdo de biomassa. Assim, mudancas nesses parametros podem ser indicativos de
mudancgas ambientais nos ecossistemas aquaticos, onde parte significativa da producao
biolégica € realizada pelas algas (MBONDE et al., 2002).

Visto que o fitoplancton reage prontamente a mudangas ecolbgicas, esses
organismos podem ser utilizados como indicadores do estado tréfico dos corpos hidricos
onde ocorrem, oferecendo um valioso indicativo da qualidade da agua. (PARMAR,
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RAWTANI & AGRAWAL, 2016; TRIPATHI & GAUR, 2021). Contudo, quando o ecossistema
aquatico ¢ alterado, principalmente pela entrada de efluentes ricos em nutrientes, ha em
tese um estimulo ao rapido crescimento de espécies fitoplanctdénicas e de macrofitas
aquaticas, levando, em casos extremos, ao desenvolvimento de floragbes monoespecificas
de cianobactérias, as “algas azuis” (OBERHOLSTER, BOTHA & ASHTON, 2009). Nessa
perspectiva, encontra grande aplicabilidade a abordagem dos grupos funcionais no estudo
do fitoplancton, atualmente chamada de Grupos Funcionais de Reynolds (GFR) em
homenagem idealizador dessa metodologia (REYNOLDS et al., 2002).

A partir da definicao original de Reynolds, FRANCESCHINI et al. (2010) sintetizaram
a definicdo de grupo funcional como um grupo de espécies que respondem igualmente
a um conjunto de condicbes ambientais, compartilhando adaptagbes para sobrevivéncia
e dominancia quando submetidos a um mesmo gradiente ambiental. Dessa forma, a
abordagem dos GFR pode ser utilizada para detectar padrdes na distribuicdo e dinamica
das populagdes do fitoplancton, relacionando-as com mudancas no ambiente.

Os GFR permitem classificar a diversidade do fitoplancton em categorias ecolégicas
(cddons) definidas com base na ideia de que um habitat com determinados parametros
em relagdo a disponibilidade de luz ou nutrientes, por exemplo, € mais provavel de ser
habitado por espécies com as adaptacdes proprias para este ambiente que por espécies
que nado possuem tais adaptagOes, ou sensiveis a essas caracteristicas. Nesse sentido,
a abordagem dos GFR permite, inclusive, potencialmente prever quais espécies podem
ocorrer em determinado ecossistema com base em suas caracteristicas limnolégicas e
vice-versa, conferindo importéancia pratica a abordagem dos GFR na gestado de recursos
hidricos, especialmente importante em areas de multiplos-usos (NUNES et al., 2021).

Apesar da relativa facilidade e aplicagdo intuitiva da abordagem, erros em sua
interpretacéo ndo sdo raros de encontrar na literatura. Nesse sentido, um importante estudo
voltado exclusivamente a analise dos erros mais comuns e a definicdo detalhada de cada
cédon dos GFR foi conduzido em 2008 por PADISAK, CROSETTI & NASELLI-FLORES
(2008).

Entre os mais extensos corpos hidricos do Brasil, o rio Sdo Francisco é o maior rio
dentre aqueles inseridos totalmente dentro do territrio nacional. Sua bacia hidrografica
corresponde a 8% do territério nacional, nascendo no estado de Minas Gerais e percorrendo
505 municipios nos estados de Minas Gerais, Goias, Bahia, Pernambuco, Alagoas e Sergipe,
além do Distrito Federal (CBHSF, 2021). Apesar de divergir em diferentes trabalhos na
literatura, o estudo conduzido por SILVA et al. (2003) oferece uma extensao variavel do rio
Sao Francisco entre 2.814 e 2.863 km, a depender da referéncia geografica das nascentes.

A populagé@o no entorno no rio Sao Francisco passa dos 15 milhdes de pessoas, e
sua maior concentragdo esté na regido fisiografica do Alto Sdo Francisco. Cerca de 54%
da bacia hidrografica estéa localizada na regido semiarida, e trés biomas sdo abrangidos ao
longo de sua extensado: Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica, além do ecossistema estuarino
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do rio. O territorio da regiao fisiografica do Submédio Sdo Francisco se divide em 59,4% de
area representada por Pernambuco, 39,5% pela Bahia, e 1,1% por Alagoas (CBHSF, 2021).

Os municipios de Juazeiro (Bahia) e Petrolina (Pernambuco) estéo localizados no
centro do Submédio Sao Francisco, na regido Nordeste do Brasil. O clima é semiarido
quente e a temperatura média anual é de 24,8 °C. Se considerada conjuntamente, a
populacédo das duas cidades ultrapassa meio milhdo de habitantes. Além disso, a regido
€ um importante polo nacional de fruticultura irrigada, aproveitando-se da localizacéo
estratégica as margens do Rio Séao Francisco (PMP, 2021).

Uma das descricdes detalhadas mais longevas da regido é fornecida pelo relato da
famosa expedicao dos naturalistas alemées Spix e Martius, realizada entre 1817 e 1820.
Sobre o rio Sao Francisco, eles escreveram:

O rio Sao Francisco separa as capitanias de Bahia e Pernambuco (...); a
prépria regido em que nos achavamos exercia influéncia estimulante nos
nossos animos, pois 0 majestoso Sao Francisco derrama aqui ndo sé todas
as béncaos de um grande rio, mas também faz lembrar ao viajante aleméo o
patrio Reno (...). O rio, durante nossa estada, tinha muito pouca agua, devido
a demorada seca precedente, nas regifes do sul, e este ano ndo havia
transbordado (...). A agricultura ndo parece ser tdo favorecida, quanto na
regido do sul, que o rio atravessa (...). Os produtos locais provém da criagéo
de gado bovino e equino (SPIX, 2017, p. 310-311).

A partir do retrato feito pelos naturalistas e em comparagdo com o cenario atual,
percebe-se que as atividades se inverteram depois dois séculos: a agricultura € a mais
significativa atividade econdmica da regido, sendo esta, como previamente mencionado,
o0 maior polo de fruticultura irrigada do pais (CORREIA, ARAUJO & CAVALCANTI, 2001).
Além disso, a atividade de criagdo de gado bovino na regiédo é hoje extremamente reduzida,
e o rio Sao Francisco, ap6s a construcdo da Barragem de Sobradinho, apresenta maior
regularidade de vazdo (SANTOS et al., 2017).

Em concordancia com a intensa ocupagdo do Submédio S&o Francisco, a bacia
hidrografica, nessa regido, mostra uma variedade de usos que incluem, entre outras
atividades, a geragéo de energia, a pesca, a navegacao de cargas e de pessoas, 0 USO
para irrigacdo e o abastecimento de agua potavel para consumo (SANTOS et al., 2017).
O volume de agua implicado no atendimento de todas essas demandas por si s6 oferece
indicagdo da importancia da gestdo dos recursos hidricos nessa regido (FREITAS &
LOPES, 2003).

Contudo, a intensa ocupagéo na regido também implica uma histérica degradagéo
ambiental e poluicdo dos ecossistemas aquaticos. Nesse sentido, o despejo direto de
efluentes causa a eutrofizagdo dos ecossistemas aquéticos através do acimulo de nutrientes
como nitrogénio e fosforo, originarios, por exemplo, do esgoto doméstico. A consequéncia
direta mais visivel é o acumulo de macrofitas aquaticas do género Eichhornia, abundantes

nas margens do rio S&o Francisco tanto em Juazeiro quanto em Petrolina (BRITTO, 2015).
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Assim como o fitoplancton, as macroéfitas podem também ser biondicadoras do
estado tréfico do ecossistema aquético, mas a presenga excessiva desses organismos
pode levar a competicdo por luz e nutrientes. Entre outros fatores, a cobertura da coluna
d’agua pelas plantas prejudica a realizacdo de fotossintese por parte do fitoplancton,
diminuindo a oxigenacgéo da agua e podendo até mesmo afetar a ictiofauna, causando a
mortandade de peixes em casos extremos (CATELA, 2012).

Por sua vez, o risco de floragbes monoespecificas de cianobactérias com a
eutrofizacdo é uma problematica bem conhecida e que pode ocasionar problemas graves
para a saude humana. No caso mais notavel naregiéo, em 1996, 52 pacientes de uma clinica
de hemodialise em Caruaru, Pernambuco, foram a 6bito apds experienciarem sintomas
como dor de cabega, dor nos olhos, visado turva, ndusea, vomito e, finalmente, insuficiéncia
hepatica aguda, no evento conhecido como “Sindrome de Caruaru”. A intoxicagdo dos
pacientes se deu através de dois grupos cianotoxinas: microcistinas, produzidas pelos
géneros de cianobactéria Microcystis e Anabaena, e cilindropermopsina, produzida pelo
género Cylindrospermopsis (AZEVEDO et al., 2002).

Dessa forma, integrando o conhecimento sobre a diversidade e importancia
ecologica e econdmica das algas, a abordagem dos Grupos Funcionais de Reynolds na
interpretacdo do fitoplancton, e a necessidade de uma gestdo consciente dos recursos
hidricos visando o uso sustentavel da agua em seus multiplos-usos, este trabalho objetivou
determinar e analisar os cédons dos GFR com base em um levantamento taxonémico do
fitoplancton do Rio S&o Francisco visando agregar dados que possam subsidiar a tomada
de decisbes na conservacao do Submédio Sao Francisco.

21 METODOLOGIA

Esta pesquisa baseou-se na coleta, identificagédo e interpretacdo do fitoplancton do
Rio Séo Francisco as margens da cidade de Petrolina, Pernambuco, Brasil. A coleta das
algas ocorreu no dia 15 junho de 2020 em area de mdltiplos usos da agua oposta a margem
pertencente a cidade de Juazeiro, Bahia, Brasil (Figura 1). As coordenadas geograficas do
local de coleta sdo 09°24,245’S e 040°30,004°0, e a elevagao do local &€ de 358 metros
acima do nivel do mar. De acordo com a classificagdo de KOppen, a classificagdo do clima
para a area de coleta &€ BSh, correspondendo a uma area seca e semiarida de baixa latitude
e altitude (ALVARES et al., 2014).
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Figura 1. Imagem de satélite da area de coleta e adjacéncias, evidenciando a caracteristica de
multiplos usos da agua no local.

Foram realizadas amostragens sucessivas através do arraste em superficie e
filtragem da &gua utilizando uma rede de fitoplancton com abertura de malha de 20 ym. O
pH e temperatura da agua medidos no local de coleta foram 6,0 e 22,9 °C, respectivamente.
O material filtrado foi concentrado em potes de vidro recobertos por material opaco preto
com capacidade para 150 mL. As amostras foram fixadas com formalina, alcool e acido
acético (FAA) de acordo com o preconizado por BICUDO & MENEZES (2006) para a coleta
de fitoplancton visando a manutencao das estruturas das microalgas por longa data e
com dano minimo. As amostras encontram-se armazenadas sob refrigeracdo a 6 °C no
Laboratério de Boténica da Universidade Federal do Vale do S&o Francisco, Petrolina, onde
estdo disponiveis para consulta.

Subsequentemente, o material coletado foi analisado através de microscopia optica.
A identificagdo do fitoplancton foi feita utilizando como literatura de referéncia os trabalhos
de BICUDO & MENEZES (2006) e FRANCESCHINI et al. (2010). Concomitantemente ao
processo identificacdo até o nivel taxondmico mais abrangente possivel, foi construida
uma planilha atrelada a um banco de imagens contendo uma fotografia para cada
espécime inserido. As fotografias foram realizadas através de camera digital acoplada a
um microscopio 6ptico modelo Diag Tech XJS300. Para a edi¢gdo e medigdo das imagens,
utilizou-se o software TSView, versao 6.2.4.5.

Em seguida, procedeu-se a identificacdo dos grupos funcionais seguindo a
classificacdo proposta por REYNOLDS et al. (2002), bem como as observagdes de
PADISAK et al. (2009) sobre o trabalho anterior, além da avaliagdo dos taxons quanto a
sua frequéncia de ocorréncia nas amostras analisadas (MATTEUCCI & COLMA, 1982).
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31 RESULTADOS

A andlise das amostras coletadas permitiu identificar a presenca de 36 géneros de
algas, 32 dos quais puderam ser agrupados em 14 cédons, considerando a classificagcéo
de PADISAK et al. (2009). A Figura 2 apresenta a diversidade taxondmica e a frequéncia
de ocorréncia dos géneros de fitoplancton registrados nas amostras analisadas. O codon
de GFR mais representativo na riqueza de fitoplancton da area de estudo foi N,, que
contemplou 28,13% dos taxons registrados nas amostras analisadas, sendo esse seguido
por L, (12,5%), MP e J (9,38% cada). Os codons dos GFR referentes aos organismos
identificados estdo destacados na Figura 3.

Figura 2. Representatividade, em porcentagem, de espécies pertencentes aos 36 géneros do
fitoplancton identificados em area de multiplos usos da agua amostrada no trecho submédio do rio Sao
Francisco em Petrolina, Pernambuco, Brasil, em junho de 2020.

Figura 3. Percentual da riqgueza taxondmica do fitoplancton por Grupos Funcionais de Reynolds (GFR)
registrada em amostras coletadas no trecho submédio do rio Sdo Francisco em Petrolina, Pernambuco,
Brasil, em junho de 2020.
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41 DISCUSSAO

E importante destacar que a area amostral é utilizada para pesca, como atracadouro
de barcos, e como local de travessia de barcas de transporte de passageiros entre uma
cidade e outra. Contudo, a presenca de despejo de esgoto residencial e comercial nas
adjacéncias do local de coleta resulta no aumento significativo do contetdo de matéria
orgénica, evidenciado pela abundante flora de macréfitas aquaticas do género Eichhornia
(BARRETO, 2015; MINHONI et al., 2018).

A Prefeitura Municipal de Petrolina, Pernambuco, nao-raro opta pela onerosa
remocdo direta das plantas do local utilizando maquinas retroescavadeiras, resultando
em efémeros periodos de melhoria. Contudo, a problemética ndo é resolvida ao longo
prazo em razéo, além da continuidade do despejo do esgoto, da presenga de um banco
de sementes no local, que continuam seu desenvolvimento sob condi¢des ideais (BRITTO,
2015; CBHSF, 2015).

O codon N,, mais representativo na riqueza do fitoplancton na area de estudo,
ndo existia na proposta original dos GFR, tendo sido sugerido por SOUZA et al. (2008)
para incluir espécies em baixas latitudes, em ambientes oligo-mesotroficos e sensiveis
a desestratificacdo da coluna d’agua, ou seja, a eliminagdo da variagdo vertical na
temperatura e densidade da agua (LIMA NETO, 2019; PADISAK, CROSETTI & NASELLI-
FLORES, 2009). O estado tréfico preconizado por esse cdédon implica corpos d’agua de
baixa a média produtividade, com possiveis implicagbes para a qualidade da agua, mas
em niveis geralmente aceitaveis (ANA, 2021). Os principais representantes desse codon
sdo as desmidias unicelulares Cosmarium, Staurodesmus, Staurastrum e outras desmidias
unicelulares ou filamentosas (PADISAK, CROSETTI & NASELLI-FLORES, 2009; SOUZA
et al., 2018).

O cbdon L, segundo mais representativo na riqueza total do fitoplancton identificada
na area de estudo, com 12,5%, é carateristico de habitats profundos ou rasos, com estado
tréfico variando de oligotrofico a eutrofico e apresentando sensibilidade a perturbagdes da
coluna d’agua. Este codon inclui um grande numero de cianobactérias e dinoflagelados,
incluindo Ceratium spp. (PADISAK, CROSETTI & NASELLI-FLORES, 2009; REYNOLDS et
al., 2002). Contudo, quando este ocorre concomitantemente com Microcystis, o codon L, €
implicado, tendo este também sido identificado em nossa pesquisa (PADISAK, CROSETTI
& NASELLI-FLORES, 2009; REYNOLDS et al., 2002).

O co6don MP inclui varias diatomaceas e cianobactérias, e o habitat caracteristico
€ de ambientes Iénticos rasos e turvos, com tolerancia a alta insolagéo e sensibilidade
a perturbaces e baixa luminosidade (PADISAK, CROSETTI & NASELLI-FLORES,
2009; REYNOLDS et al., 2002). Ja o cédon J inclui espécies que vivem em ambientes
rasos, eutroficos e frequentemente submetidos a perturbagdes da coluna d’agua, sendo
sensiveis a baixa luminosidade. Aqui se incluem diversas algas verdes coloniais (PADISAK,

Ciéncias biologicas: Génese na formagao multidisciplinar 2 Capitulo 18 m



CROSETTI & NASELLI-FLORES, 2009; REYNOLDS et al., 2002).

Como mencionado previamente, o codon L,, é tipicamente representado pela co-
ocorréncia de Ceratium hirundinella e/ou Ceratium furcoides com Microcystis spp. Este
cbdon é caracteristico de ambientes eutréficos a hipertréficos, sendo sensivel a perturbagbes
na coluna d’agua e a baixa estratificacdo (REYNOLDS et al., 2002). E importante notar
que Ceratium e Microcystis, presentes nas nossas amostras e representados pelo c6don
L,, podem ser problematicos e representar riscos a qualidade da agua através da reducéo
da sedimentacao e entupimento de filtros, no caso de Ceratium, ou através da producéo
de toxinas (microcistinas), no caso de Microcystis. Apesar de floragcdes serem tipicas de
ambientes |énticos, a presenga desses grupos na area amostral e o uso da agua para
consumo pode levar, eventualmente, ao transporte dos organismos a algum local de
armazenamento onde haja condi¢des favoraveis a sua proliferagdo (ALMEIDA et al., 2016;
PADISAK, CROSETTI & NASELLI-FLORES, 2009; REYNOLDS et al., 2002).

O codon P é tipico de habitats semelhantes ao do codon N,, mas em estados troficos
de maior quantidade de nutrientes. Aqui se incluem algumas diatomaceas e desmidias,
no epilimnio de ambientes eutroficos, tolerantes a luminosidade moderada e sensiveis
a estratificagdo da coluna d’agua (PADISAK, CROSETTI & NASELLI-FLORES, 2009;
REYNOLDS et al., 2002). Ja o cédon F é tipico do epilimnio de ambientes mesotréficos
a eutroficos com frequente perturbacdo. Seus representantes, aqui inclusas algumas
algas verdes coloniais, a exemplo de Kirchneriella, séo tolerantes a turbidez e sensiveis a
deficiéncia de COZ(PADISAK, CROSETTI & NASELLI-FLORES, 2009; REYNOLDS et al.,
2002).

O codon S2 compreende organismos cujo habitat sdo aguas quentes, rasas, e
frequentemente alcalinas, a exemplo de Spirulina spp. O cddon é tolerante a condi¢des de
baixa luminosidade e sensivel a perturbacdes na coluna d’agua. O cédon X1, por sua vez,
é tipico de habitats rasos, eutréficos a hipertréficos, tolerantes a estratificacdo e sensiveis
a deficiéncia de nutrientes. Aqui se incluem diversas algas verdes coloniais a exemplo
de Ankistrodesmus spp. Ja o cédon C é tipico de ambientes eutréficos, tolerantes a alta
luminosidade e com sensibilidade a estratificacéo. Este codon inclui algumas diatomaceas, a
exemplo de Cyclotella meneghiniana e C. ocellata. O cédon E é caracteristico de ambientes
rasos, oligotroficos, tolerantes a deficiéncia de nutrientes e sensiveis a deficiéncia de
CO,. Este codon foi representado em nossa pesquisa pela presenga de Dinobryon. O
cédon T é tipico de camadas submetidas a perturbagdo, ocorrendo no epilimnio aguas
profundas, sendo tolerantes a baixa luminosidade e sensiveis a deficiéncia de nutrientes.
Neste trabalho, o codon T foi representado por Mougeotia spp. O cédon T, foi proposto
por BORICS et al. (2007) e é tipico de ambientes altamente I6ticos. Seus representantes
incluem diversas diatomaceas, varias delas representadas neste trabalho, a exemplo
de Fragilaria, Surirella, Nitzschia e Navicula. Por fim, o c6don W1 é tipico de ambientes

eutroéficos, ricos em matéria orgénica, especialmente originados de efluentes domésticos.
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O representante deste cddon identificado neste trabalho foi Euglena sp.

A descricao implicita a cada um dos cddons dos GFR identificados nesta pesquisa
corrobora com as caracteristicas do trecho amostrado do rio Sdo Francisco, em Petrolina
(PE). O estado tréfico predominante de mesotréfico a hipertréfico atestado pelos codons
identificados reforga a alta quantidade de nutrientes que a dgua do local amostral apresenta,
como previamente sinalizado pelas macréfitas aquaticas presentes no local. Ademais, nota-
se também a significancia da representacao de codons caracteristicos de ambientes com
frequente perturbacdo, como esperado pelo ambiente l6tico do local amostral, bem como
da predominéncia de codons que compreendem organismos frequentes no epilimnio, a
camada superior da coluna d’agua, e alta turbidez da 4gua, diminuindo a representatividade
do fitoplancton em camadas mais profundas. E valido lembrar que a coleta foi feita as
margens do rio, em ambiente raso.

Outra conclus&o importante deste trabalho é a presencga do codon L, representado
pela co-ocorréncia de Ceratium hirundinella e/ou Ceratium furcoides com Microcystis spp. e
caracteristico de ambientes eutréficos a hipertréficos. O espécime de Ceratium identificado
neste trabalho ndo pode ser diferenciado quanto a Ceratium hirundinella ou Ceratium
furcoides uma vez que néo foi possivel evidenciar a divisdo das plaquetas da epiteca.
Contudo, a ocorréncia do género juntamente com Microcystis aeruginosa acende um
importante alerta principalmente no que se refere ao uso da 4gua para consumo. Apesar
de floragcbes serem tipicas de ambientes Iénticos, opostos ao carater I6tico do rio Séo
Francisco, o transporte da 4gua para armazenamento em outros locais pode desencadear
eventos danosos de floracdo, se as condi¢cdes forem favoraveis. Dessa forma, este estudo
oferece subsidio para a tomada de decisdes na gestdo dos recursos hidricos do rio Séo
Francisco, especialmente em zonas populosas.

51 CONCLUSOES

Logramos identificar 14 c6dons dos Grupos Funcionais de Reynolds com base em
um levantamento taxondémico do fitoplancton do rio Sdo Francisco em um ponto amostral
as margens do rio em Petrolina, Pernambuco, Brasil.

Com base nas descrigbes implicitas na definicdo de cada cédon, os dados obtidos
permitem corroborar as caracteristicas do ponto amostral do rio Sdo Francisco, com
predominancia de ambientes de mesotroficos a eutroficos e alta perturbagdo da coluna
d’agua.

A presenca do codon L,,, representado pela co-ocorréncia de Ceratium hirundinella
e/ou Ceratium furcoides com Microcystis spp., acende um importante alerta para o uso da
agua para consumo humano, visto que, em ambientes com condi¢cGes ideais, estes taxons
podem desencadear floragdes prejudiciais a qualidade da agua, eventos que, em casos
extremos, podem ser letais.
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RESUMO: Com as catastrofes “naturais” cada
vez mais recorrentes e com maior potencial
destrutivo, a sociedade passou a entender que
deve olhar para o meio ambiente com maior
responsabilidade. Principalmente, no que diz
respeito aos veiculos e maquinas equipadas
com motores a diesel, que sdo fontes mobveis
de poluicdo atmosférica, causando riscos
a saude do planeta. Diante desse cenario,
foi proposto o presente trabalho, que visa a
formulag@o e avaliacdo de misturas formadas
por 6leo diesel, biodiesel e etanol com vistas
a sua utilizagdo em motores que operam no
ciclo diesel. As anadlises das propriedades
fisico-quimicas foram realizadas em conjunto
com estudos de lubricidade e estabilidade. O
resultado das andlises fisico-quimicas mostrou
que caracteristicas importantes permaneceram,
em sua maioria, dentro das especificacoes
exigidas. Uma excecéo é feita para o ponto de
fulgor, pois no caso do etanol ele ja é baixo. O
estudo de lubricidade mostrou que a presenca de
biodiesel na mistura impactou positivamente nas
propriedades lubrificantes dos combustiveis, com
menor desgaste das carrocerias. Por fim, 0 estudo
de estabilidade demonstrou as propriedades
de cosolvéncia do biodiesel na mistura e sua
higroscopicidade, ndo contribuindo, entretanto,
para um aumento no tempo de estabilidade da
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mistura. No entanto, as misturas séo viaveis para uso comercial.
PALAVRAS-CHAVE: Biodiesel, diesel, etanol, combustiveis renovaveis.

EVALUATION OF DIESEL-BIODIESEL-ETHANOL TERNARY MIXTURES FOR
APPLICATION AS A FUEL IN DIESEL CYCLE ENGINES

ABSTRACT: With “natural” catastrophes increasingly recurrent and with greater destructive
potential, society has come to understand that it must look to the environment with greater
responsibility. Mainly, with regard to vehicles and machines equipped with diesel engines,
mobile sources of atmospheric pollution, causing risks to the health of the planet. Given this
scenario, the present work was proposed, which aims at the formulation and evaluation of
blends formed by diesel oil, biodiesel and ethanol with a view to their use in engines that
operate in the diesel cycle. The physicochemical properties analyzes were carried out in
conjunction with lubricity and stability studies. The physicochemical analyzes result showed
that important characteristics remained, for the most part, within the required specifications.
An exception is made for the flash point, as in the case of ethanol it is already low. The
lubricity study showed that the presence of biodiesel in the mixture had a positive impact on
the lubricating properties of fuels, with less wear on the bodies. Finally, the stability study
demonstrated the co-solvency properties of biodiesel in the mixture and its hygroscopicity, not
contributing, however, to an increase in the stability time of the mixture. However, blends are
viable for commercial use.

KEYWORDS: Biodiesel, diesel, ethanol, renewable fuels.

11 INTRODUGAO

O uso de misturas oxigenadas, com menor propor¢do de hidrocarbonetos
aromaticos e enxofre em sua composicdo, levam a uma redugdo no nimero e tamanho
de particulas emitidas pelo escapamento.(ARMAS et al., 2013) Se uma politica de longa
duracéo for implantada no sentido de paulatinamente reduzir esse tipo de emisséo, poder-
se-4 observar um declinio na tendéncia anual de mortes por doencas respiratérias e
cardiovasculares.(BAKEAS; KARAVALAKIS; STOURNAS, 2011; ONU, 2005; SILVA et al.,
2012; STACHOWIAK, G. W.; BATCHELOR, 2005).

Substituir uma porcentagem, por exemplo, de diesel e gasolina utilizados no
transporte por biocombustiveis (biodiesel e bioetanol) é o caminho mais simples para
esse setor. No sentido de contribuir no combate das mudangas climaticas surgiu a ideia de
desenvolver a presente pesquisa que tem como meta principal a avaliagdo das misturas
ternarias Diesel-Biodiesel-Etanol para aplicagdo em motores ciclo Diesel.
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2| PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Matérias-primas

As matérias-primas utilizadas no desenvolvimento do trabalho séo:

« Oleo Diesel A S10 produzido na Refinaria do Parana da Petrobras (REPAR) que
atende as especificagcdes de qualidade estabelecidas na Resolugdo ANP n° 65,

de 9/12/2011;

+  Etanol anidro (EAC, 99,8% de pureza) marca Isofar que atende as especifica-

¢cOes de qualidade estabelecidas na Resolugdo ANP n° 19, de 15/4/2015;

+ Biodiesel produzido na usina da Petrobras Biocombustiveis (PBio) localizada
em Montes Claros (MG) a partir de mistura de 6leo de soja com sebo animal
que atende as especifica¢des contidas na Resolugdo ANP n° 30, de 23/06/2016.

2.2 Producéo das misturas

Com o objetivo de avaliar a influéncia da adi¢cdao do etanol nas propriedades fisico-

quimicas das misturas diesel-biodiesel, foram formuladas e caracterizadas diversas
misturas, todas em base volumétrica.(TRUJILLO G., 2004)
Primeiramente foram produzidas as misturas diesel-biodiesel (BX) com os seguintes

teores de biodiesel: 10, 15 e 20%. Escolheram-se essas concentragdes pois: 10% — teor de

biodiesel que estava sendo adicionado ao diesel de petroleo quando foram realizados os

estudos; 15% — teor a ser atingido até 2023 de acordo com autorizacdo governamental, e

20% — estimativa do que pode vir a ser uma nova diretriz daqui a alguns anos.

A partir de cada BX gerada, foram produzidas misturas com teores de 10 e 15% de

etanol, contabilizando ao todo nove misturas (Tabela 1) (CRUZ, 2019).

Identificacao Produto

B10 Diesel + 10% de biodiesel

B15 Diesel + 15% de biodiesel

B20 Diesel + 20 % de biodiesel
B10E10 Diesel + 10% de biodiesel + 10% de etanol
B10E15 Diesel + 10% de biodiesel + 15% de etanol
B15E10 Diesel + 15% de biodiesel + 10% de etanol
B15E15 Diesel + 15% de biodiesel + 15% de etanol
B20E10 Diesel + 20 % de biodiesel + 10% de etanol
B20E15 Diesel + 20 % de biodiesel + 15% de etanol

Tabela 1. Misturas produzidas para o trabalho
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2.3 Caracterizacdo das matérias-primas e das misturas produzidas

Nas matérias-primas e amostras produzidas pelas misturas destas foram
realizados ensaios para inferir suas caracteristicas e qualidade. Os ensaios executados
foram Viscosidade cinematica a 40 °C, Destilagcdo, Densidade a 15 °C, Ponto de fulgor,
Corrosividade ao cobre, Cinzas, Nimero de acidez, Teor de agua, indice de iodo, Ponto de
entupimento de filtro a frio (CFPP) °C, Estabilidade a oxidagao Rancimat, Teor de enxofre

e Numero de cetano derivado.

2.4 Estudo de lubricidade

Adicionalmente, foi realizado um estudo de lubricidade. O método utilizado foi o
ASTM D4172 - “Quatro Esferas”. Nele, em resumo, trés esferas alinhadas sao fixadas em
uma cuba preenchida com a amostra e uma quarta esfera € mantida em contato simultaneo
sob forca com as outras trés e realizando movimento giratério em um eixo movido por
motor. S&o controlados tempo, temperatura, rotacéo e forga aplicada e, ao final, medem-se
com auxilio de microscopio os didmetros das ranhuras (“cicatrizes”) formadas pelo atrito
entre a esfera que gira e as outras trés fixas.

Todas as amostras foram submetidas as mesmas condigdes — ensaio a 45 °C de
temperatura, 3 minutos de duracao, 30 kgf e 1800 rpm para posterior comparagao entre
elas.

2.5 Estudo de estabilidade

E muito importante também avaliar a estabilidade, fundamentalmente quando se
misturam componentes com diferente polaridade. Neste estudo de estabilidade aliquotas
das amostras foram separadas e submetidas a trés diferentes condi¢ées de temperatura

como segue:
»  Aliquotas mantidas a 10 °C em geladeira (temperatura controlada);
+  Aliguotas mantidas a 22 °C em sala climatizada (temperatura controlada) e;

» Aliguotas mantidas a temperatura ambiente (sem controle de temperatura) e,
portanto, sujeitas as variagdes durante os dias.

Aboca de todos os frascos utilizados nos testes foi vedada com papel aluminio e fita
adesiva. Em todos foi realizado um furo bem pequeno para simular o respiro das tampas
dos tanques de combustivel. Esta consideragdo € muito importante, pois é justamente
através deste respiro dos tanques de combustivel que durante a noite, quando ocorre
diminui¢cdo de temperatura ambiente, ha a entrada de ar umido. Esta umidade é absorvida
fundamentalmente pelo etanol, muito higroscépico.

O intuito deste estudo foi verificar como se comportariam as misturas com o

decorrer do tempo, acompanhando possiveis mudangas de aspecto que poderiam ocorrer
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apos transcorridas horas, dias e meses para entéo realizar uma analise comparativa. As

amostras foram observadas quase que diariamente, a excec¢éo dos fins de semana. Ao se

identificar separacao de fases era determinado o teor de agua.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao fisico-quimica
Os resultados de caracterizagéo fisico-quimica realizada foram compilados nas

Tabelas 3 € 4.

. L . B10 B10 B15 B15 B20 B20
Aniélise Especificacao | B100 | Diesel B10 B15 B20 E10 E15 E10 E15 E10 E15
Ponto de 38 min. 142 70 72 74 74 30 25 30 25 30 25

fulgor (°C)
Densidade | o175 665 | 8758 | 8322 | 8345 | 8362 | 837,8 | 8299 | 8280 | 831,09 | 8296 | 8332 | 8315
15/4 (kg/md)
V";‘;C’ni':/’:)de 19a41 | 5047 | 2,585 | 2547 | 2,778 | 2,821 | 2330 | 2054 | 2,387 | 2,255 | 2,418 | 2,315
CFPP (°C) 0ai2 Abaixo | Abaixo | Abaixo | Abaixo | Abaixo | Abaixo | Abaixo | Abaixo | Abaixo | Abaixo | Abaixo
de -8 de -8 de -8 de -8 de -8 de -8 de -8 de -8 de -8 de -8 de -8
Acidez, 0,30 max 007 | 015 | 017 | o018 | 014 | 013 | 0417 | o016 | 0418 | 018 | 007
(mg KOH/g)
Estabilidade
2 oxidacdo 20 h 2611 | 16,54 | 16,20 | 1556 | 1557 | 1501 | 13,43 | 881 807 | 446 | 26,11
(h)
Teor de
agua (mg/ 165 18,30 | 22,50 | 50,50 | 52,50 | 73,40 | 122,9 | 1153 | 1458 | 124,20 | 154,50 | 18,30
kg)
Corrosivida- 1A 1A 1A 1A 1A 1A 1A 1A 1A 1A 1A 1A
de ao Cu

indice Nao Nao Nao Nao Nao Nao Néo Néo

de iodo anotar 80 1 realiza- | realiza- 16 realiza- | realiza- | realiza- | realiza- | realiza- | realiza-
(mgl,/100g) do do do do do do do do
Cinzas (%) 0,01 <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001

N° cetano 48 min. 62,84 | 57,83 | 50,59 | 4832 | 46,97 | 50,80 | 51,19 | 4839 | 4878 | 4838 | 47,78

Teor de 10 mg/kg 260 | 260 | 250 | 250 | 260 | 240 | 250 | 250 | 250 | 25 | 250

enxofre

com adaptacdes.(ANP BRASIL, 2014, 2018)
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Tabela 3. Resultados da caracterizacéo fisico-quimica das matérias-primas e das misturas. Fonte: ANP



Como observado na Tabela 3, a caracteristica que sofreu maior variagdo com a
adi¢éo do etanol foi o ponto de fulgor. Com os teores de etanol utilizados este item diminuiu
para valores inferiores a especificagcdo (min. 38 °C). Por esse motivo as misturas com 15%
de etanol foram descartas e a avaliagdo continuou apenas com as misturas com 10%.
Por tal motivo, seguindo as especificacbes de qualidade estabelecidas atualmente para o
combustivel diesel, seria necessario adicionar teores de etanol inferiores a 10% de modo a
garantir o cumprimento da especificacao estabelecida para o ponto de fulgor. A estabilidade
a oxidagao das misturas também diminui, mas este ponto pode ser melhorado com a adi¢éo
de aditivos. Os demais indices apresentaram leves varia¢des e ficaram dentro dos limites
especificados na norma.

O indice de iodo foi determinado apenas na mistura de diesel com 20% de Biodiesel
(B20). Como nas misturas ternarias produzidas o Unico componente que aumenta o grau
de insaturacgéo € o biodiesel, ao conhecer o indice de iodo da mistura com maior percentual
deste componente podemos inferir que nas demais amostras o numero de iodo sera inferior.

3.2 Estudo de lubricidade

Na Tabela 4 a seguir séo apresentados os resultados das cicatrizes de desgaste
formadas ao final do ensaio quatro esferas.

Amostra Diametro de ranhura (mm)
Diesel 1,30
Biodiesel 0,37
B10 0,52
B15 0,42
B20 0,37
B10E10 0,59
B10E15 0,49
B15E10 0,60
B15E15 0,50
B20E10 0,78
B20E15 0,50

Tabela 4. Valores de diametro de ranhura ap6s ensaio de desgaste.

Nota-se que o aumento do percentual de biodiesel nas misturas leva a um aumento
da lubricidade das mesmas e, por conseguinte, um diametro de cicatriz menor. Efeito
inverso ocorre com a introdugéo do etanol. Com o aumento dos teores de alcool ha aumento
do diametro de cicatriz. No entanto, devido ao efeito benéfico do biodiesel nenhuma
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das misturas avaliadas apresentou cicatriz de desgaste superior aquela provocada pelo
combustivel diesel (1,30 mm).

3.3 Estudo de estabilidade

Antes do inicio do estudo de estabilidade foram medidos os teores de agua nas
amostras (misturas com 10% de etanol).

Amostra Teor de agua (mg/kg)
B10E10 298
B15E10 306
B20E10 314

Tabela 5. Teor de agua no inicio do estudo

Este estudo foi realizado com o objetivo de verificar o comportamento da estabilidade
das misturas em diferentes condicdes de temperatura e umidade, ja que existe uma
diferenca de polaridade consideravel entre o etanol e o diesel.

3.3.1 Estudo de estabilidade a 10 °C, controlada

O inicio deste experimento se deu em 30 de janeiro de 2019, seguindo a metodologia
descrita no item 2.4. O teor de umidade no interior da geladeira se manteve proximo de 46
% durante o periodo do experimento. Na Figura 1(a) mostra-se a aparéncia das misturas
no inicio dos testes e ap6s 96 horas (4 dias) de preparo das amostras onde identificou-se
a separacgao das misturas, conforme apresentado na Figura 1(b).

Neste momento o produto foi novamente homogeneizado e retirado uma amostra
para determinagao do teor de umidade. Os resultados s@o apresentados na Tabela 6.

(a) tempo zero, (30/01/2019) (b) Apos 96 horas (4 dias, 03/02/2019)

Figura 1. Aparéncia das misturas durante o periodo do experimento
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Amostra Teor de agua, mg/kg

B10E10 4089
B15E10 4518
B20E10 4611

Tabela 6. Teor de agua ap6s separacgao, 96 h decorridas (4 dias)

Comparando os resultados de umidade inicial das misturas, Figura 1(a), com os
teores de agua identificados no momento da separagéo, Figura 1(b), na condi¢cdo de 10
°C e 46% de umidade no meio, houve um aumento consideravel de umidade nas misturas
em apenas 4 dias. Também nos resultados da Tabela 7 verifica-se que a amostra com
maior teor de biodiesel (B20) absorveu maior quantidade de umidade no meio no mesmo
periodo de tempo, comportamento que estéa relacionado com a elevada higroscopicidade do
biodiesel. Conforme esperado, a presenga de maior teor de biodiesel conseguiu solubilizar
maior quantidade de agua na mistura.

3.3.2 Estudo de estabilidade a 22 °C, controlada

O inicio deste experimento se deu em 30 de janeiro de 2019 também seguindo a
metodologia descrita no item 2.4. O teor de umidade no interior da sala climatizada se
manteve proximo de 52% durante o periodo do experimento. Na Fig. 2(a) demonstra-se
a aparéncia das misturas no inicio dos testes e apds 48 horas de preparo das amostras
identificou-se uma mudanca na coloragcéo das misturas, conforme apresentado na Figura
2(b).

(a) tempo zero, (30/01/2019) (b) Apos 48 horas (2 dias, 01/02/2019)

e e o e

So loas ] Soae

Figura 2. Aparéncia das misturas durante o periodo do experimento

Ainda com essa alteragdo na cor das amostras os testes continuaram. Decorridos
30 dias (02/02/2019), comecou a aparecer uma fase levemente amarelada no fundo dos
frascos. Esta fase era maior naqueles que continham as misturas B10E10 e B15E10. No
entanto, nas trés amostras fue possivel constatar a formacao dessa fase inferior. Por tal
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motivo, o teor de agua nas amostras foi determinado nesse momento, seguindo o mesmo
procedimento descrito no item 3.3.1 (homogeneizagao e retirada de amostra). Os resultados
séo apresentados nas Tabela 7.

Amostra Teor de agua (mg/kg)
B10E10 4103
B15E10 4566
B20E10 4635

Tabela 7. Teor de agua apos separacao, 30 dias decorridos (02/02/2019)

Os teores de agua presentes na mistura no dia em que aconteceu a separagéo das
fases é muito proximo do teor de 4gua que provocou a separag¢do das misturas no estudo
realizado a 10 °C. As principais diferengas entre os experimentos, além da alteragéo na cor
das amostras avaliadas a 22 °C, sdo o tempo até a separagdo das fases (a temperatura
de 10 °C de 4 dias e a temperatura de 22 °C de 30 dias) e a forma como aconteceu esta
separacgéo (a 10 °C apareceu uma fase superior e a 22 °C apareceu uma fase inferior).

Apds a aparicdo da fase inferior os testes continuaram. Decorridos 60 dias, esta
fase amarelada era maior nas trés misturas, adquirindo coloracdo amarela mais intensa
a medida em que se passavam os dias 90 (3 meses, 02/04/2019) - Figura 3(a) e 120 (4
meses, 02/05/2019) - Figura 3(b).

(a) 90 dias (3 meses, 02/04/2019) (b) 120 dias (4 meses_02/05/2019)

Figura 3. Amostras decorridos 90 e 120 dias.

O produto dessa fase tinha a aparéncia de uma goma, que pode haver-se formado
como resultado de um processo de degradag@o de um ou mais componentes da mistura.

Visto que o comportamento se repetiu, foi realizada uma anélise sobre as possiveis
causas dessa alteracéo na coloragao das misturas e do aparecimento de fase inferior com
aparéncia de goma. Uma das hipo6teses levantadas foi a possibilidade de contaminagéo
microbioldgica, ja que a sala climatizada utilizada neste estudo é uma sala de cultivo

de microalgas, local onde normalmente podem existir determinados microrganismos
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no ambiente, como bactérias. Esses microrganismos poderiam acelerar o processo de
degradagéo do combustivel, formando borras, lacas ou vernizes.

Para verificar se o comportamento das misturas estava relacionado especificamente
com as condigdes do local foi montado um novo experimento em outro local climatizado
com temperatura controlada de 22 °C e umidade de aproximadamente 60%, Figura 4(a).
No dia 10 de julho, 37 dias ap6s a preparag¢do das misturas, apareceu uma segunda fase
no fundo da garra que continha a amostra B20E10, Figura 4(b).

(a) tempo zero, (30/06/2019) (b) 37 dias (10/07/2019)

Figura 4. Aparéncia das misturas durante o periodo do experimento

O teor de agua identificado na amostra (S10 + 20% biodiesel + 10% etanol),
quando formada a segunda fase, foi de 4650 mg/kg. Também muito proximo dos valores
identificados nesta mistura nos experimentos anteriores.

Ap6s 62 dias a preparacdo das misturas, o experimento foi interrompido por
considerar este periodo de tempo suficiente para o consumo da mistura em larga escala.
A amostra B10E10 ainda permanecia homogénea. O teor de agua identificado na amostra
(S10 + 15% biodiesel + 10% etanol), quando interrompido o experimento, foi de 4109 mg/
kg, valor ligeiramente superior aos teores que provocaram a separacdo das fases nos
experimentos realizados a 10 °C e 22 °C (sala de cultivo de microalgas), condigées nas
quais 4089 e 4103 mg/kg, respectivamente, provocaram o aparecimento de uma segunda
fase.

Os novos resultados do estudo de estabilidade realizado a 22 °C, mas agora em
local diferente da sala de cultivo de microalgas, corroboram a hip6tese de que uma possivel
contaminag&o microbiol6dgica provocou a alteragdo na coloragdo das amostras, degradando
o combustivel e propiciando a formacao de produtos secundarios no fundo das garrafas.

E importante destacar que o aumento do teor de biodiesel nas misturas, conforme
esperado, aumenta a quantidade de &gua solubilizada na amostra atuando como um
cossolvente. No entanto, as propriedades higroscopicas do biodiesel contribuem para uma
maior absor¢éo de agua do ambiente, fazendo com que as misturas com maior teor de
biodiesel fiquem estaveis por um tempo igual ou menor que suas homélogas formuladas
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com menor teor de biodiesel.

Esteres metilicos de &cidos graxos vém sendo largamente estudados como
aditivos promotores da mistura diesel—etanol. Diversas patentes sdo descritas por Ahmed
Irshad (2003) na utilizagéo de élcoois etoxilados e ésteres como aditivos para melhorar a
estabilidade das misturas diesel—etanol.(IRSHAD AHMED., 2003) Depésitos de patentes
brasileiras com a utilizacdo de ésteres de &cidos graxos de éalcoois metilicos, etilicos,
ciclicos ou aromaticos ou ainda polidis etoxilados para efeito promotor na mistura diesel-
etanol também sdo encontrados na literatura.(CAMPI A. R, 1999a, 1999b) Esses trabalhos
mostram que a adicdo de 1 a 2% (em volume) de aditivo é capaz de promover uma mistura
normalmente inferior a 15% de etanol anidro em diesel. Estes aditivos, cuja fun¢do é impedir
a separacéao de fases, atuam como cossolventes nas misturas alcool ao diesel.

3.3.3 Estudo de estabilidade a temperatura ambiente, sem controle

A exemplo dos dois primeiros experimentos, o inicio deste também se deu em 30 de
janeiro de 2019 e a umidade na sala era de 60%. As temperaturas as quais as amostras
estiveram sujeitas durante o experimento estdo concatenadas na Tabela 8.

Més Minima média (°C) Média (°C) Maxima média (°C)
Fevereiro de 2019 24 28 32
Marco de 2019 24 27 31
Abril de 2019 23 27 30

Tabela 8. Temperaturas médias para os meses do experimento, Fonte: dados de AccuWeather.

A seguir, na Figura 5(a), sdo mostradas as amostras no inicio do experimento e

Figura 5(b) as imagens registradas durante o tempo de duragao do estudo (90 dias).

(a) tempo zero, (30/01/2019)

(b) 90 dias (3 meses, 02/05/2019)

Figura 5. Aparéncia das misturas durante o periodo do experimento
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Apo6s de trés meses de observagado as amostras estocadas a temperatura ambiente
continuavam homogéneas e apresentavam o0s seguintes teores de &gua descritos na
Tabela 9 a seguir.

Amostra Teor de agua (mg/kg)
B10E10 441
B15E10 451
B20E10 494

Tabela 9. Teor de agua apos 90 dias de observacéao

Os resultados mostram que, nas condicbes avaliadas neste item, as misturas
absorveram menor quantidade de agua do que se comparadas as condi¢des de 10 e 22 °C.
Com isso conclui-se que quanto mais baixa é a temperatura, maior é a absor¢ao de agua
pelas misturas e consequentemente menor a estabilidade das mesmas.

A seguir a Tabela 10 apresenta os resultados do estudo de estabilidade realizado.

10 °C, 46% UR 22 °C, 52% UR Sem controle
Amostra Tempo Agua Tempo Agua Tempo Agua
(dias) (ma/kg) (dias) (ma/kg) (dias) (ma/kg)
B10E10 4 4089 30 4103 90 441
B15E10 4 4518 30 4566 90 451
B20E10 4 4611 30 4635 90 494

Tabela 10. Resultados do estudo de estabilidade das misturas

41 CONCLUSAO

No presente trabalho os combustiveis formulados a partir de misturas compostas
por etanol, biodiesel e diesel se mostraram viaveis para a utilizagdo em motores ciclo
Diesel. A adi¢éao de etanol e biodiesel ao diesel ndo atua de forma deletéria, no que tange a
especificacdo, nas novas qualidades de combustiveis formuladas. Os parametros medidos
se mantiveram dentro dos intervalos estabelecidos nas especificagdes ou acima do minimo
requerido, com excegdo do ponto de fulgor, algo ja esperado, dado o baixo ponto de fulgor
do etanol.

O estudo de lubricidade mostrou que a presenca de biodiesel nas misturas permitiu
melhorar as caracteristicas lubrificantes dos combustiveis formulados, propriedade
prejudicada pela adicdo do etanol. Nas concentrac¢des testadas verificou-se um aumento
da lubricidade das misturas em relagdo ao combustivel diesel, diminuindo o didmetro da
cicatriz de desgaste formada ao final dos ensaios. Isto se traduz em um menor desgaste
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relacionado ao atrito relativo entre as superficies por onde o combustivel flui.

Comrelagédo ao estudo de estabilidade, os resultados variaram bastante, de razoaveis
a bons, indicando a necessidade de cautela na utilizacdo das misturas combustiveis, a
exemplo do que é consagrado com relagdo ao ponto de entupimento de filtro a frio nas
diferentes regides do pais, em diferentes periodos do ano.

Uma concluséo clara nestes resultados € que teores mais elevados de biodiesel
conseguem solubilizar maior quantidade de agua, comprovando seu carater cossolvente.
Contudo, devido ao fato de ser mais higroscopico que o diesel de petrdleo, termina
absorvendo maior quantidade de agua do ambiente, levando de igual forma a separacéo
da mistura. Ou seja, 0 aumento do teor de biodiesel ndo colaborou para aumentar o tempo
de estabilidade da mistura.

Medidas adicionais para mitigar a presenca de a4gua no combustivel (um fator
critico para a vida util do motor) como: adicéo de aditivos para coalescéncia, instalacéo
de respiradouros dessecantes e especial atencdo as boas praticas de armazenamento e

manuseio devem ser implementadas.
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RESUMO: O tratamento de sementes é uma
ferramenta fundamental para estabelecer um
excelente estande inicial e méaxima protecéo
contra ataques de pragas na cultura do feijao,
pois, trata-se de uma cultura que abrange diversos
artropodes que comprometem sua produtividade
durante seu ciclo de desenvolvimento. O presente
trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar
a eficiéncia dos inseticidas no controle de pragas,
durante desenvolvimento inicial do feijoeiro. O
trabalho foi conduzido na fazenda experimental
da (UFGD), localizada em Dourados-MS,
conduzida durante a 3? safra do feijao, sendo
utilizada a cultivar IPR Curi6. O delineamento
experimental utilizado foi blocos casualizados

Ciéncias biolégicas: Génese na formagao multidisciplinar 2

(DBC), com 4 repeticoes e 5 tratamentos,
totalizando 20 parcelas. O dimensionamento da
parcela foi de 5 m de comprimento e 2,25 m de
largura e fileiras espacgadas a 0,45 m entre si. Os
tratamentos com inseticidas (g i.a. ha) foram: 1-
Tiametoxan (70); 2- Clorantraniliprole (62,4); 3-
Ciantraniliprole (120); 4- Imidacloprid+Tiodicarb
(150+450); 5- Testemunha (agua). Os tratamentos
nao apresentaram diferenca significativa quando
avaliaram os parametros vegetativos, altura de
plantas, niveis de desfolhas, massa seca e verde
da parte aérea, assim como a germinagéo. Na 12
avaliacdo, os inseticidas apresentaram controle
de B. tabaci, na 2% avaliagdo Clorantraniliprole
e Ciantraniliprole  apresentaram  melhor
controle de D. speciosa, e na 3% avaliagcdo
ndo houve diferengas para a incidéncia de
pragas. Os componentes vegetativos nao
foram influenciados, permanecendo iguais
a testemunha em todos os tratamentos. Os
inseticidas Tiametoxan, Clorantraniliprole,
Ciantraniprole, Imidacloprid+Tiodicarb foram
mais eficientes no controle da populagdo de
Bemisia tabaci e Diabrotica speciosa.
PALAVRAS-CHAVE: Controle quimico; pragas;
Diabrotica speciosa.

EFFICIENCY OF INSECTICIDES IN
TREATMENT OF COMMON BEAN SEEDS
IN EARLY DEVELOPMENT

ABSTRACT: Seed treatment is a fundamental
tool to establish an excellent initial crop stand and
maximum protection against pest attacks in bean
culture because it is a crop that includes several
arthropods that compromise its productivity
during its development cycle. The present work
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was developed with the objective of evaluating the efficiency of insecticides in pest control
during initial development of common bean. The work was carried out at the Experimental
Farm (UFGD), located in Dourados-MS, conducted during the 3 crop of beans, using the
cultivar IPR Curié. The experimental design was randomized blocks (DBC), with 4 replicates
and 5 treatments, totaling 20 plots. The plot size was 5m long and 2.25m wide and rows
spaced 0.45m apart. The treatments with insecticides (g i.a. ha) were: 1-Thiamethoxan (70);
2-Chloranthraniliprole (62,4); 3-Cyantraniliprole (120); 4- Imidacloprid + Thiodicarb (150+450);
5- Witness (water). The treatments did not present significant difference when they evaluated
the vegetative parameters, plant height, defoliation levels, dry mass and shoot green, as well
as germination. In the 1% evaluation, the insecticides presented control of B. tabaci, in the
2n evaluation Clorantraniliprole and Ciantraniliprole presented better control of D. speciosa,
and in the 3 evaluation there were no differences for the incidence of pests. The vegetative
components were not influenced, remaining equal to the control in all the treatments. The
insecticides Tiametoxan, Chlorantraniliprole, Cyantraniprole, Imidacloprid + Thiodicarb were
more efficient in controlling the population of Bemisia tabaci and Diabrotica speciosa.
KEYWORDS: Chemical control; Pests; Diabrotica speciosa.

INTRODUCAO

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma planta pertencente a familia Fabaceae,
sendo uma das principais culturas cultivadas em larga escala no Brasil. Sua importancia
excede o aspecto econémico, por sua relevancia enquanto fator de seguranga alimentar
e nutricional e sua grande importancia cultural na culinéaria de diversos paises e culturas
(BARBOSA & GONZAGA, 2012).

A estimativa para a safra 2016/17 é que a area plantada com feijao no Brasil alcance
de 3.093,800 ha' com produtividade média estimada em 1,076 kg ha' e producdo de
3,327,800 toneladas (CONAB, 2017).

A producédo apresenta certa sazonalidade que se traduz em trés safras ndo muito
bem definidas no tempo. A 12 safra ou “safra das aguas” (também chamada de “safra do Sul
e Sudeste”) é colhida durante novembro a margo, com maior atividade em dezembro; sua
semeadura é realizada entre agosto e outubro, estendendo-se até novembro e dezembro.
A 2% safra ou “safra da seca” ou “safrinha” (também chamada de “safra do Nordeste e
Sudeste”) é colhida durante abril a julho, nesse caso, a semeadura é realizada entre janeiro
e abril. A 3% safra também é conhecida como “safra de outono-inverno”, “safra do Sudeste”
e “safra irrigada”; a semeadura é realizada a partir de maio, com a colheita entre agosto e
outubro (BARBOSA & GONZAGA, 2012).

Atualmente, a maioria dos problemas fitossanitarios do feijoeiro € causado por
insetos, ocorrendo mais de 15 espécies consideradas pragas por todo o Brasil. Diante
dessa problematica, pesquisas envolvendo produtos quimicos com aplicagédo via sementes
ou foliar tem se tornado uma préatica comum, destacando-se o uso de fungicidas, inseticidas,
inoculantes, hormonios (LANA et al., 2009).
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Nesse contexto, o tratamento de sementes com inseticidas é uma das formas de
reduzir perdas ocasionadas pela acao de diversos insetos-pragas que comprometem as
partes subterrdneas das plantas novas, desde a sua germinagéo. Porém, inseticidas que
s@o recomendados para o tratamento de sementes diferencia-se dos aplicados na parte
area da planta, por causa da sua agao sistémica (BARROS, 2001).

Portanto, para uma melhor eficiéncia no tratamento de sementes é importante que
seja levado em consideragdo as informagbes sobre o produto, tais como, espectro de
acao, toxicologia, efeitos fitotdxicos e compatibilidade com outros produtos (TOLEDO &
MARCOS FILHO 1977).

Devido a diversidade e o aumento de pragas, o emprego de inseticidas esta cada
vez mais abundante nas lavouras de feijoeiro, tornando uma préatica constante, no qual
implica alto custo de produc¢éo, além de dificultar o controle das pragas (EMBRAPA, 2001).
Enfim, estudo desse cunho, é de fundamental importéncia para subsidiar estratégias a fins
de obter ganhos na produtividade do feijoeiro. Assim, este trabalho foi realizado com o
objetivo de avaliar a eficiéncia dos tratamentos de sementes no controle de insetos/pragas,
usando diferentes inseticidas no tratamento de sementes.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no periodo de maio a agosto de 2017, na Fazenda
Experimental da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), Dourados-MS,
situado geograficamente no Centro Oeste do Brasil, na Regido sul do Estado do Mato
Grosso do Sul. O local situa-se em latitude de 22 ° 14’08 ” S, longitude de 54 ° 59 13 ”
Aw e altitude de 434 m.

O clima de Dourados é classificado como Aw, segundo a classificagdo de Kdppen
(Alvarez et al., 2013), que significa presenca de verbes quentes e invernos secos, com
temperatura média anual de 22.6 °C, precipitagdo média anual de 1.413,1 mm.

O solo da éarea experimental € classificado como Latossolo vermelho distroférrico
tipico, de textura muito argilosa (SANTOS et al., 2013).

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso (DBC) constituidos com 5
tratamentos e 4 repeticdes, totalizando 20 parcelas. Os tratamentos empregados estédo
descritos na tabela abaixo (Tabela 1).
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Tratamentos Dose g i.a./100 kg de sementes

Tiametoxan 70
Clorantraniliprole 62,4
Ciantraniliprole 120
Imicloprid+Tiodicarb 150+450
Testemunha Agua

Tabela 1. Descricao dos tratamentos utilizados no controle de insetos/pragas.

O experimento foi realizado em uma area experimental que vem sendo manejada a
alguns anos, com a implantagéo de diferentes culturas na area. O experimento foi composto
por 20 unidades experimentais, cada uma com 5 linhas de 5 m de comprimento e 2,25 m
de largura, sendo espacgadas a 0,45 m entre linhas, totalizando uma area de 11,25 m2 por
unidade experimental.

A cultivar em estudo é IPR Curi6 que se destaca pela precocidade, chegando
a fase de maturacao fisiologica em aproximadamente 70 dias. Seu potencial produtivo
alcanga mais de 3,8 toneladas por hectare. E um material que apresenta resisténcia ao
Virus do Mosaico Comum, Oidio e Ferrugem, € moderadamente resistente ao Crestamento
Bacteriano Comum, Murcha de Curtobacterium e Murcha de Fusarium. A semeadura foi
realizada no dia 29 de maio de 2017, de forma manual, semeando 12 sementes m™ linear
com uma populagdo de 266,666 plantas ha'. Anteriormente, foi realizada adubagédo de
base em todos os tratamentos com a aplicagédo de 300 kg ha', do formulado NPK 08-20-20,
com base na interpretagéo da analise quimica do solo.

No preparo do tratamento de sementes foi utilizado uma seringa dosadora para
dosar o volume (mL) do produto e 0,5 kg de sementes de feijdao para cada tratamento
(Figura 1), sendo adicionadas em sacos plasticos transparentes (15 x 20 cm). Em seguida
aplicando-se os produtos contidos nas seringas na borda interior superior do saco plastico
formando um anel desta calda viscosa, evitando o contado direto com as sementes. O saco
foi atado contendo ar, e de forma manual foi realizado a agitagéo por cerca de 3-5 min, a
fim de homogeneizar o contato do produto sobre as sementes.

Durante o pré-plantio e ao longo do desenvolvimento, a cultura foi mantida irrigada
com intervalo de 2 dias. Durante essa fase, foram realizadas capinas manuais visando
o controle de plantas daninhas. Posteriormente, 30 dias apds a emergéncia (DAE) foi
realizada adubacao de cobertura a base de ureia (45% de Nitrogénio) na dose de 100 kg
ha' de N.

Teste de germinacéo: O teste de germinacgéo foi realizado conforme as regras para
analise de sementes (RAS) (Brasil, 2009). Em bandejas plasticas contendo uma camada
uniforme de areia umedecida, foram semeadas 25 sementes com aproximadamente 1 cm
de profundidade, sendo 4 repeticbes para cada tratamento. No intuito de simular situacéo
a campo, as bandejas foram mantidas em temperatura ambiente, 25 - 30° C. A primeira
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contagem da germinacéo foi realizada conjuntamente com o teste de germinagéo, através
do registro da porcentagem de pléntulas normais verificada na primeira contagem do
teste, que foi efetuada no quinto dia apdés a emergéncia e os resultados expressos em
porcentagem de plantulas normais.

Incidéncia de pragas: Foram realizadas 3 avaliagbes semanais 30 dias apo6s a
emergéncia, sendo feita a contagem e o monitoramento da incidéncia de insetos-pragas
nos foliolos da terceira folhna da emergéncia até o estagio de 3-4 folhas ftrifolioladas,
amostrando 2 metros nas linhas centrais de plantio, com o auxilio placa branca de plastico.
Foram realizadas a identificacéo das pragas e a contagem de insetos nas plantas.

Especialmente para mosca branca, a amostragem foi realizada em 2 metros da
parcela atil nas partes superior e inferior das folhas onde o inseto estava em repouso.
Pelo fato de a mosca branca ser transmissora do Virus do Mosaico Dourado do Feijéao
(VMDF), ndo existe nivel de controle estabelecido para essa praga, e o seu manejo deve
ser realizado de acordo com a época de plantio do feijoeiro.

Componentes vegetativos: O nivel de desfolha e a altura de plantas foram
avaliadas 38 DAE, sendo, o nivel de desfolha avaliado visualmente e a altura de plantas
medindo-se 5 plantas por tratamentos com o objetivo de verificar o efeito da desfolha nos
tratamentos.

No inicio do florescimento, quando as plantas estavam com 44 DAE, foram coletadas
plantas para obtencdo da massa verde e seca da parte area. Coletou-se 5 plantas ao
acaso dentro da parcela Gtil, com o auxilio de uma péa de ponta que possibilitava remover
uma porcdo do solo. Em laboratério, a parte area teve a massa aferida com o uso de
uma balanga analitica. Ap6s a pesagem, o material foi encaminhado para uma estufa com
temperatura constante de 60 °C por 24 h.

Apo6s a obtencao dos resultados, os dados foram submetidos a analise de variancia
e o teste de normalidade utilizando o software Assistat 7.7. E as médias comparadas pelo
teste de Tukey a nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Parametros vegetativos

Verificou-se que os componentes vegetativos (altura de planta, niveis de desfolhas,
massa seca e verde da parte aérea), juntamente com a germinagédo nao foram afetados
significativamente, permanecendo sem diferencas em relagéo a testemunha em todos os
tratamentos (Figura 1, 2, 3).
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Figura 1. Porcentagem de germinagéo de plantulas de feijao (Phaseolus vulgaris L.).

Médias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem se entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
significancia de 5%.

A porcentagem de germinagéo apresentou indice de germinagéo acima de 85% em
todos os tratamentos. Visto que, os produtos possuem acéo inseticida, e ndo contribui de
forma isoladamente para a germinagcdo no processo de tratamento de sementes. Assim,
para o estabelecimento de uma lavoura é primordial a utilizagdo de sementes de qualidade
ou com alto vigor e germinagéo, sua ineficiéncia origina lavouras com baixa produtividade
e baixa populacdo de plantas (EVANGELISTA et al., 2015). Geralmente, os testes de
germinacdo de sementes em relagdo a emergéncia a campo sdo superestimados, ja que
inclui no resultado sementes com vigor insuficiente para emergir em condi¢cdes subdtimas
ou desfavoraveis, como normalmente ocorre no campo. J4 em funcdo do tamanho das
sementes, as sementes maiores, sao as mais bem nutridas durante seu desenvolvimento
e que normalmente possuem embrides bem formados e com maiores quantidades de
reservas, logo, as sementes maiores apresentam maior poder germinativo em torno de
90% em relacdo as sementes menores (BOTELHO et al., 2010).

Por outro lado, afim de estabelecer um plano de controle de pragas € necessario
obter informacdes relativa a resposta de cada cultivar do feijoeiro a perda de area foliar,
altura de plantas em diferentes niveis de desfolha e épocas de desenvolvimento (Figura
2, 3).
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Figura 2. Niveis de desfolha visual em plantas de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.)

Médias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem se entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
significancia de 5%.

Silva et al. (2003), avaliando o consumo de desfolhas de forma isolada no
desenvolvimento do feijoeiro aos 10, 17, 24, 31 e 38 dias, observaram niveis de desfolha
em torno de 25%, 50% e 75% em comparagao a testemunha, néo interferindo na altura de
plantas. Os mesmos autores sugerem que esses danos sédo causados por algum estresse,
uma vez que, a planta que sofre 50 a 75% de desfolha, acarreta perdas de produtividade.
Em contrapartida, o presente estudo obteve resultados divergentes, apresentando niveis
de desfolha inferiores a 12% em todos os tratamentos, ndo tendo influéncia sobre altura de
plantas, e consequentemente, ndo houve diferengas significativas na massa seca e verde
da parte area (Tabela 1).

Figura 3. Altura de plantas de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.). Médias seguidas por letras diferentes
nas colunas diferem se entre si pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.
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Com o emprego dos inseticidas no tratamento de sementes da cultivar IPR Curio,
a altura das plantas néo se diferenciou da testemunha, havendo uma tendéncia de maior
aumento de alturas de plantas com o tratamento Clorantraniliprole. No entanto, Salgado
et al (2011), constataram diferencas significativas de plantas de feijao quando estava
avaliando genotipos de diferentes cultivares com sementes tratadas com inseticidas, mas
dentro da mesma cultivar ndo foi constatada diferencas na altura de plantas. Labinas
(2002), realizando trabalhos com tratamento de sementes, ndo encontrou diferencas
significativas quando avaliaram a altura de plantas de feijao aos 21 (DAE), o que demonstra
conformidade com os resultados obtidos neste trabalho, e que os produtos quimicos nao
interferiram neste parametro.

Tabela 1. Produgéo de massa fresca e massa seca da parte aérea, nos diferentes tratamentos com
inseticidas.

Médias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem se entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
significancia de 5%.

O uso de inseticidas no tratamento de semente pode interferir na emergéncia e no
desenvolvimento de sementes no campo. Pois, nem sempre traz beneficios a qualidade
fisiol6gica e muitas vezes podem se tornar toxicos dependendo do tipo e da dose utilizada
(AVELAR et al., 2011). Segundo Oliveira et al. (2015), em sementes de feijdo ndo ha
relatos sobre o efeito de Tiametoxam e Imidacloprid + Tiodicarb sobre o potencial produtivo
da planta. No entanto, em estudo de Pereira (2010) foi constatado que o Tiametoxan
proporcionou aumento de area foliar, massa seca da parte aérea e aumento da atividade
do nitrato redutase em folhas, e quando realizada a pulverizagdo com esse produto houve
0 aumento na atividade do nitrato redutase e da fenilalanina aménio liase.

Ocorréncia de pragas

Os niveis de ocorréncia de pragas/insetos no experimento, foram relativamente
baixos, no entanto, foi possivel verificar diferencas no controle, especialmente para mosca
branca, vaquinhas e inimigos naturais (Tabela 2, 3 e 4). Na primeira avaliagdo foram
encontradas Diabroticas speciosa, Empoascas kraemeri, Lagria villosa, Agrotis ipsilon,
Bemisia tabaci e inimigos naturais (Tabela 2).
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Sendo observadas diferencas significativas somente para Bemisia tabaci e inimigos
naturais, onde os tratamentos com os ingredientes ativos (Tiametoxan, Clorantraniliprole,
Ciantraniprole, Imidacloprid + Tiodicarb), reduziram significamente os numeros de insetos
pragas em todos os tratamentos, diferindo apenas da testemunha que se manteve com
a populagdo em torno de 30 % a mais sobre as parcelas que receberam o tratamento de

sementes.

Tabela 2. Nimero médio de ocorréncia de insetos amostrados durante a 12 avalicdo no feijoeiro sobre
diferentes tratamentos, em Dourados, MS; 28 de junho de 2017.

Médias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem se entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
significancia de 5%.

*I.N. = Inimigo Natural

Com relagéo a segunda avaliacédo, foram contabilizadas a presenga de Diabrotica
speciosa, Empoasca kraemeri, Liriomyza spp., Franklienella sp., Bemisia tabaci e inimigos
naturais (Tabela 3).

Médias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem se entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
significancia de 5%.

*I.N. = Inimigo Natural

Tabela 3. NUmero médio de ocorréncia de insetos amostrados durante a 22 avaliagéo no feijoeiro sobre
diferentes tratamentos, em Dourados, MS; 05 de julho de 2017.

Foram encontradas diferengas significativas apenas para D. speciosa, onde o
tratamento de sementes foi realizado com os ingredientes ativos (Clorantraniliprole e
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Ciantraniliprole), apresentando uma eficiéncia de controle de 60%, reduzindo significamente
a populagédo comparado com a testemunha.

Na terceira avaliagcdo observou-se efeitos somente sobre a populagdo de inimigos
naturais (Tabela 4). Apesar dos tratamentos serem semelhante a testemunha, houve uma
expressiva reduc¢do de inimigos naturais nas parcelas onde o tratamento de sementes se
deu pelos ingredientes ativos (Tiametoxan, Clorantraniliprole). Em analise, considerado
a evolucéo da quantidade de pragas na area, pode —se observar que, na medida que,
o tratamento de sementes iria perdendo sua eficicia, houve aumentos na populacdo de
Bemisia tabaci e Diabrotica speciosa nas trés avaliagoes.

Médias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem se entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
significancia de 5%.

*I.N. = Inimigo Natural

Tabela 4. Numero médio de ocorréncia de insetos amostrados durante a 32 avaliagéo no feijoeiro sobre
diferentes tratamentos, em Dourados, MS; 11 de julho de 2017.

Ja Labinas (2002), estudando o efeito de inseticidas na populagdo de pragas do
feijoeiro, constatou que aos 28 DAE n&o houve diferencas entre os tratamentos, devido
a grande reducdo dos insetos na cultura, entretanto, o mesmo fato ocorreu durante a
conducao deste experimento, no qual a incidéncia foi muito baixa em todos os tratamentos.
Assim, é necessario estudo com maiores niveis populacionais a fim de detectar o nivel de
dano econdémico e com isso determinar o nivel de controle para as pragas na cultura do
feijoeiro.

CONCLUSAO

Os componentes vegetativos, juntamente com a porcentagem de germinag¢do nao
foram influenciados, permanecendo iguais a testemunha em todos os tratamentos.

Jé as avaliagdes referentes as populagdes de pragas/insetos, foram afetadas pelo
controle. Os inseticidas Tiametoxan, Clorantraniliprole, Ciantraniprole, Imidacloprid +
Tiodicarb foram mais eficientes no controle da populacédo de Bemisia tabaci e Diabrotica
speciosa. Por outro lado, na primeira e terceira avaliacdo as populacdées de inimigos
naturais também foram afetadas, reduzindo-o significativamente em todos os tratamentos.
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ENSINO MEDIO

RESUMO: Diante das mudangas adquiridascomo
ensino remoto, os jogos didaticos tém se mostrado
adequado, para promover um desempenho
dos alunos. O jogo “Ecologia no Labirinto” foi
aplicado aos alunos do 1° ano do Ensino Médio
de uma escola publica e que teve como objetivo
geral obter um maior desempenho escolar com
0s jogos online nas plataformas digitais. Em um
questionario feito pela plataforma Google Forms
que tinham perguntas, como por exemplo, se 0s
alunos tinham gostado do jogo, desenvolvido
na plataforma WordWall, percebemos que o
resultado do jogo foi satisfatorio, pois boa parte
dos alunos respondeu que gostaram do jogo e
que este contribuiu para o seu aprendizado.
Conclui-se entdo que o jogo didatico “Ecologia
no Labirinto” obteve uma resposta significativa
para um melhor desempenho dos estudos
destes alunos. Contudo, &€ necessario que o0s
professores abordem com mais frequéncia os
jogos didaticos para seus alunos, como forma de
revisdo de conteudo, além de promover uma aula
mais dindmica, interativa e ludica entre os alunos,
contribuindo assim com um ensino aprendizado
mais significativo.

PALAVRAS-CHAVE: Jogo Didatico, Ecologia,
Ensino-Aprendizado.

ANALYS OF THE APPLICATION OF
THE DIDACTIC GAME “ECOLOGY IN
THE LABYRINTH” TO HIGH SCHOOL

STUDENTS

ABSTRACT: Faced with the changes acquired
with remote teaching, the didactic games have
proved adequate, to promote a performance of
the students. The game “Ecology in the Labyrinth”
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was applied to students of 1°; high school year of a public school and had as its general
objective to obtain a higher school performance with online games on digital platforms. In a
questionnaire made by the platform Google Forms that had questions, as for example, if the
students had liked the game, developed on the platform Wordwall; We realized that the result
of the game was satisfactory, because most of the students answered that they liked the game
and that it contributed to their learning. It is concluded that the didactic game “Ecology in the
Labyrinth” got a significant response to a better performance of the studies of these students.
However, it is necessary for teachers to approach didactic games more frequently for their
students, as a form of content review, in addition to promoting a more dynamic, interactive
and playful class among students, thus contributing to a more significant learning teaching.
KEYWORDS: Didactic Game, Ecology, Teaching-Learning.

11 INTRODUGCAO

Diante das mudancgas adquiridas com o ensino remoto, os jogos didaticos tém se
mostrado uma alternativa acessivel com resultados promissores.

Mediante as mais variadas adversidades do ensino é necessario a adequacéo, a fim
de promover um melhor desempenho dos alunos, que por sua vez séo estimulados com
ferramentas que ja fazem parte da sua vivéncia fora do ambiente escolar.

O jogo “Ecologia no labirinto” foi aplicado aos alunos do 1° ano do Ensino Médio de
uma escola publica e teve como objetivo geral obter um maior desempenho escolar com os
jogos online nas plataformas digitais e assim, realizar uma reviséo de contetdo de maneira
animada, proporcionando aos alunos um maior interesse pela matéria e a metodologia
desenvolvida.

2| RESULTADOS E DISCUSSAO

Levando-se em consideracdo as respostas do questionario elaborado no Google
Forms, o qual continha perguntas, como por exemplo: se obtiveram dificuldades ao
responder as questdes; se teriam gostado; se a aplicagéo do jogo teria os ajudado a estudar
o conteudo etc., sobre o jogo “Ecologia no Labirinto” desenvolvido na plataforma Wordwall,
percebemos que o resultado do questionario foi satisfatorio de forma geral, pois boa parte
dos alunos responderam que gostaram da aplicagdo do jogo, e que o0 jogo contribuiu para
o aprendizado e que se sentiram mais estimulados em aprender o contetdo.
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Figura 1. Jogo “Ecologia no Labirinto”

Figura 2. Resposta de uma pergunta do questionario.

31 CONCLUSOES

Conclui-se entdo que a aplicagdo do jogo didatico “Ecologia no Labirinto” obteve uma
resposta significativa para um melhor desempenho dos estudos destes alunos. Contudo,
€ necessario que os professores abordem com mais frequéncia os jogos didaticos para os
seus alunos, sobre os conteudos ministrados dentro da sala de aula. Pois assim, os alunos
podem observar as suas dificuldades e posteriormente, retirar as suas davidas; obter
uma maior fixagdo do contelido; e se sentirem mais motivados em aprender o conteudo
ministrado. Os jogos didaticos, além de ser uma forma utilizada para a revisao de conteudo,
também promove uma aula mais dinédmica, interativa e ludica entre os alunos, além de se
obter uma maior aproximagéo entre professor e aluno, contribuindo assim com um ensino-
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aprendizado mais significativo.
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RESUMO: Obijetivo:O presente trabalho efetuou
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o levantamento de dados que demonstrem a
incidéncia e prevaléncia grupo de talassemias
na regido de Assis/SP. Métodos:Foi realizado
o0 levantamento da incidéncia de talassemia
alfa (Tal-a) e beta (Tal-B) nos ultimos 10 anos
(2009/2019), bem como a verificacdo da
prevaléncia dos casos, sexo, idade e andlise de
eletroforese da hemoglobina, por meio da andlise
dos prontuérios dos pacientes que apresentam
Tal-a ou B. Resultados: Os prontuarios para Tal
a e B foram 2,1% positivos ao total. Assim, o
sexo feminino apresenta um total de 63,64% de
a e B, enquanto o sexo masculino 36,36%. Os
casos de Tal-a e B em funcdo da idade, Tal-a
atinge pessoas com idade > 42 anos. Tal-B atinge
pessoas com idade > 21 anos. A eletroforese
da hemoglobina , mostrou que cadeias alfas e
betas apresentam alto indice entre 1,0/2,0 kD
para Tal-a, sendo 67,5% dos 40 confirmados.
Igualmente, das 15 confirmacdes de Tal-(,
tendo seu maior indice entre 2,1/3,1 kD, sendo
de 46,67% e 5,4/6,4 kD, ambos com 13,33%. A
cidade de Assis apresentou 61,82% dos casos,
sendo 72,50% para a e 33,33% para . Destarte,
de que para os casos de Tal-a, ha uma correlagéo
positiva fraca entre idade e numero de casos,
obtendo o r = 0,25593 e para os casos de Tal-8
ndo ha correlagdo entre a idade e o ndmero
de casos, obtendo o r = 0,08451.A frequéncia
absoluta (FI) dos casos foram uniforme para
Tal-a sendo que nao houve repeticdo do numero
de casos, enquanto Tal-B a Fl dos casos tiveram
repeticdes de casos. Conclusdo: Em sintese, os
dados obtidos através dos prontuarios médicos
foram satisfatorios e de grande valia para cidade
de Assis e regido, bem como, a confecg¢éo do
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folheto infomativo sobre talassemias e disponibilizagcdo ao SUS.
PALAVRAS-CHAVE: Hematologia, Talassemias, Epidemiologia.

ABSTRACT: Objective - The present work carried out a survey of data demonstrating the
incidence and prevalence of thalassemia in the Assis region. Methods - In this sense, the
incidence of alpha thalassemia (Tal-a) and beta thalassemia (Tal-B) in the last 10 years
(2009/2019) was investigated, as well as the verification of the prevalence of cases, sex,
age and analysis of hemoglobin electrophoresis, through the analysis of medical records of
patients with Tal-a or Tal-B. Results - In total, positive cases for Tal a and B were 2.1%. In
regarding the female sex has a total of 63.64% of a and B, the male sex has 36.36%. Then,
the cases of Tal-a and B as a function of age, Tal-a affects people over the age of 42 years.
Tal-B affects people over 21 years of age. Furthermore, hemoglobin electrophoresis showed
that alpha and beta chains have a high index between 1.0/2.0 kD for Tal-a, with 67.5% of the
40 confirmed. Besides, of the 15 confirmations of Tal-B, with its highest index between 2.1 /
3.1 kD, being 46.67% and 5.4 / 6.4 kD, both with 13.33%. The city of Assis presented 61.82%
of the cases, 72.50% for Tal-a and 33.33% for Tal-B.Briefly, for Tal-a cases, there’s a weak
positive correlation between age and number of cases, obtaining r= 0.2593 and for Tal-B
cases there isn’t correlation between age and number of cases, obtaining r= 0.08451. The
absolute frequency (FI) of the cases was uniform for Tal-a, without repetition of the number of
cases, while Tal-B for FI of the cases had repetition of cases. Conclusions - Finally, the data
obtained from medical records were satisfactory and of great value for the city of Assis and
region, as well as the preparation of the information leaflet on thalassemia and availability to
SUS.

KEYWORDS: Hematology, Thalassemias, Epidemiology.

INTRODUCAO

A Hematologia é a especialidade médica que estuda as doencas que envolvem
o sistema hematopoiético, ou seja, tecidos e 6rgdos responsaveis pela proliferagéo,
maturacédo e destruicdo das células do sangue (hemaécias, leucécitos e plaquetas). O
tecido sanguineo é composto por uma parte liquida (o plasma) e outra celular (hemécias,
plaquetas e leucocitos). O plasma contem proteinas que desempenham a fungéo de defesa
do organismo, as hemacias transportam o oxigénio para todo o organismo e as plaquetas
controlam sangramentos e os leucocitos combatem infeccdes’.

Deste modo, qualquer alteragdo pode levar a um diagnostico clinico de alguma
patologia. Por essa razdo é muito comum médicos solicitarem hemogramas através de
suspeitas de patologias hematolégicas?®. As doencas hematologicas podem ser classificadas
como Anemias (autoimune, hemoliticas e megaloblasticas), Alteracbes de Coagulagéo:
purpuras e hemofilias, entre outras e Doengas proliferativas e infiltravas: leucemias,
linfomas e mielodisplasias?.

Destarte, as hemoglobinopatias sdo consideradas como uma das doencgas genéticas
mais comuns em todo o mundo, com prevaléncia de portadores heterozigotos de seus
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principais tipos em aproximadamente 5% da populagédo mundial. Devido a heterogeneidade
clinica e genética dessas alteracbes genéticas é fundamental estabelecer a investigacéo
laboratorial das diferentes formas de hemoglobinas variantes e de talassemias®.

Nesse contexto, hemoglobinas possuem padréo de heranga definido geneticamente
e que apresentam variagdes polimdrficas caracteristicas dentro de nossa populacédo, na
dependéncia dos grupos raciais que formam cada regido. As variantes das hemoglobinas
ou talassemias, mais frequentes, no Brasil, sdo os tipos S e C e as talassemias alfa e beta,
todas na forma heterozigota. As hemoglobinas anormais apresentam variagbes como Hb S,
Hb C, Hb Instaveis entre outras as talassemias: alfa, beta, beta/delta, entre outras*.

Salienta-se que a complexidade molecular das hemoglobinopatias na grande maioria
sd@o: hemoglobinas instaveis descritas que devem a trocas de aminoacidos neutros, ex:
prolina por treonina, tirosina por leucina, entre outros. Essas substituicdes de amino&cidos
nédo causam alteragdes de cargas elétricas, portanto, ndo alteram o ponto isoelétrico da
hemoglobina mutante. Por essa razéo, dificilmente as hemoglobinas instaveis apresentam
posicdes eletroforéticas ou cromatogréficas diferentes da Hb A2,

Indubitavelmente, a Talassemia Alfa (Tal-a) e Talassemia Beta (Tal-B) sdo um dos
distdrbios hereditarios mais comuns do mundo em desenvolvimento e esta associada a
anemia grave e dependéncia de transfuséo ressalva alguns casos. O impacto da talassemia
na saude global tem aumentado como resultado da mobilidade humana e da migracao
nos ultimos anos. Dependendo das mutagbes hereditarias, os pacientes com talassemia
apresentam padrdes distorcidos de hemoglobina (Hb) e indices de hemacias desviados,
os quais podem ser usados para apoiar a identificagédo por ferramentas de diagnéstico®®.

Diante desse panorama as suas manifestacdes clinicas a classificam-a como anemia,
sendo considerada uma patologia hematoldgica, encontrada através do hemograma, sua
etiologia é de cunho genético e geograficamente advindo de paises tropicais e subtropicais,
como também, a literatura descreve como uma vantagem evolutiva de seus portadores
devido a exposicdo dos individuos a patologias como a malaria no continente Africanos,
por exemplo’.

Deste modo, a Tal-a é herdada como um distarbio autossébmico recessivo
caracterizado por uma anemia microcitica hipocrémica e um fenétipo clinico que varia de
quase assintomatica a uma anemia hemolitica letal. Na Tal-a ocorre por defeitos herdados
na expressao dos genes do cromossomo 16.H& quatro categorias, de acordo com o nivel
de expressao dos genes; (1) uma forma assintomatica ou portador silencioso, com perda
de um Unico gene (-a /aa); (2) o trago alfa talassémico, no qual ha perda de dois genes alfa
de um Unico cromossomo (--/aa) ou de um gene a de ambos os cromossomos (-a /-a); (3) a
doencga da hemoglobina H, na qual apenas um gene alfa é funcional (--/- a) e (4) a hidropsia
fetal, caracterizada pela auséncia dos quatro genes (--/--)®°.

J& a Tal-B ocorre quando h& uma reducédo das cadeias beta da globina que se

encontram estruturalmente normais. E causada por mutagdes heterogéneas que afetam
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o locus da cadeia da beta-globina do cromossomo 11. Esses defeitos genéticos levam
a reducles variaveis da beta-globina, variando de minimo déficit, como ocorre na Tal-$
menor, até a auséncia completa, como na Tal-B maior. Destarte, a sintese da cadeia alfa é
normal, resultante de os genes da alfa-globina ndo serem afetados, o que desenvolve um
acumulo de precursores eritréides, originados no excesso de alfa-globina néo-pareada, a
qual ndo é capaz de formar tetrdmeros viaveis, produzindo corpusculos de inclusdo que
séo responsaveis pela destruicao intramedular extensa de precursores eritroides, sendo os
causadores da eritropoiese ineficaz que caracterizam a Tal-B'-13,

Haja vista, a presente pesquisa reuniu os dados sobre a expressividade desta
patologianaregido de Assis, Estado de Sdo Paulo, bem como, um estudo epidemiolédgico para
que se tenha o conhecimento do numero de casos presentes dentre 10 anos (2009/2019).
Em sintese, para que tenha-se informagdes que contemplem o estudo cientifico nacional,
como também regional a cerca do perfil hematologico, através da eletroforese de hemacia
como um importante exame ao diagnostico e diferenciagcdo de talassemias, por fim, é
necessario que a populagdo conheca exames hematoldgicos e possua mais contato com
Unidades Bésicas de Saude (UBS), deste modo, a estratégia dessa pesquisa foi a entrega
de folhetos informativos (Anexo 1 e 2) que gerem a universializacdo e acessibilidade de
maneira didatica a hematologia.

METODOS

Foram incluidos todos os prontuérios de pacientes que manifestaram a patologia
e encontrados no banco de dados da Clinica Renascer dentre 10 anos (2009/2019) que
obtiverem confirmacédo diagnéstica de Tal-a e Tal-B.Deste modo, foram analisados 2.616
prontuarios de ambos os sexos e idades, dentro desse total, 40 prontuarios foram positivos
para Tal-a e 15 prontuarios confirmados para Tal-B. Estes foram coletados através dos
prontuarios médicos arquivados no sistema da Clinica Renascer da cidade de Assis-
S&o Paulo, juntamente com o termo de aceite do Comité de Etica e Pesquisa em Seres
Humanos da Universidade Paulista-UNIP com o numero de parecer final n° 4.423.315.
Para fins estatisticos ao estudo fo programa Excel 2000, da Microsoft Corporation e os
dados obtidos através dos prontuarios foram analisados de forma quantitativa por métodos
estatisticos embasados segundo MARTINS (2006)'%; MARIANO (2006)'; LAPPONI
(2005)'6, como: distribuicdo de frequéncias, média, desvio padréo, correlacao linear. Por
fim, a estratégia dessa pesquisa foi a entrega de folhetos informativos (Anexo 1 e 2) que
gerem a universializagdo e acessibilidade de maneira didatica a hematologia.

RESULTADOS

Segundo os dados obtidos no Gréfico 1, nota-se que entre 2011 e 2019, 2,1% dos
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prontuéarios apresentaram casos de Tal-a e Tal-B , sendo a média de 6,11 pessoas ao ano
com desvio padrdo DP = 3,62. Dos casos confirmados, o sexo feminino apresenta um total
de 63,64% de alfa e Tal-B, enquanto o sexo masculino 36,36%.

A Tal-a apresenta um total de 72,73% dos casos confirmados, apresentando uma
média de 4,44 pessoas ao ano com desvio padréo de 3,50. J4 a Tal-f apresenta um total de
27,27%, apresentando uma média de 1,66 pessoas ao ano com desvio padrao de DP = 2.
Analisando o nimero total de casos confirmados, a variancia mostra que ha uma disperséo
relativamente alta sendo V = 13,11. Tal-a também possui uma alta disperséo V = 12,27 e

Tal-B apresenta uma dispersé&o relativamente baixa, sendo V = 4.

Grafico 1 — Incidéncia de casos de Talassemia alfa e beta em dez anos na regido de Assis-SP.

Deste modo, interpretando o Gréfico 2, a cidade da regido onde foi realizada a
pesquisa que apresentou mais casos confirmados de Tal-a e Tal-B foi a cidade de Assis
com 61,82% dos casos, sendo 72,50% para alfa e 33,33% para beta. A cidade de Platina
foi a que apresentou o0 menor numero de casos com 1,82% de Tal-a e Tal-B , sendo que

Tal-B n&o houve nenhum caso e alfa apresentou 2,5%.
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Grafico 2 — Gréafico de numero de casos de talassemia alfa e beta nas cidades na regido de Assis-SP
em dez anos.

Ja em funcéo do sexo, o Gréafico 3 demonstra que Tal-a apresenta um total de
62,5% para o sexo feminino e 37,5% para o masculino.Ja a Tal-B apresenta 66,67% para
0 sexo feminino e 33,33% para o masculino.

Grafico 3 — Grafico de Incidéncia de casos conforme o sexo dos portadores de Talassemia Alfa e beta
em dez anos na regido de Assis-SP.

O Grafico 4, mostra os casos de Tal-a e Tal-B em funcéo da idade, Tal-a atinge
mais pessoas com idade superior a 42 anos, sendo que dos 40 casos confirmados para
Tal-a, 35% possuem idades entre 45 e 62 anos e 47,5% entre 63 e 83 anos.

Jé para Tal-B atinge mais pessoas com idade superior a 21 anos, sendo que dos 15
casos confirmados 33,33% entre 21 e 41 anos e 26,67% entre 42 e 83 anos.
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Grafico 4 — Incidéncia de casos conforme a idade em anos dos portadores de Talassemia Alfa e beta
em dez anos na regido de Assis-SP

A Eletroforese da Hemacia e peso molecular das cadeias alfas e betas demonstrada
no Gréfico 5, apresentou um alto indice entre 1,0 e 2,0 kD para alfa, sendo 67,5% dos 40
confirmados Dos 15 confirmados para Tal-B , seu maior indice entre 2,1-3,1 kD, sendo de
46,67% .

Grafico 5 - Eletroforese de Hemacia e peso molecular das cadeias alfas e betas.

Pode-se representar graficamente a distribuicdo de frequéncia através de
histogramas, onde é mostrado a frequéncia (repeticbes) de observagdes para cada valor
da variavel estudada'®.

No Grafico 6 mostra frequéncia absoluta (Fl) dos casos foram uniforme para Tal-a
sendo que ndo houve repeticdo do nUmero de casos, enquanto no Grafico 7 para Tal-p a Fl
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dos casos tiveram repeticdes de caso

Gréafico 6 — Histograma Talassemia Alfa.

Grafico 7 — Histograma Talassemia Beta.

A correlagéo indica o “grau de correspondéncia”, ou seja, 0 comportamento conjunto
entre duas variaveis, onde a medida de associa¢do é chamada de coeficiente de correlacéo
de Pearson indicado por “r’'*. Com os dados estudados, chegou-se a conclusdo de que
para os casos de Tal-a, ha uma correlagéo positiva fraca entre idade e niumero de casos,
obtendo o coeficiente de correlagdo de Pearson r = 0,25593, observado no Grafico 8.
Analisando o diagrama de disperséo, nota-se um elevado numero de casos entre os 62 e
83 anos de idade. Ja para os casos de Tal-B néo ha correlagéo entre a idade e o nimero
de casos, obtendo o coeficiente de correlagdo de Pearson r = -0,08451, observado no
grafico 9.
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Gréfico 8 — Diagrama de Disperséo Talassemia Alfa.

Grafico 9 — Diagrama de dispersao Talassemia Beta.

DISCUSSAO

Aproximadamente 5% da populagdo mundial apresenta uma variagdo na parte
alfa ou beta da molécula de hemoglobina, sendo classificadas com sintomaticas (nenhum
sintoma), como também sintomatica (sintomas leves, moderados e graves), deste modo,
estatisticamente, 1,7% da populacéo global apresenta sinais em decorréncia das mutagées
genéticas'.

As talassemias afetam aproximadamente 4,4 em cada 10.000 nascidos vivos em
todo o mundo, estima-se que mundialmente a expressividade de Tal-a é de 0-5% da
populagéo possua um trago de Tal-a 40% da populagédo pode ser um portador genético. Ja
a Talassemia beta: 0-3% da populacéao é afetada por esta'.

De acordo com a Associagéo Brasileira de Talassemia'®, entre 2013 e 2015 0 niUmero
de pessoas diagnosticadas com as formas graves Talassemias foram de 593 pessoas,
trazendo a essa pesquisa, no mesmo periodo, o niumero de pessoas diagnosticadas na
area estudada (regido de Assis) corresponde a aproximadamente 2,67% dos casos. O
estudo feito pela Associa¢do Brasileira de Talassemia ainda mostra que 60% dos casos de
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talassemia beta grave foram evidenciados na regido Sudeste. Os casos na regiao de Assis
correspondem a 4,46% dos casos da regido Sudeste.

Em 2010 no Estado de Ceara, na cidade de Fortaleza um Centro Universitario relatou
15 casos positivos para Tal-B , no mesmo ano na regido de Assis, houve a incidéncia de
nenhum caso, sendo assim, a cidade de Fortaleza com uma expressividade 15x maior do
qué a cidade de Assis. Observa-se que a regido nordestina possui um maior numero de
casos, a nivel Brasil € significativa essa expressao*®.

No ano de 2014, o Estado do Espirito Santo?, 14 ‘casos foram confirmados também
para Tal-a, ja a regido de Assis apresentou 2 casos confirmados para Tal-a no mesmo ano,
assim, a expressividade da cidade de Aracruz, Estado do Espirito Santo € superior que de
Assis, Estado de Sao Paulo.

Ja no ano de 2018, segundo Ferris (2018)?!, a cidade de Mirassol, Estado de S&o
Paulo apresentou dentro do seu total de prontuarios, 21 casos (18,9%) apresentaram
resultado positivo para Tal-a, ja na regido de Assis, no ano de 2018, 8 (10%) casos foram
positivos para talassemia alfa. Assim, no ano de 2018 € notavel que foi maior a incidéncia
de casos na cidade de Mirassol, Estado de Sdo Paulo equiparado & Regido de Assis,
Estado de Sao Paulo.

Nesse contexto, nota-se que a incidéncia de Tal-a é superior a Tal-3, bem como, 0
sexo feminino € o mais afetado e a idade de ambas variam. Ha poucos estudos que relatem
de fato incidéncias nos respectivos estados do Brasil, como também, ndo ha facil acesso de
informacdes de incidéncia e prevaléncia recentes em banco de dados, tanto em sistemas
publicos, quanto em revistas eletrénicas.

Por fim, mostrando uma caréncia de dados cientificos. Deste modo, as talassemias
sé@o doengas raras e que devem ser mais estudas, uma vez que acometem boa parcela da
populacédo. Observa-se que a eletroforese de hemacia foi primordial para diferenciagéo de
Tal-a e Beta em todos os estudos presentes que demonstraram alteragdes hematologicas
para as cadeias alfa e beta, diferentemente do presente estudo, ndo houve disponibilizagédo
dos pesos moleculares'?'.

CONCLUSAO

Em virtude do Brasil ser um pais altamente miscigenado e sendo foco de migragdes,
o periodo colonial e imperarial também marcou intensa heterogeneidade genética,
principalmente no estado de S&o Paulo. Assim, sabe-se a importancia da cidade de Assis
e a sua regido no periodo da Republica Café com Leite, uma vez que o Sudeste fora
miscigenado com diversas etnias, sendo as Talassemias provenientes do Oriente e Africa.
Atualmente, torna-se necessaria a identificagdo de portadores de talassemia alfa e beta,
uma vez que essa doenca atinge estatisticamente boa parcela da populagéo.

Indubitavelmente, os dados obtidos através dos prontuarios médicos foram
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satisfatérios e de grande valia para cidade de Assis e estdo sendo diagnosticados
corretamente pela técnica de biologia molecular de analise de Eletroforese de Hemécia.
Porém, € necessario que a populagdo conhega exames hematolégicos e possua mais
contato com Unidades Basicas de Saude (UBS), deste modo, a estratégia dessa pesquisa
foi a entrega de folhetos informativos (Anexo 1 e 2) que gerem a universializagéo e
acessibilidade de maneira didatica a hematologia.
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